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Resumo

LUCIANO, Rubens Monteiro, Sintese, Caracterizacio e Degradacdo de Membranas de
PolifAcido Lética), um Polimero Bioabsorvivel, Campinas: Faculdade de Engenharia
Mecénica, Universidade Estadual de Campinas, 1997. 105 p. Dissertacio de
Mestrado.

Polimeros com fungdo estrutural temporéria para auxiliar na recuperagio de tecidos
vivos lesados vem se tornando uma area de pesquisa muito promissora. Um destes polimeros é
o poli(acido-latico) que pode ser utilizado sob a forma de membranas que fincionam como
suporte para fixaglo e crescimento celular (derme artificial, lesSes internas, transplante de
células) ou como separagio entre tecidos moles e tecidos 6sseos em recuperagiio (regeneragio
guiada de tecido). Neste trabalho, cinco tipos diferentes de membranas, trés com e duas sem
plastificante foram sintetizadas. O objetivo foi correlacionar os parimetros de sintese e
composi¢do das membranas com a biocompatibilidade, morfologia, propriedades fisico-
quimicas e propriedades mecénicas iniciais e apos periodos de degradacdo de até 30 dias
através de ensaios i vivo e in vitro. Para os ensaios in vivo, discos foram implantados em 15
ratos e trinta dias depois retirados e realizada a analise histoldgica. Nos ensaios in vifro, as
membranas foram imersas em solugfio tampdo fosfato e o processo de degradagio foi
acompanhado de dez em dez dias até trinta dias. Pelos resultados obtidos podemos concluir
que € possivel controlar a velocidade de degradacfo através da adicfio de plastificante, sem que
isso comprometa a biocompatibilidade do material. A adigio do plastificante também modifica
a membrana morfologicamente, tornado-a porosa. A porosidade contribui muito para a fixago
e crescimento celular, porém torna a membrana bem mais fragil mecanicamente quando
comparada ¢om uma membrana sem poros. Com estes resultados podemos dividir as
membranasg em dois grupos com distintas aplicagdes: membranas densas, bioabsorviveis, que
ndo favorecem a invaso celular porém sdo biocompativeis, indicadas para regeneragio guiada
de tecido e membranas porosas, também bioabsorviveis, facilmente invadidas por células,

indicadas para recuperacio e recomposicio de tecidos moles.

Palavras chave - poli(4cido - latico), membranas, bioabsorgfio, biomateriais, PLLA



Abstract

LUCIANGQ, Rubens Monteiro, Synthesis, Characterisation and Degradation of Foly(latic acid)
Membranes, a Bioabsorbable Polymer, Campinas: Faculdade de Engenharia Mecénica,

Universidade Estadual de Campinas, 1997. 105 p. Dissertacio de Mestrado.

Poly(latic acid) (PLA) can play a central role in corporeal devices. PLA membrane possess
adequate biocompatibility, hydrolysis degradation and absorption which make them suitable for
use as biomaterial. They can be used as cell ingrowth matrix or insulating layer between soft and
hard tissue. It contributes to the tissue regeneration during convalescence. In this piece of work
five types of PLA membrane were synthesised, some with plasticizer and others without it.
Biocompatibility, morphology, physico-chemical and mechanical properties were evaluated using
different synthesis parameters and chemical compositions. /1 Vivo and in Vitro tests were carried
out to degrade the membranes. PLA discs were implanted in fifteen rats, after thirty days they
were extracted out and histologically analysed. For the In FVitro tests, PLA membranes were
immersed in a phosphate buffer solution and the degradation process was followed up during
thirty days. The results showed that membranes with plasticizer present a good tissue adhesion and
porous structure. The yield strength and Young's modulus for the membranes with plasticizer are
smaller than the one without plasticizer. The results obtained permit to conclude that the
degradation velocity of membranes can be controlled by the addition of plasticizer, and it does not
affect the biocompatibility of them. The addition of plasticizer can influence the morphology by
making the membrane more porous. The porosity can contribute for cell fixation and cell
ingrowth, however the membranes with plasticizer are more fragile than the one without it.
Concern to their application, PLLA membranes can be classified into two groups:

- Dense bioabsorbable membranes, which does not contribute to the cell invasion that can be used
as guide for tissue regeneration;

- Flexible and porous membranes that can be used as soft tissue recomposition and regeneration.

Keywords - poli(latic acid), membranes, bioabsorbable, PLLA | biomaterial



Capitulo 1

Introducio

1.1 Considerac¢des Gerais Sobre os Polimeros Bioabsorviveis

A busca do homem por dispositivos que auxiliam na recuperacio de ferimentos ou
acelerem o processo de cicatriza¢io é bem antiga. Ha cerca de 4000 anos atras, os egipcios ja
usavam o lintho, um material polimérico natural, para suturas de ferimentos. Desde 600 A.C. os
indianos usavam outras formas de polimeros naturais tais como o algoddo, a crina de cavalo e

o couro. Suturas realizadas com seda sfo utilizadas desde 200 D.C. [ SHALABY et al., 1984].

No entanto, a principal dificuldade encontrada por estes antigos pesquisadores da area de
biomateriais era conciliar as propriedades fisico-quimicas e mecénicas requeridas para a
funcionalidade do implante com um nivel aceitivel de reagdo inflamatoria, geralmente causada

devido a moléculas soltiveis ou ions liberados pelos materiais utilizados como implantes.

At 1960, polimeros susceptiveis a degradagio por hidrolise eram considerados uma
descoberta desastrosa. Entretanto, com o avango das pesquisas, esses materiais passaram a ter
aplicagio na area medica, principalmente devido as suas caracteristicas de bicabsorgdo. Em 1966,
Schulgens patenteou nos Estados Unidos o processo de sintese do poli(acido-latico), também
chamado de PLA, que, juntamente com o poli(acido glicdlico) - PGA, sio polimeros
sintetizados a partir de monémeros que fazem parte do metabolismo natural do organisme e
sofrem degradac@o por hidrolise, ou seja, apés um periodo em contato com um meio aguoso

sofrem cisGes em suas ligagles ésteres formando CO; e H 0.



Essas caracteristicas os enquadra em uma nova classe de materiais para implantes: os
implantes absorviveis, que apos implantados e cumprida sua funcio de auxilio estrutural sio

absorvidos pelo organismo hospedeiro.

Varios pesquisadores das areas médica, biologica, quimica e engenharia tem estudado
juntos os processos de reacdo bioldgica, perda de propriedades mecénicas e alteragdes das

propriedades fisico-quimicas do PLLA quando implantado.

Algumas das aplicagdes nas quais o PLA ja vem sendo utilizado sdo como dispositivos
para recupera¢do de fraturas, fios para sutura interna, liberagio controlada de drogas,

regeneracgdo guiada de tecido e suporte para cultura de células.

1.2 Objetivos

Os objetivos deste trabalho sdo sintetizar e caracterizar membranas absorviveis de
poli(acido latico) que podem ser utilizadas, por exemplo, como suporte para cultura de células,

regeneragdo de epiderme e regeneragio guiada de tecido.
Para isso, o trabalho foi desenvolvido em quatro etapas:

1. Sintese das membranas;
2. Caracterizacdo através de:
o micrografias eletrOnicas através de M.E.V. ( Microscopia eletrdnica de
varredura );
s termogramas através de DSC ( Calorimetria diferencial de varredura );
¢ curvas de variacdo de massa molar através de GPC { Cromatografia por
permeagdo em gel ),
¢ ensaios de tragio ( curvas tensio X deformagio);
3. Estudo in vivo através de implantes;

4. Estudo in vitro através de degrada¢fio em tamp3o fosfato pH 7,4



CAPITULO 2

Revisdo da Literatura

2.1 Biomateriais Poliméricos

A pesquisa de materiais naturais ou sintéticos tem despertado grande interesse nos ultimos
anos visando aplicagBes nas dreas médica e odontologica. No que se refere aos polimeros verifica-se
um vasto campo de aplicacSes. Os chamados polimeros de engenharia sio aplicados na ortopedia
(proteses internas e externas, Orteses, dispositivos de fixagdo para consolidagio Ossea), em
cardiologia (elementos de bombas de circulagdo extracorporea, ventriculos artificiais, revestimentos
de marca-passo implantaveis), na urologia (membranas de filtragem de maquinas de hemodialise),
cirurgia vascular (proteses diversas) e liberagio controlada de drogas. [PARK, 1979 ; HENCH,
1982]

O uso cada vez mais constante de materiais artificiais para restaurar partes do corpo
humano tem exigido o desenvolvimento de tecnologias diferenciadas para fabricacio de
produtos que atendam as solicitagdes de materiais implantaveis. Até pouco tempo, o que vinha
ocorrendo era a adaptagio de materiais ja consagrados em diversas aplicagSes para uso em
organismos vivos. Essas adaptacSes ndo se ddo sem problemas, e sua consolidagdo exige
pesquisa e desenvolvimento intrinsecamente ligado & aplicagio. Atualmente muitos
pesquisadores tem buscade desenvolver materiais especificos para aplicagGes nas diversas

areas da medicina [HENCH & ETHRIDGE, 1982; LANGER et al., 1990].



O uso de polimeros em organismos ¢ acompanhado por algum tipo de interacio
polimero-célula. Basicamente os primeiros usos de polimeros in vivo foram em aplicagBes
onde o polimero deveria permanecer inerte € os estudos eram focados no entendimento de
como prevenir ou minimizar as interagdes indesejaveis. Embora esse aspecto continue sendo
importante para uma variedade de aplicagGes, hoje a pesquisa de novos polimeros que
interagem com c¢lulas (provocando resposta fisiologica, como crescimento ou diferenciagio) é

um outro caminho em destaque.

MALMONGE, 1997, realizou estudos com hidrogéis sintéticos para obtengio de um
biomaterial com caracteristicas adequadas ao uso no reparo de defeitos da cartilagem articular.
Para mimetizar a matriz extracelular da cartilagem hialina foram incorporados grupos
negativos fixos a estrutura macromolecular do hidrogel. O hidrogel obtido nfo induziu reagio
inflamatdria que inviabilizasse sua utilizagiio, minimizou a ocorréncia de reagio sinovial e

acelerou a reparagdo de defeitos provocados na cartilagem.

2.2 Implantes Permanentes e Temporarios

Entre os diversos tipos de implantes e suas respectivas aplicagdes existem dois principais

grupos: os implantes permanentes e 0s temporarios.

Como permanentes podemos citar as préteses articulares, como juntas de joelho, ombro,
cotovelo, punho, quadril, etc., exigindo materiais biocompativeis resistentes a degradagiio e
que devem sanar ¢ defeito por tempo indeterminado. Esses implantes s6 sio removidos se
houver falha ou desgaste do material do implante ou se o paciente for jovem, em fase de
crescimento, e necessitar de um implante de dimensdes maiores. A complexidade dos
movimentos e as elevadas cargas as quais as articulagBes sic submetidas exigem materiais

resistentes bern como um projeto apropriado das proteses.



Os implantes temporarios tém como objetivo reparar um defeito até que o processo natural
de recuperagdo do tecido lesado tenha se completado. Como exemplo podemos citar a redugdio de
fraturas atraves de pinos ¢ parafusos (que devem ser removidos apés a recuperagio do osso),
suturas em geral, protegdo para Ulceras e queimaduras, sistemas de liberagio controlada de drogas.

S&o esses tipos de implantes a principal 4rea de utilizagio dos polimeros absorviveis.

2.3 Os Polimeros Bioabsorviveis

De um modo geral, os processos de degradagio de polimeros podem ser explicados por
quatro mecanismos que podem ocorrer isoladamente ou em conjunto: solubilizagfio, ionizacio,
degradacdo catalisada por enzimas e degradagio hidrolitica. [GILDING et al., 1981; HUANG
et al., 1989]. Em sua grande maioria, os implantes temporarios sfo obtidos com polimeros que

sofrem degradacio hidrolitica.

Moléculas bioldgicas naturais, como proteinas e celulose, sdo geraimente degradadas em
sistemas biologicos por hidrélise seguida por oxidaglio. Ndo é surpresa que os polimeros sintéticos
bioabsorvivets contenham ligagbes hidrolizaveis ao longo de sua cadeia, como por exemplo, em

grupos amida e éster, susceptiveis a biodegradagio por microorganismos e enzimas hidroliticas.

Os polimeros sintéticos degradaveis por enzimas devem possuir cadeias flexiveis o suficiente
para facilitar o ataque dos sitios ativos pela enzima. Isso explica o fato de poliésteres alifaticos
serem facilmente degradaveis por sistemas biologicos enquanto sistemas aromaticos rigidos como

poli(etileno tereftalato) serem normalmente considerados bicinertes. [HUANG et al., 1989]

Os polimeros mais estudados séo os poli(a-hidréxi acidos):poli(L- acido latico) - PLA, o
poli(acido glicdlicoy - PGA, os copolimeros de PLA/PGA, a poli(para-dioxanona), a

policaprolactona e o polihidréxi-butirato/valerato.

Estruturalmente, esses polimeros sfo poliésteres que sofrem degradacio devido s cisBes

hidroliticas nas ligacOes ésteres. Esses polimeros podem ser sintetizados via polimerizagio por



abertura do anel de diésteres ciclicos na presenca de catalisadores [DITTRICH & SCHULZ,

1971]. A formula estrutural dos poli(a-hidroxi acidos) é mostrada a seguir:

H R 1 BR i
\O&/o\(\o/@/o\(@\ox
o RH o H R

n

Figura 1 - Férmula estrutural dos poli(a-hidroxi 4cidos). PLA quando R=CH; , e PGA quando
R=H.

No caso do poli(acido lactico) a quiralidade do carbono o permite sintetizar dois
compostos enantidmeros, 0 poli(D - 4cido lactico) - PDLA e o poli(L - 4cido lactico)
(PLLA).

Segundo DITTRICH & SCHULZ, 1971, esses materiais tém diferentes propriedades,
como, por exemplo, suas velocidades de degradagdo, pois o grupo metila é responsavel por
dois efeitos na cinética de biodegradagio: o aumento da hidrofilicidade, e o impedimento
estérico na rea¢do de hidrolise. A cinética de hidrolise do PDLA tem sido verificada ser mais

rapida do que em seu analogo, o PLLA [ GILDING et al., 1981 ].

O processo de degradagio, que tem sido investigado por varios autores, indica nio ser
homogéneo, e inicia-se nas regides amorfas do material, devido a maior susceptibilidade de

ataque dos fluidos orgénicos [LT* et al., 1990; PISTNER? et al.., 1993; ALI et al, 1993].

Bergsma et al., 1995; avaliaram o efeito da cristalinidade entre membranas de poli(100%
L -acido lactico) e poli(96%L,4%D - dcido lactico) (PLA96). Pelas conclusdes dos autores, a
diferenga, devido a inclusdo de unidades de (D-icido lictico) na estrutura polimérica,
influéncia na redugdo de possiveis reagSes inflamatorias aos tecidos com que o material

interage.



VERT et al, 1984, afirmaram que o grau de cristalinidade determina a taxa de absorciio
de 4gua do polimero, o que consequentemente ira influenciar na velocidade de degradacéo do

material.

Um estudo realizado por BOSTMAN, 1991, indicou uma excelente biocompatibilidade
desses materiais, pois os produtos da biodegradacio metabolica do poli(acido lactico), CO» e
H,0, sio reabsorvidos pelo organismo. Neste caso, a degradagfio metabolica do PLA segue o
processo de oxidagdo de 4cido latico, que por sua vez ¢ convertido em acido pirivico. Na
presenga da acetil coenzima A ocorrerd liberagdo de CO; e consequentemente a decomposigio
em citrato. Este citrato sera entfio incorporado no ciclo dos acidos tricarboxilicos, que por final

elimmara novamente CO, e H;0, conforme esta representado na figura 2.

Degradagidc metabdlica do PGA, PLA e poli{dioxanona)
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Figura 2 - Esquema simplificado da degradagdo metabdlica de alguns polimeros

biodegradaveis. [ BOSTMAN, 1991 ]

Existem varias técnicas para se acompanhar e quantificar a degradaciio e propriedades de

polimeros absorviveis. Varios autores realizaram trabalhos fratando da degradacic dos



polimeros absorviveis puros, reforgados e compositos. Do ponto de vista bioldgico, analisa-se
a resposta do tecido ao implante através da verificagio da biocompatibilidade, formacio de
fibroses, reagdo inflamatoria, edemas, etc. O apéndice 1 mostra um painel cronolégico dos
principais trabalhos publicados e resultados sobre o estudo da biocompatibilidade dos

polimeros absorviveis.

Os pesquisadores obtém dispositivos do polimero para implantes variando morfologia,
cristalinidade, composigio dentre outros e analisam a influéncia desses pardmetros no processo
de degradagio do material apos implante ou in vitro . Assim, acompanham as variagdes de
cristalinidade (por ensaios de calorimetria diferencial de varredura - DSC ¢ Difragdo de Raio-
X, microscopia de luz polarizada), do peso molecular (por cromatografia de permeagio em gel
- GPC e medida de viscosidade), da morfologia (microscopia eletronica de varredura - MEV,
microscopia de luz) e das propriedades mecénicas (através de ensaios de flexdo, compressio e

tragdo).

A reacHo aos implantes pode ser estudada i vitro ou in vivo. A maior desvantagem de
se estudar os efeitos i1 vifro € o fato de analisarmos o processo isoladamente sem a interagdo
com sistemas fisiologicos do tecido hospedeiro muito relevantes, como por exemplo os

gistemas e nervoso e imunitario

A degradacio do polimero é um fator importante, pois determina o tipo e a intensidade
da resposta inflamatoria, j& que o surgimento de particulas poli, oligo e monoméricas liberadas
durante a degradacio do polimero in vivo esta diretamente correlacionada com uma mudanca
no tipo e intensidade da resposta inflamatoria. Isso pode ser causado por produtos toxicos
provenientes da degradagiio ou pela mudanca na rugosidade superficial e forma do implante
durante a liberagio de fragmentos. Além disso, a prépria fagocitose dos fragmentos atua como
um importante fator na modificagio da resposta inflamatoria. A fagocitose modifica o
processo funcional do macréfago, que € o pivd na resposta inflamatéria a nivel de tecido e na
reagdo de corpo estranho. As células gigantes observadas nesta fase sdo formadas pela fusio
de macrofagos. A fagocitose de fragmentos também causa a morte celular e a liberagio do
contetido destas células mortas podem causar uma reacgdo inflamatéria aguda. [ HYON et al.,
1985; LAM, et al., 1993 ].



BRADY et al., 1973, analisaram a rota e velocidade de eliminaciio de implantes de PLA
através da inser¢io de um carbono radioativo em sua estrutura. Apos implantar o polimero no
abdomen de ratos, constataram que, 168 dias apds o implante, 36,8 % do implante havia sido
eliminado, sendo 4,6% pela urina, 2,8% pelas fezes ¢ 29,4% via respiraciio sob a forma de
CO..

ALT et al., 1993, utilizaram técnicas de GPC, DSC e MEV para estudar os mecanismos
de degradacio do polimero amorfo poli(DL- acido 14tico). Concluiram que o radical hidroxila

¢ um fator muito significante na velocidade de degradagio deste polimero.

LAM et al., 1994, sintetizaram filmes porosos e nfo porosos de PLLA e verificaram que
um dos fatores que determinam a hidrolise desses materiais € o seu grau de cristalinidade.
Através da técnica do DSC, constataram que todos os filmes quando submetidos a degradacio

em meio aquoso apresentam um aumento na cristalinidade.

Polimeros em geral, quando possuem fases cristalinas, apresentam dois tipos de
formagdes: a lamelar, composta de placas sobrepostas e paralelas e a esferulitica, de aspecto
globular. O PLI.A apresenta sempre formagdes esferuliticas. CAM, et al.,1995, estudaram o
efeito da massa molecular e da morfologia na degradacio hidrolitica de membranas de PLLA
confeccionadas através de dissolug@io em solvente. A degradagio foi feita in vitro em meio
alcalino para acelerar o processo de degradagfo. Os autores utilizaram microscopia de luz
convencional, de luz polarizada ¢ eletronica de varredura para analise da superficie das
membranas erodidas pela hidrolise. Espectrofotdmetria a 570 nm foi utilizada para analisar a
redugiio na transparéncia das membranas e aumento na densidade de esferulitos ¢ DSC para
avaliar o grau de cristalinidade em fungio do tempo de degradagio. Os resultados mostraram
um aumento de cristalinidade juntamente com uma aceleragiio na formagio de esferulitos com

o processo de degradaco.

PEREGO et al., 1996, realizaram testes de viscosidade para avaliar a massa molecular,

DSC, polarimetria e testes de tragdo e de flexfio para correlacionar as propriedades de varias

9



amostras de PLA com diferentes taticidades e massas moleculares com suas propriedades
mecanicas. Concluiram que o PLLA apresenta melhores propriedades mecanicas do que o
PDLLA . Os maiores valores de modulo de elasticidade foram obtidos para peso molecular
35.000 daltons para o PLLA amorfo e o PDLLA, enquanto que para PLLA cristalino esse
valor foi de 55.000 daltons.

2.4 Aplicacoes dos Polimeros Bioabsorviveis

2.4.1 Em Tecidos Osseos

Em ortopedia, € comum o uso de metais sob a forma de parafusos, fios de ago e pinos
para recuperagdo de defeitos em tecidos 6sseos. Os parafusos sdo usados para fixar as placas
evitando que o osso seja submetido a macro e micro movimentos. Existem diferentes tipos de
parafusos dependendo da estrutura do osso. Fios sio utilizados para fixar pequenas fragmentos em
locais onde o parafuso nfo manteria os fragmentos juntos. Pinos intramedulares sdo outro tipo de
dispositivo utilizado para restaurar fraturas de ossos longos. Sio inseridos no espago intramedular
de ossos para manter o alinhamento e evitar o deslocamento durante a recuperacio. Oferecem mais
resisténcia a flexdo do que as placas externas, porém a resisténcia 4 tensiio ¢ inferior.[HENCH &
ETRIDGE, 1982].

Os metais, apesar de possuirem varias propriedades a seu favor, nfo sio os biomateriais
ideais para esse tipo de aplicagio. A rigidez metalica previne a formagdio de calos e priva o
osso da solicitac8o mecénica devido a grande diferenga no modulo de elasticidade se
comparado com 0 osso. O tempo no qual a protese metalica funciona como um desvio a
tensdo aplicada ao osso tem como conseqiiéncia o desenvolvimento de uma estrutura 6ssea
mecanicamente inferior devido & atrofia, pois o osso para de ser submetido aos esforgos.
Qutros problemas sdo refraturas apds remogdo, corrosio, liberagio de particulas ou ions,

inflamagGes, dentre outros. [TORMALA et al.,1991; GILDING, 1981; GRULKE, 1989].
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As caracteristicas de bioabsor¢dio, propriedades mecénicas e biocompatibilidade dos
polimeros absorviveis, principalmente do PLLA, tém colocado-os como fortes candidatos para
substituicdo dos dispositivos metalicos, pois torna uma segunda cirurgia para remogiio dos
mesmos apos a recuperagdo do osso, desnecessaria. Isso diminui custos hospitalares, riscos de

complicagdes cirurgicas e o tempo de recuperagio da paciente.

O desempenho de um dispositivo ortopédico depende de uma série de fatores. Primeiro o
dispositivo deve ter um projeto proprio com propriedades mecincias adequadas. Deve ser
manufaturado sobre controle suficiente de forma a nio incorporar defeitos no implante. A selegfio
do material ¢ importante e deve garantir biocompatibilidade e resisténcia 4 corrosiio durante o

tempo necessario para recuperagio do osso.

O uso de materiais absorviveis € baseado no seguinte principio: quando a resisténcia do local
fraturado aumenta devido ao processo natural de recuperagio a absorgio comega a ocorrer. O
implante suporta uma elevada fraciio da carga transmitida ao osso durante os primeiros estagios do
processo de recuperagdo. A reducgdo gradual da resisténcia do implante, devido a absorcdo,
transfere uma percentagem crescente da carga ao 0sso em recuperagio. Como resultado, o local da
fratura recuperada deve desenvolver uma resisténcia comparavel aquela do osso original. De modo

ideal esses processos devem ocorrer de maneira simultinea.

LEENSLAG' et al., 1987, sintetizaram poli(L 4cido latico) com alta massa molecular (mass2
molar média = 1x10° daltons), & temperatura de 100-120°C, e estudaram suas propriedades
mecnicas e morfologicas. Placas e parafusos deste material foram utilizados no tratamento de
fraturas mandibular de ces e ovethas. A cura do osso foi excelente e procedeu-se sem formacio de
calos ou sinal de inflamacdes. Além disso, acompanhou-se ¢ processo de degradacio durante a
cura. As placas foram moldadas por compressio do material (T=200°C e P=18x10° Kg). Apés 11
semanas de implantagdo verificaram a degradaglio, a qual entre outros fatores foi atribuida a

microporosidade do implante.

MANNIMEN et al.,, 1992, realizaram um estudo comparando propriedades mecanicas de
parafusos de PLLA reforgado com fibras, implantando parafusos de metal e de PLLA para fixagio

de ossos em ovelhas. As dimensdes para parafusos foram de 50 mm de comprimento, 3,2 mm na
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parte central e 4,5 mm de didmetro das linhas externas. Os parafusos de PLLA foram moldados por
compressdo nas mesmas dimensdes. As radiografias entre 6 a 12 semanas mostraram a unido do
osso sem sinais de inflamagSes e com enfraquecimento do osso para o caso do parafuso metalico
enquanto com parafusos de PLLA houve um aumento da resisténcia. Os estudos indicam que o
uso de parafusos de PLLA, ao invés de metalico, na fixagio de osso em ovelhas evita a protegiio ao
esforgo e enfraquecimento do osso. Entretanto, parafusos de PLLA ndio sio recomendados para
uso sem suporte externo em regides de alto esforgo mecinico. Os autores comentam a dificuldade
em se comparar os dispositivos devido a incompletas informagBes moleculares, estruturais e

mecanicas.

BOSTMAN' et al, 1992, verificaram a migragio de particulas poliméricas durante a
degradacéio de implantes de poli(acido glicolico) em fémur de coelho, utilizando parafusos e pinos.
Os resultados mostraram que a partir de 6 semanas de implante ocorreu a uniio do 0sso e 0s
orificios intra articulares dos canais do implante foram preenchidos com um tecido fibro-conectivo e
fragmentos do polimero migraram para o tecido hospedeiro a uma distincia de aproximadamente
0,85 mm a partir do implante original. Pouco mais tarde esses autores [ BOSTMAN? et al., 1992 |
realizaram um estudo mais detalhado através de dados histologicos, histomorfométricos e
verificaram os primeiros sinais de invasio do tecido no implante apos 40 dias. Apos 7 dias
verificaram a formagdo de uma camada de fibroblastos circundando o implante. Analisaram a

variagéo do volume do osso e contagem de células.

Além de pinos e parafusos, outra possibilidade ¢ a utilizaciio de hastes implantadas na parte
intramedular do osso. KUMTA et al,, 1992, estudaram a degradaciio de PGA e copolimeros PGA-
PLA apos implantagdo intramedular e subcutédnea em coelhos. Apos 2 semanas, o material perdeu
73% da resisténcia no implante intramedular ¢ 64% no subcutineo. Implantes de PGA foram
comparados com hastes Kirscher para fixagfio de fraturas intra-articulares de méo. Em seis meses

ndo foi verificada nenhuma diferenca entre os 2 grupos, nem reagio alérgica.

Além de testes em animais, trabalhos recentes mostram a viabilidade de aplicagiic para
fixagdo de fraturas em seres humanos, com resultados satisfatorios. [NAKAMURA et al.,1993;
PIHLAJAMAKI et al., 1992 ]. Segundo BOSTMAN, 1991, um estudo envolvendo 516 pacientes

nos quais foram implantados com pinos de PGA ou PGA:PLA, em uma clinica de trauma em
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Helsinki, Finlandia, revelou as seguintes falhas dos implantes poliméricos que necessitaram

reoperagao :

falha na fixacdo da fratura - 1,2 %;
infecg@o bacteriana - 1,7 %;

inflamagéo ndo infecciosa apos cerca de 20 semanas de implante - 7,9 %.

Bostman conclui que esta taxa de cerca de 8% de complicagio nos implantes deve ser
sempre analisada comparando-a com a necessidade de se executar uma segunda operagio no

caso implantes metalicos.

Outro tipo de material utilizado para fixagio de fraturas sdio os materiais reforgados.
Consistem de materiais absorviveis, por ex.. PGA/PLA reforcados com aproximadamente 60% de
fibras do proprio polimero [ TORMALA et al,, 1987 | VAINIONPAA et al, 1987, estudaram o
poli 4cido glicolico (PGA) reforgado com fibras e verificaram alta tensio mecinica, como
consequéncia da adesdo entre as fibras e a matriz. Qutra possibilidade consiste em materiais

poliméricos reforgados com hidroxiapatita. [ TORMALA et al., 1991 1.

Além dos dispositivos ortopédicos, os polimeros absorviveis podem ser incluidos em outra
linha de pesquisa relacionada: o estude de proteinas morfogenéticas induzindo crescimento osseo.
Nesse caso, o PLLA pode ser util como um composto com polietileno glicol (PEG) ou
hidroxiapatita funcionando como um carregador para proteina. Proteinas morfogenéticas sio
capazes de induzir a diferenciacio de células tipo mesénquima na cartilagem ou osso através do

processo de ossificac@o endocondral. [MIYAMOTO et al.,1993].

Também sob a forma de membranas, os polimeros sic usados em tecidos Osseos.
Regeneragdo guiada de tecido (do inglés, Guided Tissue Regeneration - GTR) , é uma técnica
usada para o tratamento de defeitos dsseos em regides nas quais o 0sso esta em intimo contato
com um tecido mole. Consiste em separar através de uma membrana absorvivel ou ndo, os
dois tipos de tecido, impedindo que haja invasdo de regides que devem ser preenchidas com

tecido Gsseo em recuperagio pelo tecido mole.
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ROBERT et al, 1993, avaliaram a biocompatibilidade e degradacio de membranas de
PLA com alta massa molecular e com adigio de até 30% em peso de oligbmeros de PLA
obtidas com o intuito de servirem como implantes periodontais para GTR. Eles implantaram as
membranas sob a derme no abddémen de ratos. Os resultados obtidos mostraram que essas
membranas sdo muito bem toleradas pelo tecido, sem reagio inflamatdria. Quanto maior a
concentragio de polimero com baixa massa molecular, maior a taxa de degradagio. A
absorgdo dos implantes foi completa apos 60 dias. As membranas foram progressivamente

substituidas por tecido conectivo fibroso.

ZELLIN et al, 1995, testou 10 diferentes tipos de membranas absorviveis e nio
absorviveis, indicadas para GTR periodontal. Furos passantes de 5 mm de didmetro nas
mandibulas de ratos adultos foram realizados e cobertos com as membranas. As analises foram
efetuadas apos 6 semanas do implante. O estudo mostrou que diferentes membranas variam
fortemente em termos de eficicia em promover a reconstrugiio Ossea, mesmo sendo
quimicamente semethantes. Além disso, membranas desenhadas especificamente para
aplicagbes em periodontia podem ndc ser adequadas para recuperagio de outras regides

Osseas.

PIATTELLI et al. , 1996, avaliou a possibilidade de regeneragiio éssea utilizando novas
membranas absorviveis e ndo absorviveis comercialmente disponiveis (Guidor Matrix Barrier®
e Gore-Tex®) indicadas a principio para aplicacGes em periodontia. Os ensaios foram
realizados através de implantes em tibias de ratos. Concluiram que a degradagio das
membranas ndo interferiu na recuperacio dos ossos, nio havendo reacio inflamatoria nos dois

tipos de membrana e que a membrana Guidor pode ser utilizada para regeneragiio GTR 6sseo.

PINEDA et al., 1996, implantaram membranas de PLA com poros de varios tamanhos
em 15 coelhos para cobrir um largo defeito ésseo de 10 mm criado propositadamente,
Radiografias pos implante revelaram um hematoma na regifio do defeito que foi desaparecendo
a medida que a formagio de um novo tecido ésseo foi ocorrendo, independentemente do tipo
de membrana utilizada. O autor concluiu que a fun¢iio primaria das membranas usadas parza
cobrir defeitos 0sseos € a de preservar componentes osteogénicos presentes no espago sob a

membrana e garantir ¢ crescimento das células na cavidade medular.
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LAM et al, 1994, realizaram um estudo abrangente e detalhado in vitro e in vive
analisando a degradago de membranas porosas e ndo porosas de poli(L -acido latico) que
poderiam ser utilizadas tanto em GTR quanto em suporte para cultura de células. Analisaram
as mudangas na massa molecular, na polidispersividade, na temperatura de fusio, na energia de
fusdo, na resisténcia 2 tragfo, no modulo de elasticidade, na massa e na 4rea superficial das
membranas sob degradacio. Estes autores constataram que as membranas porosas apresentam
os maiores valores de massa molecular e temperatura de fusio e degradam mais rapidamente
em relagdo as membranas ndo porosas. No entanto, as membranas ndo porosas apresentaram
os maiores valores de calor de fusdo, indicando a presenga de moléculas pequenas formando

dominios cristalinos mais facilmente.

SILVA et al. , 1985, utilizou tri-etil-citrato para preparar pequenos tubos flexiveis de
PLLA absorviveis para GTR de nervos rompidos em ratos adultos. Os resultados indicaram
um significante aumento de células em fung¢io do tempo quando comparado com o grupo de

controle.

2.4.2 Em Tecidos Moles e Cartilagens

A literatura tem mostrado também uma nova aplicagfic para os polimeros absorviveis sob
a forma de membranas: reconstrucio de tecidos através de cultura de células. O estudo desses
materiais gerou uma nova linha de pesquisa, a Engenharia de Tecidos [ TORMALA et al,
1993; FREED et al , 1993 ].

Numa discussio sobre as futuras dire¢des em engenharia de tecidos, Davis et al., 1996;
avaliaram a utilizagdo de polimeros absorviveis como suporte para cultura de células. Esse tipo
de aphcagfo tem apresentado varias vantagens sobre o transplante de orgdos, pois ha um
controle preciso das caracteristicas do material utilizado, além das propriedades mecénicas,
quimicas, ¢ morfologicas das membranas poderem ser manipuladas visando a otimizagdo do
processo. Ao invés de utilizar-se um 6rgéo todo, utiliza-se um pequenoc nimero de células do

tecido doador. Isso permite que na expansdo in vitro haja a remogio de células indesejaveis,
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diminuindo a rejei¢do entre as células cultivadas e as do receptor. Dessa forma, os custos de

todo o processo sdo reduzidos de forma significativa.

Neste caso, membranas densas ¢ membranas porosas de polimeros absorviveis sdo
confeccionadas com o intuito de servirem como um substrato para que céhlas isoladas possam se
fixar e crescer até formar o tecido. Em se tratando da regeneragio de tecidos, seja através do
recrutamento de células de tecido vizinho sadio ou através de transplante de células sadias, é
necessario a existéncia de um substrato que sirva como suporte para o crescimento celular. O
suporte pode ser absorvido, desaparecendo a medida que o tecido se regenera mas pode ser
também de material bioinerte, com caracteristicas semethantes s da matriz extracelular. A
técnica de engenharia de tecido para crescimento de cartilagem tem aplicagdes potenciais em

ortopedia, plastica, reconstrugio e cirurgia craniomaxilofacial.

Matrizes porosas propiciam espaco adequado para a semeadura e crescimento das
células e produgdo de matriz extracelular. A distribuigio da unifomidade e interconecgio da
estrutura porosa € importante, facilitando a formagio dos tecidos na forma de uma rede
organizada, tendo grande aplicagdo na reconstrugfo de tecidos 6sseos e cartilaginosos, [ VAN

SLIEDREGT et al., 1994 1.

Membranas porosas de polimeros absorviveis podem ser obtidas através de diversas
técnicas. Um procedimento comumente usado envolve a preparagiio da solugdo do polimero
com adigdo de um sal com granulometria controlada. Apés a evaporaciio do solvente, sio
obtidas membranas com particulas de sal distribuidas. Com a remogéio do sal apds sucessivas
lavagens, obtém-se membranas com poros da ordem de 50 a 500 um, dependendo da

granulometria do sal utilizado [ WALD et al 1993 .

MOONEY et al., 1996, utilizou um método interessante para obter membranas porosas:
aplicou gas carbdnico para produzir esponjas de poli { D,L acido latico-co-glicolico ). Obteve

uma estrutura com poros da ordem de 100 um e com uma porosidade superior a 93%.

Outra maneira de preparar membranas porosas, originalmente utilizado para obtengdo de

membranas porosas para processos de ultra ou nano filtragdo é a "inversio de fases". Este
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método consiste em dissolver o polimero, espalhar a solugio sobre uma superficie plana e
introduzir esta camada (sem que o solvente tenha evaporado) em um banho de nfo-solvente. O
resultado € uma membrana com pequenos poros porém bem homogéneos e bem distribuidos.

[ KESTING, 1985 ]

FREED et al.,1993, estudaram o crescimento de condrocitos in vifro, cultivados sobre
matriz de PGA fibroso durante 6 semanas. Os resultados mostraram a formagdo de densidade
de células da mesma ordem de magnitude para a cartilagem articular (colageno). Condrécitos
também atacaram os poros do poli(acido lactico) no mesmo periodo de tempo formando a
metade das c€lulas comparando com a cartilagem normal. Demonstraram que condrécitos
crescem sobre esses polimeros in vivo por seis meses, mantendo a forma do dispositivo

original, resultando na formacdo de cartilagem.

PUEL.ACHER et al 1994, estudaram a cultura de condrécitos in vivo e in vitro para

reconstrucdo da cartilagem na regido nasal, com sucesso na formagio da cartilagem hialina.

WALD et al.,1993; VAN SLIEDREGT et al.,1994; mostraram que matrizes porosas
proporcionam espago adequado para a semeadura, crescimento das células e produgio de
matriz extracelular. A distribuigio da uniformidade e interconecciio da estrutura porosa é
importante, ja que facilita a formagfo dos tecidos na forma de uma rede organizada, tendo

grande aplica¢do na reconstrucio de tecidos como cartilagem e 0sso.

Hoje, varias dreas envolvidas com pesquisas biomédicas empregam técnicas de cultura de
celulas para estudar aspectos da biologia celular, diagnosticar doengas e avaliar a toxicidade,
mutagenicidade e transformabilidade de varios meios, materiais e dispositivos sintéticos,
propagar virus para uso na confecgio de vacinas, sintetizar produtos especificos como
horménics e anticorpos, dentre outros.  Para estas aplicagdes, ¢ importante o conhecimento
das caracteristicas de adesdo e crescimento celular na superficie do polimero. [ PARK ,1979,

HENCH & ETHRIDGE ,1982 ]

Muitos estudos tém mostrado que a adesiic e a expansio celular é favorecida em

substratos hidrofilicos. VAN der VALK et al. ,1983, estudaram a interacio de fibroblastos em
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superficies polimeéricas, tentando fornecer uma relagio entre energia superficial Jivre e o

espalhamento dos mesmos.

Propriedades tais como tipo de grupamento quimico, relagio entre hidrofilicidade,
hidrofobicidade, anisotropia fisico-quimica e flexibilidade do substrato tém sido propostas
como fatores que influenciam o comportamento de uma cultura de células. LYDON et
al.,1985, apresentaram uma revisdo sobre as relagdes entre as propriedades fisico-quimicas de

um substrato e o comportamento celular, para uma série de polimeros sintéticos.

MIKOS et al,1994, estudaram o aumento da hidrofilicidade de esponjas de poli(DL-
latico-co-acido glicolico) deixando o dispositivo em repouso em etanol, ¢ em seguida

substituindo o etanol pela dgua.

THOMSON et al., 1996, sintetizaram membranas delgadas, da ordem de 12 + 3 um, nio
porosas e flexiveis de PLLA e do copolimero poli{DL acido latico-acido glicélico) nas
proporgbes 75:25 e 50:50 e realizaram cultura in vitre de células epiteliais pigmentares de
retina retiradas de fetos humanos utilizando as membranas como suporte. Houve boa fixacio
celular e os autores concluem que estas membranas podem ser uma maneira de se transportar
células alogénicas para terapia de um grande nimero de doengas oculares relacionadas com

disfuncdo da retina.

LAM et al,, 1995, avaliaram a influéncia da morfologia de superficie e hidrofilicidade de
membranas absorviveis (PLLA, porosas e densas) e ndio absorviveis (PTFE (Teflon) e PIFE
expandido) em relagdo a4 resposta inflamatéria apés implants-las sob a derme de ratos.
Constataram, atraves de medidas do angulo de contato que o PLLA ¢ mais hidrofilico gue o
PTFE. Nio houve invasio celular nas membranas de PTFE expandido enquanto que nas
porosas de PLLA a invasdo foi abundante. A partir de 6 semanas de implante, a reagio
inflamatéria as membranas porosas de PLLA foi maior do que a exibida pelas outras
membranas. Finalmente, concluiram que a porosidade aumenta a resposta inflamatoria somente

quando a drofilicidade permite invasio celular.
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BEUMER et al., 1994, testou uma membrana de dupla camada absorvivel criada para
regeneragdao de grandes defeitos que atingem a espessura total da derme. A camada inferior,
porosa, foi desenhada para permitir a invasio de componentes da derme e a camada superior,
densa, para servir como substrato para fixagiio de queratinocitos. Foram observadas em todas
as amostras particulas das membranas fagocitadas por células. Nas analises realizadas 1 ano
pos implante constatou-se que a redugdio de 4rea superficial das membranas foi de menos de

20%.

COOMBES et al,, 1992, obtiveram membranas microporosas de PLLA, do copolimero
PLLA-PGA e da blenda de PLLA-PGA para aplicagBes como enxertos Osseos e liberagio
controlada de drogas, através da técnica gel casting. Os termogramas obtidos das blendas
mostraram ser efetivamente a superposigdo dos termogramas dos componentes individuais. De
acordo com os autores, as membranas obtidas dessa forma apresentam potencial para

aplicagfes em enxertos Osseos.

WALD et. al, 1993, prepararam discos porosos (1,35 cm de didmetro e 0.5 cm de
espessura) para cultura de células (crescimento de hepatécitos). Os discos foram preparados
por dissolug@o do poli(acido latico) em cloroférmio a temperatura ambiente, adicionando-se
cloreto de sodio (tamanho de particulas de 106 a 150um e 250 a 500um). Apos evaporagio
do solvente, lavaram as membranas em meio aquoso para eliminar o sal e obtiveram

membranas com poros variando entre 126 a 166 um.

MOONEY et al., 1995, sintetizaram membranas de PLLA/PVA (poli alcool vinilico)
altamente porosas (90-95 % de poros) para cultura de hepatdcitos. Apoés obtengio do
dispositivo poroso através da evaporagdio do solvente de uma solugio contendo PLLA e sal, o
mesmo foi imerso em solugdo de PVA durante 16 horas, diminuindo a hidrofobicidade do
dispositivo. Dessa forma houve uma diminuigdo do angulo de contato com a 4gua de 79° para
23°, ndo inibindo a ades#io dos hepatécitos no polimero e facilitando a penetrac¢do do meio de

cultura no dispositivo.

Em 1995, SCHUGENS et al., sintetizaram um implante biodegradavel de poli{acido

latico) com controle de porosidade de uma forma original, que consistiu na aglomeracio de
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esferas de PDLLA de tamanhos calibrados como constituintes da membrana. Outro recurso
utilizado neste mesmo experimento foi a adigio de um plastificante biocompativel e
biodegradavel, o tri-etil-citrato. O plastificante atua nas cadeias poliméricas, diminuindo a
interagdo entre as cadeias, favorecendo a flexibilidade da membrana. Como conseqiiéncia

ocorre a diminui¢do no valor da temperatura de transi¢do vitrea. [DUEK et al., 1996]
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CAPITULO 3

Materiais e Métodos

3.1 Sintese das Membranas

A principal técnica utilizada para obtengdo de membranas de PLA ¢ conhecida em inglés
como "casting”. O polimero € dissolvido em um solvente (cloroférmio ou cloreto de metileno).
Em seguida a solugfio formada é depositada sobre placas de vidro e exposta a atmosfera
ambiente ou a uma atmosfera com um fluxo controlado de gas (N , ou Ar seco) para arraste e
evaporagio do solvente. Apds a evaporagio do solvente a membrana pode ser colocada sob
vacuo para eliminagdo total do solvente. A proporgdo entre o polimero e o solvente pode
variar desde 20% (g/mL), resultando em uma solugido extremamente viscosa e dificil de

manusear a fractes da ordem de 2%, formando uma membrana extremamente fina.

Neste trabalho, o método utilizado para a sintese de membrans de PLA foi o de casting.
Cinco tipos diferentes de membranas foram obtidas através da variagic da concentragdo de
polimero-solvente e da adigdo de tri-etil-citrato (Aldrich), um plastificante biocompativel. Para
todas as membranas, o solvente utilizado foi o cloreto de metileno (MeCl) para andlise marca
Merck. O polimero utilizado foi o PLLA com massa molecular media de 300.000 Daltons
{segundo o fabricante) fornecido pela Medsorb. Cerca de 120 mL de cada solugfio foi obtida

para cada tipo de membrana e mantido em recipiente fechado.
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A nomenclatura adotada para cada tipo de membrana bem como as concentragdes

utilizadas de polimero, solvente e plastificante estdo citadas a seguir:

e membrana tipo 5%

5 g de PLLA + 100 mL de MeCl

e membrana tipe 10%

10 g de PLL.A + 100 ml. de MeCl

o membrana tipo 10%P

10 g de PLLA + 100 mL de MeCl + 10 mL de tri~etil citrato

s membrana tipo 15%P

15 g de PLLA + 100 mL. de MeCl + 10 mL de tri-etil-citrato

¢ membrana tipo 10%/10%P

Membrana dupla camada. Obtida através da deposicdo da solugio de membrana 10% sobre a

membrana 10%P quase seca.

Para facilitar a dissolugio do PLLA no solvente e homogeneizaciio da solugio, todos os
recipientes contendo a mistura foram submetidos a agita¢io com agitador magnético, a
temperatua ambiente. Apds dissolugio todas as solugdes foram mantidas & temperatura

ambiente em recipientes fechados até o momento da utilizagéo.

As solugdes foram depositadas cuidadosamente, para evitar a formacdo de bolhas, em
um molde feito com uma placa de vidro liso de dimensdes 10 x 15 ¢cm. Foi feito um ressalto de
t mm nas bordas da placa para evitar vazamento da solu¢io e manter a espessura da solugdo

depositada também em 1 mm (figura 3).

Logo em seguida o molde foi colocado em uma cuba de vidro totalmente fechado mas
com um fluxo de ar seco com uma vazdo de 1 hitro/min para secagem das membranas. Para
garantir que o ar estivesse seco ¢ limpo foi adicionado um filtro de 14 de rocha e silica-gel ao

tubo antes da entrada do ar no recipiente de vidro. (figura 4)
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As membranas permaneceram neste sistema a temperatura ambiente durante cerca de 15
horas, finda as quais, j& bem resistentes para manuseio, foram retiradas do molde e
armazenadas em dessecador a vacuo até o momento de serem cortadas. No total, 4 membranas

tipo 5%, 4 tipo 15%P, 8 tipo 10% e 8 tipo 10%P, todas nas dimensdes de 100 x 150 mm

foram obtidas.

Area de deposicao
da solucao /Ressaltcs
5 }
1 mm =

Placa de vidro
108 mm

Figura 3- Molde para deposi¢iio da solugio polimero-solvente para posterior secagem.

Vista superior e vista em corte ampliada.
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Saida - ar +
Cloreto de metileng Entrada-
ar secu
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T=25C

Silica-gel L3 de rocha

7 Caixa de vidro

L

ﬁﬂei. le de Secagem

Membrana secando
Vd

Figura 4 - Sistema de evaporacio de solvente para secagem das membranas através de

fluxo de ar seco.

3.2 Estudo fisico- quimico da degradacio das membranas

3.2.1 Preparacio das Amostras

Com o mtuito de avaliar as alteragBes que ocorrem nas propriedades mecinicas e fisico-
quimicas sob degradaciio, 40 corpos de prova (CP) foram confeccionados para cada um dos 5
diferentes tipos de membrana. Os CPs foram cortados através de ferramenta de corte (pungiio)
confeccionado especificamente para corte de amostras nas dimensdes da norma ASTM
1708/96 - Standard test method for Properties of plastics By Use of Microitensile Specimens,

na forma e dimensdes mostradas na figura 5.
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Figura 5 - Formato e dimensdes dos corpos de prova preparados segundo norma ASTM

1708/96 para os ensaios de tragéo. Quarenta corpos de prova foram preparados para cada um

dos cinco tipos de membrana.

Estes 40 corpos de prova foram dividides em 4 grupos de 10 conforme esquema

abaixo.

40 amostras para

cada tipo de membrana

16 amosiras 10 amostras 10 amostras 14 amostras
Tempo de Tempo de Tempo de Tempo de
degradacio degradacéao degradag@o degradagao

@ dias 10 dias 20 dias 30 dias

Amostras para
Ensaic de tracdo: 9
MEV,.GPC,DSC:1

Figura 6: Esquema da divisZo dos CP para os testes.
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Dos 10 corpos de prova para cada periodo de tempo T de degradagio, 9 foram
destinados ao ensaio de tragio (pela norma ASTM, sZo necessarios no minimo 5 CP) ¢ 1

corpo de prova foi usado para as demais medidas DSC,GPC ¢ MEV.

Todos os CP (com excegdo do grupo T=0 dias) foram colocados em uma cuba com
capacidade para 15 litros, imersos em uma solugio de tampio fosfato com pH 74,
concentragdo de 0,13 moles/L. e temperatura 37 °C suspensos por um fino fio de nylon para

que ambas as faces estivessem em contato livre com a solugfio.(figura 7)

Sistema para degradagzo "in vitro"
E § 2?% mLfmin

Condutivimelrn

RRIE

Medidor de PH

ﬁmaﬁtra§m

HEE

Controlador de
temperatura

Solugdo tampio fosfalo
de sadio §,13M /

Figura 7 - Sistema para avaliacio da degradagio das membranas "in vitro". As
amostras (corpos de prova) foram separadas em grupos de dez pegas e unidas entre si através

de um fio fino de nylon. A cada 10 dias um grupo era retirado e seguia para as analises.

Este banho foi mantido a temperatura constante através de um controlador/monitor
digital de temperatura (ECS5w - Robert Shaw) acoplado a um elemento de aquecimento
resistivo inserido em um tubo de ensaio. A precisio do sistema assegurava uma variagdo

maxima de + 0.5 °C durante todo o periodo do experimento.

26



Um mini-filiro mecanico do tipo utilizado em aquarios (modelo Pinguim-mini, bomba
submersa) e elemento filtrante 14 de rocha com uma vazio de 200mL/min foi incorporado ao
sistema para evitar a aglomeracio de fungos e manter a solugio homogénea. A vazio de 200
mL/mim foi conseguida através da redugdo da area de entrada no bocal de sucgfio da bomba e
teve como objetivo evitar que fosse gerada turbuléncia na solugdio onde se encontravam as

amostras, o que podena alterar a taxa de degradacio.

Afim de monitorar as variagbes de condutividade da solu¢iio, um sistema de sensor
permitia a verificagdo diaria deste pardmetro. A medida da condutividade (Conductometer OK
-114 - Radelkis, digital) permitia avaliar com precisdo a perda de agua da solugiio por
evaporagio € a sua necessidade de reposi¢dio com agua destilada, afim de evitar que a

concentracdo dos sais do tampao fosfato fosse alterada.

O pH foi também monitorado diariamente, através de um medidor de pH digital
(Analyser pH 300). O valor manteve-se constante durante todo o periodo do experimento (30

dias), com oscilagdes maximas de + 0.2 em relagfio a medida especificada.

A cada 10 dias, 10 corpos de prova de cada tipo de membrana eram retirados da
solucdo. Imediatamente, os corpos eram lavados com agua destilada e submetidos a vacuo

para secagem e armazenamento. Os CP permaneceram sob vacuo até o momento das analises.

3.2.2 Ensaio de Tracéo

Os ensaios de tragio foram efetuados utilizando-se um equipamento padrio para
ensaios de tragdo (MTS 810 - Materials Test System), seguindo-se a norma ASTM 1708/96
para a realizagio dos ensaios. O teste utilizado foi o de velocidade constante de separac¢do
entre as garras, sendo uma delas fixa. A velocidade de espagamento entre as garras utilizada foi

de 2.2 mm/min.
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As garras utilizadas foram do tipo mordedura simples, de ago 1020, com fixagdo e
aperto via parafusos e com ranhuras leves na parte interna para evitar escorregamento dos
CPs.

Antes do inicio dos testes 0 equipamento permaneceu ligado durante pelo menos 1
hora para estabilizagio térmica. A célula de carga utilizada foi de 100Kgf, eletronicamente
configurada para fundo de escala de 10Kgf, com uma precisio de + 0,5% do fundo de escala.

Esta foi a c€lula de carga de menor valor disponivel para uso na ocasido dos ensaios.

O sistema de medigio de deslocamento utilizado foi um LVDT padrdo, com precisio

de + 0.5% do fundo de escala, ajustado para 10 mm.

As grandezas medidas no ensaio (forca aplicada e deslocamento) convertidas para
sinais elétricos foram aplicados a um registrador XY acoplado ao sistema, obtendo-se as

curvas forga versus deformacio.

Os CPs que apresentaram ruptura proxima as garras ou algum tipo de falha ndo
compativel com o ensaio foram descartados. A norma recomenda pelo menos 5 medidas para
cada tipo de material, porém, em alguns casos, isto ndo foi possivel devido a fragilidade do

material e dificuldade em fixar os CPs nas garras para o ensaio.

A medida da espessura das amostras foi realizada através de um micrdmetro com
precisdo de 0,0025mm apds os CPs terem sido fixados nas garras da MTS. Essa medida foi
realizada em trés pontos distintos e aleatdrios da zona de tragio do CP e o menor resultado
obtido foi utilizado para o calculo da area da secgfio transversal do CP. O célculo da area da
secgo transversal consistiu na multiplicacio deste valor por 4,75 mm, largura desta parte do
CP. Os pontos de tensdo e deformag#io no final da zona de proporcionalidade (zona elastica)
foram os dados escolhidos para a comparacio das curvas. A média do valor obtidos para estes
pontos para cada conjunto de membranas foi calculada com o respectivo desvio padriio. Para o

céleulo do modulo de elasticidade, usou-se a tangente da reta conforme mostra a figura 8.
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Figura 8 : Tipico aspecto de uma curva obtida em um ensaio de tragdo ¢ mostrando os

pontos retirados para analise. E ¢ o médulo de elasticidade.

Logo nos primeiros 10 dias de degradacio, todos os tipos de membrana que continham
plastificante em sua composi¢do, ou seja, tipos 10%P, 15%P e 10%/10%P, ficaram muito
frageis e ndo foi possivel manipulé-las para se efetuar os ensaios de tragdo nos tempos

T=10,20 e 30 dias. A analise proseguiu com as membras 5% e 10% até o trigésimo dia.

3.2.3 Andlise via Microscopia Eletronica de Varredura(MEYV)

As anslises mofologicas das membranas de PLLA durante o estudo da degradagao in
vitro foram realizadas através de MEV (Jeol 300). As amostras foram preparadas da seguinte

forma.
e Obteng8o das Micrografias eletrénicas da superficie das membranas:

Apos lavagem com 4gua destilada as membranas permaneceram sob vacuo por 24 horas.
Em seguida foram fixadas ao suporte através de cola condutora (cola prata) e metalizadas com

ourg, pois o polimero ndo € bom condutor.
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e Micrografia das superficies de fraturas das membranas:

Ap6s lavadas com agua as membranas foram submetidas a vicuo por 24 horas. Retiradas
do vacuo foram imersas em N liquido fraturadas com o auxilio de pingas. Em seguida, as
membranas ficaram mais 24 horas sobre vacuo e sé entdo foram fixadas e metalizadas seguindo

o mesmo procedimento descrito no item anterior.

3.2.4 Analise térmica via Calorimetria Diferencial de

Varredura (DSC)

Para a analise via DSC (DU PONT), amostras de aproximadamente 10 mg foram
retiradas de todas as membranas para todos os tempos de degradagdo. Nos tempos pré-
determinados, 10,20 e 30 dias, as membranas foram retiradas, lavadas em agua destilada, secas
a vacuo e submetidas a analise.

As propriedades térmicas foram obtidas na faixa de temperatura de 0 a 250 °C com uma

velocidade de aquecimento de 10 °C/min.

3.2.5 Anilise da varia¢iio da massa molar via Cromatografia

de Permeacio em Gel (GPC)

As massas molares médias (Mn, Mw e Mz )das membranas apos estudo in vifro, em
fungio do tempo de degradagfio foram determinadas por Cromatografia de Permeacio em Gel.
Foi utilizado um Cromatégrafo (Waters) contendo 3 colunas Ultrastyragel 500, 1000 e 10000

A , associado a um detector de indice de refracio.

As amostras (8 mg) foram dissolvidas em 10 m! de cloroférmio (MERCK P.A). O
volume de inje¢do utilizado foi de 200 uL. Clorofdérmio foi usado como eluente numa vazio de
1 ml/min. As massas molares Mw, Mn e razio de polidispersividade foram calculadas usando

padrio de poliestireno dissolvido em tetrafluoretileno (MERCK P.A ).
30



3.3 Estudo in vive

3.3.1 Obtenc¢do dos Implantes

As mesmas membranas obtidas segundo o procedimento citado no item 3.1 foram
cortadas em formato de disco com 5 mm de diimetro. Um total de 30 discos foram
confeccionados, sendo 6 de cada tipo de membrana. Os discos foram lavados em 4gua
destilada ¢ deionizada por 30 min e em etanol a 70% por mais 2 horas. A seguir as membranas

foram secas a temperatura ambiente e armazenadas em dessecador a vacuo contendo silica-gel.

Momentos antes da cirurgia para implante, as amostras foram retiradas do dessecador e
submergidas em um recipiente com soro fisiolégico o qual foi submetido a baixo vacuo (limiar
do inicio da ebuligio da solug@o) por alguns minutos apenas para permitir a saida de bolhas de
ar dos poros das membranas e preenché-los com a solugdo de soro fisiolégico. Este
procedimento evita que alguns pontos na membrana, por estarem abrigando uma bolha de ar,
ndo possam ser invadidos por células e se tornem um foco de possivel infecgio (LAM et al,
1993).

3.3.2 Animais

Neste trabalho foram utilizados 15 ratos machos, com 4 meses de idade provenientes do
Centro de Bioterismo do Instituto de Biologia da Unicamp. Os ratos foram separados em 5
lotes de trés individuos cada (1 lote para cada tipo de membrana a ser implantada). Os ratos
foram mantidos no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de
Biologia da Unicamp segundo normas padrdes de manutengic e cuidado com animais de
laboratorio durante todo o periodo pré e pos-operatorio. O regime de luz foi de 12 horas e a

temperatura foi controlada em 25+ 2 °C.
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3.3.3 Procedimento Cirdrgico

Para a cirurgia os ratos foram anestesiados em atmosfera saturada com éter etilico e logo
apés foram posicionados em decubitc ventral As membranas foram inseridas

dorsolateralmente (uma em cada lado ) conforme procedimento descrito a seguir:

Duas incisdes de cerca de 1 cm de comprimento (figura 9) foram efetuadas na regifio
dorsal do animal, ja sem pelos, e com auxilio de uma tesoura de ponta romba, abriu-se um

espaco no subcutineo onde uma amostra foi inserida em cada incisfo.

Esse mesmo tipo de procedimento foi realizado para todos os lotes de animais e para
todos os tipos de membranas. Em seguida as incisdes foram suturadas com fio de nylon 5-0 ¢

os ratos foram acondicionados em gaiolas.

Os animais foram monitorados diariamente para verificar as condi¢des de saide e
alteragdo no comportamento, permanecendo em suas gaiolas até o trigésimo dia a contar da

data do implante recebendo raciic comercial € agua "ad libitum".

implantes em forma
de discos de 5 mm

Cortes por onde foram
inseridos os implantes

Figura 9: Local onde os implantes foram inseridos e sua forma.
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3.3.4 Retirada das Amostras

Para a retirada da amostras, novamente realizou-se a tricotomia no dorso do animal ja
sacrificado em atmosfera saturada de éter etilico por tempo prolongado e, orientando-se pela
cicatriz da cirurgia de implante, um segmento de tecido em forma retangular abrangendo a

toda regific do implante foi retirado.

A regifio onde se encontrava os restos da membrana e o tecido ao redor foram
cuidadosamente analisados macroscopicamente afim de se encontrar qualquer evidéncia de

necroses ou de alguma reagfio inflamatoria local intensa.

3.3.5 Preparacio das Amostras para Anilise Histologica

A amostra mmplantada juntamente com o tecido que a envolvia foram imediatamente

fixados em solugio de Bouin por 24 horas, a temperatura ambiente.

O material fixado foi lavado com agua, a seguir desidratado em um gradiente de alcool
etilico (70,80,95 ¢ 100%) e posteriormente embebido em parafina (Histosec- Merck). Cortes
transversats de 6 a 8 um de espessura foram obtidos em um micrétomo marca Leica e corados

pelo método de HE ( Hematoxilina/Eosina).

Os preparados histologicos obtidos foram analisados e fotografados em
fotomicroscopio (Zeiss) com diferentes aumentos e os negativos foram posteriormente

ampliados cerca de 4 vezes.
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Capitulo 4

Resultados e Discussio

4.1 Ensaio de tracio

Para que se possa trabalhar com uma membrana bioabsorvivel necessitamos ter
especificadas suas caracteristicas mecénicas principalmente quanto aos esforgos maximos aos
quais ela podera ser submetida durante o manuseic, durante processos de lavagem e
esterilizagdo, no momento da fixagfo ao tecido hospedeiro e no manejo para cultura de células

in vitro quando for este ¢ caso.

O conhecimento dos valores de tensdo méaximos que a membrana pode suportar sem
danificar sua estrutura ¢ comprometer seu desempenho como suporie para células € de suma
importéncia para uma metodologia de obtencio segura ¢ seriada de membranas, bem como é

uma forma de avaliar a qualidade do material final obtido.

Numa etapa posterior, com a membrana ja fixada ao tecido hospedeiro ou com z cultura
de células in vifro ja em andamento, comega a ocorrer a degradacio do polimero, o que altera
totalmente suas propriedades mecénicas. O acompanhamento das alteracdes destas
propriedades em fungéo do tempo no qual a membrana estd submetida ac meio de degradaciio

¢ outro dado essencial para a aplicagio de membranas bioabsorviveis.

Uma vez de posse destes dados € possivel escolher entre um ou outro tipo de membrana

conforme a aplicagdo desejada, além de podermos, através da alteragio na composicio da
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membrana, sintetizarmos uma com velocidade de alteragio nas propriedades mecénicas
compativel com a velocidade de crescimentc da matriz celular que ira substitui-la em sua

fungao de suporte.

Os resultados obtidos para as membranas em teste mostraram que logo nos primeiros 10
dias de degradagdo, todos os tipos de membrana que continham plastificante em sua
composigio, ou seja, tipos 10%P, 15%P e 10%/10%P, ficaram muito frageis tornando
impossivel manipula-las para se efetuar os ensaios de tragdo nos tempos T=10,20 e 30 dias. A
analise prosseguiu com as membranas 5% e 10% até o trigésimo dia. Os resultados obtidos

para tens3o maxima no limite do escoamento estdo mostrados na figura a seguir:

Meédias dos valores e desvios padrio da tens8o no limite de escoamento
obtidos airavés do ensaio de tragéo

5% 20 dias =3
5% 30 dias ;
10%0 dia S =
10% 10 dias - s
10% 20 dias BF 0 o
10% 30 dias jp=f
10/40P C dia
10%P 8 dia | in-o
15%P 0 dia | |n=s

¥ ¥

(I,'O 50 ‘25,0 15’&-
o.( MPa )

Figura 10 - Gréfico comparativo dos valores médios de tensdo (C.) obtidos no limite de

escoamento dos diferentes tipos de membranas nos tempos de degradagBo T=0,102030;n¢ o
niimero de ensaios. Somente as membranas 5% e 10% puderam ser ensaiadas até o trigésimo

dia.

Nota-se que mesmo para o tempo T=0 de degradagfic, os valores de tensdo das

membranas com plastificante s3o bem inferiores aos das outras membranas. Isto porque o
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plastificante permite um aumentande na mobilidade das cadeias poliméricas. Aplicando a
analise estatistica (t-Student bicaudal, através do programa Microcal Origin 4.0, assumindo um
nivel de significincia de 5%) para comparar a significincia das médias obtidas, constatamos
que as médias das membranas com plastificante sio significativamente diferentes entre si
(p<0.05), enquanto que os valores obtidos paras as membranas tipo 5% e tipo 10% para os

diferentes tempos de degradagio ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0.05).

No entanto, se analisarmos apenas os valores de tensfio, podemos estar escondendo
outra propriedade mecénica importante das membranas, o alongamento, conforme mostra a

figura abaixo:

Médias e desvios padrio dos alongamentos no limite de escoamento
obtidos nos ensaios de tragdo

5% 0 dia
5% 10 dias
5% 20 dias
5% 30 dias

10% 0 dia
10% 10 dias
10% 20 dias
10% 30 dias
10MOP & dia

10%F 0 dia
15%P 0 dia

o é 10 15 1 20
€, (%)

Figura 11 - Grafico comparativo dos valores médios de alongamento (€.} obtidos no limite de

escoamento dos diferentes tipos de membranas para os tempos de degradagiio T=0, 10, 20 e

30 dias.

Este grafico mosira claramente a aglo do plastificante, que, se de um lado dimimu

drasticamente a tens3o, aumenta também drasticamente ¢ alongamento. Istoc € uma
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caracteristica muito importante na aplicagdo de membranas que devam ser flexiveis o bastante
para acompanhar a movimentagio e flexibilidade natural dos tecidos moles. Mais uma vez, a
analise estatistica mostrou que as médias obtidas para as membranas 5% e 10% ndo sdo
significativamente diferentes (p > 0.05) quando comparadas entre si para todos 0s 4 tempos de
degradaco. Ja quando comparamos as membranas com plastificante com as membranas sem

plastificante, a diferenga ¢ estatisticamente significante (p < 0.05).

Muitos polimeros ndo seguem a lei de Hooke de proporcionalidade na zona elastica,
apresentando uma componente adicional viscoeldstica que dissipa energia. Para estes materiais,
a inclinagio da tangente a curva tensio x deformaglio para baixos valores de tensdo €
usualmente tomada como o modulo de elasticidade (E). Os resultados obtidos utilizando esta

metodologia de célculo estdo nas figuras 12 A) e 12 B).

Variagdo do Médulo de elasticidade das membranas
tipo 5% e 10% em fungio do tempo de degradacgéoc

5

-

o<

=4

o
I

o ] 1 i 1 L
¢ 10 20 3¢

Tempo de degradagdo { dias )

Figura 12 A
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Comparacio entre os modulos de elasticidade das membranas
com plastificante. Tempo de degradacio=0

15%P

10%P

0% 10%P

0 10 20 30 40 50 &0 70
E (MPa)

Figura 12 B

Figura 12 - A) Grafico comparativo da evolugdo dos valores médios de modulo de
elasticidade e respectivos desvios padric obtidos para as membranas sem plastificante tipo 5%
e tipo 10% em fun¢io do tempo de degradagdo. B) Modulos de elasticidade e desvios padrio
das membranas com plastificante, sem degradacio. Observar que os valores sdoc bem mais

baixos do que os obtidos para as membranas sem plastificante no tempo T=0 dia..

Podemos verificar através da figura 12 A uma redugio no valor do mdodulo de
elasticidade em fungio do tempo de degradacio. No entanto a analise estatistica mostrou que
apenas para a membrana 10% 30 dias ocorre um redugéio significativa (p < 0.05) em relagdo
aos outros tempos de degradacio, T=0,10,20. Nos outros casos a variagio encontrada nfio fot
estatisticamente significativa { p > 0.05 ). Quando comparamos as duas membranas para um
mesmo tempo de degradacio, também ndo encontramos diferenga significativa entre os valores

dos moédulos, a nfio ser para o tempo T=10 dias.
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A figura 12 B mostra valores do modulo de elasticidade para as membranas com
plastificante para T = 0 dias de degradag@io. A analise estisitica dos dados mostraram que as
médias obtidas sdo significativamente diferentes entre as membranas. N&c € surpresa que o
maior modulo entre as membranas seja o da 10%/10%P, pois esse era o objetivo quando

acoplamos uma membrana mais resistente (10%) a uma mais fragil {10%P).

No entanto, o valor obtido para o médulo desta membrana, cerca de 60 MPa, foi muito
mais proximo do valor de uma membrana 10%P, 30 MPa, do que do valor de mddulo de uma
membrana 10%, 700 MPa. A explicacio para este fato pode ser visualisada através das
micrografias eletrénicas via MEV, onde nota-se que a membrana 10% (figura 29) no processo
de deposigio acabou se difundindo pela membrana 10%P, havendo entfio distribuicio do
plastificante por toda a membrana. Além disso, outros dois fatores devem ser considerados: a
quantidade de solugdo peolimero-solvente tipo 10% colocada sobre a membrana ja seca 10%P
nfio foi controlada, apenas o nivel total do molde foi observado e a espessura final da
membrana ndo ficou muito maior do que a de uma 10%P, o que indica que a quantidade de
soluciio 10% colocada foi bem pequena. O resultado obtido foi, na verdade, uma membrana

monocamada com menos concentragdo de plastificante.

A exphicagdo para a diferenca nos valores de modulo(E) entre as membranas 15%P e
10%P, uma das hipOteses supostas € que a maior concentragdo de polimero na solucio
polimero-solvente tenha favorecido a formaciio de esferulitcs maiores, o que tem como
conseqiiéncia propriedades mecénicas inferiores na maioria dos polimeros. No entanto, ndo foi
feita uma analise detalhada do tamanho meédio dos esferulitos destas membranas para que se

pudesse ser feita uma comparagéo.

A caracterizagdo mecénica das membranas de PLLA sintetizadas por dissolucio em
solvente permitiu quantificar os valores méaximos que cada tipo de membrana pode suportar,
uma vez que os valores de tensdo e alongamento utilizados para a analise s30 os admissives,
ou suportaveis, ¢ nic os de ruptura, excegdo para os casos em que a membrana sofria uma
fratura fragil, ainda dentro da zona elastica. De qualquer forma, um valor especificado como

sendo, por exemplo, 70% a 90% desta forca pode ser utilizado para se especificar uma
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aplicacio para um ou outro tipo de membrana, levando em consideragdo também o

alongamento ¢ a flexibilidade desejada.

Pode-se constatar também que as membranas com adigdo de 10% (v/v) de plastificante
apresentam um comportamento mecénico extremamente elastico porém com pouca resisténcia
mecénica, 0 que limita sua aplicagdio a casos em que os esforcos sdo bem pequenos ou em
pequenas areas. Neste sentido, um estudo da variagio na quantidade de plastificante
adicionado em funcdo da variaciio das propriedades mecinicas, pode permitir obter membranas

com as caracteristcas de tensfio e alongamento desejadas.

Tsujt et al., 1994, obtiveram membranas de PLLA puro e analisaram variagOes nas
propriedades mecédnicas em fungdio do tratamento térmico em varias temperaturas.

Relacionaram essas propriedades com o grau de cristalinidade.

Tabela 1. Dados de propriedades mecénicas e grau de cristalinidade para membranas
de PLLA puro, apos tratamento térmico (Tsuji & Ikeda, 1995):

Cristalinidade (%) Tens&o (Mpa) Modulo (Mpa) Alongamento (%)
46 50 | 1810 85
45 57 - 1950 35
51 57 | 1850 I 17
52 57 | 2000 | 10
57 59 . 2110 5

De acordo com Tsuji & Tkeda, podemos verificar que os valores de tensdo, mddulo de
elasticidade e alongamento estfio intimamente vinculados aos valores de cristalinidade. O

aumento da cristalinidade aumenta também a tensio e modulo mas diminue o alongamento.

Cordewener et al. , 1995, investigaram as propriedades fisicas, mecénicas e histologicas
de filmes obtidos a partir de 96% de PLLA e 4% de PDLA formando poli(96L/ 4D écido
latico). Os dados meostraram que as propriedades mecanicas decrescem linearmente durante as
7 primeiras semanas, sendo que apos 3 semanas observaram uma queda de 50% no valor
inicial , de 51,3 para 27.5 MPa. O moddulo de elasticidade decresceu gradativamente e é,

variacdo foi de 3.4 para 1.8 GPa apods 7 semanas.
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Quando comparamos os valores de tensfo obtidos através de ensaios de traciio para o
PLLA com os valores obtidos na literatura um aspecto que deve ser considerado ¢ que poucos
sdo os autores que realizam uma analise estatistica dos resultados para avaliar se os resultados
sdo significativos do ponto de vista estatistico. Outro fator importante é o critério utilizado
pelo autor quanto aos pontos considerados na curva tensdio x deformagiio para célculo da
tensio, alongamento e modulo de elasticidade. Alguns utilizam a tensio de ruptura, outros a
tens#o no limite de escoamento, outros nem mencionam qual foi a tensdo utilizada. Quanto ao
médulo de elasticidade, sua determinagfio para certos tipos de polimeros € um problema pois
muitas vezes ndo ha um comportamento linear inicial na curva, dificultando o tragado da
tangente que indentifica o moédulo. Por isso, tem sido contestada a utilizagio do valor de
modulo de elasticidade para a comparagio de propriedades de polimeros, sendo mais
recomendado o valor de modulo de elasticidade dindmico, obtido através da técnica de DMA
(Dynamic Mechanical Analysis), que no entanto, ainda ndo estava disponivel para realizagio de

ensaios na época do experimento.

Nio foi encontrado na literatura nenhum dado a respeito de caracterizacio mecénica de

membranas de PLLA obtidas com adi¢do de plastificante.

4.2 Resultados do GPC

As medidas da variacio da massa molar s3o uma indicag3o da ocorréncia de processo de
degradagio em polimeros. Quando o processo de degradagio € acompanhado em fungdo do

tempo pode-se obter informagdes a respeito de quio mais lento ou mais rapido é o processo.
Foram realizadas medidas da variagio da massa molar para as membranas de PLLA nos

tempos T=0,20 e 30 dias. Dados da massa molar média em nimero (Mn), em peso (Mw),

viscosimetria (Mz) e polidispersividade podem ser visualizados na figura a seguir:
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Variagic da massa molar média numérica em fungdo

do tempo de degradagéo
140.000 |
i —a— 5%
126.860 |- e 10%
3 oo F %0 Q%P
180.090 |- e P
c ] —a— 15%P
= 88000 |-
60.800 |
40.000 |-
20.606 |-
[+ I 1 1 E

0 dia 20 dias 30 dias
Tempo de degradagio in vifro

Figura 13 - Grafico mostrando a variagdio no valor de Mn de todas as membranas em fungio

do tempo de degradagio in vifro.

Yariacde da massa molar média em peso em fungéo

do fempo de degradacdo
300.060 |- ‘
o % el 5
] ' P o—e— 10%
250.000 - E e 10%/10%P
—z— 10%P
g 200000 E i 15%P
= !
150.500 |-
160,000 |-
50,008 |-
3 L L 1

8 dia 20 dias 30 dias
Tempo de degradagdo In vitre

Figura 14 - Grafico mostrando a variacio de Mw em fung8o do tempo de degradagio para
todas as membranas.
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Variagdio da massa molar média viscosimétrica em fungio

do tempo de degradagao
700.00G — a —n—5%
630.600 | 10%
L NS 2— 10%M0%P
500.006 - g 10%P
I —&— 15%P
N 400.000
= L
300.000 |-
200,000
1060.000 -
G I i i I3

¢ dia 20 dias 30 dias
Tempo de degradagio in vitro

Figura 15 - Grafico mostrando a redugio de Mz em fun¢io do tempo de degradagio para
todas as membranas

Variagio da polidispersividade {razdo MwiMin} em funcac

do termnpo de degradagio
4.0
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s
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Tempo de degradacado in vitro

Figura 16 - Polidispersividade (razio Mw/Mn) em fun¢io do tempo de degradagdo, para
todas as membranas.

Podemos verificar uma diminuicdo dos valores de Mn, Mw e Mz em fung8o do tempo de
degradagio para todas as membranas, com um decréscimo mais acentuado entre os tempos

T=0 e T=20 dias em relagio & T=20 e T=30 dias. Além disso, verifica-se uma perda muito
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maior de massa molar para as membranas contendo plastificante, como ocorrey com as

propriedades mecénicas.

Os cromatogramas para as membranas tipo 5% e 10% apresentam uma distribuigio larga
e monomodal (uma curva Gnica) até 30 dias. As membranas contendo plastificante, mostram
uma distribui¢do bimodal na regifio de baixa massa molar, apés 20 dias. Os resultados do GPC
mostrando a diminuigio da massa molar aliado ao fato das membranas com plastificante
estarem submetidas a uma temperatua acima da transigdo vitrea (Tg), ajudam a explicar o

aumento de cristalinidade encontrado nas analises de DSC.

Valores de polidispersividade, figura 16, apresentam consideravets flutuagbes mas esse
comportamento ¢ confirmado pela literatura | PISTNER et al. ,1993 ; LAM et al, 1994 |,
deve-se considerar que estamos relacionando Mn e Mw, os quais sdo dependentes do processo
de degradacdo, ou seja, quando o cromatograma mostra um comportamento monomodal, a

possibilidade de erro na escolha dos pontos para integralizagdo da curva € menor.

Entretanto, na medida em que o processo de degradagdio se propaga, verifica-s¢ um
comportamento bimodal e no final de longos tempos de degradagdo verifica-se que a curva

volta a ser monomodal.

Li* et al,, 1990; confirmaram esse comportamento quando estudaram amostras semi
cristalinas de PLLA e afirmaram que o comportamento bimodal esta relacionado a oligbmeros
formados a partir da clivagem dos arranjos cristalinos, muitas vezes formados por tamanhos de
cadeias diferentes. Com a degradac@o, verifica-se uma tendéncia a permanecer uma quantidade

maior de comprimentos de cadeias semelhantes e no final obtém-se uma curva monomodal.
Dados de GPC mostraram uma diferenca significativa no processo de degradacio

comparando-se as membranas com e sem plastificante, complementando os resultados obtidos

por DSC e propriedades mecénicas.
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4.3 Resultados do DSC

A técnica de calorimetria diferencial de varredura, também chamada de calorimetria
exploratoria de varredura, ¢ muito util para se determinar variagdes da cristalimdade durante o
processo de degradagdo. Estes dados sdo obtidos comparando-se a entalpia de fusdo de uma
dada amostra do polimero com a entalpia de fusfio tedrica, supondo o polimero 100%

cristalino, valor obtido na literatura [FISCHER et al., 1973 ].

Assim, podemos obter informacgdes sobre a temperatura de transiciio vitrea (Tg),
relacionada com as regides amorfas do polimero, um pico endotérmico de fusdo (Tm) ¢ um

exotérmico de cristalizagdo (Tc) relacionados com as regides cristalinas do material.

Para o calculo do grau de cristalinidade, utiliza-se a equagfio abaixo: [ CAM et al,, 1995

AHr — AH.
Yo = e 5 100
X AHro0% x

onde;

% € o grau de cristalinidade (%0);

AH¢ = entalpia de fusio experimental (J/g);

AHc = entalpia de cristalizag8o experimental (J/g);

AHy 100+ = entalpia de fusdo tedrica para o polimerc 100% cristalino.

As figuras a seguir, mostram 0s termogramas para 0s cinco tipos de membrana de PLLA

sintetizados :

45



4.3 Resultados do DSC

A técmica de calorimetria diferencial de varredura, também chamada de calorimetria
exploratéria de varredura, € muito Otil para se determinar variagdes da cristalinidade durante o
processo de degradacio. Estes dados sdo obtidos comparando-se a entalpia de fusio de uma
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AH; — AH.
%g:mxm

onde;

% € o grau de cristalinidade (%),
AH;
AHc

AHr 100 % = entalpia de fusio tedrica para o polimero 100% cristalino.

entalpia de fusdo experimental (J/g);

entalpia de cristalizag8o experimental (J/g);

As figuras a seguir, mostram 0s termogramas para os cinco tipos de membrana de PLLA

sintetizados :
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Figura 17: Termogramas de membranas tipe 5% para os tempos de degradagdo T=0,10,20 ¢

30 dias. Observar que existe uma transi¢do na curva entre 50 e 60 °C, indicando a Tg. Notar
também o aumento da entalpia de fusfo {J/g) principalmente entre T=0 e T=10 dias ¢ um pico

de fiasio endotérmico entre 173 2176 °C.

Membrana tipo 10% e ()
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Figura 18: Termogramas de membranas tipo 10% para os tempos de degradagio T=0,10,20 ¢
30 dias. Novamente pode ser notado uma transiglo vitrea entre 49 e 55 °C, indicando a Tge o

aumento da entalpia de fusfo entre T=0 e T=10 dias, além da Tm entre 172 ¢ 176 °C .
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Figura 19: Termogramas de membranas tipo 10%/10%P para os tempos de degradacio
T=0,10,20 e 30 dias. Notar o aumento na entalpia de fusfo mais pronunciado do que nas
membranas anteriores, sem plastificante. Uma transi¢do vitrea, Tg, menos pronunciada, nitida

apenas para T=10 dias 2 52 °C | ¢ Tm variando 157 a 173 °C,

Membrana tipo 10%P s ) i !
Curvas para T=0,10,20 e 30 dias | —— 4. |

\

andao
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g ‘ 58 106 158 208 l 250
Temperatura {(°C
Figura 20: Termogramas de membranas tipo 10%P para os tempos de degradaciio T=0,10,20

e 30 dias. Notar o desaparecimento da transicdo vitrea e aumento da entalpia de fusio (J/g) e

Tmentre 160-169°(C,
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Figura 21: Termogramas de membranas tipo 15%P para os tempos de degradac¢io T=0,10,20
e 30 dias. Aqui também pode-se observar uma aumento na entalpia de fusio em fungio do

tempo de degradagio, mais pronunciada entre T=0 ¢ T=10 dias. Tm na faixa de 156 a 168 °C.

Basicamente, as amostras apresentam um pico de fusio endotérmico (Tm) na faixa de
165 2 176 °C e uma transi¢o vitrea (Tg) na faixa de 50 a 57 °C, conforme mostram as figuras
17 a 21. Para todas as membranas verifica-se um aumento do grau de cristalinidade em funcio

do tempo de degradaciio e para as membranas com plastificante, uma Tg abaixo de 0 °C.

O gréfico da figura 22 mostra a variagio da Tg das membranas 5% e 10% em fungio do
tempo de degradaciio. Embora a Tg tenha variado muito pouce ao redor de 53 °C, existe uma
tendéncia a diminuir com o decorrer do processo de degradacdio. Isso pode ser explicado

devido 2 degradacdo das partes amorfas que acaba permitindo uma maior mobilidade das

cadeias.
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Variagdo da temperatura de transigio vitrea
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Figura 22: Variacfo dos valores de temperatura de transi¢iio vitrea para as membranas tipo

3% e 10% ( as membranas com plastificante nio apresentaram Tg acima de 0 °C ).
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Figura 23: Variagfo da temperatura de fusdo (Tm) em fungdo do tempo de degradagio para

0§ cinco tipos de membranas.

Pela figura 23 podemos observar que a Tm das membranas sem plastificante sofre
pouca variagdo mas decresce linearmente até o trigésimo dia de degradagio in vitro, ja nas
membranas com plastificante os valores de Tm nfo apresentam uma estabilidade nem indicam
uma tendéncia no comportamento. Além disso verifica-se nesses casos um alargamento do

pico de fusfio (figuras 19 a 21}, podendo ser explicado pelo aumento no grau de cristalinidade
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devido a formagio de novos cristais. Essa diferenga ¢ mais evidente se observarmos a figura

24

Vartagdoe da cristalinidade em funcgio
do tempo de degradagio “in vitro”
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Figura 24: Este grafico compara o aumento do grau de cristalinidade para os cinco tipos de
membrana em funglo do tempo de degradagio im vifro. Observe que para os trés tipos de

membranas com adi¢do de plastificante, o aumento € bem mais pronunciado.

Valores do grau de cristalinidade a partir da entalpia de fusdo indicam um aumento do
grau de cristalinidade para todos os tipos de membranas e esse aumento ¢ mais acentuado para

as membranas contendo plastificante e nos 10 primeiros dias de imersio em tampdo fosfato.

Existe uma controvérsia na literatura para explicar o aumento do grau de cristalinidade
com ¢ aumento do tempo de degradacfio. A maioria dos autores afirmam que ocorre um
rearranjo das cadeias menores geradas pelo proprio processo de degradagio e como
consequéncia formagdo de novos cristais, enquanto outros acreditam que a medida que a parte

amorfa do polimero degrada, permanece uma maior porcentagem de fase cristalina,

O processo de degradaciio de poliésteres, como € o caso do poli{acido -latico), ¢ devido
a hidrohse das ligagBes ésteres, & qual ocorre nas regides amorfas do polimero. Isto pode
explicar o aumento da cristalinidade também observado por esses autores. [ LI' et al., 1990 ;

[LEENSLAG et al., 1987 1.
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O processo de degradaclio ¢ mais complexo do que relacionar partes amorfas e
cristalinas. Grizzi et al. em 1995, usando diferentes placas de PDLA amorfo observaram que o
processo de degradagiic € heterogéneo e que € mais rapido no centro do que na superficie,

quando em contato com ¢ meio aquoso.

Assim, o autor resume esse Processo nos seguintes passos: inicialmente a amostra é
homogénea, em contato com o meio aquoso inicia-se a hidrolise e consequentemente clivagem
das ligagOes ésteres, confirmado pela diminuicio da massa molar. No inicio do processo é
provavel que a degradagio ocorra na superficie devido ao gradiente de absorgio de agua, mas
pode se dissolver mais facilmente no meio comparado com os localizados no centro. A

concentragdo de grupos finais carbonila aumenta no centro e passa a catalisar o processo.

Esse comportamento auto catalitico mostra-se ser geral para o processo de degradagio
nos poliésteres alifaticos. Entretanto, esse processo é dependente da estrutura quimica e

configuracional das cadeias poliméricas, além da morfologia dos dispositivos.[ LI'et al.,1990 ]

Lam et al, 1994, confirmaram essa hipdtese ao mostrarem que membranas nio porosas
de PLLA degradam mais rapidamente do que membranas porosas, pois no caso das
membranas ndo porosas o efeito auto catalitico ¢ favorecido enquanto que para as porosas

ocorre a facilidade na dissolugdo dos produtos.

Nas membranas em estudo, temos que considerar que o plastificante age dando maior
mobilidade as cadeias poliméricas e diminue a Tg A acgio do plastificante diminuindo a
interacfio entre as cadeias pode explicar a diminui¢iio no grau de cristalinidade inicial das
membranas 10%P, 15%P, e 10%/10%P, quando comparados com as membranas 5% e 10%,
de acordo com a figura 24. Por outro lado verifica-se um aumento pronunciado no grau de
cristalinidade das membranas com plastificante ap6s 10 dias em tampio fosfato em relaciio aos

valores obtidos para as membranas 5% e 10%.

Conforme mostrado nas figuras 19 e 21 o plastificante diminue a Tg para temperaturas
abaixo de 0 °C. Assim, quando submetidas ac banho em tamp8o fosfate a 37 °C as membranas

encontram-se acima da Tg e as cadelas apresentam mobilidade, facilitando o rearranjo entre
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elas, durante o processo de degradaciio. A mobilidade das cadeias favorece a formacio de
cristais € consequentemente aumenta o grau de cristalinidade. Esse fendmeno é favorecido

também pela formagdo de cadeias menores devido ao processo de degradacio.

No caso da membranas de PLLA em estudo, conforme poderi ser visualizado através
das micrografias através de MEV, distingue-se duas morfologias: as membranas 10% e 5%
mostram uma morfologia densa ¢ as membranas contendo plastificante uma morfologia porosa

e globular.

Comparando-se os nossos resultados com os obtidos por Lam et. Al, 1994, era de se
esperar que as membranas com plastificante apresentassem um maior aumento no grau de
cristalinidade em fungio do tempo de degradacfio, resultado oposto ao encontrado. Esses
resultados nos levam a concluir que o plastificante exerce um efeito mais acentuado no
processo de degradagio do que o efeito devido a diferenga morfolégica entre as membranas,

ou seja o efeito da mobilidade das cadeias prevalece sob a morfologia.

O aumento da cristalinidade ¢ verificado mesmo para as membranas amorfas. Estudos
realizados com copolimeros PLA37.5/PGA2S5, completamente amorfos mostraram através de
andlise de DSC que o copolimero apresenta uma Tg na faixa de 50-55 °C. Apés 12 semanas
em tampéo fosfato, além da Tg, apresentam um pico de fusio na faixa de 95-100 °C, indicando
a formagio de regides cristalinas confirmados por analises de Raio-X. Tg também pode
diminuir devido ao efeito plastificante da 4gua. No caso do copolimero, é influenciada pela
composigio, quanto maior a porcentagem de 4cido glicdlico em relagio ao acido latico mais

rapido € o processo de degradacgo. [ L%t al. | 1990 ].

Porém devemos lembrar que no caso das membranas porosas obtidas através da adigiio
de plastificante, a a¢d¢ do mesmo diminuindo a Tg e dando maior mobilidade & cadeia é muito
mais marcante do que esse processo, e sua degradagdo acaba sendo muito mais rapida, como
observamos nos resultados dos ensaios de tragiio e GPC. Essa estrutura porosa € a estrutura
densa das outras membranas podem ser visualizadas através das micrografias realizadas através

de MEV.
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4.4 Caracterizaciio Estrutural das Membranas usando MEV

A morfologia das membranas, principalmente no que diz respeito ao tamanho e
distribui¢do dos poros, exerce fundamental importincia na adesdio celular. Uma membrana
porosa, no entanto, tende a ser mais frigil quanto a esforgos mecinicos conforme foi
demonstrado no item 4.1. Porém, deve-se levar em consideracfio que um teste in vifro nio
avalia de maneira completa a perda de propriedades mecénicas de uma membrana, pois ndo
leva em conta a invasdo celular e produgiio de matriz extracelular sobre a membrana que pode

acabar reforgando-a.

As micrografias eletronicas obtidas das membranas permitem claramente identificar
diferencas fundamentais entre o aspecto morfolégico das membranas e as mudangas causadas
pela degradagdo. Enquanto as membranas sem plastificante apresentaram uma estrutura
basicamente densa e lisa, com raras formagdes esferuliticas, as membranas nas quais foi
adicionado plastificante, apresentaram um estrutura completamente porosa, formada por
esferulitos da ordem de 60 a 100 um de didmetro com uma superficie totamente rugosa.

Figura 25.

A medida que o tempo de degradacfio avanca, comecam a surgir pontos de erosdo na
superficie das membranas sem plastificante que se espalham por toda a membrana de forma

uniforme. Figura 26

Ja nas membranas com plastificante, o processo de degradacdo pode ser notado pelo
surgimento de trincas que se inictam no centro dos esferulitos e se propagam no sentido radial.
Com o decorrer do processo, o esferulito se rompe ou acaba se soltando da membrana. As
maiores mudancas do ponto de vista morfoldgico podem ser observadas a partir do décimo dia

de degradag8o in vitro. Figura 34

A sequéncias de micrografias a seguir mostram o aspecto dos cinco tipos de membranas

durante os trinta dias de degradac@o em que durou o teste in vitro.
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Figura 25: Micrografia da superficie de fratura de uma membranas tipo 5% sem degradagio,

mostrando gue a membrana € densa em seu interior.

Figura 26. Micrografia da superficie de fratura de uma membranas tipo 5% com ftrinta dias de
degradaciio, mostrando formagdes arredondadas na superficie indicando esferulitos semi-

formados e pequenos pontos brancos resultantes da erosio causada pela degradagéo.
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Figura 27: Micrografia da superficie de fratura de uma membrana tipo 10% sem degradac@o,
mostrando também que existem esferulitos semi-formados na superficie porém o interior da

membrana mostra-se denso como a membrana 5%.

Figura 28 Micrografia da superficie de fratura de uma membranas tipo 10% com trinta dias
de degradacdo, mostrando que o interior da membrana continua denso porém a regifo da

fratura apresenta-se com microtrincas{ tons brancos ) causados pela degradagéo.
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Figura 29 :Micrografia da superficie de uma membrana densa tipo 10% com trinta dias de
degradacdo mostrando detalhes da forma dos semi-esferulitos. Notar os pontos de erosio

devido a degradac¢@o nos quais a membrana comega a se romper.

Figura 30 : Micrografia da superficie de fratura de uma membrana tipo 10%/10%P, sem
degradag@o, mostrando que a membrana na verdade ¢ formada por um aglomerado de
esferulitos e uma superficie mais densa. Notar os poros resultantes deste empilhamento de

esferulitos
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Figura 31 ‘Micrografia da superficie inferior (lado 10%P) de uma membrana tipo 10%/10%P
com dez dias de degrada¢io mostrando a forma de aglomerado de esferulitos do qual €

composta a membrana, formando uma rede porosa interconectada.

Figura 32 -Micrografia mostrande um detathe da superficie de fratura de uma membrana
10%/10%P com 10 dias de degradag3o mostrando que os esferulitos que formam a membrana

tem uma superficie rugosa.
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Figura 33: Micrografia da superficie de fratura de uma membrana tipo 10%/10%P apos vinte
dias de degradacfio in vitro. Notar que a parte superior encontra-se ja bem erodida pela

degradacgio.

Figura 34: Micrografia da superficie inferior (lado 10%P) de uma membrana tipo 10%/106%P
apOs trinta dias de degradagfio in vifro. Nesse estagio de degradacdo os esferulitos ja estdio se
separando, e a membrana esta totalmente fragilizada. Notar que a membrana estd se rompendo

pela na regifio de contato entre os esferulitos, e nfio através do rompimento dos mesmos.
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Figura 35: Micrografia da superficie de uma membrana tipo 15%P, sem degradacdo,

mostrando ¢ aglomerado de esferulitos, presentes em todas as membranas com plastificante,

Figura 36 Micrografia da superficte de fratura de uma membrana tipo 15%P, sem
degradacio. As membranas com plastificante apresentaram sempre um mesmo tipo de

estrutura, um aglomerado de esferulitos rugosos.
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Figura 37. Micrografia de uma membrana tipo 15%P, sem degradacio mostrando detalhes da

superficie dos esferulitos, muito semelhante aos das outras membranas com plastificante.

Figura 38: Micrografia mostrando um detalhe da superficie de um esferulito de uma
membrana tipo 15%P sem degradacio. Observe a superficie porosa e rugosa, presente em

todas as membranas em que foi adicionado plastificante.
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Figura 39: Micrografia mostrando a superficie de uma membrana tipo 15%P com vinte dias de
degradagdo. Notar que os esferulitos comegam a trincar do centro para fora devido a
degradacio, até que se dividem totalmente (centro do foto). Este mesmo fendmeno foi

observado por Carter, 1984,

Figura 40: Micrografia mostrando o aspecto geral do processo de degradac@o ocorrendo em
toda a extensio de uma membrana fipo 15%P com trinta dias de degradacio. Notar que a

quase totalidade dos esferulitos apresentam trincas em seu centro.
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Figura 41: Micrografia mostrando o aspecto das trincas no centro dos esferulitos de uma

membrana tipo 15%P, com trinta dias de degradacio.

Figura 42 : Micrografia de uma membrana tipo 10%P, com 30 dias de degradacio. A
morfologia € muito semelhante a da membrana 15%P, porém aparentemente os esferulitos

apresentam um didmetro médio menor.
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Claramente, quando a porosidade de um material aumenta, a resisténeia e a
complacéncia mudam. Geralmente a resisténcia diminue com o aumento da porosidade, devido
ndo somente a diminuigio da quantidade de material, mas também devido a fatores
relacionados a concentragdo de tensdes. A taxa de perda das propriedades mecanicas da
membrana € um fator determinante no sucesso do implante. Essa taxa deve ser compativel com

a invasdo celular e produgfo de matriz extracelular que ira substituir a membrana.
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4.5 Resultados do ensaio in vivo

4.5.1 Andlise macroscopica

A andlise in vivo € necessaria para avaliar a resposta do tfecido ao implante. A
morfologia, porosidade, composi¢do e tensdo superficial influenciam na resposta tecidual.
Nesse sentido, os diferentes tipos de membranas sintetizados foram implantades em ratos para
avaliar o nivel de resposta inflamatéria aos implantes. De posse destes resultados pode-se
verificar até que ponto as alteracGes na metodologia utilizada para a confecgio das membranas

e sua composiclo t&m influéncia na resposta biologica.

Nas amostras sem plastificante (tipos 5% e 10%), ndo foi constatada boa adesfio do
tecido hospedeiro as membranas durante os trinta dias de mmplante. Isto dificultou até mesmo a
obtencdo dos cortes histologicos no micrétomo pois o fragmento de membrana cortado nfio

permanecia no local em que estava implantado ap6s o corte no microétomo.

As membranas com plastificante (tipos 10%P, 10%/10%P ¢ 15%P) foram de tal forma
incorporadas ao tecido hospedeiro que foi muitas vezes dificil localiza-las macroscopicamente

nas amostras de tecido mmplantado.

Em nenhum dos casos foi notado regies que pudessem indicar necroses ou qualquer
reagdo inflamatdria graveatravés de anélise macroscopica das regifes implantadas durante a

retirada das amostras. N&o houve sinais de alteragiio no comportamento em nenhum dos ratos
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¢ ndo fol observada nehuma diferenca significativa entre os ratos de um mesmo grupo quanto a

resposta aos implantes ou cicatrizagio dos cortes cirlirgicos.

4.5.2 Microscopia de luz

A analise ao microscopio de luz do fragmento de tecido onde foi realizado o implante
da membrana tipo 5% mostrou que em nenhum dos cortes foi possivel manter o fragmento da
membrana devido a pouca adesdo do tecido a mesma, ficando apenas o registro de sua
presenca através da marca deixada e da reac3o inflamatoria indicada pela presenca macica de
células ao redor da membrana. Uma fibrose encapsulando a membrana, numa tipica reagio de

corpo estranho, foi observada ( figuras 43 e 44 ).

Figura 43 - Micrografia mostrando o corte histologico da regiio do implante de uma
membrana do tipo 5%. Observar a capsula fibrosa (setas), local onde a membrana estava

inserida ( * ), leve reago inflamatéria ( RI ) Barra = 104um. Tempo de implante = 30 dias.
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Figura 44- Micrografia mostrunado um detalhe da figura anterior, no local do implante.
Notar a capsula fibrosa (setas) com discreta reago inflamatéria ( R1 ). Barra = 40 um. Tempo

de implante = 30 dias.

Figura 45- Micrografia de um corte histoldgico da regifio do mmplante de uma membrana do
tipe 10%. Observar a capsula fibrosa (setas) envolvendo a membrana (*) deslocada de posigio
mas com as bordas visiveis devido & adesdc de algumas células.Barra = 208 um. Tempo de

implante = 30 dias.
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Figura 46 - Micrografia do corte histologico do local do implante da membrana tipo
10%/10%P. Observar a fragmentacio da membrana (*) que se encontra em intimo contato

com o tecido hospedeiro. Barra = 406 um. Tempeo de implante = 30 dias.

Figura 47 - Micrografia mostrando detalhe da figura anterior, revelando células gigantes de
corpo estranho (seta) em contato direto com a membrana. Barra = 26 pum.

Tempo de implante = 30 dias.
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Figura 48 - Micrografia de corte histologico do local do implante da membrana tipo 10%P,
mostrando-a totalmente fragmentada (entre as setas) e invadida pelo tecido hospedeiro. Barra

= 406 um. Tempo de implante = 30 dias.

Figura 49 - Micrografia mostrando detalhe da figura anterior. Notar célula gigante de corpo

estranho(seta) e capilares (cabega de seta). Barra = 26 um. Tempo de implante = 30 dias.
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Figura 50 - Micrografia mostrando célula gigante de corpo estranho (seta) totalmente inserida

entre esferulitos de uma membrana tipo 15%P. Barra = 26 um. Tempo de implante = 30 dias.

A andlise dos implantes da membrana tipo 10% revelou que este implante foi muito
semelhante ao da membrana tipo 5%, excluindo-se o fato de que nele ¢ possivel visualizar-se

fragmentos da membrana nos cortes(Figura 45).

Foram observadas também algumas células aderidas & superficie da membrana,
indicadas pela linha reta de ponmtos pretos que acompanha o corte, 4 que a membrana &
completamente transparente. Observou-se também uma reacdo inflamatdria moderada no local
do implante. Nenhum fragmento da membrana pode ser visto nos tecidos ao redor do implante,
indicando que a degradagdo ainda nfio havia atingido a membrana a ponto da mesma comegar a

se fragmentar.

A observagdo dos implantes de membrana tipo 10%/10%P (figuras 46 e 47) mostraram
claramente que a aglo do plastificante altera totalmente a reagfo do tecido ao implante. Na
figura 46 observa-se um aspecto geral da membrana e do tecido ao redor, mostrando que a
membrana foi totalmente invadida por células em toda a sua espessura e j4 se encontra bem

degradada. Podemos notar que a membrana estd totalmente fraturada e aderida ac tecido
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hospedeiro, com sobreposigio de fragmentos da membrana. A explicagdo encontrada € que
esta sobreposigio ocorreu devido a movimentagdo do animal, j4 que ndo se trata de separagdo

das camadas das membranas, ja que cada fragmento tem a espessura total inicial da membrana.

Os implantes das membranas tipo 10%P mostram nas figuras 48 ¢ 49 uma total invasao
da membrana pelo tecido, sem sinais de inflamagio. A presenca de neovasculariza¢de na
espessura da membrana bem como algumas células gigantes de corpo estranho podem ser
observados na figura 49. A membrana jA nfio possue mais uma estrutura Unica, mas sim um

aglomerado de corpos globulares unidos por proloengamentos do tecido hospedeiro.

As fotos da membrana que contém a maior concentragio de polimero, a membrana tipo
15%P mostram resultados muito semelhantes aos da membrana 10%P, sem sinais de
inflamacgdio e um elevado grau de degradacdio. A figura 50 mostra em detalhe os esferulitos
formados e uma célula gigante aderida entre eles. A invasio pelo tecido conjuntivo mostra-se
completa e uniforme. Assim como na membrana anterior, a membrana ja ndo tem mais funcio

estrutural, e sim s6 existe como membrana por estar unida pelo tecido.

Os resultados obtidos permitem dividir as membranas em dois tipos distintos:

e Membranas densas (5% e 10%) que provocam leve reagdo inflamatoria apos 30 dias
de implante, nas quais nic ha adesio de tecido nem sinais de degradagiio. Do ponto de vista
biolégico, a reagdo ao implante ocorreu sem inflamagdes severas nem edemas, a0 menos até o
periodo de trinta dias. Pelos resultados observados, estas membranas podem ser indicadas
para GTR ou qualquer outra técnica de recuperaglo que necessite isolamento entre tecidos

através de uma membrana biocompativel com longo tempo de degradacio.

e Membranas porosas { 10%P, 10%/10%P e 15%P), que provocam uma reagdo
inflamatéria muito discreta, nas quais ocorre uma facil e significante invasdo celular que
acelera o processo de degradagiio da membrana que torna-a fixada ao tecido hospedeiro. As
indicaches para estas membranas seriam 0s ¢as0s em que necessita-se um suporte para

crescimento celular, como no caso de recontrucdo de tecidos.
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Capitulo 5

Conclusdes

A anilise dos resultados mostram que a adi¢io do plastificante melhora muito a
interagdo tecido-membrana, porém a membrana perde rapidamente suas propriedades
mecdnicas conforme foi demonstrado no capitulo 4. Qutro fator importante observado é que o
plastificante que fot utilizado por Silva et al. em 1985 e Schugens et al. em 1995 para tubos de
regeneracio guiada de células neurais, e utilizado neste trabalho para dar flexibilidade e
porosidade as membranas, nfo exerceu nenhuma ac¢io inibidora de crescimento celular, durante

os trinta dias durantes os quais os implantes permaneceram implantados.

Conciliar as propriedades mecénicas com a reagio ao implante pode tornar esta
membrana muito Gtil para aplicagbes como cultura e implante de tecidos ou recuperacdo de
lesdes como as causadas por queimaduras. A sequencia de eventos histologicos associados
com o crescimento de tecido indica claramente a necessidade de uma estrutura suficientemente

porosa para se obter a regeneraco tecidual e fixagdo bioldgica.

Todas as analises indicaram que as membranas com plastificante degradam muito mais
rapidamente do que as sem plastificante. Isto limita a sua aplicagdo a técnicas de recuperagio
de lesdes ou cultura celular onde ocorra uma rapida migragio e invasdo de células, para que a

matriz extracelular passe a repor a estrutura degradada da membrana e o tecido se forme.

Os ensaios mecanicos mostraram que a quantidade de plastificante utilizada (10% v/v)
reduziu significamente o modulo de elasticidade das membranas, que nfo ultrapassou o valor

de 60 MPa e, 10 dias apés, ja nfio era nem possivel testé-las devido a fragilidade. Por outro
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lado, as membranas sem plastificante apresentaram um modulo de elasticidade da ordem de

900 MPa, e mantiveram as propriedades mecanicas por muito mais tempo.

Dados de DSC mostraram que o plastificante reduz a Tg, o que acelera o processo de
degradac¢io devido a maior mobilidade das cadeias, ja que a membrana quando implantada
estara a um temperatura superior a Tg, ou seja, 37 °C, temperatura do corpo. Verificou-se um
aumento do grau de cnistalinidade em fungéo do tempo de degradagéo e esse aumento foi mais
acentuado para as membranas com plastificante. O aumento no grau de cristalinidade €
favorecido pelas cisdes das cadeias conforme mostrado pelos dados de GPC, as quais passam a

se rearranjar mais facilmente.

As micrografias obtidas atravées de MEV mostraram uma diferenga marcante na
morfologia das membranas. Enquanto as membranas sem plastificante mostraram ser
completamente densas, as membranas com plastificante mostraram uma estrutura composta de
um aglomerado de esferulitos de aproximadamente 100 pum de difimetro que formando uma
rede de poros interconectados. Este tipo de morfologia tem sido citado na literatura
[COOMBES’ et al., 1992] como sendo ideal para crescimento e invaso celular. Esses mesmos
esferulitos mostram trincas que se propagam no sentido radial ja a partir do décimo dia de
degradacio in vifro, indicando que o processo de degradagio ocorre também no interior do

esferulitos.

Os resultados obtidos permitem dividir as membranas em dois tipos distintos:

e Membranas densas (5% e 10%) que pelas caracteristicas sdo mais indicadas para
aplicactes do tipo GTR ou qualquer outra técnica de recuperacdo que necessite isolamento

entre tecidos através de uma membrana biocompativel com longo tempo de degradac3o.

o Membranas porosas {(10%P, 10%/10%P ¢ 15%P); indicadas para os casos em gue

necessita-se um suporte para crescimento celular, como no caso de reconstrucio de tecidos.
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Capitulo 6

Sugestoes para Proximos trabalhos

As diferengas encontradas entre um tipo e outro de membrana sem plastificante sio
relativamente sutis, mas indicam que podemos trabalhar com a concentragiio do polimero nfo
s6 para diminuir a velocidade da degradagio ou aumentar os valores das propriedades
mecénicas mas sim trabalharmos com uma quantidade minima de polimero para diminuirmos o

custo da membrana.

Outra sugestdo € realizar ensaios no sentido de tragar a curva modulo de elasticidade em
funcio da porcentagem de plastificante adicionado e do tempo de degradacio para

equacionarmos & taxa de perda das propriedades mecénicas.

Implantes in vivo com longo prazo de duragio ¢ ensaios de degradaciio acelerada através
da imersdo em soluglc com pH basico ou dcido também sdo sugestBes para trabathos futuros

que forneceriam muitos dados importantes.
Ja na area médica ¢ bioldgica, inGmeros s3o o0s testes que podem ser feitos para se

avaliar a aplicabilidade destas novas membranas. Testes com tecidos dsseos, derme, orgdos

internos, dlceras do sistema digestivo e queimaduras sfo apenas algumas possibilidades.
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1983 Salthouse Suturas em musculo {| PGA PLA Reagdo inflamatoria leve
_____c_l_e rato (VICRYL)
1986 Higashiefal. || Reparode ossosem{|  PLA PLA/hidroxiapatita
ratos | /HA(PLA/id || favorece o crescimento de
roxiapatita) tecido Osseo
1986 Visscher ef al. Musculo de ratos || PLA PGA Pequena reagio apo6s 480
dias
1987 Leenslag et al. Fixagdo de fraturas PLLA Bem tolerado, aumento da
cdes e ovelhas atividade celular
1988 Schakenraad er || Liberagfo ontrolada PLLA Reagio de corpo estranho
al. de drogas em bem tolerada
tecidos moles de
ratos
1988 Schmitz and || Reparo de ossos em || PLA PGA Sem reagdo adversa do
Hollinger coelhos tecido hospedeiro
1989 Schakenraad et Implantes PDLLA Reacio de corpo
al. subcutineos em estranho leve
ratos
1990 Schakenraad er Liberagéio PLLA PLLA ¢ biocompativel
al. controlada de |
drogas em tecidos |
moles de ratos
11991 || Cooperetal. || Derme de ratos PGA PLA Sem inflamagio
i 1991 Devereux efal. || Parede abdominal PGA Sem atividade intrisica
de ratos bactericida ou
bacterioestatica
refactonada
! 1991 Galgut ef al. Tecidos moles de PLA Bem tolerado,
ratos biocompatibilidade
suficiente
1991 || Klompmaker et || Reparo de menisco | PLLA Inflamag8o cronica
al. em caes
1991 Majola et al. Fixac#o de 0ssos em PLLA Sem inflamac¢3o ou reagdo
ratos PDLLA de corpo estranho
] 1991 || von Schroeder ef || Defeitos articularers PLA Bem tolerado, resposta
al. em coelhos inflamatoria minima
[ 1992 || Athanasiou ef al. | | Defeitos articularers {| PLA PGA Boa compatibilidade a
em coelhos longo tempo
[ 1992 Bostman ef al. Fixagédo de fraturas PGA Resposta tecidual varidvel
em coelhos
1992 Bostman ef al. Fixacio de fémur PGA Sem contraindicagdes para

em coelhos

aplicages clinicas

il




1992 {Kobayashi et al. Tecidos moles, PLA PGA PLA nio téxico € seguro
cornea de coelhos PGA alguma toxicidade |
{ 1992 l Matsusue ef al. Reparo Osseo de PLLA Sem inflamac¢io ou reagio
coelhos de corpo estranho
1992 Rozema et al. Tecidos moles em PLLA Aiguma, reacdo celular
ratos
1993 || Athanasiou e al. || Defeitos articulares || PLA PGA Sem infecgdo ou
em coelhos inflamagio
1993 Lam et al. Tecidos moles em PLLA Particulas dePLLA causam
camundongos dano celular e lesdo
1993 || Pavérintaefal || Fixaclo de fratura l PLA PGA Resposta inflamatoria
de fémur em coelhos insignificante
1993 Roberteral. || Tecidos moles e [ PLA Biocompatibilidade
abdomen de ratos excelente de PLLA
1993 Suganuma and Reparo Osseo de PLLA _ Particulas de PLLA
Alexander fémur de cio induzem reacdo de corpo
estranho
1993 Verheyen ef al. Reparo Osseo PLLA Debris de PLLA sdo
femur de cabra encontrados em
linfonodos
Aplicacdes em Humanos
1974 ||Horton ef al. Sutura no PGAPLA Resposta tissular ao Vicryim
subcuténeo (Vieryl) ndo apreciada
] 1978 ||Racey ef al. Sutura para tecido PGA PLA Resposta tissular ao Vicryl
orai (Vicryl) similar a seda
1990 ||Santavirta ef al. ||reparagio de fratura || PGA Bomaterial inerte
de tornozelo imunologica-mente
1991 §|Béstman fratura de tornozelo ||PGA Reacio de corpo estranho
osteolitica
1991 ||Devereux et al. |iSuporte para parede || PGA Bem tolerado
intestinal
1991 ||Hope ef al. Fixagdo de fraturas ||PGA Sem infec¢@o ou reacdio de
de cotovelo em corpo estranho
criancas
1991 || Wetter ef al. Sutura de apéndice ||PGA Menos infec¢do que o
nylon
1992 ||Bostman Dispositivos para PGA Reacdo inflamatéria nfo

fixacdo de fraturas

em tornozelos

bacteriana observada

I



1 1992 |iBo&stman ef al. Dispositivos para PGA Reacdes locais ndo
fixagfo de fraturas bacterianas observadas
em tornozelos

I 1992 1Fraseer e Cole ||Fixagfo de fraturas ||PGA Osteolise presente, sem
de cotovelo em rea¢do de corpo estranho
criancas (umeral) |

[1993 Béstman ef al. Fixacdo de fraturas ||PGA Sem efeiios clinicos
em cotovelo de adversos
criangas{umeral)

1 1994 ||Bucholz ef al. Fixaglo de fraturas ||PLA Considerado seguro e
em cotovelos efetivo, sem complicacbes
Testes de Resposta celular

1976 | Bchwope et al. || Toxicicidade in vitro | |PLA PGA Sem reagao de corpo
estranho
1987 ||Leenslag et al. Degradago in vitro ||PLLA Bem tolerado, atividade
_ celular aumentada
1990 ||van Sliedregt er ||Fibroblastos, PLA Sem redugdo na
al. osteosarcoma e proliferagio celular
resposta de celulas
epiteliais
1992 ||Daniels ef al. Toxicidade in vifre |{PLA PGA Pode produzir solugdes
toxicas
1992 ||Matsusue ef al. Degradacio in vitro || PLLA Sem inflamg8o ou reacgio
de corpo estranho
1992 |{|van Shedregt ef }|Oosteosarcoma e PLA Biocompatibilidade
al. resposta de células satisfatoria
epiteliais
1993 }iMikos ef al. Resposta de PGA Hepatocitos atacam tela de
hepatocitos de ratos PGA
1994 ||Taylor et al. Degradacio in vitro ||PLA PGA Solugtes toxicas séo

produzidas

v
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APENDICE 1

Historico da pesquisa com o PLA e 0 PGA , em animais, em

humanos e in vitro: ( adaptade de Athanasiou et al., 1996 )

ANO|[ AUTOR(ES) || APLICACAO |[MATERIAL RESULTADOS
[ 1966 Kulkarni et al. Sutura em ratos e PLA - Néo toéxico e sem reagéio
porcos-da-india do tecido
1970 || Postlethwait Suturas em coelhos PGA Reagdo menor que catgut,
seda ou Dacron
1971 || Frazza e Schmitt || Suturas em coelhos PGA Inflamacgfio menor que o
catgut
1971 Cutright and Suturas no musculo PLA Reagdo de células
Hunsuck de ratos gigantes induzida pela
sutura
1971 Cutright et al. Suturas em coelhos || PLA/PGA || Reagdo dos tecidos moles
aceitével
1971 Cutright ef al. || Suturas em macacos PLA Minima resposta
inflamatoria
1971 Kulkarni ef al. || Suturas em macacos PDLA Resposta tissular similar a
dos controles
1973 Brady et al. Abdomen de ratos PLA PGA Alto grau de
biocompatibilidade
1976 Schwope et al. Tecidos moles em ||PLA PGA Sem reagio de corpo
camundongos estranho
1977 Nelsonefal. || Reparo de dano a PLA PGA || Bem tolerado pelo tecido,
tibia de ratos pouca reacdo de corpo
estranho
1977 || Miller ef al. Tecido moles em PLA PGA Alto grau de
ratos biocompatibilidade
[ 1981 Varma et af Suturas em cées PGA Reagido micial intensa,
inflamagio cronica leve
1981 i Walter ef al i L§utu_ras em porcg_[L PGA Inflamacéo leve
l 1982 l Christel et al. I Fixacdo de fratura PLLA PGA Resuitados promissores
em tibia de rato
1983 [ Christel ef al || Reparo de fémur em PLA Compatibilidade
ovelhas satisfatoria ao tecido
i 1983 1 Holiinger Reparo de tibia de [ PLAPGA Sem reagfio adversa do
rato tecido hospedeiro




