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RESUMO

BARBANTI, Samuel Hilsdorf, Morfologia de Polimeros Bioreabsorviveis como Suporte para
Cultura de Osteoblastos, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecénica, Universidade

Estadual de Campinas, 2001, 90 p. Dissertagsio (Mestrado)

A utilizagdo de polimeros bioreabsorviveis como suporte para cultura de células tem se destacado
como alternativa para tratamento de lesGes e perda de tecidos. O objetivo deste trabalho foi obter,
caracterizar e avaliar a degradacgdo in vitro de estruturas densas e porosas de poli(L-acido latico)
(PLLA) e poli(D,L-acido latico-co-4cido glicélico) (PLGA)(50:50), preparadas pelo método da
evaporacdo do solvente. Posteriormente os materiais foram utilizados como suporte para cultura
de osteoblastos. Pelos resultados obtidos, as amostras de PLGA apresentaram degradac@io mais
acentuada em relagdo &s de PLLA. A comparagio entre as estruturas densas e porosas confirmam
o efeito autocatalitico dos poli(a-hidréxi 4cidos), no qual a degradago é mais acentuada nas
estruturas densas devido & concentracio dos produtos &cidos no interior do material. A
morfologia das amostras de PLLA mostraram-se sem alteragdes em funcfio do tempo de 8
semanas de degradacgfo, sugerindo que podem ser utilizadas como suporte estrutural durante o
periodo estudado. As amostras de PLGA alteraram significativamente sua morfologia interna e de
superficie, sendo as estruturas densas e porosas, morfologicamente semelhantes apos 8 semanas
de degradag@o in vitro. Os dados da cultura de células osteobldsticas mostrou baixa adesdo
celular para as amostras de PLLA e alta para as amostras de PLGA. O estudo da morfologia
celular sobre a superficie dos materiais mostrou densidade e morfologia superior em membranas
densas de PLLA. A selegdo dos materiais para a Engenharia de Tecidos & dependente da
aplicagdo, assim, como as estruturas de PLGA degradam rapidamente e permitem a adesfo
celular, podem ser indicadas para aplicagSes onde as lesdes de tecido dsseo sdo pequenas,
enquanto as estruturas de PLLA poderiam ser indicadas nos casos em que a lesdo exigisse um

material que degrade em um tempo longo, e servindo como suporte fisico para as células e

mecénico para o tecido.

Palavras-chave: Materiais Biomédicos, Polimeros, Morfologia, Biodegradacdo, Células-Cultura e

meios de cultura.



ABSTRACT

BARBANTI, Samuel Hilsdorf, Morfologia de Polimeros Bioreabsorviveis como Suporte para
Cultura de Osfeoblastos, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecénica, Universidade

Estadual de Campinas, 2001, 90 p. Dissertation (Master's degree)

The use of bioresorbable polymers as a support for the culture of cells in polymers has received
special attention as an alternative for the treatment of lesions and the loss of tissue. The aim of
this work was to obtain, to characterize and to evaluate the degradation in vitro of dense and
porous structures of lactic poli(L-acid) (PLLA) and poli(D,L-acid lactic-co-acid glicélico)
(PLGA)(50:50), prepared by casting process, for the later use as a support for the osteoblasts
culture. The results showed that samples of PLGA presented a more accentuated degradation in
relation to the one of PLLA. Comparing dense and porous structures, it was verified the auto-
catalytic effects of poly(a-hydroxy acids), in which the degradation is more accentuated in the
dense structures due to the concentration of the acid products inside the material. The
morphology of the samples of PLLA did not show any changes in function of the degradation
time of 8 weeks, suggesting that the structures can be used as structural support during the
studied period. On the other hand, samples of PLGA changed significantly its internal and
surface morphology, being morphologically similar after 8 weeks of in vitro degradation. Data of
osteoblasts culture showed low cellular adhesion for the samples of PLLA and high for the
samples of PLGA. The study of the morphology on the surface of the materials showed high
density and morphology in PLLA dense membranes. The selection of the materials for the Tissue
Engineering is dependent of the application. Due to a faster degradation of the PLGA structures
as compared to PLLA, allowing the cellular adhesion, it can be indicated for applications where
the lesions of bone tissue is small. While the structures of PLLA could be suitable in the cases

where the lesion demanded a material to degrade in a long time serving as physical support for

the cells and mechanical support for the tissue.

Keywords: Biomedic Materials, Polymer, Morphology, Biodegradation, Cell-Culture ¢ mediun of

culture.
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INTRODUCAO

Quando a estrutura bioldgica numa situagfo de trauma nfo pode ser reparada, a alternativa
vidvel para o restabelecimento das fungSes normais do paciente é repd-la com um outro material.
Sio os chamados implantes, dispositivos médicos feitos de um biomaterial que sdo
intencionalmente inseridos dentro do corpo humano, abaixo da superficie epitelial, na tentativa de
restaurar a fungfio perdida (WILLIANS, 1987).

Dentre os inumeros materiais utilizados como implantes, os polimeros apresentam grande

potencial de uso, pois sdo, geralmente, ficeis de produzir, manusear e apresentam caracteristicas

mecénicas semelhantes aos dos materiais bioldgicos.

Em qualquer trabalho terapéutico com implantes, a mimetizagio das fungBes visa,
fundamentalmente, a aproximacfo da estrutura sintética com a estrutura orginica original.
Idealmente, a melhor terapia € aquela em que o tecido, ou érgdo, volte a desempenhar suas
fungbes normais. Embora muitos dispositivos protéticos artificiais estejam disponiveis para
substituir tecidos, como as proteses de jungdes (joelho, cotovelo etc), valvulas do coracéio ete,
poucos podem substituir completamente todas as complexas fungdes da estrutura original. Em

situagdes clinicas mais severas somente o transplante do 6rgéo retoma as atividades organicas.

Nos anos 80 surge uma técnica terapéutica que busca a idealidade em reparos orginicos:

recriar in vitro tecidos e drgdos que possibilitem a sua reutilizagio no paciente e a retomada das

caracteristicas, funcdes e atividades normais.

A técnica, conhecida como Engenharia de Tecidos, consiste na cultura de células em
suportes de materiais sintéticos, os quais, através da sua estrutura tridimensional adequada e das
propriedades do material, permitem o crescimento, proliferagiio celular e formacfo de um novo
tecido. A terapia envolve a retirada de material bioldgico do préprio paciente, expansdo in vitro

das células vidveis sob o suporte e subsequente implante no paciente.

Os desafios implicados na utilizagio da técmica envolvem desde o projeto e o

processamento das estruturas tridimensionais, até o estudo da regifio doadora de células para
1



cultura in vitro. Atualmente, a forma/estrutura dos materiais utilizados como suporte na cultura
estimulam e induzem o crescimento ¢ a diferenciagdo celular de modo que o tecido formado seja

o desejado, que a fungfio original seja restabelecida e que o procedimento seja reprodutivel e de
baixos custos.

Embora as pesquisas envolvendo culturas de células primérias em substratos de polimeros
bioreabsorviveis mostrem um grande desenvolvimento nos ultimos anos, a bibliografia
dificilmente apresenta a caracterizagdo morfolégica e fisico-quimica do material em relagéio ao
crescimento de células e fungbes celulares. Compreender como a morfologia dos polimeros
bioreabsorviveis se alteram ao longo da cultura de células representa um avango no entendimento

da interagéo entre o material sintético e o crescimento ¢ diferenciagfo celular.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi a preparagfio de estruturas tridimensionais de polimeros
bioreabsorviveis (PLLA e PLGA), a caracterizagfio morfoldgica e térmica da degradacdo in vitro
em meio de cultura celular, e o estudo da adesdo e morfologia de osteoblastos na superficie dos

polimeros, visando estabelecer uma relagio entre as propriedades do suporte/cultura celular.



CAPITULO 1

1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

A perda de tecidos por traumas ou doengas acometem a populacdo de uma maneira geral e
irrestrita. Aliado a evolugfio dos exames clinicos e de diagndsticos, atualmente € uma pratica
comum identificar as causas ¢ local da perda da fungfio tecidual. Entretanto, identifici-la nfio ¢
suficiente, torna-se necessario uma agfo corretiva que permita a recuperacdio da funcfo,

restaurando ou mimetizando a original (BOSCHI, 1995).

A reposigdo total (ou parcial) é feita através de duas alternativas: transplantes e implantes.
Em relac@o aos transplantes, os tecidos ou érgios podem ser obtidos de doadores vivos, como por
exemplo no caso do coracfio, rins etc, ou de cadaveres, como no caso de ossos liofilizados e
congelados. Em ambos os casos, torna-se necessério a utilizagio de drogas imunossupressoras,
para evitar a rejeicdo dos 6rghos, e de outros medicamentos que neutralizem a possivel
contaminag@o microbiolégica e viral (HENCH, 1998). A segunda alternativa é a utilizaggo de um
implante, dispositivo médico feito de um biomaterial que ¢ intencionalmente inserido dentro do
corpo, total ou parcialmente sepultado abaixo da superficie epitelial (definicsio do Consenso da
Sociedade Européia de Biomateriais) (WILLIANS, 1987). Nestes casos, o biomaterial pode ter
origem distinta: biolégica ou sintética. Na forma sintética os materiais devem ser produzidos com

o intuito de serem biocompativeis com o meio implantado, permitindo que a fungdo de

recupera¢o seja alcancada.

Para que um biomaterial possa ser utilizado como implante no corpo humano deve-se
satisfazer uma série de exigéncias inerentes & ele: além de biocompativel (ter a capacidade e
funcionar com um resposta apropriada do hospedeiro em uma aplicagio especifica), deve ser
atéxico, facil de esterilizar e apresentar propriedades mecénicas adequadas, conveniente com o
propésito da aplicagfo. De um modo geral, um material biocompativel nio deve provocar reacio

inflamatéria cronica ou aguda nos tecidos adjacentes (BOSCHI, 1995 e GRIF FITH, 2000).
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Implantes permanentes quase sempre geram fendmenos crénicos de inflamacgfio. Essa
resposta a um corpo estranho € tipicamente benigna, mas pode conduzir & complicagdes clinicas
mais severas como infecgBio ou contragiio do tecido. Dessa forma, estes sdo riscos a serem
considerados e evitados em muitas aplicagBes. Por exemplo, em dispositivos de liberacfo
controlada de drogas, ¢ indesejavel que o material permanega no organismo apos o término da

sua fungfo. Neste caso, terapeuticamente seria necessario uma segunda cirurgia para retirada do
‘implante (GRIFFITH, 2000).

Com o advento ¢ pesquisas de implantes temporéarios, confeccionados de polimeros
sintéticos, ¢ com os avangos em cultura de células in vitro, VACANTI ¢ LANGER {1993)
apresentaram uma alternativa aos materiais sintéticos tradicionalmente utilizados (com seus
problemas ¢ limitagSes inerentes): a regeneragio de tecidos vivos do proprio paciente,

produzidos fora do organismo através do recrutamento de células sadias, e cultivadas sobre

estruturas de polimeros bioreabsorviveis.

Desde entdo, a literatura cientifica especializada volta sua atencfio a uma nova técnica,
conhecida como Engenharia de Tecidos, que necessita de protocolos e regras bem definidas, A
técnica consiste na fusfio de trabalhos da é4rea de engenharia e ciéncias da satde no intuito de

desenvolver dispositivos funcionais que interagem e atuam como os materiais organicos
originarios (DAVIS et al., 1996).

Células isoladas ndo podem formar tecidos. Elas normalmente requerem um ambiente
especifico que inclui a presenga de um material que age como matriz, servindo como suporte
fisico e substrato adesivo para o crescimento das células isoladas in vitro. O suporte, preparado
de forma a mimetizar as condi¢Ses do tecido original é produzido de material polimérico

bioreabsorvivel, que degrada a medida que o tecido se regenera (TEMENOFF et al., 2000).

O transplante de células apresenta vantagens sobre o transplante de érgios. Pelo fato da
populagio de células isoladas expandirem in vitro com a utilizagio de técnicas de cultura celular,
somente um pequeno numero de células doadoras s8o necessérias para preparar o subsequente
implante. O tecido € removido de um doador, dissociado em células, ou grupo delas, fixadas ou

encapsuladas em um suporte polimérico e transplantadas ao paciente, sendo desnecessério a parte
4



doadora sacrificar um drgéo todo. O uso de células isoladas também permite a remog#o daquelas
indesejaveis, as quais podem ser alvo de resposta imune, influindo no processo de rejeicdo. Em
adigdo, cirurgias entre doadores e receptores, e seus riscos inerentes, podem ser evitados ¢ os

custos dos procedimentos significativamente reduzidos (LAITINEN et al., 1993 e MIKOS et al ,
1993).

A Figura 1 a seguir, ilustra a técnica da Engenharia de Tecidos aplicada em estudo iz vivo.
Atualmente, a figura do animal ¢ substituida pelo proprio paciente em aplicagfes clinicas
(BURKHART, 2000).

Figura 1 - Técnica da engenharia de tecidos (reproduzido de FREED e al., 1993).



Na busca pela padronizagdo da metodologia empregada na Engenharia de Tecidos,

HUTMACHER (2000) estabelece as seguintes etapas de pesquisa e aplicacfio:

A) Fabricagdo / selegfio da estrutura de polimero bioreabsorvivel

B) Inoculagfo da populagéio celular sobre o suporte polimérico em cultura celular estitica (placa
de Petri ou similar)

C) Crescimento do tecido prematuro em sistema dindmico
D) Crescimento do tecido maturado em sistema fisiolégico (Bioreator)
E) Transplante / Implante cinirgico

F) Assimilagdo do transplante de tecido.

Considerado de forma integrada, sob o aspecto da ciéncia dos materiais e do tipo de tecido e

reparo necessario, a selecéio do polimero, utilizado na Engenharia de Tecidos, segue basicamente

duas estratégias:

Na primeira, representada pela Figura 2, o material polimérico é desenvolvido de forma a
suportar fisica e mecanicamente as células, desde a inoculagio até o ponto de formaggio do tecido
prematuro ¢ implantacfo no organismo hospedeiro. Neste caso, o implante ocorre antes da
formacdo in vitro de tecido maturado. No organismo, o polimero ¢ degradado numa razio
proporcional ao crescirento celular e a solicitagio mecénica. Sua fungdo é proporcionar suporte
para o crescimento celular e adicionalmente servir como substituto mecanico/estrutural do tecido

original, até a formagio do novo tecido e sua bioreabsorgdo completa.
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Figura 2 - Estratégia I utilizada na Engenharia de Tecidos (adaptado de HUTMACHER, 2000).
(A, B, C, D, E, F explicados no texto anterior. Etapas de biodegradagdio e bioabsorgo: (I} Hidratagdo do suporte

polimérico, (1) Hidratagdo e degradacdo, (IH) Degradaciio e perda de massa, (IV) Absor¢io e metabolismo, (V)
Metabolismo).

Na segunda estratégia, o implante ocorre com tecido maduro formado. O dispositivo
polimérico ¢ dimensionado com propriedades mecénicas e tempo de degradagio adequados para
a inoculagdo das células até a sua insergfio num bioreator, onde ocorre a formag8o completa do
tecido maduro. Nesta etapa, as células semeadas proliferam-se e secretam matriz extracelular
durante a cultura estitica e/ou dinimica, enquanto o polimero é degradado e absorvido
gradualmente, permitindo espago para a proliferaciio celular e formagfio do tecido no reator

biol6gico. Somente apds a formagéo do tecido, o implante € inserido no organismo. A Figura 3

exemplifica a estratégia I1.
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Figura 3 - Estratégia Il em Engenharia de Tecidos (adaptado de HUTMACHER, 2000).
(A, B, C, D, E, F explicados no texto anterior. Etapas de biodegradagdo e bioabsorgéo: (I) Hidratag8io do suporte

polimérico, (II) Hidratag8io e degradagiio, (III) Degradagio e perda de massa, (IV) Absorgo e metabolismo, (V)
Metabolismo).

Ambas as estratégias podem ser utilizadas para reparos em tecidos 6sseos e cartilaginosos.
Entretanto, o sucesso da técnica e da estratégia varia em fungfio do tipo, local e extensdo do
tecido lesado, aliado ao conhecimento de propriedades especificas de biodegradagio e

bioreabsorcdo dos polimeros utilizados (BURG ef al., 2000).

1.2 POLIMEROS BIOREABSORVIVEIS - POLI( o-HIDROXI ACIDOS)

Definido e baseado nas estratégias anteriores, o primeiro estigio na Engenharia de Tecidos
inicia-se com o desenvolvimento, selegdo e preparacdo dos suportes tridimensionais.

Em aplicagSes na reconstrugiio de tecidos, o objetivo dos dispositivos temporérios como
suporte para a cultura de células é reparar o defeito até que o processo natural de recuperacio

tenha se completado. Nesse sentido, o estudo de implantes sintéticos de polimeros tem



direcionado suas pesquisas para materiais biocompativeis, biofuncionais e, principalmente, para

aqueles que sdo degradaveis e bioreabsorviveis pelo corpo humano (DAVIS ef al., 1996).

HUTMACHER (2000) descreve trés categorias de biomateriais utilizados, atualmente, na
Engenharia de Tecidos:

) Polimeros biodegradaveis e bioreabsorviveis, regulamentados e aprovados pelo FDA

americano, como o coldgeno e PHA (PGA, PLLA, PDLLA, policaprolactona etc).

1)) Polimeros em estudo, ndo aprovados e/ou regulamentados: poli(ortoésteres) (POE) e
polianidridas.

Il) Polimeros hibridos, sintetizados com a adi¢fio de unidades de aminoacidos/proteinas,
como o poli(acido ltico-co-lisina), materiais especificos e que buscam a proliferagio e

diferenciacfo celular baseados nas caracteristicas bioquimicas das células.

Neste trabalho, nosso enfoque de estudo € relacionado aos materiais da categoria I,

regulamentados e aprovados.

1.3 BIODEGRADACAQ, BIOABSORCAO E BIOREABSORCAO

Os termos utilizados para os conceitos de biodegradagiio, bicabsorgéo e bioreabsorgio sdo
controversos € distintos. Devido a falta de padronizagio para os conceitos, utiliza-se neste
trabatho as defini¢Oes fornecidas por VERT er al. (1993): Biodegradagao refere-se ao processo de
perda de massa, ou degradacfio das cadeias macromoleculares, in vivo/vitro, sem a eliminagio
dos produtos e subprodutos pelo organismo. Bioabsor¢fo, segundo o autor, é o conceito
associado aos materiais que sdo dissolvidos, sem clivagem da cadeia polimérica, em fluidos
orgénicos. Por {ltimo, polimeros bioreabsorviveis sdo aqueles que implantados sdo degradados

em produtos e subprodutos eliminados pelas vias metabélicas do corpo.



Dentre os polimeros sintéticos biodegradéveis e bioreabsorviveis encontram-se os poli(a-
hidréxi acidos), representantes de uma classe de poliésteres sintéticos, os quais fazem parte o
poli(dcido latico) (PLA), poli(cido glicdlico) (PGA), poli(dioxanona) (PD), poli(e-caprolactona)
(PCL), poli(B-hidroxibutirato) (PHB), e copolimeros destes (BOSTMAN et al., 1991 e ALl ef al,
1993).

O processo de sintese desses materiais tem sido desenvolvido e aprimorado nas tltimas
décadas, ¢ € utilizado em processos de produgfio em larga escala. No caso do PLA e PGA, a
polimerizagdo direta do 4cido litico e/ou 4cido glictlico origina oligdbmeros de baixa massa
molar, sendo necessario a sintese de um composto intermedidrio denominado na literatura como
lactide e glycolide, respectivamente. Para a obtengfo de estruturas poliméricas com massas
moleculares maiores € necessario que a polimerizagdo ocorra pela abertura das unidades de
diésteres ciclicos, conforme ilustra as reagSes esquematicas da Figura 4 (BENDIX, 1998 e
MIDDLETON, 2000).
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Figura 4 - Sintese das cadeias poliméricas de PLA e PLGA.

De uma maneira geral, o processo de biodegradaciio e bioreabsor¢iio dos poli(a-hidroxi
écidos) € descrito na literatura como sendo uma sucessio de eventos. Exposto aos fluidos
aquosos, o material sofre, inicialmente, hidratagdo. Com a presenca das moléculas de 4gua, o
processo de biodegradacio da-se através da hidrélise das ligaces ésteres. O material sofre cisdes
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na cadeia principal, originando produtos na forma de oligdmeros (ou monémeros) soliiveis e néo
toxicos. A degradacio poderd prosseguir por um processo biologicamente ativo (por enzimas dos
fluidos orgénicos) ou pela clivagem hidrolitica passiva (LI, 1999). A Figura 5 exemplifica a cisfo
hidrolitica. A degradago ¢ caracterizada geralmente pela perda de massa, diminunicio de massa

molar ponderal média (Mw) ou em muitos casos, pela perda das suas propriedades mecanicas,

como a resisténcia a tensdo (GRIZZIA et al., 1995).

W\rw+o NW»\(L/OH

Ligacdo éster Carboxi Terminal  Hidréxi Terminal

Figura 5 - Hidrolise da ligacdo éster originando terminal carbéxi e hidréxi na cadeia polimérica.

O mecanismo de degradagio tem sido avaliado nos Ultimos anos e demonstra ser
heterogéneo. A presenca de terminais &cidos catalisa a reagio de degradacfio. Inicialmente, o
processo € homogéneo, gerando oligdmeros soltiveis em 4gua em toda a extensfio do material. Os
produtos presentes na superficie da matriz sdo difundidos para o meio, entretanto, a baixa taxa de
difusdio dos produtos da reacfio no interior do material gera um actimulo de acidos, fazendo com
que estruturas densas tenham uma erosfo inicial na superficie, mas apresentando uma degradaco

mais acentuada no centro. E o chamado efeito autocatalitico dos PHA (LI, 1999).

A autocatdlise foi avaliada inicialmente por LI' er al. (1990) estudando copolimeros
amorfos de PDLLA. Segundo os autores, apés 12 semanas de degradagfo i vitro em tampio
fosfato, o interior do material desaparece. Resultados semelhantes sio obtidos nos estudos in
vivo. A degradagio heterogénea tem sido avaliada nos altimos anos e confirmada pelos estudos
subsequentes (LI2 et al., 1990, L er al., 1990 e VERT et al., 1991).

A bioreabsorgdo pelo organismo ocorre quando a biodegradacdo gera produtos e
subprodutos com as caracteristicas dos metabdlitos orgnicos, especificamente os acidos do Ciclo
de Krebs. Terminada a hidrélise do material, no Ciclo, a degradaciio segue o processo de

oxidac#io a 4cido latico (para o PLA) e conversfo das unidades de PGA em glicina, que por sua
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vez sfio convertidos em 4cido pirivico. Na presenga da acetil coenzima A, ocorre a liberacdo de
CO; e, consequentemente, a decomposicéo em citrato. O citrato serd entio incorporado no ciclo
dos é&cidos tricarboxilicos, resultando na eliminacsio, novamente, de CO; e H,O através da urina e

da respiragéo. O material & reabsorvido e metabolizado (BOSTMAN, 1991 e ALl ez al., 1993).

A Figura 6 ilustra a rota metabélica da bioreabsor¢go dos poli(a-hidroxi acidos):

Poli(acido glicolice) 293 4uido glictlico ——mmmr EXCretado

pela urina
glicolato oxidase
égua .
Pelifpara-dioxanona) 9 glioxalato
. glicina
Poliacido lactice) 2842 | soido lactico itansaminase
glicina
Piruvato serina
CO, ./\_. H
Acetil CoA

Citrato
Cicdo do gcido
tricarboxilico

Transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa

ATP J LH;O

Figura 6 - Rota metabdlica de degradacéo dos poli(c-hidroxi acidos)
(adaptado de BOSTMAN, 1991).

Na etapa de desenvolvimento e selegio de polimeros bioreabsorviveis, o tempo de
degradacfo (associado & taxa de hidrélise) ¢ fundamental para o sucesso de biocompatibilidade e
biofuncionalidade do suporte/implante. Caso o material degrade numa taxa mais elevada que a
necesséria, suas propriedades mecénicas ficam comprometidas; caso o tempo de degradacéo seja

excessivamente longo, poderdo ocorrer reagdes inflamatérias (ATHANASIOU et al., 1996).
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1.4 FATORES QUE INFLUENCIAM A DEGRADACAO

Neste sentido, os estudos de degradagfio sfio direcionados para as varidveis que influenciam
0 processo, mas que ndo podem ser consideradas isoladamente. Para MIDDLETON et al. (2000)
os principais fatores relacionados a degradagdo sfo: local de implante, composigio quimica /
esterioisométrica (grupos ou mondmeros hidrofilicos na cadeia polimérica), cristalinidade, ¢

tamanho e geometria do dispositivo desenvolvido.
1.4.1 Localizag¢iio do Implante

A localizagdo do implante determina fundamentalmente a vascularizagfo do local. Se um
polimero bioreabsorvivel € implantado num local de alta vascularizagio (grande atividade vital),

sua velocidade de degradagfio serd mais rapida em relago 4 uma regifio menos vascularizada, de
fungdes passivas (HOLLINGER et al., 1986).

1.4.2 Composi¢io Quimica

No caso do poli(acido latico), a quiralidade do carbono o permite a sintese de compostos
enantidmeros, levo (L-) e destro (D-) rotatérios, dando origem & uma familia de polimeros: o
poli(L-4cido latico), poli(D,L-4cido latico) e copolimeros em diferentes proporcdes. No caso do
poli(acido glicdlico) (PGA) nfio é possivel a sintese de composto enantiomérico devido a
auséneia de centros quirais. Segundo BENDIX (2000), devido & distribuicdio aleatéria das
unidades L- e D- na cadeia polimérica, o polimero racémico ndo possui dominios cristalinos,
sendo um material amorfo e com propriedades mecanicas significativamente menores quando

comparado ao semicristalino PLLA.

Para copolimeros PLGA, a composi¢do quimica das unidades de acido latico e é4cido
glicélico é avaliada como fator determinante na degradacfio por hidrélise. MILLER e al. Q977
avaliaram a degradacfio in vivo, durante 11 meses, para amostras de pellets de PLLA(100),
PLGA(25:75), PLGA(50:50), PLGA(75:25) e PGA(100), através da inclusdo de *C e *H na

cadeia polimérica. Medindo-se a perda de radioatividade dos implantes em ratos, os autores
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concluem que a meia-vida € menor para as estruturas de PLGA (50:50) (conforme a Figura 7) e
esta relacionada com a cristalinidade dos materiais.

Figura 7 - Meia-vida (em meses) de razdes entre unidades de acido latico e acido glicolico em

copolimeros PLGA implantados em ratos (reproduzida de MILLER et al., 1977)

1.4.3 Cristalinidade

Polimeros podem existir em dois estados distintos de ordenamento das cadeias poliméricas:
o amorfo, caracterizado por um arranjo desordenado das moléculas, ou no estado cristalino, com
ordenagfo tridimensional. A cristalinidade pode ser conceituada como uma repetigio regular das
estruturas moleculares no espago e quantificada e/ou avaliada pela técnica de difragéio de raios-X,

elétrons, ou através de medidas indiretas de calorimetria, como por exemplo, DSC (MANO,
1988).

Copolimeros de &cido Iatico e 4cido glicdlico, quando sintetizados de forma aleatéria nio
possuem dominios cristalinos ¢ sfio consequentemente materiais amorfos. Homopolimeros sfo
descritos pela literatura (REED ez al., 1981) como materiais cristalinos (semicristalinos) e seu

grau percentual de cristalinidade diretamente relacionado com a velocidade de degradacio (e

vice-versa).
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A primeira observagio experimental foi relatada por FISCHER et al. (1973) através de
distribui¢es trimodais de Mw utilizando dados de degradacg@io in vifro para copolimeros de

PDLLA. A degradacgfio de polimeros semicristalinos ocorre, fundamentalmente, em duas etapas,

conforme descrito a seguir.

Devido a disposig@o espacial das cadeias poliméricas, o efeito da cristalinidade influi na
taxa de absor¢fio de dgua pelo polimero. O primeiro estagio de degradagfo consiste na penetragio
e difusdo das moléculas de 4gua nas regiGes amorfas do material, e subsequente cisfo hidrolitica
das ligagGes ésteres das cadeias poliméricas. O segundo estagio se dd quando parte consideravel

da regifio amorfa esta degradada, e prossegue no centro dos dominios cristalinos (PISTNER et
al, 1993, LAM et al., 1994 e LI, 1999).

Em relagfo aos polimeros semicristalinos de PLA e a degradaco diferenciada das regides
amorfas e cristalinas, a literatura descreve um aumento no grau de cristalinidade durante o
processo de degradagio, seja pelo aumento percentual da porgéo cristalina, seja pela formagio de
novos cristais através do rearranjo das cadeias poliméricas de menor massa molar originadas no
processo de degradacfio (DUEK er al., 1999).

1.4.4 Morfologia

A influéncia da morfologia (tamanho, geometria e porosidade) do suporte polimérico ¢
relatada como um dos fatores determinantes na velocidade de degradacfio e indugfio ao
crescimento celular. Os desafios estdo relacionados no desenvolvimento de técnicas de preparo

do suporte e na manutencio da morfologia e das propriedades mecénicas durante a cultura de
células (ATALA, 2000).

Na avaliagio e compreensdo dos polimeros bioreabsorviveis, o estudo da degradagio in
vitro tem se mostrado como uma alternativa quando comparados aos in vivo (fundamentais e
necessarios). Os custos sfio menores, o processo pode ser acelerado e as condi¢des do ensaio,

como temperatura, pH, produtos e subprodutos de degradacfio, podem ser controlados e
monitorados (GOGOLEWSKI ef al., 2000).
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Segundo MIKOS ef al. (1993) a taxa de penetragio e crescimento celular, em estruturas
porosas de polimeros bioreabsorviveis, estd diretamente relacionada com o tamanho e
distribui¢do do tamanho dos poros no material. Os autores, num extenso estudo, prepararam
réplicas porosas de PLLA (amorfo e cristalino) e PLGA 50:50 através da técnica de evaporagdo
de solvente com adi¢fio de particulas de NaCl, variando entre 250 a 500 pum, obtendo estruturas
que possuiam em media 85% de porosidade com tamanhos de poros variando entre 50 ¢ 150 um.
O material foi implantado na regifio abdominal de ratos e avaliada a invasfio celular em 25 dias de
experimento. Os autores concluem que a invasio e o crescimento celular estfio diretamente
relacionados com o tamanho dos poros e a cristalinidade do material. Na faixa de 50-150 pm, em
ambos os polimeros, quanto maior o tamanho do poro do material maior foi a taxa de crescimento

celular, pois esta relacionado com a difusHo dos nutrientes dos fluidos orgénicos locais.

LU et al. (2000) descreve o estudo da degradag8o in vitro, em tampao fosfato (pH=7,4), de
estruturas porosas de PLLA preparadas pela adigio de sal em diferentes granulometrias e
concentragdes. Os autores concluem que a influéneia da morfologia do poro (tamanho e
distribui¢do do tamanho de poros) néo tem influéncia na morfologia porosa durante 46 semanas
de degradagfio. O efeito autocatalitico € também observado e descrito como sendo uma funcéo da

espessura da parede do poro. Quanto maior a espessura, menor a difusio dos produtos acidos de

degradagfo ¢ consequentemente maior a velocidade de perda de massa.

Nosso grupo de pesquisa avaliou a degradagfio in vitro em tampio fosfato (pH=7,4) de
membranas densas e porosas de PLLA durante 90 dias. O efeito autocatalitico é observado para

as estruturas densas e o tamanho do poro nfo teve influéncia na morfologia durante o periodo de
degradagio (BARBANTI er al,, 2000).

Comumente, os fatores de influéncia sio avaliados conjuntamente. A composigiio quimica
x morfologia durante a degradagio in vitro e in vivo de copolimeros de PLGA foi avaliada por
LU? et al. (2000). Foram preparadas estruturas porosas de PLGA (85:15) e PLGA(50:50) através
do processo de adi¢do de sal e subsequente evaporacdio do solvente. Os autores concluem que a

variagio da concentragéo e tamanho dos poros nfo tem influéncia na degradagdo dos materiais e
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que estruturas de PLGA(50:50) degradam mais rapidamente que as estruturas de PLGA(85:15),
devido a maior porcentagem de unidades de 4cido glicélico.

Diversas técnicas tem sido utilizadas na preparagfio de estruturas planas, porosas ou densas
de PLA e PLGA com aplicagdes na Engenharia de Tecidos. Entre as técnicas destacam-se: o
processo de evaporagdo de solvente, com ou sem adicdio de sal, inversio de fases, extrusdo de

fibras e o processo de injegdo de gés e posterior expansdo.

O processo de evaporacio de solvente (casting) com adigio de sal mostra-se til na
confecgfio de materiais porosos, com poros esféricos, variando entre 30-300um. A técnica
permite uma boa reprodutibilidade, entretanto a interconec¢io dos poros nem sempre & total e

podem ainda reter particulas de sal no seu interior (MIKOS et al., 1993).

Para HARRIS et al. (1998) existem desvantagens nos processos de preparacio de amostras
porosas que requerem o uso de solventes orgénicos. As técnicas de casting e inversio de fase
podem deixar residuos que influenciardo na cultura celular. No caso da fabricagdio de fibras por
extrusfo, altas temperaturas sio requeridas e nem sempre ¢ wm processo “ameno” para polimeros
amorfos. A alta temperatura também € um fator desvantajoso quando o material est incorporado

de outros materiais orginicos, como os fatores de crescimento.

Atualmente, nas técnicas empregadas em Engenharia de Tecidos nfo é somente
considerado o tipo de material e a sua morfologia. Os fatores de crescimento sfo requeridos em
algumas aplicagBes no intuito de promover a vascularizagdo, o fornecimento de oxigénio e
nutrientes necessarios para viabilizar ou nfo o sucesso da cultura de células e dos implantes.

Introduzir fatores de crescimento nos materiais bioreabsorvivies é uma técnica eficaz na indugiio
da proliferacdo celular (TABATA, 2000).
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1.5 CULTURA DE CELULAS

Diagnosticado o problema médico e estabelecida a estratégia para a selecdo e preparaco do
suporte polimérico, a etapa subsequente é inocular, através de técnicas de cultura de células in
vitro, células do paciente sobre o material. A interagdo entre material bioldgico e sintético nio é

completamente conhecida e representa um importante enfoque de estudo (ANSELME, 2000).

A utilizacdo de cultura de células sobre materiais sintéticos é antiga e vem sendo utilizada
em inGmeras 4reas da engenharia biomédica. A cultura celular in vitro permite diagnosticar
doengas, avaliar a citoxicidade de um material, mutagenicidade, propagar virus para a confecgdo
de vacinas, assim como para a sintese especifica de moléculas organicas de alta complexidade. O

procedimento dos experimentos s§o atualmente padronizados e protocolados.

Aplicadas a Engenharia de Tecidos, a cultura celular além de fornecer dados relativos i
citotoxidade e a indugfio ao crescimento, representa o inicio da recomposicfo do tecido natural, E

fundamental o conhecimento das caracteristicas de adesfio e diferenciago celular durante o
processo (ANSELME, 2000).

Nas ultimas décadas, avangos significativos foram obtidos no entendimento dos
mecanismos de interagfo das células animais com o seu ambiente natural, a matriz extracelular.
Esse conhecimento vem sendo utilizado para o desenvolvimento de polimeros que possam

mimetizar as caracteristicas da matriz extracelular natural, exercendo um papel ativo na
restaurag@o tecidual (HUBBELL, 1995).

Segundo BOYAN (1996), a interagio entre material sintético e célula depende
fundamentalmente das caracteristicas da superficie do material. A topografia, propriedades

quimicas e energia de superficie determinam como as moléculas biolégicas serdo adsorvidas e

subsegilentemente as células do mejo.

Atualmente, dois tipos de tecidos sdo priorizados em pesquisas aplicadas a Engenharia de
Tecidos: o cartilaginoso e o ésseo. Em cartilagem, as aplicagSes terapéuticas em seres humanos

comegam a ser avaliadas nos dltimos anos. Diversos autores relatam experimentos que visam a
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reprodugfo total ou parcial de estruturas anatOmicas em aplicagdes e terapias de reconstrugio,
como por exemplo: reconstrugio da cartilagem na regifio nasal (PUELACHER et al,1994),
crescimento de condréeitos em estruturas no formato de uma orelha humana (CAO ef al., 1997),

mamilo feminino (CAO ef al, 1998), e valvulas e dutos urololégicos (ATALA, 2000).

Em tecidos Osseos as aplicagbes terapéuticas envolvem principalmente os dispositivos
ortopédicos (como os pinos, parafusos e placas de fixag#o), e os que promovem a regeneracéo do
osso guiado (KELLOMAKI et al., 2000 e AN et al., 2000).

Neste trabalho enfocamos o estudo das duas primeiras etapas da técnica da Engenharia de

Tecidos, que compreende a preparagdo e selegio de estruturas tridimensionais de polimeros

bioreabsorviveis e a avaliacio da estrutura em cultura de células estatica.
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CAPITULO 2

2 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo € apresentado a metodologia de preparagfio das estruturas tridimensionais, as

técnicas de caracterizacéo e o procedimento da cultura de células de osteoblastos.

2.1 PREPARACAO DAS ESTRUTURAS

Para a preparago das estruturas tridimensionais dos polimeros bioabsorviveis utilizou-se
poli(L-acido latico) e poli(D,L-acido latico-co-acido glicolico) (50:50), fornecidos pela PURAC
(Groninger — Holanda) na forma de pellets.

A técnica de preparagio € conhecida como casting, ou evaporagdo de solvente, a qual
consiste na dissoluc¢@o do polimero no solvente apropriado e posterior evaporagdo do mesmo num
molde desejado. Foram confeccionados 3 tipos de estruturas: Membrana Densa, Membrana
Porosa e Suporte Esférico, conforme descrito a seguir. O procedimento foi realizado

separadamente para ambos os polimeros utilizados.

Membranas Densas: dissolveu-se o polimero sob agitacdo (aproximadamente 2h), na
temperatura ambiente em cloreto de metileno (CH,Cly) (MERCK) na concentragio 10% (w/v). A
solugdo foi vertida sobre placas de vidro previamente limpas com etanol (MERCK) e o solvente

evaporado de forma controlada, numa cuba saturada de solvente e conectada & uma corrente de

ar, por aproximadamente 24 h.

Membranas Porosas: foram preparadas de modo anélogo as densas, com o mesmo solvente e
mesma concentragio em porcentagem em massa. Incluiu-se apds a dissolugio do polimero,
citrato trissddico 2-hidratado (CsHsNa3;0,.2H,0) (MERCK), na concentragfio de 50% (w/v) —em
relagfio & solugfo polimero/solvente - com uma granulometria do sal previamente estabelecida na

faixa de 180 a 250 pm. Apés a secagem, as membranas porosas foram lavadas, sob agitacfio, em
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agua destilada por aproximadamente 20 h ¢ em seguida em etanol por mais 2 h. O etanol foi seco

a temperatura ambiente ¢ as membranas secas, armazenadas sob vicuo.

Suporte Esférico: de maneira andloga, o polimero foi dissolvido e a solugfio foi vertida em tubos
de ensaio de 10 mm de didmetro.

Para padronizagho do processo de evaporagio do solvente, placas de vidro e tubos de
ensaio, contendo as solugles de polimero, foram acondicionadas em uma cuba saturada de
solvente, conectadas 4 uma linha de ar comprimido (seco e filtrado por um sistema de silica e 1a
de vidro)} com vazdo 0,01 nm®/ h. O controle da espessura pode ser obtido pela variacdo da

porcentagem em massa da solugio polimero—solvente. Os materiais foram acondicionadas num

dessecador sob vacuo até o momento da sua utilizacgo.

10 mm

Polimero

Cuba para Evaporacio do Solvente

Saida do Solverie
pd

<

Entrada de axr

Polimero

v
/

Lo =]

I
[}\ Niveladores H

Figura 8 - Dispositivos para preparacio das amostras de PLLA ¢ PLGA (Tubo de ensaio, placa e

cuba para evaporagdo do solvente).
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2.2 DEGRADACAOQ IN VITRO EM MEIO DE CULTURA CELULAR

Apbs prepara¢do e caracterizagfio inicial, as amostras foram submetidas a degradacio in
vitro. O procedimento realizado para corte e acondicionamento em tubos de ensaio, contendo as

amostras, seguiram normas de esterilidade, como uso de soluggo estéril e manuseio em capela de

fluxo Iaminar.

Inicialmente as amostras foram esterilizadas em alcool 70% (overnight) e secas em estufa.
Em seguidas foram acondicionadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura HAM-F10
(NUTRIENTE), e mantidas a 37 °C. Ap6s periodos de 1, 2, 4, e § semanas, o material foi retirado

e lavado com 4gua destilada e posteriormente com etanol. O acondicionamento seguiu o
procedimento descrito na preparagio do material.

2.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

2.3.1 Microscopia Otica (MO)

A caracterizagdo morfolégica do material foi realizada utilizando-se um esterioscopio

Stereoscopio Olympus SZ 40 com sistema automstico de fotografia.

2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Analisou-se a superficie superior, inferior e fratura das amostras de PLLA e PLGA
utilizando-se microscépio eletrénico de varredura, modelo JEOL JXA 840A. As amostras foram
fraturadas em N liquido e recobertas com ouro-palddio com metalizador Sputer Coater BAL-

TEC SCD 050 com corrente de 40 mA durante 200s. Em todas as anslises a tensfio utilizada no
equipamento foi 10kV.
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2.3.3 Anilise Termogravimétrica (TGA)

Através da técnica de TGA ¢€ possivel obtermos informagdes sobre a estabilidade térmica
da amostra. As amostras foram aquecidas de 25 °C a 400 °C (na taxa de 10°C.min") sob
atmosfera de Hélio. Foi possivel avaliarmos a temperatura de inicio da degradacfio térmica e a
temperatura de méxima degradagdo para as amostras degradadas e ndo degradadas. Utilizou-se o

equipamento STA 409C - NETZSCH - Gerétebau GmbH Thermal Analysis.

2.3.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A caracterizagdo térmica foi realizada através de dois aquecimentos no intervalo de
varredura de 25 a 200 °C (com taxa 10°C.min™), sob atmosfera de Hélio. Foram avaliados os
valores da temperatura de transi¢fo vitrea (Tg), temperatura de cristalizagdo (T.), temperatura de
fuséo (Tg), variagho de entalpia na cristalizagiio (AH,) e variagdo da entalpia de fusiio (AHp. O
equipamento utilizado foi o STA 409C da NETZSCH ~ Geratebau Gmbh Thermal Analysis.

Para o célculo do grau de cristalinidade das amostras considerou-se a relagéio descrita por
CAM er al. (1995):

AH,  fuséio = AH. cristalizacdo

GrauCristalinidade(%) = % 100%
AH 100%
onde
AHgpszo = Entalpia de fus@o experimental (J/g);

AHgristatizagio™= Entalpia de cristalizagfio experimental (J/g);
AHiw =931g" (%

*Entalpia de fusdo para um polimero teoricamente 100% cristalino (ALI et al., 1993).
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2.4 CULTURA DE CELULAS

Para a cultura de células utilizou-se osteblastos de fémur de camundongo
(Mus musculus) fornecidas pelo Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro

(UFRJ).

2.4.1 Adesio Celular

Foram inoculadas 1,0 x 10° células/mL em meio HAM F-10 (SIGMA) com 10% de SFB
(NUTRICELL) sobre as membranas densas e porosas de PLLA e PLGA, previamente
esterilizadas em alcool 70% (12h-overnight). Apés 2 horas de cultivo, as amostras foram lavadas
com tampdo fosfato salino (PBS) 0,1 mol/L, pH = 7.4 a 37°C, fixadas com formol 10%, lavadas
novamente em PBS e coradas com cristal violeta 0,05% (em metanol 20%). Apés a coloragiio, as
amostras foram lavadas trés vezes com PBS, tratadas com citrato de sédio 0,1 mol/L (em etanol
50% a pH 4,2) e analisadas em leitor de microplacas Multiskan Bichromatic Versio 1.06 em
comprimento 540nm. Como controle positivo para o crescimento celular foi utilizado a propria
placa de cultura (polipropileno) e como controle negativo membranas de silicone. Foram medidas

a absorbéncia de todos os diferentes substratos (controles Positivo e negativo, membranas densas

e porosas de PLLA e PLGA) em oito repetigdes.
2.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura — (MEV)

A inoculag@o seguiu o procedimento andlogo ao teste de adesdo (1,0x 10° células/mL sobre
as membranas de PLLA e PLGA). As amostras foram fixadas com paraformoldeido/gluteraldeido
(MERCK) 2,5% em solucdio de tamp#o fosfato 0.1 mol/L. pH 7.4 por 2 horas. Posteriormente
foram Javadas com tamp@o fosfato e fixadas com tetraéxido de 6smio (SIGMA) 1% e
desidratadas com etanol. O material foi submetido & secagem no ponto critico (Balzers CPD030)

e metalizado com ouro (Balzers SCD 050). As amostras foram visualizadas no microscopio
eletrdnico JEOL JSM-5800 LV.
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CAPITULO 3

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 MICROSCOPIA OTICA (MO)

A primeira caracterizagdo morfolégica das amostras de PLLA e PLGA foi realizada por
microscopia Gtica € nos forneceu dados qualitativos a respeito da morfologia das estruturas
obtidas pelo processo de evaporagéio de solvente. As Figuras (9 a 11) no final deste item,
representam um comportamento meédio das amostras para tempo zero e apés 8 semanas de

degradag@o in vitro. A barra de escala, ou o aumento utilizado, estfo indicados em cada figura.

A analise das amostras nfo degradadas dos polimeros bioreabsorviveis permite
diferenciarmos as estruturas de cada material em relagfio 4 sua coloragéio e formato (Figuras 9a,
10a). Membranas densas de PLLA sfio opacas enquanto membranas densas de PLGA sio
transparentes. A diferenga de transparéncia entre os materiais densos sugere um arranjo distinto
das cadeias poliméricas em cada tipo de material. Segundo MANO (1991) a presenca de
inclusGes, descontinuidade do material ou de regides cristalinas, promovem o espalhamento da

luz, tornando-o0s opacos.

Membranas porosas dos materiais nfio apresentam diferengas macroscopicas pelas andlises
no estereoscopio (Figura 9a, 10a). Ambas sfio opacas, esbranquicadas e com superficies

irregulares. A andlise por MO néo permite observarmos se hé ou niio residuos de cristais de sal

no interior do material.

Ao analisarmos a morfologia da superficie superior das amostras de membranas densas
utilizando-se o microscopio Stico (Figura 11), confirmam-se algumas afirmacBes anteriores. A
fotografia “a” refere-se & amostra da membrana densa de PLGA, apresentando a superficie
superior lisa, compacta e transparente. A andlise das amostras de PLLA foram dificultadas pela

irregularidade da superficie, as imagens obtidas sfo de baixa resolugdo devido & diferenca de
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lanos focais na amostra. A fotografia “ a’ “ indica irregularidades na superficie, com a existéncia
P

de aglomerados esféricos sobrepostos e agrupados em toda a superficie do material.

Apbs 8 semanas de degradagio in vitro, as modificagbes morfoldgicas foram distintas para
os materiais. No periodo estudado (8 semanas), as estruturas de PLLA nfo sofreram alteracBes
significativas na sua morfologia inicial (Figura 9a’). As estruturas possuem coloraco semelhante
a inicial, mantendo os aspectos macroscépicos inalterados, como é possivel observamos pelo
suporte esférico da Figura 9a’. A microscopia eletrdnica de varredura permitira uma analise mais
detalhada das estruturas.

A Figura 10 relaciona as estruturas de PLGA nfo degradadas (Foto a) e apés 8 semanas
(Foto a’) de degradaciio in vitro. Os materiais sofrem alteragdes significativas
macroscopicamente: o aspecto da membrana e a curva caracteristica do suporte esférico deixam
de existir, adquirindo uma forma coesa ¢ aglomerada, nfio sendo possivel distingui-los pela

morfologia. As amostras de membranas porosas também se aglomeram, entretanto permanecem

com a coloragfo esbranquicada inicial.

No préximo {tem € apresentado a andlise de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

que permitird confirmar e detalhar os aspectos morfolégicos das amostras de PLLA ¢ PLGA.
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PLLA
Membrana Porosa

PLLA
Membrana Densa

PLLA
Esférico

PLLA

PLLA
Membrana Porosa: Esférico

Membrana Densa

8 semanas .

Figura 9 — Microscopia 6tica de amostras de PLLA observadas no estereoscopio.

(a =ndo degradado, a’= 8 semanas de degradagéio in vitro).
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Esférico Membrana Densa
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Nao degradado

. PLGA PLGA
Membrana Densa Membrana Porosa

8 semanas

Figura 10 - Microscopia dtica de amostras de PLGA observadas no estereoscopio

(a = nfo degradado, a’= 8 semanas de degradacdo in vitro).
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Figura 11 - Microscopia 6tica / Superficie superior de amostras de membranas densas observadas

no microscopio (a=PLGA, a’ = PLLA) (Aumento 150 x)
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3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Na utilizac80 de materiais poliméricos em aplicagdes na cultura de células para a
Engenharia de Tecidos € fundamental o conhecimento das caracteristicas de adesdo e crescimento
de células nas superficies do polimero. O material utilizado como suporte deve apresentar as
seguintes caracteristicas: ser substrato adesivo, permitir o crescimento celular mantendo as
formas e fungdes celulares, ser biocompativel, poroso, permitindo a penetragio do meio de
cultura e favorecendo a vascularizagfio e difusio de nutrientes. Materiais hidrofilicos também
favorecem o crescimento celular. Nesse sentido, a caracterizagdo morfolégica das amostras de

polimeros bioreabsorviveis ¢ fundamental para compreender os fenémenos envolvidos.

Foram realizadas andlises de microscopia eletrdnica de varredura observando-se a
morfologia» das superficies superior, inferior e da fratura das amostras de PLLA e PLGA em
funcdo do tempo de degradagéo in vitro em meio de cultura HAM-F10.

Os dados apresentados refletem um comportamento médio das estruturas preparadas
divulgando-se apenas as que melhor indicaram esse resultado. A barra de escala € apresentada em

cada figura e nas legendas sfo utilizadas as seguintes abreviagGes:

SS = Superficie Superior

SI = Superficie Inferior

FR = Superficie da Fratura
SInterna = Superficie interna

SExterna = Superficie Externa.

A seguir sdo apresentadas as figuras contendo as micrografias obtidas pela técnica.
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Figura 12 — Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de membrana densa de PLLA em
fungio do tempo (semanas) de degradagdo in vitro. (Fotos A, F, K = 0 semanas ; B, G, L = 1 semana ; C,
H,M=2semanas ;D,], N=4semanas ;E,J,O=8 semanas- A, B,C, D, E=SS;F, GH LJ=FR;K,L, M N,
0=5I)




Figura 13 — Microscopia Eletronica de Varreuura ue amostras de estrutura estérica de PLLA em
fungdo do tempo (semanas) de degradagdo in vitro. (Fotos A, F, K = 0 semanas ; B, G, L = 1 semana ; C,
H,M=2semanas ; D,], N=4 semanas ; E,J, O=8 semanas— A, B, C, D,E= SExtema'FG




Figura 14 — Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de membrana porosa de PLLA em
funcdo do tempo (semanas) de degradagéo in vitro. (Fotos A, F, K = 0 semanas ; B, G, L. = 1 semana ; C,
H, M =2 semanas ; D, [, N= 4 semanas ; E, J, O = 8 semanas— A, B, C, D, E=SS | F, GHILI=FR;K,L,MN\,

0=S8D
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Figura 15 — Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de membrana densa de PLGA em
funcd@o do tempo (semanas) de degradacio in vitro. (Fotos a = 0 sem. (FR), b = 0 sem. (superficie), ¢ = 1
sem. (FR), d = 1 sem. (superficie), e = 2 sem. (superficie com fratura), £=2 sem. (superficie), g=4 sem. (FR), h=
4 sem. (superficie), i= 8 sem.)
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Figura 16 — Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de estrutura esférica de PLGA em
fungdo do tempo (semanas) de degradagdo in vitro. (Fotos a =0 sem. (FR), 2’ = 0 sem. (superficie), b = 1
sem. (FR), b’ = 1 sem. (superficie), ¢ = 2 sem. (FR), ¢’ =2 sem. (superficie), d =4 sem. (superficie), ¢, ¢’ = 8 sem.)
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i

7Firgura 17 — Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de membrana porosa de PLGA em
fungio do tempo (semanas) de degradacgdo in vitro. (Fotos a = 0 sem. (SS), b = 0 sem. (FR), ¢ = 1 sem.
(SS), d= 1 sem. (FR), e = 2 sem. (SS), f=2 sem. (FR), g=0sem. (SI), h=4sem., i=8 sem.)




3.2.1 Poli(lL-acido litico) (PLLA)

adicdo de sal. A analise das micrografias para tempo zero de degradagio (Figuras 124, 12F, 12K) -'
indicam um material com estrutura densa. A superficie superior é imregular com pequenas
concavidades (Figura 12A), estando o material aglomerado em pequenas regides que se juntam
em toda a sua extensdo. A superficie inferior (Figura 12K) € lisa, plana e regular, sem a
existéncia de poros, sugerindo que ndo hé interconecgfio das superficies superior e inferior. Esta
morfologia do material deve-se ao contato com a placa de vidro durante o processo de
evaporagdo do solvente. A analise da superficie da fratura (Figura 12F) confirma a existéncia dos
aglomerados esféricos que geram concavidades na superficie, entretanto o material &

internamente denso e compacto.

Suportes de PLLA com estruturas similares (densos com superficie irregular) foram
obtidos por COOMBES' et al. (1992) pelo processo de evaporagiio de solvente. Segundo os
autores, a morfologia final das estruturas ¢ uma fun¢o do processo, das condicdes de evaporagio
do solvente, do grau de cristalinidade do material e da solubilidade do polimero no solvente

utilizado.

Polimeros semicristalinos apresentam dois tipos fundamentais de formagéo cristalina: a
lamelar, feita pela sobreposicdo de placas, ¢ a formagio esferulitica, caracterizada por glébulos
onde as cadeias estdo dispostas radialmente. Experimentalmente, as regibes cristalinas
esferuliticas podem ser observadas pela técnica de microscopia Gtica com luz polarizada. A
literatura (CAM er al., 1995 e TSUJI et al., 2000) descreve que o processo de evaporagio do
solvente ¢ suficientemente lento para a formagfio de esferulitos de forma semelhante a observada

na micrografia A da Figura 12.

Apo6s serem submetidas ao processo de degradagdo in vitro por 8 semanas, as membranas
densas ndo apresentaram alteragdes significativas em suas morfologias. A andlise das
micrografias em fungdo do tempo de degradagfio indicam que a superficie superior (Figuras 12B,
12C, 12D, 12E) permanece irregular, com aglomerados de material, e a superficie inferior lisa,

sem modificagGes (Figuras 121, 12M, 12N, 120). A superficie da fratura das amostras revelam
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que o material permanece internamente compacto durante as 8 semanas de imersdo no meio de

cultura (Figuras 12G, 12H, 121, 12J). A variagfio da espessura do muaterial deve-se & regido

amostrada e n#o & perda de massa.

Suportes esféricos de PLLA (Figuwra 13) apresentaram morfologia semelhante as
membranas densas (Figura 12). A anédlise da superficie da fratura para tempo zero de degradagéo
(Figura 13F) indica um material compacto, sem poros no seu interior. A superficie em contato
com o vidro ¢ irregular (Figura 13A) sugerindo que o processo de evaporacio de solvente ocorreu
com o aprisionamento de bolhas de ar entre a solugfo e a parede do tudo de ensaio. Na superficie
de difusdo do solvente (superficie interna da amostra), a morfologia ¢ semethante & superior das
membranas densas (Figura 13K). A estrutura formada possui também uma curvatura determinada

pelo molde (tubo de ensaio) e a espessura € maior em relagdo 4 membrana densa (Tabela 1

adiante).

Durante o processo de degradagfo ndo & possivel verificarmos alteragGes significativas em
relagdo a morfologia do seu interior (Figuras 13G, 13H, 131, 13]) , das superficies internas
(Figuras 13L, 13M, 13N, 130 - barra de escala igual a micrografia K) e externas (Figuras 13B,
13C, 13D, 13E - barra de escala igual a micrografia A) em comparagéio 4 amostra niio degradada.

A Figura 14 mostra as membranas de PLLA confeccionadas com 2 adigdo de sal. Para as
amostras ndo degradadas (Figuras 14A, 14F, 14K — a barra de escala é igual a micrografia A para
todas as fotos), a morfologia da superficie inferior é semelhante & membrana densa: lisa e
compacta devido ao contato da solugfio do material com a placa de vidro (Figura 14K). A
superficie superior (Figura 14A) ¢ irregular, com concavidades geradas pelo encapsulamento das
particulas de sal durante o processo de evaporagéio do solvente, apresentando abertura nos poros
que indicam a regifio de penetragio da 4dgua no processo de dissociac8o ¢ retirada do sal
adicionado na solugfo polimero-solvente. A superficie da fratura da amostra reafirma a presenga
¢ a interconec¢do de poros em toda a espessura do material (Figura 14F) verificando-se ainda que
€ heterog€nea quanto ao seu formato e distribuiciio. O tamanho dos poros (100-200um) e sua
distribuigdo variaram com valores relativos abaixo da granulometria de sal utilizado (180-250
um). Pela andlise da morfologia nfio observa-se particulas de sal presentes no material, indicando

que o tempo de lavagem foi adequado.
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Durante 8 semanas, o processo de degradagiio nfio altera a estrutura morfologica dos poros
¢ a sua distribuicdo. O material permanece com a superficie superior irregular (Figuras 14B, 14C,
14D, 14E), com uma fragilizacéo devido a presenca de pontos de erosdo na superficie dos poros,
no periodo de 4 e 8 semanas (Figuras 14D, 14E). A superficie da fratura das amostras reafirma a
manutengio da morfologia interna irregular e porosa de membranas porosas de PLLA (Figuras
14G, 14H, 141, 14J). A superficie inferior do material se altera através de um comportamento
semelhante ao descrito anteriormente: fragilizacio com a presenca de trincas, e erosio em pontos
da superficie (Figuras 14L, 14M, 14N, 140). O tamanho e a distribuicdo do tamanho de poTOS se

mantém semelhantes as das amostras nfo degradadas.
3.2.2 Poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA)

A forma de anilise dos resultados de MEV para as amostras de PLGA foi de forma
semelhante as de PLLA, observando-se as superficies do material. Confirmando os dados de

microscopia Otica, as estruturas de PLGA s#o distintas morfologicamente das de PLLA antes e

durante o processo de degradagio in vitro.

A Figura 15 mostra as micrografias obtidas por MEV para as membranas de PLGA
confeccionadas sem a adi¢fo de sal. Amostras para tempo zero de degradacéio (Figuras 15a, 15b)
confirmam a morfologia observada na MO: as membranas sfo lisas nas superficies superior, sem
qualquer indicio de poros (Figura 15b). A superficie inferior mostrou-se semelhante
morfologicamente a superior. A superficie da fratura da amostra (Figura 15a) reafirma a

compaciagio do material, sem poros no interior e com espessura regular, conforme mostra a

Tabela 1 posteriormente.

Durante ¢ processo de degradagio in vitro as amostras de PLGA sofrem mudancas
morfolégicas significativas, 20 contrario das de PLLA. Apés 1 semana imerso em meio de
cultura HAM F-10 o material apresenta poros no seu interior (Figura 15¢), enquanto a morfologia
das superficies superior permanece lisa e regular (Figura 15d). A anélise apos 2 semanas de
degradagio € semelhante. A micrografia () indica a superficie superior fraturada da amostra, que
permanece lisa e compacta (observado pela micrografia “f* também). As alteragSes quanto a0

formato geométrico das amostras de membranas densas de PLGA sfio significativas a partir da
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quarta semana de degradagdo. O material perde a forma de membrana, aglomerando-se numa
estrutura representada pela micrografia “ a’ “ da Figura 10 do item da Microscopia Otica. A

imagem da superficie das amostras mostram uma fragilizagdo do material (Figura 15h). A

superficie da fratura (Figura 15g) apresenta regides distintas: a regifio periférica possui poros
distribuidos homogeneamente, enquanto o centro do material indica uma estrutura densa com
poros ndo interconectados e distribuidos heterogeneamente. Apés 8 semanas de degradagio
(Figura 135i) n&o € possivel identificarmos as superficies inferior ou superior do material. A

superficie € irregular e apresenta pontos de eroso em toda a sua extensio.

As estruturas esféricas formadas através da evaporacfio do solvente em tubos de ensaio
(Figuras 16a, 16a’) apresentaram semelbancas morfol6gicas em relagdo as membranas densas
ndo degradadas (Figuras 15a, 15a%). De forma analoga 4s membranas densas, o suporte esférico é
caracterizado inicialmente como um material liso nas superficies superior ¢ inferior ¢ sem

qualquer indicio de poros no seu interior, entretanto mais espesso.

Apds 1 semana de degrada¢io o material apresenta poros no seu interior (Figura 16b) e
superficie lisa (Figura 16b’), semelhante &s membranas densas (Figuras 15c, 15d). As
micrografias (¢, ¢’) referem-se as amostras apés 2 semanas de degradacio, no qual pode-se
verificar que o material é liso na superficie (Figura 16¢’) e poroso no seu interior (Figura 16¢).
Com 4 semanas de degradagio as amostras perdem a morfologia esférica, fragilizando-se (Figura
16d). As micrografias (e, ¢’) indicam caracteristicas morfoldogicas semelhantes 3s membranas

densas para tempos de degradacio de 8 semanas (Figura 15i). A estrutura é irregular, com poros

(pontos de erosdo) e distribuicéo de tamanhos de poros heterogéneos.

Membranas porosas de PLGA (Figura 17) preparadas com a adi¢dio de sal possuem
morfologia semelbante as membranas porosas de PLLA para tempo zero de degradacfio (Figura
14). A amostra possui superficie superior irregular (Figura 17a) com poros interconectados no
seu interior (Figura 17b), variando entre 150-250 pm na regifio amostrada, e demostram que nfo
ha cristais de sal aderidos no interior da amostra. A morfologia da superficie inferior ndo &

uniforme e lisa, apresentando agora regiSes de interconeccio com o interior do material (Figura
17g).
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Comparando-se as membranas porosas de PLLA as amostras de PLGA, verifica-se que as
membranas de PLGA modificaram sua morfologia significativamente apds 1 semana de
degradago in vitro (Figura 17¢, 17d). A superficie superior das membranas porosas (Figura 17¢)
permanece irregular, mas com concavidades menores em relagio ao tempo zero. A anilise da
superficie da fratura (Figura 17d) confirma uma diminuicie da espessura do material, entretanto
com a presen¢a de poros no seu interior. Apds duas semanas de degradagiio a mudanga é
acentuada. Os poros achatam-se (Figura 17¢) e o material sofre uma reduggo significativa na sua
espessura (Figura 17f). Com quatro semanas, o material esta fragilizado apresentando fissuras na
sua superficie (Figura 18h). No perfodo de 8 semanas a morfologia do material ¢ semelhante as

amostras de PLGA para membranas densa e estrutura esférica (micrografia i).

A espessura e a faixa de tamanho de poros das amostras foram avaliados durante a analise
de microscopia eletrbnica de varredura e as médias dos valores obtidos, com seu respectivo

desvio padréo, sdo apresentados na tabela a seguir,

Tabela 1 - Tamanho de poros e espessura de amostras para as diferentes estruturas de PLLA e

PLGA em fungéo do tempo de degradagio.

Tamanho de Poros (um) Espessura (um + pm)
Amostra Niao degradado 8 semanas | Nio })egradado 8 semanas

PLLA-Membrana Densa - - 90 +20 84 +20
PLLA-Suporte Esférico - - 105+ 13 124430
PLLA-Membrana Porosa 100-200 100-200 375+ 127 363+ 144
PLGA-Membrana Densa - 1-50 69+ 03 -
PLGA-Suporte Esférico - 1-50 304+ 104 -
PLGA-Membrana Porosa 150-250 1-50 502+ 122 -

Os dados da Tabela 1 refletem um comportamento médio das amostras de PLLA e PLGA.
O tamanho dos poros de membranas porosas ndo degradadas € relativamente diferente entre os
materiais. A faixa de granulometria de sal utilizada (180-250 pum) e o tamanho dos poros sugere
ser mantida nas membranas de PLGA, entretanto menores nas de PLLA. Ap6s 8 semanas de
degradacfo in vifro o tamanho dos poros das amostras de PLGA diminuem significativamente,

devido ao achatamento, enquanto os poros das amostras de PLLA mantém sua faixa inicial.
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A espessura das amostras apresentou variagdes em fungfo da regidio amostrada, Levando-
se em consideragdo os respectivos desvios padrio, nfio € possivel afirmarmos que existam
diferengas significativas entre as amostras de membranas porosas e suporte esférico antes da
degradagfio. Apos o periodo de 8 semanas, a espessura das estruturas de PLLA se mantém e as de

PLGA n#o mais possiveis de se determinar, devido as alteragdes morfolégicas do material.

As micrografias obtidas por MEV demonstram uma nitida diferenga entre a morfologia
dos materiais (PLLA ¢ PLGA) durante o processo de degradagiio in vitro. Enquanto membranas
de PLLA mantém sua estrutura densa ou porosa durante as 8 semanas imersas em meio de
cultura, as estruturas de PLGA modificam-se e, apds 8 semanas, so semelhantes entre si, com

aparente intesa degradacéo.

A diferenca na velocidade de degradagdo é inicialmente atribuido ao tipo de material e
suas propriedades. Hopolimeros de 4cido latico sSio descritos na literatura como materiais
semicristalinos (que serd confirmado pelo dados de DSC deste trabalho) enquanto copolimeros
aleatérios de 4cido latico / acido glicolico s8o materiais amorfos. A diferenga de compactagiio das
cadeias poliméricas interfere diretamente na taxa de absor¢io de agua pelos materiais, e
consequentemente, na hidrélise ¢ degradacio do polimero. A literatura descreve que estruturas
tridimensionais de PLGA degradam numa velocidade maior em relago as de PLLA (VERT et
al., 1994).

Quando os materiais sio comparados isoladamente, ¢ relacionando-se a morfologia inicial
das estruturas tridimensionais (porosas ou densas) com o processo de degradacio, observa-se que
as amostras de PLLA ndo sofrem mudangas significativas. A alteragfio morfologica de estruturas
densas de PLLA dependem das condigdes do meio utilizado (NaOH, tampio fosfato etc) e do
formato das amostras (tamanho e espessura). E dificil a comparagfio do processo de degradacfio
in vitro em meio de cultura celular com a literatura, pois os estudos sfo feitos com solugdes que

simulam as condi¢des do meio, como o tampdo fosfato.

Estudos com tempos de duragdo maiores indicam uma degradacio por etapas ¢ de forma
heterogénea (LI, 1999). Conforme descrito no capitulo 1, a hidrélise é preferencial nas regides

amorfas e intensificada pela concentragio dos produtos 4dcidos de degradagio no seu interior,
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Assim, para tempos maiores de degradagfio, é previsivel que os glébulos do material sejam
evidenciados e que apresentem degradagfo na sua regifio central. Diversos estudos de degradacdo

foram conduzidos nos ultimos anos e em todos os experimentos o efeito autocatalitico do PLA é
observado (CAM et al. 1995, BARBANTI et al., 2000, LU ez al., 2000).

A comparagdo enfre estruturas densas e porosas de PLGA exemplificam a diferenciacéio
descrita anteriormente. Amostras de estrutura esférica ¢ de membrana densa apresentaram apés 1
semana de imers8o, degradagio no interior, estando a superficie superior ¢ inferior preservada.
Quanto maior a area de difusdo dos produtos de degradacfio, menor o efeito da concentracdo dos
produtos dcidos. Dessa forma, na superficie de materiais densos o processo erosivo é menor.
Membranas porosas possuem uma 4rea superficial de exposiciio aos fluidos maior e nio
demonstram a degradacdo interna para o periodo de 2 semanas. Fntretanto, os poros sdo
gradativamente achatados tornando a membrana porosa semelhante morfologicamente as

membranas densas ¢ ao suporte esférico para o periodo de 8 semanas de degradaco in vitro.

Matrizes porosas s#0 materiais preferenciais na Engenharia de Tecidos
(WINTERMANTEL er al., 1996). A distribuigéio da uniformidade e interconecgfio dos poros na
estrutura porosa € importante, pois facilita a formagfio dos tecidos na forma de uma rede
organizada. Segundo MIKOS er al. (1993) a taxa de penetraciio ¢ crescimento celular em
estruturas porosas de polimeros bioreabsorviveis esta diretamente relacionado com a porosidade e

o tamanho dos poros no material.

O processo de obtengfo de membranas por casting na presenca de sal com granulometria
controlada ¢ um dos métodos adequados quando se deseja tamanho de poros maiores que 40 um
(HUTMACHER, 2000). Como descrito, a taxa de degradacfo e crescimento celular sob
polimeros bioreabsorviveis ¢ influenciada pela morfologia do material. Porosidade geralmente
facilita o ingresso de fluido através do material, expondo uma larga area superficial a cisdes das
cadeias por hidrélise. Essas caracteristicas sdo importantes para aplicagbes como liberacfio

controlada de medicamentos e materiais biofuncionais, as quais sfo fungBes do tamanho e

densidade de poros.
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Nesse sentido, o controle da morfologia dos poros pelo método de preparacéo, e a sua

manutencdo durante a degradagfo, sio fundamentais na utilizagio de membranas como suporte
para a cultura de células. Poros obtidos através da técnica de adicio de sal e subsequente
evaporagdo do solvente, podem ser controlados no formato através da sua composi¢iio quimica

(estrutura cristalografica), no tamanho pela granulometria do sal e na porosidade através
quantidade de sal adicionada.

LU! et dl (2000) avaliaram membranas porosas de PLLA, obtidas pelo processo de
evaporagio do solvente com adighio de sal, durante 46 semanas imersas em tampdo fosfato
(pH=7,4 — 37 °C). Os autores concluem que a varia¢do do tamanho dos poros nfo tem influéncia
no processo de degradagfio, mas quanto menor a espessura da parede do poro maior a perda de

massa no periodo avaliado. O efeito autocatalitico é observado em materiais com maior espessura

da parede dos poros.

O formato do suporte polimérico & outra varigvel importante na cultura de células. Segundo
BRITT et al. (1998) o estudo da interacfio entre a morfologia e a taxa de crescimento de células
mostra que a maior proliferagdo celular se d4 no centro das amostras e decresce com as
proximidades das bordas. Em reproducSes anatdmicas, a infludncia da morfologia, e

consequentemente crescimento e funcionalidade celular, é um dos desafios atuais da Engenharia
de Tecidos.

Como conclusdo preliminar dos dados apresentados pode-se afirmar que as estruturas de
PLLA sfo indicadas como suporte fisico / estrutural no periodo de 8 semanas, pois ndo sofre
alteragBes significativas na sua morfologia. As estruturas de PLGA demonstraram que a
morfologia se altera, sendo mais acentuada nas amostras densas nas duas primeiras semanas, e
semelhante para periodos maiores que 4 semanas. Ambos os materiais ndo apresentaram

diferencas significativas entre as estruturas densas ¢ os suportes esféricos quando comparados

morfologicamente.

44



3.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A analise termogravimétrica forneceu dados relativos a estabilidade térmica dos materiais
durante o processo de degradacfio, avaliados pela temperatura de inicio de degradagfio térmica
(Ti) ¢ a temperatura na qual a perda de massa é maxima (Tmax). A seguir sdo apresentados os
dados obtidos 2 partir dos termogramas da anilise termogravimétrica para as amostras de PLLA e

PLGA em fungfo do tempo de degradaciio in vitro em meio de cultura.

Tabela 2 - Temperatura de inicio de degradacéio térmica para amostras de PLLA e
PLGA em funcgo do tempo de degradacio.

T (°C)
Tempo 0 1 2 4 8
PLLA — Membrana Densa 341 347 349 346 350
PLLA - Suporte Esférico 339 331 319 328 345
PLLA — Membrana Porosa 348 321 350 338 348
PLGA - Membrana Densa 322 302 311 290 281
PLGA - Suporte Esférico 323 308 315 298 287
PLGA - Membrana Porosa 328 309 311 283 282

Tabela 3 - Temperatura de méxima degradacfio térmica paraamostrasde PLA e

PLGA em fungfo do tempo de degradacio.

Tmix (°C)
Tempo 0 1 2 4 8
PLLA — Membrana Densa 365 369 370 370 372
PLLA - Suporte Esférico 363 356 345 365 369
PLLA — Membrana Porosa 369 347 371 352 371
PLGA - Membrana Densa 356 328 342 344 340
PLGA - Suporte Esférico 357 330 347 335 331
PLGA - Membrana Porosa 359 340 350 350 347
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Figura 19 - Grafico da temperatura de inicio de degradagfio térmica (Ti) em fungfio do tempo de

degradag@o in vitro para amostras de PLLA.
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Comparando-se os dados apresentados na Tabela 2 e 3 para amostras de PLLA ¢ PLGA
separadamente, pode-se verificar que as amostras nfio degradadas apresentam diferencas em
relagdo & temperatura de inicio de degradagfo. Os valores da Tabela 2 mostram que as amostras
de PLLA iniciam a degradacio térmica no intervalo de 339-348 °C, indicando serem mais
estaveis termicamente que as de PLGA, que apresentaram inicio de degradacgio no intervalo 322-
328 °C. Quando comparados em relagio & um mesmo material polimérico, as amostras nfio
degradadas ndo apresentaram diferengas significativas em relag@io 4 temperatura de inicio de

degradagdo considerando as diferentes estruturas do material.

Durante o periodo de degradagfio in vifro em meio de cultura, as amostras de PLLA e
PLGA demonstraram um comportamento distinto entre si. A andlise das Figuras 18 e 19 e da
Tabela 2, no intervalo de 0 a 8 semanas, sugere uma diminuigfio da estabilidade térmica para as
estruturas de PLGA, e um aumento para o PLLA. N&o h4 diferengas significativas entre os tipos
de estruturas durante o processo de degradacio.

Os dados apresentados ndo sdo conclusivos sobre a variagBo da estabilidade térmica em
relagdo & degradaciio dos polimeros PLLA ¢ PLGA. Sfo necessdrios estudos com periodos
maiores de imersdo. A diferenca térmica entre os materiais, através da técnica de TGA, foi
avaliada por PENCO et al (2000) em estudo envolvendo homopolimeros de 4cido latico,
copolimero PLGA(50:50) e poli(e-caprolactona). Segundo o autor, a diferenga quantitativa das
temperaturas de inicio de degradacfio estdo diretamente relacionadas com a composicdo das
unidades formadoras da cadeia polimérica: quanto maior a composi¢do de unidades de é4cido

l4tico, maior € a estabilidade térmica do material.

A variag8o descrita anteriormente relaciona-se diretamente com o processo de hidrélise do
material ¢ a cristalinidade das amostras. De uma maneira geral, para um mesmo material, quanto
menor a cadeia do polimero, menor a estabilidade térmica. Comparando-se os dominios amorfos

com Os cristalinos, estes possuem maior estabilidade devido a proximidade e interacdo das

cadeias poliméricas.

A diminuicdo da temperatura de inicio de degradacfio térmica das estruturas de PLGA

(Figura 18) podem ser atribuidas a hidrélise e diminui¢do da massa molar, apesar de serem
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verificados dominios cristalinos para o tempo de 8 semanas, conforme a anslise posterior de
DSC. A quantificagfio dos dominios cristalinos e a influéncia deles no conjunto das analises
térmicas ndo foram avaliadas neste trabalho, mas sugerem que nfio sio significativas na
estabilidade térmica do material segundo os dados de TGA. A variaco da temperatura na qual a

degradacfio térmica ¢ maxima (Tabela 3) apresentou qualitativamente o mesmo comportamento

que a temperatura de inicio de degradagfio (Tabela 2).

A andlise das amostras de PLLA ¢ feita de modo analogo: a degradacdio inicial e
preferencial nas regides amorfas gera um aumento percentual relativo na cristalinidade e
consequentemente um aumento estabilidade térmica (Figura 19). A partir dos dados de TGA n3o
¢ possivel avaliarmos se o aumento da cristalinidade é devido 4 degradacdo da parte amorfa e
aumento relativo das regiGes cristalinas, ou se hé a formagéio de novos cristais a partir de cadeias
de massas molares menor. Para esta avaliagfo utilizou-se a técnica de DSC, util para quantificar o

processo de fusfo e cristalizagfo dos materiais.

Em se tratando de aplicagdes em cultura de células, a degradagio térmica em materiais
bioreabsorviveis ¢ considerada como parmetro de influéncia no processamento do material, O

processo de bioreabsor¢dio ¢ feito na temperatura corpérea e nunca atinge os limites de

degradacéo.

No processamento das amostras por calor (injeg8o por fusdo, extrusio etc) a decomposigio
térmica interfere na composicio quimica do material e consequentemente na biocompatibilidade
e biofuncionalidade dos implantes. DUEK er al. (1999) avaliaram pinos bioreabsorviveis de
PLLA em processos de degradacfio in vitro e in vivo preparados pelo processo de injeco de
material fundido. Neste caso, a avaliagdo das temperaturas de degradacio e estabilidade térmica
sdo fundamentais para que o material nfio seja degradado durante a moldagem, pois podem

produzir subprodutos que propiciem reacBes inflamatérias ao organismo, ou alterar as

caracteristicas de biofuncionalidade do material.

Apesar da estabilidade térmica ser um parfimetro de influéncia no estudo do processamento
dos materiais bioreabsorviveis, € possivel analisarmos os dados sob o aspecto da degradacdio do

material. Embora 4til, foi necessario quantificar o processo de degradaciio in vitro através da
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analise de DSC, técnica mais sensivel e que avalia outros parimetros pertinentes ao trabalho,
conforme exposto a seguir.

3.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial é uma técnica wtil para a quantificacio de
propriedades térmicas dos materiais. Usualmente, a técnica permite acompanhar transi¢des
associadas aos processos exotérmicos e endotérmicos, como a entalpia de fuso, cristalizag8o ¢
vaporizagdo, como tambeém a temperatura de transigfio vitrea (Tg), temperatura de cristalizagfo
(Tc) e temperatura de fusdo (Tf). Aplicadas aos polimeros, a técnica pode também determinar o

grau de cristalinidade do material, influéncia de aditivos, reagdes de polimerizagéo e degradagéo
oxidativa ou térmica (MACHADO, 1999).

Foram avaliados valores de temperatura de transicio vitrea, de cristalizacdo, fusdo e as
variagBes de entalpia de cristalizagfo e fusfo para amostras de PLLA e PLGA durante o processo

de degradagdo in vitro em meio de cultura HAM-F10 nos tempos 0, 1, 2, 4 e 8 semanas.

Os termogramas obtidos para as amostras de PLLA, nfio degradadas e degradadas, sdo
caracteristicos de um polimero semicristalino, mostrando picos de fusdo, temperatura de fransicéo
vitrea e pico de cristalizagdio, sendo que o pico de cristalizagio aparece no segundo aquecimento,

em fungfo das condicdes de resfriamento das amostras (Figuras 20-27).

Por outro lado, os termogramas referentes as amostras de PLGA sdo tipicos de um material
amorfo, identificado pela temperatura de transi¢fio vitrea, tanto no primeiro como no segundo
aquecimento. Dependendo do material, a medida que ocorre a degradacio, picos de fusdo e

cristalizagio surgem em funcfo do rearranjo das cadeias mais curtas, gerando regides cristalinas
no material (Figuras 28-31).
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Figura 20 - Termogramas de DSC (1° aquecimento) para amostras de PLLA.
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Figura 21 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de PLLA.

30
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Figura 22 - Termogramas de DSC (1° aquecimento) para amostras de membranas densas de

PLLA em funcfo do tempo de degradaco (1, 2, 4, 8 = tempo em semanas).
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Figura 23 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de membranas densas de

PLLA em func#o do tempo de degradagiio (1°,2’, 4°, 8° = tempo em semanas).
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Figura 24 - Termogramas de DSC (1° aquecimento) para amostras de suporte esférico de PLLA
em fun¢io do tempo de degradagdo (1,2, 4, 8 = tempo em semanas).
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Figura 25 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de suporte esférico de PLLA

em funcio do tempo de degradaciio (1°,2°, 4’, 8’ = tempo em semanas).
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Figura 26 - Termogramas de DSC (1° aquecimento) para amostras de membrana porosa de PLLA

em fung&o do tempo de degradacio (1,2, 4, 8 = tempo em semanas).
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Figura 27 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de membrana porosa de PLIA

em fungdo do tempo de degradagio (1°,2’, 4, 8° = tempo em semanas).
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Figura 28 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de PLGA.
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Figura 29 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de membrana densa de PLGA

em fungio do tempo de degradagdo (1°,2°, 4, 8’ = tempo em semanas).
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Figura 30 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de suporte esférico de PLGA
gur

em funggo do tempo de degradagio (17,2, 4°, 8’ = tempo em semanas).
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Figura 31 - Termogramas de DSC (2° aquecimento) para amostras de membrana porosa de PLGA

em fungéo do tempo de degradagio (1°, 2’, 4°, 8 = tempo em semanas).
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Os dados de Tg, Tc e Tf, para amostras nio degradadas, confirmam os citados pela
literatura. A Tg de amostras de PLLA variam, segundo MIDDLETON ef al. (2000) entre 60-
65°C, Tc (obtidas no segundo aquecimento) em torno de 100 °C e Tf entre 173-181 °C (Lletal,
1990). Para as estruturas preparadas a partir de PLGA, BENDIX (1998) caracteriza o material

com Tg variando entre 40-50°C e, sendo o material amorfo, é também caracterizado pela
auséncia de picos de fusio.

Durante o processo de degradacfio in vitro, amostras de PLLA nfio mostraram modificacGes
significativas em relagdo 4 Tg e Tf. Os valores oscilaram entre 60-63 °C para Tg e 178-181 para
Tf, conforme mostrado na Tabela 4 adiante. Estudos de degradago in vitro de filmes de PLLA,
em tampéo fosfato (pH=7.4 - 37 °C) com longa duragdo (36 meses), demonstraram que a
temperatura de fusfio e de transicfio vitrea variam inversamente proporcional ao tempo de

degradago, iniciando a queda apés 12 meses de ensaio (TSUJI et al., 2000).

O pico de cristalizagdo presente somente no segundo aquecimento, sugere que a taxa de
resfriamento do material (10 °C/min), ap6s o primeiro aquecimento, foi ripida o suficiente para
permitir a lenta nucleagéio e conseqiiente formaggo de cristais do material. Pela Tabela 4 podemos
observar que durante o processo de degradacio que ha uma tendéncia a diminuiciio de Tc. A
diminui¢do tem sido atribuida, pela literatura, ao efeito de relaxacfio das cadeias do polimero. De
uma maneira geral, cadeias poliméricas de menor massa molar requerem uma menor energia de
cristalizagdo. Dessa forma, a variagdo de Tc deve-se 4 degradacéio do material, pois gera cadeias
de menor massa molar, necessitando de menor energia de cristalizagdo para a formacgfio de novos
cristais (DUEK et al., 1999).

Amostras de PLGA apresentaram decaimento na temperatura de transigfio vitrea a partir da
segunda semana submetidas & degradacfio. N#o se verifica diferenca na variagfio dos valores de
Tg comparando-se as diferentes estruturas de PLGA. A literatura tem atribuido diminuic#o
devido ao efeito plastificante da dgua, absorvida durante o processo de degradagio (L e al,
1990).

Por outro lado, durante a degradacfio das estruturas de PLGA verifica-se o aparecimento de

um pico de fusdo. Inicialmente, as estruturas preparadas sdo caracterizadas como materiais
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amorfos, entretanto apds 8 semanas de degradacfio in vitro, observa-se (Tabela 4) que o material
possui regides cristalinas, representadas pela presenga de picos de fuso entre 146-158 °C.

Somente para as membranas porosas de PLGA foi observado pico de fusfio na 4° semana,

entretanto com valores discrepantes ao observado apés 8 semanas.

Numa primeira abordagem, a comparacio entre as estruturas de um mesmo material mostra
ndo haver diferencas significativas com relagio & Tg, Tc e Tf em funcio do método de
preparagio das amostras. COOMBES? et al. (1992) avaliaram as propriedades térmicas de
membranas formadas pelo processo de evaporagio de solvente e concluiram que na auséncia de
agentes plastificantes (presenga de solvente, por exemplo), a técnica de preparagiio ndo influi nas

suas propriedades térmicas. Os valores de Tg, Tc, Tf encontram-se nas tabelas 4 a seguir.

Tabela 4 - Deu:lf.as~ de DSC (Temperatura de transi¢do vitrea, temperatura de cristalizagfio e
temperatura de fusz'io) para amostras de PLLA e PLGA em fun¢go do tempo de degradacéo, 0, 1
2, 4, 8 semanas (a linha clara representa o 10 aquecimento e a escura o0 20 ). 7

DSC — Temperatura
.0 T (°C) T: CC)
Amostra\Semanas | 0 1 2 4 810 1 2 4 8]0 1 2 4 8

PLLA - 58 65 - - - - - - - {178 180 180 178 178
Membrana Densa

PLLA - 83 - - - |- - - - - |180 180 181 181 180
Suporte Esférico

PLLA - 62 56 - - - - - - - 1178 179 177 1806 178
Membrana Porosa :

PLGA - 46 47 - 30 - - - - - - - - - 146
Membrana Pensa

PLGA - 47 48 - 30} - - - - - - - - - 147

Suporte Esférico

PLA
Membrana Porosa
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Outro dado obtido pela técnica de DSC ¢ a variagiio da entalpia das amostras. Conforme
descrito no Capitulo 2, a variagfo da entalpia de fusdo para 0 PLLA pode ser relacionada com a
entalpia do polimero, supondo-o 100% cristalino, fornecendo uma porcentagem de grau de
cristalinidade do material. De maneira geral, amostras de homopolimeros de 4cido latico ou 4cido
glicélico preparadas pelo processo do evaporagio de solvente, sdo cristalinas, pois a evaporagio
do solvente ocorre numa velocidade suficientemente lenta para formagdo de um arranjo

organizado das cadeias poliméricas (LAM et al., 1994).

Os dados da Tabela 5 adiante, indicam um aumento do grau de cristalinidade das amostras
de PLLA, no periodo de duas semanas, para o primeiro aquecimento. A variagfo entre o periodo
0-8 semanas ndo € significativa, No segundo aquecimento, todas as amostras foram resfriadas sob
uma taxa constante (10°C/min), controlando-se o processo de cristalizacfo do material. Os dados
relativos ao segundo aquecimento sfio mostrados na Tabela 5 pela linha escura e indicam um
aumento significativo no periodo de 0 até 8 semanas de degradagfo. A variagfo para membranas
densas, estrutura esférica e membrana porosas foram, respectivamente, 12%, 46% e 9%, sendo
mais acentuado nas estruturas densas (suporte esférico e membrana densa) que em membranas

porosas.

A literatura atribui o aumento do grau de cristalinidade do PLLA 2 dois fatores: o primeiro,
segundo PISTNER ef al. (1993), esta relacionado ao fato de polimeros semicristalinos sofrerem
ataque preferencial nas regides amorfas do material, devido a maijor susceptibilidade de
penetracdo da agua. Dessa forma, a porcentagem relativa de regides cristalinas aumenta em
funciio do tempo de degradaciio. O segundo fator estd relacionado & cisio hidrolitica e
consequentemente formac#io de cadeias poliméricas de menor massa molar, permitindo um

rearranjo destas, que darfio origem a novos cristais (DUEK et al., 1999).

Para as amostras de PLGA observou-se um pico de fusfio caracteristico de estruturas
cristalinas no tempo de 8 semanas de degradacfio. O aparecimento do pico de fusio pode ser
explicado pelo rearranjo das cadeias poliméricas geradas durante o processo de degradaciio que
se organizam € ddo origem aos cristais, confirmando a segunda possibilidade para explicar o

aumento do grau de cristalinidade. A porcentagem relativa do grau de cristalinidade das amostras
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de PLGA ndo pode ser determinado por comparagfio com o valor tedrico. A seguir sdo
apresentados os dados da Tabela 5.

Tabela 5 - Dados de DSC (Variagio da entalpia de cristalizaca a istalini

¢do, fusdo e grau de cristalinidade
de amostras de PLLA e PLGA em func8io do tempo de degradaciio, 0, 1, 2, 4, 8 semanas (a iinha)t
clara representa o 1° aquecimento e a escura 0 2°).

DSC - Variagéo de Entalpia e Grau de Cristalinidade

AH gristalizaciio g-ﬂ g! AH fusio (J/ g) Cristalinidade (%)
Amostra\Semapas] 0 1 2 4 81606 1 2 4 8|0 1 2 4 8

Membrana Densa

PLLA - - - }35 48 72 32 32137 51 77 34 34

PLLA
Suporte Esférico

PLLA
Membrana Porosa

PLGA
Membrana Densa

Suporte Esférico

PLGA

PLA :
Membrana Porosa

Os dados da Tabela 5 mostram, também, uma degradacfo diferenciada entre as estruturas
densas (membrana ¢ suporte esférico) e porosas de PLLA. Geralmente, existe uma relagfio direta
entre a velocidade de degradacdio e a drea superficial do material. Neste caso, quanto maior a
superficie de contato com o agente de degradacdo, maior € o seu efeito. Entretanto, no caso dos
PHA, a literatura descreve um processo inverso. Durante a hidrélise das cadeias poliméricas sio
gerados terminais &cidos (subproduto da degradagfio), conforme exemplificado na revisdo
bibliogréfica deste trabalho. A taxa de difusfo dos 4cidos é maior quando em contato com a Agua

ou fluido orgénico, e facilitada quanto maior for a superficie de exposicio. Em materiais densos
E
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a baixa taxa de difusfo no interior do material causa um actimulo dos 4cidos que catalisa as

reacdes de degradacdo (LI, 1999).

O efeito da concentracio dos 4cidos no interior do material € denominado como o processo
autocatalitico dos PHA e tem sido descrito na literatura nos tltimos anos. LAM et al. (1994)
avaliaram a degradagio in vifro de membranas densas e porosas de PLLA em tampiio fosfato

durante 180 dias, concluindo que membranas densas possuem uma velocidade de degradaciio

maior que membranas porosas.

Quando materiais semicristalinos com diferentes graus de cristalinidade inicial sdo
comparados em funcio do periodo de degradacfo, o aumento relativo é maior naqueles com o
menor grau. A comparagio entre estruturas amorfas e cristalinas mostra uma velocidade de
degradagio maior nas estruturas amorfas. A compactagfio das cadeias do polimero, determina a

taxa de absor¢éo de 4gua e consegiiente hidrélise da estrutura (VERT et al., 1991).

Na andlise de DSC, a autocatélise das amostras de PLLA ¢ verificada quando se compara a
variagio relativa entre o grau de cristalinidade inicial e final (8 semanas), do segundo
aquecimento. As estruturas densas apresentaram maior variagdo, em relacdio & membrana porosa,
¢ sendo o aumento maior no suporte esférico, devido & sua maior espessura e consequente

dificuldade de difusdo dos produtos de degradagéo.

3.5 CULTURA DE CELULAS

As analises anteriores das amostras densas (suporte esférico ¢ membrana densa) de PLLA e
PLGA ndo mostraram diferengas significativas em func¢Sio da sua morfologia e propriedades
térmicas, antes ¢ durante o perfodo de degradacgfio. Dessa forma, foram submetidas aos testes de

adesdo e morfologia celular somente as amostras de membrana densa e porosa de ambos os

materiais.
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3.5.1 Adesao Celular

O primeiro teste envolvendo a cultura de células foi relacionado 4 adesdo dos osteoblastos

em membranas densas e porosas de PLLA e PLGA. A Tabela 6 e a Figura 32 a seguir

representam os dados obtidos no experimento.

Tabela 6 - Absorbéncia das amostras de membrana densa ¢ porosa de PLLA e PLGA submetidas

ao ensaio de adesfo celular.

Absorbincia média (540 nm)

Amostras Substrato Substrato + Células Células Desvio Padrio
Controle positivo 0,000 0,321 0,321 0,097
Controle negativo 2,004 2,034 0,030 0,046
PLLA Membrana densa 1,676 1,756 0,080 0,087
PLLA Membrana porosa 0,827 0,860 0,033 0,030
PGLA Membrana densa 1,299 1,650 0,351 0,121
PGLA Membrana porosa 1,815 2,133 0,318 0,159

0,54
0,4 -
T
S
3 03~
P
[&]
j§ 0.2 -
3
2 014
0,0

Crontrole +  Controle - PLLA denso PLLA poroso PGLA denso PGLA poreso

Amostras estudadas

Figura 32 — Grafico da adesdo de osteoblastos em amostras de membranas densas e porosas de
PLLA e PLGA.
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Os resultados obtidos foram avaliados entre si, através do teste # com nivel de significincia
5%. Na primeira analise o controle positivo (polipropileno) mostrou-se significativamente
diferente do controle negativo (silicone). A média do teste de adesfio para membranas densas e
porosas de PLGA nfio séo estatisticamente diferentes do controle positivo, entretanto diferentes
do controle negativo. Amostras de PLLA de membrana densa e porosa sfo estatisticamente iguais
ao controle negativo.

Os resultados indicam uma adesdo diferenciada nos polimeros bioreabsorviveis estudados
neste trabalho. Membranas densas e porosas de PLGA sfo considerados substratos adesivos para
os osteoblastos, ao contrério das amostras de PLLA que se mostraram semelhantes ao controle

negativo, indicando que nestes materiais ha dificuldade de adesio.

A primeira interagfio entre a célula e o substrato sintético ¢ a adesfio celular. O termo
adesdo envolve duas etapas subsequentes, sendo a primeira relacionada com a aproximac#o e
atragfio entre as células e o biomaterial. A etapa € breve, e as forcas envolvidas sfo consideradas
secundérias, como a iénica e as forcas de van der Walls. A etapa seguinte ¢ mais longa e estavel,

proteinas da matriz, ou da prépria membrana plasmética, sdo depositadas e adsorvidas pelo
material (ANSELME, 2000},

A interacdo entre os osteoblastos/material sintético depende, fundamentalmente, das
caracteristicas da superficie do material. A topografia, propriedades quimicas e energia de
superficie determinam como as moléculas biol6gicas serfo adsorvidas pelo substrato, influindo

nas etapas subsequentes de espalhamento, proliferacéio e diferenciacio celular.

A influéneia das caracteristicas da superficie do substrato polimérico tem sido avaliada de
forma integrada e interdependente. A topografia da superficie, lisa e rugosa (devido a porosidade
superficial) mostra ter influéncia na adeséo e proliferagfio das células. Em nosso experimento, a
variagdo da topografia, avaliada através da porosidade superficial do material (membranas densas
¢ porosas), ndo mostrou diferengas significativas no estudo da adesiio celular para um mesmo
material no periodo de 2 horas. Superficies lisas, geralmente facilitam a adesdo quando

comparadas as rugosas, eniretanto a invasfo celular € maior nos substratos porosos (BOSTMAN
et al., 2000).
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Nosso grupo de pesquisa avaliou a influéncia da porosidade de membranas de PLLA na
adesdio de células Vero (linhagem fibrobléstica de células de rim de macacos). Membranas densas
¢ porosas foram preparadas pelo processo de evaporacdo do solvente, com e sem adicfio de sal.
Utilizou-se particulas de sal variando na faixa entre 250-350 pm, 180-250 um ¢ menores que 45
um. Nio foi observado influéneia significativa na variaggo da porosidade do material em relagdo
a adesfo celular. Estatisticamente o teste de adesfio mostrou-se semelhante ao controle negativo

de silicone e foi atribuido a caracteristica hidrofébica dos substratos (SANTOS JR. ez al., 2001).

A porosidade nos substratos sintéticos é considerada como morfologia preferencial em
aplicagdes na Engenharia de Tecidos. Segundo MIKOS e al. (1993) a taxa de penetragio e
crescimento celular em estruturas porosas de polimeros bioreabsorviveis estd diretamente
relacionada com o tamanho e distribui¢fio do tamanho dos poros no material. Os poros aumentam
a area superficial das amostras, promovendo espago adequado para a invasio celular e facilitando
a difuséo dos fluidos orgénicos durante a cultura de célula e quando implantado no organismo
hospedeiro. Os autores concluem que a invasfo e o crescimento celular estdo diretamente

relacionados com o tamanho dos poros e a cristalinidade do material.

O aumento da porosidade diminui a resisténcia mecinica dos suportes poliméricos, e
atualmente, os desafios relacionados & integragio polimero/adesio e proliferagio celular de
osteoblastos, visam desenvolver estruturas porosas que possuam propriedades mecanicas

adequadas para a manutengdo do tecido e da estrutura 6ssea (WINTERMANTEL et al., 1996).

Além da facilidade de difusdo dos fluidos e do aumento da 4rea superficial para cultura, a
porosidade/rugosidade tem influéncia na energia de superficie dos materiais. O estudo da adesfio
celular em substratos de polimetilmetacrilato (PMMA), com diferentes rugosidades, demonstrou
que os componentes apolares da superficie aumentam consideravelmente em amostras com maior
rugosidade, facilitando a adsorséio de proteinas e permitindo um arranjo espacial adequado para
interacfio entre célula e biomaterial (LAMPIN et al., 1997).

A adesfo celular em membranas densas e porosas de PLLA tem sido relatada na literatura
como uma fungfo da composi¢fo quimica e conseqliente hidrofilicidade dos materiais (SANTOS

JR et al, 2001). A adesdo ¢ facilitada em substratos hidrofilicos, ou carregados eletricamente,
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pois nesses casos a taxa de absor¢io de 4gua pelo material é maior, aumentando a capacidade de
adesdo celular. Polimeros amorfos facilitam a penetraggo e absorgéio de 4gua quando comparados
aos materiais cristalinos e por isso apresentam invasfio e vascularizagfio tecidual elevada (MIKOS
et al., 1993). Os dados de DSC mostraram as diferencas de cristalinidade entre as amostras de
PLGA e PLLA e podem ser utilizados para justificar a diferenca dos dados de adesfio de

osteoblastos.

A literatura descreve dados semelhantes aos obtidos neste trabalho. Osteoblastos cultivados
sobre filmes de PGA e PLGA mostraram um padriio de adesfio satisfatério quando comparados
a0 controle positivo, além de apresentarem a capacidade de crescer e proliferar sobre o substrato.
As células demonstraram um aumento na atividade da enzima fosfatase alcalina, um marcador de
diferenciagdo e atividade 6ssea, na sintese de coldgeno (ISHAUG et al., 1994). Resultados
similares foram obtidos pela cultura de osteoblastos em dispositivos tridimensionais de PLGA

com a mineralizag8o da matriz 6ssea produzida (ISHAUG ef al., 1997; ISHAUG-RILEY et al.,
1998).

Atualmente, a abordagem no estudo da adesfio de osteoblastos ndo leva em consideracio
somente a influéncia da morfologia ¢ o tipo de material. COELHO et al. (2000) descreve a
aciésﬁo e diferenciagdo celular em fung¢fio da composi¢do do meio de cultura utilizado. Qutra
abordagem relaciona a incorporagfo de fatores que estimulam a células a se diferenciarem. A
adicio de uma forma recombinante da proteina r}zorfogenética dssea humana-2 (thBMP-2) &

membranas bioreabsorviveis aumenta a produgfo de matriz éssea em relagfio aos controles
(WHANG et al., 1998).

3.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura para Cultura de Células.

Conforme descrito no capitulo 2, a morfologia celular dos osteoblastos foi avaliada por
microscopia eletrnica de varredura em amostras de membranas densas e porosas de PLLA e

PLGA. A seguir séo apresentadas as micrografias obtidas.
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o 10 um

Figura 33 — Microscopia eletrOnica de varredura da cultura de células osteoblésticas sobre

laminula de vidro (controle).
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Figura 34 —
amostras de PLLA (A, B, C, D = Superficie superior de membranas densas ; E, F, G, H = Superficie superior de

Microscopia eletronica de varredura da cultura de células osteoblasticas sobre

membranas porosas).
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Figura 35 — Microscopia eletromica de varredura da cultura de células osteoblasticas sobre
amostras de PLGA (a, b, ¢, d = Superficie superior de membranas densas ; e, £ g, h = Superficie superior de

membranas porosas).



A Figura 33 mostra a cultura de osteoblastos sobre laminulas de vidro, utilizada como
controle morfol6gico do experimento. A anlise inicial das micrografias (Figura 334, 33B, 33C)
mostra células aderidas em monocamada e espagadas (tapete néo confluente). A morfologia
celular € continua, bem espalhada, tipo fibroblastica. S&o observados prolongamentos emitidos
pelas células que aderem ao vidro e & outras células. Os granulos presentes sugerem serem do

precipitado da solugdo de tampéo fosfato utilizado no processamento de fixaggo.

Células cultivadas sobre amostras de membrana densa de PLLA (Figura 34A, 34B, 34C,
34D) apresentaram morfologia semelhante ao controle da laminula, embora com maior
quantidade de prolongamentos. Na Figura 34A ¢ possivel observarmos a superficie superior do
material com células aderidas aos glébulos (descrito no item de Microscopia Eletrdnica de

Varredura para a degradagdio in vitro), ¢ com prolongamentos aderidos & superficie do material
(Figura 34B, 34C, 34D),

Em amostras porosas de PLLA foi observado wm comportamento morfolégico distinto,
sendo a densidade superficial de células menor em relagio s membranas densas (Figura 34E).
Foram observadas células com morfologia levemente alongada, com auséncia de vesiculas na
superficie celular (Figuras 34G). Nas regides de invaginacfio da superficie do material, geradas
pela porosidade, observou-se um comportamento morfolégico esférico, caracteristico de uma
célula em processo mitdtico (Figura 34F). A Figura 34H mostra um conjunto de células aderidas
no interior de um poro, com morfologia irregular e com a grande presenca de vesiculas na

superficie, sugerindo a produgo de matriz extracelular.

A analise das células cultivadas sobre amostras de PLGA apresentaram comportamento
distinto em relagio as amostras de PLLA. A Figura 35 mostra células aderidas 4 superficie
superior de amostras de membranas densas e porosas. Em membranas densas, a superficie
superior do material torna-se rugosa dificultando a observagfio das células aderidas. A
comparaggo com as micrografias do processo de degradagdio in vitro sugere que esta deformagio
superficial foi ocasionada pelo processamento do material durante o ponto critico. As células
aderidas possuem vesiculas em sua superficie, mas se mantém morfologicamente semelhante ao

controle do experimento (Figuras 35a, 35b, 35¢). A Figura 35d mostra células esféricas,

semelhantes aquelas observadas na Figura 35F.
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O comportamento morfolégico das células em membranas porosas de PLGA foi
intermediario & morfologia alongada e a esférica (Figura 35e, 35f, 35g, 35h). As células presentes
sio bem espalhadas, mas sem os prolongamentos caracteristicos observados nas membranas

densas de PLGA ¢ nas amostras densas e porosas de PLLA. As células apresentaram ainda

vesiculas na sua superficie.

Células de osteoblastos cultivadas sobre os diferentes materiais mostraram-se
morfologicamente mais semelhante aos ostedcitos quando cultivadas sobre a superficie superior
de membranas densas de PLLA. A comparagio dos dados de morfologia ¢ de adesfo celular
sugerem que os dados experimentais sdo conflitantes: substratos de PLLA sfio pouco adesivos

quando comparados s amostras de PLGA, mas com morfologia e densidade celular superior ao
PLGA.

Entretanto, a literatura descreve os fendmenos da adesdo, proliferacio e diferenciacio
celular, como eventos interrelacionados mas nfo exclusivamente dependentes (ANSELME,
2000). A baixa adesdio celular nfio implica necessariamente numa baixa proliferagiio. Estudos
recentes mostram que membranas de PLLA n#o sfo bons substratos adesivos, mas estimula a

produciio de matriz extracelular e subsequente proliferagio (SANTOS JR. et al., 2001).

As estruturas de polimeros bioreabsorviveis sdo dimensionadas e projetadas em funcio do
tipo de aplicago. Na estratégia Il (descrito no Capitulo 1), ou em situagdes de trauma ésseo na
qual a porgio do tecido lesado € pequena, sfo sugeridos materiais com propriedades de
degradaggo rapida e que permitam alta adesZo celular, como as estruturas de PLGA obtidas neste
trabalho. O defeito € reparado num intervalo pequeno de tempo € o material bioreabsorvido. Em
se tratando de lesOes mais profundas e extensas, a técnica da Engenharia de Tecidos € utilizada
através de uma combinac#o de fatores: o material deve possuir propriedades de degradacdo para
longos periodos, propriedades mecinicas semelhantes ao tecido vivo e, principalmente, a
capacidade de induzir a proliferagdo e produgfio de matriz extracelular pelas células cultivadas,

conforme a estratégia I (Capitulo 1). Materiais preparados a partir de PLLA sfo melhor indicadas

para estes casos.
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CAPITULO 4
4.1 CONCLUSOES

e Dados da Microscopia Otica mostraram uma degradagéio diferenciada entre as amostras de
PLLA e PLGA. Enquanto as de PLLA mantiveram sua estrutura macroscopica inalterada, as

de PLGA mostraram uma nitida alteragio em sua morfologia, verificado através da

compactacio das amostras,

» A andlise da Microscopia Eletrdnica de Varredura confirma os resultados obtidos por MO.
Comparando-se as estruturas densas (membrana densa e suporte esférico) e porosa de PLGA,
verifica-se uma degradagiio mais acentuada nas densas, devido ao efeito autocatalitico dos
PHA. Niéo foi observado diferengas morfolégicas significativas entre membranas densas e
suporte esférico para ambos os materiais. A morfologia dos poros (tamanho e distribuicdo do

tamanho dos poros) € significativamente alterada somente para as amostras de PLGA.

e A estabilidade térmica dos materiais é adequada para aplicagbes como suporte para cultura de
células. A variagio de Ti em funcfio do tempo de degradacfio indicou que as estruturas de
PLGA perdem a estabilidade térmica, enquanto as de PLLA mostram um discreto aumento

atribuido ao aumento do grau de cristalinidade do material, como verificado na andlise por
DSC.

s Os dados de DSC para as amostras de PLLA indicam um aumento relativo no grau de
cristalinidade do material, sendo a variagfio maior para as estruturas densas e atribuido ao
efeito autocatalitico dos PHA. Os valores de Tg, Tc e Tf permaneceram constantes no
periodo. As amostras de PLGA apresentaram pico de fusfio para o periodo de 8 semanas de
degradagfo, caracteristico de materiais semicristalinos, indicando a cristalizagio do material.

A apresentou uma diminuigfo na Tg em fungfo do tempo de degradagfo, atribuido ao efeito

plastificante da absorgio de 4gua.
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¢ A cultura de osteoblastos sobre membranas densas e porosas de PLLA e PLGA indicaram um
melhor adesfo nas amostras de PLGA. A andlise da morfologia celular sugere um

favorecimento da prolifera¢fio e diferenciacfo nas membranas densas de PLLA.

4.2 SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

e Avaliagdo mecénica das estruturas de PLLA e PLGA.

¢ Andlises complementares em cultura de células: crescimento celular e estudos citoquimicos
para avaliacdo da diferenciacgo celular.

s Cultura de células dindmica

o Estudo in vivo das amostras de PLLA e PLGA, variando a degradagfio do material e a cultura
de células in vitro.
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