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Resumo

Polimeros a base de 4cido lictico sdo largamente investigados como materiais para a
engenharia tecidual. A capacidade de sofrer degradacdo hidrolitica, de ser reabsorvido pelo
organismo € sua biocompatibilidade inerente, tornam-nos uma excelente escolha para tal
aplicacdo. Entretanto, caracteristicas como baixa flexibilidade e pequena capacidade de
alongamento antes da fratura, tendem a limitar esses dispositivos em determinadas aplicacdes, o
que pode ser melhorado com a adi¢do de compostos que agem como plastificantes, como € o caso
do trimetileno carbonato (TMC), quando presente na cadeia polimérica do copolimero de dcido
lactico (PLDLA). O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar o terpolimero de L-acido
lactico, D,L-4cido l4ctico e TMC, e obtencao de arcabougos para avaliacao da viabilidade celular
e atividade de células osteoblasticas (Sa0S-2), em 1, 3, 7, 14 e 21 dias de cultivo, visando
aplicagdo na engenharia tecidual dssea. Dessa forma, sintetizou-se o terpolimero a partir de 20 e
30% de TMC, através da polimerizacdo em massa dos mondmeros, como confirmado por RMN
de '"H e °C, utilizando como catalisador o Sn(Oct),. A andlise de GPC mostrou que os
terpolimeros sintetizados apresentaram massa molar média (M,) na ordem de 10° g/mol,
caracteristica importante que permite a obtencdo de propriedades mecanicas minimas para uma
aplicagdo estrutural. A investigacdo térmica do PLDLA-TMC demonstrou uma discreta
diminui¢do da T, em relagdo ao PLDLA. Além disso, a degradagdo do terpolimero em etapa
Unica iniciou-se em torno dos 290 °C, como visto pelo TGA. O ensaio de MTT mostrou que o
arcabouco de PLDLA-TMC permitiu um aumento na viabilidade celular, atingindo valores
maximos em 7 dias, e mantendo-se estavel até 14 dias de cultivo. Similarmente, a atividade de
fosfatase alcalina foi crescente até 7 dias de cultivo, importante indicador da atividade
osteoblastica. Esses resultados mostram que € possivel produzir com sucesso o terpolimero
PLDLA-TMC. Além disso, os arcaboucos produzidos apresentaram caracteristicas importantes

considerando a aplicacdo para engenharia tecidual dssea.

Palavras-chave: Poli (4cido lactico), trimetileno carbonato, engenharia tecidual, arcaboucos
biorreabsorviveis, células osteoblasticas.
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Abstract

Lactic acid based polymers are widely investigated as materials for tissue engineering. The
ability to allow hydrolytic degradation, to be reabsorbed by the body and its inherent
biocompatibility, make them an excellent choice for this application. However, characteristics
such as low flexibility and low elongation ability before the fracture tend to limit these devices in
particular applications, which can be enhanced with the addition of compounds that act as
plasticizers, as the trimethylene carbonate (TMC) when present in the polymer chain of the
copolymer of lactic acid (PLDLA). The objective of this work was to synthesize and characterize
the terpolymer of L-lactic acid, D,L-lactic acid and TMC, obtain evaluation of scaffolds for cell
viability and alkaline phosphatase activity of osteoblastic cells (SaOS-2) in 1, 3, 7, 14 and 21
days of culture, aiming its application in bone tissue engineering. Thus, the terpolymer is
synthesized from 20 and 30% of TMC, by bulk polymerization of monomers, confirmed by 'H
and °C RMN. The GPC analysis showed that the copolymers synthesized showed average molar
mass (M) in the order of 10° g/mol, an important feature that allows the attainment of minimum
mechanical properties necessary for structural applications. The thermal investigation of thermal
PLDLA-TMC showed a slight decrease of T, comparing to PLDLA. Furthermore, the one step
terpolymer degradation was initiated around 290 °C, as shown by TGA. The MTT assay showed
that the PLDLA-TMC scaffolds enabled an increase in cell viability, reaching a peak in 7 days,
and remained stable until 14 days of cultivation. Similarly, the alkaline phosphatase activity was
increased up to 7 days of culture, an important indicator of osteoblastic activity. These results
show that it was possible to successfully produce a terpolymer from L-lactic acid, D,L-lactic acid
and trimethylene carbonate. In addition, the scaffolds exhibited important characteristics

considering the application for bone tissue engineering.

Key-words: Poly (lactic acid), trimethylene carbonate, tissue engineering, scaffolds, osteoblastic

cells.
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1 INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida bem como o grande nimero de doencas que atingem a
populagdo mundial demandam cada vez mais avancos no desenvolvimento de novos materiais e
novas estratégias de intervengdo cirdrgica, que aprimorem as antigas técnicas ou criem resolugdes
para problemas ainda ndo solucionados. Lesdes no tecido 6sseo € no sistema osteoarticular
podem ser provocados por uma variada gama de doengas, incluindo aquelas relacionadas ao
envelhecimento ou traumas em consequéncia de acidentes.

Em geral, o tecido 6sseo apresenta uma grande capacidade de regeneracdo. No entanto,
fraturas muito extensas ou em varios pontos de um 0sso, normalmente representam situagcdes que
requerem intervencao cirdrgica com o emprego de um dispositivo temporario que substitua a
funcdo estrutural do tecido Osseo, até que este se regenere. Em casos de lesdes extensas, a
utilizacdo de um substituto permanente € imprescindivel, j& que o osso pode ser incapaz de se
regenerar. As proteses e dispositivos de fixagdo metdlicos sdo os mais empregados nesses casos,
apresentando como principal vantagem excelentes propriedades mecanicas. Embora ainda ndo se
conhecam alternativas melhores para dispositivos que sustentem ou substituam a fungdo
estrutural de ossos longos, atualmente ja existem materiais poliméricos que podem oferecer
beneficios importantes ausentes nos metais. A corrosdo e necessidade de uma segunda
intervencdo cirirgica para remo¢ao ou substituicdo da protese sdo os problemas mais graves dos
biomateriais metdlicos. Os polimeros aparecem como alternativa para fraturas pequenas,
enquanto que os metais continuam sendo a tnica possibilidade em grandes fraturas.

A versatilidade de propriedades oferecidas pelos polimeros é imensa. Além da grande
variedade quimica, podem ser obtidos através da copolimerizagdo dos mondmeros, misturados
fisicamente para producdo de blendas e modificados através da aditivacdo, resultando em
caracteristicas ajustdveis conforme a necessidade. Fatores como tempo de degradacao,
hidrofilicidade, valores de mddulo, resisténcia a fratura, entre outros, podem ser alterados pela
combinacdo de diferentes composicdes quimicas. Somado a isso, através dos diversos processos

de manufatura e fabricacdo obtém-se dispositivos com os mais diversos formatos e tamanhos,



sendo que as técnicas mais avangadas permitem o controle dessas varidveis em escala de
nandmetros.

Os poli (o-hidroxi 4cidos) compdem uma classe de polimeros com biocompatibilidade
reconhecida e amplamente aceitdvel. Além da capacidade de sofrer degradacdo hidrolitica,
gerando subprodutos atéxicos e metabolizados pelo organismo, os tornam excelente alternativa
como dispositivos temporarios em aplicacdes médicas, sendo dispensdvel a necessidade de uma
segunda intervencdo cirdrgica. Por serem degraddveis e por terem seus subprodutos
metabolizados, esses polimeros sdo conhecidos como biorreabsorviveis.

Esses polimeros sdo utilizados como suturas, material para fixagdo dssea, revestimento de
feridas e material de implantacdo oftdlmica, além de diversos usos emergentes como arcabougos
para engenharia tecidual e microesferas para liberacdo controlada de farmacos. Quanto ao tecido
dsseo, junto com as vantagens ja citadas, os polimeros biorreabsorviveis apresentam a
interessante possibilidade de perder gradativamente as propriedades mecanicas (devido a
degradacdo) ao passo que se regenera o tecido 6sseo. Dessa forma, a transferéncia de carga que
ocorre do dispositivo para o tecido neoformado € extremamente benéfica para a qualidade do
osso regenerado, ja que o estimulo mecinico é um fator que interfere de maneira diretamente
proporcional na resisténcia do 0sso.

A engenharia tecidual busca a unido dos conhecimentos advindos das dreas de engenharia e
ciéncias bioldgicas para o desenvolvimento de estratégias que permitam substituir, total ou
parcialmente, a funcdo de um 6rgdo ou tecido lesado. Nessa linha, um arcabougo de biomaterial
deve servir como substrato para a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células in vitro e, apds
implantado no organismo, esse dispositivo deve dirigir e favorecer a regeneracdo de um 6rgao ou
tecido, a0 mesmo tempo em que o biomaterial € absorvido sem causar respostas adversas, até que
se estabelecam novamente as fun¢des sauddveis.

Os polimeros a base de 4cido lactico sdo os mais amplamente estudados para aplicagdes
biomédicas, entre os polimeros biorreabsorviveis. Possui duas formas estereoisoméricas, L-4dcido
lactico e D-dcido lactico. O poli (L-4cido lactico) é conhecido por ser mais resistente e possuir
maiores valores de mddulo. Entretanto, a alta cristalinidade e o longo tempo de degradacdo
podem provocar respostas indesejaveis no organismo. Uma estratégia para a diminui¢do dessa
cristalinidade e do tempo de degradacdo do material é a copolimerizacdo do L-4cido latico, com

outras formas esteriosométricas, o que foi realizado pelo grupo do Laboratério de Biomateriais
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por meio da sintese do copolimero poli (L-co-D,L 4cido lactico), permitindo a obtencdo de um
material com boas caracteristicas, compativeis com os dispositivos importados existentes no
mercado.

Apesar disso, o copolimero, poli (L-co-D,L 4cido l4ctico), apresenta alto mddulo de
elasticidade e baixo alongamento na ruptura, apresentando, dessa forma, caracteristicas de um
material fragil. Seu leque de aplicacdes é limitado a fixacdo de pequenas fraturas, nao
abrangendo de forma satisfatéria outros campos que poderiam ser explorados como o da
engenharia tecidual na obten¢do de suporte para cultura de células, visando o crescimento 6sseo,
ou mesmo microesferas para a liberacao controlada de farmacos.

No presente estudo buscou-se ampliar o espectro de aplicacdo do copolimero poli (L-co-
D,L 4cido lactico) pela insercdo de trimetileno carbonato (TMC) na macromolécula do
copolimero, formando o terpolimero poli (L-co-D,L 4cido lactico-co-TMC). A presenca do TMC
pode conferir maior maleabilidade ao material, permitindo um maior nimero de aplicacdes na
area ortopédica. Nesse caso, o leque de aplicacdes poderia abranger além de placas e pinos
biorreabsorviveis (fraturas Osseas) também o campo da engenharia tecidual, cujo
desenvolvimento estd associado ao surgimento de novos biomateriais. Neste sentido, avaliar a
interacdo entre arcaboucos do terpolimero e células osteobldsticas representa uma contribuicao

importante na pesquisa de novos biomateriais.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomateriais

A definicdo para o termo ‘biomaterial’ foi formalmente estabelecida em 1986 na
Conferéncia para Consenso sobre Biomateriais (1* Biomaterials Consensus Conference, Chester,
UK) como: um material ndo vidvel (ndo vivo) usado em um dispositivo médico, visando
interacdo com sistemas biologicos (WILLIAMS, 1987). No entanto, essa defini¢do nio incluia

materiais de origem natural como coldgeno, quitosana, celulose, etc. Além disso, nas duas
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ultimas décadas, desenvolveu-se a engenharia tecidual, a qual preconiza a utilizagdo de células
sobre um arcabouco a ser implantado. Dessa maneira, a defini¢cdo sofreu adequacdes visando
acompanhar os avancos cientificos e tecnolégicos que resultaram das novas estratégias de
intervengdes biomédicas, sendo considerada como biomaterial: um material destinado a fazer
interface com sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar, ou substituir qualquer tecido,
orgdo ou fung¢do do corpo. De acordo com a defini¢do, o escopo do termo estd exclusivamente
dentro do dominio dos cuidados médicos, por isso, a expressdo ‘material biomédico’ representa
um sindbnimo adequado (WILLIAMS, 2009).

A Ciéncia dos Biomateriais € o estudo fisico e biolégico dos biomateriais e a interacdo com
o ambiente biolégico propriamente dito. Tradicionalmente, as principais preocupagdes estao
envolvidas com a sintese, otimizagdo, caracterizagdo, avaliacdo e a biologia da interacdo entre
receptor e material (RATNER et al., 2004). No inicio desta recente ci€éncia, os biomateriais eram
elaborados com a intencdo de ndo provocarem nenhuma reacdo do organismo, isto é, que eles
fossem inertes. O principal interesse era nos materiais que provocassem o minimo de respostas
inflamatdrias ou imunolégicas. Atualmente, apesar da importancia das respostas inflamatoria e
imunolégica, deseja-se que o biomaterial estimule algum fendmeno favordvel, ou seja, buscam-se
estratégias que resultem na proliferacdo e diferenciacdo de células especificas do tecido lesado
(SANTOS Jr., WADA, 2007).

O pré-requisito essencial para qualificar um biomaterial é a ‘biocompatibilidade’, isto é, a
habilidade de um biomaterial desempenhar uma resposta apropriada no receptor, considerando
uma aplicacdo especifica (WILLIAMS, 1987). A resposta do tecido receptor a um implante
depende de intimeros fatores, variando desde propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do
material até o formato e estrutura do implante (NAIR, LAURENCIN, 2007).

A mensuracdo da biocompatibilidade, ou do grau de compatibilidade entre um biomaterial
e o ambiente biol6gico ao qual € destinado, constitui um dos grandes desafios da ciéncia dos
biomateriais. Para tanto, principios € normas para avaliacdo biolégica de materiais e dispositivos
sdo necessdrios antes de sua aplicagcdo clinica e comercializacdo. A Organizag¢do Internacional
para Padronizaciao de Experimentos (ISO 10993, 1992) inclui testes desde a selecdo dos materiais
(propriedades mecanicas, quimicas, etc.), suas consideragdes em relacio as avaliagdes biologicas
(aditivos, contaminantes, entre outros) e andlises baseadas nas aplicacdes de uso final que

incluem testes in vitro e in vivo (ESPOSITO, 2010).
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Apesar dos avangos significativos que foram obtidos nas dreas de biologia celular e
molecular juntamente com ciéncia dos materiais, bioengenharia e quimica dos polimeros, a
maioria dos dispositivos médicos continua sendo fabricado de poli (etileno tereftalato),
polietileno de alta densidade, poli (metil metacrilato), aco inoxiddvel, poliuretano, titanio e
elastdomeros de silicone (REICHERT et al., 2011).

A utilizacdo de polimeros naturais, como algoddo, a seda e a celulose em aplicagdes
biomédicas data do inicio da civilizacdo humana. Ja polimeros sintéticos comecaram a ser usados
como biomateriais somente a partir da década de 1940, quando se encontram informacdes sobre a
utilizacdo de suturas a base de poliamidas sintéticas (Nylon®). Um pouco mais tarde, em 1945,
foram documentadas as primeiras aplicagdes de poli (metacrilato de metila) (PMMA), poli
(etileno tereftalato) (Dacron®) e poli (cloreto de vinila) (PVC). J4 em 1950, polimeros como
polietileno, poliuretano, poli (tetrafldor etileno) (Teﬂon®) comecaram também a ser aplicados em
medicina. Atualmente, mais de 20 tipos diferentes de polimeros sintéticos sdo usados neste tipo
de aplicacio (OREFICE, 2006).

Uma grande variedade de polimeros é atualmente usada como biomaterial em aplicagcdes
biomédicas, devido a caracteristicas fisico-quimicas bem como a versatilidade estrutural, que
permite adequa-los em termos de propriedades a cada aplicagdo especifica. A possibilidade de
alterar grupamentos quimicos pertencentes a arquitetura macromolecular das cadeias pode
viabilizar, por exemplo, o estabelecimento de alguma interacao especifica entre o biomaterial e o
tecido receptor (OREFICE, 2006).

Entre as propriedades inerentes dos biomateriais poliméricos que podem interferir na
biocompatibilidade incluem: a quimica do material, massa molar, solubilidade, forma e estrutura
do implante, hidrofilicidade/hidrofobicidade, energia de superficie, absorcdo de 4gua,
mecanismos de degradacio e erosdo (NAIR, LAURENCIN, 2007). Tanto os polimeros sintéticos
quanto os naturais tém sido extensivamente estudados como biomateriais biodegradaveis. A
biodegradagdo dos biomateriais poliméricos envolve clivagem de ligagcdes sensiveis a hidrélise

ou a a¢do enzimadtica, resultando na erosao do dispositivo (KATTI et al., 2002).



2.2 Polimeros Biorreabsorviveis

Em um meio fisiolégico, os polimeros biodegraddveis sofrem degradacdo por lise das
macromoléculas, resultando em fragmentos cada vez mais reduzidos, e por fim, em subprodutos
estaveis simples (ZHAO et al., 2010). Essa degradacdo pode ocorrer através de diferentes
mecanismos, tais como catdlise de micro-organismos aerébicos e anaerébicos no meio ambiente,
ou por processos biologicamente ativos, por exemplo, reacdes enzimdticas. O mecanisSmo mais
comum, no entanto, ¢ a clivagem hidrolitica (SATYANARAYANA, CHATTERIJI, 1993). Os
polimeros hidroliticamente degraddveis possuem grupos susceptiveis a clivagem pela dgua que
incluem ésteres, ortoésteres, anidridos, carbonatos, amidas, uretanos, ureias, etc. (LI, 1999).

Quando os subprodutos da degradagcdao sdo metabolizados por rotas naturais do organismo,
0s polimeros sdo chamados biorreabsorviveis (Figura 1), entre eles estdo o poli (4cido lactico),
PLA, o poli (4cido glic6lico), PGA, a poli (e-caprolactona), PCL, o poli (hidroxivalerato), PHV e
o poli (hidroxibutirato), PHB (BARBANTI er al., 2005).

Na primeira metade do século 20, acreditava-se que os polimeros sintetizados a partir dos
a-hidroxi 4cidos ndo teriam importancia como produto tecnoldgico pois o desenvolvimento
desses materiais ndo traria resultados rentaveis, devido a instabilidade para aplicacOes industriais
de longo prazo. Entretanto, a instabilidade provocada pela degradac¢do hidrolitica mostrou-se
extremamente importante em aplicacdes médicas, fato reconhecido a partir do final da década de
60. Entre as inimeras vantagens, a principal, se deve ao fato de ndo ser necessdria uma segunda
intervengdo cirurgica frente a um implante (MIDDLETON, TIPTON, 2000).

Os poli (o-hidroxi dcidos) sdo poliésteres termoplasticos detentores de grande versatilidade
quimica, que podem ser facilmente processados em formatos desejados através de moldagem,
extrusdo ou processamento por solventes. Os polimeros produzidos a partir dos mondmeros de
acido glicdlico e acido lactico sdo amplamente estudados desde o final dos anos 60 gracas ao
sucesso no desenvolvimento do primeiro material sintético baseado em glicolato aprovado pelo
orgdo de regulamentagdo estadunidense FDA (Food and Drug Administration) (TSURUGA et
al., 1997; SOKOLSKY-PAPKOV et al., 2007). A estrutura quimica desses polimeros permite a
degradacao hidrolitica através da esterificacdo, formando grupos terminais carboxila e hidroxila

(DUARTE, 2009).
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Figura 1. Mecanismo através do qual os poli (a-hidroxi dcidos) sdo metabolizados pelo organismo
(BARBANTI et al., 2005).

O poli (4cido lactico), PLA, é um polimero termopldstico rigido, faz parte do grupo dos
poliésteres alifdticos lineares, e suas fontes sdo a uma alternativa aos petroquimicos
(KRICHELDOREF, 2001; AURAS et al., 2004), uma vez que o 4cido lactico pode ser produzido
através de fermentacdo dos acgucares provenientes do milho e da beterraba, por exemplo, é
considerado o plastico mais importante derivado de fontes renovaveis (TORRES et al., 1996). O
PLA pode ser sintetizado através de dois processos, a policondensacdo direta do 4cido lactico ou
por meio de poliadicdo por abertura do anel de dimero ciclico. O PLA possui duas formas
enantioméricas de 4cido lactico (destrogero, D-4dcido lactico e levogero, L-acido lactico) (Figura
2). Enquanto o poli (L-4cido l4ctico) € um polimero semicristalino, o poli (D,L-4cido lactico), o
qual apresenta o 4cido lactico tanto em sua forma D quanto L, € um polimero amorfo
(DRUMRIGHT et al., 2000; VERT et al., 1995). Devido a caracteristicas de biorreabsor¢ado, os

polimeros de dcido lactico formam uma importante classe de polimeros sintéticos. Ao mesmo
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tempo, a sua biocompatibilidade torna o PLA interessante para aplicacdes na drea biomédica,
como suturas cirdrgicas, cdpsulas de injecao, material para fixacdo dssea, revestimento de feridas,
material de implantacdo oftdlmica, arcabougos para engenharia tecidual e microesferas para
liberacdo controlada de farmacos (KRICHELDOREF, 2001; ZHAO et al., 2005; GOTTSCHALK
et al., 2007). Possui propriedades mecanicas que se assemelham aquelas do poliestireno e do poli
(etileno tereftalato), e também por essa razdo tem sido amplamente estudado nestes ultimos 20

anos (DRUMRIGHT et al., 2000).

LY XX

L-Lactideo D-Lactideo

Figura 2. Dimeros ciclicos do dcido lactico: L e D-lactideo. Adaptado de Chaver, Cameron, (2010).

O PLA ndo ¢ um polimero recém-descoberto. Carothers (1932) investigou a produgdo de
PLA a partir do dimero ciclico do 4cido lactico (lactideo). Mesmo antes disso, dimeros e
oligdmeros de baixa massa molar foram detectados em solucdes de dcido lactico apds a remogao
de dgua (PELOUZE, 1845 apud DRUMRIGHT et al., 2000). Entretanto somente em 1997, com a
formagdo da empresa Cargill Dow LLC, houve uma iniciativa com o objetivo de produgdo e
comercializacdo de PLA em larga escala (DRUMRIGHT et al., 2000). Atualmente, o PLA € o
polimero biorreabsorvivel e biocompativel mais estudado entre os poliésteres alifdticos
explorados nas aplicagdes biomédicas, farmacéuticas e ambientais (DIJKSTRA et al., 2011).

A degradacdo do PLA ¢ influenciada por um amplo conjunto de fatores: massa molar,
cristalinidade, pureza, temperatura, pH, presenca de grupos terminais carboxila ou hidroxila,
permeabilidade a dgua, além de agentes catalisadores como enzimas (PARK, XANTHOS, 2009).

Entre as desvantagens do poli (L-dcido lactico) estdo a fragilidade inerente e baixa
tenacidade (JIA er al., 2009), apesar dos valores altos de mddulo eldstico e dureza (LI,
SHIMIZU, 2007). Embora, essas propriedades possam ser interessantes para aplicacdes em
determinadas situacdes, como, por exemplo, alguns tipos de dispositivos de fixacdo ortopédica

(LEINONEN et al., 2002). Sua alta cristalinidade, no entanto, pode ser prejudicial. Geralmente a
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regido amorfa do polimero tende a sofrer hidrélise mais facilmente, aumentando assim a
proporcao de cadeias cristalinas (MOTTA, DUEK, 2007). Essas porcOes cristalinas podem
permanecer por longos periodos no corpo, 3-4 anos (WALTON, COTTON, 2007), tempo muito
superior ao necessdrio para a regeneracdo de qualquer tecido.

A copolimerizacio € uma das estratégias mais simples e largamente usadas para modificar
as propriedades de um polimero, através da qual se podem controlar, por exemplo, a
cristalinidade e propriedades mecanicas, alterando-se a composicdo e configuracdo do
mondmero, bem como a sequéncia estrutural (copolimeros randdomicos ou em blocos)
(BAGHERI et al., 2007). De fato, a flexibilidade, tenacidade e estabilidade térmica do PLLA
podem ser melhoradas através de algumas estratégias, como copolimerizagdo (OUCHI, OHYA,
2004; NOUVEL et al., 2004; MOTTA, DUEK, 2007), obtencdo de blendas (GU et al., 2008), e
adi¢do de plastificantes (BAIARDO et al., 2003; LIUNGBERG, WESSLEN, 2002; DUARTE,
2009).

O poli (L-4cido l4ctico) detém menor grau de cristalinidade e degradacdo mais lenta em
relacdo ao poli (4cido glicélico), por exemplo. Visando ajustar o tempo de degradacdo do PLLA
para outras aplicagOes, foram desenvolvidas estratégias de copolimerizacdo de L-4cido lactico
com D,L-4cido lactico ou L-4cido l4ctico com 4cido glicélico (MOTTA, DUEK, 2007).

Os mondmeros de 4cido lactico e 4cido glic6lico podem ser copolimerizados para formar o
poli (dcido lactico-co-4cido glicolico), sendo o exemplo mais cldssico de copolimerizagdo que
visa o ajuste de caracteristicas fisico-quimicas para aplicacOes, nas quais esses homopolimeros
sdo pouco adequados. O PLGA constitui um polimero amorfo, no qual a razdo entre os
mondmeros € fator principal que determina sua taxa de degradacdo. Uma proporciao 50/50 de
LA/GA acarreta em um copolimero que degrada em 1-2 meses, 75/25 em 4-5 meses e 85/15 em
5-6 meses (MIDDLETON, TIPTON, 2000). Devido a ficil produgdo, taxas de degradacdo
controldveis e sucesso, ja ha algum tempo, na aplicacdo como material de suturas é que o PLGA
vem sendo considerado para uso na engenharia tecidual e liberagdo controlada de farmacos
(NAIR, LAURENCIN, 2007).

J4 o polimero sintetizado a partir de D,L-4cido lactico, PDLLA, possui maiores taxas de
degradacdo mas menor resisténcia a tragdo quando comparada ao PLLA. Tais caracteristicas do

PDLLA tornam-no um biomaterial atrativo para a liberacdo controlada de firmacos ou para



arcaboucos para a engenharia tecidual que requisitem menores resisténcias (NAIR,
LAURENCIN, 2007).

A combinacdo dos mondmeros L-4cido lactico e D,L-4cido l4ctico permite a sintese do
copolimero poli (L-co-D,L 4cido lactico) (Figura 3), que ndo apresenta tempo excessivo de
degradacdo por ser amorfo, mantendo propriedades mecanicas intermedidrias entre o PLLA e o
PDLLA. Apesar disso, o copolimero, poli (L-co-D,L. 4cido lactico), apresenta alto médulo e
baixo alongamento, apresentando, dessa forma, caracteristicas de fratura fragil (MOTTA, DUEK,

2007).

//,'
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L-Lactideo D,L-Lactideo Poli(L-co-D,L acido latico)

Figura 3. Sintese de PLDLA a partir de L-acido lactico e D,L 4cido lactico. Adaptado de Chaver,
Cameron, (2010).

Para aplicagdes onde € preciso uma maior capacidade de alongamento sem que haja fratura
do material pode-se empregar substancias que originam polimeros elastoméricos, como por
exemplo, o trimetileno carbonato.

Nos ultimos anos, os policarbonatos alifaticos ganharam maior atencdo no seu uso
potencial nas aplicacdes médicas e ambientais (AL-AZEMI et al., 2000). Diversos policarbonatos
alifaticos, bem como seus copolimeros, tém sido estudados (WANG et al., 1998;
KRICHELDORF, WEENEN-SCHULZ, 1995; MASTSUO et al., 1998; HORI, YAMAGUCHI,
1995). Entre esses, o poli (trimetileno carbonato), PTMC, tem atraido muita atencdo para
aplicacdes biomédicas devido a sua biodegradabilidade. Entretanto, embora o uso de PTMC
como material para a obtencdo de implantes biomédicos ja seja conhecido (ENGELBERG,
KOIJN, 1991), a aplicacdo prética desse polimero elastomérico nunca foi bem aceita, devido as
propriedades mecanicas serem deficientes, verificados por valores muito baixos de médulo de

elasticidade e resisténcia a tracio (PEGO, 2002).
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O PTMC € um polimero elastomérico amorfo ou de baixa cristalinidade com temperatura
de transi¢do vitrea em torno de -20 °C (LOFGREN et al., 1995), possuindo taxa lenta de
degradacao in vitro, mas rapida in vivo devido a presenca de enzimas (Figura 4). Pinos de PTMC
apresentaram perda de massa molar in vitro de no maximo 2% apds 8 semanas, em solugdes nas
quais o pH variavam de 1,0 a 13,0. Os mesmos pinos implantados nas tibias de coelhos perderam
até 60% de massa apds o mesmo periodo de 8 semanas (ZHANG et al., 2006). Além disso, filmes
de PTMC implantados em tecido subcutaneo em ratos mostraram perda de massa de 21% e

decréscimo na massa molar de 50% durante 30 semanas (ZHU et al., 1991).

/Poko/\/\ o

Figura 4. Estrutura quimica do poli (trimetileno carbonato).

Diversas publicagdes descrevem a copolimerizacio de TMC e lactatos para produzir
copolimeros com diferentes arquiteturas (KIM, LI, 2002; ZHANG et al., 2004a; ZHANG et al.,
2004b; KRICHELDOREF et al., 2004; KRICHELDORF, 2004; POSPIECH et al., 2005; JIA et
al., 2004; JOZIASSE et al., 2000; MATSUMURA et al., 1999). Parte desses trabalhos considera
a sintese de elastomeros termoplasticos de trimetileno carbonato e L-4cido lactico usando
octanoato de estanho como catalisador (KIM, LI, 2002; ZHANG et al., 2004a; ZHANG et al.,
2004b). Nesses copolimeros, o PTMC formou blocos intermedidrios amorfos, enquanto que o
PLLA formou blocos terminais semicristalinos. No presente trabalho, mostrou-se a sintese de um
terpolimero aleatdrio, com unidades de LA, DLA e TMC, algo ainda nao realizado.

Copolimeros de acido glicélico (GA) com trimetileno carbonato (TMC) sdo usados como
material de sutura (MAXON®) (LEWIS, FABISIAL, 1997), grampos e parafusos (Smith and
Nephew Endoscopy) (BARBER, 1998). Normalmente sdao polimerizados em blocos A-B-A na
proporcao 2:1 de GA:TMC com blocos centrais GA-TMC (B) e blocos de GA puros (A). Esses
materiais t€ém maior flexibilidade que o PGA e apresentando taxa de absorcdo de

aproximadamente sete meses (SHALABY, JOHNSON, 1994). Além disso, terpolimeros de dcido
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glicélico, TMC e p-dioxianona sio usados como fios de sutura (BIOSYN®) com rigidez e

absor¢do (3-4 meses) reduzida em relag@o a sutura de PGA (BARBER, 1998).

2.3 Engenharia Tecidual

Devido ao aumento da expectativa de vida da populacdo, técnicas para substituir, restaurar
ou regenerar tecido dsseo tem se tornado um dos maiores desafios clinicos no campo das
cirurgias ortopédica, espinal, dental, cranial e maxilofacial (BRYDONE et al., 2010).

Langer e Vacanti (1993) definem o termo engenharia tecidual como wum campo
interdisciplinar que aplica os principios de engenharia e ciéncias biologicas para o
desenvolvimento de substitutos biologicos para restaurar, manter ou melhorar a funcdo de um
tecido.

A engenharia tecidual utiliza arcaboucgos biorreabsorviveis capazes de fornecer suporte a
células para regenerar matriz extracelular em tecidos danificados por doenca, trauma, ou
problemas congénitos sem provocar respostas imunes indesejadas (AGARWAL et al., 2008). E,
embora esses arcaboucos possuam diversas caracteristicas favordveis, existem ainda deficiéncias
que devem ser sanadas para conseguir uma melhor mimetizagdo de certas propriedades
mecanicas dos tecidos vivos.

O escopo clinico da engenharia tecidual é enorme, com potencial terapéutico em varias
doengas relacionadas ao envelhecimento e ao estilo de vida prevalente na populacdo ocidental,
tais como doencas do coragdo, diabetes, cirrose e osteoartrite, bem como uma série de outros
males graves, incluindo lesdes da medula espinhal e desfiguracdes na pele. Normalmente, a
engenharia tecidual implica no implante de células em algum tipo de dispositivo que ofereca
suporte estrutural — denominado arcabouco — e permitindo que as células modifiquem
parcialmente o arcabouco, tornando-o algo semelhante ao tecido natural, antes de implantd-lo no
corpo do paciente. Em alguns casos essa etapa intermedidria pode ser omitida e o arcabouco pode
ser colocado diretamente no receptor, utilizando o proprio organismo como biorreator. Isso
levanta a possibilidade de coleta das células, semeadura no arcabougo e implantagdo em um

unico evento cirdrgico. Levando tal abordagem adiante, o arcabougo € inserido algumas vezes
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sem células. A regeneracdo depende, dessa forma, do recrutamento de células do tecido adjacente
ao local do implante e a subsequente deposicdo de matriz extracelular. Independentemente da
estratégia, o arcabouco representa um elemento crucial para o sucesso do implante, e em muitos
casos, direciona ativamente o comportamento das células com as quais interage (PLACE et al.,
2009).

Apesar do intenso investimento na pesquisa na drea de engenharia tecidual, apenas ha
poucos anos passou a ser rentdvel a industria (LYSAGHT et al., 2008). O potencial de impacto
da engenharia tecidual € enorme na saude. Entretanto, existem muitas barreiras que dificultam o
desenvolvimento de produtos baseados na engenharia tecidual devido ao amplo nimero de
varidveis importantes que influenciam no sucesso da estratégia, desde variagdes nas propriedades
dos materiais até as respostas celulares a serem medidas e avaliadas antes de ser considerado para

aplicagdo final (SIMON, LIN-GIBSON, 2011).

2.4 Engenharia Tecidual Ossea

O osso é um tecido mineralizado complexo e altamente organizado. E um compésito de
hidroxiapatita e coldgeno tipo I produzido por osteoblastos (c€lulas diferenciadas das células-
tronco mesenquimais presentes na medula 6ssea). Essas células t€ém morfologia tipicamente
cuboide ou achatada possuindo cerca de 20 um de didmetro. Os osteoblastos produzem uma
matriz de coldgeno tipo I desorganizada, posteriormente mineralizada com cristais de
hidroxiapatita para formar o ostedide. Os osteoclastos (células derivadas dos mondcitos do
sangue) reabsorvem dreas do ostedide, permitindo que ocorra uma remodelagdo em uma estrutura
de fibras organizadas paralelamente, as quais seguem direcdes alternadas dependendo das forcas
aplicadas ao osso (BRYDONE et al., 2010).

O organismo é capaz de reparar de modo eficiente, pequenas fraturas dsseas, entretanto,
grandes defeitos causam maiores problemas e o organismo ndo € capaz de repard-los. Defeitos
dsseos podem ocorrer como resultado de anormalidades congénitas, trauma ou doenga infecciosa
(SEAL et al, 2001). Apesar dos tratamentos de fraturas dsseas serem préticas clinicas frequentes,

cerca de 50% necessita de intervencdes cirirgicas (PRAEMER et al., 1992).
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A rapida cicatrizacdo de fraturas ou danos dsseos € de grande interesse, devido a restituicao
da qualidade de tecido, do bem estar do paciente e também por razdes econdmicas. Problemas
como a restauracdo da integridade mecanica e o estabelecimento da continuidade do esqueleto
necessitam intervencdes rapidas (MA et al., 2001). A regeneragdo do tecido dsseo envolve nio
somente a sintese de um esqueleto coldgeno rico em hidroxiapatita, mas também a regeneracao
de uma estrutura complexa com estabilidade mecanica (SEAL et al, 2001).

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo é esperado um gradativo aumento no
nimero de cirurgias Osseas, principalmente devido a doencas como artrite, tumores e trauma.
Nesses casos podem ser utilizados enxertos autdgenos, alégenos ou substitutos equivalentes a
enxertos 0sseos para restaurar dreas de perda dssea. Implantes cirirgicos sio utilizados também
como suplementacdo ou isolamento em caso de doengas dsseas (BRYDONE et al., 2010).

Defeitos criticos dsseos representam lesdes maiores do que as suportadas pelos mecanismos
naturais de regeneragdo do organismo. S@o provocados principalmente por trauma, excisdo de
tumores, degeneragdo patologica ou revisdo de implante prostético (HUI er al, 2005;
LAURENCIN et al., 1999). A perda de tecido 6sseo e mole resultante pode impedir o reparo
ortopédico normal. Nestas circunstancias, é necessdria a intervencao através de um transplante
tecidual ou estratégias de engenharia tecidual a fim de facilitar o reparo e regeneracdo dssea
(CELIL et al., 2006). As préticas cirurgicas ortopédicas aplicdveis mais tradicionais sdo o uso de
0sso autdgeno, osso alégeno, ou enxertos de materiais sintéticos (SALGADO et al., 2004).

Tratamentos autdgenos para defeitos Osseos criticos de melhores resultados sdo aqueles
isolados a partir da crista iliaca do paciente. Enxertos autégenos possuem alta capacidade de
formacdo Gssea, oferecendo um arcabougo intrinseco para restauracdo do tecido, baixo potencial
de resposta imune e propriedades mecanicas adequadas (SALGADO et al., 2004; RUSSEL,
BLOCK, 2000; YOSHIKAWA, MYOUI, 2005). Entretanto, enxertos autégenos tém diversas
limitagdes, incluindo suprimento finito, morbidade do local doador, dor, possibilidade de danos
neurais, infec¢des e fraturas (DE LONG JR. et al., 2007; YOSHIKAWA, MYOUI, 2005).
Embora muitos problemas relacionados ao local doador possam ser solucionados pelo uso de
material al6geno de um doador vivo ou de um cadaver, outras dificuldades sdo encontradas como
resposta osteogénica reduzida, potencial de rejeicdo ou transmissdo de doenca a partir do

individuo doador (FINKEMEIER, 2002; DE LONG JR. et al., 2007).
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Por isso, os enxertos de materiais sintéticos constituem um campo emergente como uma
alternativa vidvel aos enxertos dsseos autdgenos e aldgenos para o tratamento de defeitos dsseos
criticos. Esses materiais podem ser osteocondutivos, porém, raramente sao intrinsecamente
osteogénicos (YU et al, 2010). A combinacdo de PLA com osso desmineralizado parece
favorecer a proliferacdo e diferenciacdo osteobldstica de células mesenquimais, sendo o PLA
capaz de estimular mais a diferenciagdo em comparagdo ao dispositivo hibrido (THOMAS et al.,
2011).

A obtencdo de um biomaterial que atraia interesse para ser usado como substituto dsseo
deve ter caracteristicas tais como, gerar uma resposta inflamatdria adequada (biocompatibilidade)
e ser degradado pelo organismo (biodegradabilidade) (KUMARASURIYAR et al., 2005). Além
disso, deve apresentar propriedades mecanicas similares ao tecido dsseo, ser osteoindutivo e
osteocondutivo a fim de sustentar e induzir a formacdo de um neotecido Osseo e osteointegrativo
para que haja uma boa fixagdo biolégica do suporte com o osso (LEONG et al., 2006).

Além disso, a morfogénese, a manutengio e o reparo do tecido 6sseo dependem de fatores
cruciais como a habilidade de adesdo, e migracao coordenada de maneira temporal e espacial das
células osteoprogenitoras. Por outro lado, é indesejavel a proliferacdo de fibroblastos nos
arredores do implante durante a fase de cicatrizacdo, uma vez que isso pode levar a fibrose,
fendmeno que pode comprometer, entre outros fatores, a transferéncia de carga que deve ocorrer
para o implante (ZAMBUZZI et al., 2011).

Em se tratando de dispositivos implantdveis, os polimeros biorreabsorvivies também
possuem a interessante vantagem de transferir gradativamente a carga para o tecido &sseo
conforme acontece a regeneracdo. Isso diminui a chance de fraturas que ocorrem devido a
retirada do implante, quando um material ndo biodegraddvel sustenta todos os estimulos
mecanicos durante todo o processo de regeneracdo, resultando num tecido 6sseo neoformado
enfraquecido (ATHANASIOU et al., 1998).

Consideracdes na arquitetura do arcabougo como porosidade, tamanho, interconexdo e
microestrutura dos poros sdo fatores criticos para a formacdo de osso novo. Os tamanhos dos
poros e a porosidade desempenham papel importante na adesdo, crescimento e diferenciacdo de
células, bem como interfere na formacdo tridimensional do novo tecido (LIU, MA, 2004).
Geralmente, poros que variam entre 100 e 500 um s3o considerados 6timos para favorecer a

interacdo do material com células e tecidos (MOONEY et al., 1995). Ja a interconexdo entre os
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poros serve como canal que permite a migracdo de células e crescimento do tecido, sendo muito
importante para regeneracdo Ossea e vascular (HOLLISTER, 2005; MIKOS et al., 1994;
MOONEY et al., 1995). Além disso, essa interconexdo facilita a adesdo e distribuicdo celular
mais uniforme, permitindo também, a difusdo de nutrientes e metabdlitos no complexo célula-
arcabouco. Por tais motivos, para engenharia tecidual é desejavel alta porosidade do dispositivo
desde que a estabilidade mecanica do arcabouco mantenha-se suficiente para suportar a
neoformacgdo 6ssea (SAITO et al., 2001).

Segundo estudo de Bertoldi er al. (2008), o PLGA (Fisiograft®) foi menos favoravel a
regeneracdo Ossea em fraturas em seres humanos quando comparado aos implantes aut6logos. No
entanto, o PLGA atingiu resultados adequados, promovendo a regeneracdo de defeitos 6sseos
graves, sem a necessidade da coleta de material de um segundo sitio doador. Esse mesmo
material (Fisiograft®) foi responsivel pelo crescimento de osso trabecular, altamente
mineralizado e estruturado em pacientes com perda de tecido ¢sseo periodontal (SERINO et al.,
2008).

Diversos trabalhos mostram a boa citocompatibilidade entre células osteobldsticas isoladas
de ratos ou coelhos e arcabougos e membranas de PLDLA (DUARTE, 2009; MESSIAS et al.,
2007; MESSIAS er al., 2008; MAS et al., 2008). Além disso, o implante de membranas porosas
(MALVEZZI et al., 2008) e arcabougos (FREIRE et al., 2010) pré-cultivadas com osteoblastos
de rato demonstraram adequada biocompatibilidade, com respostas inflamatérias de pequeno
grau.

Bukharova et al. (2010) obtiveram arcabougcos de PDLLA através da técnica de
sinterizacdo seletiva a laser para servir de suporte para o crescimento in vitro de células-tronco
mesenquimais. De acordo com os resultados, essa estratégia acarretou, apds o implante, num alto
grau de vascularizacdo e considerdvel quantidade de células Osseas precursoras, sem gerar

respostas inflamatdrias ou alteragdes patoldgicas em ratos.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo a sintese e caracterizacdo do terpolimero poli (L-co-D,L
acido lactico-co-trimetileno carbonato), PLDLA-TMC, assim como a obten¢do de arcaboucos
para avaliacdo da viabilidade celular e mensuracao da fosfata se alcalina de células osteoblasticas

(Sa0S-2), visando aplicac@o na engenharia tecidual dssea.
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4 MATERIAL E METODOS

Resumidamente, este trabalho foi realizado comecando pela sintese e caracterizagdo do
terpolimero. Arcabougos preparados de PLDLA-TMC e PLDLA foram analisados
morfologicamente e usados como substratos para o cultivo de células osteobldsticas. A Figura 5

apresenta um fluxograma com as etapas do trabalho, explicadas detalhadamente a seguir.

Sintese
Caracterizagao
Estrutura Quimica: Prop. Térmicas:
RMN de 'H e 3C DSC
FTIR TGA

Massa Molar:

GPC
Preparagao dos
Arcaboucgos
Cultivo de
Células Sa0S-2
MEV
Atividade de
Viabilidade Fosfatase
Alcalina

Figura 5. Fluxograma das etapas realizadas neste trabalho.
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4.1 Sintese e Caracterizacao Fisico-quimica

4.1.1 Sintese de Poli(L-co-D,L Acido Ldctico-co-Trimetileno Carbonato)

Terpolimeros de L-4cido lactico, D,L-dcido l4ctico e trimetileno carbonato, (PLDLA-
TMC), foram preparados através da reacdo de polimerizagdo em massa, por abertura de anéis dos
mondmeros. As propor¢des entre os mondmeros L-lactato/D,L-lactato/TMC utilizadas foram
duas: 56:24:20 e 50:20:30 (PEGO et al., 2003). O catalisador utilizado foi o octanoato de
estanho, Sn(Oct),, e a relacdo monomero/catalisador (M/C) de 5000. Em estudo anterior,
avaliando a influéncia do catalisador na copolimerizacdo de L-lactato e D,L-lactato, verificou-se
que M/C entre 5000 e 6350 produziram polimero de alta massa molar, da ordem de 10° g/mol
(MOTTA, DUEK, 2007). As massas dos monomeros e do catalisador foram adicionadas numa
ampola de vidro, a qual foi selada a vacuo e imersa em um banho de 6leo a 130 °C por 48 horas.

Decorrido esse tempo, o terpolimero foi dissolvido em cloroférmio (CHCIs) e precipitado
em metanol (CH3OH). Esse processo de dissolu¢do e precipitacdo funciona como uma
purificacdo do material sintetizado. Em seguida, o terpolimero obtido foi seco em estufa a vdcuo,
mantida a 60 °C durante 72h. Por fim, o terpolimero foi triturado, adquirindo o aspecto granuloso,

para a caracterizacdo e obtencdo dos arcaboucos.

4.1.2 Ressondéncia Magnética Nuclear de Prétons e Carbono 13 (RMN de 'H e By

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrofotometro BRUNKER 250 operando a
75 MHz para RMN de °C e 300 MHz para RMN de 'H. Foram utilizados tubos de vidro de 5
mm de didmetro e cloroférmio deuterado (CDCl3) como solvente e tetrametilsilano (TMS) como
padrdo interno. A andlise foi realizada a temperatura ambiente, numa concentragdo de 10% em

massa.
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4.1.3 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras foram solubilizadas em cloroférmio e aplicadas sobre a cela de cloreto de
sédio, o espectro de infravermelho foi obtido na regido de 4000 a 400 cm™ apés a evaporagdo do

solvente, em instrumento FT-IR Spectrum One (Perkin Elmer).

4.1.4 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

As massas molares numérica média (M,) e ponderal média em massa (M,,) e o indice de
polidispersdao (IP) foram determinados através da cromatografia de permeagcdo em gel. O
tetraidrofurano (THF), filtrado em membrana de 0,45 um de porosidade, foi utilizado como faze
moével em um sistema constituido de bomba (Waters 1525), um par de colunas 7,8 x 300 mm com
particulas de 5 um (Styragel HR) aquecidas a 40 °C e detector de indice de refracdo (Waters
2414) a temperatura de 30 °C. Amostras do terpolimero de 3,00 mg/mL foram injetadas
manualmente e percorreram o sistema a um fluxo de 1,00 mL/min. Padrdes de poliestireno
monodisperso, aplicados sob mesma concentracdo e fluxo das amostras, foram utilizados para

calibracdo.

4.1.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Amostras com massa entre 7 a 12 mg foram hermeticamente fechadas em celas de aluminio
e foram inicialmente aquecidas até 200 °C e mantidas a temperatura constante por 3 min, para
apagar a historia térmica do material. Em seguida, foram resfriadas até -50 °C e mantidas nessa
temperatura por 3 min, e posteriormente aquecidas até 200 °C. As temperaturas de transi¢ao

apresentadas foram obtidas a partir do segundo aquecimento. A taxa de aquecimento e
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resfriamento para todas as etapas foi de 10 °C/min. O experimento foi realizado em atmosfera de

nitrogénio (50 mL/min) em um equipamento TA Instruments modelo 2920.

4.1.6 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do terpolimero foi avaliada através das curvas termogravimétricas,
obtidas com equipamento STA 409C, NETZSCH. Amostras pesando aproximadamente 20 mg
foram submetidas ao aquecimento de 10 °C/min na faixa de 25 a 500 °C, sob atmosfera de

argonio.

4.1.7 Obtengao dos Arcaboucos de PLDLA-TMC

A técnica para a confeccdo dos arcabougos usada foi a de evaporacdo de solvente e, para a
producdo de poros, o método de lixiviacdo de pordgenos. A partir do terpolimero na forma de po,
foram preparadas solugdes de poli (L-co-D,L 4cido lactico-co-trimetileno carbonato) PLDLA-
TMC nas propor¢oes 56:24:20 (m/m) pela dilui¢do em cloroférmio (10% m/v). Ap6s completa
dissolugdo do terpolimero, foi adicionada sacarose (70% m/v) com granulometria abaixo de 250
um. Tal solugdo foi vertida em moldes cilindricos de silicone medindo cerca de 0,7 cm de
diametro e 1 cm de altura. Apds evaporagdo do solvente em temperatura ambiente, removeu-se a
sacarose usando solucdo de dlcool polivinilico (1%) durante 24 h sob agitacdo, seguida de

lavagem em 4gua destilada também por 24 h sob agitagao.

4.1.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
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Para a observacdo da morfologia interna dos arcabougos, as amostras foram imersas em
nitrogénio liquido por cerca de 5 min para criofratura. As superficies dos arcaboucos nao
fraturados foram também avaliadas. Antes de serem observadas em microscopio eletronico de

varredura (JEOL JXA-840A), as amostras foram recobertas por ouro (Balzers SCD 050).

4.2 Ensaios in vitro com Células Osteoblasticas

4.2.1 Linhagem Celular

A fim de avaliar a resposta celular gerada pelo polimero foi utilizada uma linhagem celular
de osteosarcoma humano (Figura 6), SaOS-2 (Banco de Célula do Rio de Janeiro). A linhagem
Sa0S-2 apresenta um fendtipo osteoblastico (McQUILLAN et al., 1995) maduro, foi cultivada
em meio McCoy 5A (Nutricell) suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB — Nutricell),
além disso foram adicionados 50 mg/L de Gentamicina para prevenir a contaminacdo de bactérias
e micoplasmas e 2,5 mg/L de Anfotericina B contra contaminagdes fungicas. A partir do frasco
confluente fornecido, uma aliquota de 1 x 10’ células foi inoculada em frascos de cultura de
poliestireno T75 (Techno Plastic Products — TPP, Switzerland) e foram mantidos em estufa de
atmosfera imida com 5% de CO; a 37 °C. Os subcultivos foram realizados sempre que as células
atingiam cerca de 80% de confluéncia usando solu¢do de 0,25% de Tripsina/EDTA (Cultilab,

Campinas). As trocas do meio de cultura foram realizadas 3 vezes por semana.
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Figura 6. Imagens das células SaOS-2 em frascos T25. A) Aumento de 100X e B) Aumento de 200X.

4.2.2 Cultivo Celular sobre os Arcabougos

Para realizacdo do cultivo celular, os arcabougos cilindricos foram cortados em pequenos
discos com cerca de 0,5 mm de altura, os quais foram imersos em solu¢do de etanol 70% por 1 h
e lavados em &gua ultra-pura. Em seguida, as amostras foram colocadas em placas de 96
cavidades, imersas em McCoy SA durante 24 h. Posteriormente, as células osteobldsticas foram
coletadas dos frascos usando solucdo tripsina/EDTA e 20.000 células foram semeadas por
amostra, sendo mantidas em McCoy 5SA com 15% de SFB. O meio McCoy 5A utilizado para os
ensaios das células com os arcaboucos era desprovido de vermelho de fenol, devido a

interferéncia que esse componente pode provocar nos ensaios colorimétricos realizados.

4.2.3 Viabilidade Celular

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método de oxidagdo metabdlica do MTT
(MOSMANN, 1983). Os pogos da propria placa de poliestireno foram usados como controle.

Ap6s os tempos de cultivo de 1, 3, 7, 14 e 21 dias o meio foi retirado e os pogos lavados
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rapidamente de 3 a 4 vezes com tampao PBS a 0,1M. Apés a lavagem, foi adicionado a cada
poco 200 pL. de uma solucdo de McCoy 5SA contendo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil
brometo de tetrazélio (MTT) a 0,5 mg/mL, seguindo-se um periodo de incubagio de 4 horas a 37
°C. Ap6s esse tempo, a solucdo contendo MTT foi substituida por uma solucdo de 200 uL de
dimetil sulféxido (DMSO). Em seguida, 150 pL das solucdes contidas nos pogos foram
transferidas para uma nova placa e a absorbancia mensurada em leitor de microplacas Elx-800-
UV (Bio-Tek Instruments, EUA), com emprego de filtro com comprimento de onda de 570 nm.
As mitocondrias de células vivas, por meio da enzima succinato dehidrogenase, sdo capazes de
reduzir a substincia amarelada solivel em dgua MTT convertendo-a em um composto insolivel
em 4dgua, o formazan, o qual é solubilizado pelo DMSO (IGNATIUS, CLAES, 1996). A
quantidade de formazan produzida, medida por espectrofotometria, é diretamente proporcional a
atividade metabdlica e ao nimero de células vivas.

As médias das absorbancias foram analisadas através da andlise de variancia (ANOVA) e
os pares foram comparados com o teste de Tukey. As diferencas foram consideradas

estatisticamente diferentes quando p < 0,05. O software utilizado foi o BioEstat versao 5.0.

4.2.4 Fosfatase Alcalina

Transcorridos os tempos de cultivo de 1, 3, 7, 14 e 21 dias, as células dos arcabougos e
controle foram lavadas rapidamente com McCoy 5A e tratadas com solucdo de tripsina/EDTA
durante 10 min a 37 °C. As células foram coletadas, colocadas em microtubos, sendo congeladas
em nitrogénio liquido por 10 min e aquecidas em banho-maria a 37 °C por 15 min, a fim de lisar
as células para a liberacdo de fosfatase alcalina intracelular. Para quantificagdo enzimatica foi
utilizado o kit Fosfatase Alcalina Liquiform (Labtest, ref. 79) de acordo com o protocolo
fornecido. O kit é baseado na capacidade da fosfatase alcalina, em pH alcalino, catalisar a
hidrélise do substrato p-nitrofenilfosfato, produzindo p-nitrofenol, o qual pode ser medido em
espectrofotometro e € diretamente proporcional a atividade enzimatica da fosfatase alcalina da
amostra. O reagente de trabalho foi preparado a partir de mistura de 4 partes do reagente A:

tampao pH 10,4, 2,0 mmol/L de HEDTA, 1,2 mmol/L de sulfato de zinco, 2,5 mmol/L de acetato
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de magnésio e 8,0 mmol/L de azida sddica; e 1 parte do reagente B: 60 mmol/L de p-
nitrofenilfosfato e 50 mmol/L de fenol. Uma aliquota de 10 uL de cada amostra de células lisadas
foi pipetada sobre os pogos de uma placa de 96 cavidades. Em seguida, 100 pL de reagente de
trabalho foram colocados sobre cada pogo e placa foi mantida por 2 min a 37 °C. Apés a reagdo, a

absorbancia foi mensurada com filtro de 415 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacio de PLDLA-TMC
5.1.1 Sintese de PLDILA-TMC

As condicdes de sintese do terpolimero PLDLA-TMC (Figura 7) do trabalho foram
mantidas as mesmas para ambas as sinteses realizadas, sendo a reacdo conduzida por
polimerizacdo em massa a 130 °C, por um periodo de 48 horas. A relacdo entre mondmero e
catalisador (M/C) estipulada para as sinteses do terpolimero, fator fundamental para o sucesso da
polimerizacdo, foi baseada no trabalho de doutorado de Motta (2007), onde foi realizado um
estudo de variacdo da relacdo M/C, nas diversas sinteses do PLDLA.

Foi verificado que os maiores valores de massa molar eram obtidos quando a relacdo M/C
se mantinha préxima a 5000, valor no qual foi baseado este trabalho. Com o objetivo de efetuar
uma caracterizagdo quimica mais precisa, variou-se a propor¢cao dos mondmeros L-lactato/D,L-
lactato/TMC em 56:24:20 e 50:20:30. A influéncia provocada pela concentracdo dos mondmeros
nos espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H foi importante para a confirmagdo do

sucesso das sinteses e sao discutidos abaixo no texto.

H,
L b, o e e R
8}
U + Of-tl_h OfCH1 130°PC, -'é‘ll'l‘(::":li 0 CH, 0 n

TMC LLA DLLA LDLA -TMC

Figura 7. Representagdo da reag@o de polimerizacdo do terpolimero poli (L-co-DL acido latico-co TMC),
PLDLA-TMC.

A variedade de estruturas primdrias para formacdo de poli (dcido lactico) € vasta, uma vez
que o dcido l4ctico possui dois arranjos Opticos, L-4acido lactico e D-4cido lactico, e o dimero

ciclico lactideo, trés diferentes conformagdes dpticas, L-lactideo (ou S, S-lactideo), D-lactideo (ou
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R,R-lactideo) e meso-lactideo (ou R,S-lactideo). Além disso, muitos outros mondmeros podem
ser copolimerizados com o &cido lactico, aumentando ainda mais a versatilidade de propriedades
(DRUMRIGHT et al., 2000).

O poli (L-4cido lactico) ja foi combinado com poli (e-caprolactona) na forma de blenda
para a preparacdo de membranas para o cultivo de células de Schwann com resultados positivos
na estimulacdo de producio de moléculas da matriz extracelular (PIERUCCI et al., 2009), fato
que explica o favorecimento da regeneracao nervosa periférica provocado por implantes tubulares
(PIERUCCI et al., 2008). Além disso, blendas 50/50 de poli (L-4cido lactico)/poli(6xido de
etileno) foram usadas na regeneracdo Gssea usando ratos como modelo. De fato, as blendas
mostraram maior volume de osso formado ao redor do implante em comparacao ao PLLA, apés 8
e 16 semanas (CORACA et al., 2008). Em outro estudo, Santos Jr. et al. (2004) avaliou blendas
de diferentes propor¢cdes de poli(L-acido lactico)/poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato),
PLLA/PHBV, demonstrando o crescimento celular, bem como a sintese de coldgeno tipo 1V e
fibronectina. Hastes de PLLA/PHBV (40/60) foram também usadas na reparacdo de fraturas
experimentais de fémur de coelho, mostrando-se como dispositivo efetivo para tal aplicacao
comparado com o padrdo ouro de aco inoxidavel (FERREIRA et al., 2008).

O trietilcitrato de s6dio ja foi utilizado como plastificante para modificar o tempo de
degradacdo e as respostas de corpo estranho em membranas de poli(L-4cido lactico) (MALUF-
MEIKEN et al., 2006; SILVA et al., 2006) e de poli(L-acido l4ctico-co-acido glicélico) (PIETRO
et al., 2006).

O poli (L-co-D,L 4cido l4ctico), PLDLA (70/30), aplicado na tibia de coelhos na forma de
placas e parafusos, permitiu a formac¢do de tecido &sseo pré-maturo em contato com o
copolimero, provocando respostas inflamatérias minimas (MOTTA, DUEK, 2009). J4 o PLDLA,
nas proporc¢oes 96/4, foi empregado com sucesso na regeneragdo guiada de tecido fibroso em
ratos (LANSMAN et al., 2006).

O trimetileno carbonato, foi copolimerizado com D,L d4cido lactico, apresentando
caracteristicas favordveis necessarias em aplicacdes na engenharia tecidual 6ssea (DECLERCQ
et al., 2006). Além disso, copolimeros (50/50) de PLLA-TMC e PDLLA-TMC demonstraram

hemo e citocompatibilidade e aplicagdao em implantes vasculares (YANG et al., 2010).
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Por tanto, dado a complexidade e variedade de aplicacdes em que os biomateriais sdo
usados atualmente, ndo existe apenas um sistema polimérico disponivel que pode ser considerado

como um biomaterial ideal (NAIR, LAURENCIN, 2007).

5.1.2 Ressondncia Magnética Nuclear de Prétons e Carbono 13 (RMN de 'H e By

Uma das principais andlises na caracteriza¢do do terpolimero é fornecida pela ressonancia
magnética nuclear, tanto de 'H (Figura 8) como de ">C (Figura 12), pois é essa andlise que ird
assegurar as unidades formadoras da cadeia do material, confirmando o éxito da sintese quanto a
obtenc¢do do terpolimero de interesse.

Os sinais encontrados no RMN de 'H para o terpolimero sintetizado sdo praticamente os
mesmos encontrados para o copolimero poli (L-co-D,L &cido lactico) (Figura 8A), diferindo
apenas em dois deslocamentos que sdo caracteristicos da presenga do TMC, os quais de acordo
com a literatura (POSPIECH et al., 2005) devem ser verificados em & 2,05 ppm (CH,-TMC) e o
4,24 ppm (OCH,-TMC). Para efeito de comparacdo foram mostrados na Figura 8, tanto o
espectro do copolimero PLDLA como o do terpolimero PLDLA-TMC. No espectro do
copolimero, o multipleto em 5,12-5,24 ppm € atribuido aos prétons CH (H,), enquanto o quarteto
em 1,55-1,59 ppm € atribuido aos prétons CHs (H,).

No caso do terpolimero PLDLA-TMC, o tripleto em 2,05 ppm € atribuido aos prétons CH»
(H.), enquanto o tripleto em 4,24 ¢ atribuido ao OCH; (H,), ambos na unidade TMC. Os prétons
em questdo estdo representados na Figura 9.

Pdde-se verificar que os espectros do copolimero PLDLA (Figura 8A) e do terpolimero
PLDLA-TMC (Figura 8B) diferem apenas nas regides que evidenciam a presenca dos prétons
referentes as unidades do TMC, sendo, dessa maneira, uma ferramenta na constatacdo de que as

condicoes de sintese empregadas possibilitaram a obtencdo do terpolimero desejado.
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Figura 8. Comparacio entre o espectro de RMN de 'H referente ao copolimero PLDLA (A) e do
terpolimero PLDLA-TMC (B), observe os prétons He e Hd caracteristicos do TMC.
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Figura 9. Representacdo do mero do polimero PLDLA-TMC. As letras a, b, ¢ e d correspondem aos
prétons evidenciados no espectro de RMN.

A Figura 10 traz uma comparacio entre o espectro de RMN de 'H da sintese de PLDLA-
TMC, na qual a propor¢do de TMC era 20% (Figura 10A), e a sintese cuja relacdo em massa de
TMC era de 30% (Figura 10B). Essa variagdo na quantidade de TMC no terpolimero teve o
objetivo de permitir uma melhor visualizagdo dos picos atribuidos aos prétons pertencentes as
unidades de TMC, o que pode ser verificado pelo ligeiro aumento dos picos referentes aos

protons pertencentes a unidade TMC na cadeia do terpolimero.
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A) 20% de TMC B) 30% de TMC

Figura 10. Comparacio entre os espectros de RMN de 'H de PLDLA-TMC contendo 20% (A) e 30% (B)
de TMC.

A Figura 11 é referente ao espectro de RMN de 'H do PLDLA-TMC com 30% de TMC,

sendo ampliadas as regides referentes aos prétons do TMC.

Figura 11. Regides ampliadas do espectro de RMN de 'H referente ao terpolimero PLDLA-TMC, 30% de
TMC.

Okada (2009) verificou, ao trabalhar com sintese envolvendo TMC, que os pequenos picos

dispostos na regido de 4,48 ppm se referem a resquicios de mondmero residual.
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.. 13 2
Os sinais encontrados no RMN de "“C para o terpolimero PLDLA-TMC, apresentam-se de
acordo com os sinais esperados para as sequéncias que constituem as unidades do terpolimero. A
Tabela 1 mostra os sinais encontrados no espectro com os respectivos valores da literatura, para

as sequéncias presentes nas cadeias. A Figura 12 é referente ao espectro de RMN de °C do

terpolimero.
Tabela 1. Sinais de 8, ppm, no RMN de B,
Unidades L-co-DLA Unidades TMC
CH3 CH C=0 CH2-CH2-CH CH20 C=0
Encontrado 16,6 69,0 169,6 27,8 61,8; 64,7 154,8
Literatura* 16,7 69,0 169,6 27,9 61,8;64,0 154.,4
* Matsura (1999)

A andlise da Tabela 1 confirma a presenca dos sinais caracteristicos referentes ao PLDLA e
TMC, demonstrando assim, junto com os resultados anteriores, que houve sucesso na sintese do

terpolimero, PLDLA-TMC.

5.1.3 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho sdo muito importantes na caracterizagdo dos
grupos quimicos funcionais que constituem o material. O espectro de infravermelho obtido para o
terpolimero, PLDLA-TMC (Figura 13), difere dos espectros obtidos para o copolimero de
PLDLA, estudados anteriormente pelo grupo (DUARTE, 2009; MONTEIRO, 2007), apenas pela
presenca do sinal em 753 cm’, caracteristico do grupo —CH,CH,— do trimetileno carbonato. A
transmitdncia alta em 1181 cm™ é referente as ligacdes C—C. O sinal em 1265 cm™ ocorre em
resposta 2 deformacio axial da ligacdo C—O na ligagdo COO. J4 os picos em 1380 e 1453 cm’
referem-se a deformac¢do angular da ligacdo C—H saturada, incluindo grupos CH3, CH, e CH.
Segundo Ruckenstein (1998) as bandas atribuidas a presenca do TMC sado as seguintes: em 1746
cm’ é referente 2 deformacdo axial da carbonila (C=0) e 1247 cm’' referente ao estiramento

assimétrico O-C-0O. No entanto, o sinal em 1746 cm’! é caracteristico também de outros
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poliésteres, assim como os sinais em 2945 ¢ 2995 cm™ referentes as deformacdes axiais simétrica
e assimétrica na ligacdo C—H, respectivamente (DUARTE, 2009). A Figura 13 mostra o espectro

de infravermelho para o terpolimero sintetizado, podendo ser notado as principais bandas.
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Figura 12. Espectro de RMN de "°C para o terpolimero PLDLA-TMC.

5.1.4 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A massa molar, como j& comentado anteriormente, apresenta-s€ cOmo um parametro
fundamental na avaliacdo dos processos de degradacdo do material e também quanto as suas
propriedades mecanicas. As massas molares numérica média (M,) e ponderal média em massa
(My) e o indice de polidispersao (IP) para as sinteses com 20 e 30% de TMC sdo apresentadas na

Tabela 2.
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Figura 13. Espectro na regiao do infravermelho do terpolimero PLDLA-TMC.

Tabela 2. Valores de M,,, M,, € IP obtidos através do GPC.

Sintese M,, (g/mol) M, (g/mol) IP (Mw/M,)
20% de TMC 127.630 69.694 1,7
30% de TMC 126.577 60.451 2,0

Como pdde ser verificado pelos resultados acima, os valores de massa molar, para as

sinteses de PLDLA-TMC realizadas, foram da ordem de 10° g/mol, o que caracteriza polimeros
de alta massa molar, como € o requerido para um grande nimero de aplicagdes que envolvem

desde fixadores de fraturas ate arcaboucgos poliméricos, situacdes que requerem materiais com

boas propriedades mecanicas (GOGOIEWSKI, 2000).
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Luo et al. (2011), investigando a influéncia de diferentes catalisadores na polimerizagdo de
D,L-acido lactico e trietanolamina, obtiveram maiores valores de massa molar utilizando
catalisadores de estanho. Os catalisadores desempenham um papel muito importante na
polimerizacdo do acido lactico, principalmente os catalisadores a base de estanho, devido a seu
efeito na dispers@ao do mondmero no sistema de reacdo (MOON et al., 2000; MOON et al., 2001;
MOON et al., 2003).

A polimeriza¢do mediada pelo octanoato de estanho, utilizado no presente estudo, estd bem
documentada por sofrer reagdes de trans-esterificacdo inter e intra-moleculares durante a
polimerizacdo, diminuindo o nivel de controle e resultando em polidispersdes relativamente

amplas (~ 2) (BECKER et al., 2010).

5.1.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Tabela 3 refere-se a andlise de DSC das amostras dos polimeros sintetizados. O valor de
T, foi obtido da curva do 2° aquecimento, que fornece um valor de temperatura de transi¢io

vitrea mais preciso e passivel de comparacio, j4 que ndo possui interferéncia da histéria térmica.

Tabela 3. Temperatura de transi¢do vitrea (T,) dos polimeros de PLDLA-TMC determinadas por DSC.

Sintese T, (°C)
20% de TMC 48
30% de TMC 51

Nao foi possivel observar nos termogramas picos de fusdo e cristalizacdo (dados nao
mostrados), indicio de que as sinteses geraram polimeros completamente amorfos, ou seja, que s6
apresentam temperatura de transi¢@o vitrea (Ty). E justamente o fato de o copolimero ser amorfo
que torna seu tempo de degradacao menor, além de mais flexivel, o que vem a ser uma vantagem

se comparado ao homopolimero PLLA, que apresenta cristalinidade elevada, em especial quando
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o tempo requerido pela aplicacdo a que se destina € relativamente curto. A comparacdo deste
terpolimero, PLDLA-TMC, com o copolimero PLDLA (MOTTA, DUEK, 2007), mostra que no
terpolimero houve uma ligeira queda no valor da T, passando de 58 °C (PLDLA) para 48-51 °C
(PLDLA-TMC), o que € funcdo da flexibilidade inerente ao TMC na cadeia do terpolimero, o que
contribui para a queda no valor da T,.

As temperaturas de transicio do PLA de alta massa molar influenciam diversas
caracteristicas fisicas como densidade, capacidade de calor, propriedades fisicas e reoldgicas. O
PLA no estado sélido pode ser amorfo ou semicristalino, dependendo da estereoquimica e
histéria térmica. Para os polimeros amorfos de dcido lactico, a temperatura de transicao vitrea
(Ty) determina a temperatura méxima para as aplicagdes comerciais mais comuns. Ja para os
semicristalinos, tanto a Ty (~ 58 °C) quanto a Tm, 130-230 °C (dependendo da estrutura) sio
importantes para determinacdo da temperatura de uso através de vdrias aplicagdes. Ambas as
temperaturas de transicdo sdo afetadas amplamente pela composicdo Optica geral, estrutura
primdria, histéria térmica e massa molar (DRUMRIGHT et al., 2000).

O gréfico a seguir, Figura 14, reporta a curva referente ao segundo aquecimento das

sinteses PLDLA-TMC realizadas.

5.1.6 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do terpolimero foi analisada por andlise termogravimétrica. A curva
termogravimétrica (Figura 15) € referente a sintese do terpolimero PLDLA-TMC que foi obtido
em atmosfera de argdnio numa taxa de aquecimento de 10 °C/min, e a Tabela 4 expressa a
temperatura de inicio de perda de massa, bem como a temperatura na qual a perda de massa é

mdxima para cada sintese do terpolimero.
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Figura 14. Termograma mostrando a transicio vitrea de PLDLA-TMC nas duas composicdes.
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Figura 15. Andlise termogravimétrica do terpolimero PLDLA-TMC.
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Tabela 4. Propriedades térmicas dos terpolimeros: temperatura de inicio de perda de massa (T;) e
temperatura onde a perda de massa é maxima (T ).

Sintese T; (°C) Tmax (°C)
20% de TMC 290 320
30% de TMC 290 317

5.1.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens obtidas através da microscopia eletronica de varredura (Figura 16) mostraram
uma morfologia porosa, tanto na superficie dos arcaboucos (Figura 16A e B), mas principalmente
no interior, como observado nas fraturas (Figura 16C e D). Os poros apresentaram-se com
morfologia irregular e dimensdes variadas, possuindo os maiores em torno de 250 a 500 pm,
enquanto os menores, abaixo de 100 um. E possivel notar que existe interconexdo entre os poros
a medida em que se aumenta a magnitude, de maneira que 0s poros mostram-se conectados por
outros cada vez menores.

Para a regeneracdo tecidual dssea € necessario arcaboucos porosos tridimensionais e
biocompativeis, a fim de permitir fendmenos como migragdo celular, vascularizacdo e difusdo de
nutrientes (DOBLARE e al., 2003). Como pode-se observar na Figura 16, os poros acima de
cerca de 200 um, grandes o suficiente para suportarem invasdo celular, possuem microporos que
facilitariam a difusdo de nutrientes e subprodutos. Além disso, tal arcabouco tridimensional deve
apresentar propriedades fisicas, bioldgicas e mecanicas adequadas, incluindo a topografia da
superficie, tamanho, estrutura e interconexao dos poros, com o objetivo de permitir osteogénese e
formacdo de tecido Osseo novo através da totalidade do arcabouco e ao redor do tecido
(KARAGEORGIOU, KAPLAN, 2005). As altas taxas de relacdo entre superficie e volume ¢é
outro impotante fator buscado por favorecer a adesdo celular sobre um dispositivo (KE et al.,

2010).
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suporte. C e D, regifo interior do arcabougo ap6s criofratura.

Supdem-se que os poros maiores que 250 um formaram-se em funcdo dos granulos
adjacentes de sacarose, visto que a granulometria do porégeno nao passava dessas dimensdes.

O método para a obtencdo de arcabougos porosos através da evaparacdo de solventes com
posterior lixiviagdo de particulas tem sido largamente empregado (IDRIS et al., 2010; ODELIUS
et al., 2008; MOISENOVICH et al., 2011; SONG et al., 2011; LEE et al., 2011; LIM et al.,
2011; WANG et al., 2010, MESSIAS et al., 2009), devido, principalmete, a facilidade no

controle da morfologia, estrutura e tamanho dos poros (ZHANG et al., 2005).
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5.2 Ensaios in vitro com Células Osteoblasticas

5.2.1 Viabilidade Celular

De acordo com os resultados encontrados com o ensaio do MTT (Figura 17), pode-se
observar que os arcaboucos tanto de PLDLA-TMC quanto de PLDLA sustentaram a viabilidade

da linhagem de células osteoblasticas, SaOS-2, ao longo dos tempos de cultivo.

Viabilidade celular
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Figura 17. Viabilidade de células osteoblasticas ao longo do tempo sobre arcaboucos de PLDLA-TMC
(terpolimero), PLDLA (copolimero) e controle de poliestireno. Os dados (n = 6) sdo apresentados na
forma de média + desvio padrio.

Apo6s 1 dia de cultivo, os arcaboucos do terpolimero e do copolimero permitiram
viabilidade similar entre si, porém, maiores em relacdo ao controle de poliestireno (p < 0,01). Da

mesma maneira, em 7 dias de cultivo, um maior nimero de células vidveis foi encontrado em
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ambos os arcaboucos comparados ao controle (p < 0,05). Em 14 dias, entretanto, apenas o0s
arcaboucos de PLDLA-TMC mostrou resultados melhores que o controle (p < 0,05).

Ao longo de 3 dias de cultivo, as amostras e o controle apresentaram viabilidade similar
entre si (p > 0,05).

Outro resultado importante foi que a viabilidade ao longo dos 7 primeiros dias aumentou,
mostrando o crescimento das células osteobldsticas sobre os arcaboucos poliméricos,
estabilizando-se em 14 dias, uma vez que as médias das absorbancias das amostras deixaram de
se elevar. Porém, a viabilidade celular caiu bastante no tempo de 21 dias.

Depois de entrar em confluéncia, isto é, apds formarem um tapete que recobre toda a
superficie de um substrato de crescimento, as células tendem a entrar em apoptose € morrer, uma
vez que o crescimento em multicamadas € dificultado pelos problemas de difusdo de nutrientes e
gases comuns nas condi¢des de cultivo in vitro (PERES, CURI, 2005). Essa € a hipdtese que se
levanta para explicar o decréscimo na viabilidade encontrado nas condi¢des deste estudo. O fato
de os tempos de 7 e 14 dias apresentarem resultados similares entre si, ajuda a corroborar a ideia
de que o substrato para o crescimento das células j4 estava se esgotando.

Embora uma substincia toxica ndo afete apenas uma estrutura molecular, mas sim vérias
funcdes celulares; considera-se que a imediata medi¢do da atividade mitocondrial pode ser o
suficiente para validar a viabilidade das células (LUCCHESI et al., 2008).

Chen et al. (2008) demonstrou em seu estudo, no qual foram cultivadas células SaOS-2
sobre filmes de PLLA, que apds 6 dias de cultivo uma camada 100% confluente ji havia se
formado sobre as superficies. Similarmente ao presente estudo, os autores demonstraram uma
proliferagdo acentuada de células SaOS-2.

O poli (L-co-D,L. 4cido lactico), 70:30, permitiu adesdo e viabilidade de células
osteoblasticas isoladas da calota craniana de ratos (MESSIAS et al., 2007) e calota craniana de
coelhos (MAS et al., 2008), apresentando também resultados favoraveis ao crescimento dessas
células. Somado a isso, esse copolimero demonstrou citocompatibilidade similar ao PLGA
quando testado com células osteoblasticas de camundongo (INGNATIUS, CLAES, 1996).

Da mesma forma, Carletti et al. (2010) utilizou polimero de D,L-4cido lictico para a
fabricacdo de arcabougos, os quais sustentaram alta viabilidade, atividade metabdlica e
distribuicio homogénea de células osteoblasticas humanas (MG63). O PDLLA foi capaz de

servir como substrato para a formacido de tecido mineralizado, tanto in vitro quanto in vivo,
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utilizando células diferenciadas em osteoblastos a partir de células-tronco embriondrias humanas
(BIELBY et al., 2004).

Copolimeros de D,L 4cido lactico e trimetileno carbonato possuem boa biocompatibilidade
de acordo com o teste in vitro de fibroblastos e permitem a adesdo e proliferacdo de células
isoladas da medula 6ssea, como estudo realizado por Declercq et al. (2006). Diferente do
presente estudo, esses arcaboucos de PDLLA-TMC sustentaram a viabilidade e funcao de células
osteoblasticas, mesmo apds 21 dias de cultivo. No entanto, os autores utilizaram estratégias
dindmicas de cultura in vitro, com agitacdo do meio de cultura e consequente melhora na difusio
de nutrientes e metabdlitos, o que possivelmente permitiu a manutencao das células depois de
tantos dias.

As informacdes levantadas na literatura corroboram os resultados obtidos no presente
trabalho, demonstrando que o PLDLA-TMC ¢ adequado para o crescimento in vitro de células
osteoblasticas. Esses resultados sdo importantes para estudos futuros, nos quais poder-se-a

utilizé-los como arcaboucos para engenharia tecidual para regeneragcdo dssea.

5.2.2 Fosfatase Alcalina

O ensaio de fosfatase alcalina (Figura 18), um marcador de diferenciacdo osteobldstica
inicial, mostrou a atividade das células osteoblasticas da linhagem SaOS-2. A sintese de fosfatase
alcalina foi estatisticamente semelhante (p > 0,05) quando compararam-se o controle e as
amostras de PLDLA-TMC e PLDLA, quase em todos os tempos de cultivo medidos, com
excecdo de que em 7 dias os arcabougos produziram menos fosfatase alcalina que o controle de
poliestireno (p < 0,05).

Com o passar dos dias de cultivo observou-se o aumento dessa enzima. O teste de Tukey
ndo mostrou diferengas significantes entre 1 e 3 dias, nem diferencas entre 7 e 14 dias. No
entanto, a quantidade de fosfatase alcalina medida em 7 e 14 dias foi estatisticamente maior
quando comparados aos tempos de 1 e 3 dias, indicando que os arcaboucos do terpolimero e do

copolimero sustentaram células osteobldsticas enzimaticamente ativas.
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Figura 18. Fosfatase alcalina produzida pelas células osteoblasticas sobre os arcaboucos de PLDLA-TMC
(terpolimero), PLDLA (copolimero) e controle (poliestireno). Os valores representam média + desvio
padrdo, n = 6.

De maneira similar aos resultados do ensaio de MTT, apds 21 dias de cultivo, a fosfatase
alcalina reduziu-se a indices muito baixos, provavelmente porque as células se soltaram do
substrato depois de formarem uma camada confluente sobre as superficies. Uma vez, a
quantidade de células vidveis encontradas neste estudo apds 21 dias de cultivo foi minima, era
esperado que as medidas de fosfatase alcalina também decrescessem.

A fosfatase alcalina é uma enzima ligada 2 membrana celular pelo lado externo ancorada
via ligante glicosil fosfatidilinositol. Acredita-se que esteja envolvida na sinalizacdo
transmembrana, promovendo a formacdo de cristais de fosfato de cdlcio nas vesiculas formadas
na matriz extracelular (TURKSEN, AUBIN, 1991). Além disso, a fosfatase alcalina é apontada
por desempenhar um papel importante na adesdo, migracdo, diferenciacdo de osteoblastos e
participa da mineralizacdo da matriz extracelular (HUI et al., 1993; HARRIS, 1990).

Diversos autores descreveram a diferenciacdo em células osteobldsticas pela medicao da
atividade da fosfatase alcalina. Xue et al. (2010), Ma et al. (2011) e Seyedjafari et al. (2010)

encontraram altos indices de fosfatase alcalina em células-tronco mesenquimais cultivadas sobre
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PLLA e outros poli (a-hidroxi 4cidos). Além disso, arcaboucos do copolimero poli (D,L acido
lactico-co-trimetileno carbonato) permitiram a diferenciacdo osteobldstica de células isoladas da
medula 6ssea de ratos, as quais apresentaram alta atividade de fosfatase alcalina (DELCLERCQ

et al., 2006).
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6 CONCLUSAO

De acordo com o estudo, pode-se concluir que foi possivel sintetizar o poli (L-co-D,L 4cido
lactico-co-trimetileno carbonato) através da reagdo de polimerizacdo por abertura dos anéis dos
mondmeros, utilizando o octanoato de estanho como catalisador. Além disso, o método permitiu
a obtenc¢do de polimero com altas massas molares e a andlise térmica mostrou um decréscimo da
temperatura de transicdo vitrea provocada pela presenca de TMC, sem influéncia, porém, na
degradacao térmica.

Os arcabougos de PLDLA-TMC apresentaram morfologia porosa favoravel ao cultivo de
células e mostraram-se aptos a sustentar a viabilidade e proliferacdo de células osteoblasticas
(Sa0S-2), além disso, a atividade de fosfatase alcalina demonstrou a manuten¢do do fenétipo
osteoblasticos das células que cresceram sobre o polimero. Dessa forma, demonstrou-se uma

potencial estratégia que pode ser aplicdvel na engenharia tecidual dssea.

7 SUGESTAO PARA PROXIMOS TRABALHOS

Influéncia do trimetileno carbonato nas propriedades mecanicas do poli(L-co-D,L 4cido
lactico);

Caracterizacdo mais aprofundada das células em contato com o material: medi¢do da
atividade de outras enzimas, mineraliza¢do e expressao génica;

Interacdo do terpolimero com o tecido 6sseo in vivo;

Aplicagdo da estratégia de engenharia tecidual pelo pré-cultivo de células osteobldsticas in

vitro, para crescimento de pré-tecido, visando melhorar a regeneracdo tecidual dssea.
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