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Resumo

O uso de materiais artificiais para restaurar parte do corpo humano tem exigido o
desenvolvimento de tecnologias diferenciadas para fabricacZo de produtos que atendam as
solicitagdes de materiais implantaveis para préteses. Com esse intuito, o desenvolvimento
de materiais biodegradaveis vem despertando o interesse para o estudo de suas interagdes
com o organismo hospedeiro, a fim de que se tornem adequados como materiais de proteses
temporarias.

Membranas de poli-acido latico (PLLA) biodegradaveis tém sido utilizadas para
diversas finalidades, como liberagio controlada de drogas, separacéo entre tecidos, suporte
para cultura celular e preenchimento de tecidos lesados. Sabe-se que € possivel modificar as
propriedades fisicas destes polimeros através da adi¢do de plastificante, como o tri-etil-
citrato, fornecendo maleabilidade e porosidade aos implantes. A quantidade de plastificante
utilizada pode fornecer membranas com porosidades diferentes, possibilitando o controle
do tempo de degradagdo do polimero e da invaso de elementos teciduais por entre os poros
da membrana e, por conseguinte, permitindo uma degradacio do material compativel com
reconstituicio tecidual.

O objetivo deste trabalho consistiu na analise in vivo das propriedades biologicas de
uma membrana de PLLA porosa adicionada de 7% de tri-etil-citrato até 180 dias pos-
implantacdo no tecido subcutdneo de ratos. As amostras coletadas de ratos Wistar fémeas
de 2 a 180 dias apds o procedimento cirurgico foram processadas para anélise por
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Resumo

microscopia de luz, com inclusio em parafina ¢ em resina sintética glicol metacrilato,
microscopia eletronica de varredura (M.E.V.), microscopia eletrénica de transmissdo
(M.E.T.) e imunocitoquimica de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen).

Os resultados indicam que as membranas sdo envolvidas por tecido conjuntivo
frouxo, com aumento da invasio de elementos teciduais no decorrer dos dias de
implantagio. A anélise por MLE.V. mostra que o processo de degradagio do polimero se
inicia com o aparecimento de fraturas centripedas nas unidades globulares, ganhando
maiores propor¢des nos vperiodos finais de analise. Através da analise por
imunocitoquimica de PCNA, foi possivel observar ntcleos de células marcadas, indicando

proliferago celular no local do implante.
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Abstract

The increasing use of artificial materials for protheses has lead to the development
of products that meet the demands of implantable materials. The development of
biodegradable materials has stimulated interest in the study of their interactions with host
tissue in order to improve the likelihood of success in protheses.

Biodegradable poly(L-lactic acid) membranes have been used for several purposes,
including controlled release of drugs, as a barrier for soft and hard tissues and for replacing
of damaged tissues. The physical properties of these materials can be modified by the
addition of a plasticizer, such as the triethylcitrate, to provide flexibility and porosity to the
implants and to enhance the control of the polymer degradation time. The accurate addition
of plasticizer thus allows the production of material for different applications so that the
degradation time of the polymer can be made compatible with the proliferation of new
tissue.

The aim of this work was to examine the biological and morphological properties of a
porous membrane of PLLA containing 7% trietylcitrate until 180 days after implantation in
the subcutaneous tissue of rats. Samples of skin obtained from female Wistar rats 2-180
days after implantation with PLLA-based membrane were processed for light microscopy,
scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM), and PCNA

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) Immunocytochemistry.



Abstract

The results indicated that the membranes became surrounded by a delicate network of
connective tissue which gradually invaded the membrane structure. Analysis by SEM
indicatad that the polymer degradation began with the appearance of radial fractures in the
globular units of the biodegradable membrape, especially by 90 and 180 days affer
implantation, By immunocytochemistry, was possible to observe Iabeled nucleus,

indicating cellular proliferation into the site of implantation.



“Ndo basta dar os passos que nos devem levar
um dia ao objetivo, cada passo deve ser

ele préprio um objetivo em si mesmo,

ao mesmo tempo que nos leva para diante’.

Von Goethe
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I Introducio

1.1. Consideracdes Gerais.

Os biomateriais foram definidos, segundo estabelecimento do Consensus of European
Society for Biomaterials dado por Willians, 1987, como todo material nfo vivo usado em
dispositivo médico (ou biomédico), que interage com um sistema bioclogico. Além disso, os
biomateriais podem ser classificados como permanentes e tempordrios (TORMALA et ol
1998). Se por um lado os biomaterials permanentes sio compostos utilizades com o
objetivo de substituir um tecido lesado por tempo indeterminado, sendo produzidos de
modo a reter as suas caracteristicas mecinicas e fisico-quimicas por longos périedos
(TORMALA er al., 1998), por outro lado, existem tecidos que necessitam de um suporte
que preencha apenas temporariamente a regifo lesada, até que a recomposigio tecidual se
complete, ou amnda que direcione o processo regenerativo. SHO nesses ¢asos que oS
biomateriais temporarios s8o de grande valia. (SANTOS JIr, 2001).

A ciéncia dos biomateriais € uma area multidisciplinar cujo objetivo geral &, ndo
apenas o desenvolvimento de compostos a serem utilizados como substitutos de tecidos
lesados, mas também o entendimento das interagdes deste com o organismo receptor. Desse
modo, profissionais de diversas areas de atuagdo, entre eles médicos, engenheiros, quimicos
e bidlogos, t€m se dedicado 2 criagdo e aperfeicoamento de dispositivos que sejam
bxocompatwms P fuﬁéionais que, quando implantados cirurgicamente, possibilitem uma

melhoria na qualidade de vida dos pacientes que os utilizam.



1. Infroducdo

Dientre a variedade de compostos utilizados, os poliésteres bicabsorvivers de pol
(acido latico) e pol {(acido glicdlico) representam familias de atrativos materiais para
confecgio de supories para regeneracio de tecidos, J& que possuermn um longo e favoravel
uso clinico em consagradas aplicagBes cirlirgicas e oferecem uma grande vanedade de
propriedades fisicas e taxas de degradagio (NAM er af, 2000, MIDDLETON & TIPTON,
2000). Estes compostos correspondem a polimeros bioabsorviveis sintetizados a partir de
mondmeros e que fazem parte do metabolismo natural do organismo, sofrendo degradagiio
por hidrolise, ou seja, apds um periodo em contato com O meio agquose soﬁ'ém cisBes em
suas ligacBes ésteres. Os monédmeros desses materiais s3o entfo incorporados no ciclo do
acido tricarboxilico e excretados na forma de gas carbdnico e agua (ATHANASIOU ef al,
1996, MIDDLETON & TIPTON, 2000). -

Pesquisas realizadas na primeira metade do século XX com polimeros sintetizados de
dcido glicdlico e outros o-hidroxiacidos foram - abandonadas devido aos polimeros
resultantes -serem muito instaveis para uso em escala industrial. No entanto, esta
instabilidade, inclusive tendendo & biodegradagio, tem provado ser muito importante para
uso medico nas Gltimas trés décadas (MIDDLETON & TIPTON, 2000). Copolimeros
preparados de acido glicolico e acido latico tém encontrado uma rica variedade de usos na
indastria ‘médica, comecando com suturas biodegradaveis aprovadas a partir de 1960

(GILDING & REED, 1979).



1. Introducdo

Dispositivos implantiveis em pele, ossos, vasos sanguineos, figado, cartilagens,
intestino e nervos podem ser obtidos a partir destes matenais absorviveis e estdo em varios
estagios de investigaciio e desenvolvimento como produtos clinicos {(PARK & CIMA,
1996). Dispositivos de pohi(acido latico) apresentam potenciais aplicagdes de acordo com a
forma dos implanies, como esponjas {Dryiacm) (BARROWS, 1991), pinos (VAN der
ELST ef @l,1995), matrizes de dupla camada {(BEUMER et o, 1994), monocamada
{LUCIANG, 1997} ou, ainda, materiais mistos {VON RECUM er o, 1995).

Dentre muitos outros campos de pesquisa explorados, nfo se pode esquecer a
importincia de diversos fatores que influenciam a reagiio do organismo 2 presenca de um
implante biodegradavel. Essa resposta pode ser relacionada com o tamanho e composicio
do implante bem como com o sitic de implantac@o. A taxa de degradaco do polimero e a
capacidade do tecido de eliminar os produtos desta degradacio sdo caracteristicas-chave na
reagdo tecidual ao implante. Se o tecido adjacente nfio pode eliminar os subprodutos acidos
de um immplante que se degrada rapidamente, possivelmente resultard em uma resposta
inflamatoria ou toxica (SUGANUMA & ALEXANDAR, 1993).

A degradagfio do polimero € um fator importante, pois determina © tipo e a
intensidade da resposta inflamatoria, ja que o surgimento de particulas poli, oligo e
monomeéricas. liberadas durante a degradacio do polimero in vive esta diretamente
relacionada ao tipo da resposta inflamatdria. Este processo pode ser oriundo de produtos

toxicos provenientes da degradacio ou da mudanca na rugosidade superficial e forma do
4




I. Introducgdo

implante durante a liberagio dos fragmentos. Além disso, a propria fagocitose dos
fragmentos atua como fator importante na modificagio da resposta inflamatoria. A
fagocitose modifica a fungdio do macrdfage, o qual é o pivd na resposta inflamatoria
tecidual e na reaglio de corpo estranho. Ademais, fragmentos fagocitados podem acarretar
morte celular, e a liberacBio do contetido destas células mortas pode levar a uma resposta
inflamatonia aguda (LAM, ef al, 1993).

Sabe-se gue cada tecido possui necessidades especiais, muitas das quais podem ser
contempladas através da adaptagio destes materiais a partir do desenvolvimento de
tecnologias diferenciadas, que modificam as propriedades originais. Do ponto de vista das
aplicacdes na area médica, a fase inicial de sintese e caracterizaco das propziedades do
PLLA bem como de sua biocompatibilidade ja foi superada (BENDIX ez al, 1998). Hoje, a
énfase das pesquisas estd na busca da adequacdo de suas propriedades mecdnicas, no
controle da velocidade de sua degradagiio, na formaciio de copolimeros e no

desenvolvimento de estruturas tridimensionais (BARBANTI, 2001}.
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1.2. Aplicacbes dos Polimeros bioabserviveis de PLLA.

1.2.1, Implantes ésseos e cartilaginosos.

Na ortopedia ¢ comum o usc de metais que ndc correspondem aos biomaterials ideais
para este tipo de aplicagfo. O tempo no qual a protese metalica funciona como um desvio 2
tensdc aplicada ao osso tem como consegiiéneia o desenvolvimento de uma estrufura 0ssea
mecamcamente inferior devido a atrofia, pois o 0sso para de ser submetido aos esforgos.
Outros problemas sfo refraturas apds remoc8o, corrosio, liberagiio de particulas ou fons e
inflamagBes (TORMALA ef al, 1991; GRULKE, 1989, VAN der ELST ef o, 1995).
Acima de tudo, a necessidade de remogfio das proteses metélicas representa uma grande
desvantagem, pois demanda uma segunda cirurgia, acarretando em um maior tempo de
recuperagdo para o paciente, com conseqiiente aumento dos custos e dos riscos de
complicagbes cirurgicas (BEUMER ef af., 1994, MIDDLETON & TIPTON, 2000).

A geraclo de tecido Osseo e cartilaginoso através do transplante autégenc de
células/tecido corresponde a uma das mais promissoras técnicas da cirurgia ortopédica e
engenharia biomédica, resultando na eliminac3o de problemas como grandes extensdes de
lesdio do tecido doador, rejeigdo imunologica e contaminag¢do (PATRICK Ir. & MIKOS,
1998, NAUGHTON er al, 1995). Além disso, recentes inovacdes tém aprimorado os
sistemas de transplante de células e tecidos autdlogos através da incorporagio de fatores de

crescimento apropriados e da manipulagio genética das células isoladas dos pacientes antes
6



1. Introducdo

da preparagio de implantes, possibilitando o reparo de lesdes teciduais severas tais como as
cartilaginosas ou deficiéncias enzimaticas, sanadas atraves da terapia génica no sistema de
cultivo celular (SITTINGER er al., 1596).

Us resultados da aplicagic de implantes ortopédicos bioabsorviveis em humanos s3o
muito favoraveis existindo apenas alguns relatos negativos. Complicagbes envolvendo
implantes ortopédicos biodegradaveis de acido latico e glicolico ocorrem a uma taxa
inferior 2 10% (ATHANASIOU er ¢l, 1998). Embora micialmente sigmificantes, estes
problemas poderfic ser solucionados no futuro, gragas a intensiva pesquisa na area de

implantes biodegradaveis (MIDDLETON & TIPTON, 2000).

1.2.2. Liberacfo controlada de dregas.

A possibilidade de associagic de diferentes compostos poliméricos ¢ alteragio de
suas caracteristicas mecénicas permitem a producio de diferentes materiais de acordo com
o propésito requerido. E possivel associar esses compostos com diferentes drogas e,
conhecendo-se a velocidade de degradacio dos biomateriais, € possivel controlar a taxa de
liberagdo da substincia adicionada. Sistemas baseados em ALO; (alumina)/PLAPMMA
{poli metil-metacrilato) sdo compostos de aplicages cirirgicas que podem ser produzidos
_para a liberagiio controlada de agentes antiinflamatorios como o ibuprofeno (VALLET-

REGlL et al., 1998).
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1.2.3. Suporte para cultura celular.

A hteratura tem mostrado uma inovadora aplicacBo para os polimercs absorviveis na
Engenharia de Tecidos (TORMALA, 1993; FREED er o/, 1993). Esta se baseia na
reconstrugzo de tecidos através de cultura de células, tendo como suporte os polimeros
absorviveis, como avaliado por DAVIS & VACANTIL, 1996. Este tipo de aplicagio tem
apresentado varias vantagens sobre o transplante de érgBos, pois hé um controle preciso das
caracteristicas do material utilizado, fazendo-se necessario apenas um peguenc nimero de
celulas do doador. A expansio in vitro promove a remogdo de células indesejaveis,
diminuindo a rejeicdo entre as células cultivadas e as do receptor. Dessa forma, os custos de
todo ¢ processo sfo reduzidos de forma significativa. Aliado a isso, pesquisas recentes tém
buscado a construgiio de suportes poliméricos especificamente desenhados, apresentando
distribuigio tridimensional e com taxa de degradacgio controlada (FREED ef a/., 1994).

Inomeros métodos tém sido propostos para a produgio de suportes poliméricos
altamente porosos tais como a adicdo de sal no processo de secagem do solvente (MIKOS
ef al., 1993; MIKOS ef al., 1994), “freeze drying” (WHANG ef al., 1995), expansio com
dioxido de carbono (MOONEY er al., 1996), separaciio de fase (LO ez @/, 1996) além de
suportes tridimensionais {PARK er ol , 1998).

Matrizes: porosas promovem espaco adequado para a semeadura e crescimento das
celulas e producio de matriz extracelular. A distribuigiio da uniformidade e a interconexdo

da estrutura dos poros s#o importantes, facilitando o crescimento dos tecidos na forma de
8




I Introducdo

uma rede organizada, tendo grande aplicagio na reconstrugio de tecidos Osseos e
cartilaginosos (WALD er o, 1993; VAN SLIEDREGT er ol, 1994; MIKOS &
TEMENOFF, 2000).

Membranas delgadas, nfo porosas ¢ flexiveis de poli(L-acido latico) e de copolimero
poli(DL 4cido latico-acido glictlico) foram utilizadas como suporte para cultura de células
epiteﬁais. pigmentares de retina retiradas de fetos humanos. Notou-se uma boa fixagio
celular e os autores concluiram gue estas membranas poderiam ser uma maneira de se
transportar células alogénicas para terapia de um grande mimero de doengas oculares
relacionadas com disfungdo da retina {THOMSON er ai., 1996).

E possivel associar cultura de células com suportes de biomateriais de uma forma
anatdmica pré-formada. Esse principic foi utilizado na obtengfio de implantes de septo
nasal tendo como suporte um sistema tridimensional para cultura de condrécitos. Dessa
maneira, conseguiu-se obter um material com forma e flexibilidade apropriadas para
substituir a cartilagem lesada, além de se fornecer células que poderiam reconstituir o
tecido onginal (PUELACHER ef al., 1994).

Células obtidas de cartilagem articular humana, mantidas em cultura sobre diferentes
poliésteres bioabsorviveis mostraram que o processo de adesfio era proporcional a
hidrofilicidade dos polimeros. Apesar disso, nfio foram observadas variagbes no
espalhamento das células sobre os diferentes materiais. Embora as células estudadas

tivessem uma menor adesividade as membranas de PLLA que ao PGA, sobre o PLLA, as
9



1, Introducdo

células mostraram uma melhor capacidade proliferativa (ISHAUG-RILEY ef af, 1997},
Quanto aos resultados de experimentos de reconstituticBo de lesdes de meniscos gue
utilizaram suportes de PLLA porosos ¢ sabido que possibilitaram o crescimento vascular
para o interior da regifio lesads (KLOMPMAKER ef gl | 1991}

Pesquisadores tém apontado potenciais vantagens no uso de suportes poliméricos
biodegradaveis sintéticos em substifuticBo a materiais naturais, incluindo: 2 produgio de
materials com formas tridimensionais especificas para uso clinico, a seleciio de polimeros
que degradam em paralelo com a secregfo celular de elementos da matriz extracelular, além
da redugic da resposta inflamatoria do hospedeiro através do emprego de suportes

poliméricos consagradamente biocompativels (FREED ef al , 1993).

LUCIANQO (1997) sintetizou membranas absorviveis de poli(dcide latico) cujas
caracteristicas teriam potenciais aplicagdes como substrato para cultura de células,
regeneracdo cutdnea e regeneragdo guwiada de tecido. Estas membranas podem ter suas
caracteristicas fisico-quimicas modificadas através da variagio da concentragio polimero-
solvente. Além disso, podem ser obtidas membranas porosas através da adicio de tri-etil-
citrato,. um plastificante biocompativel, come utilizado por DA-SILVA ef af, 1985
Segundo LUCIANO (1997), nas membranas sem plastificante ha uma menor adesdo com ©
tecido hospedeiro, degradando-se mais lentamente, sendo, portanto indicadas como suporte

para regeneracio guiada de tecido. Por outro lado, membranas porosas (obtidas pela adigio
10




i, Introducio

de tri-etil-citrato) degradam mais rapidamente em relag3o as primetras, e permitem adesfo
proliferativa e migracio de células do tecido conjuntivo, seriam importantes em casos de

reconstrucio de tecidos.

11



1.3. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos a analise das propriedades biologicas de uma
membrana de PLLA porosa adicionada de 7% de plastificante tn-etil-ciirato, verificando
suz interacio com o tecido adjacenie guando implantada no tecide subcutdnec de ratos,
bem como © processo de degradaciio neste local. Alnda foram analisados os seguintes

S.SEBECIGSZ

1. Estudo temporal da degradacio do polimero através da analise pela microscopia
eletrdnica de varredura das amostras colhidas apos 2, 7, 14, 21, 28, 60, 90 ¢ 180 dias da
implantacio,

2. Estudo da invasiio de elementos teciduais entre as unidades globulares do polimero
através da analise a microscopia de luz e eletrénica de transmiss@o em amostras coletadas
nos dias descritos no item anterior;

3. Estudo da proliferacic celular no sitio de implantagic. Para essa finalidade foi

utilizada a imunocitoquimica de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) para amostras

embebidas em parafina correspondentes aos dias de implantag8o ja mencionados.
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1.4. Estrutura da Tese

O presente trabathe € composto de uma introduglio geral j& apresentada, inchuindo
objetives (Cap 1), materiais e métodos referentes 4s técnicas empregadas para obtencio dos
resultados de microscopia eletrdnica de transmissio (MLET.) e imunocitoquimica de
PCNA (Cap. 1), de um artigo cientifico contendo resultados referentes a utilizacio de
Microscopia de luz e eletrnica de varredura, aceito para publicagio (Cap. III), resultados
da analise por M.E T. e imunocitoquimica (Cap. IV), discussic geral (Cap. V), conclusBes
finais {Cap. V1), trabatho em paralelo submetido & publicaglo (Cap. VII) e referéncias

bibliograficas (Cap. VIII}.
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II. MATERIAIS E METODOS
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Il. Materiais e Métodos

2.1. Obtencéo dos animais.

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar fémeas, com idade aproximada de trés
meses, provemientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Esses animais permaneceram no Biotério do Departamento de Histologia e
Embriologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Unicamp, recebendo ragio comercial e
agua “ad libitum”. Os animais foram mantidos em um regime de claro-escuro

correspondente a 12 horas e a temperatura controlada de cerca de 25 = 2° C.

2.2. Obtencédo das membranas porosas de PLLA.

O metodo utilizado para a obtengio das membranas de PLLA correspondeu ao de
casting com adicdo de um plastificante para modificagio das propriedades mecénicas e
morfologicas da membrana formada, de acordo ao realizado por LUCIANO, 1997 no
Departamento de Engenharia de Materiais da Faculdade de Engenharia Mecénica da
UNICAMP. O processo de obtencdo sera descrito de modo sucinto nas etapas que se
seguem:

1. Dissolu¢do do PLLA e do plastificante em solvente cloreto de metileno e
homogeneizagio da solugio a temperatura ambiente;

2. Manutencdo da solugdo a temperatura ambiente em recipientes fechados por 24

horas;
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I, Materiais e Meétodos

3. Escoamento da sclucBo em um molde de placa de vidro liso com ressalto nas
bordas;

4. Manutengio da placa em uma cuba de vidro com fluxo de ar seco para evaporagio
do solvente por 20 horas;

5. Armazenamento da membrana em dessecador a vacuo;

6. Corte do material sob a forma de discos de 6 mm de difmetro por imm de

espessura para a realizacBo dos implantes.

2.3. Implantacio.

Para este processo foram utilizados 16 animais, sendo que cada um deles abrigou
duas membranas em seu dorso. As amostras foram previamente mergulhadas em solugdo
fisiologica e retirado o ar do interior de seus poros, através de vacuo, a fim de nfio
prejudicar a interagdo com o tecido.

O procedimento cirGrgico consistiu da anestesia dos animais em solucio de
Cloridrato de Xilazina (Virbaxyl 2 %, Virbac, Brasil). Logo apds este processo,
permaneceram em dectibito ventral, prosseguinde-se com a tricotomia do dorso, proximoe a
regifio cervical. As membranas foram implantadas através de duas incisdes laterais de cerca
de 1 cm, na pele do animal, onde foi inserida uma amostra por incisio. Portanto, dois

implantes foram colocados no espago subcutdneo de cada animal. Seguida a implantagio,
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Il Materiais e Métodos

os cories foram suturados com fio de nylon 3-0 e élcool iodado foi utilizado como solugio
asseéptica.
Os animais foram observados diariamente para a avaliag8o de suas condigbes de

saude e comportamento, permanecendo em gaiolas individuais até a coleta das amostras.

2.4. Retirada das amosiras.

Para este procedimento, os animais passaram por uma nova tricotomua de dorso,
sendo posteriormente sacrificados em atmosfera saturada de eter etilico. Em seguida,
através da orientagdo da cicatriz do implante e da impressdo da membrana na pele do
animal, foi retirado um segmento de tecido abrangendo toda a regifio do implante.

Em cada coleta foram obtidas quatro amostras provenientes de dois anmimais. Os
implantes coletados foram devidamente separados de acordo com o processamento e, a
seguir, fixados. O excesso de tecido encontrado ao redor das membranas foi retirado e as

amostras seccionadas de acordo com seus respectivos processamentos.

2.5. Processamento do material.

As amostras foram fixadas e processadas de acordo com a finalidade e formas de

analise.
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11, Materiais e Métodos

2.5.1. Embebicio em parafina.

O processamento consistiu, inicialmente, na fixacdo do matenal em liguido de Bouin,
por um pericdo de 24 horas 4 temperatura ambiente. Apos a fixacBo, os fragmentos foram
lavados em 4gua destilada, desidratados em gradiente crescente de etanol, diafamzados ¢
embebidos em parafina.

Os preparados foram seccionados em navalhas descartaveis em microtomo Leica RM
2145 a uma espessura de Spm. Prosseguiu-se com 2 coloragfio por Tricrdmico de Masson

(T.M.) e Picrosirius.

2.5.2. Microscopia Eletrénica de Transmissio.

As amostras foram fixadas em solugdo contendo glutaraldeido a 2%, paraformaldeido
a 2% e acido ténico a 0,5% em tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,4), durante 3 horas 2 4° C.

O material fixado foi processado conforme o seguinte protocolo:

i. Lavagem em tamp@o fosfato-salina (PBS) 0,1 M {pH 7.4);

2. Pos-fixacdo em tetroxido de Oosmio a 1%,

3. Lavagemem PBS 0,1 M {pH 7. 4);

4. Desidratagio em gradiente crescente de etanol;

5. Imersdo em Oxido propileno e etanol a 100%, 1:1. Em seguida, Oxido propileno

puro;
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6. Embebicio em 6xido de propileno e resina Epon na proporgdo de 1:1. Em seguida,
resing pura;

7. Polimerizacio.

(s fragmentos de implante com seu tecido adjacente foram embebidos em resina,
sendo posteriormente desgastados e cortados com navalhas de vidro a fim de localizar ¢
implante. Os cortes obtidos foram corados por uma solucdo de azul de teluidina 2 0,5 % em
Borax a 5%. Apos a localizagio da membrana de PLLA e seu tecido adjacente por
microscopia de luz e a escolha da regifio adequada a ser estudada, os blocos foram cortados
na espessura de 70 mm, utilizando-se navatha de diamante. Os cortes ultrafinos foram
depositados em telas de cobre de 300 mesh.

As telas foram contrastadas por uma solucdo de acetato de uranila a 2% por 20

minutos e, posteriormente, por citrato de chumbo por 10 minutos.

2.5.3. Imunocitoquimica.

O material embebido em parafina fol seccionado em microétomo Leica RM 2145 a
uma espessura de Spm. Os cortes foram colocados em ldminas revestidas previamente em
solugio de 3-aminopropiltrietoxi-silano a 4% para propiciar a adesfio dos cortes.
Posteriormente, os mesmos foram desparafinizados e hidratados em gradiente decrescente

de etanol. O procedimento posterior consistiu nas etapas que se seguem:
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11 Materiais e Métodos

1. Incubagio em tampéo citrato de sodic 0,05M pH 6,2 {banho-maria) em forno de
microondas convencional por dois ciclos de 2 minutos na poténcia alta para exposicio do
antigeno.

2. l.avagem em tamp#o Tris-salina 0,05M pH 7.4 durante 15 minutos.

3. Bloqueio da peroxidase endogena utilizando soluciio de perdxido de hidrogénio a
0.3% durante 30 minutos.

4. Lavagem em tampic Tris-salina 0,05M pH 7 4 durante 15 minutos.

5. Blogqueio em soluggo de leite Molico a 5% durante 45 minutos.

6. Incubagdo com anticorpo priméric monoclonal anti-PCNA (Pmliferaﬁng Cell
Nuclear Antigen) (Upstate Biotechnology, U.S.A)) diluido a 1:.200 em solucio de Tris-
HCUVBSA (Soro fetal bovino) a 1%, “overnight™ a 4°C.

7. Lavagem em tampdo Tris-salina 0,05M pH 7,4 durante 15 minutos.

&. Incubagiio com anticorpo secundario obtido do Kit universal da NOVOCASTRA
(Reino Unido) na diluigdo de 1:50 durante 45 minutos.

9. Lavagem em tampido Tris-salina 0,05M pH 7.4 durante 15 minutos.

10. Incubacdo com conmjugado marcador Streptoavidina-peroxidase (Kit
NOVOCASTRA) na diluigdo de 1:25 durante 45 minutos.

11. Lavagem em tamp@o Tris-salina 0,05M pH 7.4 durante 15 minutos.
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12. Incubaciio em solucdo reveladorz contendo 0,05% de Tetrahidroclorato de 3,3-
Diaminobenzidina (DAB) e 0.03% de H;O; em inis-salinga pH 7.4 e diferenciagfo ao
microscopio de luz.

13. Lavagem em agua destilada e contracoloraciio pelo Azul de aniling durante 10
segundos.

14. Desidratac8o dos cortes e montagem das laminas.

Como controle positive foram utilizados a epiderme, os foliculos pilosos e as
glandulas sebdceas presentes na propric corte submetido & imunocitoquimica de PCNA e,
como controle negativo, substitui-se © anticorpo primario anti-PCNA pelo tampéo (ris-BSA

com procedimento normal para as demais etapas.

2.6. Formas de andlise do material,
2.6.1. Analise do material preparado para MLE.T.
Os cortes ultrafinos depositados sobre as telas de cobre foram observados em
microscdpio Eletrénico de Transmissdo LEQ JEO 860, sendo seus negativos revelados e

ampliados.
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2.6.2. Analise do material preparado para Imunocitoquimica.
Os preparados obtidos foram fotografados em Fotomicroscdpio Nikon Eclipse E 800,

sendo seus negativos revelados e ampliados.
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ABSTRACT

The development of biodegradable materials has lead to renewed interest in the study of
their interactions with the host organism in order to make the resulting products appropriate
for use as temporary materials in protheses. Poly L-{lactic acidj-based biodegradable
devices have been used for several purposes. The physical properties of these materials can
be modified by the addition of a plasticizer, such as the triethylcitrate, to provide flexibility
and porosity to the implants and enhance control of the polymer degradation time. In this
work we examined the biological properties of a poly L-(lactic acid} porous membrane
containing 7% triethylcitrate, by assessing the process of degradation and the interaction
with dermal tissue. Samples of skin obtained from female Wistar rats 2-180 days afier
implantation with PLLA-based membrane were processed for light microscopy and
scanning electron microscopy. The membranes became surrounded by a delicate network of
connective tissue which gradually invaded the membrane structure. Polymer degradation
began with the appearance of radial fractures in the globular units of the biodegradable

membrane, especially by 90 and 180 days after implantation.

Key words: Poly L-(lactic acid), subcutaneous tissue, degradation, tissue invasion,

regeneration
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INTRODUCTION

Synthetic artificial materials have been used to correct disabilities in the human body.
Important advances have been made i the development of products that meet the demands
of implantable materials for protheses. The development of biodegradable materials has
stimulated interest in the study of their interactions with host tissue In order to improve the
likelthood of success in protheses.

Poly L-(lactic acid) (PLLA) is a bioabsorbable polymer that is degraded by
hydrolysis. The resulting monomers enter the citric acid cvele and are excreied in the form
of carbon dioxide and water or by direct renal excretion [1,2].

PLLA-based implantable medical devices have been used in controlled drug-release
systems, for fracture repair as a barrier for soft and hard tissues, as a support for cell
culturing and for filling damaged tissues [2-6]. The kinetics of biomaterial degradation vary
and are determined by the material characteristics, including implant chemistry and surface
texture, porosity, pore size, shape and size of the implants, and by the location and
technique of implantation, as well as interfacial micromotion [7]. PLLA has potential use in
implants with a spongy structure (Drylacm) [8], pins [9], and double layer [7], monolayer
1107 and mixed material [7,11] matrices.

Synthetic polymer matrices are highly reproducible, and their mechanical properties
and degradation rates can be readily controlled and manipulated [12]. Previous work [10]
showed that adding a plasticizer triethylcitrate to PLLA alters the flexibility of the material,

and allows the formation of pores n the polymer. Depending on the quantity of the
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plasticizer used, membranes of different porosities can be produced, and this allows
conirol of the degradation of the polymer and of the mmvasion of the membrane pores by
tissue elements. The accurate addition of plasticizer thus allows the production of material
for different applications.

The aim of this work was to examine the biological and morphological properties of a
porous membrane of PLLA containing 7% trietylcitrate for up to 180 days after
implantation in the subcutaneous tissue of rats. Greater knowledge of the interaction
between this polymer and tissue should allow the use of this material in the repair of

damaged tissue.

MATERIALS AND METHODS
Production of implants

PLLA (MW 300,000) was provided by Medsorb Technologies International L.P.,
(Cincinnati, OH, U.S.A.) as pellets. Ten grams of polymer were dissolved in 100 mL of
methylene chloride (CH.Cl:, Merck) containing 7% triethylcitrate {Aldrich) in a closed
recipient at room temperature [8,13].

The mixture was then poured into glass plate (100 cm®) each, which were air dried
(air flow of 1L/min) at room temperature. After 15 b, the membranes were removed from
plates and vacuum dried for 24 h. Disks 5 mm diameter and 620 um thick were cut and

used in the studies described below.
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Implantation

The membranes were immersed in 70% ethanol and then vacuum dried. Sixteen
fernale Wistar rats 3 months old obtained from University’s central animal house (CEMIB)
were used. The rats were housed at 22 = 2°C on a 12 h light/dark cycle with food and water
ad libitum. Two membranes were implanted in the dorsal subcutaneous tissue of rats
(n=16) anesthetized with ketamine and xylazine-HCl (16.6 mg/Kg and 3.33 mg/kg. ip,
respectively) (Virbac, Brazil). The health and behavior of the rats were assessed daily until
sample collection. The samples were obtained 2, 7, 14, 21, 28, 60, 90 and 180 days post-

implantation.

Light microscopy

Fragments of skin were fixed in Bouin solution and embedded in paraffin. Sections 5
um thick were stained with Masson’s trichromic and sirius red. Membrane fragments that
had adhered to adjacent tissue were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in glycol
methacrylate. Sections 2 um thick were stained with toluidine blue. These samples were
observed and photographed with a Nikon Eclipse E800 photomicroscope. The samples
stained with sirius red were observed and photographed under polarized light to assess

invasion by collagen fibers.
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Scanning electron microscopy (SEM)

Samples from the different periods of implantation were fixed m 2.5%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde containing 0.5% tanpic acid in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4, followed by post-fization in 1% osmium tetroxide in the same
buffer. After dehydration in a graded ethanol series, the samples were freeze-fractured in
liquid nitrogen then eritical point-dried {CPD 030 Balzers) and coated with sputtered gold
{SCD 050, Balzers). The samples were examined in a Jeol JMS 3800 LV scanning electron

microscope {Japan).

RESULTS

Analysis of the membranes by SEM before implantation showed that the membrane
pores were delimited by juxtaposed globular units with a rugged surface. Examination of
the polymer fracture surface showed that there were aiso structural differences between the
faces of the membrane: one half had globular units intermixed with pores, while the other
was composed of a dense layer with no pore but had juxtaposed units of different diameters
{(Fig. 1). The pores were of various sizes {(Fig. 2) and had a heterogenous distribution in the

membrane.
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Light microscopy

In samples obtained early afier irmnplantation (2, 7 and 14 days), there was a separation
between the membrane and its adjacemt tissue. However, afier longer periods of
implantation (90 and 180 days), the polymer was surrounded by adjacent tissue in the
subcutaneous compariment. Increasing vascularization of the implant area was seen during
removal of the samples, but there were no macroscopic signs of an inflammatory response.

Two days after umplantation, there was a massive infiltrate of polymorphonuciear
cells embedded in a fibrin net and edema was observed (Fig 3). By seven days after
implantation, a fibrous capsule had formed arcund the surface of the implant and there were
numerous fibroblasts and macrophages inside the pores of the membrane (Fig. 4). Polarized
hight microscopy revealed that the fibrous capsule consisted of a delicate meshwork of
collagen fibers. On the 14™ day post-implantation, a massive cellular infiltrate was
observed inside the membrane including the presence of giant multinucleated cells (Fig. 5).
Twenty-one days after implantation, the blood vessels present in the capsule were observed
penetrating the pores of the implant {Fig. 6). Analysis of the samples obtained 28 days
after implantation revealed that a highly vascularized connective tissue infiltrate within the
polymer particles, whose organization can be seen by conventional (Fig. 7) or picrosirius—
polarization microscopy (Fig. 8).

Sixty days after the implantation, intense tissue invasion was noticed. A marked
process of degradation isolated the globular units from the membrane (Fig. 9). Samples

collecied 90 days after the implantation showed that the implant was surrounded by a
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capsule with a great number of collagen fibers. In this case, the polymer was imtensely
fragmented and invaded by an extensive amount of connective tissue (Fig. 10).

By 180 days after implantation, the connective iissue inside the membrane was
observed to be subdividing the polymer in small fragments surrounded by a delicate
network of connective tissue (Fig. 11). Polarized light revealed that groups of collagen
fibers surrounded the units of the membrane and thereby separated them from each other
{Fig. 12}. A more detailed examination of these samples revealed the presence of giant cells
contaiming many nuclel (Fig. 13} and irregular polymeric units surrounded by connective
tissue with conspicuous blood vessels. PLLA membrane fragments were observed within

cells in the connective tissue (Fig. 14).

Scanning electron microscopy (SEM)

Samples collected two days after the implantation showed mtact polymer units
surrounded by cells (Fig. 15) and a fibrin network.

No auto-degradation of the globular units was seen. Cells and extracellular matrix
components {mainly collagen fibrils) were present among the membrane units (Fig. 16).

Fourteen davs afier implantation, connective tissue had adhered to the surface of the
membranes (Fig. 17), and by the 21¥ day a considerable amount of connective tissue was
present into the pores of the polymer, and resulted in separation of the globular units
{Fig.18). Polymer degradation process started with the appearence of centrifugal fractures

in the membrane units (Fig. 19) and involved cellular invasion.



By 60 davs after implantation, most of the units had extensive fractures, indicating
pronounced degradation (Fig. 20} that intensified so that 90 days after implantation the
polymeric units were submerged in connective tissue {Fig. 21).

Finally, massive polymer degradation was observed 180 days after implantation, with

the presence of membrane fragments within the connective tissue (Fig, 22).

DISCUSSION

The first use of triethylcitrate as a plasticizer [14] was intended to give a certain
flexibility to tubular mmplants in order to allow the apphication of sutures to the implant
surface.

The degradation time for membranes containing 7% of plasticizer was longer than for
mmnplants with 10% plasticizer [10]. The smaller amount of plasticizer reduced the porosity
of the membrane and this apparently resulted in a lower invasion than that seen by
LUCIANO [10].

Analysis of the samples obtained two days after the implantation revealed an
inflammatory reaction with many neutrophils, macrophages and, more rarely, eosinophils.
Local trauma following surgical procedures provoked a strong inflammatory reaction for up
to seven days after the implantation. After this penod, the strong inflammatory reaction
gave place to a reaction against the implant [7, 15].

The presence of blood vessels within the samples obtained 21 days after implantation

suggested that revascularization, made the regeneration of damaged tissue possible.
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PADERA et al. [3] claimed that porous materials have areas of low partial O, pressure.
This hypoxia should stimulate the secretion of anglogenic factors bv macrophages fo act
directly on endothelial cells. Some of these substances, such as angiotropine and tumor
necrosis factor, stimulate the migration of endothehal cells, while others, such as epidermal
growth factor, promote mitosis of these celis.

The presence of giant cells was observed from the seventh day onwards. According to
LAM er al. [16], the giant cells observed in foreign body reactions originate from the fusion
of macrophages, a process induced by cviokines such as interleukin 4 and gamma-
interferon. These cells showed a large number of mitochondria and this may be associated
with the elimination {degradation} of PLLA via the tricarboxylic acid cycle to generate
carbon dioxide. BRADY et al. [17] used implants of D, L-poly(lactic acid) labeled with "*C
in the abdominal wall of mice. After 168 days, 36.8% radioactivity had been elimnated
most of this through exhaled CO; (29.4% through respiration, 4.6% through the urine, and
2.8% through the feces).

Multinucleated giant cells containing phagocytosed PLLA membrane particles in
their cytoplasm were seen in samples coliected 90 and 180 days after implantation. The
products of the enzymatic degradation of these fragments could enter the tricarboxylic acid
cycle of mitochondria, which could provide an additional means of degrading PLLA
besides hydrolysis.

BEUMER ez al. [7] used double-lavered implants with no added plasticizer. During

degradation, mono- and multinucleated macrophages (foreign body giant cells) containing
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polymeric fragments were observed at the implani-tissue interface in the 13" week after
mmplantation, indicating intracellular implant degradation.

In agreement with the above authors, we observed the formation of vascularized
fibrous tissue with the presence of collagen, indicating a rebuilding of damaged tissue
following implantation. However, there was no cellular reaction to 2 foreign body.

No neoplasic areas were observed up tol80 days after implantation. The addition of
triethylcitrate minimized the nigidity of the polvmer and reduced its degradation time,
thereby Lmiting the risks of a neoplasic reaction in the area of the implant. Our results
differ from those by NAKAMURA ef ol [18], which reported that the implantation of
PLLA membranes with no added plasticizer induced the formation of neoplasic areas at the
implantation site. The authors attributed this response to the constant mechanical irritation
by the polymer at the site of implantation, which in turn resulted from the extremely long
degradation time of the polymer.

Based on the results obtained here, we conclude that the presence of a subcutaneous
PLLA implant not only provokes an inflammatory reaction, but also helps to rebuild the
damaged tissue. A knowledge of the appropriate percentage of piasticizer for each
implantation site is thus important so that the degradation time of the polymer can be made

compatible with the proliferation of new tissue.
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LEGENDS:

Figure 1: PLLA membrane before implantation. Note the presence of porous (A) and
dense (B) layers containing globular umts {*). Bar: 100 um.

Figure 2. PLLA membrane before implantation showing polymer globular units {U) and
pores {P). Bar: 100 um.

Figure 3: PLLA membrane on second days post-implantation. Observe polymorphonuclear
infiltrate {(arrows), vascular edema (e) and fibrin network (f). Bar: 100 um.

Figure 4. PLLA membrane on seven days after implantation. Note capsule surrounding the
membrane {¢) and cellular infiltration within the polymer (arrewheads}. Bar: 100 um.
Figare 5. PLLA membrane on fourteen days after implantation showing giant cell
(arrowhead) around the polymer fragment (U). Bar: 100 pm.

Figure 6: PLLA membrane on twenty-one days after implantation. Observe blood vessel
(v} of the capsule {c} within the membrane. Bar: 100 pm.

Figure 7. PLLA membrane on twenty-eight days after implantation. Note connective tissue

infiltrate {*) within the polymer particles (p). Bar: 100 ym



Figure 8: PLLA membrane on twenty-eight days after implantation under polarized hight.
Observe collagen fibers of the capsule {¢), some of them penetrating the membrane (*}
Note crystalline disposition of polymer units (p). Bar: 100 um.

Figure 9 PLLA membrane on sixty days after implantation showing polymer particles (*}
isolated in the capsule {c}. Bar: 100 ym.

Figure 10: PLLA membrane on ninety days after implantation. Note intensive connective
tissue infiltration {1} surrounding the polymer fragments (*}). Bar: 100 pm.

Figure 11: PLLA membrane on one hundred and eighty after implantation. Observe
collagen fibers {¢f) around the polymer particles group {p}. Bar: 100 um.

Figure 12: PLLA membrane on one hundred and eight days afier implantation under
polarized light. Observe groups of collagen fibers (arrowheads) surrounding the
membrane units and thereby separated them from each other. Bar: 100 um.

Figure 13: PLLA membrane on one hundred and eight days post-implantation. Note the
presence of vascularized tissue (t) within the polymer (p) cointaining giant cell (*}. Bar:
100 pum.

Figure 14: PLLA membrane on ninety days after implantation. Observe cells of connective
tissue with phagocyted polymer particles (arrows}. Bar: 100 pm.

Figure 15: PLLA membrane on second day after implantation. Note great number of cells
and fibrin network {arrows). Bar: 20 um.

Figure 16: PLLA membrane on seven days post-implantation. Observe tissue fibril

elements (*) within the pore. Bar: 20 um.




Figure 17: PLLA membrane on fourteen days after mmplantation. Note tissue (t}
adherence 1o membrane face. Bar: 20 pm.

¥igure 18: PLLA membrane on twenty-one days post-implantation. Tissue invasion {t} can
be noted. Bar: 20 um.

Figure 19 PLLA membrane on twenty-eight days after implantation. Observe the presence
of centripetal fractures of the globular units {arrow). Bar. 20 um.

Figure 20: PLLA membrane on sixty days afier implantation showing extensive fractures.
Bar 20 um.

Figure 21 PLLA membrane on ninety days post-implantation. Note polymer fragments
{U) submerged n the tissue (t). Bar: 20 um.

Figure 22: PLLA membrane on on hundred and eight days after implantation. Observe
massive degradation process with polymer particles {*} within the connective tissue. Bar:

20pm.
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IV. RESULTADOS (M.E.T. e IMUNOC.)
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iV, Resultados

4.1. Analise macroscépica.

Durante a retirada das amostras, sete dias ap6s a implantag8o, foi possivel observar
gue as membranas implantadas se destacavam facilmente do tecido gue as envolvia. Assim,
durante o seccionamento do material necessaric para ¢ seu processamento, notou-se que a
membrana nfo se adena ao tecido adjacente, o que dificultava sua preservagio. No entanto,
nos pertodos mais longos com ¢ implante, a aderéncia do polimero ao tecido tomou-se cada
vez maior, de modo que nas Qltimas coletas {noventa e cento e oitenta dias de implante}
observou-se maior envolvimento da membrana pelo tecido conjuntivo. Além disso, houve
um aumento aparente no numero de vasos sanguineos na regido do implante, auxihiando na
localizagdo das membranas no tecido animal.

Nao foi observada nenhuma caracteristica macroscopica que indicasse um processo

inflamatério, como edema ou rubor.

4.2. Analise microscépica.
4.2.1. Analise das amostras apos a implantacio.

A analise do material revelou diferencas entre as amostras, permitindo caracterizé-las

de acordo com seus respectivos dias pos-implantagio.
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1V, Resultados

4.2.1.1. Microscopia de iransmissio.
4.2.1.1.1. Segundo dia de implante.
A analise das amostras extraidas apds dois dias de implante revelou uma maciga
invasio de polimorfonucleares, destacando-se neutrdfilos (Figs. 01 e 02) e raros eosinofilos

{Fig. 03), através dos poros, para o interior da membrana.

4.2.1.1.2. Sétime dia de implante.
Apds sete dias de implante observou-se no interior dos poros, macréiagos, rodeados
por uma rede de fibrina (Figs. 04 ¢ 05) e fibroblastos (Fig. 04). Polimorfonucleares ndo

foram observados.

4.2.1.1.3. Décime quarto dia de impiante.

O material obtido apés quatorze dias de implante evidenciou a presenca de
fibroblastos, apresentando reticulo endoplasmatico granular muito desenvolvido, cromatina
frouxa e nucléolo evidente; e macrdfagos, contendo grande quantidade de lisossomos €
prolongamentos celulares (Fig. 06). Além disso, células gigantes de corpo estranho estavam
presentes em intimo contato com a membrana implantada, apresentando cisternas do
reticulo endoplasmatico granular dilatadas e numerosos prolongamentos celulares (Figs. 07

e 08).
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V. Resuitados

4,2.1.1.4. Vigésimo primeire dia de implante.

A analise das amostras coletada apds vinte e um dias de implante mostra fibroblastos
tipicos, uma delicada rede de colageno e células gigantes aderidas ao polimero (Fig. 09).
Estas celulas apresentam um grande numero de mitocdndrias e goticulas de lipidio (Fig.

10).

4.2.1.1.5, Vigésimo oifave dia de implante.
No vigésimo oitavo dia de implante estavam presentes células gigantes de corpo
estranho contendo numerosas goticulas de lipidio e extensos prolongamentos

citoplasmaticos imbricados (Figs. 11 e 12).

4.2.1.1.6. Sexagésimo dia de implante.
Apos sessenta dias de implante foi possivel observar elementos teciduais adjacentes &
membrana, tais como fibras de coligeno e vasos sanguineos (Fig. 13). Células gigantes de

corpo estranho estdo presentes em intimo contato com o polimero (Fig. 14).
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4.2.1.1.7. Nonagésimo dia de implante.
A analise das amostras retiradas noventa dias ap0s o implante mostrou a presenca de
células como fibroblastos e células gigantes proximas ao polimero, além de fibras de

colageno ao redor destas células (Figs. 15 e 16).

4.2.1.1.8. Centésimo octogésimo dia de implante.

Foram observadas, apds cento € oitenta dias de implante, células gigantes adjacentes
ao polimero, bem como fibroblastos e vasos sanguineos envoltos por matriz extracelular
rica em colageno (Fig. 17). Notam-se regides ricas em feixes de colageno ao redor da
membrana de PLLA (Fig. 18). No citoplasma de células multinucleadas foram vistos

inimeros fagossomos contendo material amorfo (Figs. 19a, b ec).

4.2.1.2. Imunocitoquimica.

4.2.1.2.1. Segundo dia de implante.

A anilise do material obtido ap6s dois dias de implante revelou células marcadas pela
reagio imunocitoquimica proximas & membrana bem como reagdo de fundo positiva para o
contetido dos vasos ¢ do plasma extravasado (Fig. 20). Apesar disso, no interior da

membrana, os nicleos dos polimorfonucleares ndio se apresentaram marcados pela reagio.
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4.2.1.2,2, Sétimo dia de implante.
ApoOs sete dias de implante, 2 capsula de tecido conjuntive ao redor da membrana de
PLLA apresentou grande numerc de células com nicleos marcados pela reaclio de

imunocitogquimica para PCNA (Figs. 21 ¢ 22).

4.2.1.2.3. Décimeo quarto dia de implante.
Apés quatorze dias de mmplante, foram observadas células na capsula de tecido

conjuntivo positivamente marcadas (Fig 23).

4.2.1.2.4. Vigésimo primeiro dia de implante,

Células positivamente marcadas pela reagdio foram observadas no tecido conjuntivo
do interior da membrana que se preservou em alguns preparados, apds vinte ¢ um dias de
implante. Assim como nos periodos anteriores, foram observadas células do tipo fibroblasto
marcadas pela reagdo imunocitoquinica no interior da membrana (Fig. 24), bem como na

regifo adjacente ao polimero (Fig. 25).

4.2.1.2.5. Vigésimo oitavo dia de implante,
Nesse periodo, algumas células da capsula apresentaram mnucleos marcados pela

reacdo (Fig. 26). Além disso, notou-se células positivamente marcadas também no tecido
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conjuntivo que invadiu o interior dos poros da membrana assim como o conteudo dos vasos

(Fig. 27).

4.2.1.2.6. Sexagésimo dia de implante,
Aos sessenta dias pos-implantago, observaram-se nucleos positivamente marcados
adjacentes ao polimero (Fig. 28). Grande numero de células com nicleos marcados pela

reagio foi observado na cépsula de tecido conjuntivo que circunda o polimero (Fig. 29).

4,2,1.2.7. Nonagésimo dia de implante.
Apds um periodo de noventa dias de implante, foram observadas células do tipo
fibroblasto apresentando nucleos marcados para a reagfo distribuidas de maneira 1solada no

tecido conjuntivo do interior da membrana (Figs. 30 e 31).

4.2.1.2.8. Centésimo octogésimo dia de implante.

Foram observadas, apds um periodo de cento e oitenta dias de implante, nicleos de
células marcadas pela reagio muito proximas aos fragmentos de polimero (Figs. 32 e 33).

O grupo de células previamente observado através de microscopia de luz € que se

caracterizava pela presenca de citoplasma volumoso e claro apresentou, aos cento e oitenta
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dias pos-implante, alguns nucleos positivamente marcados pela reacio de

imunocitoquimica de PCNA (Fig. 34).

4.2.1.2.9. Controle positivo.
Os foliculos pilosos, a epiderme e as glandulas sebaceas da pele apresentaram células

marcadas pela reagdo imunocitoquimica de PCNA (Figs. 35 e 36),

4.2.1.2.10. Controle negative.
Nos cortes em que se omitiu ¢ anticorpo primario, ndo foram observadas células com

micleos marcados, seja na epiderme ou foliculos pilosos (Fig. 37).



4.3. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA
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Figura 01: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apos dois dias de implante.

Observar polimorfonucleares e rede de fibrina (setas) proxima ao polimero. 5.300x.

Figura 02: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apos dois dias de implante.
E possivel notar células como neutréfilos (N) e macrofagos (M), bem como rede de fibrina,

proximos & superficie da membrana. 15750x.
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Figura 03: Fletromicrografia de MLE. T. de membrana de PLLA apos dois dias de implante.

Observar detalhe de um eosindfilo presente no poro da membrana. 18 300x

Figura 04: Eletromicrografia de ME.T. de membrana de PLLA apés sete dias de implante.

Notar macrofago (M) e fibroblasto (F) no intertor do polimero. 12.450x.
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Figura 05: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apos sete dias de implante.
Observe o detalhe de um macrofago que pode ser visto préximo ao polimero. Fibrina (%),

9 300x.

Figura 06: Eletromicrografia de MLE.T. de membrana de PLLA apos quatorze dias de
implante. E possivel notar células como fibroblasto (f) e macréfago (m) provavelmente

migrando para o interior da membrana. 5.600x






Figura 07: Eletromicrografia de M ET. de membrana de PLLA ap6s quatorze dias de
implante. Observe célula gigante muliinucleada em contato com a superficie rugosa do

polimero. 9.300x

Figura 08: Eletromicrografia de M.ET. de membrana de PLLA apos quatorze dias de
implante. Em detalhe, observe os prolongamentos da célula gigante intimamente associados

as irregularidades da superficie da membrana (setas). 11.600x.
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Figura 09: Eletromicrografia de M E T, de membrana de PLLA apos vinte e um dias de
implante. Observar a invaso de elementos do tecido conjuntive como fibroblastos {f),
fibras de colageno (*), bem como célula gigante multinucleada {g) em contato com o

polimers. 5.900x

Figura 10: Eletromicrografia de ME.T. de membrana de PLLA apos vinte e um dias de
implante. Notar, em detalhe, a morfologia de uma célula gigante multinucleada.

Miticdndria (m), Goticula de lipidio (I). 6.5300x
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Figura 11: Eletromicrografia de MUE.T. de membrana de PLLA apos vinte e oito dias de
implante. Note, em relagho 2 célula gigante, a presenga de goticulas de lipidio {}) e seu

intimo contato com a superficie da membrana. 5.250x.

Figura 12: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apés vinte ¢ oito dias de

implante. Em detalhe, notar a extensa rede de prolongamentos citoplasmaticos. 5 850x.
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Figura 13: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apos sessenta dias de
implante. Observar, no detalhe, a invasdo de elementos teciduais, como vasos sanguineos,

que se encontram muito proximos a superficie da membrana. 6 500x.

Figura 14: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apos sessenta dias de
implante. Notar célula gigante intimamente aderida 4 membrana com grande quantidade de

mitocdndrias (m) e cisternas dilatadas do Reticulo endoplasmatico granular {r}. 8.5350x.
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Figura 15: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apos noventa dias de
implante. Observar as caracteristicas morfologicas de uma célula gigante rica em
mitochndrias (m) e cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico granular (v} Fibroblasto

(f). 8.400x.

Figura 16: Eletromicrografia de M.ET. de membrana de PLLA apos noventa dias de
implante. E possivel notar parte do citeplasma rico em lisossomos {1) de uma célula gigante

aderida & superficie da membrana, Fibrobiasto {f). 12.000x,
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Figura 17: Eletromicrografia de M.E.T. de membrana de PLLA apds cento e olienta dias
de implante. Neta-se célula gigante intimamente justaposta as irregularidades (i} da
membrana, bem como parte do citoplasma de fibroblasto (f) e um capilar sanguineo imerso

em fibras colagenas do tecido comuntivo neoformado. 12100x

Figura 18: Eletromicrogralia de M.ET. de membrana de PLLA apos cento ¢ oitenta dias
de implante. Notam-se fibroblastos imersos em uma matriz extracelular rica em fibras

colagenas (setas) seccionadas em diversos planos. Polimero (p). 14.500x.
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Figura 19: Eletromicrografia de MLE.T. de membrana de PLLA apés cento ¢ oitenta dias
de implante. Observe em A, célula gigante multinucleada com fagossomos (), em B,
detalhe da area assinalada em A mostrando a preservagiio celular. Note em ' um maior
aumento dos fagossomos {*}, nos quais pode-se observar ¢ constituinte de gletrodensidade

semethante 20 contetdo da membrana. a, 7.200x; b, 17.450x; ¢, 30.200x.
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Figura 20: Fotomicrografia de membrana de PLLA apés dois dias de implante. Observar
nGcleos marcados pela reaciio de PCNA (cabegas de seta). Parafing, Azul de Anilina,

125x.
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Figura 21: Fotomicrografia de membrana de PLLA apds sete dias de implante. Note
grande namero de células com nucleos {cabegas de seta) presentes na capsula de tecido

conjuntivo marcados pela reagio de PCNA. Fragmento de polimero {p}. Azul de Anilina.
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Figura 22: Fotomicrografia de membrana de PLLA apds sete dias de implante. Notar

células com nucleos marcados pela reagdo de PCNA. Foliculo piloso (fp). Azul de Anilina.
6Z5x.
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Figura 23: Fotomicrografia de membrana de PLLA apods quatorze dias de implante.
Observe pequeno namero de células com nicleos positivamente marcados (cabecas de

seta). Espago previamente ocupado pela membrana (*). Azul de Anilina. 375x.
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Figura 24: Fotomicrografia de membrana de PLLA apds vinte e um dias de implante.
Notar células marcadas pela reagdo na capsula e no interior da membrana (cabecas de

seta). Capsula (¢). Azul de Anilina. 250 x.

Figura 25: Fotomicrografia de membrana de PLLA apds vinte e um dias de implante. Note

células positivamente marcadas pela reagdo (cabecas de seta) muito proximas & membrana

(*). Azul de Anilina. 375x.
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Figura 26: Fotomicrografia de membrana de PLLA ap0s vinte e oito dias de implante.
Observe células marcadas pela reacdio imunocitoquimica (cabegas de seta). Espago

previamente ocupado pela membrana (*). Azul de Anilina. 375x.

Figura 27: Fotomicrografia de membrana de PLLA apos vinte e oito dias de implante.
Notar nticleo (cabeca de seta) e contetdo de vaso (*) marcados pela reaciio de PCNA.

Azul de Anilina. 375x.
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Figura 28: Fotomicrografia de membrana de PLLA apés sessenta dias de implante. Notar

nucleos marcados pela reacdo (cabecas de seta) muito proximos & membrana. Azul de

Anilina. 375x.

Figura 29: Fotomicrografia de membrana de PLLA sessenta dias pos-implante. Observe
grande quantidade de nucleos marcados pela reagfo imunocitoquimica (cabecas de seta).

Espaco previamente ocupado pela membrana (*). Azul de Anilina. 375x.






Figura 30: Fotomicrografia de membrana de PLLA apés noventa dias de implante. Note

nucleos marcados isolados no tecido conjuntivo do interior da membrana {cabecas de

seta). 125x.

Figura 31: Fotomicrografia de membrana de PLLA apos noventa dias de implante. Note
nucleos marcados de células do tipo fibroblasto isoladas no tecido conjuntivo do interior da

membrana (cabecas de seta). Azul de Anilina. 375x
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Figura 32: Fotomicrografia de membrana de PLLA apds cento e oitenta dias de implante.
Note nucleos marcados (cabecas de seta) isolados no tecido conjuntivo do interior da

membrana (p). Azul de Anilina. 125x.

Figura 33: Fotomicrografia de membrana de PLLA apos cento e oitenta dias de implante.
Note, em maior detalhe nicleos de células do tipo fibroblasto marcados pela reagdo de
PCNA, isolados no tecido conjuntivo do interior da membrana (cabecas de seta). Azul de

Anilina. 250x.
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Figura 34: Fotomicrografia de membrana de PLLA apos cento e oitenta dias de implante.
Note ntcleos marcados de células volumosas agrupadas presentes em amostras de periodos

maiores de implante. Azul de Anilina. 375x.
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Figura 35: Fotomicrografia de membrana de PLLA utilizada como controle positivo. Note
niicleos marcados das células que revestem a parede do ducto de uma glandula sebacea.

Azul de Anthina. 250x.

Figura 36: Fotomicrografia de membrana de PLLA utilizada como controle positivo. Note
ntcleos marcados das células que revestem a parede do bulbo de um foliculo piloso. Azul

de Anilina. 250x.
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Figura 37: Fotomicrografia de membrana de PLLA utilizada como controle negativo. Note

auséncia de marcacdo nas células basais da epiderme e glandula sebacea. Azul de Anilina.

125x%
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V. Discussdo

A adicio de tri-etil-citrato como plastificante foi empregada por DA-SILVA et al.
(1985) com o intuito de fornecer uma certa maleabilidade aos implantes tubulares
utilizados, permitindo a aplicacio de suturas na superficie dos mesmos.

Como observado por LUCIANO (1997), os implantes de PLLA que nfo contém
plastificante em sua composi¢do ndo possuem poros €, conseqiientemente, ndo permitem a
invasfio celular. Segundo o autor, membranas com estas caracteristicas poderiam ser
empregadas em regeneragdo guiada de tecido ou qualquer outra técnica de recuperagio que
necessite isolamento entre tecidos através de uma membrana densa com longo tempo de
degradac@o.

Em relacio aos implantes obtidos através da adigio de 10% de plastificante,
LUCIANO (1997) observou que a porosidade fornecida modifica totalmente a reacdo do
tecido ao implante. Dessa maneira, ao se comparar as amostras retiradas apos 30 dias de
implantag@o, notou-se que a membrana foi totalmente invadida por células em toda a sua
espessura, encontrando-se muito degradada. Neste trabalho, os resultados obtidos apés a
implantac@o de uma membrana contendo 7% de plastificante indicaram que a porcentagem
de tri-etil-citrato utilizada influencia muito no tempo de degradacdo do material.

Os resultados obtidos comparados com os de LUCIANO (1997) mostram que a
velocidade de degradac@io do polimero implantado adicionado de 7% de plastificante foi

menos intensa. Ademais, uma menor quantidade de plastificante adicionado provavelmente
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reduziu a porosidade, fazendo com que o implante apresentasse uma menor invasio
tecidual quando comparado ao obtido pelo autor no mesmo periodo analisado.

Através da analise microscopica da regido dos implantes foi possivel perceber que
todas as amostras apresentaram uma capsula fibrosa ao redor da membrana semelhante &
descrita por SPECTOR & TONG-LI (1989), porém, a resposta inflamatéria a esse polimero
pdde ser considerada como de pouca intensidade. Notou-se ainda que a presenca de poros
contribuiu para a invas@o dos elementos teciduais no interior das membranas.

A anélise dos resultados das amostras extraidas de animais ap6s dois dias de implante
revela uma resposta inflamatoria com muitos neutrofilos, macrofago e raros eosinofilos.
Sabe-se que o procedimento operatério provoca uma reagio inflamatdria aguda (até sete
dias de implante) que é normalmente vista apés um trauma cirirgico. Apés este periodo a
reacdo inflamatoria aguda da lugar a uma reagdio ao implante (BEUMER et al, 1994;
BERGSMA ef al., 1995).

A presenga de vasos sanguineos no interior das amostras obtidas apés vinte € um dias
de implantacdo sugere uma neovascularizagio, possibilitando a regeneracio do tecido
lesado. PADERA & COLTON (1996) postulam que materiais porosos apresentem locais
com pressdo parcial reduzida de O,. Esta hipoxia induz a secregio de fatores angiogénicos
por macrofagos, agindo diretamente nas células endoteliais. Alguns destes fatores, como a

angiotropina e o fator-alfa de necrose tumoral, estimulam a migraciio de células endoteliais,
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enquanto outros, como o fator de crescimento epidérmico, promovem a mitose destas
células.

A presenga de células gigantes em nossos preparados observadas a partir do sétimo
dia de implante foi notada por varios autores. Segundo LAM ef al (1993) as células
gigantes observadas em reagdes de corpo estranho se formam pela fusio de macréfagos, um
processo mediado por algumas citocinas como interleucina 4 e interferon-y. Além disso,
nossas observacdes destas células mostraram um grande nimero de mitocdndrias, a partir
disso, postula-se que a eliminagio (degradacio) do PLLA seja a partir do ciclo do 4cido
tricarboxilico, gerando gas carbonico. BRADY e? a/. (1973) utilizaram implantes de D,L-
poli(acido latico) marcados com C,4 na parede abdominal de ratos. Os autores observaram,
ap6s 168 dias, uma perda de radioatividade de 36,8%, dos quais 4,6% foi eliminada através
da urina, 2,8% pelas fezes e 29,4% através da respiragdo. Portanto, afirmam que a maior
taxa de eliminag@o ¢ através do CO; expirado.

Células gigantes multinucleadas contendo fagossomos com material amorfo estio
presentes nas amostras de cento e oitenta dias de implante sugerindo a fagocitose de
fragmentos da membrana. Os produtos da degradacfio enzimatica destes fragmentos
poderiam seguir para o ciclo do 4cido tricarbixilico mitocondrial, possibilitando a

existéncia de uma segunda via de elimina¢do do PLLA, além da hidrélise.
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V. Discussdo

BEUMER et al. (1994) utilizaram implantes degradaveis de dupla camada sem
adigdo de plastificante. No que diz respeito ao processo de degradacio, macréfagos mono e
multinucleados (células gigantes de corpo estranho) contendo fragmentos de polimero
foram observados na interface implante-tecido durante a décima terceira semana pos-
implantagdo, indicando uma degradagio intracelular do implante.

De acordo com o estudo desses autores, a analise histologica da area do implante,
mostrou a formagdo de um tecido fibroso vascularizado com presenca de colégeno,
indicando reconstituicdo dos tecidos lesados no processo de implantagio e nio sé uma
resposta celular de corpo estranho. A degradagiio dos implantes, segundo os autores, esta
adequadamente ligada a biocompatibilidade in vivo, pois nenhum efeito sistémico foi
detectado nos Orgdos dos animais devido 4 degradacio do implante ou acumulo de
fragmentos poliméricos no decorrer de um ano pés-implantacio.

Dessa maneira, € possivel afirmar que a presenca do implante de PLLA no sitio
subcutdneo nfo estimula apenas a rea¢do inflamatéria, mas também a reconstitui¢io do
tecido lesado. Para isso, ¢ importante conhecer a porcentagem de plastificante apropriada
para cada sitio de implantagdo, a fim de que o tempo de degradagdio do polimero seja
compativel com a proliferagdo de um novo tecido. Segundo BRADY ef al. (1973), a
persisténcia do implante absorvivel pode ser controlada pela adigdio de outros tipos de

materiais absorviveis a0 PLLA, como o poli(acido glicélico).
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V. Discussdo

A analise das amostras preparadas para MLE.V. mostra que a face porosa da
membrana, invadida por grande quantidade de células, apresenta maior velocidade de
degradagdo quando comparada a face sem porosidade, sugerindo participagio do
componente celular no processo de degradagdo do polimero.

Estudos com membranas de PLLA sem a adi¢fo de plastificante (NAKAMURA ef
al., 1994) indicaram a formacfio de areas neoplasicas no sitio de implanta¢io. Segundo os
autores, esse processo esta relacionado a constante irritacdo mecénica do polimero no local
do implante.

Em nossos estudos ndo foram observadas areas neoplésicas durante os cento e oitenta
dias de implantacdo. A adicBo do plastificante tri-etil-citrato minimizou a rigidez do
polimero e reduziu o tempo de degradagfio, diminuindo as chances de ocorréncia de
neoplasias na area do implante.

Segundo ROBBINS er al. (1994), as etapas que estdo envolvidas no processo de
cicatrizag@o e reparo de lesdes normais envolvem, em um primeiro passo, preenchimento e
oclusdo da ferida com fibrina e heméceas. Dentro de 24 horas, neutrofilos aparecem nas
margens da lesdo, movendo-se através do coagulo, o que € observado em nossos resultados
ap6s dois dias de implante. Apés trés dias, os neutréfilos sdo substituidos por macrofagos
com presenca de fibras colagenas nas bordas da ferida. No quinto dia, o processo de

neovascularizagdo € maximo. Nossos resultados obtidos por microscopia de luz corroboram
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V. Discussdo

com essas prerrogativas visto que vasos sanguineos, coldgeno e macréfagos foram
observados no interior da membrana a partir de quatorze dias. Durante a segunda semana,
ha uma acumulag@o continua de coldgeno e proliferagio de fibroblastos, enquanto ao
término do primeiro més, esta presente um tecido conjuntivo muito celularizado derivado
do infiltrado inflamatério.

A analise dos resultados obtidos através do emprego de imunocitoquimica de PCNA
mostra que c€lulas do tipo fibroblasto estfio iniciando o processo de mitose. Estas células se
localizam (preferencialmente) na capsula de tecido conjuntivo que circunda o polimero e,
mais raramente, no tecido conjuntivo situado no interior da membrana. Dessa maneira, €
possivel afirmar que o procedimento de implante das membranas de PLLA no tecido
subcutdneo dos animais gera um processo de reconstitui¢io tecidual normal como descrito
por ROBBINS et al. (1994) e, além disso, as células presentes no tecido da capsula e que
invadem o polimero, ndo apenas migram de regiGes adjacentes 2 membrana, mas também
proliferam neste local € no seu interior, resultando no preenchimento da membrana por

tecido conjuntivo, como observado apds noventa dias de implante.
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V. Discussdo

A diferenca marcante entre a reparagdo normal do tecido e a resposta tecidual
resultante ao implante de PLLA seria a presenca de uma capsula de tecido conjuntivo
observada a partir do sétimo dia pds-implante, que caracteriza uma resposta a um corpo
estranho, na tentativa de isola-lo do restante do organismo e, além disso, a presenca de
células gigantes multinucleadas que apresentam importante papel na tentativa de remocgédo

de elementos estranhos, células estas amplamente citadas na literatura especifica.
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VI. Conclusdes

No presente trabalho ficou demonstrado que existe uma estreita correlagiio entre a

concentracdo de plastificante € a obtencdo de membranas com diferentes propriedades,

propiciando uma invasio de elementos teciduais para o interior da membrana, a qual ¢

proporcional a concentragdo de tri-etil-citrato utilizada. A partir disso, € possivel controlar a

degradacdo do polimero, tornando-se compativel com a velocidade de reconstituicio

tecidual. Esta conclus#io principal foi baseada nas seguintes observacgdes:

»

\4

Em comparacio com os resultados obtidos com ¢ implante de membranas de 10%
de plastificante tri-etil-citrato (LUCIANO, 1997), o implante de membranas de 7%
de plastificante apresentou menor velocidade de degradacéo.

A invasdo celular foi menos intensa quando comparada aos implantes de membrana
com 10% de plastificante.

Houve em aumento gradativo na invasfio e reconstituigdo tecidual na medida em
que tempos maiores de implantacdo foram realizados.

Notou-se que em todos os periodos de implante estavam presentes células em
divisio mitdtica, em maior ou menor numero, localizadas ao redor da membrana,
bem como em seu interior, contribuindo para um aumento da invasdo celular do

polimero.

A presenca de células com acumulo de fagossomos contendo material polimérico

sugere uma possivel via de eliminagiio do polimero por acédo celular, além da degradacéo

por hidrolise.



VI. Conclusdes

Este tipo de membrana adicionada de 7% de plastificante com as caracteristicas acima

mencionadas teriam importante aplicagio em tecidos de regeneracio mais lenta.
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ABSTRACT

Bioabsorbable materials have been widely used the repair of damaged tissue as well
as in the, controlled release of drugs and as a supports for cultured cells. The degradation
time of poly L-(lactic acid) (PLLA) may be controlled by altering the polymer porosity
through the addition of the plasticizer triethylcitrate. This in turn influences the extent
cellular infiltration. In this study, we examined the degradation of PLLA membranes
containing different concentrations of plasticizer. PLLA discs were implanted
subcutaneouly in rats and withdrawn 2, 14 and 60 days after implantation. The samples
were processed for light microscopy and scanning electron microscopy (SEM). Polymer
degradation was proportional to the concentration of plasticizer, indicating that
triethylcitrate could affect the degradation time of the implants, without damaging the

polymer biocompatibility.

Key words: poly L-(lactic acid), polymer degradation, bioabsorbable materials, tissue

regeneration, plasticizer.
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INTRODUCTION

The increasing use of artificial materials to repair human tissues has led to
development of new products to meet this demand. The availability of polymers that can be
absorbed by the host organism has eliminated the need for a second surgery to remove the
implanted material, and this in turn has reduced hospital expenses, surgical complications
and the time needed for recuperation (1).

Poly-L~(lactic acid) (PLLA) is a semi-crystalline polyester that can be degraded
through hydrolysis of its ester bonds, and has considerable strength retention capacity and
excellent biocompatibility. Non-toxic degradation products are excreted by the kidneys or
eliminated as carbon dioxide and water through the tricarboxylic acid cycle (2). Although
bioabsorbable materials are recognizes by the organism as “foreign bodies” before their
absorption, their finite exposure time and the mild inflammatory response they elicit are
clearly advantageous.

Biomaterials have a variety of applications, including the construction of orthopedic
protheses and guided tissue regeneration (3), controlled release of drugs (4, 5), as a type
support for cultured cells (6) and tissue engineering (7, 8). The extent of polymer
degradation influences not only the type and intensity of the inflammatory response (9), but
also its functional application, faster or slower degradation depending on the tissue to be
repaired. Many factors may influence the kinetics of biomaterials degradation, including

the molecules chemical structure, mass, superficial texture, porosity, pore dimensions, size

108



and shape of the implant, site of implantation, and the microlocomotion of polymer
fragments at the interface with adjacent tissue (10).

The inclusion of a plasticizer in polymer chains decreases the interaction among
them but increases the flexibility, porosity and degradation of the polymer (11, 12). In this
work, we examined the biological properties and degradation process of PLLA membranes
containing different concentrations (5, 9 and 11%) of the plasticizer triethylcitrate and

assessed their interaction with adjacent tissue in vivo.

MATERIALS AND METHODS
Production of implants

PLLA (MW 300,000) was provided as pellets (Medsorb Technologies International
L.P, Cincimnati, OH, U.S.A)). Ten grams of polymer were dissolved in 100 ml of
methylene chloride (CH,Cl,, Merck KgaA, Darmstadt, Germany) containing 5 %, 9% or
11% triethylcitrate (Aldrich, Milwaukee, WI, U.S.A)) in a closed recipient at room
temperature. The mixture was then poured on to a glass plate (100 cm®), which was air-
dried (air flow of 1 L/min) at room temperature. After 15 h, the membranes were removed
from the plates and vacuum dried for 24 h. Disks 5 mm in diameter and 620 um thick were

cut and used in the studies described below.
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Implantation

The membranes were immersed in 70% ethano! and then vacuum dried. Eighteen
female Wistar rats 3 months old obtained from university’s central animal house (CEMIB)
were used. The rats were housed at 22 = 2°C on a 12 h light/dark cycle with food and water
ad libitum. Two membranes of each plasticizer concentration were implanted in the dorsal
subcutaneous tissue of each rat (n=18) anesthetized with ketamine and xylazine-HCI (16.6
mg/kg and 3.33 mg/kg. ip., respectively) (Virbac, Roseira, S3o Paulo, Brazil). The health
and behavior of the rats were assessed daily until sample collection at 2, 14 and 60 days

post-implantation.

Light microscopy

Fragments of skin were fixed in Bouin solution and embedded in paraffin (Merck).
Sections 5 um thick were stained with Masson’s trichrome and sirius red. Membrane
fragments that had adhered to adjacent tissue were fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, U.S A.) and embedded in glycol methacrylate resin (Kulzer,
Zweigniederlassung, Wehrheim, Germany). Sections 2 um thick were stained with
toluidine blue. These samples were observed and photographed with a Nikon Eclipse E800
photomicroscope. The samples stained with sirius red were observed and photographed

under polarized light to assess invasion by collagen fibers.
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Scanning electron microscopy (SEM)

Samples from the different periods of implantation were fixed in 2.5%
paraformaldehyde (Sigma) and 2.5% glutaraldehyde (Electron Microscopy Science,
Washington, P.A., U.S.A.) containing 0.5% tannic acid (Sigma) in 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.4, followed by post-fixation in 1% osmium tetroxide (Sigma) in the same buffer.
After dehydration in a graded ethanol series, the samples were freeze-fractured in liquid
nitrogen then critical point dried (CPD 030 Balzers) and sputtered with gold (SCD 050,
Balzers). The samples were examined in a Jeol JMS 5800 LV scanning electron

microscope (Japan).

RESULTS

No signs of a strong inflammatory process, such as an increase in local blood flow,
edema, blush or necrosis were seen during tissue sampling. The membranes with more
plasticizer (9% and 11%) adhered more to the adjacent tissue, whereas those with 5%
plasticizer easily detached from it. SEM analysis of membranes not implanted revealed
different size pores delimited by globular units of the wrinkled surface. Examination of the
polymer fracture surface showed that the membrane faces differed in porosity (Fig. 1). As
the amount of plasticizer increased, the pores extended deeper and the porous area became
thicker than the dense area (of low porosity) so that in samples containing 11% plasticizer it

was not possible to distinguish a non-porous face (Fig. 2).
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Light microscopy

Independently of the percentage of plasticizer, two days after implantation the
samples showed the typical features of acute phase inflammation, including neutrophil
infiltration, fibrin nets and soft tissue edema (Figs. 3 and 4). In the chronic phase (14 and
60 days after implantation), fibrous capsule formation around the implant and invasion of
the pores by vascular connective tissue and giant cells were observed (Figs. 5 and 6).

Samples containing 5% plasticizer retained a dense aspect 60 days after
implantation, which made cellular invasion and adhesion to adjacent tissue difficult.
Examination under polarized light revealed break-up of the implant, with the fracture area
being invaded by collagen fibers proceeding of the capsule (Fig. 7). In samples containing
9% plasticizer there was an intense penetration of blood vessels through the membrane
pores (Fig. 8). Polarized light showed extensive invasion by collagen fibers from the
capsule (Fig. 9). Within 14 days of implantation, samples containing 11% plasticizer were
invaded by large amounts of connective tissue and were surrounded by a capsule rich in

blood vessels (Fig. 10). After 60 days, those implants were covered with tissue (Fig. 11).

Scanning electron microscopy.
SEM provided little information about the tissue component since with this
technique it is not to possible distinguish among different types of cells. However, SEM

provided greater insight into the pores of polymer degradation.
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Two days after implantation, when the degradation process had not yet started,
acute phase cells and fibrin nets were seen through the membrane pores (Fig. 12),
independently of the amount of plasticizer used. Fourteen days after implantation, the
polymer units of membranes containing 5% and 9% plasticizer were still intact. Although
in the 9% samples those was greater cell infiltration, with some of the cells adhering firmly
to the polymer surface (Fig. 13). In samples containing 11% plasticizer, the initiation of
polymer degradation was observed after 14 days, with the appearance of centrifugal
fractures in the membrane units (Fig. 14).

Sixty days after implantation, the samples containing 5% plasticizer remained
dense, with little invasion by tissue elements, although some globular units showed signs of
degradation (centrifugal fractures) (Fig. 15). After 60 days, implants containing 9% and
11% plasticizer were in an advanced state of degradation in which the polymer units were

extensively disrupted and immersed in a large amount of connective tissue (Fig. 16).

DISCUSSION

According to MAINIL-VARLET er al (13), the inflammatory response to
biomaterials is determined by the composition, purity, conformation, superficial properties,
implantation site, porosity, chemical structure, and other properties of the material. In the
case of absorbable polymers, these factors also influence the extent of degradation by
tissue. The tissue reaction to PLLA was reflected by the presence of fibroblasts,

macrophages, giant cells and polymorphonuclear cells.
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The type of inflammatory response to PLLA implants depended on the time since
implantation time rather than on the concentration of plasticizer, although implants with a
containing higher of concentration plasticizer, had greater porosity and a more intense cell
response. An acute inflammatory reaction was seen in all the samples obtained two days
after implantation and reflected the local surgical trauma. Subsequently, a chronic reaction
was observed in response to the implant. In this chronic phase, the formation of a fibrous
capsule around the membrane and the presence of giant cells suggested that the organism
was trying to isolate and absorb the implant. The invasion of the membrane by vascular
connective tissue indicated that, in addition to stimulating the inflammatory reaction, the
membrane also enhanced regeneration of the damaged tissue.

PLLA implants devoid of plasticizer do not have pores (12) and, consequently, do
not allow cellular invasion. The addifcion of plasticizer provides malleability and porosity,
and modifies the tissue reaction to the implant. As shown here, the greater amount of
plasticizer added, the greater implant porosity, cellular invasion and speed of degradation.

The membranes containing 5% plasticizer had a very dense structure, which
hindered the tissue invasion and vascularization of the implant. These membranes were
unable to accommodate the natural malleability of subcutaneous tissue, and in some
samples they even tore. Such membranes may be useful in guided tissue regeneration or
other techniques of recuperation that require tissue isolation through a thick membrane with

a long degradation time.
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In contrast, membranes containing 9% and 11% plasticizer were much more porous and
malleable. The presence of blood vessels in these samples suggested a first step to
neovascularization, with regeneration the damaged tissue and perfect polymer integration
into the site of implantation. These membranes would be more indicated for soft tissue
regeneration or as a support for cultured cells, where the tissue reposition is faster. These
membranes may be beneficial in tissue engineering because it would allow a higher number
of cell to be cultivated in the polymer mold, it would facilitate the diffusion of factors
among transplanted cells and adjacent tissue and would contribute to tissue vascularization
(14). In a comparative study of polymers with different degradation features, relevant to
cartilage reconstruction, ROTHER er al. (15) concluded that polymer supports with a
shorter degradation time were more appropriate for formation of the cartilage matrix, while
polymers that were more stable apparently inhibited matrix production.

SEM confirmed that membranes with more pores degraded much quicker, probably
because of the greater cellular infiltration and consequently greater participation of cells in
the polymer degradation process.

Based on these results, we conclude that the addition of the plasticizer triethylcitrate
to PLLA membranes can be useful for producing implants with different degradation time
for various applications. The concentration of plasticizer affects the porosity and

malleability of the implants without compromising biocompatibility of the polymer.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Electron micrograph of PLLA membrane with 5% plasticizer before
implantation. Note that there is one porous face and another with a denser structure.

Figure 2: Electron micrograph of PLLA membrane with 11% plasticizer before
implantation. Note the completely porous structure.

Figure 3: Photomicrograph of PLLA membrane with 9% plasticizer two days after
implantation. Observe the presence of fibrin nets (*) and the large number of neutrophils
(arrows) inside the polymer pores. The capsule (c) is in the initial stages of formation.
Figure 4: Photomicrograph of PLLA membrane with 11% plasticizer two days after
implantation. Note the vascular edema (e) and neutrophils (*) inside the polymer.

Figure S: Photomicrograph of PLLA membrane with 9% nplasticizer 60 days after
implantation. Note the presence of the fibrous capsule (c) and giant cells (arrow). There is
also an infiltration of blood vessels (arrowhead) and connective tissue ).

Figure 6: Photomicrograph of PLLA membrane with 5% nplasticizer 60 days after
implantation. The membrane is separated from the adjacent tissue (*) and 1is still dense,

with low porosity.
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Figure 7: Photomicrograph of PLLA membrane with 5% plasticizer 60 days after
implantation. Note the rupture region of membrane being invaded for many collagen fibers
from the capsule (c).

Figure 8: Photomicrograph of PLLA membrane with 9% plasticizer 60 days after
implantation. There is an extensive infiltration of blood vessels (arrows) through the
polymer pores.

Figure 9: Photomicrograph of PLLA membrane with 9% plasticizer 60 days after
implantation. Polarized light shows pore invasion by collagen fibrils (arrows) from the
capsule (¢).

Figure 10: Photomicrograph of PLLA membrane with 11% plasticizer 14 days after
implantation. Note the fibrous capsule (¢) with many blood vessels (arrowheads)
surrounding the implant and the intense connective tissue infiltration (*).

Figure 11: Photomicrograph of PLLA membrane with 11% plasticizer 60 days after
implantation. Note the thick capsule (¢) and the tissue invasion (arrowheads) that
eventually leads to separation of the polymer units.

Figure 12: Electron micrograph of PLLA membrane with 5% plasticizer two days after
implantation. Fibrin nets (arrowheads) and inflammatory cells are present (arrows).

Figure 13: Electron micrograph of PLLA membrane with 9% plasticizer 14 days after
implantation. Note the presence of a cell firmly adhered to the polymer surface (arrow).

The membrane units do no show fractures at this stage.
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Figure 14: Electron micrograph of PLLA membrane with 11% plasticizer 14 days after
implantation. The globular units of the membrane show the typical centrifugal fractures
(arrows) of the degradation process.

Figure 15: Electron micrograph of PLLA membrane with 5% plasticizer 60 days after
implantation. The polymer shows some signs of degradation (arrows). Although the
membrane is still dense, some breaks are present (*).

Figure 16: Electron micrograph of PLLA membrane with 9% plasticizer 60 days after
implantation. Note the extensively degraded membrane units (arrow) and the abundant

tissue invasion (*).
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