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UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

USP — Universidade de S&o Paulo

UV-VIS — Ultravioleta — visivel

Xc — Grau de cristalinidade



Xii

Resumo

Os polimeros biodegradaveis tém sido exploradoastivamente como biomateriais
na area de cirurgia reconstrutiva. Os poliéstedes s polimeros biodegradaveis mais
investigados devido a sua ampla diversidade quimicersatilidade de suas rotas sintéticas.
O polimero poli§¢-caprolactona) (PCL) é um poliéster biodegradauel tgm sido estudado
para aplicacdes médicas como substitutos de esxédseos e sistemas de liberacdo de
farmacos. Neste trabalho, o polimero PCL com tapalado tipo estrela (PCL*) foi
sintetizado apoOs polimerizacao por abertura do Ewtbnico do monémere-caprolactona
(e-CL) via complexo de transferéncia de carga utilidta como iniciador um nudcleo de
glicerol. A microestrutura do PCL* foi caracterizagor técnicas de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), cromatografia de permeacdo em(@PC), espectroscopia na regido do
infravermelho (FT-IR) e ressonancia magnética reuae prétons'H-NMR) e carbono’fC-
NMR). As propriedades biocompativeis do PCL* retathente ao PCL linear foram
investigadas através de técnicas bioquimicas i \ibmo a adsorcdo protéica, adesdo
plaquetaria e formacéo de trombos. A morfologia filoses protéicos aderidos ao filme de
PCL* foi caracterizada por microscopia de forcanrat@a (MFA). A morfologia das plaguetas
aderidas foi estudada através de microscopia elefr@le varredura (MEV) e microscopia de
epifluorescéncia (EPF), respectivamente. A citaioeide de ambos, PCL* e PCL linear foi
investigada contra células de mamiferos (CHO). AQraldacdo enzimatica de PCL* foi
conduzida através de ensaios in vitro e avaliadia pétodo turbidimétrico. A analise de
RMN de 'H e de'®C revelou a estrutura do tipo estrela de PCL* eRFfdi usada para
identificar a pureza do polimero sintetizado. Gaultados da microscopia de for¢a atdmica
(MFA) mostraram a formacédo de uma camada protéima homogénea sobre PCL* que
parece ter contribuido para as propriedades henmatdreis do polimero. O PCL*
sintetizado mostrou baixo peso molecular e maioétaia de biodegradacdo. As velocidades
de hidrélise enzimatica de PCL* foram muito maigidas do que aquelas para PCL linear.
Os ensaios de biocompatibilidade demonstraram qud’GlL* exibiu propriedades

biocompativeis e pode ser um biomaterial interdsgaara a area médica.
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Abstract

The biodegradable polymers have been exhaustivglioed as biomaterials in the
field of reconstructive surgery. The polyesters @re more investigated of biodegradable
polymers due to wide chemical diversity and velisaif their synthetic routes. The pogy(
caprolactone) (PCL) is a biodegradable polyestat thas been studied for medical
applications as bone grafts replacement and drligedg systems. In this work, the PCL
polymer with star type topology (PCL*) was syntlzesl after ring-opening polymerization of
g-caprolactone £CL) monomer by a charge-transfer complex mechanusing glycerol
core as initiator. The microstructure of PCL* wasa@cterized by differential scanning
calorimetry (DSC), gel permeation chromatography@} infrared spectroscopy (FT-IR)
and'H and**C nuclear magnetic resonance (NMR). The biocomlgapboperties of PCL*
relatively to linear PCL were investigated througiochemical in vitro techniques like as
protein adsorption, platelet adhesion and thromioasation. The morphology of protein
films adhered to PCL* films was characterized bgnat force microscopy (MFA). The
morphology of adhered platelets was studied thraagnning electron microscopy (MEV)
and epifluorescence microscopy (EPF), respectivEhe citotoxicity of both, PCL* and
linear PCL was investigated against mammalian ¢€ll4O). The enzymatic biodegradation
of PCL* were conducted through in vitro assays awdluated by turbidimetry method. The
'H and °C NMR analysis revealed the PCL* star type structand FT-IR was used to
identify the purity of the synthesized polymer. TREM results showed an inhomogeneous
protein layer formation onto PCL* that seems to éen@ontributed to the hemocompatible
properties of material. The synthesized PCL* showeldw molecular weight and higher
biodegradation kinetic. The rates of PCL* enzymdrbiysis were much faster than those of
linear PCL. The biocompatibility assays demonsttdbat the PCL* exhibited biocompatible

properties and may be an interesting biomaterraifedicine area.



1. Tendéncias atuais quanto a utilizacdo de polimes na medicina

ortopédica

1.0 Introducéo

Nas ultimas duas décadas, importantes pesquisas fealizadas no desenvolvimento
de polimeros biodegradaveis e biorreabsorviveitindeos a aplicacdes na medicina e na
engenharia de tecidos bioldgicos em substituicao raateriais tradicionais como metais e
ceramicas.

Os polimeros biodegradaveis representam atualnosnibgomateriais de escolha para
a construcdo de proteses temporérias, estruturasgs) matrizes tridimensionais como 0s
suportes utilizados na engenharia de tecidos e omfoulos para liberagdo controlada de
farmacos [1]. A utilizacdo de polimeros biodegraisvwna engenharia de tecidos como
suportes para crescimento de células e a formagé&ond novo tecidan vivo tem como
vantagem a reducdo do numero de cirurgias, residtam um menor tempo de recuperacao
para o paciente e ao mesmo tempo reduzindo odesaaeccao [2].

A tendéncia atual neste século € a de que nosmpodxanos as préteses permanentes
sejam substituidas por materiais biodegradaveigirqliicamente e enzimaticamente
degradaveis) que possam ajudar o corpo a reparagemerar os tecidos danificados. Ha
varias razbes favoraveis a utilizacdo de polimdiasiegradaveis sobre os materiais
bioestaveis, sendo a principal delas a biocompidtiloie em longo prazo, sendo este um pré-
requisito importante para qualificar um materiahoobiomaterial [1].

Considerando a area da engenharia de tecidos igio$d@s polimeros biodegradaveis
apresentam algumas vantagens significativas perast@olimeros e outros materiais a
exemplo dos metalicos e ceramicos [3- 6]:

i) materiais poliméricos possuem modulo de elakddeé mais préximo ao moédulo de
elasticidade do osso. Assim, durante o processcem@delacdo O0ssea a transferéncia de
tensdes ao 0sso ocorre de forma gradual enquaoteea degradacao do material, evitando
assim que o fendbmeno dtress shieldingfendmeno de reducdo da densidade O6ssea em
funcao da forca que um implante metalico recebardara remodelacdo 6ssea, sendo que esta
forca ndo é transferida ao 0sso ocasionando seageltimento) ocorra,

i) ndo ha necessidade de uma segunda cirurgia @aemocdo do implante e com isso
evitam-se custos sdcio-econbémicos, além dos resssciados a cirurgia;

iii) ndo ocorre a corrosdo do implante e liberag@édons metalicos no organismo;



O mercado de biomateriais utilizados em tratamewpibspédicos esta crescendo
vertiginosamente no mundo. No passado, os matgraaes implante eram designados como
bioinertes e atualmente estdo sendo denominadosriamatbioativos, pois se integram a
células ou moléculas biolégicas para atuar na e¥geéo dos tecidos biologicos. No caso dos
0Ss0sS, estes materiais devem ter a capacidadeedenolsicdo (promover a diferenciacao dos
osteoblastos) e osteoconducdo (permitir o cres¢or@dum novo tecido ésseo na superficie,
requerendo a presenca de tecido 6sseo pré-existantefonte de células osteoprogenitoras),
promovendo a osteointegracao [7, 8.

A biocompatibilidade pode ser definida como a cajzate que um material tem de
desempenhar com um tecido hospedeiro uma resposi@aaaplicacdo especifica, néo
provocando resposta inflamatdria nem demonstraitdtoxicidade ou imunogenicidade [1,
2, 9]. A resposta de um tecido a um implante depelemuitos fatores que variam com as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dosnadgd, forma e estrutura do implante [1].

A utilizacdo de polimeros naturais degradaveis,aonsolageno, data de milhares de
anos, no entanto, a aplicacdo de polimeros biodégess sintéticos iniciou-se apenas na
metade final dos anos sessenta §ljturas cirdrgicas biorreabsorviveis feitas coninpalos
sintéticos, como os polifhidroxiacidos), ja possuem aplicacdo na medicesad 1970 [10].

As pesquisas de polimeros sintéticos biodegradafeem impulsionadas pelo
aparecimento de novas tecnologias como a engerdatiecidos, a medicina regenerativa, a
terapia génica, a liberacdo controlada de drogasb@®mnanotecnologia, as quais requerem
como plataforma para sua construcao a utilizac&oateriais biodegradaveis [1].

Os polimeros sintéticos biodegradaveis possuemamuéintagens em relacdo a outros
materiais para o desenvolvimento de matrizes paceescimento de células especificas e
utilizacdo na engenharia de tecidos. Entre as gantaincluem-se a capacidade se serem
produzidos com propriedades mecanicas sob meddia adegradacdo cinética adaptadas a
vérias aplicacbes. Também podem ser fabricados é&nasvformas, com poros cujas
caracteristicas morfoldgicas permitem o crescimdattecido biolégico desejado [11].

De acordo com o tipo de aplicacdo a que se destinenedicina ortopédica, um
material sintético deve possuir caracteristicaga$s quimicas, bioldgicas, biomecanicas
especificas e propriedades de degradacdo que pimpam eficiéncia terapéutica. As
propriedades quimicas, fisicas, mecéanicas e biddgie um material biodegradavel variam
com o tempo e os produtos de degradacao produdijos

Por desempenharem um papel essencial como sugadgzoporcionam a formacao

de estruturas tridimensionais e ambientes de mattiacelular sintéticos para a regeneracao



do tecido biolégico, estes suportes devem imiteaiataristicas da matriz extracelular natural
bem como interacdes célula-matriz extracelular teatgias de liberacdo bioldgica que
sinalizem o desenvolvimento do processo de curi@esHnateriais biomiméticos devem ser
sintetizados através de modernas tecnologias deegsos, com o0 objetivo de alcancar
composic¢des ou propriedades semelhantes as da etacelular [12].

Devido a complexidade e ao vasto campo de aplisad@® polimeros biodegradaveis,
tem sido desenvolvida uma variedade de materiaidegradaveis para a fabricacdo de
implantes com caracteristicas especificas para agueacdo biomédica individual.
Atualmente a sintese de polimeros biodegradaveisido focada em projetos de sintese de
polimeros com propriedades adaptadas para aplEagdgecificas: desenvolvimento de
novos polimeros sintéticos com caracteristicas igaBn exclusivas que aumentem a
diversidade de estruturas poliméricas; desenvolvimale processos biossintéticos que
formem estruturas poliméricas biomiméticas; ut§éma de aproximac¢des computacionais e
combinatdrias no planejamento do biomaterial para@eacoberta de novos polimeros
reabsorviveis [1].

Os polimeros sintéticos podem ser produzidos sadigBes controladas exibindo de
forma reprodutivel suas propriedades fisicas e mieg& como resisténcia a tracdo, modulo
elastico e razdo de degradacdo. E possivel tambgtrolar a presenca de impurezas nestes
materiais. Riscos como toxicidade, imunogenicidadavorecimento de infecgcdes sdo mais
baixos para polimeros sintéticos puros com unidaa@omeérica bem conhecida e de
estrutura simples quando comparados aos polimeatsrais. Os poliésteres alifaticos
saturados estdo entre os polimeros sintéticos dniadéveis mais usados na engenharia de
tecidos incluindo o PLA (poli(acido latico)) e suamsmas racémicas, copolimeros do acido

latico, PCL (polie-caprolactona) e seus derivados dentre outros [2].

1.1 Conceitos fundamentais sobre a biodegradabilide e biorreabsorcéo de polimeros

A biodegradabilidade est4 associada aos matertiais@frem disperséo in vivo devido
a degradacao macromolecular. Os polimeros biodégesslpodem ser atacados por células e
enzimas do organismo formando fragmentos que pagememovidos do seu local de acao,
mas n&o necessariamente do organismo [13].

A biorreabsorgdo esta associada aos materiais gridims que sofrem degradacao
através da diminuicdo de tamanho sendo reabsoriwidogo, ou seja, sao eliminados através
de rotas metabdlicas do organismo. A biorreabsotcéduz-se na eliminacao total do

material e de seus subprodutos de degradacdo smtosetolaterais residuais [13]. A



biorreabsorcédo € o processo de remoc¢do do matefahtividade celular e/ou dissolu¢do nos
fluidos bioldgicos [5].

Os a-hidroxi-acidos como o acido glicolico, latico secapréico sdo encontrados
naturalmente, e sdo utilizados para a sintese liimgyos biodegradaveis para aplicacdo em
uma diversidade de produtos Uteis para a mediclmaca [10]. A biodegradacdo e
biorreabsorcdo de poliésteres ocorrem inicialmetri@vés da hidrélise das ligagbes ésteres
resultando na diminuicdo do peso molecular do pmldmmas sem a perda de massa. Esta
degradacéo inicial ocorre até peso molecular mdonogue 50 KDa, no qual se da inicio a
degradacgdo enzimética. A degradacao final e regdisatos implantes prosseguem por meio
de células do organismo como macréfagos, linfoatarutrofilos [10]sendo caracterizada
pela perda de massa, acompanhada pela reducacsdonméecular, alteracédo estrutural, e
perda das propriedades mecéanicas como resistétreigda, a compressao e dureza [6, 13].

Polimeros biorreabsorviveis sdo indicados em ajilieEs que necessitam da presenca
temporéria de um implante polimérico como os maienpara suturas, enxertos vasculares,
sistemas de liberacédo de drogas e membranas petaizl{o].

O PCL de cadeia linear € um polimero aprovado pBlA sendo um material muito
interessante para aplicacdo em implantes de lomgeg&o, como o contraceptivo implantéavel
Capronor [10, 19], pois apresenta razdo de degiiadEpta quando comparada a outros
poliésteres como 0 PGA, o PLA e a polidioxanonagPR0, 14].

1.2 Bioquimica da biodegradacao e biorreabsorcao gmlimeros

O corpo humano possui mecanismos capazes de renmapletamente o0s
fragmentos de monémeros resultantes da degradasgmotimeros [2].

Os mecanismos de biodegradacdo e biorreabsorcamvenv eventos celulares e
bioquimicos complexos [13]. ApGs implante de umenat sintético, o organismo promove
uma resposta a uma reacgdo inflamatoria de corpanést A presenca de peroxidos, enzimas
e células fagocitarias no processo de degradagdiesenta um papel importante nas
pesquisas de polimeros biorreabsorviveis [13].

Na primeira fase do processo de biodegradacadreedbsor¢cdo, ocorre com a
formacdo de fragmentos menores (mondmeros) do ewimpela hidrélise das ligacdes
ésteres, resultando na perda de massa e reducpesdomolecular. Na segunda fase, os
macrofagos fagocitam e metabolizam estes pequeraggnéntos via ciclo do acido
tricarboxilico (ciclo de Krebs) [5]. Nesta fase tatnbém a acdo das enzimas no processo de

degradacdo [13] e a &gua e o0 gas carbbnico gers@lmseliminados do organismo,



principalmente pela respiracdo. A massa do polingesaparece rapidamente [5, 13], ha
perda das propriedades mecéanicas do material, cesigiéncia a tracdo e a compressao [6,
13].

A biorreabsorcdo pelo organismo ocorre quandaodegradacédo gera produtos e
subprodutos organicos que possam ser metabolizdmses do ciclo de Krebs (ciclo do
acido tricarboxilico) [13]. A Figura 1.1 mostra@a metabdlica de degradacéo in vivo para o
PLA e PGA. ApoOs a hidrélise das moléculas de PLRGA, ocorre a oxidacdo do PLA em
acido latico e a conversdo das unidades de PGAliemag que por sua vez sao convertidos
em &cido piravico. Na presenca de acetil coenzimadliberacdo de CGCseguida pela
decomposicao em citrato. O citrato ser& incorpoeaoiclo de Krebs, formando G& H,0O,
que sao eliminados através da urina e respiraca®]6

O mecanismo de degradacdo da PCL envolve meaasisimilares ao do PLA,
através de reacdes enzimaticas [14] ou hidréliseligacdes ésteres ocorrendo a perda de
peso através da difusdo de oligbmeros [2].
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Figura 1.1 — Rota metabdlica de biorreabsorcadgdbtiésteres alifaticos (PLA e PGA) [13].



1.3 Préteses fabricadas a partir de polimeros biodeadaveis e biorreabsorviveis:
Estrutura e funcéo

O uso de implantes biorreabsorviveis iniciou-sel&®2 com o desenvolvimento de
suturas de PGA (Dexon) [15]. Na década de 60, Knilacolaboradores descreveram o uso
de implantes de PLA na forma de haste e suturaebradavel no reparo de fraturas
mandibulares em cachorros, o que gerou grandeegserna aplicacdo destes materiais na
medicina [6]. Em 1975 foi introduzido no mercadvyeril, composto de 92% de PGA e 8%
de PLA.

Na década de 80, melhorias nas propriedades degikstes levaram a um aumento
de seu uso fora dos Estados Unidos. Em 1991 tomseacomercialmente disponiveis no
mercado americano implantes feitos em PGA e PDSmpkantes feitos em PLA e PLLA
foram comercializados a partir de 1994 na formhates e em 1995 como parafusos.

Os polimeros utilizados como dispositivos implartéwna area ortopédica necessitam
cumprir alguns requisitos como fornecer suporte dneo adequado aorescimento de
células enquanto é degradado gradualmente em psodistcompativeis. Além disso, devem
ter a capacidade de incorporar células, fatoreseseimento, farmacos e propiciar ambientes
de osteoconducéao e osteoinducao [16].

No campo de cirurgia ortopédica, estes dispositis@s utilizados na fixacdo de
fraturas, osteotomias, artrodeses e reparo deoteaitbles [15]. Na area ortopédica séo
descritas a fixacdo de fraturas de pé e tornom&io, joelho [4, 15], cotovelo, pelve e fraturas
zigomaticas [6]. Miniplacas e parafusos tém sid@ados com sucesso em cirurgias
craniofaciais.

Os pinos reabsorviveis sdo ideais para a fixacdratlgas pediatricas [14, 17, 18]. Os
dados da literatura mostraram que em 140 pacigpéeatricos tratados com hastes
biorreabsorviveis para fixacdo de fraturas de el cotovelo e maos, a prevaléncia de
reacOes transitorias foi 2,1% e foram consideradagsbes suaves [15]. Estudos mostraram
que fraturas intra-articulares do talo e calcanemlem ser tratadas com implantes
biorreabsorviveis. Com a fixagao reabsorvivel n&i@@ssario a realizacdo de uma segunda
cirurgia para remocdo do implante, diminui a cham® fadiga sendo possivel o
acompanhamento da evolugéo do paciente por imageressonancia magnética nuclear.

Com relacdo as propriedades viscoelasticas os megledbiodegradaveis apresentam
maior deslocamento e relaxamento sob tensdo quandmparados com 0s materiais
metalicos. Clinicamente isto significa que os impg biodegradaveis possuem um

desempenho mecéanico pobre quando usados sob ceap[&S].



Um implante biorreabsorvivel ideal deveria posssrcaracteristicas de resisténcia
similares aos implantes metalicos, preservando gugwiedades até que o processo de cura
do paciente tenha ocorrido, degradando lentameote ¢ tempo e seus produtos de
biodegradacéo eliminados totalmente do organismtretanto, o implante biorreabsorvivel
ndo alcanca a propriedade de um material “idealfndlulo eldstico do aco inoxidavel € de
200 GPa, comparado com aproximadamente 2 a 15 GPanaoria dos implantes
biorreabsorviveis. O modulo de elasticidade médi@sko é de 16,5 GPa [22, 23]. A tenséo
no limite de escoamento relatada para o PLLA e#i@ d1 a 72 MPa e para o PGA é de 57
MPa, enquanto que para o acgo inoxidavel é de 25@.NMFMna técnica chamadself-
reinforcing (auto-refor¢cado) foi desenvolvida para melhoracascteristicas mecéanicas dos
implantes biorreabsorviveis [15]. Um dos métododsmudilizados para se produzir um
polimero auto-reforcado € die-drawing onde a amostra do polimero é puxada através de
uma matriz aquecida (em temperaturas abaixo domnfuséo () e acima da temperatura
de transigdo vitrea {J) com dimensGes menores que o original [24]. Dadditeratura
mostram que a resisténcia a tracdo de pinos cometid de 2 mm de PLLA é
significativamente maior do que fios de Kirschnez dco inoxidavel de dimensdes
equivalentes. Parafusos de PLA e de aco inoxidéwalm testados em um molde de
articulacbes cadavéricas e comparados. Nenhumattatupos falhou, e a resisténcia a fadiga
foi similar entre os dois grupos [15]. As propridda mecanicas do osso sao altamente
anisotropicas, por exemplo, o médulo elastico dmdsimano cortical esta na faixa de 7-30
GPa, com uma média de 20 GPa, dependendo das @esndiQ teste. Valores proximos do
moédulo elastico do material implantado e do ossoriecem a absor¢cdo 0ssea e ameniza a
presséo exercida que é causada frequentementaplanies com alto médulo elastico [21]

As propriedades mecanicas e a velocidade de degmdios polimeros sintéticos
podem ser alteradas por uma simples modificacdmigai Suas propriedades fisicas e
guimicas podem ser controladas e eles podem sdcddbs em quantidades quase que
ilimitadas. Isto faz com que eles sejam produzimoa velocidades de degradacéo variaveis,
levando varios dias até anos para serem degradadosm propriedades mecanicas
apropriadas a diferentes aplicacfes tais comoitutbstpara pele, ossos e cartilagens [11].

Os implantes biorreabsorviveis para fixacdo deufast disponiveis no mercado norte
americano sao pinos de PLA e PGA com diametroaweis de 1,1, 1,5, 2,0 e 3,2 mm. Pinos
retos e conicos de PDS séo disponiveis em diameéds3 e 2,0 mm. Parafusos de PLLA
auto reforcados com roscas e em forma de rebid® eksponiveis atualmente no comércio

sendo fabricados por vérias empresas (Figura2Q®) [
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Figura 1.2 — Parafusos e pinos biodegradaveis [20].

1.4 Comentarios

O uso de materiais reabsorviveis e biodegradavesia p fabricacdo de produtos
médicos tém sido muito difundido na prética clipigais proporciona ao paciente um tempo
de recuperacdo mais curto devido ao menor nimengirgigias e reduz o risco de infec¢do
[2].

Os polimeros sintéticos biodegradaveis tém um graguatencial para aplicacdo na
engenharia de tecidos [11], na utilizacdo em intplapara a area ortopédica e como matrizes
para liberacdo de drogas [15]. H& muitos implabieabsorviveis disponiveis no mercado
como pinos, placas, malhas, parafusos, parafusiogedtteréncia, ancoras de suturas. Entre os
materiais mais pesquisados e conhecidos estdo eFR®@A. Entretanto, a maior dificuldade
no desenvolvimento de implantes biorreabsorvivets eelacionada as suas propriedades
mecéanicas e viscoelastica®arafusos biorreabsorviveis apresentam um desempenh
deficiente quando colocados em locais que sofranpoessao, como tornozelo e pé.

Implantes com area superficial maior (parafusosnespserrados x hastes e pinos)
apresentam um aumento na incidéncia de reacOesnatibrias clinicamente significantes.
Miniplacas e parafusos tém sido utilizados com ssmeem cirurgias craniofaciais. Estes
estudos ja demonstraram também através de an@isedanica que placas e parafusos de
tithnio tém maior rigidez do que implantes biorsabiveis [15].

Apesar da variedade de polimeros sintéticos dispanho mercado, Estados Unidos,

Europa e Japao sao os paises dominantes na aBeasiDocupa neste caso uma posi¢ao que



pode ser considerada incipiente num mercado alt@npeamissor que representa somente na
area ortopédicaerca de 24 bilhdes de ddlares.

Nos ultimos anos o polimero PCL tem sido investigadsugerido como material
potencial para varias aplicacdes clinicas, comatgutps de ureter, espacador temporario de
articulacdo, nanocompdsitos para reparo e sulggtduiossea e matrizes para o
desenvolvimento de enxerto vascular [9]. Entretaatparticipagéo brasileira na geragéo de
conhecimentos tecnologicos para a area clinica #onpequena o que nos motiva a

desenvolver este trabalho.
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2. Principais motivagdes para este trabalho

2.0 Introducéo

Com o rapido crescimento ocorrido nas ultimas diésadas, o mercado potencial
mundial de produtos desenvolvidos para engenhariaados é estimado em 100 bilhdes de
euros por ano. A engenharia de tecidos tem cometiobj associar células do préprio
paciente, suportes biodegradaveis e fatores decimr@sto, proporcionado vantagens
consideraveis sobre as intervencdes cirlrgicazadés para reparar ou regenerar tecidos
lesionados por trauma ou doenca [1].

Em 2005, o mercado musculo-esqueletal foi estimawho US$ 24 bilhdes, com
US$13,3 bilhdes correspondendo ao mercado norteiane. A participacdo dos EUA no
mercado de biomateriais esta entre 35 a 45% doashermundial, enquanto o mercado
europeu responde por aproximadamente 25% [2].

Somente nos Estados Unidos sdo executados por 3n608 procedimentos de
enxertos 0sseos e 250.000 procedimentos de astiapt joelho [3].

Em 2003, as vendas de biomateriais poliméricos rama US$ 7,0 bilhdes
correspondendo a quase 88% do mercado de bionmteoimercializados naquele ano. O
mercado de materiais biocompativeis alcancou US$ kilhdes em 2008 indicando uma
vasta comercializa¢do de materiais poliméricogpnésimas décadas [4].

Em 2004, os gastos do SUS com implantes ortopé&diedsindo implantes do tipo
sintese (utilizados para a reconstituicio de daipées), coluna, fixadores, proteses e
ceramicas foi de aproximadamente R$ 103 milhdesJ5]maiores gastos sdo com implantes
do tipo sintese, como parafusos e placas de tjthagies intramedulares, sintese ligamentar e
fios de aco e implantes tipo protese utilizadosa paconstituicio das articulagdes. Estes
implantes (sintese e prétese) representaram apadaimente de 38% do valor total gasto
pelo SUS para a compra de implantes ortopédicosanm de 2003. Além do impacto
financeiro, as préteses que substituem parcialntegialmente as articulacdes, contribuem
para altas taxas de mortalidade e agravos a sgtatgle numero de cirurgias de revisao e
dias de internacdo, além de impactos negativos uaidgde de vida dos pacientes.
Entretanto, espera-se a melhoria na qualidadeddedas pacientes e reducdo dos custos para
o SUS [5].

A maior parte dos implantes ortopédicos € utilizada casos de fraturas e doencas

degenerativas. Ha também implantes desenvolvidoa peforcar ou substituilossos
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acometidos por tumores. A recuperacdo do pacientehe vérios fatores como o estado

geral de saude do paciente e o tipo de problemaogasionou a colocacdo do implante

ortopédico. A indicacdo para o uso de determinadtege depende do tipo de doenca, da
idade do paciente, da qualidade do 0sso e da éxpéxido cirurgido [6].

Em 2004, somente rocedimento de artroplastia total de quadril gefoase 10 mil
internacbes e um gasto total de quase R$ 30 milpaes a compra de proteses, que
corresponde a 38% do gasto com implantes ortopgdddém disso, somente em 2004 houve
cerca de 1500 cirurgias de revisao responsaveismaasto adicional de quase R$ 7 milhdes
em proteses [7]. Estes numeros ndo representaimande real por estes servi¢cos, uma vez
que, a esperanca de vida do brasileiro vem aundmtaicada ano, passando de 71,3 anos em
2003 para 71,7 anos em 2004 e 72,35 anos em 20f1. cC aumento continuado da
longevidade do brasileiro, havera necessidade dmpéar a oferta desta tecnologia [8].

Uma variedade de implantes ortopédicos, parafysasas e hastes que substituem
total ou parcialmente as articulagbes do corpo maneomo quadril, joelho e ombro, estéo
disponiveis no mercado mundial [5].

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilanciani&ria) os produtos em uso
na area de ortopedia e neurortopedia sdo: protesgsadril, joelho, imero/ ombro (Figura
2.1), implantes de coluna (Figura 2.2), parafusosrdabsorviveis (Figura 2.3), cimentos
ortopédicos (Figura 2.1), ancoras (Figura 2.4) |Jamigs neuroldgicos (Figura 2.5) [7].



13

(A) (B) ©
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(D)
Figura 2.1 — Proteses de quadril (A), joelho (Byeto/ ombro (C), cimento ortopédico (D) [6].

Figura 2.2 — Implantes de coluna [38].
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Figura 2.3 — Parafusos Biorreabsorviveis [54].

Figura 2.5 — Implantes para neurocirurgia [38].

2.1 Préteses de quadril

De acordo com a Fundacao Nacional de Osteoporoge-Nmericana, estima-se que
mais de 100 milhGes de pessoas no mundo estejeo sidco de desenvolver fraturas
secundérias a osteoporose. Somente nos EstadossUnigsco de ocorrer fraturas de coluna,
quadril e raio distal estdo acima de 40% para dhares e 13% para os homens com idade

superior a 50 anos. Estima-se mundialmente a ouwaé&e 700.000 fraturas por ano por
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compressdo em vértebras osteopordticas, sendo aeaism terco delas cronicamente
dolorosas. Nos Estados Unidos os custos diretosigaeriores a 17 bilhdes de délares [9].
Com o aumento da idade da populacdo estima-sesjoestos diretos associados as fraturas
relacionadas a osteoporose excedam os 60 bilhdd&ales em 2030 [10].

Mundialmente estima-se que mais de 800.000 cirsidgasubstituicdes de proteses de
guadril sdo executadas por ano, e deste total xiapgdamente 1 a 10% sao devido ao
afrouxamento asséptico. O afrouxamento assépti@ deuma substituicdo do implante ou
revisdo, ambos sdo dolorosos para o pacientectunante dificeis para o cirurgido e caro
para o servi¢o de saude [11].

De acordo com dados internacionais, aplicados tamibéealidade brasileira, 30% das
pessoas acima de 65 anos sofrem quedas ao menogemrpar ano. A associacdo da queda
com o enfraquecimento do 0sso, que caracterizéacapgose, quase sempre leva a fratura.
Por isso, é necessario discutir as formas de pc@eendiagndstico e tratamento da
osteoporose, especialmente em funcdo do envelhettirda populacao [12].

Cerca de 32% das mulheres que vivem até os 80safiesn fratura de quadril, com
risco de Obito equivalente aos causados por calteenama. Entre os homens, 17% terdo a
fratura, segundo dados da Universidade de AlabdosmEstados Unidos. O tipo de fratura
osteoporética, ou por fragilidade, mais perigosaa do fémur, ou quadril, que provoca
mortalidade de 20% no ano seguinte a fratura, dshependéncia e asilamento [12].

Entre os homens com 80 anos ou mais, 0 nhumero denpas acometidos pela
osteoporose chega a 36,4%. Enquanto 19% das mulhmengem um ano depois da fratura
causada por osteoporose, nos homens esse nimesdpma, subindo para 39%. Estima-se
ainda que o numero aproximado de fraturas de dquamri2025 sera de 3,94 milhdes (1,16
milhdes em homens e 2,78 milhdes em mulheres). &espo de fratura osteopordética mais
grave, responsavel por um grande indice de incdpdej que gera dependéncia, morbidade
(complicacdes relacionadas a imobilidade) e madie. Segundo dados de um estudo
canadense publicado na revista Clinical Therapgetic 2004, pelo menos um terco de todas
as fraturas de quadril ocorrem em homens. A préidade de um homem aos 50 anos ter
uma fratura de quadril é de cerca de 11% , ja rlagnesse indice sobe para 22% [12].

Nos EUA, mais da metade dos individuos acima dosris tém osteopenia ou
osteoporose. Sdo 1,5 milhdes de fraturas ao ano,costos projetados de até 17 bilhdes de
dolares, maior que os com cancer de mama, ou dermmdiabetes, ou doenca pulmonar

cronica. A osteoporose ocorre em 18 a 28% das maglmm idade igual ou maior que 50
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anos, e em 6 a 22% dos homens nessa mesma faixaafe que mais de 200 milhdes de
mulheres no mundo tenham a doenca [12].

Os tipos de proéteses utilizados em cirurgias dafésfio as préteses ndo cimentadas e
proteses cimentadas. A prétese ndo cimentada é&uwalpara pessoas mais jovens, com boa
qualidade OsseaAs partes do fémur (acetdbulo e componente fem(rigura 2.6)sao
fixadas diretamente na superficie 0ssea, sem &agfilo de cimento [13]. A proétese
cimentada é utilizada em cirurgias de artroplatial de quadril em pacientes com idade
avancadaA protese cimentada usa cimento 0sseo para fixaonamponente acetabular na

bacia e a parte femoral no fémur. A mais utilizdadaprétese de Charnley [6, 13, 14].

Figura 2.6 — Prétese de quadril (haste femurak&halo) [6].

As proéteses atuais sao feitas de materiais biocthwe Os mais empregados sao:
polietileno de alta densidade, ligas metalicas w#no — cobalto - molibdénio, cromo -
titdnio, titdnio — aluminio — vanadio, cimento dasspolimetiimetacrilato (PMMA). O
acetabulo é confeccionado com polietileno de atesidlade e a parte femoral é feita de liga

metalica [6].

2.2 Proteses de joelho e ombro

A artroplastia total de joelho € uma cirurgia readia para substituir a articulagéo
“doente” por uma protese. A articulacado danificédaubstituida por materiais metalicos e
poliméricos [12]. A artroplastia total de joelhodeoser realizadattilizando-se proteses

cimentadas e ndo cimentadas (Figura 2.7) [15].
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Figura 2.7 — Protese de joelho [55].

O desenvolvimento de préteses que preservasselgaosehtos cruzados e colaterais
iniciou-se com Guston [16]. Posteriormente, Hurmerfet al [17] introduziram o uso de
proteses totais do joelho que ndo necessitavarmumto ortopédico para fixacdo ossea.

Os implantes ndo cimentados possuem superficas@oconstituida por microesferas
que permitem a aderéncia na interface superfige;osvorecendo a osteointegracdo. As
principais justificativas para a utilizacdo de miaise ndo cimentados referem-se a
possibilidade de um tipo de fixacdo alternativa)dgica, sem os problemas potencialmente
provocados pelo uso do cimento ortopédico [15]. cmentos ortopédicos, como por
exemplo, o cimento acrilico, ndo € biodegradaveél@favorece a osteointegracao. [18].

As proéteses de joelho sdo confeccionadas de matere&talicos: ligas de aco, liga de
cromo e cobalto, liga de titnio e aluminio; maleri poliméricos: polietileno, PVC
polipropileno; espuma de poliuretano, e cimentdiaorutilizado para fixacdo da protese [6].

Os gastos do SUS no ano de 2004 com proteseslitde joeam de aproximadamente
R$ 450.000,00 [19].

Desde a década de 70 é realizada no Brasil a st@pde ombro, entretanto, foi a
partir da metade dos anos 80 que o procedimenttors®mu melhor conhecido pela
comunidade ortopédica [20].

As fraturas de escapula sdo pouco frequentes,seqpendo 3 a 5% das fraturas da
cintura escapular (clavicula, escapula e umer@ufgi2.8) e apenas 0,4% a 1% das fraturas
do esqueleto. Diversos estudos ja demonstraranagjdiaturas escapulares sdo decorrentes
de traumas de grande energia, apresentando alte idel lesdes associadas (35 a 98%). As

lesbes associadas mais frequentes, segundo aulitgerado: fraturas de costelas ipsilaterais
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(27 a 54%), contusdo pulmonar (11 a 54%), fratdeaslavicula (17 a 40%), pneumotdrax
(11 a 38%) e fraturas do umero (12%) [21].

As fraturas da extremidade proximal do umero séqifentes e associadas a traumas
de baixa energia, acometendo principalmente pesdosas, entre 60 & anos de idade. A
incidéncia dessas fraturas tem aumentado, bem cmmeédia de idade dos pacientes
acometidos. Em 2006, ap6s andlise de um grupo acpuobl definido, Palvanen e
colaboradores sugerem que a incidéncia das fratlmasxtremidade proximal do Umero
triplique nos proximos 30 anos [22]. Estas fratypadem ser tratadas utilizandofdacas e
parafusos, como placas em liga metalica de acadaeel [23].

As préteses de ombro (Figura 2.8) sdo compostaparte metdlicas e de polimeros.
A parte que substitui a extremidade superior dorar@emetalica e a parte confeccionada em
material polimérico é ligada a articulacdo glenotaheAs proteses de ombro sao

confeccionadas em aco inoxidavel austenitico cremiguel - molibdénio e polietileno [6].

Figura 2.8 — Protese de umero/ ombro [55].

2.3 Implantes de coluna

A incidéncia das fraturas da coluna vertebral tamentado nas Ultimas décadas,
tendo como causa principal o aumento no numereiderges industriais e automobilisticos,
que tem sido 0s responsaveis pelas lesbes compéexpaves da coluna vertebral. Nos
pacientes politraumatizados a incidéncia dasraatda coluna vertebral € maior, e também a
sua associacao com as lesdes neuroldgicas [24].

Outras causas frequentes de fratura da colunabvaltedo as quedas de altura,

mergulho em aguas rasas e ferimentos por projéee@rma de fogo. O conhecimento dos
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dados epidemiolégicos dessas fraturas € muito itaupker para a elaboracdo de medidas e
acOes preventivas, que poderiam ser muito efigemni@ reducdo da sua incidéncia, e
principalmente na prevencdo das sequelas decasrelgdesdo da medula e dos nervos
espinhais [24].

A medula espinhal esta intimamente relacionada asmértebras, e pode ser lesada
nas fraturas da coluna vertebral. A lesdo da mededpinhal (LME) ocorre em
aproximadamente de 15 a 20% das fraturas da cekmebral e a incidéncia desse tipo de
lesdo apresenta variacbes nos diferentes paisémaEs se que na Alemanha ocorram
anualmente 17 casos novos por milhdo de habitanéssEUA ocorram de 32 a 52 casos
novos anuais por milhdo de habitantes e no Brastlacde 40 casos novos anuais por milh&o
de habitantes, totalizando 6 a 8 mil casos por anm, custo aproximado é de US$ 300
milhdes por andA lesdo da medula espinhal ocorre com maior fregjaém sexo masculino,
na proporcdo de 4:1, na faixa etaria entre 15 a@. Acidentes automobilisticos, queda de
altura, acidente por mergulho em agua rasa e fatomepor arma de fogo tém sido as
principais causas de traumatismo raquimedular (TRM) freqiéncia dos TRM em
decorréncia de ferimentos por projéteis de armafai® tem aumentado de modo
consideravel, refletindo o alto nivel de violéneas grandes centros [24].

Os implantes para coluna vertebral sdo confeccmach liga de titdnio — aluminio —
vanadio, na formae parafusos, placas, hastes, ganchos e cageassjo@sgura 2.9) [6]. O
titdnio possui 6tima biocompatibilidade (a melhentte os biomateriais metalicos), elevada
resisténcia ao desgaste mecanico, tenacidade esuéicpara reduzir o risco potencial de
fratura e viabilidade de fabricagdo em diferentesmatos [2h O implante de titanio
apresenta-se com o0s tecidos adjacentes bem vasadtartem maior flexibilidade, isto €, um
menor modulo de elasticidade (105 GPa) quando c@udpaa outros metais (aco inoxidavel
316L — 193 GPa). O médulo de elasticidade médiosso é de 16,5 GPa [26, 27].
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Figura 2.9 — Implantes de coluna [56].

2.4 Cimentos ortopédicos

A utilizacdo de cimento 6sseo em artroplastias@magsandes mudancas no conceito
de fixacdo do implante ao osso [28]. Sua prindipatdo é de colar a prétese 0sso e atuar
como interface elastica capaz de transmitir caggsrétese ao osso [29, 30, 31].

Os cimentos Osseos acrilicos a base de PMMA (podtacrilato de metila) sé&o
utilizados em cirurgias ortopédicas e odontologltéasnais de 40 anos [29]. Desde a década
de 50, o PMMA j& era utilizado para a fixacao d&égses em cirurgias de artroplastia total de
quadril [29, 30].

Préteses cimentadas sdo utilizadas em cirurgiaartdegplastia total de quadril em
pacientes com idade avancada. Neste tipo de proteseento désseo é utilizado para fixar o
componente acetabular na bacia e a parte femoféhmar [6].

Muitos outros tipos de resinas acrilicas ja forastadas, no entanto, ndo provaram ser
Uteis devido a forca de adeséo inadequada e a bamigampatibilidade [32]. As resinas de
cura rapida injetaveis também sao utilizadas nemum@mento de defeitos 0sseos, defeitos
causados por fraturas do corpo vertebral e estabdp de osteoporose [33].

A aplicagdo de cimentos 0sseos injetaveis em attapequer que estes tenham
propriedades adequadas, como alta resisténcia macénbiocompatibilidade [34]. Os
cimentos 0sseos injetaveis sdo aplicados nos pmentbs de vertebroplastias percutaneas,
no qual o cimento ésseo é injetado diretamente orpoc das vértebras com fraturas
provocadas por osteoporose ou lesdes associadiamees [35].

Atualmente, os cimentos 6sseos tém sido utilizada®o veiculo de liberacéo local de
drogas, como antibidticos, antiinflamatérios e #&msos locais. A liberacdo da droga

diretamente no tecido danificado e em altas commgies resolve o problema do efeito
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terapéutico reduzido obtido pela administracdo poas tradicionalmente utilizadas
ocasionada pela limitada circulacdo sanguineacaida@sseo [31, 36]. Atualmente, existem
cinco tipos de cimentos ortopédicos associadoimembbianos ja aprovados pelo FDA [31].
Ha muitos cimentos 0sseos disponiveis no mercadwalialy como cimentos acrilicos,
cimentos & base de poliuretanos e/ ou fosfatosatigocpara aplicacbes médicas na area

ortopédica [37].

2.5 Ancoras e implantes neurolégicos

As ancoras (Figura 2.1@odem ser confeccionadas em materiais absorvive&oe
absorviveis [19]. Sdo utilizadas para aplicacbescenrgias bugo-maxilo-faciais, cranio-
maxilo-faciais [38] e cirurgias de ombro [39]. Oogduto Endobrow (LactoSorb®)
comercializado no Brasil € um tipo de ancora @iz em procedimentos de lifting. E um

sistema de parafuso de pressdo com orificio perseacdo de um fio de sutura [38].
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Figura 2.10 — Ancora biorreabsorvivel (A) [54], arecde liga de titanio [41].

A partir dos anos 90 houve um grande desenvolvionéatartroscopia do ombro e na
utilizacdo de ancoras para fixacdo das suturasrteasl As ancoras de fixacdo 6ssea sao o0s
implantes mais utilizados na artroplastia de onfiB@g.

O desenvolvimento de ancoras metalicas e absosviy&imitiu a substituicdo da
técnica de suturas transésseas, especialmentasws de instabilidade glenoumerais e lesdes
do manguito rotator (artroplastias de ombro) [40].

Diferentes materiais podem ser utilizados paransicocéo de defeitos cranio faciais,
entre eles materiais metalicos como malhas dddjtamembranas de acido latico, lamina de
polidioxanona (PDS). As osteossinteses na regi@uafacial podem ser feitas com placas e
parafusos de titanio, fios de aco, materiais barserviveis como placas e parafusos de
copolimero de PLLA/ PGA (LactoSorb®) [41]. H& tambénateriais ceramicos como a tetra-

tri-calcio de hidroxiapatita utilizada para repadafeitos do cranio. Outros materiais incluem
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uma combinacdo de PMMA e PHEMA (polihidroximetila&tlato), implante utilizado na
reposicao de tecido duro, indicado para defeitosréeio resultantes de trauma, infeccdes e

malformacdes congénitas [38].

2.6 Implantes biodegradaveis e biorreabsorviveis

Os traumas, especialmente os traumas faciais estdtornando cada vez mais
freqUentes no nosso dia a dia, a medida que crescaoféncia e agitacdo da vida moderna.
Os traumas podem provocar lesdes nos tecidos naddes,de lesdes nos tecidos duros (0ssos
e dentes), podendo levar a fraturas. Os traumasigamiais podem ser causados por varios
fatores, entre eles, agressdes fisicas, acidentemabilisticos, motociclisticos, ciclisticos,
quedas, acidentes esportivos, acidentes de trabalho

As fraturas faciais acometem os ossos da mandillalamaxila, do complexo
zigomético-orbitéario, do arco zigomatico, naso-to@dtmoidais, do nariz e fraturas dento-
alveolares.

Um estudo epidemiolégico dos traumas com fratuaagis operados no Servico de
Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial do HivapXV, da cidade de Curitiba — PR,
no periodo de janeiro de 1986 a dezembro de 2Q00 total de 350 pacientes, foi realizado e
avaliou o perfil dos pacientes atendidos, a evauda tratamento e a etiologia das
complicagbes ocorridas neste periodo, objetivaneterchinar estratégias preventivas que
minimizem os riscos de traumatismos faciais.

Vérias etiologias foram encontradas no estudo,acord ilustrado na Figura 2.11,
sendo os acidentes automobilisticos responsavisgoende maioria dos casos (31,71%),
seguido por quedas (24,57%), agressoes fisicad3d, acidentes esportivos (11,43%),
acidentes ciclisticos (8,28%), acidentes de trab&2B6%), além de iatrogenias e pacientes

SEM informacéo sobre a causa, com 0,86% cada um [42
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Figura 2.11 — Distribuicao das etiologias dos trasimie face [42].

Entretanto, correlacionando as etiologias com asosacometidos, a pesquisa
demonstrou que as quedas foram as principais cadesiaturas mandibulares, os acidentes
automobilisticos foram responsaveis pelas fratunas regides da maxila, complexo
zigomético-orbital, naso-orbitario-etmoidal e nasab arco zigomético foi acometido no caso
de acidentes esportivos (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Relagao entre incidéncia de fratusse causas

Fraturas Etiologia mais comum Numero Total %
Mandibulares Quedas 61 171 35,67
Maxilares Acidentes automobilisticos 32 71 45,07
Zigomatico-orbitarias Acidentes automobilisticos 42 113 37,17
Arco zigomatico Acidentes esportivos 13 39 33,33
Naso-orbitario-etmoidais  Acidentes automobilisticos 01 02 50,00
Nasais Acidentes automobilisticos 12 23 52,17

O tratamento das fraturas faciais é realizado ésrae fixacao interna rigida com uso
de miniplacas e parafusos de titanio, placas e fusra reabsorviveis, bloqueio
maxilomandibular ou reducdes cirargicas com ostatese a fio de ago [42].

Atualmente placas e parafusos de titanio sdo aditz de forma segura e efetiva em
sistemas de fixac&o de cirurgias maxilofaciaisré&ahto, estes sistemas apresentam algumas
desvantagens uma vez que interferem nas radicasraptiécnicas de imagem. A necessidade
de uma segunda cirurgia para remoc¢ao do implanf@ican em desconforto, riscos de

infeccdo e custo socio-econémico, 0 que ndo oaane dispositivos biodegradaveis. Outra
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vantagem dos dispositivos biodegradaveis é suaolwwinescéncia o que o0s torna
compativeis com radioterapia e exames de imagerdmAtbisso, com dispositivos
biodegradaveis a osteoporose por ser evitada davichnsferéncia gradual de forcas ao 0sso
durante o processo de cura (remodelacdo éOssea)amngas cadeias de polimeros se
desintegram pelo processo de degradagdao do matdjal

Desde a introducdo de dispositivos biodegradaveid @66, varios estudos in vitro,
animais e clinicos tém sido publicados com resaiagositivos bem como resultados
negativos. Os dispositivos biodegradaveis aindasnéstituem os implantes de titanio devido
as suas propriedades mecanicas (resisténcia eajlunenos favoraveis. Outro fator limitante
ao uso de dispositivos biodegradaveis é a resiat@élos cirurgibes em modificar as técnicas
de tratamento convencional as quais eles tém mpesiéncia [43].

Entre os materiais biodegradaveis mais utilizadasconfeccdo de placas, pinos,
parafusos e ancoras de sutura estdo o poli adtidigh (PGA) (Dexon®), o copolimero de
PGA/PLA (Vycril®, LactoSorb®), a polidioxanona (PP& o poli (acido latico) (PLA) [44].

O PCL é um poliéster alifatico que tem sido muitdizado em varias aplicacbes
biomédicas como sistemas de liberacdo controladhaifms e suportes para a engenharia de
tecidos [45]. Homopolimeros e copolimeros do PClaesendo utilizados para preparar
sistemas de liberacéo controlada e prolongadarde&®s e proteinas [46].

2.7 Comentarios

As aplicacbes do PCL de cadeia linear sao limitagleendo comparada a outros
poliésteres alifaticos, devido a sua lenta cinétieareabsorcéo e degradagédo, em funcdo da
sua alta cristalinidade e carater hidrofébico [48u carater hidrofobico se deverasenca
de cinco grupos metileno apolares e um grupo é@stativamente polar em cada unidade
repetitiva (Figura 2.12) [48]A degradacdo do PCL linear é bem lenta quando c@adpaa
outros poliésteres como PGA e PLA, e por issogaléilizado na fabricacdo de dispositivos
médicos que levam longo prazo para degradar cooomiwaceptivo implantavel denominado

O
Il
C—I(CHy)5—0
H

Figura 2.12 — Estrutura quimica do pelidaprolactona) [49].

comercialmente como Capronor [49].
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Neste trabalho foi realizado um estudo do PCL kestrem poliéster de cadeia
ramificada. Um polimero estrela constitui-se deniraleo central acoplado com trés ou mais
ramificacbes de mesmo peso molecular [50]. O PCkeles pode ser sintetizado por
diferentes rotas de sintese, obtendo-se polimemosdiferentes pesos moleculares devido a
variacédo da razdo molar entre 0 mondnzecaprolactonastCL) e o iniciador utilizado [51].

A razéo de degradacao de um polimero € determpeldgeso molecular inicial, pela
cristalidade, pela area superficial do polimerooskg, e pela razdo entre os monémeros (no
caso de copolimeros) [49]. A presenca de ramifieagha cadeia polimérica diminui a
regularidade espacial da molécula e desfavorecistalizacdo [52], com isso a degradacdo
hidrolitica € afetada, pois a estrutura cristaliifeculta a permeacédo de agua na molécula.
Polimeros amorfos apresentam cinética de degradawde rapida do que polimeros
cristalinos [53].

No presente trabalho, o PCL estrela (PCL*) foi etizbdo através de uma rota de
sintese que parece nao ter sido ainda descritalifgrttura e sua cinética de degradacao
enzimatica foi estudada em condicdes fisiologidasinética de degradacdo enzimatica €
uma propriedade importante para uma avaliacaonpredr do tipo de dispositivo médico que

poderd ser projetado/fabricado a partir de um patnbiorreabsorvivel.
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3. Revisao da Literatura

3.0 Fisiologia do tecido 6sseo

O tecido 0sseo € o constituinte principal do elsqo® serve de suporte para as partes
moles e protegendo os 6rgdos vitais, como 0s a®tieds caixas craniana, toracica e no canal
raquidiano. Atua alojando e protegendo a medulaa)sermadora das células do sangue.
Proporciona apoio aos musculos esqueléticos, tranahdo suas contragdes em movimentos
Uteis, e constitui um sistema de alavancas queianggl forcas geradas na contracao
muscular.

Além dessas fungdes, os ossos funcionam como ittepigs calcio, fosfato e outros
ions, armazenando-os de maneira controlada, panemeonstante a concentracdo desses
importantes ions nos liquidos corporais [1].

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecidguntivo de sustentacdo, formado
por células e por material extracelular calcificadenominado matriz 6ssea. O 0sso €
composto de trés tipos de células (osteoblastogodastos, ostedcitos), uma matriz
extracelular mineralizada (composta de 65% de hidpatita e fosfato tricalcio) e uma
matriz extracelular organica (composta de 35% digemo e outras proteinas como
glicoproteinas, proteoglicanas, osteocalcina, pstetina e fatores de crescimento). Estas
proteinas contribuem para a abundancia de sinaister@or da matriz extracelular. As fibras
de colageno flexiveis e resistentes reforcadas @istais de hidroxiapatita sdo importantes
para o requisito de forca compressiva e alta Bwisd do osso a fratura [2]. Mesmo
representando apenas 1% da matriz extracelulanicegéos fatores de crescimento tém se
tornado de grande interesse para entender os poscsiopatoldgicos de regeneracdo 0ssea
e osteointegracéo [3].

Os osteoblastos sdo as ceélulas que sintetizam ta peganica (colageno tipo I,
proteoglicanas e glicoproteinas) da matriz 6ssaj portanto, as células responsaveis pela
formacao do osso. S&o capazes de concentrar fakfatalcio, participando da mineralizacéo
da matriz. Uma vez aprisionado pela matriz recémteszada, o osteoblasto passa a ser
chamado de ostedcito. A matriz se deposita ao reldorcorpo da célula e de seus
prolongamentos, formando assim as lacunas e odiadoa. Os osteoblastos em fase de
sintese mostram as caracteristicas ultra-estratal@s células produtoras de proteinas. A
matriz 6ssea recém formada, adjacente aos osttmblasivos e que ndo esta ainda

calcificada, recebe o nome de ostedide (Figura[3]1)
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Figura 3.1 — corte de osso frontal de rato recéseida em processo de ossificacdo intramembranObaerva-
se a matriz 6ssea aciddfila da trabécula e os @tdsdo seu interior necessariamente circundadizs matriz
Ossea. A massa de células nos espacos vaziospmrdesas células da medula 6ssea. Em maior aunjiemtio
a trabécula e ndo no seu interior, observe osldskEtos, células basofilas, alongadas ou cubids [4
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Os osteocitos sdo as células encontradas no inwaianatriz 6ssea, ocupando as
lacunas das quais partem os canaliculos (Figuja 3.2

Ostedcitos

Figura 3.2 — Imagem de Microscopia Eletronica der&tiura do tecido 6sseo
humano mostrando suas lacunas que contém osteptiios

As células responséaveis pelo remodelamento 6sseoss@ésteoclastos. Sao células
moveis, gigantes, ramificadas, que se originamrdeypsores mononucleados provenientes
da medula 0ssea que, ao contato com o tecido Ggsen)-se para formar os osteoclastos
multinucleados.

A superficie ativa dos osteoclastos, voltada paramairiz Ossea, apresenta
prolongamentos vilosos irregulares, circundadosymoa zona citoplasmatica, a zona clara,
pobre em organelas, porém contendo muitos filansesi¢oactina. A zona clara € um local de
adesao do osteoclasto com a matriz ssea e crimiciambiente fechado, onde tem lugar a
reabsorcdo 0ssea que atuam localmente digerindatr& rarganica e dissolvendo os cristais
de sais de calcio. A atividade dos osteoclastogogédenada por citocinas e por hormonios
como calcitonina, um horménio produzido pela glaadiredide, e paratorménio, secretado

pelas glandulas paratireéides [1].
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Corle da zona
circunferencial clara

Microambienie com pH baixo
e enzimas gossdmicas

Figura 3.3 — Esquema de reabsorcéo éssea, ondeasmaioduzidas no osteoclasto digerem a matriz e
enviam o0s minerais para o capilar sanguineo [1].

Todos o0s 0ssos sdo revestidos em suas superfitézaas e internas por membranas
conjuntivas que possuem células osteogénicas, i0sfEy e 0 enddstesespectivamente
(Figura 3.4). As principais fun¢des do endésteo petidosteo séo a nutricdo e oxigenagéo das
células do tecido 6sseo e o fornecimento de nowbsoblastos, para o crescimento e a
recuperacao do osso [1].

Figura 3.4 — unidade estrutural do tecido 6ssep [48
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Macroscopicamente o osso € formado por partes sendacle visiveis, 0 0SS0
compacto (Figura 3.5), e por partes com muitas deads intercomunicantes, 0 0SSO
esponjoso (Figura 3.6). Nos ossos longos (ex: fédmero) (Figura 3.7) as extremidades ou
epifises sdo formadas por 0sso esponjoso com ulgaddecamada superficial compacta. A
diafise (parte cilindrica) € quase totalmente cartggacom pequena quantidade de 0sso
esponjoso na parte profunda, delimitando o canallulme Nos 0ssos longos, 0 0SsoO

compacto é chamado também de osso cortical [1].
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Figura 3.6 — tecido 6sseo esponjoso [49].
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cavidade medular

medula amarela

Figura 3.7 — estrutura de um osso longo [48].

Nos 0ssos chatos, que constituem a abdbada craekieem duas camadas de 0Sso
compacto, as tabuas interna e externa, separadas$m esponjoso que, nesta localizacao,
recebe o nome de diploe (Figura 3.8).

Figura 3.8 — 0ssos chatos da abobada craniana [50].
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As cavidades do 0sso esponjoso e o canal meduldraflae dos 0ssos longos sao
ocupados pela medula 6ssea (Figura 3.9). No re@écido, toda a medula 6ssea é vermelha,
devido ao alto teor de heméacias, e, € ativa a gémlde células do sangue (medula 6ssea
hematogena). Ja4 no adulto, a medula vermelhadgtata aos 0ssos chatos do corpo (esterno,
costelas, 0ssos do cranio), as vertebras e ase=pdfo fémur e do imero (0ssos longos). Com
o0 passar dos anos, a medula éssea vai sendoamfdiltpor todo tecido adiposo, com

diminuicao da atividade hematégena (medula 0sseaeta1].

Medula éssea
vermelha

Vaso
sangiineo

Figura 3.9 — Cavidade medular dos ossos [49].

Histologicamente existem dois tipos de tecido d@ssmaturo (ou primario ou
trabecular) e maduro (ou secundario ou lamelar)d@s tipos possuem as mesmas células e
0S mesmos constituintes da matriz 0ssea, porénesemam diferentes organizacdes
tridimensionais em suas fibras colagenas [1].

O tecido primario € o0 que aparece primeiro, tardodasenvolvimento embrionario
como na reparacgéo das fraturas, sendo tempor&tibstituido por tecido secundario. E 0sso
esponjoso visto a olho nu. No adulto é muito pdueqiente, persistindo apenas proximo as
suturas dos 0ssos do cranio, nos alvéolos deng&gas alguns pontos de insercao de tenddes.

O tecido 0sseo primario apresenta fibras colagdisg@stas em varias direcdes sem
organizacdo definida, tem menor quantidade de mmémais facilmente penetrado pelos
raios X) e maior propor¢céo de ostedcitos do queximd 6sseo secundario (Figura 3.10) [1].
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Figura 3.10 — Ossificagdo membranosa de calotdatranNo osso formado, a matriz 6ssea produzidaspel
osteoblastos esta mineralizada. No interior ddlagvam-se os pequenos espacos que abrigam ositoste6
células derivadas dos osteoblastos. O tecido éshspde-se em trabéculas, como uma esponja, dkixan
espacos que serdo colonizados por células hemétimpsi para formar medula éssea. Continuara havend
deposicao 6ssea a partir da periferia pelos ostetsl 14 situados [51].

O tecido 6sseo secundario (lamelar) substitui grzataente o tecido ésseo primario.
E a estrutura caracteristica do tecido 6sseo adita principal caracteristica é apresentar
fibras colagenas organizadas em lamelas, dispgsiealelamente umas as outrasn
camadas concéntricas em torno de um canal cedéagminado canal de Havers, por onde
ocorrem vasos sanguineos e nervos. Cada conjussesieonstitui um sistema de Havers ou
Osteons (Figura 3.11). As lacunas onde se alojamstEdcitos também estdo distribuidas
regularmente. Este sistema € tipico do tecido O0sseandario. Os canais medulares de
Havers percorrem o osso longitudinalmente e comanmise entre si com a cavidade medular,
e com a parte externa do 0sso por canais trangvensabliquos, os canais de Volkmann
(Figura 3.12). Estes se distinguem dos canais @erslgpor ndo apresentarem laminas ésseas
concéntricas. E 0sso compacto visto a olho nu.

O tecido 0sseo secundario que contém sistemas derdé caracteristico da diafise
dos ossos longos, embora sistemas de Havers pegseiam encontrados no 0Sso compacto

de outros locais [1].



38

Canal de Volkmann

Figura 3.11 — Esquema da parede de diafise dos tmsgos. Aparecem trés tipos de tecido ésseo tamel
0s sistemas de Havers e as lamelas circunferemoitgsnas e as internas. O sistema de Havers desenh
em trés dimens@es no alto e & esquerda, mostiardagéo das fibras colagenas nas lamelas. O sislem
Havers saliente, & esquerda, mostra a direcAoiltas tolagenas em cada lamela. A direita obsemve u
sistema de Havers isolado, mostrando um capilagusaeo central (h4 também nervos, que nado foram
mostrados no desenho) e muitos ostedcitos conpselamgamentos. [1].

Canais deVolkmanr

Canais de Have

Figura 3.12 — Canais de Havers e canais de Volkrj#in
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O tecido Osseo € formado ou por um processo chandelo ossificacdo
intramembranosa, que ocorre no interior de uma memabconjuntiva, ou pelo processo de
ossificagcdo endocondral. Este ultimo se inicia salom molde de cartilagem hialina, que
gradualmente é destruido e substituido por tecgkea® formado a partir de células do
conjuntivo adjacente. Tanto na ossificagcéo intrabramosa como na endocondral, o primeiro
tecido 6sseo formado é do tipo primario. Este écpoa pouco substituido por tecido
secundario lamelar. Portanto, durante o crescimdaf ossos podem-se ver, lado a lado,
areas de tecido secundario. Uma combinacéo de ¢domaremocao de tecido 0sseo persiste
durante o crescimento do 0sso, acontecendo tambémduito, embora em ritmo muito mais
lento [1].

3.1 Crescimento e remodelacéo 6ssea

O crescimento dos ossos consiste na formacdo @ tésseo novo, associada a
reabsorcdo parcial de tecido j4 formado; assimps®ds conseguem manter sua forma
enquanto crescem.

Os ossos chatos crescem por formacgéo do tecido psse peridsteo situado entre as
suturas e na face externa do 0sso, enquanto ooeafesorcdo na face interna. Sendo
extremamente plastico, o tecido 6sseo respondeexymmplo, ao crescimento do encéfalo,
formando uma caixa craniana do tamanho adequapo. [1

Nos adultos também existe remodelacédo dos ossopracesso fisiologico que ocorre
simultaneamente em diversas partes do esqueletste N@so a remodelacdo ndo esta
relacionada com o crescimento e € muito mais leBstima-se que a remodelacdo nas
criancas pequenas seja 200 vezes mais rapida dwgqulultos.

Nos ossos longos, as epifises aumentam de tanumviio ao crescimento radial da
cartilagem, acompanhado por ossificacdo endocandraliafise cresce em extensdo pela
atividade dos discos epifisérios e, em espesseta,fprmacéo de tecido 6sseo na superficie
externa de diafise, com reabsorcdo na superfitdenia. Esta reabsor¢do interna aumenta o
diametro do canal medular [1].

Apesar da sua resisténcia as pressoes e da sza,dutecido 6sseo € muito plastico e
possui alta capacidade de se remodelar mediantesds/ situagbes a que é submetido, tais
como lesdes, fraturas e perdas 0sseas. O processgeheracdo 6ssea se inicia a partir de
importantes reacdes bioldgicas, desencadeadaprpglaa leséo do tecido.

O remodelamento 6sseo depende da atividade integiadiois tipos de células: os

osteoblastos, para producdo de tecido 6sseo nov®,osteoclastos, para reabsorcdo 0ssea,
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ambos 0s eventos cruciais ao processo no decasreregcimento 0sseo normal, ou apoés

leséo [1].

3.2 Mecanismos de reparo do tecido 6sseo

O acometimento de uma lesdo no tecido 0sseo, &tézarou cirargica, é seguido por
sequéncia histolégica definida, destinada a remalesdo. Nos locais de fratura dssea, ocorre
hemorragia, pela lesdo dos vasos sanguineos, igastae matriz e morte de células 6sseas
[1, 4]. A reparacao se inicia ap0s a remocdao, pelasréfagos, do coagulo sanguineo e dos
restos celulares e da matriz. O periésteo e o tamlfwoximos a area fraturada respondem
com uma intensa proliferagdo, formando um tecid@tomico em células osteoprogenitoras
que constitui um colar em torno da fratura e penefitre as extremidades 0sseas rompidas
(Figuras 3.13 A e B). Nesse anel ou colar conjanévtambém no conjuntivo que se localiza
entre as extremidades Osseas fraturadas, surgle tésseo imaturo, tanto pela ossificacédo
endocondral de pequenos pedacos de cartilagemi gegf@mam, bem como por ossificacédo
intramembranosa. Desta forma, no local de reparagdiem ser encontradas ao mesmo
tempo areas de cartilagem, areas de ossificac@meaibranosa e areas de ossificacdo
endocondral [1]. Esse processo evolui de modo ee@a apos certo tempo, um cakseo
gue envolve as extremidades do osso fraturadorg®ya3 C e D).

As tracOes e pressdes exercidas sobre o ossae@araeparacdo da fratura, e apos o
retorno do paciente a suas atividades normaisanaw@s remodelacdo do calo 6sseo e sua
completa substituicdo por tecido 0sseo lamelaesSas tracdes e pressdes forem idénticas as
exercidas sobre 0 0sso antes da fratura, a estrdtupsso volta a ser a mesma que existia
anteriormente. Ao contrario dos outros tecidos watijos, o tecido 6sseo, apesar de ser duro,

repara-se sem a formacéao de cicatriz [1].
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Peridsteo Proliferagao do pericsteo Osso

L ol

m : "‘““"'f

Fratura reparada (tecido ésseo secundario)

A

Figura 3.13 A, B, C, D — Desenho esquematico modtra processo de reparacao da fratura,
por formagdo de novo tecido 6sseo a partir do eéad@&sdo peridsteo [1].
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3.3 Ainfluéncia dos fatores de crescimento na repecdo 0ssea

O processo de reparacdo 6ssea € uma cascata cangserventos biolégicos
regulados por células especificas, a matriz eXtriacee diferentes fatores de crescimento [5].

Os fatores de crescimento e citocinas séo impedameiguladores do processo de cura
e sdo produzidos por células presentes no loce¢gkeneracdo como também séo liberados
nesta &rea por tecidos vizinhos (extremidades $sskamificadas, musculos, medula,
periosteo) [4].

Os fatores de crescimento combinados as suasmastiégantes formam depdsitos na
matriz 0ssea, de onde séo liberados e agem comtadeges locais das fungcdes celulares,
estimulando a diferenciagéo, proliferacdo, migragéiesao celular e expressédo génica. Eles
se ligam ao dominio extracelular de um receptdiatte de crescimento, ativando o sinal de
transducao intracelular no nacleo da célula resdtiana transcricdo do RNAmM e sintese das
respectivas proteinas. Em casos de lesdo Osseaafratratamentos de tumores 0sseos,
defeitos congénitos e outras patologias, o ossifickdo ndo se regenera espontaneamente. E
necessario um auto-enxerto ou 0sso alogénico pemtmurar a integridade estrutural e
funcional, no entanto, efeitos adversos estdo msRix a estas técnicas. A liberacdo de
fatores de crescimento nos locais lesionados pod®lementar a terapia convencional de
reparacao 0ssea [5].

Os fatores de crescimento sao secretados por wnaeagvariedade de células para
regular o processo de cura de ferimentos. Varitsrda de crescimento como fator de
crescimento transformador beta (T@f-{fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF
fator de crescimento semelhante a insulina (IG&prfde crescimento fibroblasto basico
(bFGF), fator de crescimento vascular endotelid@¥) e proteinas morfogenéticas dsseas
(BMPs) tem sido usados para melhorar os resultadioscos em cirurgias cardiacas,
ortopédicas, plasticas, oral e periodontal [6].

As BMPs tém sido muito estudadas para aplicacoesgeneracao de tecidos [5]. Na
década de 60, Urist demonstrou a formagdo de uno @380 a partir de matriz 6ssea
descalcificada e prop6s a existéncia de molécukteomdutivas que se diferenciam
diretamente de células precursoras presentes ndarasando osteoblastos [7].

Andlises bioldgicas e técnicas de clonagem ideatiim varias proteinas pertencentes
a superfamilia do fator de crescimento transformdmiia (TGFB) que exercem muitas
funcdes biolégicas no osso fraturado, possivelmesgdémulando o recrutamento e
proliferacdo de células mesenquimais, sua difeagfol em osteoblastos e/ou condrdcitos, e

producao de matriz extracelular (ECM).
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A BMP é um dos fatores de inducdo mais utilizadosaplicagbes na engenharia de
tecidos 6sseos [7]. As BMPs sao glicoproteinasorespveis pelo recrutamento de células
osteoprogenitoras para os locais de formacdo (&se@l]. Primeiramente, as BMPs séo
fatores de diferenciacdo celular que induzem arafifdacdo de células mesenquimais
presentes nas células ésseas e cartilagens. Astasgular pode ocorrer através de tecidos
adjacentes (por exemplo, muscular e vascular), dduta 6ssea, do periésteo e estroma
associado. As BMPs mais utilizadas sdo a BMP-2 @B8N5].

Outros fatores de crescimento que agem localmeite dido investigados para
aplicacdo na area de regeneracao 6ssea, inclui@db, FGF e o PDGF [5]. Estes fatores
tém como atividade expandir a populacdo celularmnacocélulas mesenquimais e
osteoprogenitoras, com 0 aumento subsequente dagao 6ssea. Aléem do mais, eles podem
estimular a expresséo do fendtipo de osteoblagteedciado, incluindo moléculas da matriz
Ossea extracelular [5, 9].

O IGF estimula a proliferacdo de osteoblastos eodygdo de matriz 6ssea [4, 9],
regula a producdo de colageno tipo | e estimulasisoclastos [10]. O IGF atua como
molécula indutiva endocrina, paracrina e autocmmediando efeitos de hormonios, fatores de
crescimento, citocinas e morfogénese durante adauftura. O padrado de expresséao de IGF
durante a cura 6ssea difere daquele das BMPs,isdgegue ele regula a formagdo 0ssea
através de um mecanismo molecular diferente [7].

O FGF-2 tem sido muito estudado como estimulanteuda 6ssea [7]. O FGF induz a
migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de célulsgomais da medula Ossea; induz a
migracdo e proliferagcdo de células endoteliaiscMagénese e angiogénese; aumenta a
proliferacdo celular de precursores de osteoclastobe a formacdo de matriz e
mineralizacdo em altas doses [10].

O PDGF (-AA, -AB, -BB) regula a sintese de DNA eraliferacdo celular; regula a
reparacao inicial da fratura e cura de ferimenitge a aposi¢cdo de matriz (colageno tipo I);
estimula os osteoblastos a produzir interleucima ($-6), que recruta osteoclastos; PDGF-
BB e PDGF-AB aumenta a reabsorcéo 6ssea e a degmda colageno [10].

Os VEGFs também sao potencialmente importanteeparacdo 0ssea. Os VEGFs
estimulam a angiogénese, que € um fator essermial @ formacédo 6ssea [5, 11], sendo
importantes na formacdo e manutencdo dos vasosisaong [10]. A producdo dos VEGFs é
o principal mecanismo de ligacédo entre angiogépreaesteogénese durante a cura de uma
fratura [4]. Os VEGFs regulam a migracao, prolié@@ sobrevivéncia e atividade de células

endoteliais [4, 9], osteoclastos e osteoblastasddp secretados pelos osteoblastos e células
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endoteliais, inibem a apoptose de células endwgelestimulam as células endoteliais a
produzir fatores de crescimento osteoanabdlicoindez a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos, sdo importantes na angiogénese nanmatologica [10]. Além disso, os
VEGFs desempenham um papel importante na matumg&absorcdo de cartilagem [4].
Produzidos pelos condrocitos hipertroficos, elésam a cascata de ossificacdo endocondral
pelo recrutamento e/ ou diferenciagcdo dos ostetoslague reabsorveram cartilagem e pela
atracao de osteoblastos [4].

Estudos clinicos controlados usando BMPs associadsistemas de liberacdo tém
demonstrado a capacidade dessas proteinas/sistenidmeracdo de induzir o crescimento
0sseo e estimular a reparacdo de fraturas. Commpdae podemos citar a utilizacdo de
rhBMP-7 (proteina morfogenética 0ssea recombinhoteana sete) associada a matriz de
colageno na cura de fraturas de tibia recalcitsardeincorporacdo de rhBMP-2 (proteina
morfogenética Ossea recombinante humana dois) ementbs de fosfato de
calcio/hidroxiapatita usada em modelos de oste@aiei ulna de coelhos, tibias de cées e
fibulas primatas ndo humanas, apresentou resultsulpsriores a 50% na aceleracdo da
reparacao ossea. As BMPs também podem ser lilsedadanplantes metalicos e poliméricos
para aumentar o crescimento 6ésseo ou a cura dessaPor exemplo, a rhBMP-2 liberada de
um implante de titanio revestido com BCP (fosfate cdhlcio bifasico) aumentou o
crescimento 6sseo em um modelo canino. De modolisenme, a rhBMP-2 liberada de
PLGA (poli acido latico-co-acido glicolico) em ingpites intramedulares acelerou a cura de
fraturas em ratos [5].

Muitos materiais podem ser utilizados como carresgipara liberacdo de fatores de
crescimento no tecido 6sseo. Entre eles podenmady €]t

» Polimeros naturais: colageno, fibrina, alginategj@hialurénico, chitosan.

> Polimeros sintéticos: PLA, PGA, PLGA, PCL, poliamdd, polifosfazeno,
PPF, PEG, copolimeros de PLA e PEG.

» Materiais inorganicos: CPC, vidros bioativos, HRTCP, copolimeros de
materiais inorganicos e polimeros sintéticos (HAAMREG, PLGA-CPC).

Para melhorar a eficiéncia da reparacdo Osseaéatrda liberacdo localizada de
fatores osteoindutores, a selecdo prévia do mhteidiberacdo apropriado e o tipo de
molécula bioativa sdo decisivos [7]. Os método$izatos para incorporar os fatores de
crescimento no interior do material carreador tamisdo de grande importancia. Entre os

métodos de imobilizacdo incluem-se os métodosg#edio covalente (conjugacao quimica)
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ou ndo covalente (formacédo de rede fisica intetpeme, adsorcdo fisica, imobilizacdo
guimica, ou complexac¢éao idnica).

A velocidade de liberacdo pode ser controlada peldacdo do método de
imobilizacdo. Outro fator que determina a cinétiealiberacdo e estabilidade de fatores de
crescimento é a configuracdo do material carread®rsistemas de liberagdo podem ser
matrizes, géis injetaveis, micro/nanoparticulas eesscompadsitos [7]. A Figura 3.14
representa algumas imagens obtidas por micros@eiednica de varredura de fatores de
crescimento incorporados em alguns materiais corea [7].

Figura 3.14 — Imagens de microscopia eletrénicaateedura de fatores de crescimento incorporados
em materiais carreadores: (a) esponja de colageepamda pelo método de congelamento-
descogelamento (freezing-thawing), (b) matriz parde PLLA preparada pelo método de lixiviagdo

(particulate-leaching method), (c) microparticuties PLCL preparadas pelo método de extragcao por
dupla emulsdo (Double-emulsion extraction), e (dipafibras de PLLA fabricadas pela técnica de

electrospinnig [7].
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3.4 Poli-caprolactona): sintese, propriedades fisicas e lgjoimicas

Os polimeros biodegradaveis possuem varias apksapiomédicas, entre elas:
implantes 0sseos, veiculos para liberacdo de dregagscala micro e nano particulada,
anticoncepcionais [12], suturas cirargicas, memdganestruturas porosas para a regeneracao
dos tecidos [13].

Os polimeros sintéticos biodegradaveis geralmemaés utilizados como suportes
tridimensionais na engenharia de tecidos sdo aggbldroxi acidos), representantes de uma
classe de poliésteres alifaticos saturados comoolg gacido latico) (PLA), poli(acido
glicdlico) (PGA), poli ¢-caprolactona) (PCL), assim como copolimeros de BEIFGA como
o poli (acido latico-co-acido glicélico) (PLGA).

Os polimeros sintéticos biodegradaveis tém murastagens sobre os polimeros
naturais biodegradaveis (chitosan, gelatina, ahidrdnico, entre outros). Eles podem ser
produzidos com caracteristicas especificas comalegradabilidade, hidrofobicidade,
cristalinidade, solubilidade, temperatura de fusdemperatura de transicéo vitrea de acordo
com sua forma de sintese (por exemplo, copolimg@ee/ou as condicdes de sintese [14].

Os poliésteres geralmente séo sintetizados poicpotiensacdo de uma mistura de
diol e diacido, ou de hidroxiacido [14] e geralneestio obtidos a partir de técnicas como
abertura de anel e polimerizacao por condensa¢gd @l 17]. Alguns poliésteres podem ser
obtidos também por rotas que envolvem processogefeativos [15].

O principal método industrial de sintese do ptdiespoliE-caprolactona) é a
polimerizacdo por abertura do anel lacténico (R{AB) 16, 18]. Os catalisadores utilizados
na obtencdo destes materiais envolvem compostasamgetalicos a base de estanho e zinco
[13], enzimas [16, 41] e mais recentemente o id&g. [

Oxidos, carboxilatos e alcoxidos sé&o eficientesiagiores para controlar a sintese de
poliésteres através da ROP de lactonas [41]. Anoizacdo catalisada por enzimas tem
muitas vantagens sobre os métodos quimicos comvaisi incluindo: (a) condi¢cdes de
reacdo mais suaves, como por exemplo, tempergitfapressdo e auséncia de solvente
organicos, (b) alta seletividade de enantiomerdg)ereciclabilidade do catalisador. As
reacdes enzimaticas sdo reversiveis, e, portastoprdicdes de reacdo sdo apropriadas e
podem controlar o equilibrio da reacdo. As enziqascatalisam a clivagem de uma ligacao
quimica por hidrélise também catalisam a reacéersavde formacao da ligacdo quimica. Os
polimeros produzidos por rotas enzimaticas normatenpossuem massas moleculares baixas
[41].
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A polimerizacdo por abertura do anel lactonico (RP&de ser realizada em massa,
em solugdo, em emulsdo ou em suspensdo. Iniciadficksntes sdo necessarios para dar
inicio a polimerizacao [14]. Dependendo do tipdardeiador utilizado a polimerizacéo ocorre
através de trés mecanismos diferentes de reacdiénica, anidnica, ou insercdo por
coordenacdo [14, 41, 44]. Entretanto, poliéstersltb peso molecular tém sido obtidos
usando os mecanismos de polimerizag&o anidniauseecao por coordenagao.

A polimerizacdo anibnica, representada pelas Fig@a5 e 3.16, € iniciada por
metais alcalinos, 6xidos de metais alcalinos, &teacdo consiste em um ataque nucleofilico
de um iniciador carregado negativamente (aniorgaalbono da carbonila (C=0) ou ao atomo
de carbono adjacente ao oxigénio da lactona, eegldtna formacdo do poliéster linear [14,
41].
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Figura 3.15 — Iniciagéo da polimerizacdo por alvartlo anel de lactonas
por iniciadores anibnicos [41].
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Figura 3.16 — Polimerizacdo anidnica de lactonastrando a clivagem do grupo acil-oxigénio [41].
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Em lactonas mais extensas come@prolactona a reacéo procede pela clivagem do
grupo acil-oxigénio levando a formacdo de um iotHxtlo como espécie propagadora
(Figura 3.16) [41].

O mecanismo de polimerizacdo de insercao por coagd® com abertura do anel tem
sido muito usado para preparacdo de poliésterigi@s com estrutura e arquitetura bem
definida [41].

Os compostos organicos de metais como estanhoiradyriirio, litio e zinco [41] s@o
catalisadores de metal ativo utilizados na polinaedo does-caprolactona&CL) com a
finalidade de controlar a microestrutura do polimes qual afeta as suas propriedades
mecanicas e de biodegradabilidade. Dentre estediseaiores, o cloreto de estanho e o
octanoato de estanho (2-etil-hexanoato de estas&o)usados na sintese de polimeros para
aplicacdes biomédicas e sdo aprovados pelo FDAd(foa Drug Administration) como
suplementos alimentares. O mais utilizado € o oatiande estanho, SnQctjue, além de ser
aceito pelo FDA para fins alimenticios e médicostesenta solubilidade em solventes

organicos e monémeros de ésteres ciclicos, awldiaa reacdo de sintese do poliéster [42].

A polimerizacao por insergcédo por coordenacao, sgotada pela Figura 3.17, ocorre
por meio da clivagem do grupo acil-oxigénio da daet com inser¢do do mondémero na
ligacdo metal-oxigénio do iniciador. A coordenackooxigénio heterociclico com o metal
resulta na sua polarizacdo e torna o carbono dpograrbonila do mondmero mais

susceptivel ao ataque nucledfilico [41].

Figura 3.17 — Polimerizacdo da lactona pelo meoamide insercéo por coordenacao [41].

A polimerizacdo por abertura do anel lactbnico damiadores organometélicos a
altas temperaturas ou por longos tempos de reagaalreacdes de transesterificacao inter e
intramoleculares (Figura 3.18). Ambos os tipos ecdes de transesterificacdo levam a um
aumento no indice de polidispersao do poliéster.
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Transesterificagao intermolecular
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Figura 3.18 — Reac®es de transesterificacdo iatetramoleculares durante polimerizacéo
por abertura de anel [41].

Parametros como temperatura, tempo de reacéoce tipacentracdo do catalisador ou

iniciador, e a natureza da lactona sao fatoresafpiam as reacdes de transesterificacao.

A Figura 3.19 mostra o mecanismo de abertura dodenkactonas usando compostos
organometalicos como iniciadores. A reacdo de R€dPdo Sn(Oct)octanoato de estanho)
como catalisador € conduzida na presenca de coogposin hidrogénio ativo (ex: alcodis).
No mecanismo de ativacdo do mondmero, 0 mesmo &ewado com o catalisador e é
ativado. A abertura do anel lactonico procede V@@ nucleofilico do alcool levando a
insercdo do mondmero na ligacdo metal-oxigénio pearanjo de elétrons. A funcionalidade
do alcool e do monémero sdo coordenados no com@exOct) durante a propagacao. A

reacdo € terminada pela hidrolise formando um ghighwxila terminal [41].



50

H,C
Q CHy
‘\}(/Sn
§o
H-]l: o .:I \'-._

Lo\ s

\.

we M
o H

CHS

Figura 3.19 — Mecanismo de ativagdo do mondmetaaenas por ROP [41].

Outro mecanismo alternativo sugere a mistura d®©&p(e um composto contendo
hidrogénio ativo (ROH) formando um complexo quetipgra da etapa de propagacédo da
polimerizacdo [14, 41]. A Figura 3.20 representaobmerizacdo da-caprolactona atraveés
deste mecanismo. Na primeira etapa Sn¢gdefge com o co-iniciador (ROH), gerando um
alcoxido, o verdadeiro iniciador da reacdo. Em wsegunda etapa, ocorre a insercdo do
mondmero ciclico entre a ligacdo Sn — OR, formamnda reacédo reversivel e promovendo o
crescimento da cadeia (propagacdo). ROH é co-itici@le massa molar baixa ou uma

macromolécula com grupo hidroxila terminal.

Sn(Oct), + ROH OctSn-OR + OctH

1)
o
~ ROP I
OctSn-OR + ( O RO—C—(CH,)—0—SnOct
(e

(@)

g-caprolactona

Il + OctH ﬁl
RO—C—(CH,)7—0—SnOct ~—=—— RO—C—(CH,);-OH + Sn(Oct),

3)

Figura 3.20 — Mecanismo de abertura do anelckprolactona.

Os poliésteres alifaticos sdo degradados por lsgrofias ligacbes éster. Apéds
degradacéo, as unidades monoméricas dos polimi@rosliminadas através de mecanismos

regulados pelo proprio organismo [19, 20].
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Varios fatores interferem na cinética de degradal@opoliésteres alifaticos, dentre
eles pode-se citar a composi¢cado quimica e estrgtuméormacional [20, 21], massa molar
(Myw) [20], indice de polidispersividade @M,) [20], histérico de processamento [20]
condicBes ambientais [20], tensdo e deformacaq {2B}alinidade [20, 21], area de contacto
[20], morfologia [20], orientagdo da cadeia [20,],2distribuicdo dos componentes
quimicamente reativos no interior da cadeia [20gspn¢ca de monOmeros originais [20],
hidrofilicidade [20], temperatura de fusdonfT[21], e temperatura de transicao vitreg) (T
[21]. O PLGA, por exemplo, tem uma ampla faixaabeas de degradacdo sendo a cinética de
degradacdo governada pelo equilibrio hidrofébicindfilico e pela cristalidade. J&4 a
degradacdo da PCL de alto peso molecularE8d.000) é bastante lenta, sendo necessarios
trés anos para sua remocao completa do corpo [20].

A degradacéo do poli{caprolactona) PCL e seus copolimeros envolve eizms: a
clivagem hidrolitica da porcdo éster da molécukn gerda de massa através da difusdo de
espécies oligoméricas. Os produtos gerados dadbegia da PCL sdo metabolizados atravées
do ciclo &cido tricarboxilico (Ciclo de Krebs) olingnados por secrecéo renal direta [20]. A
degradacédo quimica da PCL através da clivagemlhidaoorigina 0 monémero 6- hidroxi-
acido capréico que é oxidado em unidades de ACel para favorecer a degradacao via
ciclo de Krebs [32] (Figura 3.21).
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Figura 3.21 — Degradagédo quimica do getigprolactona).

O polimero PCL é um polimero biorreabsorvivel dende aplicacdo no reparo de
0ssos e cartilagens. A reconstrucdo de articulagdesplexas como, por exemplo, a
articulacéo temporal- mandibular € um grande degeia a engenharia de tecidos [22].

Devido a sua grande biocompatibilidaihe vitro e in vivo o poli (g-caprolactona)
(PCL) tem sido usado em sistemas de liberacaoagasd{16], por exemplo, para encapsular
antibioticos, além de ser um material compativeh guturas reabsorviveis e substitutos de
enxerto 6sseo [20], o que resultou na aprovacam FRA (Food and Drug Administration)
de varios dispositivos médicos e de liberacdo dgatr. Entretanto, as aplicac6es do PCL sé&o
limitadas quando comparada a outros poliésteréétiatis, devido a sua lenta cinética de
reabsorcao e degradacao, em funcdo da sua at@iciiade e carater hidrofébico [23]. Seu
carater hidrofébico se deve a presenca de cingoogrmetileno apolares e um grupo éster

relativamente polar em cada unidade repetitiva. [16]
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O poli (e-caprolactona) (PCL) é um polimero SEMi-cristal[@d], com temperatura
de transicdo vitrea entre -60°C e -72°C [19, 20 25, sendo maleavel a temperatura
ambiente e corporal [25]. As caracteristicas masavlo PCL resultam em uma alta
permeabilidade e por isso tem sido comumente atitizna liberacdo de drogas de baixo peso
molecular [19]. Ao mesmo tempo, o PCL é um polinmnm baixo ponto de fuséo (58-60°C)
[26] o que facilita seu processamento. Suas progdes mecanicas e degradacdo enziméatica
podem ser alteradas através do controle da sualicidade. O poli §-caprolactona) (PCL)
pode ser misturado a varios polimeros amorfos istatnos [27].

Macrémeros de PCL podem ser sintetizados a patmaoléculas de PCL dibis, com
hidroxilas terminais, em presenca de grupos acsil@pds reacdo das hidroxilas terminais
com cloreto de acriloila (cloreto de vinila) forndanse em seguida o macrémero por
polimerizacdo radicalar (Figura 3.22). O poli (g-caprolactona) (PCL) ramificado
tridimensional pode ser preparado pelo método tgpétimerizacdo dos macrémeros com
radiacdo de luz ultravioleta (UV) na presenca deguapo iniciador, por exemplo, o 2,2-

dimetoxi-2-fenil acetofenona, como mostrado na @23 [23].

0 0
(1 I
H—O(CH,); C-- OCH,CH,0CH,CH,0 —+c (CHY:0—|rH
(1

Cloreto de acriloil Trietanolamina

0 0 0
Il 1 Il Il
CH, = CH—C—0(CH,);C--- OCH,CH,0CH,CH,0— C (CH,);0—; C— CH=CH,
2

2.2-Dimetoxi-2-fenil Fotopolimerizagio por uliravioleta
acetofenona

g g o 4%

N il I -l TR
CH,—CH— C—- O(CH,): -5~ OCH,CH, 0CH,CH,0 —- C (CH;);:0—J5-C — CH—CH,

} ® 8

"

Figura 3.22 — Sintese do macréomero de PCL (2)RGleramificado (3) a partir de uma molécula de
PCL diol (1) [23].
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A incorporacdo de grupos acrilicos na molécula @& Paz com que o polimero
ramificado resultante apresente uma cinética deadagédo mais rapida do que da PCL linear,
devido a sua menor cristalinidade e maior hidwéikade [23].

Materiais bioceramicos como fosfatos de calcio (CdBsfato tricalcio (TCP),
hidroxiapatita (HA) podem ser combinados a polosdviodegradaveis como o PCL para
produzir substitutos 6sseos devido a estruturalaimi fase mineral do 0sso, propriedades
osteocondutoras e de ligacdo éssea das biocerarfihs Estes compdsitos também
aumentam a estabilidade mecanica do suporte e ragtha interacdo com o tecido [20].
Mondrinos e colaboradord&8] citado por Jansen J. A. [29] demonstrou qu®rga de
compressao de um suporte poroso de PCL/CaP 10%#&p0é&sentou valor maior quando
comparado com o PCL puro. Células mesenquimaisiendsias de palato humano quando
adicionadas a este suporte apresentaram um audeg@o na sua proliferacéo.

Marra e colaboradores [36tado por Kweon, Yoo e colaboradores [23] relatara o
poli (e-caprolactona) (PCL) é um substrato comparavel suporte para o crescimento de
células resultante de uma cultura de células daulmedssea. Um disco de PCL/PLA
incorporado com hidroxiapatita (HA) pode ser uéiib como suporte para regeneragao do
tecido 6sseo. Heath e colaborad$8d3 também citado por Kweon, Yoo e colaborado®3j [
avaliouo uso da enzima transglutaminase tecidual comastievento da superficie do PCL
para aumentar a biocompatilidade deste poliéstéramsglutaminase tecidual € uma proteina
que se liga fortemente a fibronectina na matrizcpkrar, aumentando a adeséo do PCL e
assim a sua biocompatibilidade. A fibronectinadeal é sintetizada pelos fibroblastos e
células endoteliais e esta relacionada com a adesgcacdo, diferenciagdo e crescimento

celular.

3.4.1 PCL com topologia do tipo estrela (PCL*)

Embora o PCL linear, suas blendas e copolimeraamseanuito estudados para
aplicacdes farmacoldgicas e biomédicas, sua aplicap sistemas de liberacdo de drogas e
suportes para a engenharia de tecidos apresentaddegan vitro e in vivo lenta, devido a
sua alta cristalinidade e hidrofobicidade do poiomeNa tentativa de solucionar tais
problemas pode-se, por exemplo, ajustar o balangmfhico/hidrofébico do polimero,
efetuar misturas de polimeros ou copolimeros colitap@tos e polilactonas, e controlar a
arquitetura macromolecular da cadeia poliméricé [18

Nas ultimas décadas, polimeros com topologia estqgblimeros ramificados e

dendrimeros tém atraido muita atencdo por causaatepropriedades mecanicas e reologicas
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e pela facilidade do controle funcional de sua digie, o que ndo acessivel na maior parte
dos polimeros lineares [18]. A principal caractarésdos polimeros estrela que diferem de
seus analogos lineares de mesma massa molaréMua estrutura compacta (menor volume
hidrodindmico e raio de rotacdo, e consequentementnor viscosidade) e a
multifuncionalidade que € util em muitas de sudEagpdes [43].

Poliésteres com microestrutura bem definida coolongros com forma de estrela e
dendrimeros sdo de grande interesse, pois suaedugaie funcionalidade influenciam nas
suas propriedades fisico-quimicas [13]. Um polinestoela constitui-se de um nucleo central
acoplado com trés ou mais ramificacées de mesnmw rmpesecular [33]. Assim, aumentando
0 numero de ramificacbes aumenta o peso molecuamadterial, porém o volume
hidrodindmico nao sofre mudancas consideraveissétprentemente, a viscosidade destes

polimeros permanece praticamente constante.

Z,

4 ramificagdes b ramificagdes B ramificagdes

Figura 3.23 — Representagdo esquemética de poBrdertipo estrela com ramificagbes de mesmo peso
molecular e com nimero de ramificagGes diferentes.

Um polimero ramificado pode ser perfeitamente t¢are@ado através de medidas de
viscosidade intrinsecq]. Portanto, a viscosidade intrinseca de um pobreen solucéo é um
parametro que depende diretamente das dimensfesutaves da macromolécula [34].

Devido as inumeras conformacdes que a cadeia patanpode assumir, a melhor
representacdo da morfologia de uma particula pdlieé a de um “novelo aleatério”. A
dependéncia de)] com o formato molecular se deve ao movimentooti@cbo da molécula,
ou seja, do coeficiente de friccdo que cada segnmpolimero exerce ao centro de massa
da particula exercido pelo processo de fluéncisotiente [34].

Sendo expressa em unidade de volume por unidadeadea, arf] esta diretamente
relacionada ao volume hidrodindmico da particulauarQo maior for o volume

hidrodindmico, maior serdy[. Portanto, Ifj] depende da massa molecular e da interacdo entre
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0s segmentos do polimero e das moléculas do selv@otinto maior for esta interagéo, tanto
maior (mais inchado) seréa o novelo polimérico @83, (Figura 3.24):

Figura 3.24 — llustracdo do comportamento do nopelomérico em diferentes solventes:
(a) encolhido (mau solvente) (b) expandido (boruestute)

Quando as interagbes entre polimero e solventarséionas ou nulas, a particula
adquire uma morfologia aproximadamente de uma a&sfgida. Nesta condi¢cdo o volume
hidrodindmico da particula € minimo. Esta cond&d@t®nominada de “esta@ e a solucéo
tem um comportamento ideal em baixas concentradesstad® define-se que a particula
hidrodinamica tem dimensfes nao-pertubadas.

Considerando o caso de polimeros com topologralast ramificacdo tem um efeito
de aumentar a densidade do novelo polimérico. Rortam polimero ramificado ocupa um
volume menor do que um polimero linear de mesmaitéim, consequentemente apresenta
uma viscosidade intrinseca menor. O grau de raag#ic é caracterizado em termos de fator

de ramificacéo (9:

r [n]ﬁ ranmtif

e
[n]ﬂ fin
M (3.1)

A relacdo entre o parametro g’com o numero defi@gdes, f, de um polimero
estrela € caracterizado pelos modelos de Stockfayman e o modelo de Zimm e Kilb. O

modelo de Stockmayer-Fixman é caracterizado pelagép [35, 36, 37, 38]:
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Ve 12
gf,:ff}ﬂ__[z_“z?,z{_; 1}}

sendo f o numero de ramificagcdes de um polimerelast

(3.2)

A relagéo entre o pardmetro g’com o numero defiGgdes no modelo de Zimm e
Kilb é dado por [39]:
L\ 10.39(7 -1)}0.196]
ZX’! -
_\/J

0,586 53

A sintese do dendrimero PCL estrela utilizando camicleo o pentaeritritol e
trimetilolpropanga foi demonstrada por varios autores como Qiul@xwvadores [40], citado
por Yanjun Cui e colaboradores [13], que relatosiraese de PCL estrela de trés bracos e
quatrobracosvia polimerizacédo por abertura do anel lacténicar@momerce-caprolactona
(e-CL) .

Trabalhos da literatura relatam a sintese de P@kl@som seis bragos usando como
precursor o ciclofosfazano, sRs(p-O-CsH4-CHO), e catalisada por octanoato estanoso,
Sn(Oct), obtendo-se polimeros com diferentes pesos malexsyldevido a variacdo da razao

molar entre 0 monémersCL e o iniciador, conforme ilustrado na Figura33.2

'Li]\ F'/L:l Ho@ CHO
N “N
a—p Lo NaH
/TNT N
Cl Cl

> N3P3(0 —<O)-CHO)eNaBHs o N p. (04D CH,0H),

{H} n CL | Sn{Oct);
NP3l 0—(O)—CH,04-CCH,CH,CH,CH,CH, 03 H

Figura 3.25 — Sintese do pehfaprolactona) com topologia do tipo estrela de keicos.

Neste caso, a analise por DSC do PCL estrela deraonque o aumento do seu peso
molecular provoca um aumento no seu ponto de fus@endo com que o rearranjo de
cristalizacdo do PCL estrela (com bracos) sejarromgido pela arquitetura altamente
ramificadadas cadeias laterais destes polimeros.
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Jing-Liang Wang e Chang-Ming Dong [18] investigarasnpropriedades fisicas, a cinética de
cristalizacdo, o crescimento esferulitico e a modia do PCL sintetizado com diferentes
bracos (PCL estrela com 4 e 6 bracos, PCL linear te 2 bracos), conforme ilustrado na
Figura 3.26. A polimerizacao foi realizada a 12Q5@ 24 horas. O peso molecular dos
polimeros de PCL obtidos é controlado pela raz8amemtre mondmerc{CL) e o iniciador

(a@lcool primario). Os iniciadores utilizados naipwrizacdo foram: alcool benzilico para
obtencéo do LPCL (PCL linear com 1 braco), 1,6-hekaara a obtencdo do 2 LPCL (PCL
linear com 2 bracos), pentaeritritol para obterdd@@dPCL (PCL estrela com 4 bracos) e éter

do pentaeritritol para obtengcéo d®#6L (PCL estrela com 6 bracgos).
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Figura 3.26 — Sintese por polimerizacdo em mas$¥iocom diferentes bragos usando
alcools como iniciadores e Sn@cbmo catalisador da reacao.

A andlise de DSC mostrou que todos os polimerogda®ttém um ponto de fuséo
monomodal com temperatura entre 48,6 — 59,1°C mmepo ciclo de aquecimento, a
temperatura de cristalizacdo obtida no ciclo dé&iaesento esta entre 20,1 — 35,4°C, e um
pico de fusdo endotérmico monomodal foi obtido egusdo ciclo de aquecimento com
temperaturas de fusdo entre 42,9 — 58,0°C [18gsEssultados indicam que possivelmente
ndo existe uma cristalizacdo secundaria nos patsreym estrutura bem definida, pois todos
tém muito tempo para se rearranjar e cristalizararde os ciclos de aquecimento e
resfriamento devido a sua baixa temperatura dsig@m vitrea (- 60°C) e a sua regularidade
molecular [18].

A temperatura maxima de fusdonjTe a temperatura de cristalizacdg) (@iminuem com o

aumento do numero de bracos no PCL estrela, nansegudem LPCL> 2LPCL> #CL>
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6PCL [18]. Isto ocorre devido ao decréscimo do pestecular de cada braco de PCL ligado
ao nucleo iniciador funcional, que leva a um aumeat densidade do brago de PCL (nimero
de bracos ou ramos por unidade de massa). Alémaik) e T, aumenta com o0 aumento do
peso molecular do polimero.

O grau de cristalinidade (Xdos polimeros obtidos decresce com 0 aumentaidero de
bragos (ou ramos) do polimero, na seguinte ordenpe{> X, 21pcL > Xc, aspcL™> Xc, 6spcL, €
eles possuem estrutura cristalina similar [18].a&8i0 de cristalizacao (K) isotérmica e nao
isotérmica obtida para os polimeros foi a seguifigc™> KipcL > KaspcL > K gspcr. A
constante de cristalizagdo (K) para o PCL linearimii com o aumento do peso molecular
do polimero enquanto que para a PCL estrela, K atan#8].

O PCL linear (LPCL e 2LPC) apresentou uma boa nmgfa esferulitica no tempo de
cristalizacdo de 80 segundos enquanto o PCL egd#t&€L e GPCL) mostrou esferulitos
irregulares com morfologia pobre até o tempo dgtalizacdo de 600 segundos. Isto mostra
que a arquitetura em forma de estrela tem um edpidwente na morfologia de formagéo dos
esferulitos. Com o aumento do peso molecular dongob, o PCL estrela 8CL e GPCL)

tem a morfologia esferulitica melhorada no tempaerigtalizacdo de 90 segundos, similar ao
observado para o PCL linear. Tanto o PCL estreltnear com alto peso molecular
apresentaram boa morfologia esferulitica. Em amiasimero de bragos (ou ramos) e 0 peso
molecular destes polimeros controlaram a razaoistalzacao isotérmica e ndo isotérmica, a

morfologia e o crescimento esferulitico [18].
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Figura 3.27 — Fotomicrografia obtida por Microse@ofitica Polarizada do PCL cristalizado a 38°C:l(RLL1,
80s; (B) 2LPCL1, 80 s; (C) 4sPCL1, 520 s; (D) 6sP(20 s; (E) LPCL4, 90 s; (F) 2LPCL4, 90 s; (G)2kB,
90 s; (H) 6sPCL4, 90 s [18].

Nos ultimos anos o numero de publicacdes sobtdizagdo do polimero PCL* para
aplicacdes na area biomédica vem crescendo sigiiviienente conforme ilustrado na Figura

3.28.
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Figura 3.28 — Publicag6es sobre o uso do PCL* ea iomédica [53].
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4. Objetivos

O polimero poli §- caprolactona) é muito utilizado para a producésahffoldsna
engenharia tecidual, devido a sua biocompatibikdadsua aprovagao peét@mod and Drug
Admistration(FDA). Considerando a extensao do uso mais freqiaanpoli€- caprolactona),
um polimero biorreabsorvivel, para restaurar partes corpo humano através do
desenvolvimento de dispositivos temporarios usamoosteossintese, deve-se ressaltar que
nao é bem conhecido ainda qual tipo de arquiteterBCL, linear ou estrela pode gerar uma
matriz com uma hemocompatibilidade mais adequada paprojeto de suportes para a
engenharia de tecidos bioldgicos.

Com relagdo a obtencdo do polimero petdprolactona) com topologia do tipo
estrela de trés bracos (PCL*), verificou-se questern alguns pontos que ndo foram
suficientemente explorados na literatura, a saber:

a) O processo de polimerizacdo para obtencdo deggpohprolactona) com arquitetura do
tipo estrela tem sido feito a partir de um ndcle@dntaeritritol, porém pouca énfase tem sido
dada ao glicerol (1,2,3-propanotriol) como nuclaoiador.

b) A arquitetura do tipo PCL estrela mais estudéda com quatro bracos, podendo-se,
portanto examinar-se a arquitetura de PCL* com béx;os e discutir-se uma relacéo
estrutura/hemocompatibilidade mais apropriada.

c) Devido a producéo do biodiesel, existe um excessglicerina no Brasil. Hoje a demanda
nacional de glicerina é estimada em 23 mil tonelgua ano, mas a producao ultrapassa as
120 mil toneladas/ano, o que tem causado um acUdeska substancia nas usinas produtoras
de biodiesel. Neste sentido, este trabalho venribamntdiretamente para o desenvolvimento
sustentavel de novas tecnologias e métodos pararaveitamento da glicerina, hoje
considerado quase que como um residuo dado a dagaclimitada de absor¢cdo deste
material pelos mercados tradicionais.

Quanto ao estudo da propriedade hemocompativebadio(e-caprolactona) com
arquitetura do tipo linear (PCL) e estrela (PClpgde-se dizer que os fenbmenos de
adsorcdo protéica, adesdo plaquetaria e formacadrodebos ndo foram relacionados
consubstancialmente a arquitetura molecular desésriais.
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4.1- Objetivos

Este trabalho teve por objetivo a sintese, caiaatfio e a investigacdo das
propriedades hemocompativeis do polimero PCL* ivglatente ao seu homologo PCL
linear. Neste trabalho, os “bracos” do PCL* forasteadidos a partir de um nucleo do
glicerol (1,2,3-propanotriol).

O polimero PCL* sintetizado foi caracterizado goai sua microestrutura utilizando-
se técnicas instrumentais: i) calorimetria explaatdiferencial (DSC), ii) cromatografia de
permeacao em gel (GPC), iii) espectroscopia naoedo infravermelho com transformadas
de Fourier (FT-IR) e, iv) ressonancia magnéticdearale prétons-d-NMR) e carbono’fC-
NMR).

As propriedades biocompativeis investigadas do*P€lativamente ao PCL linear
foram: a) estudo radioisotépico do processo dergdeodas proteinas séricas albumina de
soro humano (HSA), gama-globulingG®lb) e fibrinogénio (HFb), b) morfologia dos filme
protéicos aderidos por microscopia de forca atonuc&studo pelas técnicas de microscopia
de epifluorescéncia (EPF) e microscopia eletromleavarredura (MEV) das plaguetas
aderidas e trombos formados.
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5. Experimental

5.0 SINTESE DO POLIMERO POLI(e-CAPROLACTONA) COM ARQUITETURA
DO TIPO ESTRELA (PCL?*)

O polimero PCL* com arquitetura tipo estrela des ti&racos foi obtido apos
polimerizacdo por abertura do anel lactonico viemglexo de transferéncia de carga do
monomerce-caprolactonastCL). Dependendo do iniciador da polimerizacaoabartura do
anel lactbnico, podem-se obter poliésteres lineams uma ou duas extremidades com
grupos hidroxilas, ou polimeros do tipo estrela ¢ods ou mais cadeias terminais de grupos
hidroxilas.

A reacao de polimerizacdo ocorreu sob agitacaoaumerce-caprolactona, glicerol
e 2-etilhexanoato de estanho como catalisador,ntturd4 horas em atmosfera inerte de

nitrogénio.

o

Co SnOcp
+ glicerol >

N,/ 130°C/ 24 h

Ww/{ \/\/\)L} Hao— OQW mm

e-CL

Hzc o

Policaprolactona estrela

Figura 5.1 — Sintese do polimero pelc@prolactona) estrela

A Figura 5.2 ilustra o reator utilizado neste &b para a reacdo de abertura de anel
da e-caprolactona e producdo do polimero pelicgprolactona) com arquitetura do tipo

estrela.



69

Figura 5.2 — Reator de polimerizacao utilizado @ap@limerizacédo por abertura de anel do monéx&hb e
producdo do PCL* com arquitetura estrela de tréaesds.

5.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO PCL*

O polimero PCL* foi caracterizado por cromatografie permeacédo em gel (GPC)
ressonancia magnética nuclear de prétdHsRMN) e carbono }fC-RMN), espectroscopia
de infravermelho utilizando transformada de Foufieéf-IR) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC).

5.1.1 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) ou crognafia por exclusdo de
tamanho (SEC) é uma técnica que tem sido destammtla fundamental para a ciéncia
macromolecular. E uma técnica rapida e segurazadiéi para a determinacdo da distribuicio
de pesos moleculares de polimeros. E uma técnif@denamento das cadeias poliméricas
de um polimero, com relagcdo ao volume hidrodinamig® cada uma delas ocupa em solugéo
[1]. As propriedades mecanicas e o comportamenfmotimero durante o processamento sdo
altamente dependentes do tamanho médio e da dig&ibdas cadeias de polimero. Ainda
gue a estrutura do polimero seja igual, pesos mialess diferentes podem mudar
completamente as propriedades do polimero (pragoiesl fisicas, mecéanicas, térmicas,
reolégicas, de processamento e outras), e porrasm, 0s polimeros sdo caracterizados
principalmente por seu peso molecular [1].
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A técnica de GPC utiliza colunas empacotadas casdgepoliestireno ou polietileno
glicais reticulados de diferentes porosidades dmimstio a fase estacionaria. O polimero
dissolvido em solvente apropriado é separado delacmm seu volume hidrodinamico, ou
seja, moléculas pequenas tendem a permanecer @agtacionaria, enquanto moléculas
grandes sdo excluidas preferencialmente da fasei@sdria. Ao penetrarem nos poros, as
cadeias menores percorrem um caminho maior quadesas maiores. Ao final da coluna de
separacao cadeias de massa molecular maior ser@i@aseprimeiro, sendo seguidas pelas
cadeias menores. Os detectores devem ter sermi@liduficiente para determinacao
quantitativa das cadeias poliméricas. Eles podem dee tipo refratométricos (IR) e
espectrdmetro de ultravioleta-visivel (UV-VIS). Betores refratométricos tém alta
sensibilidade a variacfes de indice de refracdectimdo a presenca de cadeias poliméricas
no fluxo mesmo quando estas estdo muito diluid@segentam como desvantagem a alta
sensibilidade a variagbes na composi¢do do solvéhtespectrometro UV-VIS tem alta
sensibilidade a presencga de anéis benzénicosjaaseadeias poliméricas que possuem este
anel em sua estrutura quimica. Este método € iv&drs variacbes na composicdo do
solvente [2].

A analise por GPC do polimero policaprolactona [@undeterminar os valores
médios do peso molecular médio numéribb,) do peso molecular médio ponderﬁl\,\o ea
distribuicdo de pesos moleculares ou polidispetatié M/ M.,).

O peso molecular médio numéricg’lr() € baseado no numero de moléculag (4
espécie i e do seu peso moleculap) (M

O peso molecular médio ponderal baseia-se na fraigpeso (v das moléculas de
um determinado peso molecular.

Os testes realizaram-se no Cromatografo Waterse2ddpado com detector de indice
de refracdo, da Faculdade de Ciéncias Exatas ediatla Universidade Nacional de Buenos
Aires. Na analise de GPC, o solvente tetrahidrofir@ HF) foi utilizado como eluente. O
volume de injecéo da amostra foi deiOe velocidade de fluxo 1 mL/min. Foram utilizadas
colunas Waters Ultrastyragel 34 (200 — 3000) — Waters Ultrastyragel HR-1 10Q1A —
5000) colocadas em série. A curva de calibracaddteérminada com padrdes de poliestireno
de massas molares 785, 1950, 5000 e 9075 g/mol.

Os pesos moleculares numéri&dnﬁ e ponderaIK/IW) foram calculados por:
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M, = Zj: M, - ED hsOIp/s)

(5.1)

O termo (M.p/s)i representa o peso molecular démerb padréo utilizado para a construcao
da curva de calibragdo. A altura do pico no crograima do polimero fracionado e o volume
de eluicdo séo representados por hi e i, respeutivge. Os termos s e t sdo constantes
experimentais, caracteristicas do equipamentazatit [3, 4, 5]. O indice de polidispersao

(IP) é definido como:

" (5.2)

5.1.2 Ressonancia magnética nuclear de protorf$i¢RMN) e carbono **C-RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nu@daN) é uma técnica que permite
determinar propriedades de uma substancia atravésodrelacionamento da energia
absorvida contra a frequéncia, na regido de raatjagncia (rf) do espectro eletromagnético.
A frequéncia é regida pelas caracteristicas es#igtua amostra. A absorcdo é funcédo de
determinados nucleos da molécula. Um espectro dd BMm registro gréafico da frequéncias
dos picos de absor¢cao contra suas intensidades [6].

A ressonancia magnética nuclear de prot-RMN) e carbono *€C-RMN) foi
efetuada em um espectrometro Bruker AM-500 da Hade! de Ciéncias Exatas e Naturais
da Universidade Nacional de Buenos Aires. Uma atada amostra do PCL* foi dissolvida
em cloroférmio deuterado (CD4Jle os grupos hidroxilas terminais foram estertf@sacom

anidrido tricloroacético.

5.1.3 Anédlise térmica

As propriedades térmicas do polimero PCL* foi irigesla utilizando-se a
calorimetria exploratoria diferencial (DSC). A té&za DSCé uma técnica de analise térmica
na qual se mede a diferenca de energia fornecidi@erada por uma substancia em relacao a
um material de referéncia, em funcéo da temperadmguanto ambos sao submetidos a uma
programacao controlada de temperatura. Quandobatasgias sdo aquecidas, ou resfriadas,

véarias transformacdes fisicas ou quimicas envolvaitkor¢cdo (processo endotérmico) ou
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evolucdo de calor (processo exotérmico) podem ecfit}. A forma, a posi¢do e o numero de
picos endotérmicos e exotérmicos em funcdo da teya, obtidos nas curvas de DSC
podem ser utilizados para identificar uma subs&rii@m como verificar seu comportamento
térmico em relacdo a amostras de mesma natureZmnia de DSC pode ser utilizada para
determinacdo quantitativa da substancia presenis, @ calor de reacdo € proporcional a
guantidade de amostra. A técnica de DSC é utilipada investigar propriedades térmicas de
uma variedade de materiais, tais como materiai¢ingcgs, inorganicos, bioldgicos e
poliméricos. Dentre as aplicacbes pode-se citaeragnacdo qualitativa e quantitativa de
transi¢cdes de fase, por exemplo, transicéo vitbsdo de cristalizacdo, estudo da cinética de
polimerizacdo, de decomposicéo e de cura [7].

A andlise de DSC do polimero policaprolactona p@rndeterminar as temperaturas
de transi¢éo vitrea (Y e de fuséo (§) e o calor ou entalpia de fusédHy,). A amostra foi
analisada sob atmosfera de nitrogénio (50 mLnicom velocidade de aquecimento de
10°C/minuto em um equipamento Perkin ElImer DSCp@yiamente calibrado com padrbdes
de indio com cadinho de aluminio e tampa nao hé&aéalocado no laboratério de
Tecnologia de Materiales do INTEMA/Mar Del Platain@ervalo de temperaturas explorado
foi de -120°C a 80°C. A amostra foi aquecida deD2Caté 80°C e em seguida resfriada
rapidamente até -120°C. Atingido o equilibrio téojia amostra foi submetida a novo
aguecimento nas mesmas condi¢des e novamentadesi-120°C. A temperatura de fusdo
(Tm) e calor ou entalpia de fusda\H,) foram determinadas no primeiro ciclo de
aquecimento. A temperatura de transicao vitrea fai determinada somente no segundo
aguecimento onde sua visualizacdo foi mais claréemperatura de cristalizacaoc(e a
entalpia de cristalizacaalffi;) foram obtidas durante o resfriamento.

5.1.4 Espectroscopia de infravermelho com transforadas de Fourier (FT-IR)

Atomos covalentemente ligados formando uma molécéta permanecem fixos um
em relacdo ao outro, mas vibram ao redor de untandia interatbmica média. A energia
absorvida, resultante da interacdo de um polimemm cadiacdo eletromagnética de
determinada energia, pode ser convertida em movasernbracionais e rotacionais, o que
leva a variacdes nas distancias interatbmicas e angsilos das moléculas. A energia
absorvida, associada com as vibragcbes de uma nelégada covalentemente pode ser
descrita em termos de niveis de energia vibragodiacretos, sendo os diferentes niveis de

energia vibracional dados por:
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E= (n+1/2).h (5.3

Os comprimentos de onda de radiagiec(y) capazes de excitar uma molécula de um nivel
vibracional a outro incluem a regido do infraverimoel As vibragcdes moleculares podem

causar uma variagcdo no momento de dipolo, se agiusda radiacdo eletromagnética dentro
da regido do infravermelho esta para ocorrer. Estalicdo € conhecida como regra de
selecédo. A banda IR resultante é uma banda vibralciandamental com uma intensidade

proporcional ao quadrado da variagdo no momentbpaxo [8].

Na espectroscopia no infravermelho com transforsaeaFourier (FT-IR), utiliza-se
um interferdbmetro para coletar os dados, ao invés ndonocromador usado nos
espectrémetros dispersivos convencionais. As vantaglo espectrometro FT-IR sobre os
convencionais sdo uma melhora na razdo sinal/pdainidade de tempo, um maior ganho
de energia, maior velocidade e precisdo no espebtido. A desvantagem é a necessidade de
um computador para a analise do interferogramaabti

Neste trabalho, a andlise por FT-IR permitiu alismada presenca de grupos
funcionais caracteristicos do polimero PCL*. Asliae& dos filmes de PCL* realizaram-se
no equipamento Perkin Elmer 1000 (FTIR) do laboratde Materiais Ceramicos da Escola
de Engenharia — Departamento de Engenharia Metedliegde Materiais da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). A faixa de andisele 4000 a 400 cth resolucédo de 4
cm?, intervalo de 2 cih

5.2 CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA
5.2.1 Producéo dos filmes de PCL*

Filmes de poli§-caprolactona) com arquitetura tipo estrela (PClotam preparados
pelo métodocasting que consiste na evaporacdo do solvente de umaéasofilmogénica
aplicada sobre um suporte (Figura 5@)polimero foi solubilizado em cloroférmio (2 g/100
mL) e a solucdo resultante foi distribuida em ada petri previamente siliconizadas,
seguido da evaporacdo do solvente a temperatu2é 8€ e 1 MPa. A espessura dos filmes
foi determinada utilizando-se um micrébmetro man(Mitutoyo - S&o Paulo - SP). A
espessura final foi fixada como sendo a média étita de cerca de 10 medidas aleatérias

sobre a area do filme. Os filmes obtidos apresamta@spessura média igual a 32,8,5um.



74

Figura 5.3 — Filmes de PCL* depositados sobre placRetri

5.2.2 Adsorcao de proteinas séricas

As proteinas albumina de soro humano (HSA), filgémo (HFb) ey-globulina -
Glb) foram marcadas radioisotopicamertem *1 no laboratério de radioisétopos do
Instituto de Pesquisas Energéticas e NuclearesNjlPEonforme o método de Hunter-
Grenwood modificado por Biscayart [9, 10]. Empregeu0,5-0,7 mCi (18,5-25,9 MBq) de
radioisotopo, 20ug de proteina em 30uL de tampéiatio (PBS) 0,05 M. A purificacdo da
proteina marcada foi feita por filtracdo em gelt&ejex G-100 para o HSA e G 250 para o
fibrinogénio. O coeficiente de distribuicdo de @icadioativos (I§) permitiu a comprovacao
da pureza e identidade do marcado.

O estudo da adsorcdo de proteinas ocorreu apéstataalas superficies sintéticas
com as proteinas marcadas radioisotopicamente beatasude PTFE. As superficies sintéticas
foram incubadas com as proteinas marcadas (Zbef®.mL") em solucdo PBS pH 7,4 a
37°C. A radioatividade das superficies do PCL foravaliadas em um contador gama
(Beckman) para a determinagcdo da concentracdo rdsinas adsorvidas em funcdo do

tempo.

5.2.3 Estudo da morfologia de filmes protéicos adsados sobre PCL* por microscopia
de forca atdbmica (AFM)

A microscopia de forca atbmica (AFM) € um tipo t#enica de microscopia de
varredura muito usada para avaliar a superficie baenateriais poliméricos [11] e
macromoléculas biologicas [12].

A microscopia de forca atdmica (AFM) foi desenvdlviem 1986 por Binning, Quate
e Gebber, a partir de técnicas desenvolvidas izadds na microscopia de tunelamento de
elétrons (MTS) [13].
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A AFM possibilita uma resolucéo tridimensional gana MTS, porém pode ser
utilizada diretamente em amostras de materiais@atente isolantes ou condutores.

A AFM tem despertado grande interesse nos ultinmas,adevido as vantagens que
possui quando comparada as microscopias eletrodeasansmissdo (MET) e varredura
(MEV) [1]. Uma imagem tridimensional da superficle biomaterial € gerada através da
medida de forcas de atracdo e repulsdo entre afisigpela amostra e a ponta do cantilever
que percorre a amostra. Obtém-se uma alta resoldgatopografia da superficie, com
dimensdes em escala nanométrica. As propriedadidmensdes do cantilever e da ponta,
assim como o modo de operagao selecionado sao tanpEs na determinacdo da
sensibilidade e resolugdo da imagem obtida. Umadgravantagem da AFM quando
comparada as microscopias eletronicas é que osesatte rugosidade e a topografia da
amostra séo obtidos sem a necessidade de tratamemwestimento da amostra que podem
danificar sua superficie, além de ser obtidas imagen meio liquido, ar ou sob vacuo [14].
O ambiente de utilizacdo do microscopio de forgdméta deve ser protegido contra
interferéncias de ruidos elétricos e vibracOes nmiea4.

O principio basico de funcionamento do microscope forca atdmica (AFM) é

llustrado na Figura 5.4.
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Figura 5.4 — Esquema bésico do posicionamento diaple prova e de sua varredura sobre a supeaticie
amostra para a coleta de dados ponta a ponta defisig

O principio de funcionamento da AFM consiste naedura de uma ponta cristalina,
de forma pontiaguda, sobre a amostra. Este cédighdo no vértice de uma micro-viga com
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balanco em forma de “V”. A micro-viga possui umanstante elastica conhecida, e é
flexionada pelas forcas de atracdo e repulsdo entmmostra e a ponta, devido a variacédo
vertical da superficie da amostra. A varredura éawada através de um sistema
piezoelétrico, com deslocamento nas posicéesz,0om precisao de Angstron, 0 que ocorre
através da variacdo da tensdo aplicada no mesndesf@camento € controlado por um
circuito de retroalimentacao cuja funcédo é mantierga constante (para obter informacgéo da
altura) ou altura constante (para obter a informalziforca) acompanhando a superficie da
amostra. Sobre o cristal € colocado um sensor ftkxée para registrar a variacao vertical da
superficie da amostra, que ocorre durante a vaaeds forcas envolvidas sdo da ordem de
grandeza de forcas interatémicas {ABlewton). Com os dados da deflexdo do cantilever no
eixos X, y e z, a imagem é construida por meiondgrograma computacional adequado. A
forca estabelecida entre a ponta do cantileveamastra deve ser suficientemente pequena
para ndo ocorrer danos a superficie da amostratéurgprocesso de varredura.

O microscopio de for¢a atdbmica pode utilizar oglosode operacédo de contato, sem
contato e vibracional. No modo de operacéo de tmatgponta do cantilever faz a varredura
em contato com a superficie da amostra. A forcparda do cantilever € repulsiva e tem
valores médios em torno de AN. Esta forca é ajustada empurrando a micro-viga d
encontro a superficie da amostra através da ceamdprezoelétrica. A deflexdo da micro-viga
é detectada e comparada pelo amplificador de fetreatacdo DC a um valor de deflex&o.
Quando a deflexdo medida é diferente do valor dsmeo, o amplificador de
retroalimentacdo aplica uma tensdo a ceramica @i&rica, fazendo com que a amostra
abaixe ou suba em relacdo a micro-viga, para mstauvalor desejado da deflexdo. Os
maiores problemas no modo de operagédo contato GEgooados pelas forcas excessivas
aplicadas pela ponta do cantilever na amostra. mpelo da intensidade da forca pode
ocorrer a deformacédo da amostra, quebra da pontarddever ou distorcdo dos resultados.
Para minimizar estes problemas € utilizado o moglmmgkeracdo sem contato. O modo de
operagdo sem contato € usado em situacdes ondeabacda ponta do cantilever pode alterar
a amostra. A ponta do cantilever é localizada emotde 50 a 150 A acima da superficie da
amostra. Devido as forcas de van der Waals a pdotaantilever e a amostra sofrem
interacdes e a imagem da superficie da amostrangtra@a sem o contato da ponta do
cantilever com a superficie.

No modo de operacao dinamico ou vibracional a éntl@ de oscilagdo da micro-viga
€ mantida constante pelo circuito de realimentagéanodo a ndo haver contato direto entre

a ponta do cantilever e a amostra. A imagem é alatichvés das variagbes de amortecimento
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da vibragéo, induzidas pela interagcédo da pontaardsstra. O modo de operacéao vibracional
tem mostrado ser de grande sucesso na caracterded¢iomateriais poliméricos.

A camada protéica adsorvida ao filme de policgmtoiha foi analisada por
microscopia de forca atbmica (AFM), no equipame®tanning Probe Microscope modelo
SPM-9500 J3 — Shimadzu, do laboratério de Mate@i@imicos da Escola de Engenharia —
Departamento de Engenharia Metallrgica e de M&eda UFMG. As imagens foram
obtidas no modo dinamico, a temperatura ambientiéizali-se cantilever de Silicio, com
constante elastica de mola de 225 - 37,1 N/m eguémcia de ressonancia de
aproximadamente 300 KHz. A velocidade de varredurante a leitura foi de 1 Hz.

As proteinas séricas albumina humana (HSAj}gtobulina humanayGlb) foram
pesadas e solubilizadas em soro fisiolégico (Na@%0 (m/v), PBS pH 7,4) nas
concentracdes de 0,11 mM a 0,99 mM de HSA e 0,0d8&r0,16 mM de-Glb.

A adsorcéo protéica foi efetuada ap6s a imersadildoss (1 cnf) de PCL* obtidos
nas respectivas solucdes protéicas por 24 hora%°@. 3A proteina ndo adsorvida foi
removida por lavagem com solucdo NaCl/ PBS pH Em.seguida, os filmes foram secos

sob vacuo por 24 horas a 25°C.

5.2.4 Adesao de plaguetas

Os filmes de PCL* foram colocados separadamentepngss da placa de Elisa e o
ensaio de adesdo plaquetéaria foi efetuado aposntatoodas superficies dos filmes com
plaquetas marcadas cofer.

Para o ensaio de adesao plaquetéaria, os pocodatdas ple Elisa foram preenchidos
com 300uL tampéo de Hepes-Tyrode por 1 hora a 3HPCGs a remocédo do tampéao, o PRP,
contendo as plagquetas marcadas ¢n foi adicionado através de uma bomba peristética
mantido em condic¢des de fluxo por até 4 horas.d@egda placa de Elisa foram lavados em
seguida com a solugdo tampéo de Hepes-Tyrode cntenlucdo MgGl 1mM. A
radioatividade das placas foi medida em um contgdara. Os resultados foram expressos
como a média de 5 experimentos.

Para observacdo do processo de adesdo e agredagéetdria nas superficies dos
filmes de PCL* apds contato com o PRP, os filmearfodesidratados em etanol e secos em
atmosfera de CO(ponto critico) e apoOs revestimento com ouro, forabservados ao

microscopio eletrénico de varredura (MEV Phillips39).
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5.2.5 Formagao de trombos

A formacéo de trombos nas superficies dos filme$@ba* foi estudada de acordo
com a técnica desenvolvida inicialmente por Im&ose [15]. Sangue humano fresco (4 ml)
com anticoagulante foi preparado com 1 ml de solugé ACD (Citrato/Dextrose-
anticoagulante que impede a hemdlise dos globutoselhos) e mantido refrigerado no
decorrer do ensaio. Os filmes de PCL* foram colosadm uma placa de petri tampada,
contendo no interior um papel de filtro umedecidomantida em estufa a 37°C por 15
minutos. Apos este tempo, 1k do sangue preparado com a solugcdo de ACD foi cdéoca
sobre toda a area do filme (4 9re a reacdo de coagulacao foi iniciada pela adigd®0/4
de CaC{ a 3,8%. A mistura do sangue e Cafol feito no momento da adicdo deste com a
propria micropipeta. Apos um determinado intenagegaempo, a reacao foi interrompida com
a adicdo de agua destilada (5-40). As superficies testadas foram mantidas por Jutosm
em solucdo de formaldeido a 37% para a fixacdo tomabos. O sistema membrana
polimérica/trombos foi seco sob vacuo a temperadorhiente (27 °C) até peso constante. A
guantidade de trombos formado na superficie foliad@a gravimetricamente através da

equacao:

Trombos (%) — W 100 (5.4)
w

sendo Wo peso do trombos formados no vidro apdés 60 min(reeferéncia da coagulacdo
total) e W representa o peso dos trombos formadssfiimes poliméricos apés um certo

tempo de reacao.

5.2.6 Citotoxicidade

Ensaios de toxicidade celular sempre foram entremésodos de bioensaios 0s
primeiros a serem realizados para predizer a tiedi@ de substancias a varios tecidos. A sua
principal vantagem em relacdo aos ensaios tradigorde toxicidadein vivo em
camundongos, é uma resposta mais simples, serefealhlmica e homogénea.

O ensaio fundamenta-se no procedimento originakndasenvolvido por Borefreund e
Puerner (1984) para a triagem de agentes citot®xem geral, sobre uma monocamada de
células. O método é baseado na avaliacdo quarditdd células viaveis ap0s a exposi¢cao ao
agente toxico, pela incubagdo com o corante supfadd composto tetrazolio MTS e um
agente acoplador de elétrons PMS. O MTS é bioriddylas células ao produto formazan

que € soluvel no meio de cultura e entdo é efetuatmanalise colorimétrica da coloracao
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incorporada (Figura 5.5). A quantidade de MTS, orcador da viabilidade celular,

incorporada pela populacdo de células, € diretamprdporcional ao numero de células
viaveis na cultura. A amostra testada que induxigitiade celular € medida em um intervalo
de concentracGes do extrato do biomaterial, e aerdracdo que produzir uma reducéo de

50% na absorcdo de MTS é tomado como o parametibodexicidade.

Figura 5.5 Placas de Elisa ilustrando o ensaio de citotoxded# intensidade da cor € proporcional ao
ndmero de células viaveis.

O ensaio de citotoxicidade de biomateriais € affduwconforme a ISO 10.993- parte 5
que recomenda uma linhagem celular estabelecidana@®miferos que € obtida de um
repositorio reconhecido como: American Type Cult@adlection (ATCC). E utilizada nesse
ensaio uma cultura de células de ovério de harosieés (ATCC CHO K1).

Neste trabalho, uma cultura de CHO em monocamag@arada por tripsinizacao. A
suspensao celular é centrifugada e o precipitagskuspenso em meio RPMI 1640, contendo
10% de soro fetal bovino (SFB), ap6s lavagem cor8 B&éril. Uma microplaca de cultura
celular de 96 pocos é preparada a partir da adigadiluicdes crescentes do extrato do
biomaterial (5QiL/poco, 4 pogos/diluicdo), em seguida, a placawglibegpda a 37° C numa
atmosfera imida de 5% de g@nquanto se efetua a tripsinizacdo das célulasgansaio.
Em seguida, pipeta-se |50 da suspenséao celular (~3000 células) nos pocasline total
em cada poco deve ser de iDOColunas controle de 4 pocos séo preparadas comio
sem a colocacdo das células (branco) e meio, a&s ide extrato, com as células (controle
negativo=100%). Posteriormente, a microplaca ébdada sob atmosfera Umida de LB8pos
72 h, 20uL de uma mistura (20:1) de MTS a 0,2% e PMS a 0,68%°BS é adicionada aos
pocos teste e deixa-se incubando por 2 horas. é&poncacdo do corante sera medida por
meio de um leitor de microplacas a 490 nm contfaranco. A citotoxicidade (l&g.,) €
estimada pela curva de interpolacdo, como a coragg&itt do extrato do biomaterial resultante
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da inibicdo de 50% da incorporacdo do MTS, corretendo o percentual médio de células
viaveis em relacdo a concentracdo dos extratogiagagrafico [21, 22].

5.2.7 Estudo da degradacéo enzimatica de filmes BEL*

O polimero policaprolactona (PCL) passa por ddidgéss de degradacgdo: a clivagem
hidrolitica da porcdo éster da molécula e a peslandssa através da difusdo de espécies
oligoméricas [16, 17]. Apos exposicao aos fluidgeasos corporais, ocorre a hidratacdo das
moléculas de PCL e inicia-se a hidrélise das ligagdsteres originando produtos na forma de
oligdbmeros. A degradacgédo prossegue por processtiEgimamente ativos ou pela clivagem
hidrolitica passiva [17, 18].

O PCL e outros poliésteres podem ser degradadoshigodlise enzimética e/ou
guimica. Diferentemente de outros poliésteres, ssemanolar do PCL diminui rapidamente
durante a degradacdo. Esta diminuicdo € acompanbemtaatograficamente por um
alargamento na distribuicdo da massa molar e geoeaimento de picos de baixa massa
molar [19].

Neste trabalho foi realizado o ensaio de biodeg@ol enzimatica apos incubacao do
PCL em solucéo fisiologica contendo as hidrolagease de seudomonas cepacid.C.
3.1.1.3, 50 U/mgSigma-Aldrich e colesterol esterase @&seudomonas fluorescefis.C.
3.1.1.1, 200.000 U/g, Sigma-Aldrich). A biodegra@fa@nzimatica do PCL* foi monitorada
turbidimetricamente a partir das emulsées nado-g@nmbtidas a partir do PCL e PCL*. As
duas formulacdes foram preparadas em triplicatayas composicbes estdo descritas na
Tabela 5.1.

Inicialmente 2 g de PCL* (ou PCL) foram dissolvsdem 50 mL de cloroférmio sendo
esta fase denominada de fase oleosa. A 50 mL dedasiilada foi adicionado 1,0 g de um
éster fosférico sintetizado em nossos laboratGigmrtir do 6leo de soja epoxidado. Esta
segunda fase foi denominada de fase aquosa. Uma-amwlsdo com tamanho de particulas
de PCL* inferior a 1 micron foi preparada utilizarse o processo de emulsificacdo ultra-
sbnica (Hielscher UP 50H) ap0s verter-se a fasesalsob a fase aquosa. A micro-emulsao
obtida foi mantida sob agitagdo a 1200 rpm por &éhtotal evaporagdo do cloroférmio.
Adicionou-se em seguida as enzimas a micro-emuladgroporcdes Lipase PS/PCL* = 0,3
e Colesterol Esterase/PCL*=0,5.

A densidades oticas das micro-emulsdes foram mawiiés a 37°C em cubeta de 1 mL
em espectrofotémetro UV/Vis Varian Cary 50 utilidano comprimento de onda de 650 nm
[20]. As micro-emulsdes foram continuamente agagaald00 rpm e mantidas a 37 °C durante
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todo o experimento. A densidade 6tica é definida lmgaritmo decimal do quociente entre a
intensidade da luz incidente e a intensidade daruzrgente.

Tabela 5.1 Componentes das formulacdes das emulsdes de PCL* P

Componentes Emulsdo PCL (p/v) Emulsdo PCL* (p/v)
PCL 2,0
PCL* 2,0
Ester fosférico ndo iénico 1,0 1,0
Cloroférmio 50 50
Agua destilada g.s.p 100 100
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6. Resultados e Discussoes

6.0 Caracterizacéo Fisico-Quimica
6.1 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

Nos ultimos anos, o polimero biorreabsorvivel gelcaprolactona) (PCL) ganhou
uma importancia significativa na medicina, sendlizatio em um vasto campo de aplicacdes
clinicas. A grande vantagem desse polimero essaiamddrma de degradacao, que ocorre por
hidrélise de suas ligacdes ésteres, sendo os pdetados completamente absorvidos pelo
organismo.

Entre os métodos modernos para a caracterizacmoliieeros, a cromatografia de
permeacdo em Gel (GPC) ocupa um lugar de destayickoch sua facilidade para determinar
as massas molares médias e a distribuicdo de masdases. Varias propriedades dos
polimeros que sdo importantes em termos de susegmalilidade e aplicacbes estédo
diretamente relacionadas com o0s pesos moleculapsciéicos. Isto ocorre porque as
propriedades mecanicas, quimicas e de biorrealwsergébdegradabilidade sdo drasticamente
afetadas pelo peso molecular do polimero.

A Figura 6.1 ilustra a andlise por GPC do poline@i_*. De acordo com os valores

de peso molecular médio numéridd{ e o peso molecular médio pondensl,(), observa-se

que o PCL* apresenta uma faixa de distribuicdo odeth ou seja, um pico de distribuicéo de
pesos moleculares, com indice de polidispersao @R#Mn) igual a 1,53. O peso molecular

médio numérico If1,) foi de 5430 g/mol e o peso molecular médio poaid@vl,,) foi de 8280
g/mol; levando-se em consideracdo a curva deraghlb. Como pode ser observado, 0s
valores de massa molar, para as sinteses de P@rhfda ordem de f@y/mol, o que o
caracteriza como um polimero de baixo peso molecula

Polimeros de baixo peso molecular sdo particulaienatraentes para a industria
farmacéutica uma vez que podem ser utilizados ogetpr de sistemas transportadores de
farmacos. No caso de polimeros hidrofébicos a elemp PCL*, o baixo peso molecular
devera propiciar uma maior cinética de biodegranagkativamente ao polimero PCL linear e
de peso molecular mais elevado. Esta propriedader@aer interessante para o projeto de
novos sistemas para a liberagdo controlada de ¢éasnau matriz com elevada cinética de

biodegradacéo para a engenharia de tecidos biokgic
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Gli:CL (1:24) P4
Mn = 5430
Mw = 38280
Pl =153

Intensidade Relativa

Tempo de eluigao (min)
Figura 6.1 — Andlise de GPC do polimero PCL*

A tecnologia de liberacdo controlada de farmaepsesenta uma das fronteiras da
ciéncia, a qual pode contribuir significativamemara o avan¢co da saude humana. Os
sistemas de liberacéo, freqientemente descritdsenstura como “drug delivery systems”,
oferecem inUmeras vantagens quando comparadosr@s al¢ dosagem convencional tais
como: a) maior eficicia terapéutica, com liberagémgressiva e controlada do farmaco, a
partir da degradagdo da matriz; b) diminuicdo $icptiva da toxicidade e maior tempo de
permanéncia na circulacdo sanguinea; c) naturezam@osicdo dos veiculos variada néo
havendo predominio de mecanismos de instabilidadde@mposicdo do farmaco; d)
administracdo segura (sem reacgOes inflamatoriegsioe conveniente (menor ndmero de
doses) e e) vetorizacdo a alvos especificos, seobilimacdo significativa das espécies

bioativas.

As novas estratégias para o preparo de sistemédibetacdo controlada para usos
clinicos incluem aplicacdes importantes da ciémgapolimeros, nas suas mais variadas
formas (emulsGes mudltiplas e inversas, micro e esfieoas, lipossomas, micro e

nanoparticulas biodegradaveis, micro e nanocapsulas

No caso do PCL (linear), varias aplicacdes tém diekenvolvidas para o preparo de
sistemas de liberacdo prolongada baseadas em enmanoesferas [1, 2, 3], membranas [4] e

mais recentemente nanofibras [5, 6, 11]. As apliea incluem desde o desenvolvimento de
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sistemas de liberacdo controlada para o tratameotocancer [7, 12] até materiais
biodegradaveis utilizados no projeto de sistemaa pélizacdo na engenharia de tecidos
bioldgicos [8].

Na engenharia de tecidos bioldgicos polimeros lgi@tEveis sdo utilizados como
suportes para o crescimento de células, propomtmassim a reparagdo de um tecido ou
orgéo lesado [9]. Polimeros biodegradaveis utitizada confeccdo de implantes devem ser
bioinertes, apresentar boas caracteristicas mesanimocuidade, biocompatibilidade,
estabilidade, facilidade de processamento e cmétle biodegradacdo adequada. Os
subprodutos de degradacdo destes polimeros devemxsmlogicamente seguros, sendo
eliminados por alguma via metabdlica [8, 10, 11].

A degradacéo dos polimeros biorreabsorviveis @rdmte de fatores como o0 peso
molecular, cristalidade, composi¢do quimica, salgdio mecéanica, morfologia (porosidade e

geometria do suporte polimérico) e a rugosidadeugerficie [13, 14].

6.2 Ressonancia magnética nuclear de prétotd-RMN) e carbono £*C-RMN)

A Figura 6.2 apresenta a estrutura do PCL* cortéhtiracos (PCL triol). Os grupos
metilenos da caprolactona adjacentes a hidroxieriBsada com anidrido trifluoroacético
foram chamados d€. Os grupos metilenos adjacentes ao grupo éstemaidmero foram
designados pela let@a Os grupos metilenos do glicerol correspondemtra kee o grupo

metino do glicerol corresponde a les&ta

o)
O o O(J\/\/\/
K/\/\)L} T o >
O—CHa
N~ d ~ 9~ c.al°
o) HC—O\ h f e c OF
b p

Figura 6.2 — Estrutura do PCL triol

As Figuras 6.3A, 6.3B e 6.4 apresentam os espededRMN de'H e de®C para o
poliéster esterificado com anidrido trifluoroacétie seus sinais correspondentes. As Figuras

6.3A e B mostram os sinais del-RMN e as atribuicdes dos hidrogénios da ligacéo d
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glicerol aos monémeros do PCL. O piaorepresenta um tripleto referente a ligacdo da
hidroxila do grupo metino do glicerol ao grupo ésti® monémeros-CL e o sinalb
representa um duplo dubleto referente a ligacdudtaxila dos grupos metilenos do glicerol
ao grupo éster do monémeteCL, confirmando assim a estrutura com topologisets do
polimero obtido. O sinat’ € um tripleto correspondente aos hidrogénios dagpoy
metilenos vizinhos as hidroxilas esterificadas amdrido trifluoroacético. O sinal € um
tripleto referente aos hidrogénios dos grupos ereid adjacentes aos oxigénios do grupo
éster. Os picoe e f sdo equivalentes e estdo sobrepostos, sdo quaetetgmesentam 0s
hidrogénios dos grupos metilenos vizinhos aos g@hms de dois grupos metilenos. O pico
d € um tripleto e representa os hidrogénios do graptileno vizinhos aos hidrogénios de
outro grupo metileno. O sinal dos hidrogéngs de um grupo metileno vizinho aos

hidrogénios de dois grupos metilenos sendo um efart
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Figura 6.3 — Espectro del-RMN (A) e sinais a e b (B) de PCL*
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A Figura 6.4 apresenta o espectro'#@RMN do PCL e as atribuicdes dos carbonos
da cadeia polimérica. O sinhlem 175 ppm corresponde a carbonila do grupo éster d
mondmerce-CL. Os picosa e b correspondem aos carbonos do glicerol que fazbgaghio
com o grupo éster do mondmero. O piccorresponde ao carbono do grupo metileno que se
liga ao oxigénio na cadeia do mondémero. O picepresenta o carbono do grupo metileno do
mondmero que esta ligado ao oxigénio do grupo .é&terpicose, f, g sdo carbonos dos

grupos metilenos da cadeia do monémero.

SN
d\ f
a,b,c
CDCI,
h
I T T T T T T T 1
200 150 100 50 0
3 (ppm)

Figura 6.4 — Espectro d&-RMN do PCL*
Os sinais dé¢H-RMN dos hidrogénios Ha e Hb sdo fortemente atetgukelo peso

molecular médio numérico (Mn), isto &, pela relaeatres-CL:glicerol. A partir dos sinais

de Ha pode-se determinar o grau de substituicapickrol:

Tabela 6.1 — Grau de substituicdo do glicerol &éinpdm peso molecular médio numérico:

Pico De (ppm) Até (ppm) Valorda  Porcentagem

integracdo  da substituicao

1 5,32 5,16 2258086 68,80
2 5,14 5,02 1023912 31,20
3 4,96 4,86 0 0
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Para obter as porcentagens de glicerol tri, di agssubstituido divide-se o valor da

integracéo de cada pico pela soma das integrag@asés picos:

Glicerol trissubstituido (%) = 1 X :MGX 100 = 68,80%
1+2+3 328199
Glicerol 1,3 dissubstituido (%) =2 x 100 =2223912 160 = 31 20%
1+2+3 328199
Glicerol monossubstituido (%) = 3 x 100 = 0 x 100 = 0%
1+2+3 328199

O resultado indica que 68,80% do glicerol encosé&atrissubstituido, 31,20%
dissubstituido, enquanto ndo existem espécies rmobsttuidas. A partir deste valor pode-se
calcular a funcionalidade efetiva (f) do glicerol:

f = funcionalidade efetiva = 3 x 0,6880 + 2 x @BF 2,7

Assim, pode-se dizer que 89,60% dos grupos hildrado glicerol reagiram com o

mondmerce-CL.

Considerando os sinais dos hidrogénios Hc e Ht¢érokse um valor médio de

unidades de caprolactona@L) por braco da cadeia polimérica:

Tabela 6.2 — Valor médio de unidades de caproladge@L) por brago
da cadeia polimérica

Pico De (ppm) Até (ppm) Valor da
integracéo

c 4,12 4,01 448457024
(o} 3,70 3,60 37007688

O comprimento médio (Ln) da cadeia de PCL podealeulado da seguinte maneira:

ln=%% =131
C

Assim, ha uma média de 13,1 unidades-@& por cadeia.
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O valor do peso molecular médio numérica, 8o PCL pode ser obtido a partir de:
M, = MMglicerol + f x Ln X MM ¢

Mp =92 g/mol + (2,7 x 13,1 x 114 g/mol) = 4.124,16hgl

O valor de Ln também pode ser determinado a itespectro d&C-RMN:

Ln=%"%=171
C

Tabela 6.3 — Calculo do valor de Ln

Pico De (ppm) Até (ppm) Valor da
integracéo
c 173,60 173,49 1594825984
c’ 173,73 173,70 99292760

A partir das analises anteriores se determina qumroprimento médio € 17,1.
Contudo, o erro cometido nesta analise ndo poddesgrezado, devido a baixa intensidade

dos picos integrados no espectrd&RMN. Logo:
M, =92 g/mol + (2,7 x 17,1 x 114 g/mol) = 5.355,36hgl

Na Tabela 6.4 sdo mostradas as condicdes de realzido molar, solvente utilizado,
rendimento, funcionalidade tedrica e efetiva, campnto médio da cadeia de PCL triol. A
funcionalidade efetiva do iniciador da reacdo emmrimento médio da cadeia de PCL triol

foram determinados pdH-RMN.
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Tabela 6.4 — Condicdes de reacao para obtencaGidariel

Reagentes af Relacdo  Rendimento % Lnpc.®
(-CL:OH)
e-CL + glicerol 3 8:1 90,84% 2,7 13,1

2 Funcionalidade teérica conforme nimero de grupadroRila do iniciador.® Funcionalidade efetiva
determinada pofH-RMN. ¢ Comprimento médio da cadeia de PCL determinadahip®MN (comparando as
integracdes 4.1 e 3.6 ppm).

Através das caracterizacdes pBFRMN e **C-RMN, pode-se afirmar que a sintese

do PCL* foi bem sucedida e que o polimero obtidesgnta estrutura do tipo estrela.

6.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Considerando o projeto de sistemas transportaddeesubstancias bioativas, a
farmacotécnica exige que muitos processos de piodcgmo a granulacao via extrusao por
fusdo a quente (onde o polimero é fundido e furcammo um ligante e/ou agente retardador
da liberacdo do farmaco), os polimeros que sel@cigeados devem possibilitar 0 processo
em temperaturas relativamente baixas em virtudesetssibilidade térmica de muitos
farmacos. Isso significa que o polimero utilizasgwel apresentar uma baixa temperatura de
transicao vitrea.

A transicéo vitrea (@ € um importante efeito termico que pode serzatilo para a
caracterizagdo de polimeros amorfos ou semicns&liA Ty € a propriedade do material
onde se pode obter a temperatura da passagemado gfifreo para um estado “maleavel” ou
“borrachoso”, sem ocorréncia de uma mudanca esafuty parte amorfa do material (parte
onde as cadeias moleculares estdo desordenadasgespansavel pela caracterizacdo da
temperatura de transi¢éo vitrea. Abaixo gaormaterial ndo tem energia interna suficiente
para permitir deslocamento de uma cadeia com @lagd outra por mudancas
conformacionais. Portanto, quanto mais cristalimmr fo polimero, menor sera a
representatividade da, TNa temperatura de transigéo vitrea, em um resémdo, o polimero
passa de um liquido super-resfriado ou um estadodbthoso” para um estado solido. ;A T
também ocorre no sentido inverso, no aquecimerdaedtado liquido, as moléculas podem se
mover umas em relacéo as outras, ocorrendo entéftaosados rearranjos cooperativos.

No estado vitreo, 0s arranjos cooperativos estédngelados” e acontecem a uma
determinada taxa e, por esta razdo, tém uma fre@ii€aracteristica. As frequéncias dos
rearranjos é funcdo da temperatura, sendo baix@ngeraturas mais baixas, isto €, 0s
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rearranjos ocorrem mais lentamente. £s&ra maior quando todo e qualquer fator possa leva
a um aumento das for¢as intermoleculares secusdare rigidez da cadeia. A Figura 6.5

ilustra o significado fisico dagl

&H Estado Vitreo Estado
"Borrachoso"

Temperatura

Figura 6.5 — llustracéo do significado fisico daperatura de transicéo vitreg)T

Considerando a estrutura do polimero, algunsatoses que exercem influéncia na T
séo a rigidez e a flexibilidade da cadeia pringipgbresenca de grupos polares, existéncia de
grupos laterais, simetria, peso molecular, e aténtsg de ramificacbes [14]. A transi¢ao
vitrea € um fenbmeno complexo apesar de estar sstddada desde a década de 30. Estes
estudos se baseiam em teorias diferentes, em moésss antagonicos, sendo que o
fendmeno ainda ndo é completamente entendido do pervista tedricfl5].

A transicao vitrea se reflete macroscopicamemtvés de mudancas em varios tipos
de propriedades, como por exemplo, capacidade ifozdgrcoeficiente de expansividade
térmica, resposta a forcas de compressdo ou expamgée outras. Neste caso, métodos
termoanaliticos como a calorimetria exploratériargincial (DSC) fornece informacgdes sobre
os efeitos térmicos que séo caracterizados pomouaanca no calor especifico (ou entélpico)
em funcdo da temperatura tais como o comportameatfuséo, cristalizacdo, transicbes

sélido-solido e consequentemente a temperatunadsi¢do vitrea.

As Figuras 6.6 e 6.7 ilustram as curvas de DS@ papolimero PCL* sintetizado
neste trabalho. A Figura 6.6 mostra o calor ded{s#l,,) e a temperatura de fuséo cristalina
(Tm) obtidas no primeiro ciclo de aquecimento. A terapga de fusdo obtida,F 57,3°C
apresenta boa concordancia com os valores de tetaperde fusdo descritos na literatura

para a poli§-caprolactona) [4, 16].
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A Figura 6.7 mostra o valor da temperatura destcdio vitrea para o PCL*. A baixa
temperatura de transi¢éo vitrea observada (164,3°C) indica que o PCL* € um polimero
muito maleavel a temperatura ambiente e fisiolog{8a°C) [17]. Devido as suas
caracteristicas elasticas o PCL* € um polimero a@evera possuir uma elevada
permeabilidade aos fluidos fisioldgicos na tempeeatcorpérea sendo adequado para o
projeto de dispositivos de liberacao controladé&dmacos [18].

AH_=100,80 Jig
T =573°C

Fluxo de Calor (mW)

. 1 . l . l 1 l 1 l .
-4 -20 0 20 40 60 &0

Temperatura (°C)

Figura 6.6 — Curva DSC do PCL* ilustrando a tempeeade fusdo
cristalina.
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Figura 6.7 — Curva DSC do PCL* ilustrando a tempeeade transicao
vitrea (Ty)
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Considerando o projeto de sistemas de liberacatvatada de farmacos, a liberacéo
do principio bioativo incorporado em sistemas dtrisios por polimeros hidrofilicos baseia-
se na transicao do estado vitreo (estado configunaicaltamente emaranhado) para o estado
maleavel, associado a um processo de inchamentoinfomescimento) resultante da
penetracdo de agua na matriz polimérica. A temperale transi¢éo vitrea djldos polimeros
hidrofilicos é influenciada por vérios fatores, dpsais se destaca a presenca de liquidos
plastificantes. As moléculas de tais liquidos s&mrmalmente, de dimensdes reduzidas e
ficam retidas entre as cadeias poliméricas, afdstas uma das outras, o que reduz as forcas
de atragdo intermoleculares polimero — polimeroesiando a mobilidade das cadeias [19,
20, 21].

Devido a sua hidrofobicidade, a interagdo do PCamco fluido fisiolégico ndo
acarretara uma mudancga significativa na sgyarfia vez que o material ndo intumesce em
adgua. Neste caso, no projeto de sistemas de l&®@plongada ou dispositivos protéticos
biorreabsorviveis que utilizem o PCL* o mecanisneoliberacao/biorreabsor¢cdo devera se
dar por bioeroséo enzimatica, ou seja, conversdwatiaz de PCL* insolivel em agua em um
material solivel. A bioerosdo de uma matriz potinghidrofébica esta ilustrada na Figura
6.8.

Figura 6.8 — Bioeroséao de uma microesfera biormabsel [22]

6.4 Espectroscopia de infravermelho comTransformat&Fourier (FT-IR)

Uma técnica muito importante no estudo de sistemateculares complexos; a
espectroscopia no infravermelho com funcional deirieo representa atualmente uma
ferramenta importante para a caracterizacdo denpads. Embora ndo seja uma técnica de

caracterizagdo estrutural absoluta, a utilizacddédaica FT-IR fornece informagfes sobre
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trés importantes caracteristicas estruturais: gposigdo quimica, a estrutura configuracional
e conformacional, e as forgas interatbmicas assasias ligacées de valéncia ou interagcfes
intermoleculares. A espectroscopia do infravermefieomitiu uma analise imediata da
microestrutura do PCL* considerando-se seus grupasionais, permitindo ao mesmo
tempo; observar a partir de sua analise a existéaéim da pureza do produto obtido; a
existéncia de rea¢des secundarias.

A Figura 6.9 ilustra os espectros de infravermalhbdos para o polimero PCL* no
equipamento Perkin-Elmer 1000. Observam-se osssiiff@icos de um poliéster. O intenso
pico observado em 1720 &ncorresponde ao sinal de deformacéo axial da naab(C=0)
do grupo éster. O sinal observado em 3500 eonresponde as vibracées de deformac&o axial
dos grupos hidroxilas (OH) devido & polimerizacadmalicerol. Os sinais em 2945 ¢ne
2952 cmt* correspondem as deformacdes axiais assimétrica@s-dee CH. O sinal detectado
em 2864 cif corresponde as deformacées axiais simétricas-d¢ €CH. O sinal em 1471
cm’corresponde as deformacdes angulares simétricatano. Em 1245 cthobserva-se as
vibracbes de deformacdo axial de-@ do éster, que sdo, na verdade, duas vibracdes
assimétricas acopladas—C(=0)—0 e G-C—C [23].

1720
2951 /2864 ‘ /

Absorbancia
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Niomero de onda I:cm'l}

Figura 6.9 — Espectro do filme PCL* obtido no esgEoetro Perkin-Elmer 1000.

6.5 Caracterizacdo Bioquimica
6.5.1 Adsorcao Protéica
As interacOes entre os biomateriais e 0 meio biobkbgompreendem uma série de

eventos complexos. O primeiro evento observavelcaontato de uma superficie nao
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fisioldgica com o sangue € a adsorgdo protéicapqde influenciar os demais eventos, como
adeséao de plaquetas do sangue e a formagédo deosomb

A literatura indica que a microestrutura do matedaes como a existéncia de dominios
hidrofilicos ou hidrofobicos ou a presenca de nfases separadas, especialmente estruturas
lamelares ou esféricas de segmentos hidrofilicaysasem regides hidrofébicas exercem
uma influéncia marcante nas propriedades biocorgiatide um polimero candidato a
biomaterial [24, 25].

As interacdes entre biomateriais e as proteinaglsagas ocorrem devido a grande
diversidade estrutural apresentadas pelas proté?nateinas sdo biopolimeros naturais cujas
unidades bésicas sdo os aminoécidos. Estes aminedmdnferem as proteinas um grande
potencial para adsorver em quase todos os tipagetace, pois estas moléculas biologicas
podem apresentar simultaneamente regides hidre®ledidrofilicas apresentando, portanto
elevada densidade eletrénica em sua superficie.

Um dos fluidos biolégicos que mais comumente egrtnacontato com os biomateriais
€ 0 sangue. O sangue consiste de elementos s@idbsilos vermelhos, gldbulos brancos e
plaguetas) suspensos em um meio liquido denomipkemna [26], concentracdo total de
proteinas de aproximadamente 70 mg/mL, com cercal®® bandas de proteinas
determinadas por eletroforese em gel [27]. Ascipais proteinas presentes no plasma e suas
respectivas concentracfes estdo listadas na Talel&stas proteinas apresentam diversas
funcdes no sangue. Por exemplo, a albumina realizantrole da pressdo osmdtica e o
transporte de acidos graxos livres no sangue EZjmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM) sdo
responsaveis pelo mecanismo de defesa do organisfiminogénio pode ser transformado
em fibrina resultando na formacao de coagulos semiiente interrupcdo de hemorragias. A

hemoglobina é responsavel pelo transporte de oxigégas carbonico pelo sangue.
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Tabela 6.5 — Principais proteinas do plasma hurizgjo

Proteina Concentracao (mg/mL)
Albumina 40
IgG 8-17
LDL 4
HDL 3
a-Macroglobulina 2,7
Fibrinogénio 2-3
Transferina 2,3
a-Anti-tripsina 2
Haptoglobinas 4,8-5,6
C3 1,6
IgA 1-4
IgM 0,05-2

A quantidade de proteinas séricas adsorvidas sabsuperficies de PCL* e PCL

linear foi determinada empregando-se a equacgao:

q= (Co-CeV
W

(6.1)

sendo g a quantidade de proteina adsorvida (Mg volume da solucéo (L), W é a massa
de PCL*/PCL (g), G € a concentracao inicial da solucdo (mg/L) e Cébmrcentracdo de
proteina em equilibrio na solugcédo (mg/L).

As isotermas de adsor¢cdo das proteinas nas sugeidie PCL* e PCL linear podem
ser visualizadas nas Figuras 6.10 a 6.12. No pkxgerimento (7,4) as proteinas estéao
carregadas negativamente uma vez que os pontoetigmes (Pl) da albumina do soro
humano (HSA), imunoglobulina G (IgG) e do fibridmigp (HFb) sdo 4,8, 6,6 e na faixa de
5,1-6,3, respectivamente [28, 29]. Por outro lagms condicdes do experimento, ambos,
PCL* e PCL devem se apresentar neutros e 0 proaessalsorcdo devera ser governado
atraves de interacOes hidrofébicas entre a supedécmaterial e as proteinas.

Observa-se nas Figuras 6.10 a 6.12 um rapido densgdmda concentracdo das

proteinas HSA, HFb e IgG em funcdo do tempo em gHB7 °C. Nos primeiros minutos e,
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em torno de 30 minutos é atingida a condi¢do ddilkqa. Observa-se que o PCL* adsorve
uma quantidade de albumina humana mais alta refa@ate as proteinas HFb e IgG. Ao
mesmo tempo, observa-se que o PCL* apresenta usoacad de albumina muito mais alta
que PCL linear, indicando que o polimero estrelssppuma maior hemocompatibilidade
relativamente ao polimero linear, provavelmentddiea sua estrutura globular, mimetizante
das proteinas séricas.
A adsorcdo de fibrinogénio tem grande importanci@ Mfenémeno da

hemocompatibilidade dos materiais poliméricos, wea que, por ser um dos fatores de
coagulacéo, facilita a adesdao de plaquetas, pmtido de reacdes de troca com outras

proteinas, importantes no mecanismo da coagulag&ardgyue [30].

Cec (mglL)

Tempo (min)

Figura 6.10 — Concentragao da proteina HSA em fudgaempo para PCL#] e
PCL (c)empH7,4ea37°C
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Figura 6.11 — Concentracdo da proteina HFb em tudgéempo para PCL#{ e
PCL ) empH 7,4 e a37°C

Cec (mg/L)
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Figura 6.12 — Concentracao da proteina IgG em tudgdempo para PCL#] e
PCL () empH 7,4 e a 37 °C.
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A concentracgdo protéica na fase sélidav@pusa concentracdo do adsorvato na fase
liquida (Gg podem ser interpretados pela isoterma Langmuiegdacdo de Langmuir €

representada pela expressao:

_ quCeq

T 1vke, €2
eq

sendo K a constante de Langmuigy € a concentracdo de proteina no equilibrio (me/ty)
€ a capacidade maxima de adsorcaopgnue proteina por grama de PCL* ou PCL linear.
Fisicamente, g representa a concentracao das espécies adsoseini@sa superficie quando
uma completa cobertura do tipo monocamada é a#ingid

A equacgao anterior pode ser linearizada para seresht os dois parametros de
Langmuir (K e @). Geralmente, para determinar estes dois paramétrempregada a

equacdao de linearizacao da isoterma, represenaieoa

C 1 C

eq __ + eq

q Ka, dn

(6.3)

Um gréafico de GJq versus Ceq fornece como coeficiente linear 3K e como
coeficiente angular 1jg Além deste importante parametro, a isoterma perainda o
calculo da energia livre de adsorcdo (Adspor meio da constante, ara que se possa
avaliar o tipo de adsorcéo, fisica ou quimica,ataréstico do processo de acordo com:

As Figuras 6.13 a 6.15 ilustram os gréaficos daaliizacdo da isoterma de Langmuir
para os polimeros PCL* e PCL. De acordo com astésed formuladas pelo modelo de
Langmuir, os fendbmenos de interacdo entre PCL*RBIL) e as proteinas seéricas podem ser
caracterizados pela adsorcéo fisica com a formdeamonocamada de proteina sobre um
namero definido de sitios na superficie do polimeadegradavel. Alem disso, cada sitio
pode acomodar somente uma molécula adsorvida er@i@rda molécula adsorvida é a

mesma em todos os sitios da superficie e ndo demmadutras entidades adsorvidas nos
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sitios vizinhos. A homogeneidade da energia dasssite adsorcdo sugerida pelo ajuste dos
dados de acordo com a equacgdo de Langmuir podsrdg®rrida a ocorréncia preferencial da
interacdo entre as proteinas em solucéo e os poBrbeédegradaveis com a participacao dos

grupos carboxilicos do PCL* e PCL, respectivamente.

PCL: C,/q=0,03971C_+ 1,9.10° (R*= 0,999)

1279 pcLrc jq=00269C, +9,5.10° (R 0,999)

1,0 H

0,8 +

o
»
|

eq

C_/q (g/L)

Ceq (mg/L)

Figura 6.13 — Isoterma de Langmuir para a adsateddSA em PCL«) e
PCL* (o) em pH 7,4 e a 37 °C.
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Figura 6.14 — Isoterma de Langmuir para a adsatedeFb em PCL*¢) e
PCL () empH 7,4 e a 37 °C.
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CL: Ceq = 0,024 Ceq - 0,058 (R2:0,575)
PCL®: Ceg/g =0,0521Ceq - 0,0082 (R2:0,528)
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Figura 6.15: Isoterma de Langmuir para a adsoredg@ em PCL* ¢) e
PCL () empH 7,4 e a 37 °C.

A boa correlacdo dos dados observada pelo valoRdebtidos neste trabalho
confirma a adsorcéo representada pela equacadonggnuer. Complementando as indicacdes
fornecidas pela isoterma de Langmuir, o caratédido processo pode ainda ser verificado
por meio do célculo da energia livre de adsorédady.

Na adsorcao quimica, ou quimissorcao, os valores3ig; estao situados na faixa de
40kJ/mol a 400 kJ/mol [31]. Na adsorcéo fisica ®ssdores sdo bem menores, de 0,3 kJ/mol
a 3 kd/mol [31]. A ordem de grandeza dos valoeA@,g4s calculados na Tabela 6.6 pode
indicar a adsorcao fisica como mecanismo predorténan processo de adsor¢cdo das
proteinas séricas pelos polimeros biodegradavesmdD negativo obtido para esse parametro
caracteriza a espontaneidade do processo.

E interessante observar que a adsor¢do das psotebrabogénicas IgG sobre a
superficie de PCL* ndo é termodinamicamente favdeetdicando a forte influéncia da
estrutura das proteinas séricas no processo degcadstyma vez que no pH 7,4 a capacidade

de adsorcao das proteinas HSA, HFb e IgG pelosnpods PCL* e PCL parecem estar
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associadas a atracdo de van der Waals e ligagireg@nio, estas forgas parecem ser maiores

no polimero PCL*, provavelmente devido a sua togialglobular.

Tabela 6.6 — Parametros da isoterma de Langmwie B para a adsorcdo de proteinas
séricas sobre PCL* e PCL linear.

Proteina f,pcL KpcL AGpc, Om,,PCL* KpcLr AGpcy+
(ng/cnt) (kJ.molY)  (ug/cn?) (kJ.mol%)
HSA 25,18 20,90 -7,83 37,17 28,32 -8,62
HFb 12,35 1,40 -0,9 3,73 15,68 -7,10
IgG 29,41 (-)0,59 -1,36 18,83  (-)0,0082 4,80

6.5.2 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade representa a fase irdodeste de biocompatibilidade de
um material com potencial para aplicacdes medssgjo utilizado em uma primeira analise
para detectar se 0 material sintético apresentactesiisticas de biomaterial quanto a sua
interacdo com o tecido bioldgico [32].

O PCL*, como todo material destinado ao implambeiaistracdo a um organismo
vivo, foi submetido a avaliacdo de sua citotoxidelaNo ensaio de citotoxicidade deste
trabalho, os resultados foram expressos em pogemtade células CHO sobreviventes,

sendo os resultados apresentados na Figura 6.16.
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Figura 6.16: Ensaio de citotoxicidade de P€), PCL*(m) contra células de mamiferos (CHO).
Controle negativo (UHWMPEY| e, controle positivo (fenol} §.

O material utilizado como controle positivo, sologde fenol a 0,02%, apresentou
atividade citotoxica extremamente elevada, comergaesperado. Neste caso, praticamente
n&do restaram colbnias sobreviventes sobre a pkwaminada de controle. A medida que a
concentracdo de fenol aumenta, a razdo do numenmldrias sobreviventes diminui, até
praticamente ndo sobrarem colonias visiveis sobggdaea controle. Por outro lado, a
utilizacdo do polietileno de ultra-alto peso molacu(UHWMPE) demonstrou ser um
material ndo citotoxico, o que justifica sua u#ifado como controle negativo. As amostras de
PCL* e PCL linear mostraram comportamento seme¢haatcontrole negativo (polietileno),
com viabilidade celular superior a 90%, indicandpbliocompativeis para a implantagcdo em

organismo bioldgico.

6.5.3 Adesao de plaqguetas e Formacao de trombos
Plaquetas séo fragmentos discoides anucledos didlangssea com tamanho médio de
3-4 um circulando no tecido sanguineo com concentragédimtervalo de aproximadamente

150x16 a 400x18 plaquetasnL e um tempo de meia-vida de 8-10 dias. A funcése d
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plaguetas estd intimamente relacionada ao reconbatd de injarias vasculares, formagéo
do tampéo hemostatico para a prevencédo de henasragtracdo dos coagulos e cicatrizagédo
de feridas [33].

A membrana plasmatica das plaquetas contém gtiteipas que podem atuar como
receptores para agonistas em estimulos mediadassppkrficie sintética, o que inicia o
processo de adesdo e ativacdo plaquetaria [34&lrA&uinte sdo conhecidos cerca de 25.000
receptores na superficie plaquetaria sendo os tarespGPIb e GPIIb/llla os de maior
densidade na superficie da plaquetas [35]. O rec&®lb mede a interacdo das plaquetas
com o fator de von Willebrand (VWF) adsorvido npesticie do biomaterial, o que pode
iniciar o processo de adesao e ativacao plaquetaria

O receptor GPlIb/llla (CD41/CD61) € um receptolirttegrina expresso na superficie
plaquetaria. GPIIb/llla é o receptor dominante etr000 — 80.000 receptores no restante da
superficie plaguetaria. Outros 20.000 — 40.000pteces estao presentes dentro das plaquetas
nas membranas conhecidas como membranas granell@as membranas que mediam a
abertura do sistema canicular. Os granulos sasltiados para a membrana plaquetaria
durante o mecanismo de liberacéo, iniciados apémscab e agregacao plaquetérias [35].

Fibrincgénic

Trombing
Intrinseca Extrinseca
I/' \{: Fibrina

Faza ds
contato

Celuls endotelial

Subendotélio

Figura 6.17 — Plaqueta e seus receptores de stipegéponsaveis por sua ativagao [36].
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A ativacdo das plaquetas sanguineas aderidas e#fisigpde um biomaterial pode
levar a uma alteracdo na topologia celular mediela reorganizacdo do citoesqueleto
culminando com a liberacdo dos granulos plaquetaooque promove a formacdo de
agregados plaquetarios e formacéo de trombos ediaoe biomaterial-tecido biologico.

Os resultados de adesdo plaquetaria nas supertieieBCL* e PCL linear sdo
ilustrados na Figura 6.18. Observa-se que houve peggena diferenca no namero de
plaguetas aderidas as superficies dos polimeroslo tecorrido um menor namero de

plaquetas aderidas a superficie de PCL*.

Ll

=
]
—— ——

Numero de plaquetas aderi

Tempo (h

Figura 6.18 — Cinética do processo de adeséo fkapeas superficies de PCLE) e PCL linear ®). O
desvio padrdo nas amostras é @lefodas as plaquetas aderidas observadas naficepate PCL e PCL*
foram do tipo | (citoesqueleto ndo modificado).

Os resultados de adeséo plaquetaria nas supede&ie€L* e PCL linear monitorados
por MEV e plaquetas marcadas c8fer sdo ilustrados na Figura 6.19, sendo utilizado o
vidro como controle positivo. Pode ser observade mnfio existe uma diferencga significativa
entre as duas superficies do poliéster relativaenanddesdo de agregados plaquetarios. A
adeséao é significativamente maior nas superfieegidto ndo revestidas comparativamente
as superficies revestidas com os polimeros PCLLe&. FCfato bem conhecido da literatura
que o vidro apresenta uma elevada trombogenicidedalo a sua alta energia livre de
superficie (58,95 mJ/M[52].
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Figura 6.19: Micrografias do microscopio eletronitovarredura sobre: Vidro (controle positivo) (a),
PCL* (b) e PCL linear (c). A direita sdo apreseatads micrografias de epifluorescéncia das
respectivas superficies.

A figura 6.20 ilustra a cinética de formacgéo dentbos nas superficies de PCL* e PCL
antes e ap0s o contato com a solucdo protéica de BBserva-se que a porcentagem de
formacao de trombos é pequena em ambas as sugricitretanto apds o contato com a
solucdo protéica de HSA a porcentagem de formagidrainbos foi significativamente
menor nas duas superficies do poliéster. A adsateddSA parece passivar a superficie do
polimero inibindo a adsorcao de fibrinogénio (HEbGmunoglobulina G (IgG), evitando que
HFb e IgG se liguem a receptores de membrana dgegihs e possam ativa-las dando inicio

a formacéo de agregados plaquetarios e consequarteemformacéo de trombos.
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Figura 6.20 — Cinética da formacao de trombos sBxe (A), PCL* (B) antes do contacto com a solugéo
de HSA e ap6s contacto das superficies de PCL EQ)Le¢ (D) com a solucao protéica
(40 mg.mL*, PBS, pH 7,4, 37°C).

Quando o sangue entra em contato com as superdieipslimeros sintéticos, quase
imediatamente, forma um revestimento protéico. Egukla a formacdo dessa camada
protéica ocorre a aderéncia de plaquetas. Além ibiondgénio, asy-globulinas pré-
adsorvidas nessas superficies artificiais estimwanmeacfes de liberacdo das plaguetas. A
albumina, ao contrario, tende a tornar as supesfinienos propensas a adesao plaguetaria
[53]. Neste caso, reacdes dos radicais glicosilsteaase nas unidades de polissacarideos
incompletos poderiam mediar a interacdo das presom as plaguetas. Os grupos de
radicais glicosil transferase existem no fibrindgémasy-globulinas e em muitas outras
proteinas do plasma, mas, ndo existem na albuniistas diferencas quimicas podem
explicar o efeito benéfico da albumina no que &ereea inibicdo da formacgéo de trombos na
superficie de préteses poliméricas, impedindo ocgsso de deposicdo e agregacdo

plaquetaria.
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6.5.4 Ensaio de biodegradacao

Um ponto importante a se considerar sobre a aplicaggo biomateriais
biorreabsorviveis sdo os mecanismos pelos quaisisiemas podem sofrer biodegradacéo no
organismo humano. Se a matriz polimérica cujo olgeinicial seja a de se promover a
biofuncionalidade do tecido lesado até sua totaliperacdo nao for biorreabsorvida esta
deverd ser cirurgicamente removida, implicando emalto custo e risco para o paciente
devido a septicemias.

Neste sentido, a sintese de polimeros biodegred@emtribuiu para a area de
biomateriais no sentido de que tais sistemas ngaerem a remocdo cirargica e néo
apresentam efeitos colaterais a serem considesggluicantes para o paciente.

Matrizes poliméricas biodegradaveis ja sao biocdivgia e degradaveis, isto &
degradanin vivo em fragmentos menores que podem ser excretadoset@batizados pelo
corpo. Estes produtos de degradacdo ndo sao tpxaedo devem criar nenhuma resposta
inflamatoria. Outra caracteristica importante éegrddacao ocorrer em um razoavel periodo
de tempo, requerido pela aplicacao.

O processo de biorreabsorcdo da caprolactona oetmnagés da hidrélise de suas
ligacbes ésteres em contato com os fluidos corpprenginando produtos na forma de
oligbmeros sollveis e ndo toxicos, que apos safraxeacdo metabdlica do organismo séo
transformados em GQe HO [9, 13]. E a degradacdo enzimatica catalisada por enzimas
denominadas de hidrolases. Certas enzimas prataslifproteases) catalisam a hidrolise de
ligacOes peptidicas e outras catalisam a hidréleséigacOes éster [37Este mecanismo é
seguido pela oxidacdo biologica das cadeias pdliase(catalisada pelas oxigenases), quebra
das mesmas, gerando cadeias menores e bioassondastas pelos microrganismos. Este
processo ocorre em polimeros contendo hetero-cadésés como celulose, amido e
poliésteres alifaticos, dos quais os polimeros PELPCL sao representantes tipicos. Os
grupos ésteres destes polimeros sdo facilmentelibédreis, pela acdo enzimética das
esterases presentes no fluido fisiologico [34].

Em geral, a velocidade de hidrolise dos polimeéoscontrolada por varias
propriedades, incluindo estrutura, area superfieglamorfologia. A susceptibilidade de
polimeros a degradacdo enzimatica € determinadargelcdo entre propriedades e estrutura.
A biodegradacgdo enzimatica pode ser monitoradangolidas de massa molar (cromatografia
de permeacao em gel- GPC), da presenca de grupadginfravermelho com transformada

de fourier — FT-IR), mudancas nas propriedades nmeas (analise termo-mecano-dinamica —
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DMTA), altera¢gBes na estrutura de microfase (caletiia exploratoria diferencial — DSC) ou

de estrutura de macrofase (microscopia eletrorecaadedura — MEV) [38, 39, 40].

Neste trabalho, a biodegradabilidade dos polimefois* e PCL foi estudada atraves
de medidas de variagbes na densidade otica de uaomeemulsdo preparada a partir dos
respectivos poliésteres.

A Figura 6.21 ilustra a variacdo na densidade @asemulsées do polimero PCL*
devido a degradacdo enzimatica. A densidade oOtsaednulsdes foram medidas em um
espectrofotdmetro UV/Vis Cary 50 utilizando o commnto de onda de 650 nm. As

emulsdes permaneceram a 37 °C sob agitacao coudtinaate todo o experimento.

(A) (B) (®)

Figura 6.21 — llustragdo da turbidez apos Oh (B)h1B) e 30 h (C) de incubacgao de uma emulsamtimero
PCL* com as enzimas lipase e colesterol esterassokmao PBS 0,1 mol}, pH 7.4 e 37 °C.

As enzimas lipases (triglicerol acil-hidrolases, B@.1.3) sédo classificadas como
hidrolases e atuam sobre ligagbes éster presemtexiglicerdis, liberando acidos graxos e
glicerol, constituindo uma classe especial de asésr. Embora a diferenciagéo entre lipases e
esterases (EC. 3.1.1.1) ainda nao esteja completardefinida; pode-se afirmar que a lipase
catalisa reacfes de substratos insollveis em a&an@ganto que uma esterase age em
substratos sollveis [41, 42]. Tais enzimas saordgramas nos tecidos animais e exercem um
papel muito importante no metabolismo humano.

A Cease é uma glicoproteina de 579 aminoacidoogcmbm uma regido entre os
aminoacidos 540 e 573 muito rica em prolina, e weguéncia hidrofobica de seis
aminoacidos no C-terminal da proteina [43]. A regi&a em prolina é formada por uma
sequéncia repetitiva do tipo (PVPPTGDSGAP)n. Ardifiga entre as Ceases de diferentes
espécies biologicas é determinada pela sequéngpaitiea dos aminoacidos. A Cease de
origem bovina contém trés unidades repetitivas Bamtes enquanto que a Cease humana

apresenta 16 repeticbes. Estudos tém demonstradoaquegidao rica em prolina nao
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desempenha nenhypapel na atividade da enzima sendo que seu pap#bjico permanece
indefinido [44].

A enzima Cease hidrolisa ésteres sollveis em adudrefébicos e sua posicao na
escala evolutiva permite classifica-la como lipagedriglicérides e esterases. As lipases de
triglicérides hidrolisam preferencialmente éstdresofdbicos e lipidios, enquanto esterases
atuam preferencialmente em substratos solUveisgera. 8 Figura 6.22 ilustra a superficie

equipotencial das enzimas Cease (A) e lipase {{Buladas por computador.

(A (B)
Figura 6.22 — Superficies equipotenciais da Cedke (ipase (B) simuladas silico. Em vermelho e azul estdo
representadas as regides de alta e baixa denstiddmica, respectivamente [45, 46].

O grafico da reducéo na densidade otica das ensutkizepolimeros PCL* e PCL sob
acdo das enzimas lipase e colesterol esteraskis@iados na Figuras 6.23 e 6.24. Observa-se
na Figura 6.23 que o polimero PCL* é significatiesme mais susceptivel a degradacéo
enzimatica que PCL de estrutura linear.

Utilizando o método dos minimos quadrados na regréte o0 processo € de primeira
ordem, a velocidade instantanea, v, para a redogatensidade otica pode ser calculada. Os
valores obtidos para v considerando a enzima lifmaaen iguais a 3,71 %h(y=3,71x-5,23;
r’=0,9823) e 2,49%h (y=2,49x-20,79; %=0,9696) para os polimeros PCL* e PCL linear,

respectivamente.
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Figura 6.23 — Reducéo da densidade 6tica em futhgdempo para a hidrélise enzimatica do PGiy¢ PCL
(). Concentracdo da enzima lipase: 1.800 U em soltagipdo PBS-salina (pH=7,4).
Temperatura do ensaio: 37 °C.

Para a enzima colesterol esterase os valores deramfiguais a 1,716%'h
(y=1,716x+11,76;%0,995) e 0,982%:h(y=0,982x+1,05;40,998) para os polimeros PCL*

e PCL, respectivamente.
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Figura 6.24 — Reducéo da densidade 6tica em futhgdempo para a hidrélise enzimatica do PGiy¢ PCL
(). Concentracdo da enzima colesterol esteraseQW.6f solu¢do tampé&o PBS-salina (pH=7,4).
Temperatura do ensaio: 37 °C.

Considerando que a reagdo de biodegradacdo enuplgereacdo enzimatica, uma
forma quantitativa de se avaliar a interacdo dasneas com 0S substratos poliméricos é

através da equacéao de Michaelis-Menten [47]:

Vw5

V=
K, +[S]
(6.5)

A equacdo (6.5) relaciona a velocidade (v), a vekme maxima (M) € a
concentracao inicial de substrato com a constantdidhaelis-Menten (k). A constante de
Michaelis-Menten de uma enzima € uma caracteristigi#o importante e fundamental, ndo
apenas matematicamente na determinacdo da velecittadeacdo catalisada como também
na avaliagcado da atividade das enzimas nos tedidld§, de um substrato para uma enzima
especifica € caracteristico, e nos fornece um pmErande especificidade deste substrato em
relacdo a enzima. Neste caso, quanto menor folar da K, maior a especificidade da

enzima pelo substrato.
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Uma transformacdo muito empregada da Equacdo @)aélinearizagdo, para os
calculos de I e Vinax também denominada de Equacéo de Lineweaver-B8ik [

(6.6)

Uma vantagem da Equacao (6.6) é que esta permaalatarminacao precisa de, K
V max:

As Figuras 6.25 e 6.26 ilustram os graficos deewwaver-Burk para os ensaios de
biodegradacdo dos polimeros PCL* e PCL nas soludassenzimas lipase e colesterol
esterase, respectivamente. Os valores obtidoskpaeaVnaxestao ilustrados nas Tabelas 6.7
e 6.8.

Yi{A)= 3 485'X + 7 486 (R:0,999)
250 4 ¥(B)=1,137"X+ 1449 (R:0,991) @

v (%.h)

[SI".10° mM

Figura 6.25 — Gréafico de Lineweaver-Burk obtidogrardegradacéo enzimatica dos polimeros PCL (AL P
(B) pela enzima lipase. Concentracdo da enzimadigh800U em solu¢do tampao PBS-salina (pH=7,4).
Temperatura do ensaio: 37 °C.
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Figura 6.26 — Grafico de Lineweaver-Burk obtidogpardegradacéo enzimética dos polimeros PCL (&)L& P
(B) pela enzima colesterol esterase. Concentrag@&mrzima esterase: 1.600U em solugdo tampéo PB&-sal
(pH=7,4). Temperatura do ensaio: 37 °C.

Tabela 6.7 — Eficiéncia da enzima lipase na bicattagédo dos polimeros PCL* e PCL. As
condicOes do ensaio sao apresentadas na Figura 6.25

PCL* PCL
Vmax (%.5H.g7) 0,069 0,14
Km (MM) 7,87.10 4,87.10°
Km /Vmax 1,14.10° 3,48.10°

Tabela 6.8: Eficiéncia da enzima colesterol esterasbiodegradacdo dos polimeros PCL* e

PCL. As condicdes do ensaio sdo apresentadas na 6@ 6

PCL* PCL
Vmax (%.H1.g ) 0,169 0,108
Km (MM) 1,20.1¢" 1,126.1¢
K IV max 7,1.10° 1,04.10°

A andlise de K revela que as enzimas lipase e colesterol estapgssentam uma

afinidade aparente maior pelo polimero PCL* retatiente ao polimero PCL. As enzimas
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despolimerizam os polimeros PCL* e PCL em proddmbaixo peso molecular sollveis em
agua que difundem da micela para o meio aquosaltaedo na diminuicdo da densidade
Otica da solucéo. A estrutura globular do PCL* paressultar em uma afinidade aparente
(Km) maior pelas enzimas lipase e colesterol estepassjvelmente devido ao maior contato
com os biocatalisadores na fase micelar e tambéndal@o seu menor peso molecular

relativamente ao polimero PCL.

6.5.5 Microscopia de forca atbmica da camada pro#eadsorvida

A adsorcdo de proteinas séricas sobre as supsrtieiemplantes poliméricos afeta
intensamente a interacdo celular com a superfioiandterial, induzindo a ativagdo de
macrofagos seguida pela resposta imunoldgica aeri@aimplantando e controlando o
comportamento de adesao celular [49]. A interagétefma-superficie € fator determinante
para a introducdo do implante no ambiente bioldgdsoproteinas promovem uma camada de
revestimento sobre a superficie, a qual modulxagdio, propagacdo e migracdo de células
[50].

Existe um grande interesse em se conhecer maisaarepte a interacdo entre as
proteinas séricas e a superficie de polimerosgdesenvolvimento de biomateriais uma vez
que exemplos destas interacdes sdo observadosoeesgw 0sseas, dentérias, transplantes e
outros dispositivos da area médica.

Proteinas sdo macromoléculas resultantes da cogdloinde aminoacidos. Estes
aminoacidos possuem varios tipos de cadeias lateram naturezas fisico-quimicas
diferentes. Algumas destas cadeias laterais cohi@racarbonetos tais como valina, leucina,
isoleucina; grupos carboxilas a exemplo do acidbéghico, acido aspartico e grupamentos
basicos como a lisina, arginina e histidina. Exigiertanto, uma tendéncia natural das
proteinas séricas se associarem nas superficiéican, dada a natureza (polar/apolar) de sua

estrutura.

As mudancas conformacionais originadas pela adsaca quantidade de proteina
adsorvida sao dois aspectos importantes que degeinvestigados quanto ao processo de

adsorcao de proteinas séricas sobre as supeHiitiéscas.

A HSA (albumina humana sérica) e fibrinogénio (HFRgo as proteinas mais
abundantes no plasma sanguineo. Tém a propriedad@at-se reversivelmente a uma

grande variedade de ligantes e farmacos, transplartsnimeras substancias para diversos
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orgaos através do sistema circulatério. A albunénana proteina secundaria com estrutura
ema-hélice. HSA possui uma molécula de cisteina le/ten residuo de triptofano [37].

A y-globulina humana contém principalmente a imunagjiol da classe G (IgG) que
€ a principal imunoglobulina sérica e atua comeptara de antigenos. A IgG é uma proteina
secundaria com estrutura em beta folhas (fi}d87, 51]. A molécula de IgG é composta por
quatro cadeias de polipeptideos unidos por pontesulteto e forcas ndo covalentes. A
adsorcao de IgG na superficie de biomateriais graede importancia para os sistemas de
diagnostico imunolégico [51].

A microscopia de forca atbmica (AFM) € uma técniestante conhecida por ser
bastante sensivel as modificacbes de biomoléculasogorrem na superficie dos materiais
sintéticos. Neste sentido, a AFM apresenta um péitencial analitico na ciéncia dos
biomateriais uma vez que é capaz de gerar imagensesolucdo espacial extremamente alta
e em 3 dimensdes.

As Figuras 6.27 e 6.28 ilustram a morfologia dbads de PCL* ap0s contato com as
proteinas HSA e IgG, respectivamente. Usou-se gpdente imersdo de 24 horas e
concentragdo da solugéo de 0,11 mM a 0,99 mM de &8/018 mM a 0,16 mM de 1gG,
objetivando analisar a topografia da camada p®tea flme de PCL*. A Figura 6.27 (a)
mostra a imagem do filme de PCL* antes da adesdiina® protéico.

Uma das caracteristicas marcantes observadas agerimdas Figuras 6.27 e 6.28 € a
formacdo de camadas das proteinas adensadas e#&o fdacconcentracdo e regibes de
dimensdes variadas, sem proteina (regides maisas3cusso pode ser indicativo de um
processo de adsorcdo das proteinas HSA e IgG doctpee favorece o crescimento do filme
ao seu redor. Outra caracteristica das imagers fimimacao de algumas regides circulares,
sem proteinas 0 que poderia indicar uma nao horeatgae do filme protéico adsorvido
sobre o filme de PCL*. Os resultados de AFM indicaortanto, que o flme de PCL* parece
favorecer a adsorcdo das proteinas, contribuindstadéorma para as propriedades

hemocompativeis deste material.
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Figura 6.27: Imagens AFM — 3D do filme de PCL* eifeictntes concentracdes de HSA:
(a) Filme de PCL estrela puro, (b) 0,11 mM (c) 34 (d) 0,99 mM.
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Figura 6.28: Imagens AFM — 3D do filme de PCL* eifeintes concentragdes de 1gG:
(a) 0,018 mM (b) 0,054 mM (c) 0,16 mM.
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7. Conclusoes

A sintese, caracterizacao e o estudo das propaedda polimero PLC* foi realizado
através de ensaids vitro com o objetivo de avaliar a sua aplicabilidade oastrucdo de
dispositivos implantiveis para regeneracdo de deci& como veiculo para liberagdo de
farmacos.

Com base nos resultados obtidos neste trabalhegeodencluir que:

1. A sintese do PCL* foi efetuada com bom rendime@®resultados da espectroscopia
'H-RMN e**C-RMN confirmaram a estrutura de trés bracos domab (PCL triol) e o nivel
de substituicdo do nucleo de glicerol.

2. Através da analise por GPC observa-se que o PClesapta uma faixa de
distribuicdo de massas molares unimodal, isto €,sdnpico de distribuicdo de massas
molares, com indice de polidispersao igual a 1(®@3valores de massa molar do polimero
foram da ordem de #@/mol caracterizando-o como polimero de baixo mestecular, o que
podera propiciar uma maior velocidade em sua biediegao relativamente ao polimero PCL
linear e de peso molecular mais elevado.

3. O resultado da analise por calorimetria explorataliferencial (DSC) indicou uma
temperatura de transicao vitrea de - 64,3°C, mudtrgue o PCL* € um polimero maleével a
temperatura ambiente e corporal, e consequenterdengga possuir alta permeabilidade aos
fluidos fisiologicos, propriedades estas que pamesér interessantes para a liberacédo
controlada de farmacos e dispositivos implantévigigeabsorviveis.

4. A espectroscopia de infravermelho possibilitou &liaa da microestrutura do
polimero através da identificacdo de seus gruposiduoais e a pureza do produto obtido.

5. O resultado da adsorcéo de proteinas séricas HBAeHgG nas superficies de PCL*
e PCL linear mostrou que o PCL* adsorve uma quadédde albumina humana
significativamente mais alta relativamente as pnaie HFb e 1gG. Isto mostra que o PCL*
possui uma maior tendéncia a hemocompatibilidadativtamente ao polimero linear,
provavelmente devido a sua estrutura globular, riimayete das proteinas séricas.

6. Os ensaios de citotoxicidade contra células de feamsi em condicOe#n vitro
indicam que o polimero PCL* é biocompativel.

7. A microscopia eletronica de varredura e a microscdp epifluorescéncia mostraram

que as superficies de PCL* e PCL linear apreseb&@ira tendéncia a adesao de plaquetas.
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Observou-se um pequeno numero de plaquetas samcédliede seu citoesqueleto indicando
gue o PCL* e PCL apresentam hemocompatibilidade.

8. Os ensaios de biodegradacdo mostraram que o P@iaigsusceptivel a degradacéo
enzimatica do seu analogo linear.

9. As andlises de AFM evidenciaram a adsor¢do dagipes sericas sobre a superficie
do PCL*. Dada a natureza quimica da microestrutiloaPCL* o0 processo de adsorcao

protéica parece ser favorecido por interacdes fiillicas ou de van der Waals.
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8. Perspectivas Futuras

De acordo com informacdes da empresa Fixomed [1uso de implantes
biorreabsorviveis no Brasil ainda é pouco difundid®ndo o consumo médio de
aproximadamente 10%, devido ao alto custo destglaintes quando comparados a implantes
de titAnio. Nos estados de S&do Paulo e Rio derdaneconsumo médio de implantes
biorreabsorviveis em cirurgias cranio maxilofacigisde aproximadamente 25% e 20%
respectivamente. No Brasil 0 SUS ndo custeia gsiede material. Os valores aproximados
de parafusos biorreabsorviveis de até 2,0 mm dweetié para fixagdo de fraturas cranio
faciais variam de R$700,00 a R$3.000,00 cada pswafu

A continuidade das pesquisas com o polimero potidagtona estrela (PCL*) é de
grande importancia para o desenvolvimento de inipéapara aplicacdo na area ortopédica e
para o desenvolvimento de tecnologias para produlgites implantes no Brasil, pois
atualmente a técnica de producédo é dominada psegda Europa e Estados Unidos. Isto
representaria um grande avanco tecnoldgico paraasilBe possibilitaria uma reducéo
consideravel nos custos de obtencdo destes implg@emitindo maior acesso a esta
tecnologia por parte da populacdo de baixa renda.

Considerando o exposto, as perspectivas para oatdoe deste trabalho seriam:

)] Fabricar parafusos e placas de polimero PCL* eiavauas propriedades
mecanicas com vistas a sua aplicacdo na reparadg@cido 6sseo.

i) Estudar as propriedades bioldgicas do PCL* quardnadatividade osteoindutora
em ensaiof vitro ein vivo.

i) Analisar a biodegradacao e o metabolismo do PCLtendicdesn vivo.

iv) Estudar um modelo animal para a avaliacdo da als@@desdo plaquetaria em
ensaiosn vivo.

V) Incorporar antibiéticos na estrutura do PCL* e maalo processo de liberacdo
controlada. Esta etapa permitirA o projeto de reiate bioativos que poderdo
contribuir para o projeto de cimentos ortopédicos.

Vi) Aplicar o PCL* para a obtencdo de redes interpangts que propiciem a

recuperacgdo de nervos periféricos.

[1] Fixomed Distribuidora de Produtos Cirargicesvw.fixo-med.com
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Glossario

Acetil coenzima A (Acetil CoA) — molécula provenierdo metabolismo dos carboidratos,
lipideos e aminoacidos. E a fonte de energia paci&lo do acido citrico (ciclo do acido
tricarboxilico ou ciclo de Krebs). E constituidauda grupo acetil de dois carbonos unidos de

forma covalente a coenzima A.

Angiogénese: consiste no desenvolvimento de noasgsvsanguineos a partir da proliferacao
de células endoteliais (células de revestimentowds®s sanguineos) diferenciadas de um

vaso pré-existente.

Apoptose (morte celular programada): processo dgencelular caracterizado pela clivagem
do DNA, condensacao e fragmentacao nuclear e f@onde bolhas na membrana que induz
a fagocitose da célula sem provocar resposta iafiéma. Esta relacionada com a manutencéo
da homeostase e com a regulacao fisiolégica dontaondos tecidos.

Articulagdo glenoumeral: principal articulacdo dmiwo. E uma articulagdo que possui
grande mobilidade e é instavel, do ponto de vigadmico. A sua estabilidade é mantida por
um “Sistema Passivo”, composto pelo complexo capsigimentar Glenoumeral e um

“Sistema Ativo”, representado pelos masculos edeadlo manguito do rotador.

Artrodese: cirurgia na qual uma articulacéo é fdadia posicao, prevenindo, assim a dor que
se origina de um movimento. E uma induc&o artifidéaossificacdo de uma articulagéo entre

dois ossos através de cirurgia.

Artroplastia: procedimento cirdrgico de uma arté@ao para restituir-lhe o quanto possivel a
mobilidade e funcéo e para a melhora do quadraasdo

Artroscopia: procedimento para examinar o inteder uma articulacdo por meio de um

artroscopio.

Calcaneo: osso que forma o calcanhar dos mamifépesles. Nos humanos esse 0sso esta

localizado no tarso. E um 0sso curto pertencendesgoeleto apendicular.
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Cartilagem hialina: cartilagem encontrada no disgifisario, permitindo o crescimento
longitudinal dos ossos. No adulto, também estaeptescomo unidade esquelética na

traguéia, nos brénquios, na laringe, no nariz eeriemidades das costelas.

Células fagocitérias (fagocitos): células com umhdgem comum na medula cuja funcao
priméria é a fagocitose. Estas células funcionamocacessorios nas fases de reconhecimento
e de ativacéo de respostas imunes adquiridas e célmas efetoras da imunidade inata e da
imunidade adquirida. Os fagoécitos mononuclearegifumam no sangue em uma forma
incompletamente diferenciada chamada mondcitos wndp chegam aos tecidos,

amadurecem até macrofagos.

Células Osteoprogenitoras (osteogénicas): célulasg diferenciam em osteoblastos que sao
0S responsaveis pela sintese dos componentes angafiolageno, proteoglicanas e
glicoproteinas) da matriz 6ssea.

Chitosan: polissacarideo encontrado no exoesquidetoustaceos.

Ciclo do &cido tricarboxilico (Ciclo de Krebs owcloi do acido citrico) — série de reagdes
guimicas que acontecem na célula com a finalidadexdlar a acetil CoA a duas moléculas

de CQ. E uma parte do metabolismo dos organismos aer@xmaerdbios.

Citocinas: sao proteinas produzidas por tipos aedal muito diferentes que medeiam as
reagcOes inflamatdrias e imunes. As citocinas sépriogipais mediadores da comunicacao

entre as células do sistema imune.

Citotoxicidade: capacidade de um material exercaode de células.

Condrécitos: sao células que constituem o tecidilaginoso.

Fator de von Willebrand (VWF): proteina que circataplasmatica de alto peso molecular,
produzida por células endoteliais e megacariéates € parte do complexo fator Vllli/fator

von Willebrand. Possui receptores para colageraguettas, e atividade ristocetina, como

também determinantes antigénicos imunologicamermdg@niths. Funciona na adesdo de
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plaguetas ao coladgeno e formagdo do tampdo hemcostdd tempo prolongado de
sangramento na doenc¢a de Von Willebrand é devidiéiéncia deste fator.

latrogenia — qualquer alteracdo patoldgica provacad paciente por um procedimento

médico equivocado.

Imunogenicidade: capacidade de induzir uma respmstae detectavel.

Imunoglobulina (Ig, anticorpo): um tipo de molécglicoprotéica também chamada de Ig,
produzida por linfécitos B que ligam antigenos, tamivezes com alto grau de especificidade
e de afinidade. Os anticorpos secretados executanasvfuncdes efetoras, incluindo

neutralizacdo de antigenos e promocédo de destraiedmicrorganismos dependente de

leucocitos.

Interleucina 6 (IL-6): citocina produzida por fagds mononucleares ativados, células
endoteliais e fibroblastos, que funciona tanto manidade inata quanto na adquirida.
Estimula a sintese de proteinas de fase aguda pepasocitos, bem como o crescimento dos

linfécitos B produtores de anticorpos.

Linfocito: tipo de leucécito ou glébulo branco peate no sangue fabricado pela medula
ossea vermelha. Os linfocitos estdo envolvidosespasta imune adquirida e consistem em
duas classes funcionais de células: o linfécitoqlie esta envolvido em processos de
imunidade celular e na regulagdo da sintese deognbis; o linfécito B, que participa do
processo de imunidade humoral e € o precursorideaigal célula formadora de anticorpos

do organismo — o plasmacito.

Manguito rotador: € um grupo de musculos e sewEnque age para estabilizar o ombro. E
constituido por um grupo de quatro musculos: o aegpinhal, infra-espinhal, redondo

menor e subescapular.

Macrofago: célula fagocitica localizada nos tecidtesivada dos mondcitos do sangue, que
desempenha importantes papéis nas respostas inmees e adquiridas, efetuando a

fagocitose de elementos estranhos ao corpo.
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Neutrofilos: classe de leucdcitos circulantes, tamilchamado leucdcito polimorfonuclear
(PMN), que € recrutado para os locais onde hanmt#io, sendo capaz de fagocitar

microrganismos digerindo-0s enzimaticamente.

Osteoconducao: é caracterizada pelo crescimentn qsx aposicdo do 0sso existente ou
sobre 0 mesmo. Esse processo para ocorrer necdssitgsso ou células mesenquimais

diferenciadas.

Osteoinducdo: um material osteoindutivo auxili@garacéo de uma ferida 6ssea induzindo a
formacg&o de novo tecido através da diferenciacdoétldas mesenquimais indiferenciadas

em osteoblastos devido a presenca de fatores meduda formacao ossea.

Osteogénese: o processo de formacgéo dssea.

Osteopenia: patologia que consiste na diminuicdo ddasidade mineral dos 0ssos,

consequente a predominancia do desgaste 6sseol sobmaa sintese de matriz 6ssea.

Osteotomia: incisao cirdrgica de um 0sso, prinoygaite para aliviar uma dor articular ou
com objetivo de restaurar um 0sso, consolidar uataire ou por anomalias congénitas ou

adquiridas.

Osteossintese: reducao cirdrgica das fraturasupéa dos fragmentos 6sseos com auxilio de
parafusos, fios, placas, hastes metalicas ou outte®ms mecanicos. Este material é

geralmente retirado quando a fratura esta conslalida

Scaffolds: suporte que permite o crescimento ddas|

Talo (talus): osso do pé dos mamiferos que articafa os ossos da perna (tibia e fibula)

formando o tornozelo.

Vasculogénese: formacdo de novos vasos sanguimesigi, em local onde ndo ha vasos,
através de estimulo de proliferacdo de angioblagtékilas precursoras do endotélio),

originarios do mesoderma esplancnico.



