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Resumo

BARBANTI, Samuel Hilsdorf, Polimeros Bioreabsorviveis como Suportes na Engenharia de
Tecidos, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecénica, Universidade Estadual de Campinas, 2005.
138 p. Tese de Doutorado.

A utilizacBo de polimeros bioreabsorviveis como suporte para cultura de células tem se
destacado como alternativa para tratamento de lesbes e perda de tecidos. O objetivo deste trabalho
foi obter e caracterizar suportes densos e porosos de poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(D,L-acido
latico-co-dcido glicdlico) (50/50) (PLGAS0), preparados pelo método de fusdo com adicdo e
lixiviagdo de citrato de s6dio. As amostras foram avaliadas em estudos de degradagdo in vitro para
o estudo do efeito da retirada do sal, € em meio tamp3o fosfato (pH 7,4) e alcalino com NaOH (pH
12,13 e 13,7). Os materiais foram utilizados como suporte para cultura de osteoblastos e o estudo in
vivo foi realizado pelo implante em tibia de ratos. Os resultados obtidos através de analises
morfolégicas, térmicas ¢ de propriedades mecanicas, mostramn que amostras de PCL sfio mais
estaveis quando comparadas s suas andlogas de PLGAS50. A cultura de células mostrou um padriio
de adesdio e proliferacfio satisfatério, com intensa atividade celular. No estudo in vivo as amostras de
PCL mostram uma degradacdo mais acentuada quando comparada com os resultados obtidos no
estudo in vitro. Os resultados mostraram que a técnica utilizada no preparo das amostras ¢ 1til na
confecclo de suportes altamente porosos. Em funciio do tempo de degradacdio e das propriedades
mecénicas, as amostras de PLGAS0 foram os suportes mais indicados para aplicagies na engenharia

de tecidos dsseos.
Palavras-chave

Materiais biomédicos, polimeros, biodegradagdo, cultura de céiuias e meios de cultura, poli(e-
caprolactona), poli(D,L-4cido lctico-co-acido glicolico).



Abstract

BARBANTI, Samuel Hilsdorf, Bioresorbable Polymers as Scaffolds in Tissue Engineering,
Campinas, Faculdade de Engenharia Mecéanica, Universidade Estadual de Campinas, 2005. 138 p.
Doctoral Thesis.

The use of bioresorbable polymers as scaffolds for the cells culture has received special
attention as an alternative for the treatment of lesions and the loss of tissue. The aim of this work
was to obtain and to characterize dense and porous scaffolds of poly(g-caprolactone) (PCL) and
poly(D,L-lactic acid-co-glycolic acid) (50/50) (PLGASO0), prepared by melting method with addition
and leaching of sodium citrate. The samples were evaluated in studies of in vitro degradation, in
phosphate buffer solution (pH 7.4) and alkaline medium of NaOH (pH 12, 13 and 13.7). Scaffolds
samples were used in osteoblast culture and the in vivo study was evaluated by implant in mouse
tibia. The results of morphologic, thermal and of mechanical analyses, showed that the PCL samples
are stable compared to their similar of PLGAS0. The culture of cells showed a satisfactory adhesion
and proliferation, with intense cellular activity. In the in vivo study, the samples of PCL showed a
higher degradation when it is compared to the results obtained in vitro study. The results showed
that the proposed technique allowed the preparation of highly porous scaffolds and in function of
time degradation and mechanics properties, the samples of PLGAS50 were the most suitable
scaffolds for applications in the bone tissue engineering.

Keywords

Biomedic materials, polymers, biodegradation, celi-culfure medium, poly(s-caprolactone),
poly(D,L-lactic acid-co-giycolic acid).
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Capitulo 1

Introducao

A perda de tecidos e Orghos por traumas ou doencas acomete a populacdo de uma maneira
geral e irrestrita. Aliado & evolugio dos exames clinicos ¢ de diagnosticos, atualmente € uma
pratica comum identificar as causas e local da perda da funcio tecidual. Entretanto, identifici-la
ndo ¢ suficiente, torna-se necessario uma acdo corretiva que permita a recuperagio da fungdo,

restaurando ou mimetizando a original.

A reposicgdo total ou parcial é feita através de duas alternativas: fransplantes e implantes.
Em relaco aos transplantes, os tecidos ou orgios podem ser obtidos de doadores vivos, como por
exemplo no caso do coragdo, rins etc, ou de cadaveres, como no caso de ossos liofilizados e
congelados. Em ambos os casos, torna-se necessdrio a utilizacio de drogas imunossupressoras,
para evitar a rejeicdo dos Orgios, ¢ de outros medicamentos que neutralizem a possivel
contaminagio microbiologica e viral. A segunda alternativa € a utilizacdo de um implante,
dispositive médico feito de um biomaterial que € intencionalmente inserido dentro do corpo.
Nestes casos, o biomaterial pode ter origem distinta: biolégica ou sintética.

Para que um biomaterial possa ser utilizado como implante no corpo humano deve
satisfazer wma série de exigéncias inerentes a ele: além de biocompativel (ter a capacidade e
funcionar com uma resposta apropriada do hospedeiro em uma aplicacdo especifica), deve ser
atoxico, facil de esterilizar e apresentar propnedades mecinicas adequadas, convenientes com o



propésito da aplicaciio. Em funcio do tempo de permanéncia no corpo humano, os implantes

podem ser classificados em dois grandes grupos, permanentes ou fempordrios.

Implantes permanentes quase sempre geram fendmenos crénicos de inflamacdo. Essa
resposta a um corpo estranho € tipicamente benigna, mas pode conduzir a complicacdes clinicas
mais severas, como infeccdo ou contragio dos tecidos. Dessa forma, estes sfo riscos a serem

considerados e evitados em muitas aplicagdes.

Ao contrario dos permanentes, os implantes temporarios sZo utilizados até que a
recuperagdo tenha sido completada ou iniciada. Por exemplo, em dispositivos de liberagdo
controlada de drogas, ¢ indesejavel que o material permaneca no organismo apés o término da
sua fun¢do. Neste caso, terapeuticamente seria necessdria uma segunda cirurgia para retirada do

implante.

Dentre os materiais utilizados como implantes tempordrios, os polimeros bioreabsorviveis
apresentam grande potencial de uso, pois sfo, geralmente, ficeis de processar e apresentam
caracteristicas mecénicas semelhantes aos dos materiais biolégicos. As indicagbes de uso dos
polimeros bioreabsorviveis sfio muito bem estabelecidas, € nos Gltimos anos verifica-se uma
grande divulgacdo em novas aplicagles como suporte para cultura de células na engenharia de
tecidos. O material € preparado com caracteristicas precisas que permitem o crescimento, a
proliferacdo celular e a formacdo de um novo tecido.

Os desafios implicados na utilizagio dos polimeros bioreabsorviveis como suporie para
cultura de células na engenharia de tecidos envolvem desde o projeto e o processamento dos
suportes, até o estudo da regifo doadora de células para cultura in vifro. Atualmente, a
forma/estrutara dos materiais utilizados como suporte na cultura estimulam e induzem o
crescimento ¢ a diferenciacdo celular de modo que o tecido formado seja o desejado, que a
funcio original seja restabelecida e que o procedimento seja reprodutivel e de baixos custos.

Embora as pesquisas envolvendo culturas de células primdarias em substratos de polimeros

bioreabsorviveis mostrem um grande desenvolvimento nos Gltimos anos, a literatura técnica



ainda tem limitacOes pa caracterizacBo desses suportes. Avaliar novas metodologias para ©
desenvolvimento desses suportes e caracteriza-los representa um avango nas relagdes e interacdes

entre o material sintético e o bioldgico.

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi preparar suportes densos e porosos de poli(e-caprolactona) e
poli(D,L-4cido lactico-co-acido glicolico) através das técnicas de fusfo e evaporagéio do solvente
com adicio e lixiviacfio de sal. Os materiais foram estudados através de ensaios de degradacio in
vitro em tampdo fosfato e solucBes alcalinas de NaOH. A interacfio bioldgica das amostras foi
avaliada pela cultura de osteoblastos em relagio a sua adesdo e morfologia celular € o estudo ir
vivo foi realizado pelo implante em tibias de ratos Wistar.



Capitulo 2

Revisao da literatura

2.1 A Engenharia de tecidos

Desde a década de 1960, implantes tempordrios, confeccionados de polimeros
bioreabsorviveis, ganharam uma importincia crescente na drea médica, sendo utilizados em um
amplo nmimero de aplicagbes no corpo humano, tais como: suturas cirtrgicas (Kulkarni et al,
1966), sistemas para liberagio controlada de drogas (Liu ef al, 2004), stents (telas tubulares)
(Valimaa et al., 2004) e dispositivos ortopédicos (Ambrose et al., 2004). Atualmente esses
dispositivos fazem parte do cotidiano dos centros cirtirgicos no mundo inteiro.

Embora muitos dispositivos protéticos artificiais estejam disponiveis, poucos podem
substitoir completamente todas as complexas funges biologicas. Em situagbes clinicas mais
severas somente o transplante do Orgdo retoma as atividades orgénicas. Assim, de uma forma
idealizada, a melhor alternativa seria obter um novo 6rgdo ou tecido, substituindo aquele que nfio
desempenha normalmente suas fungGes. Nos dias de hoje, a medicina regenerativa é
mundialmente investigada em centros de pesquisa ¢ desenvolvimento, com mercado industrial na
ordem de cem bilhbes de dblares (Langer ef al., 2004 e Lysaght ef al., 2004).

A técnica, conbecida como Engenharia de Tecidos, consiste na regeneraciio de orgéos e
tecidos vivos através do recrutamento de tecidos do préprio paciente, que s8o dissociados em



células e cultivadas sobre suportes biologicos ou sintéticos, conhecidos como scaffolds’, para
entdo serem reinseridos no paciente. Como uma ciéncia multidisciplinar, os trabalhos envolvem
conhecimentos das areas de biologia, ciéncias da saiide ¢ de engenharia e ciéncia dos materiais
(Langer et al., 1993 e Griffith er al., 2002). A Fig. 1 a seguir, adaptada de Freed ef al. (1993),
ilustra o desenvolvimento idealizado da técnica da engenharia de tecidos.

ENGENHARIA DE TECIDOS

Tecido Doador

Figura 1 — Técnica da engenharia de tecido (Freed ef al., 1993).

' A palavra scaffold ¢ traduzida literaimente como “andaime, palanque, armagfio”. Em trabalhos
cientificos atribuem-se diversos significados, como p. ex.: suportes, matrizes tridimensionats, arcabougos,
estruturas, etc. Neste trabalho, o termo adotado como sindnimo de scaffold sera suporte.
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Buscando uma padronizacfio tanto na terminologia como na metodologia de pesquisa e
aplicaciio dos produtos preparados pela engenharia de tecidos, a regulamentacio vem sendo feita
por normas ASTM (entre elas F2312-03, F2027-00cl e F2150-02¢l) e por oOrgios
governamentais de paises da Europa, Japdo, Canada e outros (Lloyd-Evans, 2004). De uma forma
geral, a preparagio dos produtos da engenharia de tecidos segue as seguinies etapas:

(I)  Selecfio e processamento do suporte

{dI) Inoculacio da populagiio celular sobre o suporte

(II) Crescimento do tecido prematuro ‘

(IV) Crescimento do tecido maturado em sistema fisiologico (bioreator)
(V) Re-Implante cinargico

(VD) Assimilagio do produto.

2.2 Suportes (Scaffolds)

Considerado de forma integrada, tanto sob o aspecto da engenharia de materiais quanto do
tipo de tecido e reparo necessdrio, o primeiro passo para a reconstrugfio de um 6rgdo ou tecido
visa a selecfio do suporte para as céhulas. A selecfo leva em consideragfio tanto o tipo e o local da
lesfio, como a sua extensdo, podendo seguir basicamente duas estratégias de aplicagdio quando
preparado com polimeros bioreabsorviveis (Hutmacher, 2000).

Na primeira estratégia (Fig. 2), o material polimérico é desenvolvido de forma a suportar
fisica e mecanicamente as células, da inoculagdo até o reimplante no organismo hospedeiro. O
implante do conjunto polimero e células ocorre com um tecido prematuro formado ¢ o polimero €
remodelado pela degradagiio in vivo, numa razio proporcional a0 crescimento celular e 2
solicitagio mecénica. Sua fungfo € proporcionar suporte para o crescimento celular e
adicionalmente servir como substituto mecénico/estrutural do tecido original até a formacfio do
novo tecido e sua bioreabsorcéo completa.

Na segunda estratégia (Fig. 2), o implante ocorre com tecido maduro formado. O suporte
polimérico ¢ dimensionado com propriedades mecénicas e tempo de degradacio adequados para



a inoculacdo das células até a sua insercfio num bioreator, onde ocorrerd a formacfo do tecido
maduro. Nesta etapa, as células semeadas proliferam e secretam matriz extracelular durante a
cultura in vitre, enquanto o polimero ¢ degradado e reabsorvido gradualmente, permitindo espago
para a proliferacédo celular e formacdo do tecido no reator biolégico. Somente apds a formagio do

tecido o implante € inserido no organismo.

Estratégia Estratégia ll

Figura 2 — Estratégia I e II de selegfio de polimeros bioreabsorviveis aplicados 4 engenharia de
tecidos (a linha vertical indica 0 momenio de implante in vivo).

2.3 Polimeros biereabsorviveis

Baseado nas estratégias anteriores, a primeira etapa na engenharia de tecidos inicia-se com
o desenvolvimento, selecdio e o processamento dos suportes. O uso de polimeros bioreabsorviveis
cOmOo suporte para a cultura de células vem tendo destaque pa engenharia de tecidos (Kellomiki
et al., 2004).

Os conceitos de biodegradagdo, bioerosdo, bioabsor¢do e bioreabsor¢do tém definigbes
distintas. Freqiientemente usados na engenharia de tecidos e, devido 2 falta de padronizacdo para
os termos, utilizamos neste trabatho a defini¢fio fornecida por Michel Vert, quimico e diretor do
Centro de Pesquisas em Biopolimeros Artificiais, da Universidade de Montpellier I, Fran¢a, um
dos pioneiros e lideres mundiais no estudo de materiais polirnéricos bioreabsorviveis.



Segundo Vert et al (1992) biodegraddvel é um termo utilizado para polimeros e
dispositivos sélidos que devido & degradagfio macromolecular sofrem disperséo in vivo, mas sem
a eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo organismo. Polimeros biodegradaveis podem ser
atacados por elementos biolégicos de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-
se fragmentos ou outros subprodutos de degradacgfio, que podem ser removidos do seu local de

acdo, mas nfo necessariamente do organismo.

Bioerodivel sio materiais e dispositivos poliméricos que apresentam perda de massa

durante o processo de degradacgfio, sendo os produtos e subprodutos reabsorvidos pelo organismo.

Bioreabsorviveis s3o materiais poliméricos e dispositivos sélidos que apresentam
degradagfo através da diminuigdio de tamanho e que sfio reabsorvidos in vivo, i.e. materiais que
sdo eliminados por rotas metabélicas do organismo. Bioreabsorgdo ¢ um conceito que reflete a
eliminagio total do material e dos subprodutos de degradaciio (compostos de baixa massa molar)
sem efeitos colaterais residuais. O uso da palavra “bioreabsorgfio” € adequado quando a
eliminacdo ¢ total.

Bioabsorvivel sio materiais poliméricos e dispositivos que podem se dissolver em fluidos
corporeos sem qualquer clivagem da cadeia macromolecular ou diminuicdo de massa molecular.
Este € o caso, por exemplo, da lenta dissolugio de implantes sohiveis em fluidos orginicos. Um
polimero bioabsorvivel pode ser bioreabsorvivel se suas macromoléculas sdo excretadas.

Dentre os polimeros sintéticos biodegradaveis e bioreabsorviveis enconfram-se os poli(a-
hidréxi 4cidos), representanies de uma classe de poliésteres alifiticos sintéticos, da qual fazem
parte os poli(acido glicolico) (PGA), poli(acido lictico) (PLA), poli(acido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA) e seus copolimeros. Outros materiais, como a poli(e-caprolactona) (PCL)
também sfo descritos como materiais biodegradéveis ¢ bioreabsorviveis. Originalmente usados
como fios de sutura (Dexon®, Vieryl®, Maxon®, PDS®, etc), atualmente os poli(c-hidroxi
acidos) podem ser encontrados em diversos produtos comerciais de fixagdo Ossea, também
aprovados pelo FDA (Biofix®, FixSorb®, Neofix®, ResorPin®, etc) (Sung ef al., 2004). A Tab.
1 fornece algumas propriedades destes materiais.
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O processo de biodegradaciio e bioreabsorcdo dos poli(a-hidréxi acidos) € descrito na
literatura como sendo uma sucessdo de eventos. Exposto aos fluidos aguosos do corpo,
inicialmente o material sofre hidratacSio. Com a presenca das moléculas de agua, o processo de
degradaciio dé-se através da hidrélise das ligagdes ésteres, originando produtos na forma de
oligbmeros (ou mondmeros) soliiveis e ndo toxicos. A degradacfo prossegue por um processo
biologicamente ativo (por enzimas) ou pela clivagem hidrolitica passiva, sendo caracterizada pela
perda de massa, diminuicio de massa molar ponderal média (Mw) e pela perda das suas
propriedades mecédnicas, como a resisténcia a tragio e a compressio, conforme mostra a Fig. 3
(Pietrzak et al, 1997 e Sung et al., 2004).
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Figura 3 - Curvas genéricas mostrando a seqiiéncia da diminuicio das propriedades: massa
molecular, tensfo ¢ massa durante a degradagfio de polimeros bioreabsorviveis (Pietrzak et al.,
1997).

O mecanismo da degradagfio e erosfo in vitro dos polimeros bioreabsorviveis tem sido
avaliado desde a década de 1980 e¢ demonstra ser um processo heterogéneo na extensdo do
material. A degradacfio/erosiio ¢ classificada em dois grupos, denominados de bioerosdo
superficial (surface erosion) e bioerosio interna (bulk erosion) (Tamada ef al., 1993). Na busca
por um modelo tedrico para a degradagio/erosfio in vifro, o grupo de pesquisa em polferos
bioreabsorviveis da Universidade de Regensburg, Alemanha, liderado pelo Prof. Achim
Gopferich, descreve que o processo depende findamentalmente da capacidade de difusio da dgua
no material, da concentraglio de ligaches ésteres hidrolisaveis, da velocidade de hidrolise e
também da geometria e morfologia do material (Burkersroda ef al., 2002).
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A hidrélise das ligagGes ésteres produz terminais dcidos que podem, ou ndo, serem
difundidos para o meio de degradacgio. Inicialmente o processo de degradagéo € considerado
homogéneo, gerando oligdmeros soliveis em agua em toda a extensdo do material. Se a difusfio ¢
solubilizacdo desses produtos forem efetivas, o material sofrerd, preferencialmente, uma eroséo
superficial (surface erosion). Se a taxa de difuséo dos produtos ¢ subprodutos acidos presentes na
matriz € baixa, hd um acimulo de acidos, fazendo com que estruturas densas tenham uma eroséo
inicial na superficie, mas apresentando uma degradacfio mais acentuada no centro (bulk erosion)
(Tamada ef al., 1993, ¢ Burkersroda ef al., 2002). E o chamado efeito autocatalitico (Li, 1999). A
Fig. 4 ilustra 0 mecanismo de degradacfio/erosdo dos polimeros bioreabsorviveis.

sarfsce erssion bulk-erosion
T degree af
H N -

Figura 4 — Degradacfio/erosdo de polimeros bioreabsorviveis (Burkersroda ef al., 2002).

A autocatalise foi avaliada por Li ef al. (1990a) ao estudar copolimeros de poli(D,L-acido
lactico) (PDLLA). Segundo os autores, apés 12 semanas de degradacdio in vifro em tampio
fosfato, o interior do material sofre significativa diminuicio de massa. Resultados semeihantes
sfio obtidos nos estudos in vive. A degradaciio de maneira heterogénea foi avaliada e confirmada
pelos estudos subseqiientes (Li ef al., 1990b e Li et al., 1990c).

A bioreabsor¢do pelo organismo ocorre quando a biodegradacéo geré produtos e
subprodutos com.as caracteristicas dos metabélitos orgénicos, especificamente os dcidos do Ciclo
de Krebs. Apés a hidrélise do material a degradagiio segue o processo de oxidagio 4 4cido lactico
(para o PLA) e conversdo das unidades de PGA em glicina, que por sua vez sfo convertidos em
dcido pirfivico. Na presenca da acetil coenzima A, ocorre a liberagdo de CO» e,
scenseqiientemente, a decomposicio em citrato. O citrato € entfio incorporado no Ciclo de Krebs,
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resultando em CO, € H;O, podendo sua eliminacio ser feita através da urina e da respiracéo (Fig.
5). Dessa forma o material foi reabsorvido e metabolizado (Ali ef al., 1993a).

Bioreabsorcao
Hy0 .
PGA Acido Glicélico —
Ha0
PLA Lactato Glicina
Piruvald e Serina
Acetil CoA
o
CcO
Citrato
Cich .
b :fe: Urina
Fens
co””
|

Fosforilagao oxidativa — H,0
l
ATP

Figura 5 — Rota metabdlica de bioreabsor¢do de polimeros bioreabsorviveis.

Em estudos in vivo, o processo de biodegradacfio e bioreabsor¢io € um mecanismo
complexo de eventos celulares € bioquimicos. Com o implante do material sintético, o organismo
promove uma tipica resposta a uma reagdo inflamatéria de corpo estranho. A influéncia na
degradacfio pela presenca de perdxidos, enzimas e células fagocitarias, representa ainda hoje um
importante enfoque nas pesquisas dos polimeros bioreabsorviveis (Chu, 1999 e Sung er al,. .
2004).

A degradacfio in vitro do material mostra-se como uma boa alternativa quando comparada
aos estudos in vivo, fundamentais e necessarios na avaliaciio de polimeros bioreabsorviveis como
suporte na engenharia de tecidos. Os custos sio menpores, 0 processo pode ser acelerado e as

condicBes do ensaio, como temperatura, pH, produtos e subprodutos de degradagfio, podem ser
quantificadas e monitoradas (Luciano et al., 2003 ¢ Laine et al., 2004).
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2. 4 Fatores que inflaenciam a degradacio

Muitos fatores determinam a resposta inflamatéria e a taxa de degradacfio dos polimeros
bioreabsorviveis, entre eles: local de implante, solicitagio mecinica, massa molar, distribuicio da
massa molar, composicdo quimica/esterioisométrica, cristalinidade, sua morfologia, envolvendo
o tamanho e geometria do suporte desenvolvido, porosidade, rugosidade da superficie, energia
livre de superficie, carga da superficie, pH, presenca de aditivos ¢ outros (Middleton ef al., 2000).

Dentre esses fatores podemos destacar:

2.4.1 Localizaciio do Implante

Na localizacdo do implante deve-se levar em conta a vascularizagio local ¢ a solicitagio
mecinica. Se um polimero bioreabsorvivel é implantado num local de alta vascularizagio (grande
atividade vital), sua velocidade de degradacdo serd mais rapida em relagiio a uma regifio menos -
vascularizada, de fun¢bes passivas. Locais de grande solicitagfio mecédnica também t€m sido
descritos como aceleradores da degradacio (Hollinger ef al., 1986).

2.4.2 Composicio Quimica

No caso do poli(4cido lactico), a quiralidade do carbono o permite a sintese de compostos
enantidmeros, levo (L) e destro (D) rotatdrios, dando origem a uma familia de polimeros: poli(L-
acido lactico) (PLLA), poli(D, L-acido lactico) (PDLLA) e copolimeros em diferentes
proporgdes. Segundo Bendix (1998), devido a distribuicio aleatéria das unidades L ¢ D na cadeia
polimérica, o polimero racémico nio possui dominios cristalinos, sendo um material amorfo e
com propriedades mecénicas significativamente menores quando comparado ao semicristalino
PLLA. A cinética de hidrélise do PDLLA tem sido verificada e demonstra ser mais rapida do que
o PLLA (valores na Tab. 1).

O grupo metila presente nas cadeias de PLA € responsavel pelo impedimento estérico na
reagio de hidr6lise. Dessa forma, a presenca de unidades de 4cido glicélico favorece a penetragio
da 4gua e conseqlientemente a taxa de degradagfio. Publicada em 1977, a Fig. 6 mostra a meia-
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vida (perda de massa em 50%) em fungfio da razio de unidades de acido lactico e 4cido glicolico
em copolimeros PLGA implantados em ratos. Para copolimeros PLGA, a composi¢io quimica
das unidades de 4cido lactico e 4cido glicolico é avaliada como fator determinante na degradagiio
por hidrédlise. Neste estudo, Miller et ¢l (1977) avaliaram a degradagio in vivo, durante 11
meses, de amostras de PLA (100), PLGA (25/75), PLGA (50/50), PLGA (75/25) e PGA (100),
através da inclusio de isétopos *C e H na cadeia polimérica. Medindo-se a perda de
radioatividade dos implantes em ratos, os autores concluem que a meia-vida é menor para as
amostras de PLGA (50/50) e esta fundamentalmente relacionada com a cristalinidade dos

materiais.

Meinwvida (meses)

& PLA 100
100 PGA 1]

Figura 6 — Perda de massa (em meses) de polimeros bioreabsorviveis em funcio da
composic¢io quimica (adaptado de Miller ef al.,1977).

2.4.3 Cristalinidade

A influéncia da cristalinidade na velocidade de degradacio dos polimeros bioreabsorviveis
foi relatada por Fischer et al. (1973) através de distribui¢Oes trimodais da massa molar ponderal
média (Mw) utilizando dados de degradacio in vitro para copolimeros de PDLLA. A degradagéo
de polimeros semicristalinos ocorre, fundamentalmente, em duas etapas:

Devido & disposiglio espacial das cadeias poliméricas, o efeito da cristalinidade influi na
taxa de absorgéo de dgua pelo polimero. A primeira etapa de degradagfo consiste na penetracio ¢
difusfio das moléculas de agua nas regides amorfas do material, e subseqliente cisfio hidrolitica
das ligacbes ésteres das cadeias poliméricas. A segunda ocorre quando parte considerdvel da
regifio amorfa estd degradada, e prossegue no centro dos dominios cristalinos (Li, 1999). Dessa
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forma, para polimeros parcialmente cristalinos, a literatura descreve um aumento porcentual da
porcdo cristalina devido a formacfo de novos cristais, através do rearranjo das cadeias de menor
massa molar originadas no processo de degradacio (Duek ef al., 1999).

2.4.4 Geometria ¢ morfologia

A influéncia da porosidade e geometria do suporte polimérico é também relatada como um
dos fatores determinantes na velocidade de degradacio e indugfo ao crescimento celular (Wu ef
al., 2004).

Os principais estudos da influéncia da morfologia na degradagio dos suportes
bioreabsorviveis t€m sido realizados pelo grupo de pesquisa liderado por Antonic G. Mikos, da
Universidade de Rice, EUA. Com diversos trabalhos ¢ patentes relacionadas a metodologia de
preparo de suportes bioreabsorviveis e suas aplicacdes, Mikos propde, no inicio da década de 90,
que a taxa de penetragfic e crescimento celular em suportes porosos esté diretamente relacionada
- com o tamanho e a distribui¢fio do tamanho dos poros no material (Mikos et al., 1993a).

Os autores, num extenso estudo, prepararam réplicas porosas de PLLA (amorfo e cristalino)
e PLGA (50/50) através da técnica de evaporagio de solvente com adigio de cloreto de sodio,
com particulas de sal variando entre 250-500 pm, obtendo suportes que possuiam em média 85%
de porosidade, com tamanhos de poros variando entre 50-150 pm. Através de implantes
subcutineos, a invasfo celular foi avaliada em 25 dias de experimento. Os autores concluem que
a invasdo e o crescimento celular estio diretamente relacionados com o tamanho dos pOIOS € 2
cristalinidade do material. Na faixa de 50-150 pm, para ambos os polimeros, quanto maior o
tamanho do poro do material maior foi a taxa de crescimento celular devido a facilidade de

difusio dos mutrientes nos fluidos orgénicos locais.
Estudos da degradagéo de membranas densas e porosas de PLLA em tampdo fosfato (pH

7,4) (Barbanti et al., 2002) e em meio de cultura HAM F10 (Barbanti er al., 2004a) mostram que
o efeito autocatalitico € observado nos suportes densos quando comparadas aos porosos,

15



entretanto, o tamanho do poro nfio mostrou ter influéncia na morfologia das amostras durante o
periodo de degradagéo, nem em funcfo da adesfio celular (Santos et al., 2001).

Comumente, os fatores que influenciam a degradagio sdo estudados conjuntamente. Lu er
al. (2000b) avaliaram a composi¢do quimica e a morfologia durante a degradaco in vitro e in
vivo de copolimeros de PL.GA. Foram preparados suportes porosos de PLGA (85/15) e PLGA
(50/50) através do processo de adic@io de sal e subseqiiente evaporagfio do solvente. Os autores
concluem que a variagio da concentracio e tamanho dos poros também ndo tem influéncia
durante a degradaciio dos materiais ¢ que as amostras de PLGA (50/50) degradam mais
rapidamente que as de PLGA (85/15) devido a maior porcentagem de unidades de éacido
glicolico.

2.5 Técnicas de preparo dos suportes porosos

Como morfologia preferencial para uso na engenharia de tecidos, suportes porosos tém sido
preparados por diversas técnicas. Publicadas na literatura cientifica (concomitantemente as
requisi¢Oes de patentes nos EUA), as técnicas de preparo de suportes porosos foram descritas em
culturas de células especificas, e ainda representam um importante enfoque em desenvolvimento
(Williamson er al., 2004). Entre as técnicas podemos destacar: unifio de fibras (fiber bonding)
(Mikos et al., 1993b), evaporagio de solvente com adigio e lixiviacio de sal (solvent casting,
particulate leaching) (Mikos et al., 1993¢), inversdo de fases (Pezzin et al., 2002), injecdo de gés
(Harris et al., 1998), deposi¢do por fusdo (fused deposition modeling-FDM) (Hutmacher et al.,
2004), freeze-dried (Patist et al., 2004), sinterizacdo por laser (Williams ef al., 20035) ¢ outras.

O processo de fiber bonding foi descrito em diversos experimentos relacionados a cultura
de condrécitos e formacgdo de cartilagem (Vacanti ef @l., 1991; Freed et al., 1993, Sittinger ef al.,
1996; Cao et al., 1997; Rotter ef al., 1998 e, Temenoff et al., 2000). Usando preferencialmente
PGA para o preparo dos suportes, a tecmca permite a fusdo de fibras entre os pontos de contato,
com porosidade superior a 81% e poros com tamanho de 500 pm.
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O processo de evaporacio de solvente com adi¢io e lixiviagiio de sal mostra-se til na
confecgdio de suportes com grande variagfo de porosidade (47 a 97%) e didmetro de poros (50-
500 pum). A porosidade pode ser controlada pela quantidade de sal adicionado € o tamanho dos
poros pelo tamanho dos cristais de sal. A técnica permite uma boa reprodutibilidade, com
interconex@o dos poros (Mikos et al., 2000).

Diversos autores citam o processo de evaporagdo do solvente .com desvantagens
significativas para a cultura de c€lulas. Para Harris et al. (1998), Mikos et al. (2000) e Sarazin ef
al. (2004), existem desvantagens nos processos de preparacéo de amostras porosas que requerem
o uso de solventes orginicos. As técnicas de casting e inversfio de fase podem deixar residuos
que influenciario na cultura celular, além de impossibilitarem a inclusio de agentes

farmacologicamente ativos durante o preparo.

Uma alternativa ao método de evaporacio do solvente com inclusdo de sal € a técnica de
fusdio aliada 3 extrusfo de pinos e tubos (Jeong ef al., 2004; Barbanti ef al., 2004b e Boccaccini ef
al., 2005). Na fabricagiio de fibras ou tubos por extrusdo, altas temperaturas sdo requeridas e
podem degradar o material gerando produtos e subprodutos t6xicos. A alta temperatura também ¢é
um fator desvantajoso quando o material estd incorporado de outros materiais organicos, como 0s
fatores de crescimento (Chen er al., 2004).

Nos tltimos anos, Dietmar 'W. Hutmacher, da Universidade de Singapura, tem se destacado
mundialmente pelo preparo de suportes com fibras de PCL, através da técnica de fusiio por
deposicio (FDM), gerando suportes porosos na forma de redes com arquitetura precisa em escala
nanométrica (Hutmacher, 2000 e Hutmacher et al, 2004).

Desenvolver novas técnicas e aprimorar as ja desenvolvidas continua sendo importantes
enfoques de estudo na utilizagio de polimeros bioreabsorviveis na engenharia de tecidos
(Altpeter ef al, 2004). Por exemplo, aliar o processamento do material & inclusfio de fatores de
crescimento € um dos desafios atuais. Os fatores de crescimento so requeridos para promover a

vascularizagdo, vasodilatacio, inibigio de plaquetas, fornecimento de oxigénio e nutrientes
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necessarios para viabilizar o sucesso da cultura de células e dos implantes (Huang ef al., 2004 ¢
Rai et al., 2005).

2.6 Aplicacgbes e produtos da engenharia de tecidos

Existem diversos relatos na literatura de experimentos que visam a reproducgfic total ou
parcial de estruturas anatdmicas humanas, seja para terapia ou para reconstru¢io. Em franca
expansdo, os produtos preparados pela engenharia de tecidos (TEPs-Tissue-Engineered
Products) estio em fase de aprovagio pelo FDA. A Tab. 2 adiante mostra a relagiio de produtos
aprovados pelo FDA e atualmente em comercializagdo (Lysaght ef al., 2004).

As reconstituigdes da pele pela engenharia de tecidos destacam-se como os primeiros
produtos comerciais disponiveis e aprovados pelo FDA. O primeiro lancamento {Apligraf®),
indicado para flceras em pacientes diabéticos ¢ produzido a partir de cultura humana de prepiicio
de recém-nascidos. O produto € wum composto bilaminar, constituido de derme e epiderme, e
comercializado como um equivalente de pele humana. A camada dérmica é produzida usando-se
uma cultura de fibroblastos em uma base de coldgeno bovine do tipo 1. Apds a maturagic em um
bioreator, a epiderme € formada pela inoculagéio de gqueratindcitos, sobre a camada de matriz
extracelular produzida pelos fibroblastos dérmicos. A auséncia de outras céhulas da epiderme no
produto final, como os melandcitos, células de Langerhans (células apresentadoras de antigeno), e
células de Merkel (tidas como mecano-receptores), ndo limitam sua aplicacdio. Um produto
similar ao Apligraf®, e também aprovado pelo FDA, é o OrCel®, diferenciando-se por utilizar
culturas de células autélogas (Auger ef al., 2004).

Tabela 2 — Produtos preparados pela engenharia de tecidos e aprovados pelo FDA. (dez/2002).

Produte Empresa Lancamento Descrigiio
Apligraf® Organogenesis Inc. 1998 Equivalente de Pele Humana
. : Cultura autéloga de

Carticel® Genzyme Co. 1999 , condrécitos
Dermograft®* Smith&Nephew Co. 2001 Equivalente de Pele Humana
OrCel® Ortec International Inc. 2001 Equivalente de Peie Humana

*( produto teve sua producio interrompida pela Smith&Nephew Co.
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Outro produto também aprovado pelo FDA, mas com sua produciio e comercializagio
descontinuada, é o Dermagraft®. Produzido por técnicas da estratégia II da engenharia de
tecidos, o produto ¢ um substituto dérmico e utiliza um suporte de PLGA para o cultivo de
fibroblastos humanos, também obtidos de prepucio de recém-nascidos. O material degrada
durante a cultura de células, servindo como suporte para a proliferagio e secregio da matriz
- extracelular. Outros produtos sfio atualmente pesquisados para aplicagdes especificas na
reconstrucio de pele, incluindo o cultivo de fibroblastos e queratinécitos em microesferas de
PLGA e outros materiais (Seal ef al., 2001).

"Durante a década de 90, grandes investimentos foram feitos em pesquisa e
desenvolvimento de TEPs cartilaginosos. Atualmente, o Unico produto comercial aprovado pelo
FDA é o Carticel®, uma expanséo in vitro de cultura autbloga de condrocitos. O produto tem tido
sido indicado para defeitos cartilaginosos sintométicos dos condilos femorais (lateral e medial).,
geralmente causados por traumas de repeticio (Browne et al., 2000).

Em pesquisas com tecidos cartilaginosos, os polimeros bioreabsorviveis sdo amplamente
utilizados (Kamil et al, 2004). A literatura tem descrito véarios estudos de reconstruciio de
complexas estruturas anatdmicas, liderados mundialmente pelo grupo de pesquisa do cirurgidio
Joseph P. Vacanti, o anestesiologista Charles Vacanti, ambos da Universidade de Harvard, ¢ pelo
engenheiro quimico, Robert Langer do MIT (Massachusetts Institute of Technology). Usando
suportes de PGA e PLA sfo relatados reconstrucBes cartilaginosas na forma de uma orelha
tumana (Kamil ef al., 2004), (Shieh ef al., 2004), do septo nasal (Tay ef al, 2004 e traquéia
(Kojima ef al., 2004). Preparados pelo processo de fiber bonding, o suporte é inoculado com
condrocitos e inserido em Dbioreatores. Os resultados histologicos mostram neotecido
cartilaginoso, abundante em componentes da matriz extracelular de cartilagem hialina e elastica:
4cido hialurbnico, sulfato de condroitina e coldgeno do tipo IL

Nos Gltimos anos, mundialmente sSo descritos experimentos que visam a reproducéio total

ou parcial de estruturas anatdmica humana, como por exemplo: tecido hepatico (Obashi ef al,
2005), dente (Duailibi ef al, 2004), mandibula (Abukawa et ai., 2004), nervos periféricos (Hsu ef
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al., 2004), valvulas e ductos urologicos (Atala, 2004), menisco (Pezzin et al., 2003a), vasos
(Opitz et al., 2004) e regeneracéo de tecido 6sseo (Ishaug-Riley et al., 1998).

2.6.1 Novas perspectivas na engenharia de tecidos

A utilizagfo de cultura de células sobre materiais sintéticos € antiga ¢ vem sendo utilizada
em inimeras dreas da engenharia biomédica. A cultura celular in vitro permite diagnosticar
doencas, avaliar a citoxicidade de um material, mutagenicidade, propagar virus para a confecgio
de vacinas, assim como para a sintese especifica de moléculas orgnicas de alta complexidade.
Os procedimentos dos experimentos sfo atualmente padronizados e protocolados. Aplicada &
engenharia de tecidos, a cultura celular, além de fornecer dados relativos a citotoxidade ¢ &
indugfio ao crescimento, representa o inicio da recomposicdo do tecido natural. Assim, é de
fundamental importincia o conhecimento das caracteristicas de adesfio e diferenciacio celular
durante o processo (Anselme, 2000).

A interagfio entre material sintético e célula depende fundamentalmente das caracteristicas
da superficie do material. A topografia, propriedades quimicas e energia de superficie
determinam como as moléculas biolégicas serfo adsorvidas e subseqiienternente as células do
meio. Recentemente, a produgéio de suportes feitos de células e de hibridos de hidrogéis e células
tem sidoe um novo enfoque de pesquisas na engenharia de tecidos (Tsang er al., 2004).

Além do uso de culturas primérias e linhagens j4 estabelecidas (Santos ef al., 2004), células
tronco tém tido um importante destaque. Avancos significativos tém sido feitos em regeneragiio
éssea pelo uso de células mesenquimais (Uematsu et al., 2005).

O desenvolvimento de novos materiais pode ser citado também como um setor de
vanguarda na engenharia de tecidos. A sintese polimeros hibridos pela adi¢dio de unidades de
aminoécidos e/ou peptideos busca materiais especificos ¢ que estimulem a ancoragem celular,
bem como a proliferaco e diferenciaciio baseada nas caracteristicas biogquimicas das células e de
suas membranas (Chen ef al., 2004). Estudos com blendas e copolimeros de materiais aprovados
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pelo FDA e em uso comercial representam também uma alternativa de novos suportes (Pezzin ez
al., 2003b).

Mesmo sendo estudados ha décadas, os polimeros bioreabsorviveis tern tido aplicacdes em
segmentos pouco correlacionados. Recentemente, uma forma injetdvel de PLLA foi aprovada
pelo FDA para comercializagéio, indicada a pacientes com lipodistrofia causada pelas drogas
antiretrovirais na terapia contra o virus HIV (Moyle et al., 2004).

Apesar de revoluciondria e com grandes perspectivas de comercializagio de novos
produtos, a engenharia de tecidos tem suas limitagSes. O avango das técnicas de cultura de
células e dos suportes utilizados ainda nfo permite que os tecidos e 6rgdos sejam reproduzidos
com toda sua complexidade. Tecidos feitos de um tnico tipo histologico vém sendo abordados
conforme o exposto anteriormente. Entretanto, a reconstru¢do ir vifro de um Orgéio completo €
muito mais complexa, visto que eles sfo formados por mais de um tipo de tecido que interagem

entre si e possuem funcdes complementares.

Como base para a composicdo de um novo tecido, os polimeros bioreabsorviveis vém
sendo amplamente estudados para uma melhor compreensio dos fatores que influenciam sua
biodegradacfio, bioreabsor¢dio e a forma com que interagem com os elementos biologicos. Os
produtos e técnicas ja desenvolvidas vém servindo como um dos alicerces desta complexa 4rea de
conhecimento que € a engenharia de tecidos. Neste trabalho, enfocamos o estudo das técnicas de
preparado de dois diferentes polimeros bioreabsorviveis, caracterizando-os quanto as suas
propriedades térmicas, morfologicas e mecénicas, avaliando-os em estudos in vitro € in vivo.
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Capitulo 3

Materiais e métodos

3.1 Preparo dos suportes

Suportes de polimeros bioreabsorviveis foram preparadas utilizando-se poli(D,L-4cido
latico-co-dcido glicélico) (50/50) (PLGAS0) (Mw 65.000 g/mol), fomecido pela Purac
(Groningen, Holanda) e poli(e-caprolactona) (PCL) (Mw 100.000 g/mol), fornecido pela Sigma
(St. Louis, EUA). Foram preparados suportes densos e porosos pelo processo de evaporagéo de
solvente e por fusdo.

3.1.1 Evaporacio do solvente {Casting)

Membranas densas foram preparadas dissolvendo-se ¢ polimerc & temperatura ambiente,
em cloreto de metileno (CH>Cly) (Merck) na concentragio 10% (m/v). A solugdo polimero-
solvente foi vertida sobre placas de vidro e a evaporacdo do soivente foi realizada de forma
controlada, em cuba saturada de solvente, conectada a uma corrente de ar comprimido, seco e
filtrado, por aproximadamente 24 h (Fig. 7).

Membranas porosas foram preparadas de maneira andloga as densas, incluindo-se apds a
dissolugdio, citrato trissédico (CeHsNaz;0,.5H,0) (Merck) na concentragio de 50% (m/v) — em
relacdo 4 solugdo polimero/solvente ~ com granulometria de sal previamente estabelecida na
faixa entre 180 e 250 pm. Apds a evaporagdo do solvente, as amostras contendo sal foram
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cortadas em réplicas de 3 cm x 3 cm, ¢ discos de 6 mm de didmetro para amostras densas. As

amostras foram acondicionadas num dessecador sob vacuo até 0 momento da sua utilizagio,

--Ar
Solvente Soivente
Ar
i Polimero T ——
U v

Figura 7 — Preparo de suporte de polimeros bioreabsorviveis pela técnica da evaporacgio de

solvente (casting).
3.1.2 Fuséo

Amostras densas foram preparadas por fusfio seguida de injecfio manual em moldes
cilindricos utilizando-se uma mini injetora Mini Max Molder (LMM-2017). Ambos os materiais
foram fundidos a 160 °C durante aproximadamente 3 min. Apés a fusdo do material injetou-se a
massa polimérica no molde, mantido e resfriado a temperatura ambiente. Amostras porosas foram
preparadas de forma andloga as densas, adicionando-se, durante a fusfo, citrato trissédico
(CeHsNaz;O7.5H20) (Merck), com uma granulometria do sal previamente estabelecida entre 180
250 pum, na concentragio de 2:1° (massa de sal:massa de polimero). As amostras foram cortadas

em réplicas de 6 mm de comprimento.

[=]]1=]]|
o saokae 1

74

Figura § — Preparo de suporte de polimeros bioreabsorviveis pela técnica da fusdo.

* A concentragio (2:1) de sal utilizada foi a méxima possivel durante o processo de injeg@io manual.
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3.1.3 Lixiviacdie do sal das amosiras

Para a retirada do sal, ¢ conseqiiente formac&o de poros, as amostras foram imersas, durante
30 h, em 4gua destilada, drenada e reposta em periodos de aproximadamente 6 horas (Fig. 9).

Apés banho em etanol, as amostras foram secas a temperatura ambiente e submetidas a vacuo.

Pino com sat Lixiviacio Fino Poroso

Figura 9 — Lixiviag&o do sal em amostras de polimeros bioreabsorviveis.

3.2 Técnicas de caracterizagio

3.2.1 Variacdo de pH

Durante os periodos de retirada das amostras foram realizadas analises de pH (Micronal
B474) com subsegiiente troca da dgua de imersdo.

3.2.2 Massa normalizada

A variagfio de massa das amostras foi avaliada pela massa normalizada, obtida através da
relagfio entre a massa inicial ¢ a massa experimental. As andlises foram realizadas em triplicata.
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3.2.3 Microscopia ética com luz polarizada (MO)

A caracterizaco 6tica do material foi realizada utilizando-se um microscopio Stereoscopio
Olympus SZ 40 com sistema automatico de fotografia.

3.2.4 Microscopia eletronica de varreduara (MEV)

A morfologia das amostras foi caracterizada por microscopia eletrbnica de varredura
utilizando-se um microscopio Jeol (JXA 840A). As amostras foram fraturadas em N; liquido e
recobertas com ouro-palédio com metalizador Sputer Coater (Bal-Tec — SCD 050) com corrente
de 40 mA durante 200 s, com tensfo de operagio em 10 kV. A anélise das micrografias foi feita
usando-se o programa freeware ImageTool®, fornecido no sitio da Universidade do Texas (EUA)
(Texas Health Science Center, 2005). A anédlise estatistica dos valores de porosidade e tamanho
de poros obtidos pelo apalisador de imagens foi feita pelo teste ANOVA. As diferencas
estatisticas entre os grupos foi realizada pelo teste Tukey ¢, com 5% de significdncia.

3.2.5 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Andlises de DSC (STA '409(3 da Netzsch — Geratebau Gmbh Thermal Analysis) foram
realizadas através de dois aquecimentos no intervalo de varredura de 25 a 200 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de Hélio. Foram avaliados os valores da temperatura
de transicio vitrea (Tg), cristalizacfo (T¢), fusio (Tm), variaglio da entalpia de cristalizacggio
{AHc) e fusdo (AHm). Para o célculo do grau de cristalinidade das amostras de PCL considerou-
se a equacdo (1) a seguir:

GraudeCris talinidade (%) = 227 Z8He) 100% M
AH 100%

Onde:

AHm = entalpia de fusdo experimental (J/g)

AHc = entalpia de cristalizaco experimental (J/g)

AHi00% - 139,5 J/g (Entalpia de fusio para um polimero 100% cristalino) (Eldsater et al., 2000).
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3.2.6 Analises termogravimétricas (TGA)

Através da técnica de TGA foi possivel obter informacdes sobre a estabilidade térmica da
amostra. As amostras foram aquecidas de 25 a 400 °C (taxa de aquecimento de 10 °C/min) sob
atmosfera de Hélio. Foi possivel avaliar a temperatura de inicio da degradacio térmica (Tonser)
das amostras utilizando-se o equipamento STA 409C da Netzsch (Gerdtebau GmbH Thermal
Analysis).

3.2.7 Ensaio mecinico de flexiio

Em uma MTS TestStar II, amostras densas e porosas foram submetidos a ensaios de flexdio
de trés pontos segundo a norma ASTM D790-95a (Ferreira, 2002). Utilizou-se célula de carga de
100 kgf (com fundo de escala de 10 kgf), velocidade de ensaio a 0,05 mm/s, com distincia entre
as duas extremidades de 18 mm. As relagfes descritas a seguir (Eq. 3 e 4) foram utilizadas para a
determinacdo da tensfo e do alongamento (Nielsen, 1974). O moédulo de Young (E) foi

determinado pelo coeficiente angular da regido linear da curva tensfio x deformacio.

_ 8FLo
nD’ 3)
6DY
E= 5
Lo 4

Onde:
o = tensdo (MPa)
¢ = alongamento (%)

F = forca (N)
Lo=18 mm

Y = deformagio (mm)
D= didmetro (mm)
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3.2.8 Cromatografia de permeaciio em gel (GPC)

A anélise de GPC, realizada pelo Instituto de Pesquisa Tecnolégica (IPT), Sdo Paulo/SP,
permitiu a avaliagdo da massa molecular ponderal média (Mw), massa molecular numérica média
(Mn) e do indice de polidispersdo (IP). As amostras de aproximadamente 200 pL foram
dissolvidas em THF ¢ avaliadas com base em curva padrio de poliestireno.

3.3 Estudos de degradaciio in vifro

Apbs preparo dos suportes e caracterizagfio inicial, as amostras foram submetidas ao estudo
do efeito da lixiviagdo do sal e a ensaios de degradacéo in vitro em tampéo fosfato e NaOH.

3.3.1 Efeito da lixiviac#o do sal

Para o estudo do efeito da lixiviagdo do sal utilizou-se amostras de membranas densas e
porosas, ¢ pinos densos e porosos preparados com molde de 3 mm de didmetro. Apos a
evaporacdo do solvente ou resfriamento, as amostras sem adi¢ido de sal € contendo citrato de
sodio foram, separadamente, imersas em 40 ml de 4gua destilada por até 35 h, na temperatura
ambiente. Apés periodos de 1, 6, 20, 24 e 30 h, as amostras foram retiradas, imersas em etanol
por 1 h, secas na temperatura ambiente e submetidas a vacuo. A cada periodo analisado, 2 4gua
de imerséo foi drenada e reposta. Para o estudo do efeito da lixiviagsio do sal as amostras foram
caracterizadas pelas técnicas de variagiio do pH, variagdo da massa normalizada, DSC, TGA e
MEV.

3.3.2 Degradacio in vitro em tampdo fosfato (pH 7,4)

O estudo da degradacfio em tampéo fosfato foi realizado com amostras tubulares densas e
porosas, obtidas pelo processo de fusdo, utilizando-se molde cilindrico com dimensdes 4 mm x
50 mom com haste interna, de 1,4 mm de didmetro, posicionada centralmente ao molde. Apés o
preparo ¢ lixiviacio do sal as amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio contendo meio
de tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,4, e mantidas em banho a 37 + 0,5 °C. Apés perfodos de 1, 2,
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3 semanas para PLGASO0 e 8, 20, 32, 52 semanas para PCL, as amostras foram caracterizadas
pelas técnicas de MEV, TGA, DSC, GPC e ensaio mecénico de flexéo.

3.3.3 Degradaciio in vifro em NaOH

O estudo da degradacio em meio alcalino foi realizado com amostras de suportes densos,
preparados com molde de 3 mm, de PCL e PLGAS50 em solucdes aquosas de hidréxido de s6dio
{NaOH). Foram utilizadas solugfes com concentracdes 0,01 mol/L, 0,1 mol/L, 0,5 mol/L e agua
destilada como controle. O pH das solu¢des foi calculado pelas relagdes a seguir:

pOH = —log[OH "] () .

pH + pOH =14 ©)

Pela substituicdo da Eq. 6 na Eq. 5 tem-se a Eq. 7:

pH =log[OH 1+14 ™

Tratando-se de uma base forte, o grau de dissociagdo do NaOH pode ser considerado 100%
em solucdo aguosa. Dessa forma, a concentragio da hidroxila presente no meio pode ser
calculada pela concentrac@ic de hidréxido de sédio, i.e. [NaOH] = [OH]. Pela substituicdo dos
valores na Eq. 7, temos: agua destilada = pH 7; 0,01 mol NaOH/L = pH 12; 0,1 mol NaOH/L =
pH 13 ¢ 0,5 mol NaOH/L = pH 13,7.

O acondicionamento foi feito de forma similar ao estudo com tampéo fosfato, e os tubos de
ensaio foram mantidos em banho a 37 £ 0,5 °C. Apés periodos de 1, 2, 4, 8 e 15 semanas para
PCL e 1, 2 e 3 semanas para PLGAS0, as amostras foram retiradas e lavadas abundantemente
com agua destilada e posteriormente com etanol. O material foi caracterizado em cada periodo
pelas técnicas de MEV, DSC, ¢ variagio de massa.
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3.4 Cultura de células

Sobre amostras de PCL e PLGAS50 preparadas pelo processo de fusio e prensadas entre
duas laminas de vidro, a cultura de células foi realizada com osteoblastos fetais humanos da
linhagem hFOB 1.19 (human fetal osteoblast), fornecidos pela American Type Culture Colection
(ATCC) dos EUA. As células foram mantidas em meio HAM F-12 (Sigma, St. Louis, EUA) com
15 % de soro fetal bovino (SFB) (Nutricell), a 37 ° C, com a troca de meio realizada a cada dois

dias, e repiques sempre que a cultura atingisse a confluéncia.

Os materiais utilizados nesse trabalho foram previamente esterilizados por imersio em
solugdo alcodlica 70 % por 24 h, lavados em meio de cultura HAM F-12 sem soro fetal bovino ¢
incubados neste meio por 24 h a 37 °C antes da inoculagfio celular. A presenca do meio de cuitura
durante o periodo de imersfio permitiu avaliar a esterilidade dos materiais a serem utilizados,
além de retirar o dlcool presente, permitindo dessa forma que o metabolismo celular ndo fosse
alterado.

3.4.1 Teste de adesio celular

A adesdo celular foi realizada com modificaciio do método descrito por Mosmann (1983).
Discos de Teflon® e amostras porosas de PCL ¢ PLGAS0 foram preparadas conforme descrito
anteriormente. Para este experimento utilizou-se a propria placa de polipropileno (Coming), livre
de qualquer tratamento, como controle positive, ¢ discos de Teflon® como controle negativo. Os
pocos zeoeberam 100 ul. de meio de cultura HAM F-12 sem soro, ficando incubados por 24 h a -
37°C. O meio foi retirado e 100 uL de suspensfio celular (3.10° células/mL) contendo meio HAM
F-12 com 15% SFB foram incubadas por 2 h em estufa a 37 °C. Ao fim do tempo de incubacio,
o meio foi removido, adicionando-se em seguida 100 pl. de meio fresco com 50 ul. de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1}-2,5 difenil brometo de tetrazolium (MTT) (5 mg/ml) e mantendo a placa em
estufa a 37 °C por mais 4 h. Apés o tempo de incubagdo, 100 pL de isopropanol acido {dlcool
isopropilico com cido cloridrico 0,04 mol/L) foram adicionados por poco e a placa colocada em
agitador orbital por 15 min. Apls serem agitadas, as solugbes contidas em cada pogo foram
transferidas para uma nova placa, a2 qual foi colocada em leitor de microplacas Multiskan
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(Bichromatic Version 1.06) ¢ lida com comprimento de onda de 540 nm. Através da reaciio do
MTT foi possivel ler a absorbéncia de todos os tratamentos, a qual permitiu avaliar o nimero de
células vidveis. Foram medidas as absorbancias de todos os diferentes substratos em oito
repeticOes. As andlises estatisticas dos valores obtidos foram realizadas pelo teste ANOVA, e as
diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pelo teste Newman-Keuls.

3.4.2 Microscopia eletrénica de varredura na cultura de células

A andlise morfoldgica das células foi realizada através da inoculagio de 3.10° células/mL
em amostras porosas de PCL e PLGAS0. As células foram mantidas em meio HAM F-12
(Sigma) com 15% de SFB (Nutricell). Como controle utilizaram-se células cultivadas em
laminulas de vidro nas mesmas condigbes de cultura. Apos 24 h de incubacio, o meio de cultura
foi retirado e as amostras foram fixadas em solugdio de Kamovisky (paraformaldeido 4 %,
glutaraldeido 2,5 % em solugfo de tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 7.4), e pés-fixadas com 1 % de
tetroxido de 6smio em tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,4, por 15 min a 4 °C. As amostras foram
desidratadas em uma série de concentragdio crescente de etanol por 15 min/banho (50 %, 70 %,
95 % e 100 %). O material foi submetido & secagem no ponto critico (Balzers CPD030) e
metalizado com ouro (Balzers SCD 050). As observagdes e fotografias foram feitas utilizando-se
o microscopio JEOL JSM~5800 Low Vacuum.

3.4.3 Espectrometria de energia dispersiva de raios-x (EDS)

Para a realizac8o da microanilise de EDS foram utilizadas as mesmas amostras processadas
para andlise morfolégica em microscopia eletrénica de varredura. Para a identificacio e
quantificacio dos elementos presentes nas diferentes condiges experimentais, as amostras foram
submetidas 4 andlise da espectrometria dispersiva de raios-x com a utilizagio de sonda de
microanalise em microscopio JEOL JXA-840A (Electron Probe Microanalyzer).
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3.5 Estudo in vivo

O estudo in vivo dos materiais foi realizado através do implante em tibia de ratos de
amostras densas e porosas de PCL e PLGAS50 preparadas pelo processo de fusfio, com molde de 2
mm de didmetro. Foram utilizados ratos Wistar de ambos 0s sexos, com idade e massa de
aproximadamente 3 meses e 400 g, respectivamente. Os animais sio provenientes do biotério do
Centro de Ciéncias Médicas e Biologicas de Sorocaba, pertencente a Pontificia Universidade
Catolica de Séo Paulo (CCMB/PUCSP). Os animais permaneceram no biotério recebendo ragio
comercial e dgua ad libitum.

3.5.1 Implante dos suportes de PCL e PLGAS0

Os ratos foram pesados ¢ submetidos & anestesia geral com uma solugdo de ketamina 5 %
(100 mg/kg) e cloridrato de xylazina 2 % (6 mg/kg), por via intramuscular. Apés a tricotomia € a
anti-sepsia da regifo medial da pata traseira, foi realizada uma incisio longitudinal na pele de
aproximadamente 2 cm, ao longo da borda anterior da tibia. Com auxilio do bisturi, o tecido
muscular foi seccionado e afastado até a exposi¢iio do peridsteo e do tecido ésseo. Com o uso de
um micromotor (LB 100-Beltec) e uma broca de 2 mm de diimetro (Carbide) foi produzida uma
cavidade no terco proximal da diafise tibial. A cavidade foi produzida na camada cortical
atingindo o canal medular permitindo a introdugiio do material. O procedimento foi realizado em
apenas uma pata para cada rato. O tecido muscular ¢ a pele foram suturados de forma asséptica e
0s animais permaneceram em gaiolas em grupo maximo de 4 ratos por gaiola até o momento do

sacrificio. Foram feitas observagdes didrias para avaliacdo de suas condi¢cdes de sande.

Apos periodos de 2 dias, 2, 4, 8 e 12 semanas pos-cinirgico, os animais foram sacrificados
por exposicdo 4 ambiente saturado de cloroférmio (Andrade, 2002). Em seguida as tbias foram
dissecadas € o segmento de cada uma delas contendo o material implantado foi retirado para
fixagéio e andlise histolégica. Utilizou-se 4 ratos para cada periodo pés-cirtirgico.
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3.5.2 Processamento do material e microscopia de luz

Apbs excisdo, o processamento consistiu na fixagio do material em formol 10 %, por um
periodo de 24 h a temperatura ambiente. A descalcificaciio foi realizada numa segunda etapa
com uma solugdio de 4cido nitrico e formol (ambos a 10 %). Ap6s a descalcificagiio, Amostras de
PLGAS0 foram desidratadas por série de etanol (70 %, 80 %, 95 % ¢ 100 %), por 30 min cada, ¢
imersas em solucfio de etanol e xileol (proporgdo de 1:1) por 30 min, e em seguida, xilol puro por
40 min. O material foi embebido com xilol e incluido em Histosec® (parafina acrescida de
plastificante DMSO — dimetil suifoxido) por 30 min e em parafina pura por 3 h (2 trocas de 90
min). Amostras de PCL, solaveis em xilol, foram desidratadas conforme descrito anteriormente
e, pré-embebidas em dlcool absoluto e resina na proporgio 1:1 por 3 b, & temperatura ambiente
(para cada 50mL do componente bésico, colocou-se 0,5g de peroxido de benzoila ¢ agitou-se por
20 minutos). A embebicio em resina pura por 48 horas, em dessecador a vicuo a 4 °C. Os
moldes contendo resina e o elemento retificante (de cura) foram acondicionados em estufa a 37
°C por 48 h. Apds inclusdo em parafina liquida a temperatura ambiente, foram realizados cortes
histolégicos em micrétomo para preparac3o das laminas. A observagfio foi feita em microscépio
optico Nikon (E800).
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Capitulo 4

Estudo do Efeito da Lixiviacdo do Sal

Através de andlises morfologicas e térmicas, este capitulo busca avaliar a influéncia da
lixiviagdo de citrato de sédio em suportes porosos preparados pelo processo de evaporagio do
solvente e fuso.

4.1 Variacfio de pH

A Fig. 11 adiante mostra a variagdo do pH de amostras de PCL ¢ PLGAS0 durante 30 h de
imerséo em 4gua destilada (tempo estimado para a completa lixiviacio do sal adicionado). Pelo
grafico € possivel observar que variagbes de pH ocorreram de forma significativa somente nas
amostras preparadas com citrato de sédio. Amostras densas, preparadas sem a adicfio de sal, ndo
variaram de pH durante o periodo estudado. O grafico sugere ainda um decaimento mais
acentuado das amostras de membranas, preparadas por evaporagio do solvente. Apés 30 horas de
imersdo, as amostras preparadas com a adicfio de sal ndo apresentaram variacdes de pH, sendo
consideradas, de forma preliminar, como nio contendo mais sal no seu interior.

A técnica de inclusfo e lixiviagio do sal tem sido fregiientemente utilizada para o
processamento de suportes porosos de pohmeros bioreabsorviveis com aplicaces na engenharia
de tecidos. A Iiterétura descreve a particula geradora do poro (e a ser lixiviada) como porogen, e
as amostras sﬁo normalmente preparadas com NaCl em faixas de tamanho de poros pré-
determinados e imersas em 4gua destilada para a completa dissociagio (Mikos ef al, 2000).
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Imersos em agua destilada durante a retirada do sal, os suportes podem sofrer degradacio por
hidrdlise tio logo o material seja exposto & dgua. A presenca de terminais acidos como produtos
da degradagfio, diminuem o pH do meio (Li ef al., 1999a).

8-
g

6 Amostras porosas
—C- Membrana PCL
—7— Membrana PLGA
5 ~w— Cilindro PCL

§ <> Cilindro PLGA

4 —— HZO € amostras densas
0 10 20 30

Horas

pH

Figura 11 — Variag8io de pH de amostras de PCL e PLGAS50 em fung¢fio do tempo de imerséo em
4gua destilada.

Os resultados de pH durante o processo de lixiviagdo referem-se primordialmente as
~ propriedades fisico-quimicas do citrato de sédio: em solug@o aquosa o citrato apresenta pH entre
7,5 € 9,5 (solubilidade de 50g/L 4gua a 25 °C, Merck, 2005). Durante o processo de lixiviacdo, a
tendéncia de decaimento mais acentuado das amostras preparadas pelo processo de evaporagiio
do solvente pode ser atribuido & geometria da amostra estudada, pois, quanto maior a 4rea de
contato da agua com o sal, mais dpido € o processo de dissociagdo.

O tempo de imersdio para a completa lixiviagdo do sal varia conforme a geometria da
amostra ¢ o tipo de sal utilizado. Os tempos nem sempre sio especificados na literatura, mas
quando divulgados sdo determinados através de métodos de tentativa e erro, ¢ variam desde horas
(Lam et al., 1994 ¢ Barbanti et al., 2002) a dias de imersiio (Mikos ef al., 1993¢ ¢ Hou ef al.,
2003). Em nosso experimento, a equivaléncia entre o pH da solugio contendo a amostra € o pH
da 4gua sugere que nfio ha mais particulas de sal a serem removidas.
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Sendo uma técnica simples e de baixo custo, o valor do pH da solug8o poderia ser utilizado
como medida indireta da retirada do sal. Entretanto, os resultados devem ser avaliados com
cautela, pois o material pode reter particulas circundadas pelo polimero ¢ que impedem a
dissociagio durante o periodo de lixiviagdo. Em nosso experimento, a analise da fratura da
amostra por técnicas de microscopia foi necessaria para confirmar a presenca ou nfo de particulas

de sal no interior do suporte.

A Eq. 8 a seguir estipula uma relagfo entre o tempo de difusfo (tgr [s]) da 4gua no material
e a distincia média a ser percorrida (d [cm]), onde Des ¢ o coeficiente efetivo de difusdo (cm®/s)
(Burkersroda et al., 2002).

d*n

‘" 1D
o

®

Estimado por Crank ez ol (1968) com valor de D = 10 cm?/s e usando-se a Eq. 8,
amostras com 2, 3 ¢ 4 mm de didmetro (para amostras cilindricas) ou de espessura 2 mm (para
membranas) possuem, respectivamente, tgr aproximadamente igual a 9, 20 e 36 dias. De maneira
inversa, fixando-se o tempo em 30 horas, a difusfio da 4gua no material alcancaria uma distincia
de 370 um. Os calculos sfo feitos pressupondo amostras densas, mas nos mostram que, por um

processo passivo ¢ espontineo, a difusfo da dgua e lixiviagdo do sal € um processo lento.

Com materiais semelhantes aos utilizados em nosso estudo, Sung ef al. (2004) avaliaram a
variacdo do pH em amostras de PCL (Mw 11.4000) ¢ PLGA (Mw 40.000 — 75.000) durante a
cultura de cé€hulas de miisculo liso em filmes porosos, preparados pelo processo de evaporagdo do
solvente com adi¢fio de NaCl. Usando a técnica de fluorescéncia para a medida do pH ao redor
do material, as amostras apresentaram significativo decaimento apés 7 dias de cultura, sendo
mais intenso nas amostras de PLGA. Como umas das conclusdes apresentadas, o aumento da
acidez ao redor do implante, diminui a viabilidade celular.

Ambientado na problematica da retirada do sal para a gera¢do de poros, uma técnica ainda
nfio avaliada € o implante em estudos in vive do compdsito polimero/sal, sem o processo de
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lixiviagdo. Agrawal e Athanasiou (1997) avaliaram a degradagdo in vitro em 4gua destilada de
amostras de PLGA (50/50) com a inclusdo de sais basicos (CaCOs;, NaHCO;). Como uma das
conclusdes do estudo, na auséncia de solugbes tamp8o, o pH das solugdes inverte-se de basico
(pela presenca do sal) para acido (devido aos produtos de degradagfio) num tempo médio de 20
dias. Em tecidos biologicos, as variagdes de pH por longos periodos provocam reagdes
histologicas intensas. O sucesso do implante de suportes contendo sal depende também do tipo e
da gquantidade de sal utilizado. Pode-se prever nos tecidos adjacentes aos implantes,
desequilibrios de pH e eletroliticos pelas grandes quantidades de jons Na*, K, CI;, citrato, etc no
volume extracelular. Manter o pH em valores fisiolégicos (pH 7,4) é também fundamental nio
somente nos implantes de polimeros bioreabsorviveis, mas também nas aplicagles como suporte

para cuitura de células.

O tipo do sal utilizado também demonstra ser uma varidvel no processo de producio de
suportes porosos de polimeros bioreabsorviveis. As amostras s30 na grande maioria preparadas
com NaCl, um sal de baixo custo, pH neutro, sistema cristalino ciibico e solubilidade em dgua de
358 g/L. a 20 °C (Merck, 2005). O uso de outros sais tem tido destaque como uma alternativa ao
NaCl. O citrato de sodio utilizado neste trabalho tem maior solubilidade em agua (720 g/L. a 25
°C) facilitando o processo de lixiviagiio, entretanto a sua decomposi¢io térmica ocorre em 230 °C
(Merck, 2005), representando uma limitagdo quanto ao uso de elevadas temperaturas de

processamento.
4.2 Variacfio de massa

Através de varios tipos de processamento, a variaciio da massa é comumente utilizada na
caracterizagfo da degradacfio de polimeros bioreabsorviveis (Mikos ef al., 1993a; Lu et al,
2000b e Hedberg ef al., 2005). O grafico da massa normalizada em fun¢iio do tempo de imersio
em 4gua destilada (Fig. 12) mostra que a imersio em 4gua das amostras densas de PCL ¢
PLGASO0 nfio varia a massa no periodo estudado.

Conforme descrito na Revisfio da Literatura, durante o processo de degradago a variagéo
de massa das amostras de polimeros bioreabsorviveis € precedida por modificagdes na massa
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molar e propriedades mecéinicas. Nossos resultados podem sugerir que a degradacéio, caso tenha
ocorrido, néo foi suficiente para modificar a massa das amostras. Pelos céalculos estabelecidos
pela Eq. 8, durante 30 horas de imerséio em agua, a penetraciio da agua por difusio foi superficial

o [ —

0.75-

nas amostras.

0,50+ Amostras densas
—- Membrana PCL.
—&— Cllindro PCL
1—w— Cilindro PLGA

Massa Normalizada

e
%]
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g

0 10 20 30
Horas

Figura 12 — Variac&o da massa normalizada de amostras de PCL e PLGAS50 em funggo do tempo

de imersdo em agua destilada.

4.3 Microscopia

A caracterizaciio morfolégica das amostras de PCL e PLGAS0 foi realizada por
microscopia eletrdnica de varredura, observando-se a morfologia da superficie superior e da
superficie da fratura das amostras.

A andlise das micrografias de membranas preparadas sem a adicSo de sal indica amostras
com morfologia densa e compacta. Amostras de PCL possuem superficie superior irregular
caracterizada pela presenca de aglomerados do material que geram concavidades entre seus
contatos (Fig. 13A). A andlise da superficie da fratura (Fig. 13B) confirma as concavidades na
superficie, entretanto o material € internamente denso e compacto. Em contraposicso 4s amostras
de PCL, membranas densas de PLGAS50 sfio compactas, planas e mais regulares na sua espessura
(Fig. 13C). Ndo foram observadas mudangas na morfologia das amostras apos 30 horas de
imersdo em 4gua destilada (micrografias nfo apresentadas).
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Membranas de PCL ¢ PLGAS50 preparadas com adicfio de sal, e posterior lixiviag8o durante
30 horas possuem morfologia porosa, apresentando superficie superior irregular com
concavidades geradas pelo encapsulamento das particulas de sal durante o processo de
evaporacdo do solvente. Os poros sdo abertos ¢ indicam a penetra¢fio da dgua no processo de
dissociaco e retirada do sal (Fig. 13D e 13E). N&o foram observadas particulas de sal na andlise
da superficie da fratura das amostras de membranas {micrografias nfio apresentadas), indicando a
interconexfio de poros em toda a espessura do material. Morfologicamente, ndo se observou

diferenca significativa entre a morfologia das membranas preparadas com PCL e PLGAS0.

Membranas com morfologias similares foram obtidas por Tang et af. (2004) pelo processo
de evaporacdo do solvente. Segundo os autores, a morfologia final das membranas depende da
polaridade do solvente, das condiges de evaporagio do solvente, do grau de cristalinidade do

material e da solubilidade do polimerc no solvente utilizado.

Conforme observado pela Fig. 13A, a superficie das amostras densas de PCL possue
aglomerados em toda a extensfio do material, sugerindo uma organizagfo cristalina formada por
esferulitos. No intuito de confirmar a observacfo, foram realizadas analises de microscopia Gtica
com luz polarizada. Experimentalmente, as regides cristalinas esferuliticas podem ser observadas
pela técnica de microscopia otica, no qual, as cadeias dispostas radiaimente desviam o plano da
luz polarizada produzindo uma figura na forma de uma “cruz de malta”. A Fig. 14A mostra o
contorno dos dominios cristalinos do material, observados em maior aumento na Fig. 14B. A
literatura (Tsuji ef al, 2000) descreve que o processo de evaporacdo do solvente €
suficientemente lento para a formagfo de esferulitos de forma semelhante 4 observada em nosso

experimento.



Figura 13 ~ Micrografias eletrbnicas de varredura de PCL e PLGASO preparadas pelo processo
de evaporagio do solvente. (A) e (B) membrana densa PCL (C) membrana densa PLGAS50 (D)
membrana porosa PCL (E} membrana porosa PLGAS0.

Figura 14 — Micrografias éticas com luz polarizada de amostras de PCL. (A) x50 (B) x100.
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Amostras preparadas pelo processo de fusfio (Fig. 15) indicam meorfologias semelhantes
entre si. A andlise das micrografias de PCL (Fig. 15A) e PLGAS0 (Fig. 15B) mostra que
amostras preparadas sem a adig@o de sal possuem uma estrutura densa, com superficie externa e

superficie da fratura lisa, sem poros, devido ao contato com a superficie do molde.

Amostras preparadas com adi¢8o de sal seguido de lixiviag8o, sdo porosas, irregulares, com
concavidades geradas pelo encapsulamento das particulas de sal durante o processo de fusfo. A
superficie externa das amostras apresentou regides de interconexfo enire a superficie e o interior
do material. Comparando-se as amostras poresas de PCL (Fig. 15C ~ aumento em 15D) e
PLGASO0 (Fig. 15E) e ndo € possivel determinar diferencas significativas entre a morfologia dos
suportes. As amostras submetidas a imersfio em 30 horas nfo apresentaram mudancas na

morfologia (micrografias ndc apresentadas).

G

Figura 15 ~ Micrografias eletrdnicas de varredura de PCL e PLGASO preparadas pelo processo
de fusfo. (A) suporte denso e porose de PCL (B) suporte denso de PLGAS0 (C) e (D) suporte
poroso de PCL (E) suporte poroso de PLGASO.
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As micrografias apresentadas refletem um comportamento médio dos supories preparados,
divulgando-se apenas as que melhor indicaram os resultados. Em algumas amostras porosas de
PCL foi possivel verificar a presenca de particulas salinas ne interior, conforme observado pela
Fig. 15D. A particula de sal esta incrustada na massa polimérica, confrontando nossas conclusdes
a respeito do uso do pH da solug@o de imersdo como Unico método de determinacio da retirada
do sal. A inspecdo por microscopia mostra-se il ¢ fundamental para a avaliagZo da total retirada
do sal dos suportes poliméricos. A presenca de sal sugere gue o tempo de lixiviagdo foi
insuficiente, sendo necesséario promover modificagdes no tempo de imersdo, e/ou na quantidade
de sal utilizada (aumentando a interconexBo dos poros), e/ou na geometria do suporte

(diminuindo a sua espessura).

O aumento no tempo de imersic dos suportes porosos deve ser alterado com cautela.
Materiais com baixo tempo de degradagfio como copolimeros PLGA ou dos enantibmeros do
acido lactico (PDLLA), podem sofrer acentuada degradagdo neste periodo (i, 1999a). Neste
trabalho, o processo de lixiviag#o ¢ proposto como um método para criar suportes porosos sem

promover a degradacio do material.

A quantidade de sal utilizada no preparo dos suportes € descrita como um fator
determinante na porosidade desses materiais, pois o aumento permite maior contato enire as
particulas salinas, permitindo a dissolug@io continua da substincia. Murphy er af. (2002)
- propuseram a fusfio do sal como um novo método para garantir a interconexdio dos poros. A
interconexdo dos poros ¢ fundamental nas aplicagdes da engenharia de tecidos, pois, além de
permitir uma adequada difus@o do meio no suporte, ela facilita a formagfo dos tecidos na forma

de uma rede organizada (Guan ef al., 2005).

Em se tratando de aplicaces como suportes para cultura de células e crescimento tecidual,
a caracterizacdo morfolégica dos poros ¢ fundamental. Segundo Mikos er al. (1993a), a taxa de
penetragdo € o crescimento celular sfo diretamente proporcionais a porosidade do material. Nas
amostras obtidas pelos processos de evaporagio do solvente e fusfo, o tamanho e a distribuicio
do tamanho dos poros foram avaliados pelo programa de analise de imagens, conforme descrito

no capitulo 3.
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A Tab. 3 mostra dados obtidos pelas andlises das micrografias de amostras densas e
porosas, feitas em relagdo a regularidade da espessura das membranas e do didmetro dos suportes
cilindricos, atribuindo-se valores qualitativos (baixo, médio ¢ alto). Amostras densas mostraram
pequenas variagdes de espessura/didmetro, sendo a maior estabilidade observada nas amostras de
PLGASQ. Amostras porosas processadas por fusfio apresentararn maior estabilidade quando
compam&as as amostras preparadas pela evaporacio do solvente. Membranas porosas de PCL ¢
PLGAS50 mostraram irregularidades na sua espessura.

Tabela 3 — Tamanho de poros e regularidade dimensional de amostras de PCL e PLGAS50
preparadas por evaporagdo do solvente e fusdo.

Evaporacao do solvente Fusdo
Denso Poroso Denso Poroso
Regularidade dimensional ++ + R o+
PCL Porosidade (%) - 85-95 - 60175
Poros (um = pm) - 360+ 80 - 195+ 110
Regularidade dimensional ++ + i+ ++
PLGAS50 Porosidade (%) - 85-95 - 65— 80
Poros (um + pm) - 375 £ 65 - 220 = 60

(+) baixo, (++) médio, (+++) alto, () ndo observado

Pelo programa de anélise de imagens foi possivel estimar a porosidade das amosiras através
da proporgdo das 4reas dos poros. Os suportes descritos pela literatura apresentam porosidades
variadas e sdo dependentes da técnica de processamento. Amostras preparadas pelo processo de
evaporacdo do solvente com inclusfio de sal permitem produzir porosidade superior a 87 %,
semelhantes as obtidas em nosso experimento (Mikos ef gl., 2000). Num estudo com PLGAS0 ¢
tamanho de particulas de NaCl entre 250 e 350 um, Agrawal ef al. (2000) estabelecem uma
relag@o proporcional entre a quantidade de sal adicionada (concentraciio) e a porésidade: usando
razfes de 3,5/1 (sal/polimero) (m/m), 7/1 e 14/1, a porosidade aumenta em aproximadamente 5 %
na faixa enire 80 e 95 %.

Membranas de PCL. ¢ PLGAS0 apresentaram porosidade maior quando comparadas aos
suportes preparados por fusfo devido & concentraco de sal utilizada no preparo das amostras
(maior no preparo das membranas). A técnica € qualitativa e a varia¢io das porcentagens varia de
acordo com a érea analisada. Outros métodos para a determinagdo da porosidade tém sido
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propostos, como a andlise por porosimetro de merciirio, entretanto os erros decorrentes da
flexibilidade das amostras séo freqgiientes (Hedberg er al., 2005).

O tamanho dos poros e a distribuicio do tamanho dos poros também sfo variaveis
fundamentais na caracterizaciio dos suportes com aplicagdes na engenharia de tecidos. A
distribuiciio dos tamanhos dos poros foi considerada homogénea para ambas as técnicas de
preparo das amostras. A Fig. 16 mostra a média do tamanho dos poros obtida pela analise das
micrografias eletrdnicas. Os resultados estatisticos mostraram que ndo ha diferencas
significativas no tamanho dos poros em amostras de polimeros diferentes, preparadas pela mesma
técnica, entretanto foi comsiderado estatisticamente diferente entre os suportes preparados por
evaporacdo do solvente e fusfio (F = 11,89085, p = 0,00000150054). Os valores, quando
comparados ao tamanho das particulas de sal utilizado (180-250 pm), sio maiores nas
membranas e dentro da faixa esperada para amostras preparadas por fusso.

Um aumento no tamanho dos poros em comparacfo ao tamanho das particulas confirma a
interconexdo observada pelas micrografias da Fig. 13. Apesar de abaixo dos valores das
membranas porosas, 0 tamanho dos poros nas amostras preparadas por fusfio estdo dentro da
faixa esperada, corroborando com os menores valores de porosidade. A diminuicdo do tamanho
dos poros entre as técnicas também poderia ser atribuida as condi¢Ses de processamento. Durante
o processo de fusfo, a porglio salina ¢ incorporada 4 massa polimérica e a mistura realizada
manualmente na panela de fusdo do equipamento, pode ter fragmentado as particulas.

__ 500- Particulas de sal
£ 1 180-250 um
-5': 400
o
g
a 3004
® 250 pm
T -
2 200 4 ey
g 4 1830 pm
5 1004 % g
= i
T, g| j= I8 |&
Evaporagio do FusSo

solverte

Figura 16 — Média do tamanho de poros para amostras de PCL e PLGAS0 preparadas pelo
processo de evaporacio do solvente (casting) e fusdo.
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Na regeneragio de tecidos, o tamanho do poro esta relacionado com o tipo de célula que
forma o tecido. Avaliados em estudos in vitro e in vivo, determinar a faixa “éﬁma” do tamanho
do poro representa um importe enfoque das pesquisas em suportes sintéticos (Sarazin et al,
2004). O crescimento de fibroblasto tem sido relacionado em suportes com tamanho de poros
entre 5 ¢ 15 um (Wang ef al., 2001), o de hepatocitos em aproximadamente 20 pm (Maquet et
al., 1997), regeneragdo de pele entre 20 e 150 um e neovascularizacio em 5 um (Atala, 2004).
Na reconstruciio de tecidos 6sseos o tamanho dos poros varia de acordo com o estudo € o
material, entretanto a faixa preferencial varia entre 100 e 400 um (Whang ef al., 1995 e Sarazin ef
al., 2004). Estudos em implantes em osso de coelho, mostraram crescimento safisfatério em
suportes porosos de titdnio com poros de 100 pm de tamanho (Itald er al., 2001). A técnica de
adi¢io de sal e posterior lixiviagio mostrou-se eficiente no preparo de suportes porosos de PLLA
e PLGA (50/50) com poros menores que 45 pum, entre 180 e 250 pm e entre 250 ¢ 350 pm
(Barbanti et al., 2002)

Em relaciio & morfologia do poro, a geometria pode ser alterada variando-se o tipo de sal
adicionado. Apesar do citrato de sédio apresentar sistema cristalino romboédrico, ndo foram
observadas diferencas morfoldgicas significativas na geometria do poro quando comparadas as
amostras preparadas por técnicas similares com NaCl (sistema cristalino ctbico) (Barbanti ef al.,
2004¢).

4.4 Calorimetria diferencial de varredura

As amostras foram avaliadas pela técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura
(também denominada Calorimetria Exploratoria Diferencial) (DSC). A técnica € 1til para
acompanhar transi¢des associadas aos processos exotérmicos e endotérmicos, como a entalpia de
fusfio, cristalizacdo e vaporizagdo, como também a temperatura de tramsicio vitrea (Tg),
temperatura de cristalizagio (Tc) e temperatura de fusdo (Tm).

As analises de DSC para as amostras de PCL s#@o caracteristicas de um polimero

semicristalino (Fig. 17). Os resultados mostram que os pibos de fusio (Tm) variam entre 62 a 65
°C (no primeiro ¢ segundo aquecimento) e temperatura de fransiciio vitrea (Tg) em torno de -63
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°C (obtidas no segundo aquecimento) (Tab. 4). Por outro lado, termogramas referentes as
amostras de PLGAS0 sdo tipicos de materiais amorfos, identificado pela presenca de Tg (com
valores entre 39 e 44 °C obtidas no segundo aguecimento) e pela anséncia de Tm (Fig. 17).

Outro dado fornecido pela técnica de DSC ¢ a variagio da entalpia das amostras, podendo
ser relacionada com o grau de cristalinidade do material, conforme a relagdo apresentada no
capitulo 3. Os dados obtidos dos termogramas mostraram que as amostras de PCL variaram entre
40 e 60 % de grau de cristalinidade, sem diferencas significativas entre amostras densas e porosas

no primeiro aquecimento e no segundo agquecimento.

Comparando-se valores de DSC de amostras niio processadas e densas (sejam obtidas pela
evaporacdo do solvente ou por fusfio) ndo ocorreram diferengas significativas nas varidveis

analisadas pela técnica.

PCL PLGAS0
S N&o Processado S X Nio Processado
% Membrana Densa © '
O & _\/’__ﬁMWnsa.
,g Membrana Densa 30h g e, embrana Densa 30h
o Membrana Citrato o Membrana Citrato
3 jlindro Denso =
T Cilindro Denso 30h o Cilindro Denso
Cilindro Denso Citrato S iimdro Den
Y/ 12 Cilindro Citrato
50 100 150 200 0 50 100 150 200
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 17 — Termogramas de DSC no estudo da lixiviago do sal em amostras de PCL (primeiro
aquecimento) e PLGAS0 (segundo aquecimento).

A comparagio ellireaéamosu'asdensasepomsas obtidas pela mesma técnica de preparo
(evaporagdo do solvente ou fusfo) mostra também n3o haver diferencas nas propriedades
térmicas do material pela inclusio de sal. Os dados da literatura mostram resultados semelhantes
entre suportes de PLA e PLGA. Estudos com suportes de PLGA (50/50) e PLA, preparados pelo
Processo de evaporacio do solvente, mostraram que a inchisiio de sal e posterior retirada por



lixiviagdio ndio aliera as temperaturas de transi¢io vitrea, de fusfio € o grau de cristalinidade do
material (Lu et al., 2000a; Lu et al., 2000b e Barbanti et al., 2004a).

Tabela 4 — Dados de DSC para amostras de PCL e PLGAS50 em fung#io do tempo de imerséo em
agua destilada. (Tg) temperatura de transi¢fio vitrea, (Tm) temperatura de fusfo, (AHm) variagéo
da entaipia de fusdo.

Te?C0) ™®C0) MmOy . sg;‘:: ;:d e

Nio Processado -64 65 80 58%
Membrana Densa -66 65 85 61%
Membrana Densa (30 h) -65 64 86 62%

PCL Membrana Porosa -64 64 83 60%
Cilindro Denso -64 62 72 49%
Cilindro Denso (30 h) -64 63 58 42%
Cilindro Poroso -63 63 63 45%
Nio Processado 39
Membrana Densa 40
Membrana Densa (30 h) 39

PLGAS0 Membrana Porosa 41 Amorfo

Cilindro Denso 44
Cilindro Denso (30 h) 43
Cilindro Poroso 44

(1) 1° aquecimento; (2) 2° aquecimento.

O grau de cristalinidade das amostras preparadas por evaporacdo do solvente mostraram
serem maiores quando comparados aos obtidos na técnica de fusfo. A diferenga de valores pode
ser atribuida 3 velocidade do processo de evaporagio do solvente ou resfriamento. De forma
geral, processos lentos de resfriamento ou evaporagio do solvente, além de permitirem a
nucleacio e formacio de dominios cristalinos no material, interferem pa qualidade dos cristais
formados (Yuan et al, 2003 e Tang et al., 2004). O tempo de evaporagdo do solvente
{aproximadamente 24 h) comparado ao resfriamento das amostras preparadas por fusio
(aproximadamente 5 minutos) permitiu que o nimero e o tamanho dos cristais formados
influissem na porcentagem do grau de cristalinidade do material.

i
i
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4.5 Anilises termogravimétricas

A andlise de TGA nos foreceu dados relativos & temperatura de inicio da perda de massa
pela degradacfo térmica (Tonser). Nos estudos de degradagfio in vitro e na cultura de células a
temperatura ¢ intencionalmente constante e mantida em aproximadamente 37 °C. Entretanto, a
degradagfio térmica nos auxilia como uma medida indireta da degradagio e, também como
pardmetro de influéncia durante o processamento por fusdio do material (Ishida ef al., 2001).

A Fig. 18 mostra as curvas de TGA obtidas para amostras densas (com 0 ¢ 30 h de imerséo
em 4gua destilada) e porosas obtidas pelo método de fusfio. Amostras de PCL (Tonser médio =
390 °C) sdo relativamente mais estaveis quando comparadas as de PLGAS0 (Tonser médio = 330
°C). Pode-se observar pela concordancia das curvas entre as amostras densas ¢ porosas que a
inclusdo do citrato durante o processo de fusfo, e posterior lixiviagdo, nfio mostrou diferencas na
andlise de TGA.

O tempo de permanéncia (2 a 3 min) na panela de aquecimento, durante o processo de
fusfo, sugere que uma andlise da cinética de degradagfo por isotermas seria (itil para avaliar se 0
material sofre degradacdo significativa. Entretanto, a literatura nfio relata a degradacio de
polimeros como PCL e PLGA (50/50) na temperatura de processamento (160 °C) durante
pequenos periodos de exposicio (Aoyagi et al., 2002).
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Figura 18 — Anélises termogravimétricas de amosiras de PCL e PLGAS0 no estudo da lixiviagiio
do sal.
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4.6 Conclusdes parciais

Neste capitulo foram apresentados dois métodos de preparo de suportes densos ¢ porosos
de PCL ¢ PLGAS0: a evaporagio do solvente ¢ a fusfio. A anilise de pH na imersdo mostrou
variacdo durante a dissociagdo do citrato ¢ equivaléncia ao pH da dgua destilada apds 30 horas de
imersdo. Nao foi possivel observar variagfio de massa durante o periodo analisado. A anlise por
MEV, DSC ¢ TGA mostrou suportes com morfologias diferentes e propriedades térmicas
semethantes, sendo que o tempo de imersfio em agua para a retirada do sal no foi suficiente para
alterar a morfologia € as propriedades térmicas das amostras. As diferen¢as morfologicas e
térmicas foram encontradas na comparagiio entre os métodos de preparo das amostras.

As técnicas de preparo de suportes de polimeros bioreabsorviveis apresentaram materiais
com caracteristicas diferentes, com vantagens e desvantagens inerentes a cada processamento. A
evaporacdo do solvente tem-se mostrado 1til na confecgfio de materiais altamente porosos,
normalmente com porosidade superior a 90 — 95 % e com tamanho de poro variando entre 17 pm
a 2,2 mm (Sarazin ef al, 2004). A técnica ndo permite boa reprbdutibilidade ¢ a estabilidade
dimensional € baixa, restringindo seu uso na forma de membranas ou filmes, e em aplicagSes em
que hd a necessidade de geometrias mais complexas. Adicionalmente, o uso de solventes
orginicos como o cloroférmio e cloreto de metileno demonstram ser também um fator de
desvantagem. O material pode incorporar residuos desses solventes que influenciario de forma
deletéria na cultura celular e/ou implante (Harris ef al., 1998).

Desenvolvida nos tltimos anos, a técnica de preparo por fusdo com adicdo de sal é
apresentada como alternativa no preparado dos suportes porosos de polimeros bioreabsorviveis.
Os suportes podem ser moldados em geometrias mais complexas, com boa estabilidade
dimensional, e sem o uso de solventes orgnicos (Widmer et al., 1998 e Kweon et al., 2003).
Nessa etapa do trabalho, a técnica da fusSo com adic@io de sal apresentou uma limitaciio em
felac;ﬁo a presenca de particulas de sal no seu interior, podendo ser superada por mudancas na
geometria do molde de processamento. A técnica mostra ser simples, reprodutivel e de baixo
custo, podendo ser wtil no preparo de suportes para uso na engenharia de tecidos. Assim, nossos
estudos pi‘osseguem para a avaliacio da degradacfio in vitro desses materiais.
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Capitulo

Degradacao in vitro em tampéao fosfato

A degradagdo in vitro dos suportes de polimeros bioreabsorviveis representa uma etapa
basica e fandamental para o preparo de suportes adequados as aplicaces. As condi¢des do ensaio
podem ser controladas, os custos reduzidos e, os produtos ¢ subprodutos de degradacdo,

mensurados de maneira precisa (Luciano er al., 2003).

Aplicados aos polimeros bioreabsorviveis os ensaios s3o, na grande maioria, feitos em
solugo tampéo fosfato, pH 7.4, simulando as condiges de osmolaridade e pH fisiolégico. No
plasma sanguineo, os valores do pH podem variar de 7,37 a 7,42 no sangue arterial (média de
7.4) € 7,37 no sangue venoso. No organismo, o liquido extracelular é normalmente mantido em
PH 7.4 ¢ os mecanismos que mantém esse valor constante incluem o tampopamento e as

compensagdes respiratoria e renal.

Os principais tampdes extracelulares sfio o bicarbonato e o fosfato, sendo o tampdo de
bicarbonato utilizado como primeira linha de defesa quando ocorrem distirbios na concentragéio
de fons H'. J4 nos liquidos intracelulares, o pH é mantido em aproximadamente 7,1 e o
tamponamento ocorre pelos fosfatos orginicos, como o tri, di ¢ monofosfato de adenosina (ATP,
ADP ¢ AMP, respectivamente) (Costanzo, 1998).

A curva sigméide de titulagdo do fosfato (pK 6,8) pode ser comparada 4 do bicarbonato
(PK 6,1). No seu trecho linear, os valores de pH estdio compreendidos entre o pH 5,1 até o pH 7,1
no tampdo bicarbonato, ¢ entre pH 5.8 até o pH 7,8 no tampdo fosfato. Apesar dos valores do
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tampdo de bicarbonato ficarem fora da faixa de tamponamento para o pH 7,4, ele é considerado o
tampéo fisiologico mais eficiente, pois 0 CO,, volatil, pode ser expirado pelos pulmdes. Apesar
de mais eficiente, os ensaios in vitro sio dimensionados de maneira que o sistema seja fechado,
assim o uso do tampéo fosfato torna-se preferencial. Outra justificativa para o uso do tampdo
fosfato sfio os extensos dados da literatura, que podem ser ufilizados comparativamente aos
obtidos pelo experimento apresentado neste trabalho.

Conforme descrito ao final do capitulo anterior. o preparado de suportes porosos pela
técnica de fuso com adigéio e lixiviagdo do sal tem-se mostrado itil na confecgdo de suportes
para a engenharia de tecidos. Entretanto, a remanescéncia do sal no interior das amostras cria a
necessidade de uma nova geometria, que permita a sua completa retirada pelo processo de
lixiviagdo. Com o uso de um novo molde, a inclusio de uma haste central permite obter amostras
com espessura de parede adequada a completa lixiviagdo. A seguir sfo apresentados os dados de
caracterizagdo do novo suporte e da sua degradagio ir vitro em meio de tampéo fosfato, pH 7,4.

5.1 Microscopia eletronica de varredura

Na analise de microscopia eletronica de varredura foram observadas as superficies externa,
interna e a superficie da fratura das amostras, em cortes longitudinais e transversais. Os dados
apresentados refletem um comportamento médio, divulgando-se apenas as imagens que melhor
indicaram esse resultado. A barra de escala é apresentada em cada micrografia.

As micrografias da Fig. 19 mostram o aspecto morfol6gico de amostras de PCL preparadas
com e sem a adicfio de sal, antes e apés a degradacdo in vitro em tampfo fosfato. A analise das
amostras densas e porosas nfio degradadas (Fig. 19A e 19E) mostra que a presenca da haste
central no molde permite o preparado de amostras com geometria tubular. As amostras densas
ndo degradadas mostraram-se com superficie interna e externa regular e lisa, sem a existéncia de
poros, devido ao contato do material com as superficies do molde. A anslise da superficie da
fratura (Fig. 19A) confirma um suporte internamente denso e compacto. As irregularidades
presentes na amostra devem-se ao aprisionamento de bolhas de ar durante o processo manual de

injecdo.
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A Fig. 19E corresponde a amostra de PCL preparada com a adicfio de sal. O material ndo
degradado mostra morfologia da superficie externa semelhante as amostras densas: lisa e
compacta devido ao contato do material com a superficie do molde. A superficie interna, em
contato com a haste central do molde, mostra regides de interconexfo entre as superficies.
Observando-se a superficie da fratura das amostras verifica-se que a morfologia do material é
irregular, com concavidades geradas pelo encapsulamento das particulas de sal durante o
processo de fusfo, apresentando abertura nos poros que indicam a regifio de penetracio da agua
no processo de dissociagéo e retirada do sal adicionado.

Durante o processo de degradacfio em tamp#io fosfato, os suportes de PCL mostraram-se
morfologicamente estéveis nas 52 semanas de degradagfo in vifro. Em ambas as morfologias,
densas e porosas, 0 material permanece com sua geometria tubular inicial. Apos 32 semanas de
imersdo, os suportes densos apresentaram um “inchaco” superficial, denotado pela micrografia C
da Fig. 19. Com 52 semanas de degradacfo, amostras densas apresentaramc uma superficie
erodida na observagdio em grandes aumentos (Fig. 19D). Os suportes porosos de PCL ndo
alteraram significativamente sua morfologia durante o periodo de degradacao (Fig. 19F a 19H).
Foi possivel observar em diferentes grupos de amostras (Fig. 19F e 19G) uma maior interconexéo
enire a superficie interna e o interior do suporte, entretanto nio estdo sendo atribuidas ao
processo de degradagdo.

Para amostras de PLGAS0 nfo degradadas, a geometria dos suportes apresentou-se
semelhante as de PCL. Suportes preparados sem a adicfio de sal sfo lisos e compactos, com uma
morfologia densa (Fig 20A). As superficies externa, interna e da fratura da amostra confirmam a
compactacdo do material, sem poros no interior. Os suportes porosos (Fig. 20E) preparados com
a adigo de sal mostram, qualitativamente, morfologia semelhante as amostras porosas de PCL
para tempo zero de degradacio. As superficies interna € externa sdo regulares, entretanto
apresentam regides de interconexdo entre a superficie e o interior do material.

Durante o processo de degradacio, a morfologia das amostras de PLGAS0 modifica-se de

maneira gradativa ao longo das 3 semanas de degradacdo. A avaliacio dimensional apresentada
adiante, mostra de maneira precisa os dados observados pelas Fig. 20B a 20D. Ap6s 1 semana de
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degradacdo, a superficie externa e da fratura da amostra densa (Fig. 20B) mostra uma
modificacdo na sua geometria, com acentuada degradacfo da superficie externa. Com 2 semanas,
o material apresenta deformacGes mais acentuadas na sua geometria. A superficie da fratura
demonstra que o material permanece denso e compacto, entretanto com evidéncias de faixas
circulares de maior degradacfo (Fig. 20C). Com 3 semanas, as amostras densas de PLGAS0
perdem a geometria tubular, apresentando-se como um material viscoso & manipulagdo e como

um filme plano & microscopia eletrOnica de varredura.

Suportes porosos de PLGAS0O também apresentaram modificacdes acentuadas da sua
geometria no periodo de 3 semanas de degradagiic. Apés uma semana imersc em banho com
tampdo fosfato, o suporte apresenta uma alteraglio na morfologia dos poros, mas mantém a
geometria tubular e porosa inicial (Fig. 20F). As modificacBes acentvadas ocorrem apds 2
semanas de degradacio. Observa-se um colapso dos poros e o material mostra-se, pela Fig. 204G,
aparentemente denso. Ao contrario das amostras densas, ap6s 3 semanas de degradacfio in vitro, o
processo de degradaciio é menos intenso. Os suportes ainda apresentam uma geometria tubular

(Fig. 20H), apesar de suas dimensdes estarem alteradas.

A comparacdo entre os suportes tubulares de PCL e PLGAS0 indicam uma nitida e
acentuada diferenca entre as velocidades de degradacio. Enguanto amostras de PLGAS0 perdem
sua geometria em 3 semanas, amostras de PCL permanecem estaveis morfologicamente por mais

de 1 ano (52 semanas).
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Figura 20 — Microscopia eletrénica de varredura de suportes tubulares de PLGAS0 preparados

pela técnica de fusdo. (A) a (D) denso; (E) a (H) poroso. Numeros indicam o tempo em semanas.
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Diversos fatores influem na velocidade de degradacBio dos suportes de polimeros
bioreabsorviveis, entre eles a composi¢o quimica, cristalinidade, geometria e morfologia do
material, energia de superﬁcie‘ e outros parmetros (Li ef al., 1999b e Fang et al., 2005). Os
fatores estdio inter-relacionados ¢ trati-los separadamente representa uma simplificacio do

processo de degradagéo.

Numa primeira andlise, a diferenca na velocidade de degradagio ¢ atribuida ao tipo de
material e sua composicdo quimica (Tab. 1). A taxa de hidrdlise, e conseqiiente perda de massa
num estigio mais avangado da degradacdio, é diretamente proporcional i concentragio de
ligacBes ésteres da cadeia polimérica (maior nas cadeias de PLGAS0 guando comparadas as
cadeias de PCL).

A degradagio também ¢ influenciada pela morfologia das amostras. A comparacio entre as
morfologias densas e porosas de PLGAS0 exemplifica o efeito autocatalitico dos poli(c-hidréxi
acidos). Quanto maior a 4rea de difusio dos produtos de degradagio, menor o efeito da
concentragdo dos produtos 4cidos e, conseqilientemente, menor a degradacfio observada pela
microscopia. Assim, suportes tubulares de PLGAS50 tiveram um comportamento de acordo com ¢
descrito na literatura (Li er al, 1999a), no qual amostras densas sofrem degradacio mais
acentuada quando comparadas aos seus andlogos porosos. Os poros dos suportes tubulares
preparados com adigdo e lixiviagio do sal sdo gradativamente achatados, tornando a morfologia
das amostras porosas com 2 semanas de degradacfio semelhante 3s amostras densas no mesmo

periodo.

As amostras de PCL também sugeren um comportamento diferenciado entre amostras
densas e porosas. Apés 52 semanas imersas em tampfo fosfato, amostras densas mostraram poros
na superficie externa das amostras (Fig. 19D), ndio observado nas amostras porosas (Fig. 19H).
Entretanto, ndo demonstraram nitidamenie o efeito autocatalitico durante o processo de
degradag@o. Apesar de uma diferenca entre as amostras de PCL densas ¢ porosas, o processo de
degradacdio pode estar ocorrendo por perda de massa superficial, conforme ilustrado pela Fig. 4

do capitulo 2.
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Num elegante estudo, Burkersroda er al. (2002), mostram que a diferenciagéio entre os
processos de perda de massa ¢ uma funcSio das caracteristicas dos polimeros, tais como o
coeficiente de difusividade da 4gua no material, da taxa de hidrolise das ligages ésteres, e
também da geometria, morfologia e espessura do material, denominada, pelos autores, de
“dimensdo critica” (Lcritico). Quando os suportes possuem dimensdes abaixo de Leritico, eles
degradam através da perda de massa interna. Usando modelos tedricos de difusdo e dados da
literatura acerca de vérios polimeros bioreabsorviveis, os pesquisadores determinam valores de
Leritico para os materiais usados em nosso experimento. Materiais baseados nos poli(o-hidroxi
acidos), tal como PLGAS0, possuem Lcritico de 7,4 cm e PCL de 1,3 cm. O modelo teérico de
perda de massa superficial e interna proposto € validado por experimentos de degradagéo in vitro
de amostras de PLA e PLGA em meios com pH fisiol6gico (7,4), alcalino (pH > 13) e 4cido (pH
2).

As amostras de PCL obtidas em nosso experimento possuem espessura (1,3 mm para
amostras densas) inferior ao valor de Leritico proposto (1,3 cm). Dessa forma, a degradagéo
observada com 52 semanas pode ser atribuida ao inicio do processo de perda de massa interna, €
as amostras, num estdgio mais avangado de degradacio, mostraro um comportamento
morfolégico pela degradac3o interna preferencial em relagdo a externa. A avaliagio das amostras
porosas torna-se qualitativa quando se relaciona a espessura da parede do poro e o tipo de perda
de massa. Apesar da espessura da parede dos poros ser menor que a espessura das amostras
densas e que Leritico, o efeito da difusfio dos produtos de degradacio no meio retardou o efeito
autocatalitico no material. Estudos com 46 semanas de degradaco ir vifro em tampdo fosfato
(pH 7,4), com membranas porosas de PLLA, obtidas pelo processo de evaporagdo do solvente
com adic#o e lixiviagio de NaCl, mostraram que o efeito catalitico € observado em amostras com

maior espessura da parede dos poros (Lu et al., 2000a).

Na caracterizagdo dos suportes porosos de polimeros bioreabsorviveis, a avaliacdo da
porosidade, o tamanho dos poros e sua distribuicdo sdo fundamentais. A relagdo entre esses
pardmetros influencia n3o somente a velocidade de degradaciio do material, mas também o
sucesso do implante. Caso o materiai degrade numa velocidade maior que a necessdria, suas
.propriedades mecénicas ficam comprometidas, ¢ tempos elevados de degradacfio podem causar
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reagdes inflamatorias crénicas (Athanasiou et al., 1996). Assim, de forma semelhante 3 descrita

no capitulo anterior, os pardmetros, anteriormente citados, foram avaliados através do analisador

de imagens.

A porosidade das amostras de PCL ¢ PLGAS0 apresentaram diferencas quanto ao tipo de
material e durante a degrada¢do em tampéo fosfato (Tab. 5 e 6 adiante). Através da microscopia
foi possivel estabelecer uma relacfio entre a drea dos poros e do material nos cortes transversais
do material apalisado. A porosidade das amostras foi calculada em 75 % para PCL e 80 % nas
amostras de PLGAS0. A diferenca entre os tipos de polimero justifica-se pela proporgio de
citrato utilizada e a densidade dos materiais (menor no PCL). Durante o processo de degradagfio
in vitro ndo foram observadas mudangas na porosidade das amostras de PCL. Amostras porosas
de PLGAS0 tiveram um decaimento da porosidade durante o processo de degradaciio devido a

confluéneia dos poros.

O controle da porosidade dos suportes poliméricos pode ser feito pela variagio do tamanho
da particula de sal e pela quantidade de sal utilizada. Widmer ef al. (1998) obtiveram amostras de
PLGA (75/15) e PLLA porosas de maneira semelhante as descritas neste trabalho, utilizando o
processo de extrusdo ao invés da injegfio. Os autores avaliaram a variacfio do tamanho da
particula de sal (NaCl), a concentragéo de sal (entre 70 ¢ 90 %) e a temperatura de extrusiio (200
a 275 °C). Como conclusdes do estudo, citam que a variagiio de temperatura de extrusio nfo tem
efeitos significativos na porosidade até 250 °C, entretanto h4 uma diminuicfio da massa molar das
amostras devido a degradagfio térmica. Para os autores, a concentraciio de sal é o pardmetro mais
significativo quanto se avalia a porosidade da amostra. Quanto maior a concentracio, mais
poroso € o material. Aplicada aos suportes utilizados na engenharia de tecidos, a porosidade
permite um fluxo de nutrientes e de produtos metabdlicos através do suporte, auxiliando no
processo de vascularizagiio local, imprescindivel para o crescimento tecidual (Sarazin et al.,
2004)

A Fig. 21 apresenta a faixa de tamanho de poros avaliados durante o processo de
degradacio. A média do tamanho dos poros variou no limite inferior da faixa de sal utilizada no
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preparo dos suportes (180 a 250 um). Mesmo quando observada a variagfio da faixa de tamanho
de poros € possivel notar poros com tamanhos menores que 180 pum.

Tabela 5 - Propriedades morfologicas de suportes tubulares densos e porosos de PCL preparados
pela técnica de fusfio durante a degradacio em tampao fosfato.

Semanas 0 20 32 52
Distribuicéo Poros Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
PCL ; Tamanho de Poros (um + pm) 18297 171 +£91 174+ 90 188 +103
Poroso | Porosidade (média) 75 % 75 % 75 % 75 %
Espessura (mm : mm) 1,290,001  1,31%0,02 1,29+0,01 1,30+0,02
Distribui¢do Poros - - - Superficial
PCL | Tamanho de Poros (um) 2x%x300
Denso | Porosidade (média) - - - 40 %*
Espessura (mm £ mm) 1,29+0,03  1,30+0,01 131004 1,30+0,02

() n&o observado; (a) observade na superficie da amostra

Tabela 6 - Propriedades morfolégicas de suportes tubulares densos e porosos de PLGAS50
preparados pela técnica de fusio durante a degradaciio em tamp@o fosfato.

Semanas 0 1 2 3
Distribui¢io Poros Homogéneo Homogéneo Superficial Superficial
PLGAS50 | Tamanho de Poros (um + pm) 234+ 120 182+93 11+4 -
Poroso | Porosidade (média) 80 % 80 % 48 % 20 %
Espessura (um =+ pm) 1,31£0,03 1,32£0,11 1,10£022 0,12a14
Distribuicio Poros - - - -
PLGA50 | Tamanho de Poros (um = um) - - . .
Denso | Porosidade (média) - - - -
Espessura (mm = mm) 1,30+0,02 1,32+0,12 1,00+0,32
() ndo observado
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Figura 21 — Tamanho de poros (um) das amostras de PCL e PLGAS50 durante a degradacio in
vitro em tampégo fosfato.

Os resultados da analise do tamanho dos poros sugerem que o processo de homogeneizacio
do polimero fundido com o sal pode ter diminuido o tamanho das particulas. Os resultados
estatisticos mostraram que ndo hd diferencas significativas no tamanho dos poros durante o
processo de degradagdo em tampdio fosfato para amostras de PCL (F = 10,00085, p =
0,00000133501).

Em amostras de PLGAS0Q porosas, o valor do tamanho dos poros foi considerado
estatisticamente diferente e maior quando comparado &s amostras porosas de PCL (F = 10,54977,
p = 0,00000142889). Observa-se para amostras nio degradadas valores de tamanho de poros
superiores ao tamanho de particulas de sal utilizado. Durante o processo de degradacio o
tamanho dos poros em amostras de PLGAS50 diminui diretamente proporcional com o tempo de

degradacdo (Fig. 21).

A literatura descreve que o tamanho de poros nfio tem influéncia na morfologia dos
suportes durante o periodo de degradagfio in vitrro (Barbanti ef al, 2002 e Lu et al., 2000a).
Entretanto, na cultura de c€lulas, o tamanho do poro é considerado como pardmetro fundamental
na adesfio ¢ proliferacdo celular. Alguns tipos celulares demonstram serem menos suscetiveis s
variagdes do tamanho do poro. Avaliados como suportes em cultura de células Vero, Santos et af.
(2001a) relatam nfio haver diferenca na adesdio celular em membranas de PLLA preparadas com
particulas de sal menores que 45 pm, entre 180 e 250 um ¢ entre 250 e 350 pm.
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A distribuico do tamanho dos poros também € outro fator de interesse no preparo de
suportes porosos para uso na engenharia de tecidos. Normalmente obtidos de maneira
homogénea, a distribuicio em por¢des do suporte pode ser 1til em aplicagdes onde se requer uma
fase densa, estrutural, e outra porosa, que permita a invasio do neotecido (Lam er al., 1994 ¢
Sundback et al., 2003). Qualitativamente, a distribuicio do tamanho dos poros nas amostras de
PCL e PLGASQ, antes e durante o processo de degradagdo, € considerada homogénea quando
comparada & distribui¢io das amostras porosas de PCL (poros concentrados na porg3o interna do
material).

Durante a microscopia foi possivel também avaliar a espessura das amostras densas e
porosas. A diferenca entre o didmetro interno e externo forneceu um valor de comparagiio entre
as amostras durante o periodo de degradacfio. Observa-se pelas Tab. 5 € 6 que a estabilidade
dimensional permanece como uma caracteristica da técnica de fusdo e injecdo, conforme
discutido no capitulo anterior. Levando-se em consideracfio os respectivos desvios padrio, ndo é
possivel afirmar que existam diferengas significativas entre as amostras porosas ¢ densas de PCL
antes da degradacio em relagdio a sua espessura. A manutencio da espessura do material em
valores praticamente constantes das amostras densas e porosas de PCL é uma conseqiiéncia da
estabilidade morfolégica do material durante o periodo avaliado.

Amostras tubulares semelhantes na geometria e na morfologia as obtidas neste experimento
vém sendo desenvolvidas para aplicacfes em regeneracio guiada de tecidos. Usando uma
combinacfio de técnicas, Sundback er al. (2003) relatam o preparo de suportes tubulares densos
(mas classificados como macroporosos pelos autores), através da injecdo de uma solugio de
PLGA (85/15) em 4cido acético em moldes tubulares com um mimero variado de canais (as
amostras obtidas nesse trabalho podem ser classificadas como contendo um canal interno). A
microscopia eletronica de varredura mostron morfologias muito semelhantes ds amostras de
PLGASOnﬁodegrédadas. Os autores concluem a caracterizagdo do material sugerindo o uso dos
suportes na regeneragéo de tecido nervoso, como nervos periféricos.

Cutros experimentos t€m sido relatados na obtengdo de suportes tubulares porosos,
entretanto . 0s métodos de preparo utilizam equipamentos € processos mais complexos,
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envolvendo extrusdo com velocidade controlada, variagfio da pressio de injecio e outros
(Widmer et al., 1998; Xiong et al., 2001; Hou et al., 2003 ¢, Oh et al., 2003).

A geometria ¢ a morfologia dos suportes obtidos em nosso experimento podem ter diversas
aplicages. Além de suportes para regeneragio guiada de tecidos, a porosidade (acima de 70 %) e
o tamanho do poro (maiores que 100 pm) das amostras porosas de PCL e PLGASO0 sio descritas
como as preferenciais na regeneracfio de tecidos dsseos (Sarazin ef al, 2004). Assim, além da
continuidade da caracterizagio da técnica de preparo dos suportes, a avaliacio das amostras com
a cultura de osteoblastos e implantes in vivo mostra-se necesséria para a avaliacdo desses

materiais como suportes na engenharia de tecidos.
5.2 Calorimetria diferencial de varredura

Os termogramas obtidos para as amostras densas e porosas de suportes tubulares de PCL,
durante o processo de degradagéio em tampdo fosfato, s&0 mostrados na Fig. 22. As curvas sdo
caracteristicas de um polimero semicristalino, pela presenca de Tg no primeiro e segundo
aquecimento, ¢ picos de cristalizagdo (no resfriamento) e fusdo (em ambos os aquecimentos).

Os dados de Tg (média de -63 °C, obtidas no segundo aquecimento), ¢ Tm (média de 67 °C
no primeiro aquecimento e média de 58 °C no segundo aquecimento), mostraram-se semelhantes
aos valores obtidos nos suportes cilindricos macicos, divulgados no capitulo anterior. Os valores
de DSC para as amostras nfio degradadas confirmam os relatados na literatura (Hou e al, 2002 ¢
Moore et al, 2005) e sugerem que a mudanca da geometria do suporte nfo muda
significativamente as temperaturas obtidas por DSC. A comparagiio entre os valores para
amostras densas e porosas também nio mostrou diferengas na andlise de DSC (Tab. 7 adiante).

Picos de cristalizagio (observados durante o resfriamento), sugerem que a taxa de
resfriamento do molde foi suficientemente lenta para permitir a nucleagio e a conseqiiente
formag8o de cristais do material. Amostras de PCL sem degradacfio apresentaram temperatura de
cristalizagdio em torno de 20 °C e, durante a degradagio in vitro, a variagio ocorren entre valores
de 20 e 23 °C. Durante o processo de degradagfio, amostras polimeros bioreabsorviveis
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semicristalinos com menor tempo de degradacio apresentam uma dinunuicdo acentuada de Tc,
atribuida pela literatura ao efeito de relaxagfio das cadeias do polimero. Cadeias poliméricas de
menor massa molar requerem uma menor energia de cristalizagio (Duek ef al., 1999 e Barbanti et
al., 2004a).

Outre dado obtide pela técnica de DSC ¢ a variaciio da entalpia das amostras. Conforme
descrita no capitulo 3, a variagfio da entalpia de fusfio experimental pode ser relacionada com a
entalpia de fusfo do material (considerando-o 100 % cristalino), determinando a porcentagem do
grau de cristalinidade do material. Amostras densas e porosas apresentaram entre 57 % e 59 % de
grau de cristalinidade ap6s o processo de fusfo e injecfio. Comparados aos valores dos suportes
preparados sem a haste interna (aproximadamente 45 %), descritos no capitulo anterior, a
variacéio pode ser atribuida 4 geometria das amostras. Como fungéo da massa molar e da taxa de
resfriamento, a cristalinidade € tanto maior quanto maior € a capacidade de compactacfo das
cadeias poliméricas (Duck ef al, 1999). Comparado aos dados da literatura, o grau de
cristalinidade das amostras de PCL, obtido pelo processo de fusfo com adigdo e lixiviacdio de sal
neste experimento, mostra-s¢ semelhante aos valores obtidos em amostras preparadas por
diferentes técnicas, tais como a evaporacgfio do solvente (média de cristalinidade de 63 %) (Nava
et al., 2003) e por polimerizacdo com raios ultravioleta (média de 61 %) (Kweon ef al., 2003).

Durante o processo de degradacfio in vitro em tampdo fosfato, as amostras de PCL ndo
mostraram modificacSes significativas em relacdo a Tg, Tc, Tm e grau de cristalinidade. Os
valores oscilaram entre -64 e -61 °C para Tg, 23 °C para Tc, 67 ¢ 70 °C para Tm, € 55 % a 59 %
de grau de cristalinidade no primeiro aguecimento € 44 % e 47 % no segundo aquecimento. A
estabilidade témmica das amostras de PCL, vem corroborar com os resultados de MEV da Fig. 19.
Embora a microscopia eletronica tenha mostrado uma degradaciio superficial em amostras densas
de PCL, essas diferencas niio foram observadas na avaliacio térmica das amostras.

A estabilidade térmica do PCL baseia-se nfio somente na baixa concentragio de ligacdes
ésteres pa cadeia polimérica. A cristalinidade influi diretamente na taxa de absor¢io de agua,
sendo dificultada a difusfo nas regides de compactagio (Duek er al, 1999). Estudos de
degradaciio in vifro de filmes de materiais semicristalinos, como o PLLA, em tampéo fosfato
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(pH=7.4, 37 °C) com longa duracio (36 meses), demonstraram que as temperaturas de fusdio e de
transi¢3o vitrea variam inversamente proporcional ao tempo de degradacdo, iniciando a queda
apos 12 meses de ensaio (Tsuji et al., 2000).

PCL Denso (Tg) ~57% 52 semanas

N57% 32
WW \s6 20
8

\37% o
WAV
PCL Denso (Tm)
60

Fluxo de Calor
Fiuxo de Calor

: ° 1
S0 60 -30 0 30 30 90 120
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
1 PCIL. Poroso (Tg) 52 semanas
b T 32
] e _52 semanas - 20
8 | b T o k= 5
LT e s o
B | e T 207 e .
o T
3| e e 2
g e i
3 \‘
™ PCL Porcso (Tm)
%0 60 30 0 30 30 80 90 120
Temperatura {°C) Temperatura (°C)

Figura 22 — Termogramas de DSC de amostras tubulares de PCL na degradaciio in vitro em
tamp3o fosfato. (Tg) obtidas no segundo aquecimento e, (Tm) obtidas no primeiro aquecimento.
(%) indicam o grau de cristalinidade.
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Figura 23 — Termogramas de DSC de amostras tubulares de PLGAS0 na degradag@o in vifro em
tampdo fosfato. (Tg) obtidas no segundo aguecimento.

Amostras preparadas com o PLGA, Bendix (1998) descreve o material com Tg variando
entre 40 e 50 °C e, sendo o material amorfo, é também caracterizado pela auséncia de picos de
fusfio. Amostras tubulares densas ¢ porosas de PLGASO0 apresentaram Tg com média de 42 °C no
segundo aquecimento (Fig. 23 e Tab. 8). A partir da primeira semana submetidas 4 degradagdo,
amostras densas e porosas de PLGAS0 apresentaram decaimento de Tg, atribuido pela literatura
ao efeito plastificante da 4gua, absorvida durante o processo de degradacdo (Li et al., 1990b).

Neste periodo, comparando-se as diferentes morfologias de PLGAS0, nfio se verifica
diferenca na variaco dos valores de Tg. Entretanto, apds 2 semanas de degradacéio, os valores de
Tg mostram um decaimento acentuado {Tab. 8). O decaimento, mais acentuado das amostras
densas, sugere que a diferenciacio esta relacionada com o efeito autocatalitico do material, no
qual amostras densas apresentam degrada¢io mais répida quando comparadas s porosas. A Fig.
24 mostra a varia¢io da Tg durante a degradacio in vitro, e a taxa de decaimento (média de 8
°C/semana), obtida pela regresséo linear dos dados experimentais, demonstra uma diferenga de 2
°C entre as morfologias. Deng ef al. (2002) observaram um decaimento com caracteristicas
diferentes das relatadas em nosso experimento. Amostras de PLGA (75/25) mostraram um
comportamento sigmdide, com decréscimo acentuado a partir de 4 semanas de degradagio em
tampio fosfato. As amostras apés 4 semanas de degradacfio atingem valores com média de 20 °C
que persistem até 6 semanas de estudo. O decaimento de Tg relaciona-se com a composigio
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quimica das amostras (PLGA 75/25 possui velocidade de degradagfio maior que PLGA 50/50), e

fundamentalmente, com a massa molecular.

Apresentadas como materiais amorfos antes da degradacio, amostras densas de PLGAS0
apresentaram picos de fusdo com 3 semanas de degradagdo em 182 °C (Fig. 23 e Tab. 8). A
presenga da regido cristalina durante o processo de degradacfio ¢ atribuido ao rearranjo das
cadeias poliméricas geradas durante o processo, que se organizam e dfo origem aos cristais
(Duek et al., 1999). A porcentagem relativa do grau de cristalinidade das amostras de PLGA50

néo pode ser determinado por comparagio com o valor tedrico.

A comparacio entre as morfologias de urn mesmo material mostra nio haver diferengas
significativas com relagdo & Tg, Tc e Tm em funcfo da adigio e posterior lixiviagdio do sal (Fig
24). Em estudos conduzidos com membranas densas e porosas, preparadas pela técnica de
evaporagio do solvente com adigBio de sal, Coombes er al. (1992) ¢ Barbanti et al. (2004a)
concluern que, na auséncia de agentes plastificantes (presenca de solvente, por exemplo), a

presenca do sal e sua retirada nfio influem nas suas propriedades térmicas antes e durante a

degradacdo.
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Figura 24 — Temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) e de fusio (Tm) obtidos por DSC de amostras de
* PCL e PLGAS0 na degradagéo in vitro em tampéo fosfato.
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5.3 Anilise termogravimétrica

Avaliados pela temperatura de inicio de degradacgio térmica (Tonser), os termogramas da
Fig. 25 e as Tab. 9 e 10 (adiante) apresentam os dados referentes a degradacgio em meio tampéo
fosfato. As amostras de PCL e PLGASQ foram comparadas aos materiais conforme recebidos,
sem processamento. Numa primeira andlise, observar-se pelos resultados experimentais, que o
processamento dos materiais bioreabsorviveis, avaliados neste trabalho, ndo altera a estabilidade
térmica. O tempo de permanéncia do material na panela de aguecimento sugere ndo ter sido
longo o suficiente para degradar termicamente as amostras. PCL e PLGAS0 apresentaram valores
de Tonser médio de 390 °C e 330 °C, respectivamente. Comparados aos valores de amostras
preparadas em molde sem haste, descritas no capitulo anterior, os suportes tubulares nfio
apresentam diferencas pela analise de TGA.

Avaliados durante a degradacdo, amostras de PCL densas e porosas rostram um
comportamento semelhante ao observado pelo MEV e pela caracterizagdo de DSC: o material
tern pequenas variagbes de Tonset, entretanto, com variagdes de cerca de 1,5 % do valor da
temperatura inicial. Uma pequena tendéncia de decaimento mais acentuado é observada em
amostras tubulares densas (taxa de decaimento de 0,08 °C/semana), no entanto esses resultados
ndo podem ser atribuidos & diminuicio da estabilidade térmica, pois podem estar dentro dos
limites de resolugdo do equipamento. Ndo foram observadas diferencas significativas entre
amostras densas e porosas de PCL durante o processo de degradagfio in vitro em tampéo fosfato.

Ao contrario das amostras de PCL, o valor de Tonset das amostras de PLGAS0 diminuem
consideravelmente durante o periodo de degradagiio (Fig. 26 e Tab. 10 adiante). Apés 3 semanas
de degradagdio in vitro, o decaimento é da ordem de 10 % do valor da temperatura inicial.
Novamente, a adi¢do e lixiviagio do sal mostra ndo ter influéncia na temperatura de inicio de
degradagdo térmica durante o processo de degradacio. A Fig. 25 relaciona a tendéncia linear do
decaimento da temperatura de inicio de degradagio térmica. A taxa de decaimento médio entre
amostras densas ¢ porosas (11,5 °C/semana), tem valores proximos a taxa de decaimento de Tg,
sugerindo uma influéncia equivalente da degradacio em tampédo fosfato nas temperaturas
caracteristicas do material.
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Tabela 9 — Dados de TGA de amostras tubulares densas e porosas de PCL em funco do tempo
de degradagdo em tampéo fosfato. (Tonsef) temperatura de inicio de degradacio térmica.

PCL (Tonser)
Nio Processado 0 semana 20 semanas 32 semanas 52 semanas
Denso 390 °C 389 °C 392°C 3%0°C 388°C
Poroso 392°C 391°C 389°C 387°C

Tabela 10 — Dados de TGA de amostras tubulares densas e porosas de PLGAS50 em funcdo do
tempo de degradaco em tamp#o fosfato. (Tonset) temperatura de inicio de degradaco térmica.
PLGAS0 (Tonsef)

Nao Processado 0 semana 1 semana 2 semanas 3 semanas
Denso 330°C 333°C 323°C 312°C 296 °C
Poroso 330°C 321°C 308°C 298 °C
PCL PCL
100 e Denso 100+ s Poroso
3
& 504 50
S
= Nio processado —— N&o processado
....... 0 semanas T------ 0 semanas
............ 32 semanas - 32 sEmanas
04— 52 semanas RS 04 52 semanas e
0 150 300 450 600 0 150 300 450 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
PLGASO R PLGASO
100y S Denso 100 ST Poroso
S
§ 504 Nzo processado 50-
2 J [e—  semanas e N80 processado
= | R 1 semana 0 sernanas
e 2 SEManas N 1 semana
o] —3semanas e 0] —3 semanas
0 150 300 450 600 0 150 300 450 600
Temperatura (°C) Temperatura {"C)

Figura 25 — Termogramas de TGA para amostras de PCL e PLGAS0 durante degradagiio in vitro
em tampéo fosfato.
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PLGAS0 R
Tonset = -11,5.t + 332°C 1 PCL
4} o
< 3501 O Denso % 3901 Tonset= 0,081+ 391°C
3 © Poroso 2
5 *  Média S .
= L 0 Benso
O Poroso
300+ 3004 »  Media

o 1 3 3 0 1 20 30 40 50 60
Semanas Semanas

Figura 26 — Variacio da temperatura de inicio de degradagiio térmica (Tonser) para amostras de
PCL e PLGAS0 durante degradac8o in vifro em meio tampdo fosfato.

A degradagdo térmica dos materiais poliméricos estd diretamente associada 4 energia
necessdria para o rompimento das ligagOes intramoleculares. Assim, a influéncia da composigio
quimica dos materiais € o fator preponderante na andlise de TGA. A diferenca térmica entre
amostras de PCL ¢ PLGA (50/50) foi avaliada por Penco et al. (2000), em estudo envolvendo
copolimeros multi-blocos de PLGA(50/50) e PCL, e confirmam os valores de Tonset encontrados

em nosso irabaltho.

O mecanismo de degradacfio térmica dos polimeros bioreabsorviveis tem sido avaliado por
diversos autores e ainda no € bem esclarecido. A queda de Tonset nas amostras de PLGASO
relaciona-se com o processo de hidrélise do material, isto €, quanto menor a cadeia polimérica,
menor a estabilidade térmica (Penco et al., 2000). O mecanismo de degradaciio térmica nos
poli(a-hidréxi 4cidos) ocorre em diversas etapas e mecanismos, incluindo a transesterificagiio
intramolecular, cis-eliminagdo e fragmentacio em acetaldeido e gas carbdnico (Kopinke et al.,
1996).

Nas amostras de PCL, a degradagSio térmica em meio inerte (N2) e em condigBes

isotérmicas (170 °C, 250 °C e 290 °C) foi estudado por Aoyagi ef al. (2002) através das anélises
de TGA e DTA (anélise térmica diferencial). Em funcéio da energia de ativaciio constante durante
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a perda de massa, os autores sugerem um mecanismo de degradagio em uma tUnica etapa, por
despolimerizagdo da porgdio terminal da macromolécula. Quando avaliada a degradago em
condicdes nAo-isotérmicas, conforme proposto em nosso trabalho, Sivalingam et al. (2003)
descrevem a degradaciio de amostras de PCL por dois mecanismos: cis-climinagdo e por ciséo
aleatoria na ligagdio C-O da cadeia polimérica. A alta estabilidade térmica das amostras de PCL

demonstra estar relacionada com a concentragio dos grupos funcionais carboxilas do material.

Os resultados da analise de TGA além de caracterizarem o material, contribuem através da
relagéio entre a técnica de preparo do suporte de polimero bioreabsorvivel com sua aplica¢do. Em
se tratando de aplica¢bes em cultura de células e estudos in vivo, o processo de bioreabsorgio €
feito na temperatura corpdrea, e nunca atinge os valores limites de Ionser. Entretanto, a
degradacdo térmica em materiais bioreabsorviveis é considerada como pardmetro de influéncia
durante o processamento do material quando requerem calor para conformag#o, tais como a
técnica de fusdo, extrusdo ou FDM. A esterilizagio por calor de suportes e dispositivos de
polimeros bioreabsorviveis é também outro fator relevante no estudo da degradacio térmica,
pois, durante a decomposi¢iio, podem ser produzidos produtos e subprodutos que propiciem
reacbes inflamatérias ao organismo, ou até mesmo alterando as caracteristicas de
biofuncionalidade do material (Gogolewski et al., 1997; Cordewener et al., 2000 ¢ Rickert ef al.,
2003).

Bergsma ef al. (1995) avaliaram degradagiio in vifro de amostras de PLGA (96/4) em
tampéo fosfato a 90 °C durante 450 h Os resultados de Mw, variagdo de massa, Tg ¢ Tm
mostraram que materiais com elevado tempo de degradaciio podem ser estudados com ensaios
acelerados de degradacg3o. O estudo ir vivo das amostras pré-degradadas mostrou comportamento
semelhante aos das amostras nio degradadas, entretanto com perda considerdvel das suas
propriedades mecénicas (Bergsma ef al., 1996). Em adicéio, ua das formas do controle das
propriedades e caracteristicas dos suportes pode ser realizada pela pré-degradacfio térmica.
Materiais bioreabsorviveis estiaveis por longos periodos podem ser submetidos & pré-degradacio
para ajuste de suas propriedades.
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5.4 Ensaio mecinico de flexio

O ensaio mecénico de flexdo dos suportes densos ¢ porosos de PCL e PLGAS0 mostrou um
comportamento distinto entre as amostras. Pela curva tensfio x deformacio as amostras densas de

PLGAS50 mostram um comportamento fragil, enquanto as amostras densas de PCL e porosas de
PCL ¢ PLGAS0 um comportamento dictil (Fig. 27).

140

120- PLGAS0 Denso

8

PCL Denso

Tensdo (MPa)
3

PCL Poroso

0.0 0.1 02 03
Deformacgao (%)

Figura 27 ~ Curvas de tensfio x deformagfo no ensaio mecénico de flexso de suportes densos e
porosos de PCL e PLGAS0 sem degradaco.

Avaliado pela regifio linear das'curvas de tensiio x deformagdio, o médulo de Young (E)
mostra-se diferente entre os tipos de materiais e suas morfologias (Tab. 11). Antes e durante a
degradacfo, amostras de PLGASO apresentaram médulo superior aos seus andlogos de PCL,
havendo uma diferenga aproximada de 10" entre os suportes de mesma morfologia. Quando
comparada a morfologia das amostras, verifica-se que a porosidade diminui consideravelmente o
médulo de flexdo. A relagio entre os médulos pode ser descrita pela seqiiéncia abaixo. Os valores
obtidos séo apresentados na Tab. 11 e na Fig.28 adiante.

E p1.6A50 denso > E PLGA poroso = E 2L denso > E L poroso

Durante o periodo de 52 semanas de degradagdic in vitro, amostras densas ¢ porosas de PCL
apresentaram uma tendéncia ao decaimento do médulo de Young, sendo o maior decréscimo nas
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amostras densas. Um comportamento semelhante é observado nos dados de tensfio maxima de
escoamento, entretanto com menor variagdo (Tab. 8). O resultado da anilise mecénica pelo
ensaio de flexfio sugere uma diminui¢Sio da massa molar das amostras, entretanto em peguena
proporgiio. Apesar de ndo ter sido verificada pelas analises térmicas e morfol6gicas, as etapas de
degradacio descritas por Pietrzak et al. (1997) (Fig. 3), mostram que a diminui¢do da resisténcia
mecinica antecede a perda de massa. A pequena variacio do tamanho médio das cadeias
poliméricas das amostras de PCL pode ser confirmada pelos ensaios de GPC adiante.

Nos suportes de PLGAS0 h4 um comportamento distinto e mais acentuado na variagio do
moédulo de flexfio. Durante 3 semanas de degradacio, suportes densos de PLGAS0 apresentam
decaimento do médulo e da tensdo méxima de ruptura (Tab. 8). O aumento do médulo de Young
nas amostras de PLGASO durante uma semana de degradac@io, pode ser atribuido a uma
reorganizacdo das cadeias poliméricas. Com a degradago e, conseqiiente diminuicdo da massa
molecular, o rearranjo das cadeias de menor tamanho permite um maior niimero de ligacles
intermoleculares secundérias, produzindo assim uma resisténcia adicional (Duek ef al., 1999).
Geralmente, o material torna-se mais resistente ¢ mais fragil. Na medida em que a degradacfio
prossegue, as regides de maior organizacio degradam, diminuindo a resisténcia, conforme
mostrado na Fig. 28. Observa-se que os valores do moédulo decaem mais acentuadamente nas
amostras densas, quando comparadas s porosas, confirmando mais uma vez o efeito
autocatalitico dos poli{a-hidréxi acidos).

Conforme foi apresentado, a morfologia porosa permite maior difusdo do meio de cultura,
como também facilita a invasfio celular e formagdo do novo tecido. Entretanto, a diminuicgio das
propriedades mecénicas pelo aumento da porosidade dos suportes bioreabsorviveis, ¢ descrita
como um pardmetro de limitacio nas aplicacdes na cultura de células e nos dispositivos de
fixacdio 6ssea (Fang et al., 2005). Como alternativa para a melhoria das propriedades mecénicas
dos suportes, a formagiio de blendas entre os materiais ¢ um campo de destaque no preparo de
materiais adequados 4 aplicagio. Através da composicio da blenda € possivel estabelecer um
controle entre material, morfologia e resisténcia mecénica (Ferreira et al., 2002 ¢ Sung et al,
2005). Outra técnica aplicada & melhoria das propriedades mecénicas dos suportes de PCL € a
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formacdo de compésitos com hidroxiapatita (Kim et al., 2004) e biovidros (Boccaccini et al.,
2005).

Os valores do médulo de flex&o, obtidos neste estudo, delimitam suas aplicagBes como
suportes na engenharia de tecidos. Aplicados 4 engenharia de tecidos 6sseos, o material deve
permitir a consolidagio da fratura pela formagio do calo Gsseo. Durante a sua formacgo, o calo
necessita receber estimulo mecénico e, dessa forma, o polimero deve ter iniciado seu processo de
degradac8o com perda da resisténcia mecénica. Com a consolidagio da fratura, o dispositivo
polimérico deve ser reabsorvido completamente, ndo sendo necessdrio uma segunda intervenco
cirargica para a sua retirada (Middleton et al., 2000). Dos suportes desenvolvidos neste trabalho,
o material que mais se aproxima das caracteristicas mecanicas do osso cortical (E =~ 17 GPa)
(Lakes, 1999) e de tempo de recuperagfo dssea, € aquele preparado com PLGAS50 sem adico de
sal (E = 4,1 GPa).

Entretanto, suportes poliméricos bioreabsorviveis porosos com curtos (PLGAS0) e longos
(PCL) tempos de degradagdio t€m usos especificos. Os suportes porosos de PLGAS0
desenvolvidos neste trabalho tém tido aplicagBes na Estratégia I, apresentada no capitulo 2, no
qual o material serve como matriz temporaria para o desenvolvimentos de tecidos em bioreatores.
As aplicagBes incluem a produgio de pele e cartilagem (Seal ef al., 2001). Suportes porosos de
PCL esto sendo descritos em usos onde se requer materiais que se mantenham flexiveis, como a
liberaggo controlada de drogas (Tabata, 2000) ¢ substratos para pele (Khor ef al., 2002).

:
g

—=%—PCL Densa
---&-- PCL Poroso

&~ PLGASE Denso
75004 —&— PLGAS0 Poroso

g

b

g L3 T e - 1 T T
0 1 2 0 15 30 45 60
Semanas Semanas

Mddulo de Young (MPa)
Mdduio de Young {MPa)
58

- .y
-®

Figura 28 — Médulo de Young no ensaio mecénico de flex#io de amostras densas e porosas de
PCL e PLGASO0 durante degradacgiio in vitro em meio tampao fosfato.
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5.5 Cromategrafia de permeaciio em gel (GPC)

A andlise de GPC forneceu dados relativos & massa moiecular média dos suportes
estudados, antes e apos a degradacfio em tampéo fosfato. Os dados obtidos sfo apresentados nas
Tab. 12 e 13 e dispostos em forma grafica na Fig. 29.

Os valores de GPC confirmam as hipoteses apresentadas pelas técnicas anteriores: amosiras
de PCL séo estaveis & degradaco em tampdo fosfato no periodo de 52 semanas e amostras de
PLGAS50 degradam significativamente no periodo de 3 semanas. Amostras de PCL densas ¢
porosas mostraram massa molecular ponderal média (Mw) com valores médios de 100.000
g/mol. O fornecedor do material (Sigma-Aldrich) comercializa o material com Mw = 80.000
g/mol, e as condicoes de processamento e de armazenamento do material nfo justificam a

discrepéncia entre os valores.

Durante o periodo de degradacio, a variagdo de Mw nas amostras de PCL é pequena
(aproximadamente 5 %), confirmando a estabilidade dos suportes observada por MEV, DSC,
TGA e pelo ensaio mecanico de flexdo. O decréscimo de Mw ¢ uma tendéncia e pode ser
observado o mesmo comportamento quando se avaliam os dados de Mn e do indice de
polidispersédo (IP). A relagéio entre Mw e Mn € dada pelo IP, e os valores acima de 1 indicam uma
predominéncia de cadeias de alta massa molecular (Lucas ez al., 2001). Nido foram observadas
variagdes significativas no IP em nosso experimento, assim como entre as morfologias propostas
neste trabalho. Os valores, apresentados nas Tab. 12 e 13, sfo proximos entre as amostras porosas
e densas, e ndo sugerem uma diferenciacdo durante o processo de degradagdo (Fig. 29).

Na andlise das amostras de PLGAS0, a tendéncia de degradacio acelerada ¢ confirmada
"pelos dados de GPC. Com 2 semanas de degradacdic as amostras diminuem de maneira
considerdvel seus valores de Mw e Mn. A Fig. 29 adiante mostra a taxa de decaimento da massa
molecular das amostras densas e porosas, ¢ reafirma a diferenciagdo observada pelas andlises
térmicas de DSC e TGA. A taxa de decaimento dos valores de Mw é maior em amostras densas
(29.500 g/mol/semana) quando comparadas as porosas (17.900 g/mol/semana). Comportamento
semelhaﬁteéobsezvadonastaxasdeMn.Aanéﬁsedataxadedecaimentodasamos&as densas e
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porosas de PLGAS0 confirma o efeito autocatalitico dos poli(a-hidréxi dcidos). A cisdo aleatdria
das cadeias durante o processo de hidrélise gera cadeias de menor massa molecular, ¢ a
diminui¢do do IP € citada pela literatura como um comportamento padrio (Schliecker ef al.,
2003).

Entre amostras densas e porosas de PLGASO existe uma variacio entre os valores de massa
molecular. Amostras porosas apresentaram Mw menores que seus analogos densos, sugerindo um
processo de degradacfo durante o tempo de permanéncia do material na panela de processamento
da injetora. A mistura polimero/sal foi realizada durante 0 aquecimento das amostras e, diante da
dificuldade de manuseijo e homogeneizagio do sal, o tempo de permanéncia a 160 °C pode ter
ocasionado a diminui¢8o. A mistura dos componentes em temperaturas menores mostra-se como

um aspecto a ser avaliado e adotado para a técnica.

Amostras de PCL mostraram importante estabilidade durante 52 semanas de degradacfio in
vitro. Nossos resultados estfio de acordo com estudos similares de degradagfio, entretanto Ali et
al. (1993b) demonstraram que o processo de hidrolise das caprolactonas é sensivelmente
influenciado pela presenca de radicais livres. Assim, em estudos de degradacio in vive o PCL
apresenta uma maior velocidade de degradagdo, com diminuic3o acentuada da massa molar.

Os resultados de GPC para amostras de PLGAS0 podem ser relacionados com a variagfio de

suas propriedades térmicas ¢ mecanicas. A Fig. 30 adiante relaciona Tg, Tonser ¢ o médulo de

flexdo (E) em fimgfo da Mw de amostras densas e porosas.
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Figura 29 — Massa molecular pondérai média (Mw), numérica média (Mn) ¢ indice de
polidisperséo em amostras de PCL e PLGAS50 durante degradaciio i vitro em meio tampéo
fosfato.
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Figura 30 - Temperatura de transi¢fio vitrea (Tg), temperatura de inicio de degradacfio térmica
(Tonset) e médulo de flexfio de amostras densas ¢ porosas de PLGAS0 em fung3o da massa
molecular ponderal média (Mw).

A relacio entre os dados de andlise térmica dos materiais com a massa molecular de
amostras densas e porosas de PLGAS0Q mostrou-se decrescente. Quanto menor a massa
molecular, ‘mendr a temperatura de transi¢io vitrea e de inicio de degradacgfio térmica. Em relacfio
a Tg, a diminuigio da massa molecular aumenta a flexibilidade da cadeia, diminuindo seu valor.
A literatura descreve também como outro fator de influéncia a presenga de moléculas de agua,
provenientes do meio de degradagfio, € que agem como agente plastificante durante o processo de
degradagéio (Li ef al., 1990b). A variagio de Tonset com Mw ¢ atribuida a propria degradagfo das
amostras. Quanto menor o tamanho das cadeias poliméricas, menor a estabilidade térmica (Lucas
et al., 2001). No grafico entre o mddulo de flexfio e Mw a relacfio sugere um comportamento de
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crescimento em uma semana e posterior decréscimo. O aumento do médulo de Young nas
amostras de PLGAS0 durante uma semana de degradagfio, ¢ atribuido a uma reorganizagio das
cadeias poliméricas. Com a diminui¢io da massa molecular, o rearranjo das cadeias de menor
tamanho aumenta o nimero de ligages intermoleculares secundérias, produzindo assim uma
resisténcia adicional (Duek ef al., 1999).

5.6 Conclusdes parciais

O estudo da degradacdo de suportes de polimeros bioreabsorviveis em tampao fosfato & Gitil
na caracterizagdo dos materiais em meios com pH fisiolégico. Os dados da literatura s3o extensos

€ permitem uma boa comparagio com os resultados experimentais.

Suportes baseados em PLGAS0 apresentaram degradacfio acentuada em 3 semanas de
estudo ir vifro. Ha significativas variagbes morfolégicas, térmicas de propriedade mecéanica e de
tamanho médio das cadeias poliméricas. De uma forma geral, quanto maior o tempo de
degradacdo, menor a propriedade avaliada no suporte. O autocatilise descrita para os poli{u-
hidréxi acidos) € verificada nos suportes tubulares preparados pela técnica de fusdo. '

Em contraposiciio as amostras de PLGAS0, suportes baseados em PCL mostraram-se
estiveis em 52 semanas de degradagdio. Os dados de morfologia sugerem uma degradacio
preferencial das amostras densas de PCL, entretanto nfio foi verificada pelas analises térmicas. O
estudo da degradagfio in vifro das amostras de PCL permitiu ainda uma conclusfio sobre as
variaveis de degradacdio propostas por Pietrzak ef al. (1997) (massa molecular, tensio e massa do
suporte) e apresentadas no capitulo 2. A Fig. 3 pode ser completada, juntamente com o
decaimento da massa, pela inclusio das andlises térmica das amostras, varidveis indiretas de
degradacdo.

Materiais bioreabsorviveis com longo tempo de degradagiio requerem estudos com periodos
de anos, onde as condi¢des de ensaio devem ser mantidas de maneira controlada. Assim, ¢ estudo
acelerado da degradacfio in vitro mostra-se como uma necessidade para predizer propriedades
desses materiais em curtos perfodos de tempo.
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Capitulo 6

Degradacgdo in vitro em solugdes de NaOH

A degradagdio in vitro em solugdes de NaOH vem sendo proposta nos Gltimos anos como
uma alternativa aos estudos tradicionais em meio de tamp3o fosfato. O uso de meios alcalinos
permite simular condigdes especificas do ambiente bioquimico celular € pode ser utilizado em
ensaios acelerados de degradagfo (Cam ef al., 1995 ¢ Yuan et al., 2003).

Conforme mostra a Fig. 31, a ligacio éster apresenta uma tipica reagiio de substitniciio
nucledfila, com o atague no carbono carbonilico e conseqiiente substituigdio do grupo ~OR’ por
~OH, -OR” ou -NH,. A reacfio, na presenca de Agua, denomina-se¢ hidrdlise ¢ pode ser
catalisada por meios 4cidos ou bdsicos. A hidrélise alcalina dos ésteres mostra-se mais rapida
quando comparada ao meio Acido, pois a presenga do ion OH, um reagente fortemente
nucledfilo, faz a reag3o ser essencialmente irreversivel, ao contrario da reacfio acida. O ion
carboxilato € estabilizado por ressonfincia, tendo assim pouca tendéncia a reagir com os aicoois
terminais formados (Morrison ef al., 1994).

Assim, buscando predizer o comportamento da variagdo de massa, das propriedades
térmicas ¢ morfoldgicas, e de variagio de massa em pH fisiolégico, amostras densas de PCL ¢
PLGAS50 foram submetidas & degradacéio in vifro em meio alcalino com solugdes de NaOH, em
pH 12,13 e 13,7.
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Figura 31 — Substitui¢8o nucleéfila, reacfio de hidrolise acida e alcalina dos ésteres.

6.1 Variaciio de massa

A variaglio da massa normalizada das amostras de PCL e PLGAS0 sio apresentadas nas
Tab. 14 e 15. Os resultados mostram um comportamento de degradacfio semelhante aos
resultados obtidos na degradagdo em tampdo fosfato: as amostras de PCL sio significativamente
mais estiveis quando comparadas as de PLGA50, mesmo em meios alcalinos. Com 15 semanas
de degradagdo hd uma perda de 30 % de massa nas amostras imersas em solugiio alcalina,
enquanto nio verifica-se variagio nas amostras em agua destilada (Tab. 14). Os resultados nio
mostram urma variagdo significativa da massa em fungdo do pH da solugfio alcalina (Fig. 32).

Em relagdo &s amostras de PLGAS0, o decaimento da massa ocorre a partir da primeira
semana, conforme mostram os dados da Tab. 15. Observando-se a Fig. 32, o decaimento da
massa para amostras densas de PLGAS0 sugere uma relagio dirctamente proporcional a
concentracdo do meio alcalino.

A reagdio de hidrélise, catalisada pela presenca da hidroxila, mostra uma relagsio direta entre
a concentragdo de OH e a de grupamentos ésteres do material (Jong et al, 2001). Assim, a
difemnciagﬁomteadegradagéodosmateﬂaispmmenamhgﬁom&eammﬁdadede
ligagdes ésteres presentes na cadeia, do tamanho das cadeias (massa molecular) e da
disponibilidade de se formar terminais que permitam a propagagio da reagio.
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Tabela 14 — Massa normalizada (m) de amostras de PCL pa degradaciio in vitro em NaOH.

PCL
pH7 pH 12 pH 13 pH 13,7
Semanas m *+ sd m + sd m + sd m + sd
0 1,000 0,010 1,000 0,020 1,000 0,010 1,000 0,010
2 0,987 0,012 0,970 0,010 0,960 0,100 0,941 0,020
4 1,000 0,030 0,950 0,055 0,947 0,040 0,920 0,022
8 0,990 0,063 0,840 0,018 0,860 0,050 0,820 0,030
15 0,980 0,040 0,790 0,084 0,660 0,070 0.670 0,090

sd = desvio padréo

Tabela 15 — Massa normalizada (m) de amostras de PLGAS0 na degradagciio in vitro em NaOH.

PLGA
pH7 pH 12 pH 13 pH 13,7
Semanas m +sd m +sd m +sd m 4 sd
0 1,000 0,010 1,000 0.063 1,000 0,010 1,000 0,056
1 0,960 0,090 0,900 0,140 0,870 0,100 0,820 0,080
2 3,930 0,066 0,770 0,670 0,632 0,067 0,660 0,090
3 0,830 0,200 0,380 0,210 0,230 0,050 0,220 0,120
4 0,810 0,120 0,120 0,150 0,050 0,030 0,020 0,210

sd = desvio padrio

Massa Normalizadsa (PCL)

Massa Normealizada (PLGAS0)

0 3 I e 12 15 0 1 2 3 4
Semanas Semanas

Figura 32 — Variagfo da massa normalizada na degradacio in vitro em NaOH (pH 7, 12, 13 ¢
13,7) de amostras densas de PCL e PLGASO0.
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Pelaregfesséoﬁneardavaﬂagﬁodamassamrmaﬁmdaemﬁmgﬁodotempoep&o
coeficiente angular representa a taxa de decaimento das amostras. A relagfo direta entre o valor
do pH e a taxa de decaimento ¢ verificada pelos dados da Tab. 16. Nas amostras de PCL, a
variagdo ndo ¢ tdo intensa e entre os valores de pH 13 e 13,7 ndo hi uma diferenciagio
significativa ao longo do tempo de degradagio.

Tabela 16 ~ Taxa de decaimento da massa normalizada em amostras de PCL e PLGAS0 na
degradacdo in vitro em meio alcalino NaOH.

PLGAS0 PCL
H Taxa de decaimento da massa Taxa de decaimento da massa
P normalizada (semanas™) normalizada (semanas™)
7 -0,0432 -
12 -0,1837 -0,6195
13 -0,2354 -0,0201
13,7 - 0,2327 0,0221

Representada de forma grafica (Fig. 33), a regressio linear da taxa de decaimento da
massa, em funcfio do pH, mostra a interpolagiio para pH = 7,4 e a ordenada da rteta (taxa de
decaimento) em -0,0852 semanas™ para amostras de PLGAS0 e -0,0025 semanas ' para amostras
de PCL. Nossos resultados de variacio de massa indicam que as amosiras de PLGAS50 possuem
uma velocidade de perda de massa 40 vezes superior as amostras de PCL.

— 0,004 " PCL 0,004 PLGASD
.g __.‘-?\\D\-@___&__ q:f-\ ]
i L]
c : . i .
g 0054 | (7.4:-0,0025) g -0,05 {7.4; -0,0852)
.. | E i Taxa,_ =0,085-0,023.(pH)
- 2 b
g ] £ 015
g 0,154 o ;
= 1 = 0,023 - 0,0034 & 0204
620/ Tmcam 0,023 - 0 L(pH) = |
e T e — o i TN
7 B 8 10 11 12 13 14 7 8 98 10 1 12 13 14
pH pH

Figura 33 - Taxa de decaimento da massa normalizada durante a degradacio in vitro
em solugdo alcalina de NaOH em fungéio do pH.



Obtida pela curva de degradagdo in vitre em solugdes de NaOH, a interpolacdo da reta em
pH 7,4 forneceria uma estimativa da degradagdo em meio fisiolégico. Apesar do ambiente
quimico ser distinto, a hidrolise dos polimeros bioreabsorviveis vem sendo descrita com
mecanismos semelhantes. Buscando estabelecer o mecanismo de degradacéo in vifro de amostras
de PLA e PLGA (50/50) na presenca de H' e OH, Jong ef al. (2001), descrevem a reagéio de
hidrélise através de um modelo de reagio secunddria de eliminacfo de mondmeros. Apos ©
rompimento da ligagio éster, o terminal lcool, das macromoléculas resultantes da degradacéo,
reage com o meio alcalino, promovendo a eliminagiio de um mondmero lactato ou glicolato,
dependendo da composiciio do material. O mecanismo parece ocorrer de forma semelbante
aquele descrito pela degradag&o térmica das amostras de PCL (Sivalingam ef al., 2003).

Os resultados de predigfio da perda de massa em tampéo mostram-se de acordo com ensaios
de degradacdio in vifro em tampdo fosfato, descritos na literatura. A Fig. 34 relaciona o
decaimento da massa normalizada, calculado pela interpolagio da degradacéo em NaOH, com os
valores citados pela literatura. Os trabalhos comparados na Fig. 34 referem-se a amostras de PCL
e PLGA (50/50) com geometrias diferentes (membranas, pinos), entretanto sugere que o
protocolo de degradagio acelerada proposto neste trabalho possui uma validagéo.

— | 2
I o e N s "
é_i ] o ]
-g 0,8“ & 0,8'
@ ] @ ;
N j k-]
2 06 8 o8
£ T
S 04 E 044
A Lietal (2000) < ;
e Z = Agrawal ef al. (2000
® p24 B Kweonetal (2003) o 024 A ELAmin ((2003)
@ pH 7.4 calculado em NaOH a2 et al )
= 00 ! 2 oc--———pﬂ7,4mmadoemNaOH
% 5 10 15 20 25 30 3 e S S S S S

Semanas Semanas

Figura 34 — Taxa de decaimento calculada da massa normalizada em pH 7.4 comparada aos
dados da literatura.
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6.2 Calorimetria Diferencial de Varredura na degradacio em NaOH

O estudo da degradagdo em meio alcalino através da técnica de DSC mostrou variagdes
significativas para as amostras de PCL ¢ PLGAS50. Os termogramas de DSC para amostras de
PCL em diferentes concentragdes de NaOH sfio mostrados na Fig. 35, sendo tipicos de um
material semicristalino. As amostras ndo degradadas apresentaram Tm entre 63 ¢ 64 °C e, apos
resfriamento padronizado (10 °C/min), o material apresentou picos de cristalizacdo em 25 °C,
ndo mostrados nos termogramas (valores apresentados na Tab. 17). A Tg das amostras de PCL
foi obtida no segundo aquecimento, em valores de aproximadamente -63 °C. Prosseguindo o
segundo aquecimento, as amostras apresentaram novo pico de fusdo em 56 °C. Através da
variagdo da entalpia de fusdo, de forma semelhante aos estudos anteriores, foi possivel
determinar o grau de cristalinidade das amostras.

Antes da degradacio, as amostras de PCL possuem propriedades térmicas semelhantes
a0s valores obtidos para o estudo do efeito da lixiviaggio do sal (capitulo 4) e da degradacio em
tampéo fosfato (capitulo 5). A analogia dos dados iniciais permite uma comparacio entre os
meios durante o processo de degradacio.

Durante o periodo de 15 semanas de degradagio in vitro, amostras de PCL imersas em
agua destilada (pH 7), nfio apresentaram variagbes significativas em suas propriedades. Em
meios alcalinos, 0 comportamento das propriedades térmicas das amostras foi proporcional 2
concentracio da solugio de NaOH. De maneira geral, durante 2 degradagiio, Tg apresenta uma
tendéncia de decaimento, € tanto Tm quanto o grau de cristalinidade wma tendéncia de aumento
dosseusvaiercs.OSvalor&sdeTg,Tmeograudecﬁsmﬁnjdadedmnteopeﬁodode
degradacéio sfo apresentados nas Tab. 17 e 18.
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Figura 35 — Termogramas de DSC de amostras de PCL na degradacdo in vifro em NaOH. A
coluna da esquerda mostra Tg no segundo aquecimento e a coluna da direita mostra Tm no
primeiro aquecimento.
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A Fig. 36a a seguir, mostra a variacdo de Tg em funciio do tempo e do pH da solucdo de
NaOH. De maneira geral, o decaimento de Tg mostra ser mais acentuado nas solucdes de maior
concentragio, sendo muito semelhantes os valores obtidos pela variacfico entre pH 13 e 13,7
(decaimento de aproximadamente 3 °C). A diminuicfio tem sido atribuida, primordialmente, a
dois fatores: a diminui¢do da massa molar e o consegiiente aumento da flexibilidade das cadeias,
e também pela presenca da dgua proveniente do meio de imersfo, atuando como um plastificante
no material (Duek ef al., 1999). Numa andlise preliminar, as amostras de PCL, imersas em agua
destilada, nfo mostraram um efeito plastificante significativo, sugerindo que a diminuigéo
observada em ouiros valores de pH, esteja ocorrendo pela degradacio das cadeias

macromoleculares.

A taxa de decaimento de Tg (°C/semana) correlacionada com o pH é apresentada pela Fig.
36b. A imterpolacéo do valor em pH 7,4 forneceria o comportamento de decaimento para valores
em pH fisiolégico. Obtido.o valor de -0,011 °C/semana da regressio linear, os valores sdo
apresentados em comparacio ao estudo do capitulo 5 (tampo fosfato) e aos dados da literatura
{Coombes et al., 2004) com longo tempo de degradaciio em tampao fosfato (Fig. 36¢).

O comportamento de Tg mostra ndo ter um padrio linear que permita predizer sobre
longos tempos de degradacfio. Fica dificil a comparacio entre os valores apresentados neste
capitulo com a literatura, ora pela auséncia de dados na bibliografia especifica com longos
tempos de degradacfio de amostras de PCL, ora pela grande variagio de meios, tipos de amostras
de PCL e métodos de preparacéo.
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Figura 36 - (a) Variagfo de Tg , (b) taxa de decaimento em fungdio do pH e (c) comparagsio da
degradacdo in vifro de amostras de PCL em NaOH.
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A avaliagio de Tm durante o estudo da degradagio emn NaOH foi feita de forma analoga &
descrita anteriormente. Tm apresenta um comportamento de aumento e, mostra ser mais
acentuado com o aumento da concentracio de NaOH (Fig. 37a). Apesar do aumento de Tm néo
demonstrar uma boa correlago linear (linha continua em comparagfo & linha tracejada), os
valores de aumento de Tm foram correlacionados para padronizacdo das anilises. Em estudos da
degradacgio de fibras de polimeros bioreabsorviveis em meio alcalino NaOH, Yuan ef al. (2003)
atribuem o aumento na temperatura de fusfo & mobilidade das cadeias de menor massa molar e
a0 conseqiiente aumento na “perfeicfio” dos cristais. A comparagfio dos resultados obtidos pela
degradagdo in vitro em NaOH em pH 7.4, mostra valores intermediérios entre o estudo da
degradagdo em tampéo fosfato (capitulo 5) € os dados de degradagéo publicados por Coombes et
al. (2004).
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Figura 37 — (a) Variagiio de Tm , (b) taxa de decaimento em fungéo do pH e (¢) comparagio da
degradaciio in vitro de amostras de PCL em NaOH.
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A Fig. 38 mostra o grau de cristalinidade das amostras de PCL, obtido pela relacdio entre as
variagGes de entalpia. Com excegdio das amostras imersas em 4gua destilada {pH 7), 0s resultados
indicam um aumento do percentual do grau de cristalinidade (Fig. 38a) diretamente proporcional
a0 aumento da concentragio da solugiio de NaOH. Nio h4 diferencas significativas entre o
aumento das amostras imersas em pH 13 ¢ 13,7.

A literatura tem atribuido o aumento do grau de cristalinidade dos polimeros
bioreabsorviveis a disposi¢iio espacial das cadeias poliméricas, influindo na taxa de absorggio de
agua pelo material. O primeiro estigio de degradacfio consiste na penetracdo e difusio das
moléculas de 4dgua nas regies amorfas do material, e subseqiiente cisdo hidrolitica das ligacdes
esteres das cadeias poliméricas. O segundo estdgio se d4 quando parte consideravel da regido
amorfa estd degradada, e prossegue no centro dos dominios cristalinos (Li, 1999). Dessa forma,
hé4 um aumento porcentual da porcio cristalina e pela formacfio de novos cristais, através do
rearranjo das cadeias de menor massa molar, originadas no processo de degradagdo (Duek et al ,
1999).

Utilizando-se a mesma metodologia empregada anteriormente, e através da regresséo linear
dos valores experimentais, foi obtida, pela interpolagéio dos dados, a taxa de aumento do grau de
cristalinidade em fungio do pH das amostras. A interpolacio dos dados, apresentados na Fig. 38b,
mostra uma taxa de acréscimo de 0,077 %/semana em pH 74. Comparado com os resultados
experimentais da degradaciio em tampiio fosfato (Fig. 38c), e com os valores publicados por
Coombes et al. (2004), 0 modelo proposto se aproxima mais dos resultados da literatura do que 0s
valores obtidos pelo nosse experimento em tampio.
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Figura 38 — (a) Variagfo do grau de cristalinidade no primeiro aquecimento, (b) taxa de aumento
em fungdo do pH e (c) comparaciio da degradacfio irn vitro de amostras de PCL em NaOH.
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Para amostras de PLGAS0, os resultados da andlise de DSC siio apresentadas pelos
termogramas da Fig. 39 ¢ pelos dados da Tab. 19. Os valores de Tg foram obtidos tanto no
primeiro como no segundo aguecimento, apresentando-se préximos: 44 °C no primeiro
aquecimento e 42 °C no segundo. Durante o processo de degradaco, a analise da variag8o das
propriedades térmicas das amostras de PLGAS0 foram feitas usando-se os valores do segundo
aquecimento, pois a presenga da relaxagdo de tensdo molecular no primeiro aquecimento pode
ser suficiente para deslocar o valor da temperatura na curva de DSC (Lucas ef al., 2001).

Tabela 19 — Dados de DSC de amostras PLGAS0 na degradagfio in vifro em meio alcalino
NaOH. (Tg) temperatura de transigo vitrea; (Tm) temperatura de fusdo.

PLGAS0
Te Y0 Tg? 0 Tm @ ¢C)
pH 7 12 13 13,7 7 12 13 13,7 7 12 13 13,7
44 44 44 44 42 42 42 42 - - - -
42 42 41 41 35 43 39 37 - - - -
36 37 39 28 33 22 24 - - - -
33 30 23 24 22 18 13 17 - - - -
(1) 1° aquecimento; (2) 2° aquecimento; (~) n3o observado.

Semanas
LVS I N B
L2
&

A Fig. 40a mostra a variagfio de Tg para as amostras de PLGAS0 em funciio do pH da
solugio de NaOH. O cilculo da taxa de decaimento de Tg durante o processo de degradacdio ¢
representado pela Fig. 40b. Verifica-se tanto pela regressio linear dos dados, como pela curva
média, que os valores para o pH 7,4 calculado e experimental divergem em 2 °C/semana.
Comparados a literatura, a curva obtida para a degradacio de amostras de PLGAS0 em pH 74
acompanha a tendéncia de decaimento.
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Figura 39 — Termogramas de DSC de amostras de PLGAS50 na degradacio in vitro em NaOH
(pH 7,12, 13 € 13,7). A coluna da esquerda mostra Tg no primeiro e a da direita no segundo
aquecimento.
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Figura 40 — (a) Variacéo de Tg , (b) taxa de decaimento e (¢) comparagio de modelo com valores
em tampdo fosfato em amostras de PLGAS50 na degradacgdo ir vitro em NaOH.

6.3 Microscopia eletronica de varredura na degradacio em NaOH

A microscopia eletrdnica de varredura das amostras densas de PLGAS5C ¢ PCL na
degradac@o em NaOH esta representada pela Fig. 41. Devido ao grande niimero de amostras e
micrografias optou-se por apresentar as que melhor representavam © processo de alteraciio
morfolégica.

As Fig. 41A a 41D representam amostras de PLGAS0 imersas em solucéo de NaOH, pH
13,7, durante o periodo de 0 a 3 semanas. A micrografia 41A (detalthe em 41E) se assemelha
morfologicamente as amostras densas de PLGAS0, descritas no estudo do efeito da retirada do sal



(capitulo 4). O material mostra-se com morfologia densa, compacta, sem a presenga de poros em
sua extensdo. Durante o processo de degradagdo in vitro, amostras com uma semana de
degradacio apresentaram erosfio superficial (Fig. 41B, aumento em 41F), gradativa e
proporcionalmente ao tempo de imers#io. Pontos de erosfo podem ser observados em seu interior
(Fig. 41C - aumento em 41G, e 41D - aumento em 41H). O efeito da erosfo interna é novamente
verificado, sendo mais acentuado no periodo de 2 e 3 semanas (micrografias 41C e 41D,

respectivamente).

As amostras de PCL imersas em meio NaOH, pH 13, estfo representadas pelas Fig. 411 a
41L. A morfologia das amostras ndo degradadas (Fig. 411) € semelhante as amostras de PLGAS0:
densas, sem a presenga de poros na superficie e no interior. Com 4 semanas de degradacio in
vitro (Fig. 411), as amostras apresentam uma degradac3o superficial, verificada também com 8
semanas (Fig. 41K) de degradagfio. Em 8 semanas, a degradagdo ¢ superficial, entretantc em
maior intensidade. Apdés 15 semanas de degradacio em meio alcalino, as amostras de PCL
apresentaram-se com diversas zonas de eroso, irregulares (mostrado em maior aumento na Fig.

41L).

A analise das amostras por microscopia eletrdnica de varredura no estudo da degradacdo in
vitro em meio alcalino nfio se mostrou util na tentativa de utilizar o ensaio para predizer as
propriedades morfolégicas das amostras de PCL e PLGAS0. A variaglo dos resultados foi

significativa, e em alguns grupos, conflitantes com os resultados de variagfio de massa.

Entretanto, os resultados morfoldgicos em comparagio com a literatura tém mostrado
aplicagdes promissoras na modificac@o da superficie de polimeros bioreabsorviveis tratados com
NaOH. Num recente estudo, Park er al. (2005) avaliaram suportes de PLGA (50/50) tratados
previamente com NaOH nas fungles celulares de condrécitos. Amostras porosas foram
preparadas pelo processo de evaporagio do solvente com adiglio e lixiviagdo do sal (particulas
superiores a 250 pm), com imersdo em solucio 1 mol/L. de NaOH por 10 min. A caracterizacdo
dos suportes mostrou um aumento significativo da porosidade e da drea superficial nas amostras
tratadas pela solugfio alcalina. Usando as amostras como suporte para cultura de condrécitos, o
estudo mostrou um auwmento na adesfo, proliferaciio e sintese de matriz extracelular, como o
colageno total e glicosaminoglicanas (GAGs) durante 7 dias de cultura. As propriedades

melhoradas do suporte sfio atribuidas as propriedades quimicas e morfoldgicas (como a
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rugosidade) da superficie € consequiente resposta celular. Gao er al. (1998) mostraram que o
tratamento de amostras de PGA com NaOH promove a exposicio dos terminais carboxi-acidos

na superficie do material, aumentando assim a sua hidrofilicidade.

Figura 41 - Micrografias eletronica de varredura de amostras densas de PLGAS0 (A a H) e PCL

(I'a L) preparadas pela técnica de fusdo e degradadas em meio NaOH. Barra de escala em (A} &

igual as das figuras (B, C, D, I, N e em (B) igual a (F, G, H, K, L).
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6.4 Conclusées parciais

O estudo da degradaco im vitro em meio alcalino representa uma alternativa aos
tradicionais estudos de degradacio com tampdo fosfato (Li ef ol., 2000; Yaun et al., 2003). O
baixo custo do ensaio e a possibilidade de variagfio das concentragdes tornam seu uso versétil na
avaliagdo das propriedades dos suportes de polimeros bioreabsorviveis (Cam ef al., 1995). Nas
amostras de PCL, a presenca do fon hidrolixa no meio € considerado como um importante
enfoque de analise bioquimica do processo de degradagio de implantes (Woodward ef al., 1985;
Ali et al., 1993b).

O método proposto neste capitulo buscou suprir a necessidade de uma avaliacio mais
répida de materiais com longo tempo de degradagiio. A predi¢iio do comportamento do PCL foi
adequada em propriedades de perda de massa e térmicas, avaliadas pela técnica de DSC.
Amostras com curto tempo de degradacio, tais como as de PLGAS0, divergiram com os
resultados apresentados pela literatura, ¢ podem ser atribuidos, numa primeira andlise, ao efeito
do meio tamponado. A comparaciio com os dados da literatura também mostrou-se dificil pela
escassez dos dados publicados.

A validade dos resultados e da metodologia de andlise pode ser melhorada, seja pela
presenca de um maior nimero de amostras em diferentes tempos de coleta, seja pela melhor
dispersio dos valores de pH, concentrados aqui entre 12 ¢ 13,7. Um acompanhamento mais longo
da degradagiio em tampdc fosfato também mostrou-se fundamental para a comparagio dos
resultados entre os meios de degradagio.



Capitulo 7

Cuitura de células

O desenvolvimento de biomateriais capazes de direcionar o comportamento celular &,
atualmente, uma drea de pesquisa que avanga rapidamente. A aplicagiio de polimeros
bioreabsorviveis como materiais de suporte para cultura de células tem tido destaque em diversas
dreas de aplicago médica, sobretudo na érea ortopédica, na qual numerosos compostos vem
sendo desenvolvidos e testados com células osteoblasticas (Agrawal ef al., 2001 e Nakagawa et
al., 2004). Neste capitulo sdo apresentados os dados de cultura de osteoblastos humanos sobre
amostras de suportes porosos de PCL e PLGAS50 preparados pelo método de fusio com adiciio e
lixiviacfio do sal.

7.1 Adesio de osteoblastos

Os resultados obtidos pelo teste de adesdo celular de osteoblastos indicaram que as
amostras analisadas apresentaram adesdio intermedi4ria entre o conirole negativo e positivo (Fig.
42 a seguir). No teste ANOVA, o resultado mostrou amostras significativamente diferentes F=
37,83858, p = 0,000001779). Newman-Keuls indicou que o controle positivo (placa de
polipropileno) e negativo (Teflon®) foram significantemente diferentes (p < 0,01) entre si ¢ em
relaclio 3s amostras analisadas.
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Figura 42 — Teste de adesao celular das amostras de PCL e PLGAS0 preparadas pelo método de
fusfo. (Controle negativo) membranas de Teflon®, (Controle positivo) placa de polipropileno.

A primeira imteracio entre a célula e o substrato siniético € a adesfo celular. O termo
adesdio envolve etapas subseqiientes, sendo a primeira relaciopada com a aproximacio e atracio
entre as células e o biomaterial. A etapa & breve, e¢ as forcas envolvidas sfio consideradas
secundarias, como as forgas de dipolo induzido e permanente. A etapa seguinte é mais longa e
estavel, proteinas da matriz, ou da propria membrana plasmatica, sfo depositadas e adsorvidas
pelo material. Neste contexto, a interagdio entre as células e o material sintético depende,
fundamentalmente, das caracteristicas da superficie do material. A topografia, as propriedades
quimicas ¢ a energia de superficie, determinam como as moléculas biologicas serdo adsorvidas,
influindo nas etapas subseqiientes de espalhamento, proliferacio e diferenciaciio celular
(Anselme, 2000).

A influéncia das caracteristicas de superficie do suporte de cultura tem sido avaliada de
forma inter-relacionada. A iopografia da superficie de amostras lisas e rugosas mostra ter
influéncia na adesdio ¢ proliferaciio das células (Boyan et al., 1996). No experimento realizado
com suportes de PCL e PLGASO0, a variagdo da topografia, avaliada através das amostras nio
processadas ¢ porosas de PCL, ndo mostrou diferencas significativas. A semelhanca estatistica
entre elas nos permite inferir a respeito do processamento do material, sugerindo ndo ter
influéncia, neste caso, na cultura de células. Superficies lisas, geralmente facilitam a adesdo
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quando comparadas as rugosas, entretanto a invasio celular é maior nos substratos porosos
(Bostman et al., 2000).

Em relacio a composicio quimica, a hidrofobicidade/hidrofilicidade das amostras &
também um pardmetro decisivo na caracteristica da adesfio celular (Dewez er al, 1998).
Substratos hidrofilicos, ou carregados eletricamente, facilitam a taxa de absorcdio de agua pelo
material, aumentando a interagfio celular. Amostras de PCL (Tang ef al, 2004) e de PLGA
(Ishaug-Riley et al., 1997) s3o descritas com caracteristicas hidrofdbicas, sendo a hidrofobicidade
mais intensa nas amostras de PCL devido & presenga da cadeia de 5 carbonos. Adicionalmente,
polimeros amorfos, como o PLGAS0, facilitam a penetracio e absorgdo de 4gua quando
comparados aos materiais semicristalinos (PCL) (Sung et al., 2004). Barbanti et al. (2004a)
mostraram que os osteoblastos tém um padrio bastante lento de adesfio sobre membranas
semicristalinas de PLLA, quando comparados as amostras de PLGA (50/50). Em adicio a esses
resultados, estudos com osteoblastos cultivados sobre filmes PLGA demonstram o aumento na
atividade da enzima fosfatase alcalina, atribuido a mineralizacfio da matriz éssea (Ishaug et al.,
1997; Ishaug-Riley ef al., 1998 e Sung ez al., 2004). Apesar de no ser significativo neste ensaio,
os resultados da Fig. 42 mostra uma maior adesfio das amostras porosas de PLGAS0 quando
comparadas as andlogas de PCL, e poderiam ser justificados pela diferenga de composicio
quimica e pela cristalinidade dos materiais (Mikos ef al., 1993b e Barbanti ef al., 2004a).

O fato do teste de adesdo celular nfio ter se mosirado semelhante ao controle positivo ndo
significa, necessariamente, uma baixa adesividade. Adiante, as analises das micrografias obtidas
por microscopia eletronica de varredura mostram um grande nimero de céhulas aderidas nas
amostras estudadas. Em nosso experimento, o tempo do teste de adesfio é padronizado em fungdo
do controle positivo. Em protocolos com tempo maiores para a avaliacio da adesdio, as células
iniciam a sua multiplicacio sobre o substrato (Sung ef al., 2004). A adesfio lenta a substratos
sintéticos é um fenémeno amplamente descrito na literatura (Lombello ef al., 2002 e Santos et al.,
2004), e os resultados apresentados sugerem que este fendmeno ocorre sobre amostras porosas de
PLGAS0 e PCL.
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Atualmente, novas abordagens t€m sido propostas para facilitar a adesfio de osteoblastos.
As técnicas envolvem a mudanga da composicio do meio de cultura (Coelho et al., 2000) e a
incorporagio de fatores que estimulam a células a se diferenciarem. A adicfio de uma forma
recombinante da proteina morfogenética Ossea humana-2 (thBMP-2) aos polimeros
bioreabsorviveis tem sido amplamente utilizada para aumentar a produgdio de matriz 6ssea em
relago aos controles (Whang ef al., 1998; Huang et al., 2004 e Rai ef al., 2005).

7.2 Microscopia eletrdnica de varredura com microanilise por espectrometria de energia

dispersiva de raios-x (EDS)

A Fig. 43 mostra a analise de microscopia eletronica de varredura para os diferentes
suportes utilizados neste trabalho. Cultivadas por 24 h, as células osteoblasticas mostraram vm
padréio diferenciado de crescimento e morfologia. Sobre as laminulas de vidro (Fig. 43A e 43B),
0 grupo controle mostra células semiconfluentes aderidas ao substrato. As células dispdem-se
como uma monocamada, mostraram morfologia irregular com formas alongadas e grande
quantidade de prolongamentos celulares longos e finos na sua superficie. Vistas em maior
aumento (Fig. 43B) observam-se células ligadas umas as outras através de diversos filopédios,
além de estruturas que se assemelham a microvilosidades efou vesiculas por toda superficie

celular,

Sobre amostras de PCL nfo processado (Fig. 43C e 43D) as células mostraram-se
alongadas, aderidas ao substrato, entretanto em menor quantidade guando comparadas ao
controle da laminuia. Nas amostras porosas de PCL a superficie do material € inteiramente
coberta pelos osteoblastos, mostrando um padréo de semiconfluéncia, as quais estio firmemente
aderidas ¢ espalhadas sobre o substrato (Fig. 43E e 43F). As células mostram-se com morfologia
plana, e em muttos pontos, observam-se células proximas, sugerindo comunicacio intercelular. A
Fig. 43E mostra sobre o material, c€lulas com abundante quantidade de vesiculas, as quais
sugerem a deposico de material organico.

Sobre as amostra porosas de PLGAS0, as células osteoblasticas mostraram-se confluentes ¢
bastante aderidas ao substrato. A morfologia celular predominantemente encontrada foi a
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achatada (Fig. 43G e 43H), semelhante ao do controle sobre as laminulas. O deposito de
vesiculas presentes nas amostras porosas de PCL nfio € observado com a mesma intensidade,
entretanto, as células apresentam filopddios e proliferam sobre os poros de modo a ocupar toda a
superficie do suporte estudado (Fig. 43H).

Uma vez estabelecida a adesfio sobre o substrato, as células passam a responder a ele,
alterando a sua morfologia, crescimento, proliferagéio e seu padrio de difefenciag:ﬁo (Santos et al.,
2001b). A morfologia das células, descritas nesse trabalho nas condigdes controle, apresentaram
um padrio semelhante ao reportado por Pinho ef al. (2004) no cultivo de osteoblastos sobre
laminulas de vidro e matriz 6ssea desmineralizada. Entretanto, quando cultivadas sobre amostras
porosas de PCL, as células mostraram uma diferenciacio na sua forma, ora com morfologia
achatada, ora alongada ou discoide. Células achatadas sugerem grande interagio celular com
substrato (Dunn, 1999) e indicam que as amostras porosas de PCL obtidas pelo processo de fusiio
com adi¢Ho e lixiviac#o de sal, sdo promissoras para o estudo da viabilidade no desenvolvimento
de dispositivos voltados para a engenharia de tecidos 6sseos.

O aparecimento de vesiculas na superficie celular sugere um aumento na atividade
metabolica das células sobre amostras porosas de PLGAS0 e PCL. As interaces celulares,
representadas pelos filopddios, permitem as células aderirem umas as outras, estabelecendo
relacdes entre si e conferindo aos tecidos, forga e resisténcia 4 forga de ruptura. Estas interagdes
devem-se as moléculas de adesiio celular (CAMs) (cell-adhesion molecules), proteinas na
membrana que através de proteinas intracelulares de ligagdio, formam 4ncoras com o
citoesqueleto celular. A variacfio na morfologia das células observadas nas amostras porosas de
PCL e PLGA50 podem ser atribuidas & variagio do comprimento dos filamentos do citoesqueleto
de actina, que produz uma flexibilidade organizacional, permitindo que a célula assuma diversas
formas, podendo varid-las com facilidade (El-Amin er al., 2003).
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Durante a analise por microscopia eletrbnica de varredura, foram observados granulos
cristalinos depositados na superficie das amostras. A diferenciagdo morfolégica dos grénulos
seria puramente especulativa, por isso a andlise de espectrometria de energia dispersiva de raios-x
(EDS) foi realizada para a caracterizagdo das amostras. A analise por EDS, apresentada na Fig.
44, mostra diferentes elementos quimicos presentes. A presenca do ouro é atribuida & metalizagdo
das amostras para a microscopia eletronica e a do silicio sugere uma provével adsor¢dio deste

elemento durante o armazenamento do material, feito em dessecador a vacuo com silica.

Comparados ao controle, os grinulos presentes nas amostras de PCL e PLGAS0 ndo
apresentaram na sua composi¢io fons célcio em quantidades significativas. No periodo estudado,
a atividade celular dos osteoblastos néio mostrou deposicio mineral de calcio sobre as células nos
diferentes substratos, demonstrando ndo haver uma diferenciaciio precoce dos osteoblastos. A
deposigdo de sais de célcio sobre suportes sintéticos &, normalmente, detectada com cerca de 20
dias de cultura (Moreira et al., 2004). Sobre matrizes Gsseas desmineralizadas e suportes de
polimeros bioreabsorviveis incorporados com fatores de crescimento, observa-se a deposigéo de
sais de célcio precocemente, entretanto os suportes possuem uma série de fatores capazes de

estimular fortemente a diferenciacfio osteobldstica,

Microanalise de EDS

Controle POL Nio PLGASD
Processado Paroso Poroso

Figura 44 - Anélise por especirometria de energia dispersiva de raios-x.
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7.3 Conclusies parciais

Os resultados da cultura de células sobre suportes porosos de PCL e PL.GAS0 preparados
pela técnica de fusfio com adigfio e lixiviacio do sal indicaram serem capazes de promover a
adesdo, crescimento e proliferacio sobre as amostras. A literatura descreve os fendmenos da
adesfio, crescimento e proliferaciio celular, como eventos inter-relacionados, mas ndo
exclusivamente dependentes. A baixa adesdo dos testes de cultura celular nfo implica
necessariamente numa baixa proliferacio. Assim, a avaliagdo in vivo dos suportes mostra-se
necessaria para o entendimento de como o local do implante e as condi¢des orgénicas respondem

a presenca dos materiais.
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Capitulo 8

Estudo in vivo

Aplicados aos suportes de polimeros bioreabsorviveis na engenharia de tecidos, o estudo in
vivo representa a avaliagdo das amostras em sistemas complexos e que interagem entre si. Nos
protocolos de desenvolvimento de biomateriais € uma etapa obrigatéria e fundamental.

8.1 PLGASO - Andlise histolégica

A andlise bistologica dos implantes densos de PLGAS0, no periodo de 2 dias, mostra a
regido clara correspondente ao espago ocupado pelo material sintético, sendo possivel observar
uma invasfio celular. Ao redor do local do implante, observam-se células de medula Gssea com
vasos sanguineos ¢ células gordurosas (Fig. 45A). O implante de mesmo periodo de suportes
porosos mostra a cavidade produzida pela inser¢io do material. HA invasio celular da medula
Ossea, entretanto ndo observa-se .a formacéo de neotecido (Fig. 45B).

No periodo de 2 semanas, a analise das ldminas com implantes de suportes densos mostra a
presenca de células fusiformes provenientes do endésteo no limite da regidio lesada (camada
cortical) (Fig. 45C). Da amostra de 4 animais implantados com suportes densos de PLGAS0, dois
apresentaram inchago na regiso do impiante. A Fig. 45D mostra a fotomicrografia do implante de
suportes porosos de PLGAS0 com 2 semanas de pds-operatério. A cavidade produzida para o
implante do polimero estd ocupada por células da medula éssea e verifica-se a presenca de
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células fusiformes provenientes do endésteo, com meorfologia semelhante aos implantes de

suporte denso.

Apds 4 semanas poOs-operatorias, as fotomicrografias de implantes densos de PLGASO
mostram a 4rea de falha da camada cortical preenchida por neotecido. O implante do suporte
polimérico nfio é mais observado, sugerindo sua bioreabsorgfo. Dentre os tecidos formados,
verifica-se a presenga de tecido rico em elementos de medula 6ssea e deposito de fribrina. Nota-
se areas com centro de ossificacfo priméria no local do implante, com a presenga de vasos
sangiiineos e celularidade intensa (Fig. 45E). Em relacfio ao implante de PLGAS0 poroso (Fig.
45F) é possivel verificar a formag8o de tecido 6sseo primario, continuo com a cortical, na regido
da falha, ocupando toda a regido de implante do suporte. O tecido 6sseo primario estd separado
do tecido 6sseo secundario da cortical pela linha cimentante. Observam-se osteoblastos recém

aprisionados pela matriz 6ssea, caracteristica de tecido 6sseo primario.

Com 8 semanas de implante, a anélise histologica das amostras de suportes densos (Fig. 45G)
e porosos (Fig. 45H) n#io mostraram diferencas significativas entre a morfologia do material. Em
ambos observa-se que a falha produzida foi preenchida por tecido ésseo primario com fibras
dispostas em vdrias dire¢Bes sem organizacio definida, com muitos ostedcitos aprisionados, ¢
com continuidade com a cortical na regido da falha. O tecido primario formado com 4 semanas
de implante sugere ser, gradativamente, substituido por tecido dsseo secundario, caracterizado
por fibras organizadas em lamelas. As lamelas observadas estdo dispostas em camadas

concéntricas em torno de canais com vasos, sugerindo a formacfio dos sistemas de Havers.
Nos implantes de suportes densos e porosos de PLGAS0 ap6s 12 semanas pds-operatdrias,

ndo foi localizado o limite da falha na regifio cortical para colocag@o dos suportes, sugerindo que

0 08s0 enconfra-se em seu estado integro, regenerado (fotomicrografia nfo apresentada).
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8.2 PCL - Andlise histolégica

A andlise histologica dos cortes de tibia implantada com suportes densos de PCL mostrou,
ap6s 2 dias, a presenga células fusiformes na interface entre o material sintético ¢ o biolégico,
sem a ocoméncia de invasfio celular (Fig. 46A). Nas fotomicrografias obtidas das amostras de
suportes porosos (Fig. 46B) observa-se a integridade do implante, entretanto com a formacgio de
uma malha de fibrina, causada pela coagulacdo sanguinea apds o procedimento cirirgico

traumatico do local.

Figura 46 - Corte transversal do implante de suportes de PCL em tibia de ratos Wistar com 2 dias
pos-operatdrios. (A) denso, aumento 200x, (B) poroso, aumento 400x. Observa-se: (P) a
presenca do suporte polimérico; (setas) limite da falha para o implante; (F) malha de fibrina

causada pela coagulagiio. Azul de toluidina.

Com 2 semanas pos-cirurgicas de implante, as amostras densas de PCIL apresentaram a
formacfc de tecido Osseo mmaturo (Fig. 47A). Nos suportes porosos, a grande quantidade de
células sanguineas, indica uma &rea hemorragica em decorréncia da lesfio realizada para
colocagdo do implante (Fig. 47B). Nido foi observada invasfo celular nas amostras analisadas.
Com 4 semanas poOs-operatérias, suportes densos (Fig. 47C) e porosos (Fig. 47D) de PCL

apresentaram células fusiformes circundando o material sintético.
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Nos animais implantados com suportes densos de PCL com 8 semanas, nota-se a presenca
de uma fenda preenchida por tecido 6sseo (Fig. 47E). A invasdo por tecido dsseo na amostra
densa pode ter sido ocasionada por uma faltha do material durante o processo de injegdo ou pela
fratura do suporte durante o implante (Fig. 47F) Nas amostras de PCL com 12 semanas de
implante, a anélise histologica mostrou mna diferenciagfo nitida do comportamento do material.
O suporte denso apresenta-se particulado, com invasdo tecidual acentuada e com presenga de
vasos sanguineos, conforme mostra a Fig. 47G. Nos implantes porosos, o material sugere ter sido
bioreabsorvido, observando-se também estruturas semelhantes ao sistema de Havers (Fig. 47H).

Nos locais de implante, ou fratura 6ssea, ocorre hemorragia local, tanto pela lesdo dos
vasos sangiiineos, destrui¢io de matriz ¢ morte de células Osseas. Durante o processo de
cicatrizagdo, o codgulo sanguineo, restos celulares ¢ da mairiz sfo progressivamente removidos
pelos macrofagos, e o peridsteo e endosteo proximos ao local de implante respondem com uma
intensa proliferacéo celular.

O processo de neoformacédo 6ssea ao redor de implantes bioreabsorviveis tem sido alvo de
interesse de pesquisadores que realizam testes de biocompatibilidade de materiais (Ambrosio et
al., 2003). Tipicamente, o uso de implantes em tecidos biolégicos vem acompanhado de uma
reaciio inflamatéria, que normalmente evolui para um granuloma de corpo estranho. Quando o
material inerte é grande o suficiente para impedir a fagocitose pelo macréfago, e nfo suscita uma
resposta inflamatéria ou imupe, as células epitelidides e células gigantes se justapSem 3
superficie e capsulam o material (Contran ef al., 2000).

Athanasious et al. (1996) fazem uma revisio historica da biocompatibilidade e toxicidade
de aplicagbes clinicas de materiais baseados em PLA e PGA. No reparo de defeitos 6sseos, quase
a totalidade dos resultados indica auséncia de reagdes inflamatorias cronicas ou reagdes de corpo
estranho. Efeitos adversos como a ostedlise, observada em alguns estudos, tém sido atribuidas as
técnicas de esterilizacio e ao uso de materiais com altas taxas de cristalinidade, hidrofobicidade
e tempo de degradaciio (Bistman er al., 1991 e Bostman et al., 2000).
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Aplicados a engenharia de tecidos Osseos, suportes de PLGA tém um efeito de
osteoconducdo (LeWandrowsié et al., 1999). De acordo com Ohashi et al. (2000), o osso formado
ao redor dos implantes tem sua origem a partir das células osteogénicas presentes no periosteo e
enddsteo, estimuladas durante a produgdo da falha 6ssea para a colocagéo do implante. Durante a
producfio das cavidades na tibia de nossos animais, o periésteo foi rebatido €, apos a colocagdo
dos implantes, reposicionado em seu local original, o que contribuiu para a ativagiio das células
osteogénicas presentes. O mecanismo ¢ semelhante ao que ocorre na formacio de calos 6sseos
externos e internos, freqiientes no reparo de fraturas 6sseas. Efeitos de osteoindugfio tém sido
relatados em suportes de PLGA agregados a fatores de crescimento como a proteina
morfogenética recombinante de osso humano 2 (thBMP-2) (Boyan ef al., 1999).

Suportes de PCL tém sido descritos com biocompatibilidade semethantes aos de PLA e
PGA, entretanto, devido ao longo tempo de degradaciio in vitro, os estudos que utilizam
dispositivos puros de PCL séio raros na literatura atual (Agrawal et al., 2001). No experimento,
nio foram observadas reagles adversas nas amostras densas e porosas de PCL. Apesar de nfio
elencados como materiais de alta performance em aplicagSes na engenharia de tecidos ésseos, a
literatura relata que suportes de PCL sfio capazes de promover crescimento de osteoblastos e
fazer a sua prépria manutengdo, conforme apresentado neste trabalho. Recentemente, blendas
com PCL vém sendo utilizadas como uma alternativa para a melhoria das suas propriedades
mecédnicas (Ambrosio ef al., 2003).

Quanto ao tempo de degradacdo, as amostras densas e porosas de PLGAS0 e PCL
mostraram variagfes quando comparadas aos resultados dos estudos in vifro em tampdo fosfato.
A observagdo das ldminas permite concluir que os suportes baseados em PLGAS0 possuem
velocidade de degradacio mais acentuada quando comparados aos seus andlogos de PCL.
Resultados semelhantes foram observados nos estudos in vitro e, conforme ja mencionados,
relacionam-se & diferenca de composi¢iio quimica, cristalinidade, hidrofobicidade.

Apesar da concordincia entre a diferenca de materiais, as amostras de PLGAS0

demonstraram um tempo de bioreabsorglio maior in vivo (entre 4 e 8 semanas} quando
comparado ao estudo de tampéo fosfato (3 ¢ 4 semanas). Ao contririo, os suportes de PCL,
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estdveis na sua morfologia e geometria durante 52 semanas de degradaciio in vitro, mostraram

serem bioreabsorvidos na analise das 14minas com 12 semanas pos-operatorias.

A velocidade de degradaciio de amostras de polimeros bioreabsorviveis mostra-se varidvel
nos estudos in vive e in vitro em fungdo do local e resposta fisiologica ao implante (Lu ef al.,
2000b). Em estudo realizado sobre o efeito da taxa de degradacfio in vive em suportes de PLGA
(50/50) e PCL pelo crescimento celular e angiogénese, Sung et al. (2004) discutem a diferenca de
velocidade de degradacio em funcio do meio local produzido pelo crescimento celular e
vascularizacdo. Segundo os autores, 0s maiores tempos de degradacdo in vivo nas amostras de
PLGA, justificam-se pela condigfio estitica do fluido de degradagdo in vitro, no qual diminui a
taxa de difusfio dos produtos acidos gerados pela hidrélise, atuando no efeito autocatalitico dos
poliésteres.

Nas amostras de PCL, apesar do tempo de degradac@o in vivo ser maior comparado as
amostras de PLGA, e¢le € significativamente menor (52 semanas in vitro versus 12 semanas in
vivo) nos ensaios de implante. A degradagfio das policaprolactonas tem influéncia significativa da
agio enzimatica e dos sinais inflamatorios (Woodward et al., 1985). De maneira geral, a resposta
inflamatoéria aos implantes é mediada por mudancas na vascularizaciio (vasoconstriciio imediata
seguida de vasodilatagfio) e formagdo de exsudato rico em mediadores como as prostaglandinas e
proteinas C5a, do sistema complemento, que ativam e atraem para o local neutréfilos e
macrofagos. Na tentativa de engolfamento do corpo estranho, os macréfagos produzem grandes
guantidades de opsoninas € que através de cascatas bioquimicas modificam o meio pela presenca
de radicais perdxidos, como o O> e H0». A presenca de ions metilicos no meio segue com a
producio de OH através de reagdes de Haber-Weiss. A presenca dos grupamentos hidroxilas
altera o pH do meio in vivo e tem sido usada para justificar a maior velocidade de degradagfo das
amostras de PCL, conforme observadas em nosso experimento (Ali ef al., 1993b).

Em relacdio 4 morfologia do suporte, a porosa ¢ desejavel em muitas aplicagbes na
engenharia de tecidos. Em nosso experimento, as amostras porosas avaliadas demonstraram
intensz invasio celular. Os resultados observados sfo consistentes com agueles publicados
anteriormente, ¢ mostram, em avaliagfes histolégicas, tecido fibrovascular em crescimento
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dentro dos poros depois de uma semana de implante em amostras de PLGA (50/50) (Lu ef al.,
200b). O suporte polimérico deve apresentar uma estrutura de poros uniforme e interconectada de
modo a permitir um crescimento celular homogeneamente distribuido no dispositivo, de tal forma
a promover a formagfo de uma rede organizada (Mikos et al., 1993a e Mikos ef al., 2000).

Na analise das amostras de PL.GAS50, suportes porosos mostraram tempo de bioreabsorgiio
mais rapido quando comparados aos densos. Os resultados parecem conflitantes com os dados de
degradacio in vitro ¢ a discussio feita nos capitulos anteriores sobre o efeito autocatalitico dos
polimeros bioreabsorviveis, entretanto duas diferengas basicas justificam a bioreabsorgdo mais
acelerada das amostras porosas. A primeira, relacionada ao sistema biol6gico, mostra que as
condi¢bes do meio ndo sio estaveis, e o actimulo dos terminais dcidos demonstra ser menos
intenso com a invasdo celular. A segunda esta no fato da geometria do suporte sofrer alteracdes
significativas durante a bioreabsorc@io in vivo. Enquanto nos sistemas in vifro observa-se o
colapso dos poros, no meio bioldgico eles sdo preenchidos por tecido vascularizado com
capacidade de bioreabsorcio.

Mainil-Varlet et al. (1997) utilizaram o PLLA e PLDLA na forma de pinos para estudos in
vivo em tibias de ovelhas. Apds um ano pés-operatdrio, os materiais ndo tinham sido
completamente bioreabsorvidos, porém houve uma redugio significativa da massa molar
(40.000-50.000 para 500-3.000 g/mol). A variacio da massa molar das amostras densas e porosas
no estudo in vivo nfio foi realizada neste experimento, entretanto poderia auxiliar na diferenciacio
do mecanismo de degradagfo e perda de massa das amostras estudadas.
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Capitulo 9

Conclusoes

Visando aplicagdes na engenharia de tecidos, neste trabalho foram desenvolvidos suportes
de PCL e PLGAS0 pela da técnica de fusfio, com morfologias densas e porosas, obtidas pelo
processo de adicfio e lixiviagio de sal. Os estudos de degradacéio in vifro dos materiais mostraram
que suportes preparados com PCL possuem maior estabilidade quando comparados aos seus
analogos de PLGASO0.

Suportes de polimeros bioreabsorviveis séio dimensionados e projetados em fungdo do tipo
de aplicacio. Na engenharia de tecidos Osseos, o uso de materiais com curtos tempos de
degradacéio e propriedades mecénicas adequadas sfio preferenciais neste tipo de aplicago. A
partir do objetivo deste trabalho, os suportes de PLGAS0 obtidos, demonstraram serem os mais
indicados no estudo da regeneracio 6ssea. Suportes de PCL mostraram niio serem considerados
como materiais ideais para este propdsito, porém encontram aplicagdes seja como um
componente em blendas e compdsitos de polimeros bioreabsorviveis, seja como suportes para
aplicagGes onde se requer um material com longo tempo de degradacio.
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Sugestoes para proximos trabalhos

Preparo e caracterizagdo de suportes porosos de blendas de PCL e PLGAS0.
¢  Andlises complementares de cultura de células: crescimento celular e estudos citoquimicos.

*  Modificagbes da superficie dos suportes através de tratamentos com solugdes alcalinas e
avaliac@o na cultura de células.

¢  Estudo in vive de suportes pré-degradados termicamente ou através de imersio em solucdes
alcalinas.

L 2

Estudo in vivo de suportes bioreabsorviveis inoculados com cultura de células.
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