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Estudo da Biocompatibilidade da Blenda de
Poli(L-acido lactico)/Policaprolactona-triol

Mauricio K. Minata, Adriana C. Motta, Maria de Lourdes P. Barbo, Maria do Carmo A. Rincon
Laboratorio de Biomateriais, CCMB, Pontificia Universidade Catolica de Sao Paulo, PUCSP

Eliana A. R. Duek
Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP

Resumo: Polimeros biorreabsorviveis tém sido estudados para aplicagdes médicas especialmente nas areas de ortopedia e traumatologia.
Dentre os mais promissores destaca-se o poli(L- acido lactico), devido a sua elevada resisténcia e boa biocompatibilidade. Apesar dessas
caracteristicas os dispositivos obtidos a partir do PLLA tém baixa elongacdo e um carater hidrofébico, fatores que dificultam seu emprego
em aplicagdes onde a interacao tecido/implante seja um fator importante. O objetivo do trabalho foi obter membranas de PLLA e melhorar
suas propriedades pela adi¢do de 10% de poli( -caprolactone) (PCL-triol), um polimero semicristalino. Para isso membranas foram
implantadas no tecido subcutaneo de ratos Wistar, e analises histologicas dos segmentos das areas implantadas foram realizadas nos
tempos de 2, 7, 15, 30, 60, 90, 180 dias a fim de se avaliarem as interacdes polimero/tecido. N&o foram observadas respostas inflamatérias
exacerbadas em nenhum tempo estudado. Verificou-se a formagédo de cépsula fibrosa envolvendo a area implantada com presenca de
fibroblastos, fibrdcitos e células gigantes multinucleadas. Concluimos que as membranas de PLLA contendo PCL-triol apresentaram
resisténcia ao processo de degradagdo, podendo ainda ser observadas ap6s 180 dias de estudo.

Palavras-chave: PLLA/PCL-triol, in vivo, biocompatibilidade.

Biocompatibility Study of Poly(L-acid-lactic)/Polycaprolactone Triol Blend

Abstract: Bioabsorbable polymers have been studied for medical applications, especially for orthopedics and traumatology area. Among
these promising polymers there is great emphasis on Poly (l-lactic acid), PLLA, due to its high strength and good biocompatibility. In
spite of these characteristics, the devices obtained from the PLLA have low elongation and a hydrophobic character, which hamper its
use in applications in which the tissue/implant interaction is an important factor. The aim of this work is to obtain PLLA membranes and
to improve its properties adding 10% of poly ( -caprolactone) (PCL-triol), a semicrystalline polymer. For this proposal membranes were
implanted in the subcutaneous tissue of Wistar rats and histological analyses of the segments from the implanted areas were performed
after 2, 7, 15, 30, 60, 90, 180 days in order to analyze the polymer / tissue interactions. No intense inflammatory reaction was observed
along the period of time of the experiment. Fibrous capsules were noted enclosing the area of the implant, in addition to the presence of
fibroblasts, fibrocytes and multinucleated giant cells. The PLLA membranes containing PCL-triol showed resistance to the degradation
process, even after 180 days.

Keywords: PLLA/PCL-triol, in vivo, biocompatibility.

Introducao

Dispositivos obtidos a partir de polimeros biorreabsorviveis a agdo metabolica do organismo séo transformados em CO, e
tém sido cada vez mais aceitos na area médica, seja como H,0Bl,

dispositivos na forma de mini placas e parafusos para fixagdo de O poli (L-4cido lactico) (PLLA), além da biocompatilidade,
fraturas, em substituicdo aos tradicionais implantes metalicos, até apresenta como vantagens alta resisténcia, bom comportamento
dispositivos empregados na liberagéo controlada de farmacos!*2. termoplastico®®. Degrada-se formando 4cido lactico, que entra

Esses materiais apresentam inUmeras vantagens frente aos
dispositivos metalicos, em especial o fato de degradarem no
organismo, de forma gradual e esse processo ocorrer de forma
biocompativel, ou seja, sem promover respostas inadequadas ao
organismo.

Entre os polimeros bioreabsorviveis mais utilizados encontam-
se 0s poli ( -hidroxi acidos) e seus copolimeros, sendo possivel a
obtengdo de materiais com diferentes propriedades mecénicas e
diferentes taxas de degradacéo, de acordo com as proporcdes de Estudos relataram problemas com placas e parafusos de
mondmeros usadas nas sinteses destes copolimerost®4. O processo ~ PLLA puro utilizado para fixagdo zigomatica. Analises do tecido
de biorreabsorgdo ocorre através da hidrélise de suas ligagdes ~ removido, ap6s trés anos do implante, mostraram particulas de
ésteres em contato com os fluidos corpdreos, originando produtos PLLA encapsulada em denso tecido fibroso com formacéo de
na forma de oligbmeros solUveis e ndo toxicos, que apos sofrerem cristais e reacdo de corpo estranhof*3!

no ciclo do acido tricarboxilico e é excretado na forma de agua e
diéxido de carbono®*l,

Embora o PLLA apresente muitas vantagens, possui um longo
tempo de degradacdo (2 a 5 anos) em decorréncia da presenga
de remanescentes cristalitos associados a acidificagdo do pH
local durante o processo de biorreabsorcéo, o que dificulta a sua
completa introducéo desse material para uso clinicot*t*2,

Autor para correspondéncia: Adriana Cristina Motta, Laboratério de Biomateriais — CCMB, Pontificia Universidade Catlica de
S&o Paulo — PUCSR, Rua Joubert Wey, 290, CEP 18030-070, Sorocaba, SF, Brasil, e-mail: motta@fem.unicamp.br
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Polimeros de PLLA puros podem gerar processos de inflamagéo
cronica durante o ciclo de biorreabsorcdo, em razdo da alta
cristalinidade, o que prejudica a interagdo polimero/tecidol*4*],
Outros estudos confirmaram que tal aumento da cristalinidade do
PLLA durante o processo de degradacéo in vivo pode ser um fator
preponderante nas complicacdes subseqiientes*é7,

Na tentativa de melhorar a interagdo polimero/tecido, estudos
tém sido realizados por meio da adi¢do de moléculas de baixa
massa molar na matriz polimérica, que agiriam como plastificantes
buscando melhorar a flexibilidade dos dispositivos e a interagcdo
celulartl,

Luciano (1997) observou que o plastificante trietil citrato de
sodio, modificou as propriedades fisicas e a interacdo bioldgica
do implante de PLLA. Sugeriu, ainda, que pequenas variag¢des nas
concentragBes do plastificante, influenciaram a interacdo tecido-
implantel*],

A proposta deste trabalho foi avaliar a interagdo in vivo de
blendas de PLLA/PCL-triol (90/10) implantadas no subcuténeo de
ratos Wistar avaliando-se o padréo da resposta tecidual no local de
implante e sua evolugdo dos diferentes tempos propostos.

Experimental

Materiais e métodos

Origem e tratamento dos animais

Foram utilizados 21 ratos Wistar, de sexo masculino e feminino,
com idade aproximada de trés meses e com peso estimado de
300 gramas. Os animais foram obtidos no Biotério da Faculdade
de Ciéncias Médicas e da Salde, em Sorocaba, da Pontificia
Universidade Catolica de Sao Paulo. Permaneceram em regime de
claro-escuro correspondente a 12 horas, recebendo ra¢do comercial
e agua “ad libitum”.

Obtencdo das blendas de PLLA/PCL-Triol

Opoli(L-acidolatico) PLLAtendo massamolar médiade 300.000
g.mol= foi sintetizado no laboratério de biomateriais da FCMS/
Sorocaba, de acordo com Motta (2006)?% . A poli(caprolactona)
Triol, PCL-T, foi fornecida pela Solvay (CAPA 3091), com massa
molar média de 900 g.mol-. As amostras de PLLA/PCL-T foram
obtidas por evaporacdo de solvente a temperatura ambiente, na
composicdo 90/10. O PLLA e o PCL-triol foram dissolvidos
separadamente em cloroférmio (Merck, Alemanha) como solvente
para formar solugdes 10% (m/m) e mantidas em agitador magnético
por 12 horas, até completa homogeneizacdo. As solugdes foram
misturadas e vertidas em um molde de vidro (50 x 50 x 5mm) e, a
seguir, colocadas em uma camera para evaporagdo do solvente por
24 horas. As amostras foram secas em uma estufa a vacuo durante
24 horas e armazenados em um dessecador.

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Asanalises de DSC foram realizadas em um equipamento modelo
2920 da TA Instruments. Amostras pesando aproximadamente
7-10 mg foram seladas em panelinhas de aluminio e aquecidas
de 25 °C a 200 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min!
(primeiro aquecimento), e mantidas a esta temperatura por 5
minutos. Subsequentemente foram resfriadas a —100 a uma taxa
de 10 °C.min e mantidas nessa temperatura por 5 minutos. Apos,
foram aquecidas novamente ate 200° a uma taxa de 10 °C/min sob
atmosfera de nitrogénio.
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Implantes das membranas no tecido subcutaneo de ratos

As membranas foram imersas em alcool 70% e secas a vacuo
para retirada do ar do interior de seus poros, para ndo prejudicar a
interagdo com o tecido.

Os animais foram anestesiados com ketamina 10% (100 mg/
kg) e cloridrato de xylazina 2% (6 mg/kg) Em seguida, foram
posicionados em decubito ventral para fazer a tricotomia do dorso.
Apbs as duas incisdes laterais, inseriram-se as amostras (uma para
cada corte). As suturas foram realizadas com fio de Nylon 5-0 e foi
utilizada solucdo asséptica de alcool iodado na superficie da pele
do local do implante. Os animais foram monitorados diariamente,
permanecendo em suas gaiolas até a coleta das amostras.

Retirada das amostras

Os ratos foram anestesiados com xylazina (6 mg/kg) e ketamina
(100 mg/kg), procedimento seguido de aprofundamento anestésico
com tiopental sodico (0,6 mL), aplicado na cavidade peritoneal. Fez-
se a tricotomia do dorso, seguida de sacrificio dos animais. Logo
apos, foi retirado 0s segmentos do tecido subcutaneo abrangendo
toda a regido dos implantes, seguindo a orientagdo das cicatrizes
e da impressdo da membrana sobre a pele dos animai. Em cada
tempo foram obtidas seis amostras provenientes de trés animais. Os
segmentos foram fixados (solugdo formol 10% tamponado) durante
um periodo minimo de 24 horas a temperatura ambiente.

Processamento do material

Em seguida a fixagdo, os fragmentos foram seccionados para
processamento histoldgico, desidratados em gradientes crescente de
etanol, diafanizados em xilol e embebidos em parafina.

Os preparados foram seccionados em micrétomo (Leica RM
2245) a uma espessura de 5 um, montados em laminas e corados
pelo hematoxilina e eosina (HE).

Microscopia de luz

Apos o processamento do material, os cortes histologicos foram
analisados e fotografados sob microscopia de luz. Foi utilizado
microscopio dptico Nikon Eclipse E800. Foi avaliada a resposta
inflamatdria e a interacdo do implante com tecido subcutaneo, bem
como a presencga de fibroblastos, macréfagos, neutréfilos, células
gigantes e vasos sanguineos.

Resultados e Discussao

A anélise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) tanto
no PLLA puro como na blenda composta por PLLA/PCL-triol
teve o objetivo de avaliar a influencia que o PCL-triol apresentou
em relacdo ao grau de cristalinidade na blenda. A Figura 1 mostra
as curvas de DSC para as membranas de PLLA/PCL-T nas
composicdes 100/0 e 90/10.

e
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=
§ —— PLLA/PCL-T - 100/0
—— PLLA/PCL-T - 90/10
200 ~100 0 100 200 300

Temperature (°C)

Figural. Curvas de DSC paramembranas de PLLA/PCL-T nas composi¢des
100/0 e 90/10 no segundo aguecimento.
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A avaliagdo das curvas de DSC mostra que houve uma redugo
na temperatura de fusdo do PLLA com a adicdo de PCL-triol,
passando de (T ) sdo 179,2 °C para 177,40 °C Foi verificado também
reducdo na temperatura de transicdo vitrea (Tg), como pode ser
verificado pela Tabela 1 :

O grau de cristalinidade foi calculado pela Equagé&o:

. (AHmM — AHc)

o X100 1)

onde: H_=entalpiadefuséo[J.g™]; Hc=entalpiade cristalizagéo
[J.97']; H,°=93,7J/g, que € a entalpia de fuséo supondo o polimero
100% cristalinot?!!

A justificativa para a reducéo na Tg do PLLA na presenca de
PCL-triol esta no fato do PCL—triol assumir um papel de plastificante
na blenda, auxiliando a mobilidade molecular. Houve uma queda
na cristalinidade da blenda PLLA/PCL-triol, comparada ao PLLA
puro, como mostrada na Tabela 1. A adigdo do plastificante diminui
a interagdo entre as cadeias, conforme relatado por Luciano (1997),
dificultando o processo de cristalizagdo do material.. Provavelmente
isso ocorre devido ao tratamento térmico ao quais as amostras foram
submetidas durante as analises, possibilitando relaxacGes térmicas e
melhora na dissolucéo de plastificantel*l.

A utilizacdo de material como dispositivo na area biomédica
passa por diversos requisitos, sendo que a interacdo apresentada
pela interface polimero/tecido tem sido apontada como uma das
caracteristicas desejaveis no sucesso de um implante. Avaliar este
tipo de resposta é essencial para tornar efetiva a utilizagdo de um
material na &rea médica.

No ato de retirada das amostras implantadas foi notado que os
tecidos das areas dos implantes apresentavam aspecto usual sem
sinais inflamatdrios, como por exemplo, edema ou rubor.

Nos periodos acima de 2 dias foi nitida a cicatrizacdo da pele
com crescimento dos pelos.

A Figura 2 mostra o rato apds 2 dias de implante, podendo ser
notado as duas incisdes cirdrgicas.

K

Figura 2. Rato com 2 dias de implante, mostrando a cicatrizagéo das duas
incisOes cirdrgicas.

A figura 3 mostra as micrografias nos diversos tempos do
estudo, sendo avaliada a resposta bioldgica do tecido ao redor do
implante. Figura 3.

2DIAS

O implante esta rodeado por uma rede de fibrina e os vasos
dos tecidos ao redor mostram-se congestos, ha edema intersticial
e leve infiltrado inflamatdrio com neutrofilos e escassas células
mononucleares, provavelmente mondcitos e macrofagos.

7DIAS

Ao redor do implante, evidencia-se tecido fibroso de padréo ja
organizado. O infiltrado inflamatdrio contém células mononucleares
e ainda ndo evidenciamos células gigantes multinucleadas, ou seja,
macrdfagos de corpo estranho.

15DIAS

O implante permaneceu aparentemente integro no local do
implante. Estdo presentes células gigantes do tipo corpo estranho.
A cépsula fibrosa mantém-se com caracteristicas semelhantes ao
periodo de 7 dias.

30DIAS

A cépsula que envolve o implante aparenta ser mais espessa
do que a observada no periodo anterior e também evidenciam-se
escassas células gigantes do tipo corpo estranho. Reconhece-se a
blenda pelo aspecto hialino ndo corado a hematoxilina e eosina.

60 DIAS

Mantém-se as caracteristicas da capsula que envolve o implante,
porém este nao foi visualizado. O tamanho original da area ocupada
pelo polimero, aparentemente estéa reduzida, com provavel retragéo
cicatricial.

90 DIAS

Foram observados aspectos semelhantes ao periodo anterior.
Neste caso foi observado um fragmento do implante, entretanto este
encontrava-se fora da capsula. A amostra da blenda apresentava-
se com caracteristicas proximas ao do implante de 15 dias, com
presenca de células gigantes ao seu redor.

180 DIAS

No aspecto macroscopico nota-se a reducdo do material
implantado, sugerindo ter havido degradacdo. Células gigantes
multinucleadas sdo encontradas com mais freqiiéncia. O polimero
manteve-se como uma peca Unica e continua.

A chamada cicatrizacdo das feridas é um extenso capitulo
da medicina e ocorre seguindo certos passos sequenciais. Logo
apos a ferida, que no caso presente esta respresentada pelo ato
cirtrgico e implante da blenda, inicia-se o processo de reparacéo
e cicatrizacdo. Esta fase caracteriza-se, de inicio, por fendmenos
de natureza vascular, com congestdo, hiperemia e saida de
células dos vasos sanguineos integros situados ao redor da leséo,
sendo que os primeiros elementos celulares a se localizarem na
area sdo os polimorfonucleares neutrdfilos e, a seguir, elementos
mononucleares, linfocitos e mondcitos. A resposta inflamatoria
ocorre em todos os tecidos vascularizados apds uma injuria
de qualquer que seja sua natureza. Por volta do terceiro dia,
caso ndo haja infeccdo e as condigdes do meio resultarem

Tabela 1. Valores encontrados na analise de DSC para as membranas de PLLA/PCL-T.

Composigdo: ~ T,PLLA T_PCL-T T,PLLA H,  T,PCL-T H,  T,PLLA H, T,PCL-T H, (%)
PLLA/PCL-T ©c) ©c) (°C) PLLA ©C) PCL-T (c) PLLA (C) PCL-T
(% m/m) (/9) (J/g) (J/9) (/g)
100/0 62 - 179 34 - - 107 17 - - 37
90/10 52 -65 177 25 -4 0 83 13 * * 27
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Figura 3. a) Formacgdo da cépsula com fibroblastos, vasos congestos, edema e discreto infiltrado inflamatério contendo linfcitos. Periodo 7 dias ap6s
implante. (HE, 200x); b) Polimero preservado no tecido. Periodo 15 dias ap6s implante. (HE, luz polarizada, 100x); c) : Local do implante (*) com fragmento
do polimero (seta). Periodo 30 dias ap6s implante. (HE,100x); d) : observar a espessura da capsula no periodo 90 dias apés implante. (HE, 200x) e) Periodo
180 dias ap6s implante Observe o polimero (seta) e a capsula (ponta de seta). (HE, 100x).

ideais, inicia-se 0 processo reparativo propriamente dito e as células
mais frequentes sdo mononucleares, principalmente mondcitos que,
sofrerdo transformagédo para macréfagos, cuja funcdo no caso é a
limpeza de restos estranhos que por ventura possam permanecer no
local da lesdo. Caso haja materiais estranhos sem possibilidade de
serem eliminados, os macrofagos dardo origem as chamadas células
gigantes de corpo estranho, capazes de fagocitarem os restos que
ai permanecerem ou, no dos fragmentos serem muito grandes,
serdo rodeados pelas células gigantes. Tal reacdo ocorre com
todos os materiais que permanecerem por muito tempo sem serem

Polimeros, vol. 23, n. 2, p. 242-247, 2013

eliminados, mesmo quando incapazes de ocasionarem respostas
inflamatorias de natureza imunoldgica, como é o caso dos polimeros
bioreabsorviveis®??, A chamada capsula de fibrose descrita ao redor
das blendas nada mais € do que a resposta final do organismo a um
corpo estranho de natureza ndo imunoldgica. Caso, com 0 passar
do tempo, se tal material for totalmente reabsorvido, as células
gigantes remanescentes e a fibrose tenderdo a também desaparecer
restando uma cicatriz, pois no processo inicial traumatico ao
redor do implante os tecidos foram lesados. Tal resposta e suas
diversas fases evolutivas, sdo consideradas fisiologicas na medida
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que representam a resposta inflamatdria e reparativa do organismo
contra quaisquer lesdo, seja de natureza externa, COMO NO NOSSO
caso, ou de natureza internal®!

Diversos autores tém demonstrado que o PLLA apresenta bons
parametros quando testado in vivo, sendo a resposta inflamatoria
escassa e compativel com o seu uso para fins médicost.

A cépsula que envolve o implante de PLLA ja foi observada
anteriormente por Mainil-Varlet e contém fibras colagenas,
fibroblastos e capilares, além de escassas células gigantes(?4.

As chamadas células gigantes de corpo estranho resultam da
fusdo de macrdéfagos. Meiken et al. constatou que essas células
gigantes sdo notadas a partir de 7 dias de implante e o nimero delas,
bem como o de nicleos tendem a aumentar®®, Neste estudo, foram
observadas a partir de 15 dias.

No nosso trabalho, a quantidade de células gigantes resultou
escassa e evidentemente elas apareceram em todos os tempos, a partir
do 15° dia, embora nos cortes histoldgicos nem sempre tenham sido
visualizadas, pois temos que lembrar que devido & sua dispersdo,
a sua visualizagdo num corte de 5 um de espessura nem sempre
ocorre. Do mesmo modo, o encontro ou ndo do implante, dentro
ou fora da sua capsula, resulta ocasional, pois sendo este de maior
consisténcia do que os tecidos circunvizinhos e estando rodeado
por escasso colageno, muitas vezes, durante 0 processamento
histoldgico, principalmente durante a realizacdo dos cortes no
microtomo de parafina, ele resulta perdido, pois a ndo aderéncia
firme aos tecidos circunvizinhos faz com que ele se destaque ou
se fragmente. Também € digno de mencdo que tal fragmentagao
ndo ocorreu como resultado da degradagdo da blenda, porque em
tal circunstancia cada um dos fragmentos deveria agir como corpo
estranho e ser rodeado por fibrose e células inflamatérias, fato ndo
observado. A permanéncia da blenda de PLLA com PCL-triol
sem fragmentacgao é um aspecto digno de melhor avaliacéo e pode
resultar Gtil para usos especificos, como por exemplo, em lesGes
06sseas.

A taxa de degradacdo e a resposta inflamatéria dependem de
varios fatores: local do implante, solicitagdo mecéanica, massa
molar, tipo de material, entre outros®®l. Composicdo quimica e
cristalinidade também influenciam, sendo esta Ultima relacionada
com a taxa de absorcdo de agua pelo polimero (que consiste no
primeiro estagio de degradacdo do polimero)? 2. Em outros
estudos com blendas PLLA e materiais diversos, houve degradacdo
do implante e fragmentos do polimero ficaram rodeados por tecido
conjuntivolt824,

Conclusoes

Os resultados apresentados do estudo in vivo da blenda de
PLLA/PCL-triol mostraram-se satisfatérios podendo o material
ser considerado biocompativel. O PLLA/PCL-triol, mostrou-se
resistente, tendo permanecido praticamente integro transcorridos
180 dias de implante, caracteristica que pode ser vantajosa em
casos onde o material deva permanecer no organismo por um longo
periodo, como por exemplo, em aplicacOes nas areas de ortopedia,
de modo geral. Além disso, a reagdo inflamatéria aguda observada
no procedimento no primeiro tempo de avaliagdo é funcdo do
ato cirdrgico enquanto que a permanéncia da blenda nos demais
tempos posteriores suscitou escassa reagdo inflamatéria do tipo
corpo estranho, compativel com o esperado quando dispositivos
bioreabsorviveis sdo empregados.
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