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Resumo

A engenharia de tecidos ¢ um campo multidisciplinar que tem por objetivo o
desenvolvimento de substitutos bioldgicos que possam ser empregados tanto na reparagao,
quanto na substitui¢do de tecidos ou oOrgdos danificados. Entretanto, o sucesso no
desenvolvimento desses substitutos depende diretamente da escolha do biomaterial a ser
empregado para esse propodsito. Os poliésteres alifaticos, tais como o poli(acido latico),
poli(acido glicolico) e seus copolimeros, sdo amplamente utilizados em pesquisas para
aplicacdes em engenharia de tecidos. Entretanto, esses polimeros apresentam uma alta
hidrofobicidade bem como a falta de grupos funcionais que possam interagir com 0 meio
bioldgico. Nesse contexto, o presente trabalho investigou a sintese e caracterizacdo de
poliésteres contendo grupos funcionais que visam permitir uma melhor interagdo entre o
material sintético e o meio bioldgico.

Primeiramente, um poli(L-4cido latico) de alta massa molecular foi sintetizado através
da polimerizagdo em etapas, através de um processo alternativo ao empregado
industrialmente. O procedimento envolveu a utilizacdo de peneira molecular para a remog¢ao
do excedente de 4gua do meio reacional e o polimero sintetizado apresentou uma M,, = 80.000
g.mol” com polidispersidade de 2,5 nas condi¢des otimizadas.

Em outro estudo, matrizes de microfibras obtidas por electrospinning e filmes de
blendas de poli(D,L-lactideo) de alta massa molecular (PDLLA) e de poli(L-acido latico) de
baixa massa molecular (PLLA), com diferentes propor¢des entre os polimeros, foram
preparadas e suas propriedades avaliadas. As imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV) mostraram a obten¢do de matrizes de microfibras ausentes de imperfeicdes (sem
beads). Os experimentos de angulo de contato para as amostras mostraram que ndo houve
mudancas na hidrofilicidade dos materiais em consequéncia da adi¢cdo do PLLA a blenda. Os
experimentos de degradacao hidrolitica mostraram que a incorporacao do PLLA aumentou a
taxa de degradacdo dos materiais. As amostras de microfibras apresentaram um
comportamento de polimeros amorfos, enquanto que os filmes mostraram-se semicristalinos a
partir de andlises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Os ensaios de tensdo versus
deformacdo indicaram um aumento tanto no médulo de Young quanto nas tensdes maximas
de ruptura dos filmes, enquanto que para as microfibras estes efeitos ndo foram evidenciados.

A sintese de um copolimero contendo fungdes carboxila pendentes a cadeia principal foi

realizada através da polimerizacao em etapas entre o L-acido latico e o L-acido malico em
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diversas propor¢des. O poli(L-acido latico-co-L-acido malico) (PLLALMA) sintetizado
apresentou uma M,, = 6.700 g.mol™, polidispersidade de 1,4 e uma incorporagio de L-acido
malico a cadeia principal de 18 % em mol. As analises térmicas desse polimero mostraram
uma natureza amorfa, com uma 7, em 43 °C. Esse polimero foi empregado na preparacdo de
nanofibras e filmes, na forma de blendas com o PDLLA. Os ensaios de angulo de contato
mostraram que as matrizes de nanofibras tornaram-se completamente hidrofilicas quando
quantidades superiores a 10 % de PLLALMA foram utilizadas na composic¢ao da blenda, mas
nenhuma diferenca foi observada para os filmes. Os ensaios de adesdo celular para as matrizes
de nanofibras contendo 30 % de PLLALMA adicionado a blenda mostraram que ndo houve
diferenca estatistica entre essa matriz ¢ o grupo controle. Os experimentos de viabilidade
celular indicaram que ndo houve diferenga estatistica nas matrizes de nanofibras contendo o
PLLALMA quando comparado ao grupo controle.

Por fim, poliésteres foram sintetizados a partir de mondmeros derivados do glicerol. Os
derivados sintéticos do glicerol contendo as funcionalidades azida e p-toluenosulfonila
apresentaram-se termicamente instaveis para a utilizagdo em polimeriza¢des com didcidos ou
seus derivados anidridos. A utilizagdo de um derivado contendo um grupo benzila na estrutura
do glicerol permitiu a obtengao do poli(3-benzilglicerol-co-succinato) linear com uma massa
molecular ponderal média de 61.000 g.mol e uma polidispersidade de 4,1. A analise térmica
desse polimero mostrou uma 7, em — 2,3 °C, a qual seria adequada para aplicagdes em
engenharia de tecidos. A tentativa de remog¢ao dos grupos protetores através de reagao de
hidrogendlise com Pd/C resultou em uma fragmentacdo do polimero, o qual apresentou uma
M,, = 5.600 g.mol™" e polidispersidade de 1,3. No intuito de melhorar as propriedades desse
polimero foram sintetizados terpolimeros contendo L-acido latico, 3-benzilglicerol e acido

succinico, mas apenas polimeros com baixas massas moleculares foram obtidos.
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Abstract

Tissue engineering is a multidisciplinary field which focuses on the development of
biological substitutes to be employed in the restoration and substitution of damaged organs
and tissue. However, the successful development of these substitutes is directly dependent on
the choice of the biomaterial to be employed. Aliphatic polyesters, such as poly(lactic acid),
poly(glycolic acid) and their copolymers have been widely used as biomaterials in tissue
engineering but they show a high hydrophobicity and a lack of functional groups to interact
with the biological medium. Considering this, the present work has investigated the synthesis
and the characterization of polyesters containing functional groups capable of allowing better
interaction among the synthetic material and the biological system.

Firstly, a poly(L-lactic acid) with high molecular weight was synthesized by step
polymerization as an alternative for the industrial process. The procedure involved the use of
a molecular sieve to remove the excess of water from the reaction medium and the
synthesized polymer showed a M,, = 80,000 g.mol™ with a polydispersity of 2.5 in the best
conditions investigated.

In another study, the properties of matrices of microfibers prepared by electrospinning
and films from blends of a high molecular weight poly(D,L-lactide) (PDLLA) and a low
molecular weight poly(L-lactic acid) (PLLA) in different ratios were evaluated. The images
from scanning electron microscope (SEM) showed matrices of microfibers without beads.
The contact angle measurements exhibited no changes in the hydrophilicity, due to the
addition of PLLA to the blends for both specimens. The hydrolytic degradation experiments
showed an increase in the degradation rate of the materials, which was caused by the addition
of a low molecular weight PLLA. Differential scanning calorimetry analysis exhibited an
amorphous behavior for the microfibers samples and a semi-crystalline behavior for the films.
The strain x stress measurements indicated an increase in the Young modulus and in the
maximum rupture strength for the films, while no changes were observed for the microfibers
matrices.

The synthesis of a copolymer containing pendant carboxyl groups attached in the chain
was performed through step polymerization from an aqueous solution of L-lactic acid and L-
malic acid in different ratios. The synthesized poly(L-lactic acid-co-L-malic acid) presented a

M,, = 6,700 g.mol™, polydispersity of 1.4 and an incorporation of L-malic acid of 18 % mol.
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The thermal analysis for this polymer showed an amorphous behavior and a 7, = 43 °C. This
copolymer was employed in the preparation of nanofibers and films of blends with PDLLA.
The contact angle measurements for the nanofibers exhibited a hydrophilic feature when more
than 10 % of PLLALMA was used in the blend, while no differences were observed for the
films. The cell adhesion essay for the nanofiber matrix containing 30 % of PLLALMA
showed no statistical differences between the matrix and the control group. The cell viability
experiment indicated that there were no statistical differences in the cell expansion over the
matrix containing the PLLALMA in comparison with the control group.

Finally, a copolymer from monomers derived from glycerol was synthesized. The
derivative monomers from glycerol containing the functional groups azide and p-
toluenesulfonyl were shown to be thermally unstable during the polymerization with diacids
or anhydrides. However, the use of a derivative containing a benzyl group in the glycerol’s
structure allowed the synthesis of the linear poly(benzylglycerol-co-succinate) with a M,, =
61,000 g.mol™ and a polydispersity of 4.1. The thermal analysis for this copolymer showed a
T, = - 2.3 °C, which is suitable for applications in tissue engineering. The attempt to remove
the protecting groups of the polymer through hydrogenolysis in the presence of Pd/C resulted
in polymer fragmentation with a M,, = 5,600 g.mol” and polydispersity of 1.3. In order to
improve its properties, a terpolymer containing L-lactic acid, benzylglycerol and succinic acid

was synthesized but with low molecular weight.
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1. Introducio

Ao longo das ultimas décadas, o interesse em pesquisas em engenharia de tecidos e
medicina regenerativa aumentou significativamente e hoje representa um dos mais excitantes
campos de pesquisa, cujo principal objetivo € encontrar tratamentos alternativos para a
reposicao ou reparagao de tecidos ou 6rgdos. Atualmente, o transplante ¢ o método de terapia
mais comum para pacientes que convivem com o mau funcionamento de 6rgaos e/ou tecidos
resultantes de acidentes ou doencgas. Entretanto, esse procedimento ¢ extremamente limitado
pela dificuldade de se encontrar doadores compativeis para a realizagdo do mesmo, além dos
problemas inerentes a uma possivel rejeigao do novo 6rgao/tecido implantado.

A base da engenharia de tecidos ¢ a multidisciplinaridade, a qual integra conceitos das
areas de biologia, medicina, quimica, fisica e ciéncias dos materiais, a fim de produzir novos
substitutos bioldgicos (biomateriais) que apresentem a func¢do de restaurar ou manter o
funcionamento normal do tecido.! O paradigma da engenharia de tecidos é o isolamento de
células especificas de um paciente através de bidpsia, seguido do crescimento e expansao
dessas células em uma matriz tridimensional (scaffold) que mimetize as caracteristicas da
matriz extracelular. Apos o cultivo das células em um ambiente precisamente controlado, a
matriz tridimensional ¢ implantada no local onde se encontra a lesdo do paciente e, a medida
que o novo tecido ¢ formado, espera-se que essa matriz se degrade ao longo do tempo, dando
lugar apenas ao novo tecido bioldgico.?

A engenharia de tecidos também oferece uma oportunidade tnica para investigacdo em
laboratério dos aspectos da relacdo estrutura-propriedade que estdo associados com a
forma¢ao do novo tecido. A fim de alcangar com sucesso a regeneracdo de um 6rgdo ou
tecido danificado através desse principio, diversos elementos criticos devem ser considerados,
incluindo o material empregado para a fabricagdao dos suportes tridimensionais, a fonte de
células empregadas para a regeneragdo do tecido, assim como a incorporacao de biomoléculas
que possuem a finalidade de induzir tanto o crescimento quanto a atividade celular.’

Os biomateriais empregados para a preparacdo das matrizes desempenham um
importante papel na engenharia de tecidos. Esses devem, por exemplo, facilitar o transporte
de células para locais especificos do organismo, definir ¢ manter um espaco tridimensional
para a formagdo dos novos tecidos de forma adequada e fornecer integridade estrutural
temporaria até que todo o tecido recém formado apresente propriedades mecanicas adequadas

, . 4 . . .. . - .
para suporte proprio.” O desenvolvimento de biomateriais para aplicagdes em engenharia de

1



tecidos esta centralizado na capacidade que esse material possui em interagir com o ambiente
celular que o rodeia através de reconhecimento biomolecular. As caracteristicas desse
microambiente celular, as quais incluem propriedades mecanicas, quimicas e de topografia
especificas, podem influenciar no destino da célula em se expandir, migrar ou diferenciar.

Os poliésteres estdo sendo amplamente empregados como biomateriais em estudos para
o desenvolvimento de substitutos biologicos em razdo das suas caracteristicas de
biocompatibilidade e degradagdo para produtos de baixa toxicidade. No entanto, um aspecto
importante a respeito das propriedades dos poliésteres ¢ a falta de sitios ou grupos funcionais
que possam promover o reconhecimento e a adesao celular. Desse modo, torna-se interessante
a obtengao de polimeros biocompativeis e bioreabsorviveis que apresentem funcionalidades
como grupos amino, hidroxila e carboxila em sua estrutura. Esses grupos funcionais sdo
capazes de favorecer as interagdes entre a célula e a matriz polimérica através de, por
exemplo, ligagdes de hidrogénio e de Van der Waals, resultando em uma maior adesdo e
expansao celular.

A seguir, serdo discutidos alguns dos principais aspectos envolvidos no

desenvolvimento de novos biomateriais com aplicacdo em engenharia de tecidos.



2. Revisao Bibliografica

2.1 Engenharia de tecidos

A restauragdo de tecidos e 6rgdos trata-se de um antigo sonho da humanidade. Lesdes,
doencas e malformagdes congénitas sempre estiveram presentes no cotidiano humano. Porém,
a possibilidade de reconstitui¢ao desses 6rgaos permitiria que as pessoas continuassem a viver
como se nunca houvessem passado por algum desses traumas em suas vidas. Os primeiros
registros a respeito do tema foram descritos em textos sanscritos ha cerca de 3.500 anos, onde
o Rei Ravana, da India, determinou a reconstrucio nasal da bela Sur Punakha,

deliberadamente amputado pelo Principe Lakshamana como uma forma de punigdo.>

Desde entdo, houve diversos registros historicos relatando principalmente a utilizagao
de metodologias para a restauracdo de nariz utilizando enxertos de peles, muitas delas
baseadas nos antigos ensinamentos hindus.” Entretanto, apesar de representarem um
significativo avango para a medicina da época, tais procedimentos encontraram muitas
resisténcias a sua utilizacdo, em grande parte por causa dos dogmas da igreja, os quais
pregavam que as cirurgias interferiam na “integridade da obra de Deus”. Até mesmo pessoas
consideradas intelectuais, como Voltaire ridicularizaram alguns dos métodos propostos, como
o chamado “Método Italiano”, descrito no livro de Gaspare Tagliacozzi de 1597, intitulado
De Curtorum Chirurgia per Insitionem (Cirurgia de mutilados através de enxertos), ilustrado

na figura 1.*

Apo6s um longo periodo de resisténcias e oposicoes, a revitalizagdo dos procedimentos
para enxerto de pele na Europa ocorreu com a publicacdo de dois trabalhos em 1794, onde
ambos descreviam uma significativa melhoria do método de Tagliacozzi, o qual era
demasiadamente complexo. Nesse novo processo, a pele era retirada da parte frontal da testa
do paciente e utilizada como substituto do tecido lesionado na regido nasal.® A partir da
publicacdo desses trabalhos, diversos estudos foram realizados na tentativa de melhorar as
técnicas empregadas para a substituigio de tecido epitelial lesionado.” Além disso,
comecaram a surgir estudos que visavam nao apenas a restauragdo ou substituicao do tecido
epitelial, mas de qualquer 6rgdo ou tecido do corpo humano. Assim, os significativos avangos
da ciéncia permitiram que, em 1954, o primeiro transplante de rim bem-sucedido entre

humanos pudesse ser realizado.'® Esse marco da medicina contemporinea representou uma



esperanga para milhares de pacientes que possuiam algum tipo de malformagdo congénita,
doenca ou lesdes causadas por acidentes, uma vez que os métodos convencionais de

tratamento até entdo desenvolvidos mostravam-se limitados.

Figura 1. Reproducdo da ilustracdo do chamado “M¢étodo Italiano” para restauracdo de nariz.
Nesse procedimento, o enxerto utilizado no paciente era conectado a um de seus bragos até
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que houvesse a completa vascularizagao do tecido.

Atualmente, o transplante de 6rgaos representa o método de terapia mais comum para a
grande maioria dos pacientes que necessitam de substitui¢do e/ou restauragdo de tecidos e
orgdos. A terapia através de transplantes, embora seja bem sucedida na maioria das vezes,
possui muitas restrigdes como, por exemplo, a dificuldade de encontrar doadores compativeis
com o paciente para a realizagio do procedimento.' Além disso, problemas relacionados ao
sistema imunologico do paciente podem resultar em rejeicdo cronica do tecido ou 6rgao
implantado em virtude da incompatibilidade, resultando, consequentemente, no aparecimento
de processos inflamatorios e até mesmo necrose na regido dos novos implantes.'’ Outro
limitante ao transplante de um 6rgdo ¢ o fato do mesmo se tratar de um procedimento bastante
invasivo, levando, muitas vezes ao 6bito do paciente em razao de complicagdes da cirurgia de

reposi¢cdo do 6rgao.



A busca por terapias alternativas aos transplantes fez surgir o campo da engenharia de
tecidos, também denominada medicina regenerativa. Essa representa uma das mais
interessantes e promissoras areas da ciéncia, na qual pesquisadores das ciéncias bioldgicas,
quimica, fisica, engenharia e ciéncia dos materiais buscam o desenvolvimento de substitutos
bioldgicos que possam ser utilizados na restauracdo, substituicio ou melhoramento das
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funcdes de tecidos e orgdos. =

O procedimento empregado na engenharia de tecidos requer uma estrutura
tridimensional que mimetize a matriz extracelular humana. Essa estrutura ird desempenhar a
fun¢do da matriz extracelular como um suporte para a expansao celular durante a formacao do
novo tecido, além de atuar como um reservatorio para moléculas bioativas, tais como fatores
de crescimento celular e nutrientes."* Uma breve descri¢io dessa metodologia pode ser
visualizada na figura 2. A formagdo de um novo tecido pode ocorrer em dois ambientes, in
vivo e in vitro. O primeiro consiste em implantar a matriz, contendo ou ndo células semeadas
em sua estrutura, no local lesionado do paciente com o objetivo de corrigir o defeito existente
utilizando a capacidade de regenera¢dao do corpo do paciente. O cultivo de um novo tecido in
vitro também ¢ realizado através do emprego de scaffolds onde, inicialmente, propicia-se o
crescimento celular sobre esta matriz em um ambiente controlado (bioreatores) e, apos a

completa expansdo destas células neste material, o scaffold ¢ transplantado no paciente.'

2.2 Cultivos celulares

A maioria das abordagens da engenharia de tecidos envolve o isolamento de células
saudaveis do proprio paciente. ApoOs a coleta dessas células, as etapas seguintes constituem-se
de purificagdo, selecdo, isolamento e, por fim, a sua expansdao em um ambiente in vitro, onde
podem se replicar para a formagdo de colonias que serdo utilizadas na construgdo do tecido

funcional.'®

Todavia, para que essas células possam se organizar em um tecido ou orgao ¢
necessario que estimulos externos sejam aplicados. Esses estimulos (mecanicos, elétricos,
estruturais e quimicos) sdo mediados por moléculas proteicas, chamadas de fatores de
crescimento, que regulam a migracao celular, a morfogénese (processo de transformagao

celular) e a proliferagdo celular.'®
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Figura 2. Ilustragdo para o procedimento de engenharia de tecidos.!” Primeiramente, ha o
isolamento de células saudaveis de um paciente (a), seguido de sua expansao in vitro (b).
Essas células sao implantadas em uma matriz polimérica (scaffold), juntamente com outras
biomoléculas necessarias para o desenvolvimento do tecido (¢). Apds um periodo de
organizacdo tecidual (d), a matriz ¢ implantada no local lesionado do paciente (e). Por fim, a
matriz ird se degradar gradualmente, sendo substituida pelo novo tecido formado a partir das

células implantadas.'®

Por fim, as células sdo dispostas em monocamadas na presenca de fatores de
crescimento e de nutrientes, onde vao se multiplicar e proceder a formac¢do do novo tecido ou
orgdo, o qual pode ser orientado e suportado dentro de uma matriz, dependendo do

procedimento empregado.16

Apesar desse modelo de implante com células retiradas do proprio paciente, ser

utilizado ha algum tempo, o emprego de células-tronco é cada vez mais crescente.”” As



células-tronco apresentam duas importantes caracteristicas que as distingue dos demais
grupos de células: possuem a capacidade de auto-renovagdo (fazem copias de si mesmas) e

possuem a habilidade de originar diversos tipos de células do corpo humano

(diferenciagdo).*"*'

De acordo com a origem e as propriedades biologicas, as células-tronco podem ser
classificadas em embriondrias ou adultas. As células-tronco embriondrias sdo derivadas da
camada interna de um embrido (em um estagio chamado de blastocisto) e sdo capazes de
originar os mais de 200 tipos de tecidos diferentes do corpo humano. As células-tronco

adultas, por sua vez, estdo contidas em orgaos ou tecidos ja formados e sdo responsaveis pela

manutencio da integridade desses tecidos.”*?

Uma vez que as células-tronco podem fornecer um suprimento praticamente ilimitado

de células, hd um grande niimero de aplicagdes para essa metodologia de implante celular, as
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quais pode-se destacar a regeneracio de tecidos cartilaginosos,”** 6sseos,”**® de cérneas,””*
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sistema nervoso (neurdonios e medula espinhal)

epitelial ™", entre outros.

2.3 Tecido epitelial

A pele representa a primeira barreira de defesa contra influéncias externas como
disturbios mecanicos, radiagdo UV e agentes microbianos patogénicos, além de prevenir a
perda excessiva de fluidos corporais e atuar como um importante termoregulador.’’” Por causa
da ocorréncia de traumas, como queimaduras ou doengas cronicas, a perda de tecido epitelial
tem se tornado um problema clinico de grande magnitude e milhdes de pessoas padecem
dessa adversidade anualmente. H4 muitos tratamentos atualmente disponiveis, incluindo
transplante, cirurgia reconstrutiva e compressas.”® Entretanto, um dos principais desafios
encontrados para o tratamento de pacientes apresentando quadro de lesdo do tecido epitelial é
a escassez de doadores quando o defeito excede a 50-60 % da érea total do corpo, além de
possiveis quadros de rejei¢do.”” Em casos de queimaduras até 50% da area total do corpo, a
pele saudavel restante do paciente pode ser usada como enxerto da area lesionada. No entanto,
quando o paciente tem mais do que 50% do corpo queimado, apenas peles doadas de bancos

de peles (insuficientes para atender a populagdo) ou substitutos cutaneos adequados poderdo



evitar o provavel obito do paciente, em virtude de complicagdes decorrentes da extensa

queimadura.

Nas tltimas décadas, diversos substitutos de tecido epitelial como Integra®, Apligraft” e
Dermagraft” foram desenvolvidos. No entanto, muitos problemas encontrados como efeito de
regeneracdo limitado e cicatrizes residuais ainda sdo os principais obstaculos para realizar a
reparacdo completa do tecido danificado.*® Além disso, a maioria dos substitutos cutineos sio
desenvolvidos com produtos derivados de matéria animal, o que pode oferecer riscos aos
pacientes. O xenotransplante (uso de tecidos entre espécies diferentes) pode provocar rejei¢ao
ou transmissao de microrganismos ndo patdogenos em animais, mas que possam vir a conferir
patogenicidade em humanos. Adicionalmente, praticamente nenhum substituto cutianeo
disponivel no mercado prevé o seu uso como biomaterial para o crescimento de células
humanas do proprio paciente ou provenientes de bancos de células-tronco compativeis. Por
fim, os precos dos mesmos sdo impraticaveis para o Sistema Unico de Saude, ndo sé no

Brasil, mas também para os sistemas de saude publica de qualquer pais desenvolvido.

Os maiores desafios a respeito do desenvolvimento de substitutos apropriados para o
tratamento de lesdes do tecido epitelial sdao: (i) a exibi¢do imediata das fungdes de barreira
protetiva ap6s o implante; (ii) a vascularizacdo apropriada dos implantes; e (iii) a constru¢ao
de matrizes que apresentem todos os elementos necessarios para ocorra a formagao do novo
tecido (biocompatibilidade, proporcionar a adesdao e proliferacdo celular, propriedades

mecanicas adequadas e degradacdo para produtos de baixa toxicidade).”’

Dessa maneira, um grande nimero de publicacdes a respeito de pesquisas envolvendo
engenharia de tecidos destinados a restauracio de tecido epitelial tem sido reportados.™ !
Como exemplo, Liu e colaboradores prepararam uma matriz contendo polimeros naturais
como quitosana, gelatina e 4cido hialurénico.*” Por causa da elevada solubilidade desses
polimeros em agua, os autores utilizaram EDC e NHS como agentes de reticulagdo, uma vez
que estes reagentes ndo sao incorporados no interior da estrutura reticulada e a uréia gerada
como subproduto ¢ facilmente removida com agua. A matriz foi obtida através da técnica de
liofilizacdo, utilizando agua como solvente, e apresentou uma estrutura bastante porosa, de
acordo com imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV). O cultivo de fibroblastos
e queratindcitos na superficie desta matriz mostrou um aumento significativo na proliferacao

celular em relagdo ao controle, indicando uma boa biocompatibilidade da matriz com as

células.



2.4 Adesao celular

O estudo do comportamento e diferenciacdo celular induzidos pela estrutura,
composicdo e presenca de elementos biologicos nos suportes ¢ de fundamental importancia
quando se trata de regeneragdo de o6rgaos e tecidos. O aprimoramento das propriedades das
matrizes e das técnicas de cultivo celular visam otimizar a reproducao dos tecidos e 6rgaos em

toda sua complexidade.*’

A primeira etapa de interagdo entre a célula e o suporte depende da capacidade de
ancoragem (adesao) destas células sobre a superficie do material. O sucesso dessa primeira
etapa influenciard as respostas subsequentes das células e tecidos, bem como a capacidade das
células de se proliferarem e diferenciarem em contato com o implante. A adesdo celular a um
biomaterial ¢ mediada por diferentes tipos de proteinas receptoras e estd relacionada a dois
fenomenos diferentes: (i) fase de anexacdo, a qual envolve eventos como ligagdes fisico-
quimicas entre as células e o material por forcas idnicas, forcas de van der Waals,
eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio e que ocorrem de forma rapida; e (ii) fase de adesdo, a
qual envolve a interacdo de diversas moléculas bioldgicas, como proteinas de matriz
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extracelular, proteinas de membrana celular e do citoesqueleto.***

As células ndo interagem diretamente com a superficie dos biomateriais, mas sim com
uma camada de biomoléculas extracelulares pré-adsorvidas na matriz, as quais sdo compostas
por proteinas da matriz extracelular. A capacidade adesiva dos conjuntos de receptores dessas
proteinas celulares depende das caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas dos biomateriais
empregados.*® Quando ocorre o contato entre um meio sintético considerado hidrofilico e o
meio bioldgico, havera inicialmente a formagdo de uma monocamada de agua em sua
superficie, seguida da adsor¢ao das proteinas em uma série complexa de eventos. Para o caso
de materiais hidrofobicos, as proteinas irdo se aderir irreversivelmente a superficie da matriz
em razao da desidratacdo da interface substrato-célula, associada a auséncia da monocamada
de 4gua. Isso pode levar a um rearranjo da conformacao da proteina, refletindo no balango das
interacdes entre as proteinas e a superficie do material, ocasionando uma desestabiliza¢ao
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conformacional da mesma, impedindo a interagdo com os receptores celulares.***’



2.5 Biomateriais

O sucesso no desenvolvimento de matrizes tridimensionais para a restauragao de tecidos
estd diretamente dependente da escolha do polimero a ser empregado para este proposito. O
polimero deve possuir caracteristicas que sejam capazes de reproduzir o ambiente da matriz
extracelular encontrado nos tecidos. As matrizes extracelulares sdo compreendidas por varios
tipos de macromoléculas formadas por aminoacidos e agucares, sendo responsaveis por
manterem as células unidas e controlarem a estrutura do tecido. Além disso, regulam a fungao
celular, permitindo a difusdo de nutrientes, metabolitos e fatores de crescimento.” Sendo
assim, os materiais a serem utilizados como scaffolds devem apresentar biocompatibilidade,
biodegradagdo para produtos nado-toxicos, suportar o crescimento e proliferagdo celular e

apresentar propriedades mecanicas apropriadas.

Os materiais utilizados como suportes para auxiliar no desenvolvimento das células sao
também chamados de biomateriais, os quais podem ser definidos como todos os materiais que
realizem a interface com um sistema bioldgico e cujo objetivo ¢ tratar, aumentar ou substituir
qualquer tecido, orgdo ou funcio do corpo.”® O pré-requisito essencial para que esse material
seja classificado como biomaterial ¢ a sua biocompatibilidade, ou seja, a capacidade deste
material de apresentar uma resposta apropriada a uma aplicacdo especifica, com o minimo de
reacOes alérgicas, inflamatorias ou toxicas, quando em contato com os tecidos vivos ou
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fluidos organicos.

Os biomateriais podem ser divididos em quatro classes de materiais: metais, compostos
ceramicos, polimeros naturais e polimeros sintéticos, sendo estas duas ultimas as mais

estudadas para aplicagdes destinadas a engenharia de tecidos.

2.5.1 Polimeros naturais

Os primeiros casos documentados sobre engenharia de tecidos envolveram a utilizagao
de biomateriais derivados de fontes naturais.”® Os polimeros naturais sdo tipicamente
biocompativeis, além de serem hidrolitica e enzimaticamente biodegradaveis. A principal

vantagem em sua utilizagdo consiste na presenca de moléculas biofuncionais, as quais
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contribuem para a adesdo, proliferagio e diferenciagio celular.*’ Alguns dos principais

polimeros naturais mais utilizados em engenharia de tecidos estdo contidos na tabela 1.

Tabela 1. Exemplos de polimeros naturais frequentemente utilizados em engenharia de

tecidos.

Polimero Aplicacoes em matrizes para engenharia de tecidos
Colageno™' Tenddes, cartilagem, ligamentos, pele, 0ssos,
Gelatina®>>’ Ossos, musculo cardiaco, cartilagem, tecido vascular,

. 5 Ossos, tendoes, ligamentos, cartilagem, tecido nervoso e
Quitosana

vascular.

Traquéia, cartilagem articular, cartilagem nasal, epitélio

Acido hialurénico’! o, . .
respiratorio, tecido vascular e tecido nervoso.

51,56 Tecido cardiaco, tecido vascular, ossos, tecido epitelial,

Fibrina .
tecido nervoso.

Ossos, tecido epitelial, cartilagem, ligamentos, tecido

Seda®”’ )
vascular e tecido nervoso.
Alginato’! Ossos, cartilagem, corneas, figado, pancreas, tecido nervoso,
inato ) ) .
& tecido vascular e tecido conectivo.
Elastina®’ Cartilagem, tecido vascular
9

Apesar de possuirem propriedades biologicas interessantes, a modificagdo quimica ou
fisica de polimeros naturais ¢ de dificil realizacdo, podendo apresentar desafios na perspectiva
de utilizacdo destes materiais na engenharia de tecidos. Por serem facilmente degradados, via
hidrodlise ou catélise enzimatica, a alta taxa de degradacao desses polimeros pode restringir a
sua aplicagdo in vivo. Além disso, as caracteristicas estruturais e fisicas desses polimeros nao
permitem que os mesmos possuam propriedades mecanicas apropriadas para a utilizacao
como substitutos bioldgicos. Outra desvantagem na utilizagdo de polimeros naturais ¢ a sua
limitada disponibilidade, pois estes materiais sdo sintetizados a partir de mecanismos
bioldgicos complexos, os quais sdo dificeis de serem reproduzidos em laboratorio e/ou

adaptados para a escala industrial.*’
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2.5.2 Polimeros sintéticos

Os polimeros sintéticos biodegradaveis oferecem muitas vantagens sobre outros
materiais para o desenvolvimento de scaffolds para engenharia de tecidos. Algumas delas
incluem o menor custo, a facil preparacdo e a habilidade de conciliar propriedades fisicas e
cinéticas (como resisténcia mecanica, hidrofilicidade e biodegradagdo) para que sejam
adaptadas a diversas aplicagcoes. Além disso, os polimeros sintéticos também sao atrativos em
virtude da possibilidade de serem preparados de diferentes maneiras, com caracteristicas

morfolédgicas e grupos funcionais desejaveis ao crescimento celular.””

Diversos polimeros sintéticos tem sido investigados como biomateriais para uso em
engenharia de tecidos, incluindo polifosfazenos, polianidridos, poliacetais, poliortoésteres,
polifosfoésteres, policarbonatos, poliuretanas, poliamidas e poliésteres.”’ Entretanto, dentre
todos esses polimeros, os poliésteres alifaticos sao os polimeros sintéticos biodegradaveis de
maior destaque para o uso em aplicagdes biomédicas. Os poliésteres sdo polimeros
termoplasticos contendo ligagdes ésteres alifaticas e hidroliticamente labeis em sua estrutura.
Embora todos os poliésteres sejam degradaveis, apenas aqueles com cadeias alifaticas
razoavelmente curtas entre as ligagdes ésteres, sdo capazes de se degradarem no intervalo de

tempo requerido para a maioria das aplicacdes médicas.

Apesar de sua excelente biocompatibilidade, os poliésteres apresentam algumas
propriedades inconvenientes para a sua utilizagdo como substitutos bioldgicos. Por causa da
caracteristica bastante hidrofobica, o tempo de degradagcdo para estes materiais torna-se
elevado. Esse fato inviabiliza o seu emprego em algumas aplicagdes como, por exemplo,
substituicdo de tecido epitelial, o qual requer uma rapida regeneracao do tecido lesionado.
Além disso, a alta hidrofobicidade também impede a difusdo de nutrientes através da matriz
polimérica, impossibilitando a migragdo e proliferacao das cé€lulas para o interior do scaffold e

comprometendo a interagio das células e proteinas com o biomaterial.****

Outro aspecto importante a respeito das propriedades dos poliésteres ¢ a falta de sitios
ou grupos funcionais para o reconhecimento e adesdo celular. Sabe-se que as interagdes entre
as células e o seu ambiente de crescimento decorrem de processos de bioreconhecimento, ou
seja, interagdes especificas entre os receptores localizados na superficie da célula com os seus
respectivos ligantes dispostos na matriz de crescimento. Essas interagdes sdo importantes uma

vez que proporcionam maior adesdao celular a matriz polimérica, auxiliando na expansao do
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tecido celular sobre o material. Desse modo, torna-se interessante a obtencdo de polimeros
que apresentem funcionalidades em sua cadeia principal, como grupos amino, hidroxila e/ou
carboxila, para promover o aumento de interacdes entre célula e matriz polimérica.®>®” Além
disso, a disponibilidade desses sitios ativos permite uma posterior funcionalizacdo da matriz
através da introdugdo de outras biomoléculas (amino acidos, nucleotideos, acidos nucléicos,

polipeptideos, etc.) para criar um ambiente favoravel ao desenvolvimento celular.

Os poliésteres mais empregados em estudos e aplicagdes clinicas para substitui¢ao e/ou
restauracdo de tecidos e orgdos sdo o poli(acido latico), poli(acido glicolico), poli(e-
caprolactona), copolimeros e blendas destes materiais (figura 3). Entretanto, um namero
significativo de publicagdes destaca o poli(acido latico) como um excelente e promissor
biomaterial destinado ao emprego em engenharia de tecidos, principalmente em razdo de
algumas de suas caracteristicas como degradabilidade, propriedades mecanicas e ocorréncia

natural de seu mondmero, o que nao ocorre, por exemplo, com a &caprolactona.

H OH H OH o
(0) (0)
(0)
O Jdn O Jdn H rlOH
poli(acido latico) poli(acido glicolico) poli(&-caprolactona)

Figura 3. Principais poliésteres utilizados em engenharia de tecidos.

2.5.3 Poli(acido latico)

O poli(acido latico) (PLA) ¢ um poliéster alifatico derivado de fontes renovaveis,
principalmente amidos e agucares. Em consequéncia do seu alto custo de producdo, baixa
disponibilidade e limitada massa molecular, os principais usos do PLA, até a ultima década,
eram limitados a aplicagdes médicas, como dispositivos de implantes, suturas internas,
liberagio controlada de farmacos e, mais recentemente, em engenharia de tecidos.®®
Entretanto, com os novos avangos obtidos na tecnologia de producao do PLA, esta sendo

possivel aumentar a gama de aplicagdes para esse polimero em razao das boas propriedades
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Opticas, fisicas, mecanicas e de barreira de aromas quando comparados aos materiais

existentes.®’

A unidade repetitiva do PLA, o 4cido latico (4cido 2-hidroxipropanoico) ¢ um hidroxi
acido contendo um carbono assimétrico que pode existir em duas configuragdes opticamente
ativas (figura 4) ou na forma de mistura racémica. Ambos os enantidmeros D- e L- sdo
produzidos a partir de fermentacdo de uma fonte de carboidratos realizada por bactérias.

N . . . . Avvain 4 qgs 1 69
Contudo, quando sintetizado através de métodos quimicos, uma mistura racémica € obtida.

"
OH
HO
O
L - acido latico D - acido latico

Figura 4. Formas isoméricas para o 4cido latico.

As propriedades do PLA, como temperaturas de fusao e de transi¢ao vitrea, resisténcia
mecanica e cristalinidade, dependem da propor¢do de seus isdmeros Opticos presentes no
polimero, o que permite a obtencdo de diferentes tipos de poli(acido latico), cada um
contendo 0s requerimentos necessarios para a sua aplicacdo. Polimeros contendo uma
composi¢do de isdmero L- em sua estrutura superior a 93 % sdo semicristalinos, enquanto que
entre 50-93% sdo estritamente amorfos.”’ Além disso, a temperatura de fusdo pode variar de
130 °C a 180 °C enquanto a temperaturas de transi¢do vitrea pode variar de 50 °C a 80 °C. As
propriedades mecanicas do PLA também podem mudar significativamente com o aumento da
sua cristalinidade.”’ Todavia, propriedades diferenciadas para o poli(acido latico) podem ser
obtidas quando esse polimero ¢ sintetizado na forma de um estereobloco. Essa metodologia

permite a obtengio de um polimero com temperatura de fusio de até 220 °C (figura 5).”
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PLLA + PDLA Estereobloco de poli(acido latico)

VYV VMYV A

Figura 5. Obten¢do de um estereobloco de poli(acido latico) a partir da reagdo entre duas

cadeias de isomerias distintas.

2.5.4 Metodologias empregadas para a sintese do poli(acido latico)

A sintese do PLA pode ser descrita através de duas principais metodologias:

polimerizacao em etapas (policondensacao) e polimerizacao por abertura de anel (figura 6). A

polimerizacao do acido latico por condensacdo utiliza, geralmente, uma solu¢ao aquosa do

mondmero, sob a influéncia ou ndo de um catalisador e altas temperaturas. O polimero obtido

possui, geralmente, uma baixa massa molecular, apresentando-se como um material bastante

quebradi¢o, com total auséncia de propriedades mecanicas para a maioria das aplicagdes. A

polimerizacdo por abertura de anel, no entanto, utiliza o dimero ciclico do &cido latico,

chamado de lactideo, para a obtengdo de poli(lactideo) de alta massa molecular.

(0]
(0) OH
HO O
n
(6] (0]

i
o .
NS PLA de baixa massa molecular 0
o M,, = até 10.000 gmol”!
(0]
OH
HO agentes de
0 acoplamento
acido latico O
lactideo

(0]
(@) OH
HO (6)
n
(6] (0]

PLA de alta massa molecular
M,,>100.000 gmol™!

Figura 6. Métodos sintéticos para a sintese do PLA.



2.5.4.1 Polimerizacao por abertura de anel

A polimerizagdo por abertura de anel ¢ uma polimerizagdo em cadeia que, como o
proprio nome diz, utiliza, mondmeros ciclicos, geralmente contendo heterodtomos, para a
obtenc¢do de macromoléculas.” Nesse contexto, a sintese do PLA através desta metodologia é
realizada pelo emprego do mondémero ciclico do acido latico, chamado lactideo (figura 6).
Esse mondmero € obtido a partir da depolimerizagao de poli(acido latico) de baixa massa
molecular sob pressao reduzida, resultando em uma mistura de isdmeros D-, L- ¢ DL- (meso).
A polimerizacdo por abertura de anel do lactideo foi demonstrada pela primeira vez por
Carothers em 1933, mas apenas em 1954 o processo foi otimizado pela DuPont para a
obtencdo de PLA de alta massa molar, apdés o desenvolvimento de metodologias mais
eficientes para a purificagio do lactideo.”® Apesar de ser a metodologia mais empregada
atualmente para a producdo de PLA, a polimerizacdo por abertura de anel do lactideo ainda
apresenta um custo elevado para o produto final, em parte em virtude das diversas etapas
necessarias para a obten¢do e purificagdo do mondmero ciclico. Sendo assim, a busca por
alternativas que minimizem o custo final para este polimero ¢ de grande interesse para a

industria.

2.5.4.2 Polimerizacio em etapas

A obtencao do poli(acido latico) através da polimerizagdo em etapas caracteriza-se pelo
lento aumento da massa molecular do polimero, havendo apenas um Unico mecanismo de
reacdo para a sua formagdo. No processo de polimerizagdo em etapas, também conhecida
como policondensa¢do, um mondmero bifuncional misto, como ¢ o caso do 4cido latico, ou
uma quantidade equimolar de dois mondmeros bifuncionais diferentes (um diol e um diacido,
por exemplo) sdo necessarios para a formacdo de um polimero linear. A reacdo de
polimerizacao procede pela reagdo individual dos grupos funcionais presentes nos mondomeros
com a consequente liberacdo de uma molécula menor, geralmente agua, resultante da

~ . A 75
condensacao destes dois mondmeros.

De modo oposto ao observado para as reagdes em cadeia, onde a quantidade de
iniciador empregada ira corresponder ao numero de cadeias propagantes do polimero na

reacdo, nao hd um controle sobre o crescimento das cadeias na polimerizagdo em etapas. A
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figura 7 mostra uma percepcdo do carater aleatorio que ocorre durante esse tipo de

polimerizacdo, onde @ corresponde a uma unidade de monoémero. Inicialmente, dois
mondmeros reagem entre si para a forma¢do de um dimero. Esse dimero, por sua vez, pode
reagir com outro dimero presente no meio reacional e formar um tetrdmero, ou reagir com um
outro mondmero, para a formagdo de um trimero. O tetrdmero e o trimero procedem através
da reacdo entre cles mesmos, um com o outro, ou com os dimeros ¢ monomeros ainda
presentes no sistema. A polimerizagao prossegue de forma gradual e com a massa molecular

do polimero aumentando continuamente ao longo do tempo.”®

@@ — 0D
OD - @ — VDD
O - DY — DD
O - DDPD — DD
BV - DOV — VDDDDD
® - VDY — DDDID
@R + DDDDD — DDDDDDDD

Figura 7. llustragdo do mecanismo para a polimerizacdo por etapas. O crescimento da cadeia
do polimero ocorre de forma gradual pela reagdo das diferentes espécies presentes no meio

reacional.

A sintese do poli(acido latico) a partir dessa metodologia € relativamente simples e pode
ser realizada através da presenga ou ndo de catalisadores. Entretanto, uma das desvantagens
para esse processo ¢ que o PLA obtido da polimerizagdo em etapas apresenta uma baixa
massa molecular, 0 que o torna nio-utilizavel para a maioria das aplicacdes.”* A baixa massa
molecular obtida ¢ uma consequéncia do equilibrio ocorrido durante a reagdo de
polimerizagao entre o polimero sintetizado e a dgua resultante da reacdo da esterificagdo entre
as fungdes hidroxila e carboxila da molécula de acido latico. Para superar esse equilibrio e
direcionar a reagdao para a formacdao de poli(acido latico) de alta massa molecular, faz-se
necessario a utilizagdo de técnicas para a remoc¢ao da dgua presente na reagdo. Os processos

mais empregados para a remoc¢ao da dgua das reacdes de policondensagdo do acido latico sdo
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a utilizacdo de solventes organicos aplicando o principio de destilagdo azeotropica e o
emprego de sistemas de pressdo reduzida em polimerizagcdes onde o polimero encontra-se em

estado fundido.”’

2.5.4.2.1 Polimerizacao por desidratacio azeotropica

A polimerizagdo do acido latico empregando a técnica de desidratacao azeotrdpica
utiliza os principios de equilibrio liquido-vapor entre dois ou mais componentes, nesse caso a
dgua eliminada durante a reacdo e um solvente organico, o qual possui uma determinada
composi¢do em uma temperatura definida. As reacdes de polimerizagdo por
condensacdo/desidratacdo azeotropica geralmente utilizam um sistema Dean-Stark para
remog¢ao de 4gua do sistema reacional (figura 8), a qual pode ser realizada empregando

. . f T8
diversos tipos de solventes aproticos.

Figura 8. Condensador de refluxo do tipo Dean-Stark.

A sintese de PLA a partir da desidratacdo azeotropica esta frequentemente associada a
obten¢do de um polimero de baixa massa molecular. Proikakis e colaboradores estudaram a
polimerizacao do D,L-acido latico sem a utilizagdo de catalisadores, no intuito de observar a

capacidade autocatalitica da reagdo.”’ Entretanto, os resultados obtidos pelos pesquisadores
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mostraram que os polimeros apresentavam massas moleculares viscosimétricas médias na
faixa de 800 a 3.500 g.mol™. Poli(L-acido latico) de baixa massa molecular também foi
sintetizado por Takasu e colaboradores empregando o procedimento de desidratacdo de uma
solugio aquosa de L-acido latico com o auxilio de solventes organicos.* Utilizando
catalisadores de escandio, os autores obtiveram polimeros com massas moleculares numéricas
médias de até 11.000 g.mol” e polidispersidade de 1,5 em 48 horas de reac¢do. Contudo,
quando os autores empregaram vacuo para a remocao da dgua presente na reacdo, polimeros

com massas moleculares de até 73.000 g.mol™ foram sintetizados.

Um dos trabalhos mais importantes para a sintese do poli(acido latico) empregando a
metodologia de desidratacio azeotrépica foi publicado por Ajioka e colaboradores.®'™ Esse
processo € composto por duas etapas: na primeira, uma solucdo aquosa de L-acido latico ¢
submetida a desidratacdo azeotropica através do emprego de um solvente aprotico, utilizando
um sistema de refluxo do tipo Dean-Stark. Na segunda etapa, o sistema Dean-Stark ¢
removido e substituido por um tubo contendo peneira molecular, pelo qual o solvente circula
e retorna ao meio reacional. O trabalho desses autores avaliou, ainda, o comportamento de
diferentes catalisadores na polimerizacdo do acido latico, como dacidos préticos, metais,
oxidos metalicos, haletos metélicos e sais de acidos organicos, além de diversos solventes
organicos. Os resultados mostraram que foi possivel a obtencao de polimeros de PLLA com
massas moleculares abrangendo faixas de 50.000 a 300.000 g.mol”. Entretanto, apesar de
altas massas moleculares serem obtidas para os polimeros, o processo descrito pelos autores
nao deixa claro como ocorre a passagem do solvente organico pela peneira molecular e nem
se a peneira molecular empregada ¢ submetida a algum processo de secagem antes de sua
utiliza¢do. Essa metodologia foi empregada pela empresa Mitsui Toatsu Chemicals para a
obtencao de poli(L-acido latico) de alta massa molar entre os anos de 1995 e 2003, quando a

produgio através desta metodologia foi interrompida.®

Outra abordagem para a sintese do poli(acido latico), a partir da desidratacio
azeotropica de uma solucio aquosa de 4cido latico, foi realizada por Kim e colaboradores.*
Nesse trabalho, os autores avaliaram o efeito de catalisadores de estanho, antimoénio,
lantanideo e titanio, sobre a massa molecular do PLA. A reag¢do consistiu em uma
policondensacdo azeotropica utilizando solventes como m-xileno e metdxi-benzeno, em
processos utilizando ou ndo peneira molecular para remocao de pequenas quantidades de agua

presentes no meio reacional, semelhante ao trabalho de Ajioka e colaboradores. A partir desse
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procedimento, obteve-se polimeros com massas moleculares de até 33.000 g.mol”, bem

abaixo do reportado por Ajioka e colaboradores.

2.5.4.2.2 Policondensac¢iao em estado fundido

Uma outra estratégia para a obtencdo de polimeros de poli(acido latico) de alta massa
molecular envolve a utilizagdo de pressao reduzida para a remocao da dgua de eliminacgao
presente durante a rea¢do de polimerizagdo. Esse processo €, geralmente, realizado através de
duas etapas, onde a primeira consiste na obten¢do de um oligdmero de PLA de baixa massa
molecular (também chamado de pré-polimero). Em seguida, esse oligomero ¢ submetido a
uma policondensa¢do no estado fundido, sendo aquecidos a temperaturas ligeiramente
superiores ao seu ponto de fusdo, na presenca ou ndo de catalisadores e sob pressdo

reduzida.®

Com base neste mesmo principio, Chen e colaboradores sintetizaram o poli(L-4cido
latico) de alta massa molecular no estado fundido.?’ Primeiramente, uma solugdo aquosa de
L-4cido latico foi desidratada com o auxilio de um fluxo de nitrogénio por 1 h a 100 °C. Em
seguida, o catalisador tetrabutéxido de titanio (IV) foi adicionado e a temperatura elevada
para 180 °C, mantendo-se o sistema por mais 3 horas sob fluxo de nitrogénio. Apos este
periodo, a pressdo foi reduzida para 1 torr em um tempo total de 7 horas e a reacdo
permaneceu nestas condigdes de temperatura e pressdo por mais 40 horas. Ao final do
processo o polimero foi solubilizado em cloroférmio e precipitado em metanol, obtendo-se
um polimero com massa molecular ponderal média de 130.000 g.mol™ e polidispersidade de
3,3. Uma observagdo realizada pelos autores foi a racemizagdo parcial do polimero em

decorréncia da alta temperatura empregada durante o processo.

Moon e colaboradores reportaram trabalhos empregando o uso de pressao reduzida para
a obtencdo de um oligdmero de poli(L-4cido latico) (o-PLLA) seguido do aumento da massa
molecular do polimero, também a pressdo reduzida.*®® Em seus experimentos, oligdmeros de
PLLA com massas moleculares de 570 g.mol™' foram obtidos a partir de uma solugdo aquosa
com concentragdo de 90 % de L-acido latico, através de desidratagdo a pressao reduzida por
6 horas a 150 °C. Em seguida, os oligomeros de PLLA (o-PLLA) foram aquecidos a 180 °C

sob um vacuo de 10 torr por até 30 horas, na presenca de catalisadores de estanho, ferro,
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zinco, aluminio, titdnio e 4cidos proticos, como acido p-toluenossulfonico. Os polimeros
obtidos apresentaram massas moleculares entre 11.000 e 50.000 g.mol”. Assim como
observado no trabalho de Chen e colaboradores,” os autores relataram a racemizagio parcial

dos polimeros.

Achmad e colaboradores, entretanto, mostraram a possibilidade de obten¢ao do poli(L-
acido latico) na auséncia de catalisadores, solventes ou iniciadores, sugerindo que o proprio
grupo carboxila atue como um ativador de outro grupo carboxila do polimero.”” Em seus
experimentos, uma solucdo aquosa de L-acido latico foi desidratada a pressdo atmosférica e
150 °C por 2,5 horas, seguida da oligomeriza¢do desse mondémero em diferentes pressdes por
2,5 horas e polimerizacdo a vacuo em temperaturas que variaram entre 150 e 250 °C. Na
condi¢cdo otimizada, obteve-se o poli(L-acido latico) com uma massa molecular de 90.000
g.mol”, utilizando um vacuo de 10 mmHg e temperatura de 200 °C por 90 horas. Contudo, o
rendimento para esta condicao foi de apenas 34 %, havendo a forma¢ao de uma significativa

quantidade de lactideo (cerca de 35 %).

2.6 Sintese de poliésteres funcionalizados

A utilizagao dos poliésteres como biomateriais para a fabricagdo de matrizes para
engenharia de tecidos deve-se principalmente a sua excelente biocompatibilidade com o meio
celular. Entretanto, problemas como alta hidrofobicidade e falta de sitios ativos em sua
estrutura para reconhecimento e adesdo celular, bem como uma posterior imobilizagao de
outras biomoléculas, precisam ser solucionados para que esses materiais adquiram
caracteristicas aproximadas daquelas encontradas na matriz extracelular. Assim, a
funcionalizacdo desses materiais torna-se inevitavel para o aprimoramento de suas
propriedades.”” Entretanto, essa estratégia requer a elaboragio de uma rota sintética com o
menor nimero de etapas possivel e otimizada para a obtencdo dos melhores rendimentos, para

que esta seja utilizada na elaboracdo de substitutos bioldgicos comercialmente viaveis.

A sintese de poliésteres funcionalizados para aplicagdes biomédicas pode ser realizada
por polimerizacdo por abertura de anel, através do emprego de lactonas sinteticamente
modificadas, ou por meio de policondensacao direta. A primeira estratégia ¢ a mais

empregada, uma vez que a polimerizacdo por abertura de anel permite a obtencdo de
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poliésteres de altas massas moleculares, utilizando mondmeros ciclicos com diferentes

~ 91-94
tamanhos de anel, contendo ou ndo grupos protetores.

Todavia, ha poucos trabalhos na
literatura sobre a obtengdo de poliésteres a partir da polimerizagdo em etapas, a qual utiliza
mondmeros de hidroxi-acidos ou misturas de didis e didcidos funcionalizados. O maior
inconveniente desse método sdo as altas temperaturas e os longos tempos de reagdo
requeridos, o que pode levar a reagdes paralelas, como a racemizagao de centros quirais. Além
disso, a massa molecular alcangada ¢ muito baixa em compara¢ao aos polimeros obtidos por
abertura de anel.”” A seguir serdo mostrados alguns exemplos para estas duas metodologias e

as principais caracteristicas dos polimeros sintetizados.

A obtencao de poliésteres através de polimerizagao por abertura de mondémeros ciclicos
funcionalizados foi investigada por He e colaboradores.”™”’ Nesse trabalho, os autores
realizaram a sintese do copolimero poli(L-lactideo-co-RS-f-acido malico), contendo grupos

carboxila pendentes na cadeia do polimero (esquema 1).
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Esquema 1. Rota sintética para a obteng¢ao do poli(L-lactideo-co-RS-f-4acido malico).
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O procedimento consistiu, primeiramente, na sintese do mondmero ciclico [4] a partir
do 4cido bromo succinico [1], em um rendimento total de apenas 12,5 %. Em seguida, o
monodmero [4] foi copolimerizado com o L-lactideo [5] através de polimerizagao por abertura
de anel na presenca de octoato de estanho (II) (0,1 % m/m). O polimero resultante [6]
contendo o d4cido carboxilico protegido pelo grupo benzila foi entdo submetido a
hidrogendlise para remogao deste grupo protetor, resultando no poli(L-lactideo-co-RS-f-acido
malico) [7]. Analises de angulo de contato mostraram que houve uma significativa reducgao
em compara¢ao com o poli(L-lactideo), indicando claramente o aumento da hidrolificidade do
polimero a partir da introducdo de um grupo funcional que possui maior afinidade com a
agua. Contudo, as analises de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) realizadas para
esse polimero mostraram, como esperado, que a desprotecao resultou na diminui¢ao da massa

molecular do polimero.

Em outro exemplo empregando a polimerzagdo por abertura de anel para a obtenc¢ao de
poliésteres funcionalizados, Seyednejad e colaboradores sintetizaram um copolimero de &cido
glicolico e e-caprolactona contendo grupos hidroxila pendentes na cadeia do copolimero.”®
Primeiramente, os autores prepararam o monodmero ciclico [11], um derivado sintético do
acido glicolico, através da metodologia de Leemhuis e colaboradores (esquema 2).'” A
reacdo entre a L-serina protegida [8] e nitrito de sédio resultou na formag¢ao do hidroxido
acido [9] em 90 % de rendimento, seguido da substituicdo acilica deste intermediario ao
brometo de 2-bromopropionila para a formacdo do haleto 4cido [10]. A ciclizacdo deste

composto na presenga de carbonato de sodio resultou na obtengdo do mondémero ciclico [11]

em um rendimento de 36 % ap0s 3 etapas.

0 0
0 o) Br)l\/Br o)
NH,  NaNO, OH DMAP (0,1 eq) o Na,CO; o

H,S0,4 (IM)  HO EtN (1 HO Br

. 3N (1 eq.) (05eq) O
MeCN ’ o
98‘V O DCM O DMF o) 0

¢ 40 % (2 etapas)
8 9 10 11

Esquema 2. Sintese do mondmero ciclico [11], derivado do acido glicélico.
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Em seguida, esse mondmero foi copolimerizado com a g-caprolactona [12], empregando
alcool benzilico como iniciador e octoato de estanho (II) como catalisador, a uma temperatura
de 130 °C (esquema 3). Os dois mondmeros foram utilizados em diversas proporcdes € os
rendimentos para o copolimero protegido [13] abrangeram uma faixa de 86 a 90 %, com
massas moleculares ponderais médias da ordem de 37.000 - 68.000 g.mol”. A remogéo dos
grupos protetores para a obten¢do do poli(hidréximetilglicolideo-co-g-caprolactona) [14] foi
realizada pela reagdo de hidrogendlise empregando hidrogénio molecular e catalisador de
Pd/C em THF anidro, a qual removeu ndo apenas os grupos protetores ao longo da cadeia do
copolimero, mas também o iniciador presente na extremidade da cadeia. Os rendimentos
dessa etapa nao foram mostrados pelos autores e foi observada uma queda da massa

molecular deste copolimero funcionalizado para uma faixa entre 32.000 e 58.000 g.mol™".

BnO
(@] O O
Sn(oct)2 o
O
130 °C
86 - 90 % o

m
13
\yf‘
HO
0 o )
H, Pd/C
O -
HO OH " THF anidro
o
m n

14

Esquema 3. Obtencao do copolimero poli(hidroximetilglicolideo-co-¢-caprolactona) [14] a
partir da polimerizagao por abertura de anel iniciada por dlcool benzilico e posterior remogao

dos grupos protetores através de reagdao de hidrogendlise.

Os poucos trabalhos encontrados na literatura sobre a sintese de poliésteres
funcionalizados a partir da reagdo de polimerizacdo em etapas ndo utilizam, em sua grande
maioria, de estratégias sintéticas para a obten¢do de mondmeros funcionalizados para a sua

posterior polimerizagdao. Ao invés disso, empregam diretamente mondmeros polifuncionais
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para a sintese de poliésteres, os quais apresentam, geralmente, baixas massas moleculares.
Um exemplo disso foi publicado por Yang e colaboradores para a sintese de elastomeros

101
T Embora o

utilizando acido citrico [16] e diferentes dialcoois alifaticos [15] (esquema 4).
tempo do processo ndo tenha sido informado, as reagdes foram conduzidas sob altas
temperaturas e fluxo de Ny, na auséncia de catalisadores e de solventes. Um pré-polimero
com M, = 1.088 g.mol™” contendo diversos grupos carboxila em sua estrutura foi obtido
utilizando 1,8-octanodiol (ndo foram informadas as massas moleculares para os outros
polimeros com diferentes diois). Em seguida, os autores realizaram processos de cura nesses
pré-polimeros para a obtencdo dos elastdmeros, em tempos que abrangeram periodos de 2 a
14 dias e temperaturas de 37 a 120 °C. Esse processo permitiu que polimeros reticulados com
alongamentos de até 370 % fossem obtidos. A avaliagdo bioldgica para estes elastdmeros

mostraram que o crescimento e a viabilidade foram semelhantes ou superiores quando

comparados com o poli(L-acido latico).

OH
HO o o} o
HO OH  160-165 °C
n=6. 8, 10, 12 o) o) o™ O OH
s Oy ) O HO
OH m
15 16 17

Esquema 4. Sintese de pré-polimeros a partir de diferentes didlcoois alifaticos e acido citrico.

Estratégia semelhante foi adotada por Yao e colaboradores para a preparacdo de

102
Nesse

copolimeros contendo L-acido latico, acido citrico e polietilenoglicol (PEG).
trabalho, os autores realizaram a copolimerizacao entre o L-acido latico e o acido citrico em
condi¢des de policondensagdo a vacuo, obtendo um copolimero com M,, = 5.400 g.mol™ e
polidispersidade de 3. Em seguida, este copolimero foi utilizado na polimerizacdo com o PEG
(M, = 10.000 gmol'l), obtendo-se um copolimero multibloco com M,, = 76.000 gmol'1 e

polidispersidade 3,5. Analises térmicas mostraram que o material apresentava um

comportamento semi-cristalino, com uma temperatura de transi¢ao vitrea proximo a 21 °C.

Em 2002, Wang e colaboradores sintetizaram um interessante poliéster com

, - o - . - . L e 10 . .
caracteristicas adequadas para utilizacio em aplicacdes biomédicas.'” Esse material consiste
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em um copolimero obtido a partir da policondensagd@o entre o glicerol [18] e o acido sebacico
[19] em duas etapas e na auséncia de catalisadores e/ ou solventes (esquema 5). Por ser um
material parcialmente reticulado, a massa molecular relativa entre as reticulacdes (M,) foi
calculada em cerca de 18.000 g.mol™. Analises de DSC mostraram dois picos de cristalizagdo
para este polimero, em — 52 °C e — 18 °C, e duas temperaturas de fusdo em 5 °C e 37 °C,
respectivamente. Nenhuma transi¢do vitrea foi observada acima de — 80 °C, temperatura
limite de operag¢ao do aparelho, o que sugere que o copolimero ¢ completamente amorfo na
temperatura de 37 °C, sendo ideal para aplicagdes médicas. Uma vez que os mondmeros
empregados na sintese deste copolimero sdo totalmente biocompativeis, este elastdmero tem
sido investigado por diversos pesquisadores em aplicagdes para engenharia de tecidos como,

. , o 104
por exemplo, tecidos cardiacos, vasculares, nervosos e cartilaginosos, entre outros.

OH

HO\)\/OH
_120°G.24h
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O + 2) 120 °C, 30 mTorr )M
48 h
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19 O R = H ou cadeia de polimero

I

Esquema 5. Sintese do poli(glicerol-co-sebacato) [20] a partir da reag@o entre o glicerol [18]

e o acido sebacico [19].

Além dos exemplos citados, outros trabalhos na literatura a respeito da sintese de
poliésteres destinados as aplicagcdes biomédicas a partir da polimerizagao em etapas envolvem

107

oye o . , . 1 . , 1 . .
a utilizagdo de aminoacidos,'” derivados de actcares,'® substratos antimicrobianos,'”’ entre

outros. Além disso, diversos artigos de revisdo bibliografica com enfoque na preparacdo de

., . o 108,109
poliésteres biodegradaveis podem ser encontrados.

2.7 Método de fabricacao de matrizes para engenharia de tecidos: electrospinning

A importancia no desenvolvimento de matrizes para engenharia de tecidos nao consiste

apenas na escolha correta do polimero a ser utilizado, mas também na metodologia
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empregada na sua preparacdo. Caracteristicas como interconectividade, tamanho de poro,
micro/macroporosidade e rugosidade estimulam e influenciam a resposta celular frente ao
material, mas também sdo responsaveis, por exemplo, pelo controle da troca de nutrientes e
da difusdo das células para o interior da matriz. Assim, diferentes técnicas podem ser
utilizadas para produzir arquiteturas tridimensionais destinadas a restauracao de tecidos e
orgdos, como evaporacdo de solvente, remocao de sais, separa¢do de fases, liofilizacdo, entre

11
outras.' "’

Dentre as metodologias mais empregadas para a fabricacao de scaffolds, a técnica de
eletrofiacdo (em inglés, electrospinning) tem sido amplamente utilizada, pela qual torna-se
possivel a constru¢ao de matrizes tridimensionais a partir de nano/microfibras poliméricas,
apresentando resultados bastante promissores. Embora o conceito de electrospinning seja
conhecido ha mais de 80 anos, apenas nos anos 90 tornou-se um tépico de grande interesse
para a producdo de fibras em escala nanométrica. Através desse método € possivel obter fibras
cujo didmetro pode variar desde alguns nandmetros até poucos micrometros, dependendo das

c o~ 111
condi¢des empregadas.

Ha trés componentes basicos que constituem o processo de electrospinning: uma fonte
de alta voltagem, um tubo/seringa contendo um pequeno capilar (ou agulha) e uma base
metalica coletora (figura 9). Uma solug¢do contendo o polimero (ou o polimero no estado
fundido) ¢ bombeada através do capilar sob a influéncia do campo elétrico gerado a partir da
fonte, o qual ira causar uma deformacgao na gota da solugdo polimérica. Entdo, um jato muito
fino emerge do capilar de forma acelerada contra a placa metalica que funciona como um
eletrodo e deposita-se sobre esta placa na forma de uma fibra polimérica em razdo da

evaporacdo do solvente durante o processo.''?

Uma ampla variedade de polimeros sintéticos e naturais tem sido utilizada para
eletrofiacdo, destinados a estudos em engenharia de tecidos, como poli (acido latico) e seus
copolimeros, poli(&caprolactona), poliuretanas, colageno, dcido hialurénico, quitosana, entre

. . ; 113-115
muitos outros, além de blendas destes polimeros.
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~<«—Solucao polimérica

Agulha
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Fonte de alta voltagem

Placa coletora
Nano / microfibras

Figura 9. Modelo representativo de um experimento de electrospinning. Uma solugao
polimérica contida no interior da seringa ¢ eletrofiada sob uma diferenca de potencial e

coletada em uma placa coletora.

Como exemplo de aplicagdao, Blackwood e colaboradores prepararam microfibras do
copolimero poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) com diferentes proporgdes entre os
mondmeros, para o desenvolvimento de materiais para substituicdo e/ou restaurac¢ao de tecido
epitelial.''® Os polimeros foram solubilizados em diclorometano e eletrofiados sob uma
diferenca de potencial de 15 kV entre os eletrodos. Em seguida, queratinocitos e fibroblastos
foram cultivados sobre as matrizes de PLGA, as quais apresentaram uma expansao
essencialmente superficial sobre a matriz, como mostrado nas imagens obtidas por MEV
(figura 10). A baixa proliferacdo dessas células para o interior da matriz poderia ser um
indicativo da alta hidrofobicidade apresentada por estes materiais, bem como a falta de sitios

de reconhecimento celular para a expansao das mesmas através do scaffold.

28



Figura 10. Imagens de MEV mostrando a proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos sobre
uma matriz de microfibras de PLGA (75:25) apds 7 dias (a) e a ampliacao do corte transversal
da matriz mostrando que houve apenas a expansao superficial das células sobre o scaffold (b)

(reproduzido com permissio de Blackwood e colaboradores).''®

Diversos parametros podem influenciar a formagdo das fibras, como parametros que
envolvem a solugdo polimérica a ser eletrofiada (massa molecular do polimero, concentragao,
viscosidade, tensdo superficial e condutividade), fatores de processamento (voltagem
aplicada, fluxo da solug¢do, tipo de coletor empregado, distancia entre a agulha e o coletor) e
fatores ambientais (temperatura e umidade).'”” Para fins de compreensio deste trabalho, os
parametros relacionados a solugdo polimérica (massa molecular do polimero, concentragao e

viscosidade) serao vistos com maiores detalhes a seguir.

2.7.1 Massa molecular do polimero

A massa molecular do polimero empregado para eletrofiagdo pode afetar a morfologia
das fibras, uma vez que esta influencia diretamente a viscosidade necessaria para a formagao
das estruturas fibrosas. A utiliza¢do de polimeros com baixas massas molares frequentemente
ocasionam a formag¢ao de imperfei¢des nas fibras, as quais sdo chamadas de beads. Os beads
ocorrem por instabilidades na solu¢do polimérica, havendo um rompimento capilar dessa
solugdo e formacio das imperfeicdes.'” Para o caso de solugdes de polimeros com baixas
massas moleculares, o rompimento capilar ocorre pela falta de entrelacamentos entre as

cadeias de polimero. Para polimeros com altas massas moleculares, no entanto, os
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entrelagamentos ocorrem mesmo em baixas concentracdes, os quais sdo suficientes para a

obtengio de fibras.'"®

A massa molecular do polimero também pode afetar o didmetro das fibras. Gupta e
colaboradores sintetizaram polimeros de poli(metacrilato de metila) (PMMA) com diferentes
massas moleculares e investigaram a influéncia da massa molecular na morfologia das fibras
obtidas."” A figura 11 mostra as micrografias dos polimeros com diferentes massas
moleculares, eletrofiadas sob uma mesma diferenca de potencial ¢ mesma concentragao.
Observa-se que o aumento da massa molecular de (a) para (b) ocasionou o desaparecimento
quase completo das imperfeicdes (beads) e fibras com pequenos diametros foram obtidas.
Contudo, para polimeros com massas moleculares superiores (c¢), observa-se um aumento no

diametro das fibras.
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Figura 11. Efeito sobre a morfologia de fibras obtidas por eletrofiacdo de polimeros de
PMMA sintetizados com massas moleculares de a) 12.470 g.mol™, b) 125.900 g.mol ¢ ¢)
205.800 g.mol ™. Observa-se uma diminuicio nos beads presentes na matriz com o aumento
da massa molecular, a0 mesmo tempo que ocorre um aumento no diametro das fibras

(adaptado com permissdo de Gupta e colaboradores).'"’

2.7.2 Concentrac¢ao do polimero na solucio

A formagao de fibras durante o processo de electrospinning requer uma concentracao de
solugdo minima para que os entrelacamentos entre as cadeias possam ocorrer. Alguns
trabalhos da literatura mostram que para solugdes com baixas concentragdes de polimero em
solugdo, uma mistura de fibras com presenca de beads ¢ obtida. A medida que a concentragio

11
aumenta, o formato dos beads se altera para uma forma alongada e, por fim, em fibras.'"” Esse
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comportamento foi registrado por McKee e colaboradores durante as suas investigagdes para
as condicdes de eletrofiagdo de copolimeros de poli(tereftalato de etileno-co-isoftalato de
etileno) (PET-co-PEI)."** Os autores observaram uma diminui¢do na quantidade de beads
presentes nas matrizes @ medida que a concentragcdo do copolimero em solu¢do foi aumentada
de 8% para 20 % (figura 12). Esse efeito, como dito anteriormente, deve-se principalmente a

formacgao de entrelacamentos entre as cadeias do copolimero em solugao.

Assim como as baixas concentragdes de polimero em solugdo podem resultar na
ocorréncia de imperfeicdes ao longo das fibras, a utilizacdo de solugdes com concentragdes
elevadas ndo ¢ recomendada, uma vez que a elevagdo da viscosidade, em razdo do aumento da

concentragdo dificulta o controle do fluxo da solugdo.'?!
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Figura 12. Imagens de microscopia eletronica de varredura de emissao de campo (FESEM)
para fibras de (PET-co-PEI) em concentracdes de a) 8 %, b) 12 %, c) 16 % e d) 20 %, onde
observa-se a redu¢do das imperfeicdes com o aumento da concentragdo da solugdo polimérica

(adaptado com permissdo de McKee e colaboradores).'*
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2.7.3 Viscosidade da solucio polimérica

A viscosidade ¢ definida como uma propriedade fisica que caracteriza a resisténcia de
um fluido ao escoamento e, assim, desempenha um papel importante na determinac¢do do
tamanho e da morfologia das fibras poliméricas obtidas durante a eletrofiacdo. De modo
semelhante ao enunciado nas sec¢des anteriores, baixas viscosidades implicam em uma
descontinuidade na formagao das fibras, enquanto que uma solu¢ao com alta viscosidade
dificulta a sua eje¢ao através da agulha e/ou capilar durante o processo. H4 um grande niumero
de trabalhos publicados, empregando diferentes sistemas poliméricos, mostrando a forte
dependéncia da viscosidade da solu¢do com a sua concentracdo, incluindo poli(L-acido

122 123 124

latico) *°, poli(acido latico-co-acido glicolico), = poli(6xido de etileno), =" poli(alcool

vinilico),'® poliestireno,'* entre outros.

2.8 Modificacao/ funcionalizacio de matrizes de poliésteres

As caracteristicas superficiais das matrizes de poliésteres empregadas para engenharia
de tecidos sdo cruciais para que haja adesdo e afinidade celular adequadas. No que se refere a
estrutura quimica desses poliésteres, sabe-se que a maioria desses materiais ndo apresenta
grupos funcionais que poderiam proporcionar uma melhor interagdo entre a matriz e as
células, como grupos hidroxila, amino e carboxila, apenas para citar alguns exemplos. Além
disso, ¢ conhecido o fato de que a interagdo entre as células e os seus ambientes ocorre através
de mecanismos de bioreconhecimento, como as interacdes entre as integrinas (receptores
localizados na superficie das células) e proteinas de adesdo da matriz extracelular
(fibronectina, vitronectina, laminina e colageno).®> Assim, por causa da auséncia daqueles
grupos funcionais na estrutura dos poliésteres, ndo seria possivel a funcionalizacdo covalente
destas matrizes de poliésteres com essas proteinas de bioreconhecimento celular. Outro
aspecto importante das matrizes de poliésteres ¢ a alta hidrofobicidade apresentada por estes
materiais, o que dificulta a difusdo de nutrientes através da matriz e pode, também, iniciar
processos de coagulacdo sanguinea na superficie da matriz. Portanto, um balanco ideal entre a
hidrofilicidade e a hidrofobicidade ¢ desejada para a constru¢do de matrizes para aplicagdes

S 12
biomédicas. '’
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A fim de adequar as propriedades das matrizes de poliésteres de modo a proporcionar
uma melhor interacdo com o meio biologico, diversas pesquisas tem sido realizadas no intuito
de modificar a superficie das matrizes de poliésteres que nao possuem sitios de
reconhecimento celular como, por exemplo, o poli(acido latico) e seus copolimeros.'* Ha,
basicamente, duas metodologias atualmente utilizadas para a funcionaliza¢dao dos poliésteres:
(1) modificacdo quimica da superficie da matriz para a exposi¢do e/ou introducdo de grupos
funcionais no polimero; ou (ii) modificagdo das propriedades das matrizes através da

e - , . 128
utilizacdo de blendas entre estes poliésteres e outros polimeros, naturais ou sintéticos.

Estratégias para a modificacdo quimica superficial de matrizes de poliésteres envolvem,
frequentemente, a utilizacdo de uma solu¢do de NaOH para proporcionar a hidrolise das
ligacdes éster da cadeia do polimero e, consequentemente, a exposicao de grupos carboxila e
hidroxila na superficie do material.'*® Park e colaboradores realizaram a hidrolise superficial
de uma matriz de PLGA com uma solu¢do 1M de NaOH e avaliaram a sua influéncia no
cultivo de condrécitos sobre a superficie dessa matriz.'*® Os resultados mostraram que houve
um significativo aumento no numero de células presentes na superficie da matriz, assim como
um aumento da fungdo celular, ou seja, um aumento da produgdo de proteinas intracelulares,
como coladgeno, em decorréncia da presenca destes grupos funcionais na superficie da matriz.
Essa metodologia também foi empregada na funcionalizacao de filmes de poli(e-caprolactona)
com a sequéncia peptidica RGD (Arginina[R]-Glicina[G]-Acido aspartico[D]), a qual é
reconhecida como a sequéncia peptidica responsavel pela adesdo celular mediada por
integrinas.”"""** Apos o tratamento com uma solugdo de NaOH, o peptideo foi imobilizado na
superficie do filme pelo emprego de N-etil-N-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e
N-hidréxi-succinimida (NHS). Os resultados de experimentos de adsor¢cdo de soros de
proteinas sobre os filmes mostraram que ocorreu a adesdo destas proteinas em virtude das

interacdes com o peptideo RGD.

Outra alternativa para a hidrélise de matrizes de poliésteres ¢ a realiza¢do de reacoes de
amindlise, ou seja, o rompimento das ligagdes ésteres do material através do emprego de uma
diamina. Esse procedimento foi empregado por Zhu e colaboradores para a imobilizagdo de
fibronectina a superficie de uma matriz de nanofibras de poli(L-4cido latico-co-e-

~ LT ;e 1
caprolactona), em estudos para regeneracio de epitélio esofagico.'>

Apesar dessas técnicas se mostrarem bastante efetivas na funcionalizagdo de matrizes de

poliésteres, as mesmas podem resultar em efeitos indesejaveis nas caracteristicas das matrizes,
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como perda das propriedades mecanicas, aumento na taxa de degradagdo dos polimeros e
~ ’ ) r 128 . ’

geracdo de residuos toxicos para as células. = A fim de evitar residuos, ou outros problemas

relacionados a modificagdo dos poliésteres através desses processos, diversos autores estdo

utilizando o tratamento com plasma para a funcionalizagdo da superficie de scaffolds.">*'*®

Essa metodologia permite a introdu¢do de funcionalidades como &4cido carboxilico,
hidroxila e amina, a partir da interacdo de espécies quimicamente ativas (O, ar, N,, NH3)
geradas pela descarga de um feixe de plasma sobre a superficie do polimero. Essa
metodologia foi empregada recentemente por Chen e Su em estudos para a obtencdo de
substitutos de tecidos cartilaginosos, apds a modificacdo da superficie de matrizes de
nanofibras de poli(L-acido latico) com plasma de O, e posterior imobilizacdo de gelatina
utilizando EDC como agente de acoplamento.'”’ Os resultados mostraram que a expansdo de
condroécitos ao longo da matriz foi estatisticamente significante a partir do 14° dia de cultura
celular, além da proliferagdo das células para o interior das matrizes, como pode ser

observado a partir das imagens obtidas por MEV (figura 13).

Figura 13. Imagens de MEV de scaffolds de nanofibras de (a) PLLA e (b,c) PLLA

modificado com gelatina. Observa-se a acentuada proliferacdo de condrécitos ao longo das

matrizes ap6s 14 dias de cultivo (reproduzido de Chen e colaboradores)."*’

Apesar dos bons resultados obtidos através dessa metodologia de funcionalizagdo das
matrizes por plasma, a formagao desses grupos funcionais esta restrita a penetracdo do feixe

de plasma a apenas alguns nanometros de profundidade.'**

Além disso, o emprego dessa
técnica requer a utilizacdo de um forno de plasma destinado ao tratamento de superficie de

materiais.
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Uma vez que ¢ de grande interesse que a funcionalizacdo de matrizes destinadas a
engenharia de tecidos ocorra tanto na superficie, quanto no interior dos scaffolds, a utilizagdo
de blendas (misturas fisicas) entre polimeros com diferentes caracteristicas representa uma
alternativa aos métodos de hidrélise e tratamento com plasma. Os polimeros utilizados em
combinagdes apresentam a vantagem de diversificacdo das propriedades mecanicas da

amostra, bioatividade, hidrofilicidade e de degradagdo dessas amostras.'*’

Um grande nimero de trabalhos encontrados na literatura utilizam blendas de

141 142
e gelatina, ™, entre outros.

., , . . 140 .

poliésteres com polimeros naturais, como quitosana, =~ amido
Contudo, sdo poucos os trabalhos que demonstram a utilizacdo de polimeros funcionalizados
sintetizados em laboratorio em blendas com outros poliésteres, assim como a avaliagdo de

suas propriedades para o emprego em engenharia de tecidos.'*'*
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3. Objetivos

3.1 Objetivos gerais

A proposta central deste trabalho consiste na sintese e caracterizagdo de poliésteres
biocompativeis e bioreabsorviveis para o uso como suportes celulares na regeneracao de
tecido epitelial. A sintese desses polimeros foi fundamentada na importancia do
desenvolvimento de novos biomateriais que apresentem funcionalidades em sua estrutura para
a aplicagdo como substitutos bioldgicos na engenharia de tecidos, empregando monomeros

que apresentem uma baixa toxicidade ao organismo vivo.

3.2 Objetivos especificos

Para alcancar a meta central deste trabalho, os seguintes objetivos especificos foram

realizados:

e Sintetizar um poli(L-acido latico) de alta massa molecular utilizando o principio
de polimerizagdo em etapas como um método alternativo ao empregado
atualmente na produgao industrial desse polimero;

e Avaliar o efeito da adicao de um poli(L-4acido latico) de baixa massa molecular a
um poli(D,L-lactideo) de alta massa molecular em matrizes de blendas desses
polimeros obtidos pela técnica de electrospinning;

e Sintetizar e caracterizar o poli(L-acido latico-co-L-4cido mélico);

e Utilizar o poli(L-4cido latico-co-L-acido malico) em blendas com um poli(D,L-
lactideo) para a construgdo de matrizes tridimensionais através do método de
electrospinning;

e Avaliar a adesividade e viabilidade de células-tronco mesenquimais cultivadas
sobre as matrizes de poli(L-acido latico-co-L-acido malico)/poli(D,L-lactideo);

e Sintetizar e caracterizar poliésteres contendo mondmeros derivados do glicerol.
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A sintese dos poliésteres levou em consideracio a utilizagdo de mondmeros
provenientes de fontes naturais e renovaveis. Além disso, a degradacdo desses materiais
desencadeados por processos hidroliticos e/ou enzimaticos devem resultar em subprodutos
que apresentem uma baixa toxicidade para o corpo humano, a fim de evitar processos

inflamatorios causados pela rejeicao do sistema imunolégico.

A principal caracteristica dos polimeros sintetizados ¢ a presenga de grupos funcionais
polares pendentes a cadeia principal, os quais podem conferir ao material propriedades de
adesdo celular, além da possibilidade de funcionalizagdo com outras biomoléculas de

interesse para o desenvolvimento de materiais que mimetizem a matriz extracelular.
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4. Materiais e métodos

4.1 Procedimentos experimentais

4.1.1 Sintese do poli(L-acido latico) de alta massa molecular

Os procedimentos experimentais contidos nesse estudo foram realizados no Laboratdrio
de Sintese Organica e de Polimeros (SINPOL), localizado junto ao Instituto de Quimica da

UFRGS.

4.1.1.1 Sintese de poli(L-acido latico) a partir de solucio aquosa de L-acido latico™

Em um baldo de fundo redondo contendo uma solugdo aquosa (85 %) de L-acido latico (1 g
de monomero; 11,1 mmol; d= 1,21 g.mL'l, Vetec®) foram adicionados 10 mL de xileno
(Vetec™) e 20 mg de SnCl,.2H,0 (0,2 % m/m, Vetec”). Um condensador de refluxo do tipo
Dean-Stark foi acoplado ao baldo da reagdo e preenchido internamente com o solvente da
reacdo (figura 14). Em seguida, a temperatura do sistema foi elevada para 155 °C por 20 horas
e agitacdo magnética. Entdo, o solvente foi concentrado a metade do volume inicial e o
polimero foi precipitado pela adicdo de 20 mL de etanol. Apo6s filtragdo a vacuo e lavagens
com pequenas porgdes de etanol, o polimero foi seco em estufa a 50 °C para remocao
completa do solvente. A massa molecular do polimero foi determinada por analise de

cromatografia por exclusdo de tamanho.

Figura 14. Representacao para as reacdes de policondensacao azeotropica do acido latico.
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4.1.1.2 Obtencao do poli(L-acido latico) de alta massa molecular (condi¢cdo otimizada)

A um baldo de fundo redondo adicionou-se 10 g de poli(L-4acido latico) sintetizado no item
4.1.1.1 (M,,~ 8.000 g.mol'l), 50 mL de xileno anidro (Vetec®) e 20 mg de SnCl,.2H,0 (0,2 %
m/m, Vetec®). A secagem do solvente ocorreu por meio de refluxo na presenca de sodio
metalico durante aproximadamente 2 horas sob atmosfera inerte. Um extrator do tipo Sohxlet
equipado com um condensador de refluxo foi acoplado ao baldo da reacdo e preenchido
internamente com peneira molecular, previamente desidratada a 230 °C e alto-vacuo por 3
horas (figura 15). Em seguida, a temperatura do sistema foi elevada para 170 °C por 48 horas
e agitacdo magnética. O polimero foi precipitado pela adicdo de 50 mL de etanol, o qual foi
filtrado a vacuo e lavado com pequenas porcdes de etanol. Em seguida, o polimero foi seco
em estufa a 50 °C para remog¢do completa do solvente. A massa molecular do polimero foi

determinada por analise de cromatografia por exclusdo de tamanho.

Soxhlet
contendo material
secante

Figura 15. Aparato utilizado para a obteng¢ao de PLA de alta massa molecular.

4.1.2 Obtencdo e caracterizacio de matrizes obtidas por electrospinning utilizando
blendas de poli(D,L-acido latico) e poli(L-acido latico) de diferentes massas moleculares

Os procedimentos experimentais contidos nesse estudo foram realizados no Laboratorio
de Sintese Organica e de Polimeros (SINPOL), localizado junto ao Instituto de Quimica da

UFRGS.
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4.1.2.1 Preparacio das matrizes de microfibras de blendas de PDLLA/PLLA

Para a produgdo de matrizes de microfibras de PDLLA/PLLA, os polimeros de alta e baixa
massa molecular (PDLLA, M,= 160.000 g.mol'l, e PLLA, M,= 8.000 g.mol'l) foram
solubilizados em uma mistura de diclorometano : etanol absoluto (8 : 2) em concentragdes
totais que variaram de 10 a 18 % (m/v), utilizando baldes volumétricos de 10 mL para a sua
preparacdo. A propor¢ao de PLLA adicionado a blenda variou de 0 a 50 % da massa total de
polimero empregado e foram identificadas como MF100 (100 % de PDLLA, sem a adicdo de
PLLA), MF91 (contendo 10 % da massa total de polimero composta de PLLA), MF82,
MF73, MF64 e MF55 (com 50 % da massa total de polimero composta de PLLA). A
eletrofiacdo foi realizada em um aparelho de electrospinning e as solugdes poliméricas foram
carregadas em seringas de vidro de 10 mL contendo uma agulha de 0,7 mm de diametro
interno (22 G1). Os parametros de eletrofiacdo foram estabelecidos com solugdes de PDLLA
onde as melhores condi¢cdes apresentaram uma diferenca de potencial de 13 kV, a 15 cm de
um coletor estatico de aluminio, empregando uma taxa de vazdo da solugdo de 3,8 mL.h™".
Assim, todas as demais solucdes de blendas de PDLLA/PLLA foram eletrofiadas sob estas
condigdes. Apds a eletrofiacao, todas as amostras foram secas a vacuo por 24 horas, a

temperatura ambiente e estocadas em dessecadores até o momento das analises.

4.1.2.2 Preparacio dos filmes de blendas de PDLLA/PLLA

As proporgdes empregadas para os dois polimeros foram as mesmas utilizadas para a
preparagdo das microfibras de PDLLA/PLLA. Os filmes foram preparados a partir da
dissolucdo de 1 grama de amostra em 5 mL de diclorometano. Apds a completa solubilizagdo
dos polimeros, as solucdes foram dispostas em placas de Petri e os filmes resultantes da
evaporacao do solvente foram secos por 24 horas a temperatura ambiente e mais 24 horas a

vacuo sendo, posteriomente, estocados em dessecadores até 0 momento das analises.
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4.1.2.3 Degradaciao hidrolitica in vitro para as amostras de microfibras e filmes de
PDLLA/PLLA">'

Primeiramente preparou-se uma solucdo salina de tampao fosfato a partir da dissolucdo de
uma mistura composta de 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1, 44 g de Na,HPO, ¢ 0,24 g de KH,PO4
em um béquer contendo 800 mL de agua deionizada. Apos a dissolucdo completa de todos os
reagentes o pH da solugdo foi ajustado com uma solugdo 1M de HCI (em caso de
ultrapassagem do valor de pH 7.4, utilizar solucdo 1M de NaOH para ajustar esse valor).
Apds o ajuste de pH, a solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 1 litro e o

volume foi ajustado.

As amostras de fibras e filmes foram acomodadas em tubos de ensaio contendo 30 mL da
solucdo salina de tampao fosfato (pH 7,4). Os tubos foram colocados em uma incubadora
termostatizada de agitacdo orbital, modelo TE-420 (Tecnal), e mantidos a 37 °C por 28 dias, a
uma rotagdo de 120 rpm. Em intervalos de tempo de 4 dias, uma por¢ao de cada amostra foi
removida dos tubos e o meio contendo o tampdo fosfato foi renovado, no intuito de evitar
uma reducao de pH da solugdo por causa dos produtos de degradacdo. As aliquotas removidas
foram lavadas diversas vezes com agua destilada e secas a 37 °C por 12 horas antes de serem
submetidas a analises de cromatografia por exclusao de tamanho para avaliacao da perda de

massa molecular das amostras.

4.1.3 Sintese do poli(L-acido latico-co-L-acido malico) (PLLALMA)

Os procedimentos experimentais contidos nesse estudo foram realizados no Laboratorio
de Sintese Organica e de Polimeros (SINPOL), localizado junto ao Instituto de Quimica da

UFRGS.

4.1.3.1 Sintese do oligomero de poli(L-acido litico) (o-PLLA)

A um baldo de fundo redondo contendo uma solu¢do aquosa (85 %) de L-4cido latico (30 g de
monomero; 333 mmol; d= 1,21g.mL'1, Sigma-Aldrich®) foram adicionados 300 mL de xileno

e 600 mg de SnCl,.2H,0 (0,2 % m/m). Um condensador de refluxo do tipo Dean-Stark foi
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acoplado ao baldo da reagdo e preenchido internamente com o solvente da reagdo. Em
seguida, a temperatura do sistema foi elevada para 155 °C por 5 horas e agitagdo magnética.
Entdo, o solvente foi removido por destilagdo, seguido de mais 3 horas sob alto vacuo e
temperatura de 120 °C para remog¢ao completa do solvente. A massa molecular do oligdmero
foi determinada por andlise de cromatografia por exclusdo de tamanho e, por causa da sua

baixa massa molecular, ndo foi realizada precipitacao deste produto.

4.1.3.2 Sintese do poli(L-acido latico-co-DL-acido malico) [24]

Procedimento empregando desidratagdo azeotropica (amostra RAMO3)

A um baldo contendo 1 g de oligdbmero de PLLA (M, = 830 g.mol™, 1,2 mmol) foram
adicionados 161 mg (1,2 mmol) de DL-4cido malico (Synth®), 2 mg de SnCl,.2H,0 (0,2%
m/m), 2 mg de acido p-toluenosulfonico (0,2 % m/m, Sigma-Aldrich®) e 8 mL de tolueno
(Nuclear™). Ao baldo da reagio foi acoplado um sistema de refluxo do tipo Dean-Stark e o
sistema foi aquecido a 130 °C por 24 horas. Entdo, o solvente foi reduzido a metade do
volume inicial e o polimero foi isolado por meio de precipitagdo em etanol. Apods filtragdo a
vacuo e lavagens com pequenas porc¢des de etanol, o copolimero foi seco em estufa a 40 °C
para remocdao completa do solvente. O polimero foi caracterizado por andlise de
cromatografia por exclusdo de tamanho para determina¢do de sua massa molecular e

calorimetria exploratdria diferencial para determinagao de suas propriedades térmicas.

Procedimento empregando alto vacuo (amostra RAMO09)

A um baldo contendo 1 g de oligbmero de PLLA (M, = 830 g.mol”, 1,2 mmol) foram
adicionados 161 mg (1,2 mmol) de DL-acido malico, 2 mg de SnCl,.2H,0 (0,2% m/m) e 2
mg de acido p-toluenosulfonico (0,2 % m/m). Ao baldo da reagdo foi acoplada uma saida para
linha de alto-vacuo e o sistema foi aquecido a 130 °C por 6 horas. Apds este periodo, o

polimero foi isolado por meio de precipitacdo em etanol. Apos filtragdo a vacuo e lavagens
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com pequenas por¢des de etanol, o copolimero foi seco em estufa a 40 °C para remogao
completa do solvente. O polimero foi caracterizado por analise de cromatografia por exclusdo

de tamanho e calorimetria exploratdria diferencial.

4.1.3.3 Sintese do poli(L-acido latico-co-L-acido malico) [26] (amostra RAM17)

A uma solucdo aquosa 85 % de L-4acido latico (25 g, 278 mmol) foram adicionados 7,44 g
(55,5 mmol) de L-acido maélico (Sigma-Aldrich®) e 65 mg do catalisador triflato de escandio
(1) (0,2 % m/m, Sigma-Aldrich®). Ao baldo da reacio foi acoplada uma saida para uma
bomba de alto vacuo e o sistema foi inicialmente aquecido a 70 °C e mantido a esta
temperatura por 2 horas para remog¢do da 4gua em excesso proveniente da solu¢cdo aquosa de
L-acido latico. Em seguida, a temperatura foi elevada 10 ° C a cada 30 minutos até 130 °C e o
sistema foi mantido nesta temperatura por mais 20 horas. O polimero obtido foi caracterizado

por GPC, DSC, e ressonancia magnética nuclear de 'H e *C-APT.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): 6 5,5 (m, 1H); 5,21 (m, 1H); 4,99 (m, 1H); 3,16-2,59
(m,2H); 1,46 (m, 3H).

RMN C-APT (75 MHz, DMSO-dy): 6 171,3-163,8; 98,2; 93,8; 35,1; 16,5.

4.1.3.4 Determinacio do indice de acidez para o poli(L-acido latico-co-L-acido malico)
[26]

O copolimero [26] (500 mg) foi solubilizado em 25 mL de acetona e titulado com uma
solugdo base padronizada de NaOH com concentragdo de 0,1216 mol.L”, utilizando o
indicador azul de bromofenol para determinagdo do ponto de neutralizagdo. O procedimento
foi realizado por 3 vezes e a média dos volumes utilizados para a titulagdo do copolimero foi

empregada para a determinacao do indice de acidez (IA).
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4.1.3.5 Preparacio das matrizes de nanofibras de blendas de PDLLA/PLLALMA

A preparacdo das matrizes utilizou o mesmo procedimento para os scaffolds de blendas de
PDLLA/PLLA. Os polimeros PDLLA ¢ PLLALMA foram solubilizados em uma mistura de
diclorometano : etanol absoluto (8 : 2) em concentra¢des totais que variaram de 10 a 12 %
(m/v), utilizando baldes volumétricos de 10 mL para a sua preparagdo. A propor¢ao de PLLA
adicionado a blenda variou de 0 a 30 % da massa total de polimero empregado e foram
identificadas como MFAM100 (sem a adi¢ao do copolimero [26]), MFAM91, MFAMS?2 ¢
MFAM?73 (com 30 % da massa total de polimero composta de [26]). A eletrofiacdo foi
realizada em um aparelho de electrospinning e as solu¢des poliméricas foram carregadas em
seringas de vidro de 5 mL contendo uma agulha de 0,7 mm de diametro interno (22 G1). Os
parametros de eletrofiacdo foram estabelecidos com solugdes de PDLLA onde as melhores
condi¢des apresentaram uma diferenca de potencial de 13 kV, a 15 cm de um coletor estatico
de aluminio, empregando uma taxa de vazdo da solugdo de 3,8 mL.h™". Assim, todas as
demais solugdes de blendas de PDLLA/PLLA foram eletrofiadas sob estas condigdes. Apds a
eletrofiacdo, todas as amostras foram secas a vacuo por 24 horas, a temperatura ambiente e

estocadas em dessecadores até o momento das analises.

4.1.3.6 Preparacao dos filmes de blendas de PDLLA/PLLALMA

As proporgdes empregadas para os dois polimeros foram as mesmas utilizadas para a
preparagdo das microfibras de PDLLA/PLLALMA. Os filmes foram preparados a partir da
dissolu¢do de 1 grama de amostra em 5 mL de uma mistura diclorometano : etanol absoluto
(95 : 5). Apds a completa solubilizacdo dos polimeros, as solu¢des foram dispostas em placas
de Petri e os filmes resultantes da evaporacdo do solvente foram secos por 24 horas a
temperatura ambiente e mais 24 horas sob vacuo, sendo posteriomente estocados em

dessecadores até o momento das analises.
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4.1.3.7 Degradacao hidrolitica in vitro para as nanofibras e filmes de
PDLLA/PLLALMA"*>'¢

A solucgdo salina de tampao fosfato utilizada nesse ensaio foi preparada conforme descrito no
item 4.1.2.3. As amostras de fibras e filmes foram acomodadas em tubos de ensaio contendo
30 mL da solugdo salina de tampao fosfato (pH 7,4). Os tubos foram colocados em uma
incubadora termostatizada de agitagdo orbital, modelo TE-420 (7Tecnal), € mantidos a 37 °C
por 18 dias, a uma rotagao de 120 rpm. Em intervalos de tempo de 3 dias, uma porcao de cada
amostra foi removida dos tubos e o meio contendo o tampao fosfato foi renovado, no intuito
de evitar uma reducdo de pH da solucdo por causa dos produtos de degradagdo. As aliquotas
removidas foram lavadas diversas vezes com agua destiladas e secas a 37 °C por 12 horas
antes de serem submetidas a analises de cromatografia por exclusdo de tamanho para

avaliacdo da perda de massa molecular das amostras.

4.1.4 Sintese e polimeriza¢cio de mondomeros bifuncionais derivados do glicerol

Os procedimentos experimentais contidos nesse estudo foram realizados no Max-Planck
Institute for Polymer Research, Alemanha, e também no Laboratdrio de Sintese Organica e de

Polimeros (SINPOL), localizado junto ao Instituto de Quimica da UFRGS.

4.1.4.1 Sintese do tosilato de glicerila [29]

A uma solugdo contendo 2 g (15,13 mmol) de solketal [27] (Sigma-Aldrich®) em 40 mL de
CH,Cl, (Vetec®) foram adicionados 5, 77 g (30,26 mmol) de cloreto de p-toluenosulfonila,
seguido da adi¢do de 5,36 g (52,96 mmol) de trietilamina (Sigma-Aldrich®) ¢ de 185 mg
(1,51mmol) de DMAP (Sigma-Aldrich®). A reagdo foi conduzida a temperatura ambiente por
18 horas sob agitacao magnética. Em seguida, a mistura reacional foi diluida com 40 mL de
CH,Cl,, lavada sucessivamente com uma solug¢do saturada de NaHCO; (30 mL) e agua
(30mL). Apos a secagem sob NaSOy4 (Nuclear™), o solvente foi removido em evaporador
rotatério e o produto bruto obtido foi submetido a etapa seguinte sem qualquer tipo de

purificacdo (95 % de rendimento bruto). O intermedidrio sintético [28] foi entdo submetido a
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hidrélise acida do anel isopropilideno na presenga de uma mistura THF/ 1M HCI (3 : 1; 50
mL, Vetec®), a temperatura ambiente por 16 horas. A reagdo foi finalizada pela adicdo de uma
solucao saturada de K,COs; (30 mL) a 0 °C, seguido de diluicdio com 50 mL de Et,O
(Nuclear™). A fase organica foi lavada com uma solugdo saturada de NaCl (40 mL), seca sob
Na,SOy4 e o solvente removido em evaporador rotatorio. O produto residual foi purificado em
coluna cromatografica de silica-gel, utilizando hexano : EtOAc (2 : 8) como eluente (CCD =
hexano : EtOAc; 3 : 7), fornecendo 2,64 g do tosilato de glicerila [29] em 71 % de rendimento

apos duas etapas.

RMN "H (300 MHz, CDCls): 6 7,81 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 7,38 (d, J= 8,1 Hz, 2H); 4,09 (dd, J=
5,4; 1,7 Hz, 2H): 3,96 (qt, J= 5,0 Hz, 1H); 3,66 (ddd, J=27,3; 11,6; 4,7 Hz, 2H); 2,62 (s, 2H);
2,47 (s, 3H).

RMN “C-APT (75 MHz, CDCls): 6 145,2; 132.4; 130 (2); 127,9 (2); 70,7; 69,6; 62,7; 21,6.

4.1.4.2 Sintese do 3-azido-propanodiol [35]

A uma solucdo de 2 g (8,12 mmol) de tosilato de glicerila [29] em 20 mL de DMF anidro
(Acros®) foram adicionados 1,6 g (24,4 mmol) de NaN; (Vetec®) sob atmosfera inerte. A
temperatura foi elevada para 60 °C e o sistema permaneceu sob agitagdo magnética por 24
horas. O excesso de azida de sodio foi extinto pela adi¢do de uma solugdo 1 M HCI (10 mL) e
diluida com acetato de etila. A fase organica foi lavada com agua (20 mL) e solucdo saturada
de NaCl (20 mL) e as fases aquosas combinadas foram extraidas com acetato de etila (3x 20
mL, Nuclear™). As fases orgdnicas foram combinadas e secas sob Na;SO4. Apods a remogio
do solvente a pressao reduzida, o produto bruto residual foi purificado por cromatografia em
silica-gel, utilizando hexano : EtOAc (2 : 8) como eluente (CCD = hexano : EtOAc; 3 : 7),
fornecendo 710 mg (6,06 mmol) do diol [35] em 75 % de rendimento.

RMN 'H (300 MHz, CDCLy): § 3,90 (m, 1H); 3,66 (ddd, J = 29.4; 11,5; 4,9 Hz, 2H); 3,41
(dd, J=5,7; 1,5 Hz, 2H); 3,26 (s, 2H).
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RMN “C-APT (75 MHz, CDCl3): 6 71; 64,1; 53,6.

4.1.4.3 Sintese do benzilato de glicerila [38]

Solketal [27] (5 g, 37,83 mmol) dissolvido em 100 mL de THF anidro (Sigma-Aldrich®) foi
lentamente adicionado sobre 5,5 g de uma dispersdo de 60 % de NaH (Sigma-Aldrich®) em
0leo mineral (previamente lavado com hexano para remog¢ao desse 6leo mineral) a 0 °C. Apds
10 minutos de agitagdo, BnBr (9,7 g, 56,74 mmol, Sigma-Aldrich®) dissolvido em 25 mL de
THF anidro foi lentamente adicionado a suspensdo, a 0 °C. O banho de gelo foi removido
ap6s 30 min. e a mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 16 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, o excesso de NaH foi eliminado pela lenta adicdo de MeOH
(Chromasolv®) sobre & reagdo a 0 °C. Apos a remogdo do solvente, o residuo foi dissolvido
com CH,Cl, (50 mL, Chromasolv®), lavado com agua deionizada (2x 25 mL) e a fase aquosa
resultante foi extraida com trés por¢des de 30 mL de CH,Cl,. As fases organicas foram
combinadas, lavadas com solugdo saturada de NaCl e seca sob Na,SO4. O solvente foi
removido a pressao reduzida e¢ o produto bruto [37] remanescente foi utilizado na etapa
seguinte sem qualquer purificagdo. Esse intermediario foi entdo submetido a condi¢des de
hidrélise 4cida mediante ao emprego de 250 mL de uma mistura THF/1IM HCI (3 : 1) por 18
horas a temperatura ambiente e agitacdo magnética. Entdo, uma solugdo saturada de K,COs
(100 mL) foi lentamente adicionada a 0 °C e permanecendo sob agitagdo por 10 minutos. Eter
dietilico (150 mL) foi adicionado ¢ a fase aquosa foi extraida com trés por¢des de 100 mL de
Et,0 (Sigma-Aldrich®). As fases organicas foram combinadas, lavadas com uma solugdo
saturada de NaCl, seca sob Na,SO4 e o solvente removido em evaporador rotatdrio. O 6leo
residual foi purificado por cromatografia em silica-gel utilizando hexano : EtOAc (2 : 8)
como eluente (CCD = hexano : EtOAc; 3 : 7), fornecendo 6,1 g (33, 48 mmol) do monomero

[38] em 88 % de rendimento apds duas etapas.

RMN 'H (300 MHz, CDCly): § 7,41 — 7,25 (m, 5H); 4,54 (s, 2H); 3,95 — 3,80 (m, 1H); 3,64
(ddd, J = 25,8; 11,4; 4,6 Hz; 2H); 3,64 (ddd, J = 13,5; 9; 5,1 Hz, 2H); 2,86 (s, 2H).
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RMN "*C-APT (75 MHz, CDCls): 6 137,8; 1286 (2); 128; 127,9 (2); 73,7; 71,9; 70,8; 64.2.

4.1.4.4 Sintese do poli(3-benzilglicerol-co-maleato) [39]

Benzilato de glicerila [38] (300 mg, 1,65 mmol) e anidrido mal€ico [34] (162 mg, 1,65 mmol,
Sigma-Aldrich®) foram adicionados a um baldo de fundo redondo na presenca de SnCl, (1
mg, 0,2 % m/m, Sigma-Aldrich®) e sob atmosfera inerte. A temperatura do sistema foi
elevada para 80 °C e a reagdo prosseguiu nesta temperatura por 3 horas, seguido do aumento
da temperatura para 100 °C por mais 2 horas. Em seguida, uma bomba de véacuo foi acoplada
ao baldo da reagdo e a temperatura foi elevada para 120 °C, permanecendo nessas condigdes
por até 30 horas. O viscoso produto obtido foi caracterizado por RMN de 'H e GPC. Obs: o

mesmo procedimento foi empregado para a polimerizagdo com o acido maléico [32].

RMN 'H (300 MHz, CDCLy): 6 7,46-7,15 (m, 5H); 6,98-6,71 (m, 2H); 5,47-5,10 (m,1H):;
4,73-4,18 (m, 4H); 3,80-3,40 (m, 2H)

RMN "C-APT (75 MHz, CDCly): 6 164,3; 137,5; 133,4; 128; 73,4; 71,2; 70,5; 68,5; 67.8;
66,3; 63,4.

4.1.4.5 Sintese do poli(3-benzilglicerol-co-succinato) [41]

Em um baldao de fundo redondo foram adicionados 300 mg (1,65 mmol) do benzilato de
glicerila [38], 165 mg (1,65 mmol) de anidrido succinico [40] (Sigma-Aldrich®) e 5 mL de
tolueno, na presenca de 1 mg do catalisador SnCl, (0,2 % m/m). Ao baldo da reagdo foi
adaptado um condensador de refluxo do tipo Dean-Stark, o qual foi preenchido com tolueno.
A seguir, a temperatura do sistema foi elevada para 120 °C, permanecendo nestas condigdes
por 5 horas. Entdo, aumentou-se novamente a temperatura para 140 °C e a reagdo prosseguiu
por mais 15 horas. Depois disso, o solvente foi removido por destilagao e o produto viscoso

remanescente foi submetido ao aquecimento a 150 °C sob um vacuo de + 100 Pa por 20 horas
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e mais 15 horas na mesma temperatura sob um vacuo de = 9 Pa. O produto final obtido

apresentou-se bastante viscoso e de coloracdo amarela, em um rendimento de 86 %.

RMN 'H (300 MHz, CDCL): J 7,31-7,15 (m, 5H); 5,2-5,09 (m,1H); 4,44 (d, J = 3,3 Hz,
2H); 4,2 (m, 2H); 3,5 (d, J= 5,1 Hz, 2H); 2,53 (¢, /= 10,2 Hz, 4H).

RMN “C-APT (75 MHz, CDCLy): § 171,8; 137,7; 128,5 (2); 127,9; 127,8 (2); 73,4; 70,6;
68,0; 63,0; 29,0; 28,8.

4.1.4.6 Reacao de hidrogenolise do poliéster alifatico [41] para a obtencao de [42]

A remocao dos grupos protetores foi realizada pela adi¢do de 97 mg do catalisador de Pd/C 10
% (30 % em massa em relagdo ao polimero, Sigma-Aldrich®) a uma solugio de 325 mg do
poliéster [41] dissolvido em 10 mL de THF (Vetec®). O sistema foi mantido sob
borbulhamento com H,, temperatura ambiente e agitagdo magética por 24 horas. Em seguida,
o catalisador foi removido com o auxilio de uma pipeta Pasteur contendo silica, a coluna foi
lavada com THF e o solvente foi removido a pressao reduzida, resultando na obtengao de um

oleo incolor.

4.1.4.7 Sintese do terpolimero poli(L-acido latico-co-3-benzilglicerol-co-succinato) [45]
(procedimento para a RT01)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 304 mg (1,66 mmol) do diol [38] e 167 mg
(1,66 mmol) de anidrido succinico [40], sob atmosfera inerte. A temperatura do sistema foi
elevada para 80 °C e os reagentes permaneceram sob agitacdo magnética por 3 horas. Entdo,
uma solucdo aquosa 85 % de L-acido latico [21] (300 mg, 3,33 mmol) foi adicionada ao balao
da reacdo e a temperatura foi aumentada para 100 °C. A mistura foi mantida nesta
temperatura por 15 horas e sob um fluxo de argonio passando pelo sistema para remover os
vapores de agua do interior da reagdo. Em seguida, a temperatura foi elevada para 150 °C,
removeu-se o fluxo de argonio e acoplou-se uma bomba de vacuo ao baldo da reagdo. Apos
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20 horas, o processo foi encerrado e o produto [45], de coloracdo amarela, foi obtido em um

rendimento em massa de 67 %.

RMN 'H (300 MHz, CDCL): 6 7,39-7,19 (m, 5H); 5,32-5,14 (m,1H); 5,14-4,97 (m, 1H);
4,57-4,42 (m, 2H); 4,42-4,08 (m, 2H); 3,65-3,43 (m, 2H); 2,76-2,49 (m, 4H); 1,61-1,32 (m,
3H).

RMN “C-APT (75 MHz, CDCLs): 6 171,8; 137.8; 128.,5 (2); 127,9; 127,7 (2); 73.1; 70,4;
68,8; 67.9; 62,8; 29,0; 28,8; 16,8.

4.2 Caracterizacoes dos monomeros e dos polimeros sintetizados

4.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H e de "*C foram obtidos a 300 MHz ¢ 75 MHz, respectivamente,
em tubos de 5 mm de diametro interno, utilizando os espectrometros Varian VNMRS e
Varian INOVA (Instituto de Quimica, UFRGS). Os deslocamentos quimicos (J) estdo
relacionados em partes por milhdo (ppm) em relagdo ao tetrametilsilano (TMS), utilizado
como padrao interno para os espectros de hidrogénio e aos solventes CDCl; e DMSO-ds. As
multiplicidades foram colocadas entre parénteses e foram atribuidas como: s = singleto; d =
dubleto; ¢ = tripleto; gt = quintupleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto e m=
multipleto. Além disso, constam nas atribuicdes o niimero de hidrogénios deduzido da

integral relativa e a constante de acoplameto (J) em Hertz (Hz).
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4.2.2 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de absorcao no infravermelho foram registrados na forma de filme liquido e
pastilha de KBr, utilizando-se os aparelhos Mattson Galaxy Series FT — IR 3000, modelo
3020, e Perkin Elmer Spectrum One (Instituto de Quimica, UFRGS). Os espectros de
infravermelho por refletancia atenuada (ATR-FT) foram registrados em um aparelho Bruker

Alpha (Laboratério Multiusuario de Analise Térmica, LAMAT, UFRGS).

4.2.3 Medidas de viscosidade

O método de preparagdo das solucdes de blendas de PDLLA/PLLA seguiu o mesmo
protocolo para a preparagdo das solucdes para eletrofiacdo. As viscosidades das solugdes
foram mensuradas em um viscosimetro digital DV-II+ PRO (Brookfield, SINPOL, UFRGS) e
os resultados estdo expressos como viscosidade centipoise (cP). Todas as medidas foram

realizadas a 25 °C e 100 rpm.

4.2.4 Analises de microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As matrizes de micro e de nanofibras foram caracterizadas em um microscopio eletronico de
varredura, modelo JSM-6060 (JEOL), localizado no Centro de Microscopia Eletronica do
Instituto de Fisica da UFRGS. As matrizes foram fixadas em uma fita condutora de carbono,
recobertas com ouro ¢ analisadas com uma aceleracao de 10 kV. O diametro médio e o desvio
padrao foram calculados apds 100 medidas de cada amostra utilizando o software de imagem

Imagel.

4.2.5 Determinacao de angulo de contato

Os angulos de contato para as matrizes de microfibras e filmes de PDLLA/PLLA e de
nanofibras e filmes de PDLLA/PLLALMA foram realizados pelo método de deposi¢ao de
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uma gota de 4gua deionizada de 4 a 6 pL sobre a superficie das amostras. A gota foi
observada diretamente com um microscopio Olympus Bx-41, enquato as imagens eram
digitalmente capturadas através de uma camera digital de 1,4 megapixels. O angulo de contato
para todas as amostras foi medido em um intervalo de 0 a 120 segundos e os valores
reportados sao médias aritméticas de 15 medidas utilizando diferentes areas de cada amostra,

obtidas a partir do software Surftens 3.0.

4.2.6 Cromatografia por exclusio de tamanho (SEC)

A massa molecular dos polimeros sintetizados, bem como a degradagdao de matrizes de fibras
e filmes, foi avaliada por cromatografia de permeacao em gel. A massa molecular ponderal
média (Mw) e a distribui¢ao de massas molares (M,,/M,) foram determinadas em relacao a
padrdes de poliestireno e foram realizadas em um aparelho GPCmax VE2001 (Viscotek)
equipado com detector de indice de refragdo, localizado junto a Central Analitica do Instituto
de Quimica da UFRGS. As amostras foram solubilizadas em THF e filtradas em filtros de
PVDF com diametro de poro de 0,45 um e analisadas a 45 °C, utilizando THF como eluente a

~ - -1
uma vazdo de 1 mL.min".

4.2.7 Analises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As medidas de calorimetria exploratoria diferencial foram realizadas em um aparelho modelo
Q20 (T4 Instruments, LAMAT, UFRGS). Em torno de 10 mg de amostra foram empregadas
em cada andlise, as quais foram pesadas em panelas herméticas de aluminio e aquecidas de -
20 °C a 200 °C, a uma taxa de aquecimento de 20 °C.min"". Apds o resfriamento até -20 °C
(taxa de 20 °C.min""), as amostras foram aquecidas novamente de -20 °C a 220 °C
empregando a mesma taxa de aquecimento anterior. Todas as varreduras foram realizadas sob

atmosfera de nitrogénio.

Observacdo: para as analises térmicas dos poliésteres sintetizados a partir de derivados do
glicerol foi empregado uma uma faixa de temperatura de — 60 °C a 200 °C, sob as mesmas

taxas de aquecimento e resfriamento descritas anteriormente.
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4.2.8 Ensaios mecanicos de tensiao versus deformacao

Os testes de tensdo x deformagdo foram conduzidos em um aparelho de DMA Q800 (74
Instruments), localizado junto ao anexo do prédio K do Instituto de Quimica da UFRGS. Os
testes foram realizados sobre amostras retangulares de matrizes de microfibras e filmes de
PDLLA/PLLA e de nanofibras e filmes de PDLLA/PLLALMA, os quais foram dispostos em
suportes do tipo cantilever, em uma temperatura constante de 37 °C, tempo de estabilizacao
de 5 minutos e tensao de 0,5 N.min"" até 18 N. O tamanho médio das amostras foi de 25 x 6 x

0,15 (comprimento x largura x espessura, em milimetros).

4.2.9 Analises dinamico-mecanicas (DMA)

As andlises dindmico-mecénicas foram conduzidas em um aparelho de DMA Q800 (74
Instruments), localizado junto ao anexo do prédio K do Instituto de Quimica da UFRGS. Os
testes foram realizados com amostras retangulares de matrizes de microfibras e filmes de
PDLLA/PLLA, os quais foram dispostos em suportes do tipo cantilever em modo de tensao.
Para todas as amostras analisadas utilizou-se uma deformacao inicial de 0,1 %, sob uma
frequéncia oscilatoria de 1 Hz e amplitude de 1 um. A faixa de temperatura investigada variou
de 0 °C até o escoamento das amostras, sob uma taxa de aquecimento de 3 °C.min™’. As
dimensdes dos espécimes foram aproximadamente de 25 x 6 x 0,15 (comprimento x largura x

espessura, em milimetros).

4.3 Cultivo celular sobre os scaffolds de PDLLA/PLLALMA

Os ensaios biologicos do presente trabalho foram realizados no Laboratorio de Hematologia e

Células-tronco da Faculdade de Farmacia da UFRGS.
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4.3.1 Obtencao de células de polpa de dente deciduo

Os dentes utilizados nos experimentos foram obtidos da Faculdade de Odontologia da
UFRGS. Para o isolamento das células, a polpa foi separada cuidadosamente do tecido
dentario com o auxilio de uma colher de dentina no fluxo laminar. Na sequéncia, a
manipulagdo do tecido pulpar removido foi realizada semelhante ao processamento descrito
por Bernardi e colaboradores."” (obtencdo do material biologico aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, cadastrado no projeto n° 19273).
Resumidamente, a polpa foi mantida em contato com uma solucdo de colagenase a 0,2%
(Gibco®) por 60 minutos e, em seguida, apds centrifugacao, a suspensao de células resultante

foi semeada em 1 poco de uma placa de 12 pogos.

4.3.2 Cultura de células-tronco mesenquimais (CTMs) a partir de polpa de dente
deciduo

Para iniciar o cultivo, as células foram cultivadas em placas de cultura e mantidas em
incubadora umidificada a 5% CO; e 37°C por 24 h, quando as células ndo aderentes foram
removidas por troca de meio. As trocas subseqiientes foram realizadas a cada 3 a 4 dias. Para
a proliferagdo de células aderentes, as células foram mantidas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium) (Sigma-Aldrich®) contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco®), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina (Gibco®)
e 0,45 pg/mL de gentamicina.

Ao atingirem cerca de 90% de confluéncia, as culturas primarias foram lavadas com PBS e,
em seguida, uma solucao de 0,25% de tripsina (Sigma-Aldrich®) foi adicionada a garrafa por
aproximadamente 5 min a 37°C para soltar as células da superficie plastica. As células entdo
foram ressuspensas em meio de cultura e plaqueadas em novas garrafas para expansdo.

Passagens subsequentes foram realizadas de forma idéntica.

4.3.3 Analise morfolégica das culturas celulares

A presenca das células aderentes, assim como sua confluéncia foram rotineiramente

observadas em microscopio invertido de contraste de fase Olympus.
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4.3.4 Analise imunofenotipica das células cultivadas

A presenca de marcadores de células mesenquimais e auséncia de células hematopoéticas foi
avaliada através de citometria de fluxo, usando-se o equipamento FACSAria (BD
Biosciences), e a analise foi realizada através do software FACSDiva (BD Biosciences). Para
a avaliacdo da presencga ou auséncia de marcados, 10.000 eventos foram adquiridos. Foram
utilizados os marcadores CD90, CD29, CD45, CD73, CD34, CD44, HLA-DR, STRO-1, CD
184 ¢ CD146, marcados com o fluorocromo PE ou FITC, todos da marca BD Bioscences. A
presenca das moléculas foi avaliada utilizando-se 5 L de anticorpo monoclonal anti-humano
para cada uma das moléculas. Além disso, para a andlise foram selecionadas somente as
células vivas, por exclusdo, através da marcacdo com o corante 7-Aminoactinomycin D
(7TAAD). Apos a incubacdo das células com os anticorpos por 30 minutos a temperatura
ambiente e no escuro, as células foram lavadas e ressuspensas em 1 mL de PBS para retirada
de anticorpos ndo ligados. Em seguida, foi procedida a centrifugacdo e a retirada de

aproximadamente do sobrenadante e entdo feita a marcacdo com o 7AAD.

4.3.5 Diferenciacao celular in vitro

A diferenciagdo em tipos celulares mesenquimais, necessaria para a confirmagdo da
identidade da populacao obtida, foi testada na quinta passagem. Ensaios de diferenciacao
osteogénica, adipogénica e condrogénica foram realizados de acordo com os protocolos a

seguir.

4.3.6 Diferenciaciio osteogénica

Para a diferenciacdo osteogénica, as células foram cultivadas por 3 a 4 semanas em meio
contendo soro fetal bovino (10%), dexametasona (10 M), 4cido ascorbico 2-fosfato (5
ug/ml) e B-glicerofosfato (10mM). A deposicdo de matriz mineralizada foi observada por

coloracdo com Alizarin Red S em pH 4,2.

4.3.7 Diferenciaciao adipogénica
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Para a diferenciacdo adipogénica, as células foram cultivadas por 3 a 4 semanas em meio
Iscove’s contendo 20% de plasma humano sem plaquetas, dexametasona (107 M), 2,5 pg/mL
Insulina, 5 uM indometacina, 5 pM rosiglitazona dissolvido em DMSO e 10 um/mL de
heparina sodica. O meio foi trocado a cada 3-4 dias e as células foram fixadas quando

apresentaram adipogénese, com 4% paraformaldeido.

4.3.8 Diferenciacio condrogénica

Para a diferenciacdo condrogénica, as células aderentes foram cultivadas em meio de
diferencia¢do durante 21 dias. O meio ¢ constituido d¢ DMEM e suplementado com 15 mM
Hepes, 6,25 pg/mL de insulina, 10 ng/mL TGF-1 e 50 nM da solugao de acido ascorbico-2
fosfato (AsAP). O meio foi trocado a cada 3-4 dias e as células foram fixadas no dia 21, com

4% paraformaldeido. A condrogénese foi demonstrada pela coloragdo com Alcian Blue.

4.3.9 Propriedades biologicas das matrizes de nanofibras

Para a realizacdo dos testes descritos a seguir, as matrizes poliméricas foram utilizadas
afixadas em laminulas de vidro com 1,5 cm de didmetro. As laminulas foram distribuidas em
pocos de placas de cultivos celulares de 24 pogos e previamente esterilizadas por luz
ultravioleta (524nm) por 120 minutos em capela de fluxo laminar. Nos testes bioldgicos foi
realizada comparagdo com um grupo controle, correspondente a células semeadas diretamente

nos pogos de cultura de poliestireno.

4.3.10 Adesividade celular

A adesividade celular foi avaliada através de coloracao histoquimica. Foram utilizadas 30.000
células por matriz e os grupos testes e controle foram avaliados em triplicata. A analise foi
realizada nas células obtidas de polpa de dentes deciduos, tendo sido utilizadas 3 culturas
primdrias diferentes. No experimento, as células integradas as matrizes celulares foram
coradas com DAPI (4 6-diamidino-2-phenylindole), um marcador de nucleo celular, apos 6
horas de semeadura nos scaffolds. Decorridas as 6 horas de experimento, as células foram

fixadas com solu¢do de paraformaldeido 4% e coradas com DAPI Sug/mL em PBS por 1
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minuto. Apos diversas lavagens com PBS 1X, para a retirada do excesso de corante, foram
realizadas fotografias em 9 pontos aleatoriamente escolhidos em cada matriz com aumento de
400x. Depois de realizada a contagem do numero das células nas fotografias, a soma de
células por tipo de matriz foi avaliada e o resultado expresso como a soma de células nos

nove campos, aleatoriamente selecionados sobre a superficie.

4.3.11 Avaliacao de células metabolicamente ativas nas matrizes de nanofibras

O numero de células metabolicamente ativas foi avaliado por um ensaio colorimétrico,
utilizando o reagente (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-
2H-tetrazolium (WST-8) (Sigma-Aldrich®), em triplicata, nos dias 1, 4 ¢ 7 apos a semeadura
das células nas matrizes poliméricas. Um total de 30.000 células foi semeado por matriz em
placas de 24 pogos, tendo sido utilizadas trés culturas primdrias diferentes. Apds decorrido o
tempo de experimento, com trocas de meio a cada 3 a 4 dias, as células foram incubadas com
10 puL da solucdo de WST-8 em 200 pL. de meio de cultura, por poco de cultivo, durante 2h.
Apos, o sobrenadante foi transferido para pocos de placas de cultura de 96 pogos e a
absorbancia foi lida em espectrofotometro em comprimento de onda de 450 nm. A leitura da
absorbancia foi realizada no equipamento Wallac EnVision (Perkin Elmer). Somente as
células viaveis sdo capazes de reduzir o WST-8 a um composto laranja solivel em agua

aumentando, dessa forma, a absorbancia da amostra.

4.3.12 Analise estatistica

Os resultados para o ensaio de adesdo e viabilidade celular foram representados através de
médias e desvio padrdo. O teste de viabilidade celular foi avaliado por analises de medidas

repetidas a dois fatores: tempo e grupo (Hotelling) e como pos-teste foi utilizado Tukey.

As andlises de adesdo foram avaliadas por ANOVA (One Way) e como pds-teste foi utilizado
o teste de Tukey. Para critérios de decisdo foi utilizado o nivel de significancia de 5%. Os

resultados foram gerados pelo programa SPSS 16.
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4.3.13 Analises de microscopia confocal

A morfologia das células sobre as matrizes foi observada através de microscopia confocal. As
células foram plaqueadas em uma densidade de 30.000 células por matriz e também foram
semeadas em pogos controles (células diretamente no poco da placa de cultura). Apos 1 e 7
dias de incubagdo, as matrizes e poco controle foram lavados com PBS 1x, fixados com
paraformaldeido 4% por 30 minutos e posteriormente foram permeabilizados com Triton X-
100 0,1% por 10 minutos. Em seguida, foi realizada a coloragdo com 50 pg/mL de faloidina
conjugada com rodamina por 40 minutos, a fim de evidenciar os filamentos de actina do
citoesqueleto celular. Apds coloragdo com faloidina, as amostras foram lavadas com tampao
PBS 1x e coradas com 0,5 mg/mL de DAPI durante 2 minutos. Utilizando-se microscopio
confocal Olimpus FV1000, fotografias de imagens representativas das diferentes amostras
foram obtidas no em aumento de 10x. A partir dessas imagens, foram obtidas imagens com

zoom digital de 3x em algumas regides das matrizes e poco controle.
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5. Resultados e discussao

5.1 Sintese de poli(L-acido latico) de alta massa molecular

O poli(acido latico) pode ser utilizado tanto para a constru¢do de matrizes destinadas a
engenharia de tecidos, quanto para aplicagcdes visando a substituicdo de polimeros
provenientes de fontes nao-renovaveis. Assim, a importancia comercial desse polimero
estimulou o inicio de estudos para obtencdo de PLA de alta massa molar, superior a 50.000
g.mol”, modificando alguns dos procedimentos existentes na literatura. Deste modo,
utilizando o principio da polimerizacao por etapas, investigou-se a obtencao desse polimero a
partir de uma solucao aquosa de L-acido latico empregando a metodologia de desidratagao

L . . 85
azeotropica, sendo este procedimento baseado no trabalho de Kim e colaboradores.

Dessa maneira, uma solu¢do aquosa de L-4cido latico [21] foi submetida a
desidratagdo azeotropica em xileno, na presenca do catalisador SnCl,.2H,0O e aquecido a 138
°C por 48 horas (esquema 6). O resultado da analise de cromatografia por exclusdo de
tamanho mostrou uma massa molecular ponderal média de 8.400 g.mol” e polidispersidade

de 1,4.

OH SnCl,.2H,0
HO — % HO
- H,0
O xileno e}
138 °C
21 48 h 22

OH

Esquema 6. Polimerizagdo em etapas para a obten¢do do poli(L-acido latico) [22].

Esse resultado difere daquele publicado no trabalho de Kim e colaboradores, onde o
PLLA foi sintetizado com uma massa molar de 30.000 gmol” utilizando o mesmo
procedimento. Sendo assim, um novo experimento foi realizado, no qual a temperatura do

sistema foi elevada para 155 °C e aliquotas foram retiradas em 5, 10, 20 ¢ 30 horas, em uma
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tentativa de otimizar o tempo total de rea¢do. Os resultados referentes a esta investigacao

estdo contidos na tabela 2.

Tabela 2. Resultados para as reagdes de polimerizacao do PLLA a 155 °C.

Aliquota Tempo (h) M, (gmol'l) M,/ M,

1 5 1.540 2,0
2 10 3.840 1,7
3 20 7.940 1,1
4 30 8.070 1,1

Os resultados apresentados na tabela 2 mostram que a massa molecular do polimero
aumenta gradualmente com o tempo e atinge um valor de equilibrio em t= 20 horas. Isso se
deve a saturacdo do xileno com a agua proveniente da solu¢do aquosa de L-acido latico e da
eliminagdo decorrente da reacdo, o que reduz a capacidade do solvente de remover
azeotropicamente esta dgua do meio reacional, impedindo o deslocamento do equilibrio para a
formacao do polimero de alta massa molar. A obtencao de polimeros de alta massa molecular
através de polimerizagdo em etapas ocorre somente a altas conversdes (p > 0,9999) e, por essa
razao, apenas um deslocamento efetivo do equilibrio da reagdo permite o aumento da cadeia
polimérica. Para o caso do PLLA, a presenca de agua na reacdo, mesmo em pequenas
proporg¢des, pode resultar em hidrélise do polimero. Assim, a elaboracdo de um sistema que

permita a remocao efetiva da agua do meio reacional se faz necessaria.

Uma vez que a utilizagdo de xileno para remover a agua contida na reagdo via destilagdo
azeotrdpica nao foi satisfatéria, decidiu-se empregar um processo no qual um agente secante ¢
utilizado no sistema da reagdo. As zeodlitas (aluminosilicatos) possuem uma microestrutura
porosa que permite a adsor¢ao de moléculas no interior de seus poros. Essas zeolitas possuem
ocorréncia natural mas, para fins comerciais, sdo sintetizadas com tamanhos de poros que
variam de 3 a 200 A de didmetro e, em razdo de sua caracteristica de retencdo de moléculas
menores, sdo chamadas de peneiras moleculares. As peneiras moleculares vem sendo
empregadas na industria desde 1954 em processos de desidratagdo/purificagdo de solventes,
gases e matérias-primas.'*® As mais utilizadas sdo aquelas com didmetro de poro de 3 A,

ideais para retencio de moléculas de 4gua, cujo tamanho é calculado em 2,75 A.'¥

Sabendo que a quantidade de agua presente durante o processo de desidratagdo

azeotropica € bastante elevada, seria necessaria a utilizacdo de um grande volume de zedlita
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para que esta agua pudesse ser removida da reagdo, o que inviabilizaria o procedimento em
escala de laboratorio. Desse modo, o procedimento para o uso de peneiras moleculares como
adsorventes de agua na obtencao de PLLA de alta massa molar precisou ser realizado em duas
etapas: (1) sintese e isolamento de um PLLA de baixa massa molecular, empregando o
procedimento de desidratacao azeotrdpica em xileno; (ii) aumento da massa molecular do
polimero através da utilizagdo de peneira molecular para a remogao da dgua ainda presente na

reacao.

A evolugdo do aumento da massa molar do polimero foi realizada através de analise de
GPC. Diferentes parametros foram investigados, como temperatura, catalisador, tempo de
reacdo, material secante e concentragdo de mondmero no meio reacional, os quais estao
contidos na tabela 3. O rendimento R das reacdes foi calculado segundo a formula

R = mfinal

= x 100
Minicial X 018

onde o fator 0,8 corresponde ao valor da massa molecular da unidade repetitiva do PLA

dividido pela massa molar do monémero.”

Primeiramente, peneira molecular (3 A) foi empregada como agente secante sem
nenhum tipo de tratamento térmico. A temperatura da reag¢do foi de 185 °C e concentracdo de
mondmero na reagdo de 10 % (m/V) (RO1). O aumento da massa molecular do polimero foi
verificado a partir das aliquotas extraidas a cada 24 horas da rea¢do, em um tempo total de 96
horas. As condi¢des experimentais investigadas mostraram que houve um pequeno aumento
de massa molecular do polimero em relacao ao valor inicial, mas abaixo da expectativa de

obten¢do de um PLLA com alta massa molar.

Em virtude da provavel presenga de umidade no interior de seus poros da peneira
molecular, dois experimentos foram realizados com diferentes condicionamentos para essa
peneira molecular, no intuito de aumentar a absor¢do de agua presente no meio reacional. A
remog¢ao de agua dos poros da zeolita empregando alto-vacuo por 3 horas resultou em um
consideravel aumeno na massa molecular do poli(L-dcido latico), de acordo com as analises
de GPC (R02). Entretanto, quando a desidratacdo da peneira molecular foi realizada pelo
tratamento térmico a 130 °C por 3 horas em estufa comum, houve um significativo aumento
na massa molecular do PLLA de (R03). Esse resultado evidencia a importancia do tratamento
térmico que deve ser realizado nesta zedlita antes de utilizd-la em reagdes de

policondensagdo, uma vez que o aumento da massa molecular do polimero deve-se
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principalmente ao deslocamento do equilibrio da rea¢do decorrente da remog¢ao da agua

presente no processo.

Apesar desse bom resultado, o rendimento médio das reagdes foi de 74 %,
indicando uma possivel hidrolise do PLLA em razdo da presenca de &gua, ao
catalisador, ou a alta temperatura empregada no procedimento, o que poderia levar a
formagdo de subprodutos como lactideo e oligdmeros de menor massa molecular.
Assim, uma reac¢ao a 170 °C foi realizada com a finalidade de reduzir esta possivel
hidrdlise em razdo da temperatura e utilizando uma peneira molecular com secagem
apenas em alto vacuo (R04). O resultado de GPC mostrou uma sensivel melhora na
massa molecular quando comparado a reagdo anterior utilizando o mesmo tratamento
para a peneira molecular (R02), mas ndo foi observada uma mudanca significativa no
rendimento final do produto. De qualquer modo, a utilizagdo de uma temperatura
inferior a usada anteriormente ¢ sem diminui¢do de rendimento representou um bom

resultado, o qual foi estabelecido para as reacdes seguintes.

O emprego de xileno anidro na reagdo foi investigado com o objetivo de diminuir
a presenca de dgua no sistema (R05). Para efeitos comparativos, a peneira molecular
ndo foi submetida a nenhum tratamento antes de sua utilizagdo e, para evitar a entrada
de umidade no sistema, um tubo secante contendo silica foi acoplado a saida do
condensador de refluxo. O resultado apresentado na tabela 3 para essa reacdo mostra
que a utilizagdo de solvente anidro contribuiu significativamente para o aumento da
massa molecular do produto final, sem perda de rendimento e em um menor tempo de
reacdo. A partir dessa observagdo, todas as demais reacdes foram realizadas na presenca

de xileno anidro e estabelecendo o limite de 72 horas para o tempo total.

A dagua eliminada durante a polimerizacdo poderia levar a uma saturacdo da
peneira molecular, uma vez que o tempo de reagdo ¢ longo. Sendo assim, dois
experimentos foram realizados no intuito de evitar essa saturacao da peneira molecular.
Nesse processo, a peneira molecular foi trocada a cada 24 horas, e a diferenca entre as
duas reacgoes esta diferindo no tratamento térmico empregado para cada uma (R06 e
RO7). Entretanto, surpreendentemente ndo houve aumento da massa molecular do
polimero final em ambas as reagdes, mesmo empregando um novo processo de secagem
da peneira molecular (R07). O fato de realizar a troca do secante durante o processo

poderia permitir a entrada de umidade ambiente para a reagdo, mas dificilmente haveria
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uma absorcdo de agua a ponto de resultar em uma possivel hidrolise da cadeia
polimérica em crescimento. Sendo assim, na auséncia de uma explicagdo mais plausivel,
decidiu-se por ndo realizar procedimentos envolvendo a troca da peneira molecular

durante as reagoes.

Outro experimento foi conduzido a fim de verificar a eficiéncia da secagem da
peneira molecular em alto vacuo e alta temperatura (ROS8). Para isso, o processo de
secagem da peneira molecular foi realizado a 230 °C durante 3 horas, utilizando uma
bomba de alto-vidcuo para remover a umidade adsorvida na zeolita. Além disso, a
concentragdo de mondmero na reagdo foi elevada para 50 %, aumentando a
probabilidade dos grupos terminais do polimero reagirem e, em razdo disso, gerando
polimeros com uma maior massa molecular. A andlise de GPC para a aliquota de 72
horas mostrou uma massa molecular ponderal média de cerca de 79.000 g.mol™, com
polidispersdo de 2,5. Esse resultado mostrou que o emprego de uma condi¢do mais
drastica para a secagem da peneira, assim como um aumento na concentragdo do
mondmero na reagdo, possibilitou a obtengdo de poli(L-acido latico) de alta massa

molar.

A alta polidispersidade observada ¢é caracteristica da polimerizacdo em etapas,
resultante de variagdes estatisticas e de reatividade das cadeias do polimero em
crescimento. Porém, o inicio da saturagdo do meio reacional com a agua resultante da
polimerizacdo poderia causar a hidrolise de cadeias mais longas, assim como a
ocorréncia de reagdes de ciclizagdo, que também podem contribuir para o aumento da
polidispersidade da amostra. Entretanto, essa alta distribuicao pode alterar algumas das
propriedades desse polimero, uma vez que as cadeias menores presentes na amostra
atuariam como plastificantes, ocasionando um possivel incremento nas suas

propriedades mecanicas, assim como o melhoramento na processabilidade do polimero.

A utilizacdo de uma concentracdo de 80 % do mondmero no meio reacional
resultou em uma reducdo na massa molecular do polimero final, bem como uma
pequena reducao na polidispersidade, quando comparado com a reagdo anterior (R09).
Esse resultado poderia estar associado a uma baixa disponibilidade de solvente para

promover um arraste mais eficiente das moléculas de dgua presentes no sistema.

Uma comparacdo entre os procedimentos RO8 e R09 pode ser verificada através

dos cromatogramas de GPC em diferentes tempos de reagdo, utilizando o detector por
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indice de refrag¢do (figura 16). O tempo maximo estabelecido para esses experimentos
foi de 72 horas. Contudo, a fim de verificar se havia alguma mudanga na massa
molecular do polimero, os mesmos foram conduzidos até 96 horas de reagdo. Os
resultados mostraram que para a reacao ROS8, o estado de equilibrio ¢ alcangado em 48
horas, pois ndo ha um crescimento significativo da massa molecular do polimero apds
este periodo. Entretanto, observou-se durante a reagdo R09 que a massa molecular do
PLLA sintetizado alcanga um valor proximo ao encontrado em R0OS8, mas apenas em 96
horas de reacdo. Esse resultado corrobora as afirmagdes anteriores, ou seja, que uma
concentragdo de 50 % do polimero em solug@o beneficia tanto a taxa de polimerizagao
quanto o aumento da massa molecular do produto final. A remocao da agua da reagao
acima dessa concentracao nao ¢ tao efetiva e o0 aumento da massa molecular do produto
ocorre de modo mais lento. Desse modo, a concentragdo de 50 % de polimero em

solucdo foi adotada para as reagdes posteriores.

—— R08-24h (M =40.330 g.mol ) —— R09-24h (M = 13.200 g.mol )
—— RO08-48h (M = 74.530 g.mol ) —— R09-48h (M =20.800 g.mol )
—— R08-72h (M = 78.660 g.mol ) —— R09-72h (M = 52.800 g.mol )
—— R08-96h (M = 84.100 g.mol ) —— R09-96h (M =75.900 g.mol")
s 2 25 30 3 15 20 25 30 35
Volume de retengao (mL) Volume de retengdo (mL)

Figura 16. Cromatogramas de GPC para as reagdes de polimerizagao R0O8 e R09.

Os experimentos seguintes consistiram na variagao do catalisador empregado para
a polimerizagao (R10, R11, R12 e R13). Ha diversos trabalhos na literatura abordando a
utilizagdo de diferentes catalisadores para a obtencdo de PLLA de alta massa
molecular."”” Entretanto, apenas trés sistemas de catalisadores foram abordados em

nossos estudos. O primeiro consistiu no emprego de acido p-toluenosulfonico (PTSA)
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como co-catalisador da reagdo, juntamente com cloreto estanoso diidratado. A
finalidade da utilizagdo desse co-catalisador (um &cido prético) seria aumentar a
capacidade do catalisador (SnCl,.2H,0O) em ser um grupo retirador de elétrons. Com
1ss0, ao se coordenar com os grupos carboxila da cadeia em crescimento do PLLA,
havera uma maior deficiéncia eletronica neste carbono, aumentando a possibilidade da

adicao de uma hidroxila para a formagao do respectivo éster.

Esse sistema ja havia sido reportado em trabalhos anteriores para a catalise de
reacdes para obtencdo de PLLA."' O emprego do sistema SnCl,.2H,O/ PTSA para as
melhores condi¢des até entdo observadas, promoveu o aumento da massa molar do
PLLA para cerca de 50.000 gmol’ (R10). Apesar do bom resultado obtido, a
diminui¢do da massa molecular em relacdo a reacdo anterior (R08) pode ser atribuida ao
aumento da acidez do meio reacional, em consequéncia da presenca do co-catalisador,

ocasionando a hidrélise da cadeia do poliéster.

A utilizagdo de Ti(OBu)4 resultou em um discreto aumento da massa molar do
PLLA até 72 horas de reagdo (R11). Observou-se ainda que o meio reacional adquiriu
uma coloragao bastante escura, em comparagao com a utiliza¢ao de outros catalisadores.
O catalisador de tetrabutoxido de titanio ndo parece ser adequado para essas reacgdes,
uma vez que o mesmo ¢ bastante sensivel a presenga de umidade, decompondo-se em
Ti0O; e butanol. Portanto, a eliminagdo de agua para o meio reacional durante as reagdes
de policondensagdo para a obtencdo de PLLA poderia resultar na decomposicdao do
catalisador. Além disso, o butanol gerado a partir dessa decomposi¢do poderia reagir
com o 4acido carboxilico da cadeia de PLLA, o que resultaria na interrup¢do do

crescimento da cadeia polimérica.

O catalisador triflato de escandio caracteriza-se por possuir grupos fortemente
retiradores de elétrons em sua estrutura, auxiliando na ativagao da carboxila em reagoes
de policondensagdo. Assim, dois experimentos foram conduzidos utilizando esse
catalisador, variando a quantidade empregada em cada reagdo. Para ambos os casos,
tanto na reagdo utilizando uma quantidade de 0,2 % (R12), quanto para a reacdo com
0,1 % (R13), ndo houve um grande aumento na massa molecular do polimero. Esses
resultados podem estar associados ao fato de que a elevada acidez deste catalisador

pode promover uma hidrélise mais rapida do poliéster no meio reacional.
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Uma vez que o melhor catalisador empregado foi o SnCl,.2H,0, outros materiais
secantes foram utilizados na tentativa de reduzir a quantidade de dgua eliminada durante a
reacdo, a fim de deslocar o equilibrio para a formagdo de PLLA de alta massa molecular.
Esses materiais também foram submetidos as mesmas condi¢des de secagem otimizadas para
a peneira molecular. O primeiro substituto da peneira molecular investigado foi alumina
neutra (0xido de aluminio) e a andlise de cromatografia por exclusdo de tamanho mostrou a
obtencdao de um poli(acido latico) com massa molecular ponderal média de cerca de 64.000
g.mol™ e uma polidispersidade de 2,9 (R14). Esse resultado superou as expectativas quanto a
utilizacdo da alumina como agente secante, pois nao ha estudos abrangendo a absorcao de
agua por parte deste material. Entretanto, a circulagao do solvente através do extrator Soxhlet
ficou prejudicada em razao da alumina ser bastante particulada, o que ocasionou a retencdo de
quase todo o solvente no extrator Soxhlet e, por consequéncia, a auséncia de solvente na
reacdo. Na tentativa de solucionar esse problema, a alumina foi utilizada diretamente no meio
reacional e também no formato de esferas dentro do extrator Soxhlet, com diametro médio de
2 mm (R15 e R16). Para ambos os casos, ndo foi observado um grande aumento da massa
molecular do polimero final, além de ser observada uma significativa redu¢do no rendimento

da reacao.

O fato de nao terem sido encontrados estudos na literatura a respeito da utilizagao de
alumina como material adsorvente, ndo permitiu esclarecer o motivo pelo qual foi observado
o aumento da massa molecular do PLLA para a reagdo R14. Uma hipotese seria o fato de que
a presenga de poros nos graos de alumina poderiam permitir a retencdo de parte da dgua
presente durante o processo, em um mecanismo semelhante ao reconhecido para a peneira

molecular.

Além da alumina foram utilizados, ainda, silica gel e sulfato de sdédio como secantes
para a reacdo de polimerizacdo do PLLA (R17 e R18). Contudo, mais uma vez nao foi

observado um aumento significativo da massa molar do PLA utilizando esses materiais.

A partir dos resultados obtidos com os experimentos da tabela 3, as melhores condi¢des
encontradas para a obtengao de poli(L-acido 1atico) de alta massa molar empregaram um preé-
polimero de PLLLA como material de partida, na presen¢a do acido de Lewis SnCl,.2H,0,
xileno anidro como solvente da reacdo e uma temperatura de 170 °C. A concentragao do pré-
polimero em solugdo foi estabelecida em 50 % e a remog¢ao da agua resultante da reagao de

condensacdo foi realizada através da utilizagdo de peneira molecular. Para uma melhor
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eficiéncia na retirada da agua do meio, a peneira molecular foi submetida a uma desidratagdo
térmica a 230 °C por 3 horas sob alto-vacuo. Apesar de um longo tempo de reagdo ser
necessario, o poli(L-acido latico) foi sintetizado com uma massa molecular proxima a 75.000

g.mol™ em 48 horas de reagio, de acordo com analises de GPC.

5.1.1 Analises térmicas para o poli(L-acido latico) de alta massa molecular sintetizado

O comportamento térmico do polimero sintetizado com as melhores condi¢des (ROS8) foi
analisado por termogravimetria (figura 17). As condigdes reacionais empregadas poderiam
levar a uma degradacao da peneira molecular durante o processo, o que causaria uma
contaminacdo do polimero com particulas dessa peneira molecular. A analise
termogravimétrica, porém, ndo mostrou indicios de residuos inorganicos nem de solventes
presentes na amostra do polimero. A curva termogravimétrica mostrada na figura 17 mostra a
decomposi¢do térmica do PLLA em uma unica etapa, caracteristica de poliésteres alifaticos.
A temperatura onde a taxa de degradagdo ¢ maxima foi de 314 °C e o teor de cinzas restantes
na amostra foi menor que 1 %, indicando que ndo héa presenga de outras substincias no

polimero.
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Figura 17. Termograma de TGA para o poli(L-4acido latico) obtido da reagdo ROS.
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A andlise de calorimetria exploratoria diferencial referente ao segundo ciclo de
aquecimento do PLLA de alta massa molecular estd mostrada na figura 18. O perfil da curva
de DSC ¢ tipica de um polimero semicristalino e assemelha-se a exemplos encontrados na
literatura para um poli(L-acido latico) com massa molecular proxima ao produto obtido da
reacdo R08. O polimero apresenta uma transi¢do vitrea na temperatura de 61 °C, seguido de
um processo exotérmico de cristalizagdo em 116 °C e um pico endotérmico referente a fusao

dos cristais do polimero em 163 °C.

0,5 - 116 °C
0,04
61 °C
-0.,5-

-1,0-

1,5
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2,0-
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Figura 18. Termograma de DSC para o PLLA proveniente da reagdo RO8 (segundo ciclo de

aquecimento).

As investigacdes para a obtencdo de PLLA de alta massa molecular foram sempre
realizadas em uma escala com até 10 gramas de polimero. Para verificar se as condi¢des
otimizadas poderiam ser utilizadas em escalas maiores, 100 gramas de polimero foram
submetidas aos mesmos parametros aplicados para a reagdo RO8. Porém, o polimero obtido
apresentou uma massa molecular de apenas 46.000 g.mol” em 96 horas de reagdo. Esse
resultado pode ser decorrente do fato de que a quantidade de peneira molecular utilizada nao
foi suficiente para adsorver a adgua presente no meio reacional, o que demonstra que um

aumento de escala da reacgdo precisa ser melhor investigado.
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5.2 Obtencao e caracterizacido de matrizes por electrospinning utilizando blendas de
poli(D,L-acido latico) e poli(L-acido latico) de diferentes massas moleculares

Assegurar a adesdo das células a um dispositivo biomédico ¢ um dos pré-requisitos para

que essas possam realizar suas fungdes bioldgicas para a manutengao da integridade do novo
. ~ 152.1 . ~ . . .

tecido em formagdo.'”*'** Assim, a elaboragdo de uma matriz que possa realizar esta interface

de maneira efetiva representaria um grande progresso em direcao a regeneracao tecidual.

Em razdo da auséncia de grupos funcionais na cadeia do poli(acido latico), diversos
estudos tem sido relatados na literatura para a funcionalizagdo e/ou modificacdo desse
polimero. Um exemplo seria a hidrélise acida ou basica das ligagdes ésteres para a exposi¢ao
das fungdes carboxila e hidroxila na superficie do material.'>* Essa exposicdo resultaria em
uma elevacgdo na hidrofilia da matriz, além de permitir uma posterior ancoragem de outras
moléculas, como moléculas de peptideos, ou simplesmente para resultar em uma maior
interacdo entre a matriz sintética e o meio bioldgico.'” Contudo, ao passo que algumas das
propriedades da matriz sdo melhoradas, outras, porém, podem ser reduzidas, tais como a

. A . 1153
perda das propriedades mecanicas do material.

A maior acessibilidade aos grupos polares deve-se a uma maior presenga de cadeias
mais curtas de PLA na amostra, resultante da clivagem das cadeias mais longas. Assim, a
adi¢do de um PLA de baixa massa molecular a um PLA de alta massa molecular poderia
resultar, em teoria, em uma maior disponibilidade das fung¢des carboxila e hidroxila ao longo
de toda a matriz, e ndo restrito apenas a superficie do material. Além disso, o PLA de baixa
massa molecular poderia atuar como um plastificante entre as cadeias do PLA de alta massa
molecular, influenciando em suas propriedades mecanicas e sem a necessidade de uma

destrui¢do parcial da superficie da matriz.

De fato, a preparagdo de misturas entre duas amostras de poli(acido latico) de diferentes
massas moleculares, com a finalidade de sua plastifica¢do, ja foi reportada por Martin e
Avérus.">® Entretanto, os autores ndo informaram a massa molecular do PLA de menor massa
(o qual chamaram de oligdmero de PLA), bem como a sua isomeria. Além disso, ndo ha
dados sobre ensaios mecanicos realizados com estas misturas. Desse modo, realizou-se
algumas investigagdes para avaliar as propriedades de matrizes de microfibras obtidas através
da técnica de eletrofiacdo, empregando misturas fisicas (blendas) entre solugdes de polimeros

de poli(D,L-acido latico) de alta massa molecular (PDLLA) e poli(L-acido latico) de baixa
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massa molecular (PLLA). Para isso, foram utilizados nesse trabalho um polilactideo amorfo
comercial com M, ~ 160.000 g.mol” (contendo cerca de 91 % do isémero L- e 9% do
isdbmero D-) e um poli(L-4cido l4tico) semicristalino com M,, ~ 8.000 g.mol™, sintetizado pelo
método de desidratacdo azeotropica. O emprego de um poli(acido latico) de alta massa
molecular € necessario para que ocorram os entrelagamentos entre as cadeias do polimero ¢ o
material apresente propriedades mecanicas adequadas. Para efeitos comparativos, também

foram investigadas as propriedades de filmes preparados a partir dessas blendas.

5.2.1 Fabricacao das matrizes de PDLLA/PLLA por electrospinning

A producao de nano ou microfibras através do principio de eletrofiacdo ¢ dependente de
uma série de fatores experimentais, como ja mencionados anteriormente. Entretanto, para esse
trabalho apenas o parametro da concentragdo foi alterado e o efeito desse na viscosidade da
solucdo polimérica foi avaliado. Os parametros de processabilidade (tensdo aplicada,
velocidade do fluxo da solugdo polimérica e distancia entre os eletrodos) foram estabelecidos
com solucdes de PDLLA de alta massa molecular e as condi¢des foram otimizadas para a
fabricagdo de microfibras livres da presenca de beads (imperfei¢des). Os fatores ambientais

ndo foram controlados e/ou considerados.

A fim de estabelecer as condic¢des iniciais para a obtencao de microfibras de poli(acido
latico), solu¢des de PDLLA em diclorometano : etanol (8:2) foram submetidas a eletrofiacao,
com o objetivo de determinar os melhores parametros experimentais. A utilizacdo de etanol
como co-solvente teve como objetivo a diminuigdo do uso de um solvente clorado e também
pelo fato de que a presenca desse solvente aumenta a condutividade da solugdo durante a
eletrofiagdo, resultando em fibras mais uniformes.'””’ A figura 19 contém imagens de
microscopia Optica obtidas durante os processos de eletrofiagdo, em um aumento de 400
vezes. Ao todo, quatro solucdes de PDLLA de diferentes concentragdes foram utilizadas,
sendo verificado que a concentracdo de 10 % (m/V) do polimero permitiu a obtencdo de
microfibras sem a presenga de beads (figura 19c). Esses beads sdo definidos como
imperfei¢des resultantes da instabilidade do jato da solug@o polimérica, principalmente por
causa da sua baixa viscosidade. Para as amostras provenientes das solugdes de 6 % ¢ 8%,

observa-se a presenca de diversas imperfeicdes ao longo das fibras (19a e 19b,
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respectivamente). Ao aumentar a concentragao para 12 % do PDLLA em solugdo, fibras com

diametros bastante elevados foram obtidas (19d).

Figura 19. Imagens de microscopia Optica para as microfibras obtidas por eletrofiagdo de
solugdes de PDLLA com a) 6%, b) 8 %, ¢) 10 % e d) 12 % (m/V) de concentracdo. (aumento
de 400x)

A partir das observacdes realizadas, os melhores pardmetros encontrados para a
obtenc¢do de microfibras de PDLLA utilizaram uma solugao de 10 % do polimero em solucao,
as quais foram carregadas em uma seringa de vidro, eletrofiadas sob uma diferenga de
potencial de 13 kV a uma distancia de 15 cm entre os eletrodos e empregando um fluxo de

saida da solucdo de 3,8 mL.h™".

O passo seguinte da investigagdo constituiu na eletrofiagdo de solugdes contendo os
polimeros de PLA em diferentes propor¢des. As solugdes foram preparadas através da
solubilizagdo dos polimeros em uma mistura de diclorometano : etanol (8:2) em
concentracdes que variaram de 10 a 18 % (m/v). O montante de PLLA de baixa massa

molecular adicionado a blenda variou de 0 a 50 % da massa total de polimero em solucdo e
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foram denominados como MF100 (sem a adicdo de PLLA de baixa massa molecular), MF91
(10 % de PLLA), MF82 (20 % de PLLA), MF73 (30 % de PLLA), MF64 (40 % de PLLA) e
MF55 (contendo 50 % da massa total composta por PLLA de baixa massa molecular). A
excecao da concentragdo da solugdo polimérica, todos os demais parametros foram mantidos

constantes para a produgao das matrizes.

A faixa de concentra¢do de 10 a 18 % (m/v) de polimero em solucdo foi estabelecida
através de medidas de viscosidade, as quais sdo apresentadas no grafico da figura 20. Ao
adicionar uma quantidade de PLLA de baixa massa molecular equivalente a 10 % da massa
total do polimero em solugdo, observou-se uma significativa queda na viscosidade, de cerca
de 170 cP (MF100) para 110 cP (MF91). Entretanto, essa diminui¢do da viscosidade nao
impediu que houvesse a formacdo de microfibras. Quando 20 % em massa de PLLA foi
adicionado, mantendo os mesmos 10 % de concentragdo total de polimero em solucdo, fibras
contendo muitas imperfei¢cdes foram obtidas, significando que a concentragdo de 10 % para a
solugdo com uma mistura 80 : 20 de PDLLA : PLLA (MF82) estava muito baixa para
eletrofiacdo. Ao elevar a concentracdo da mistura 80 : 20 para 12 %, obteve-se novamente a
formagao de microfibras sem a presenca de beads. O mesmo raciocinio foi empregado para as
demais solugdes e, assim, foi possivel encontrar uma faixa de viscosidade na qual a obtencao
de microfibras sem imperfei¢cdes fosse viavel e sem alteracdes nos demais parametros

determinados.

240 4 A-MF100 D - MF73
120 B-MF91 E-MF64
] C-MF82 F-MF55
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. 180 _ ~ Limite superior
5 160 e
> ]
g 140 D F
'Z 120 c
3] 1 B
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8 10 12 14 16 18

Concentracao (%)

Figura 20. Limites de viscosidade para as solugdes empregadas para a eletrofiagao.
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A partir do estabelecimento da melhor concentracdo para cada blenda de poli(acido
latico) foi possivel a obtengdo de microfibras de PDLLA/PLLA sem a presenca de beads
(figura 21). As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram fibras
distribuidas aleatoriamente, sem a presenga de poros ao longo das fibras ou quaisquer outros
defeitos. Os didmetros médios para cada uma das amostras foram calculados a partir das
imagens de MEV e encontram-se na tabela 4. Apenas para a amostra MF91 houve uma
diferenca significativa para o tamanho do didmetro como consequéncia da menor viscosidade

para esta solugao.
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Figura 21. Imagens de microscopia eletronica de varredura das microfibras de PDLLA/

PLLA obtidas por eletrofiagdao: a) MF100, b) MF91, ¢) MF82, d) MF73, ¢) MF64 ¢ f) MF55.
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Tabela 4. Diametros médios das microfibras calculados a partir das imagens de MEV.

Amostra Didmetro (um) Viscosidade (cP)
MF100 2,03 +0,55 171
MF91 1,33+0,33 110
MF82 2,44 +£0,35 127
MF73 1,91 +0,73 145
MF64 2,22 +£ 0,54 152
MF55 2,53 +£0,69 139

5.2.2 Analises de angulo de contato

A fim de verificar possiveis mudangas na hidrofilicidade do material pela adicao do
PLLA de baixa massa molecular, medidas de angulo de contato foram realizadas nas
microfibras de blendas de PDLLA/PLLA. Para estabelecer comparagdes foram produzidos
filmes a partir de solugdes dessas blendas contendo as mesmas proporgdes entre os polimeros
de alta e baixa massa molecular contidos nas fibras (chamados de F100, FO1, F82, F73, F64 ¢
F55). As alteragdes de angulo de contato para cada amostra foram relacionadas em fun¢ao do

tempo e os valores obtidos sdo mostrados na figura 22.
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Figura 22. Graficos de angulo de contato de microfibras e filmes de blendas de
PDLLA/PLLA.
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As anélises mostraram que ndo houve diferencas expressivas para os valores de angulo
de contato ao longo do tempo, tanto para as fibras quanto para os filmes de PDLLA/PLLA.
Além disso, as amostras contendo apenas polilactideo de alta massa molecular (MF100 E
F100) apresentaram valores proximos aos encontrados na literatura, tanto para filmes'>® (73 ©)
quanto para as matrizes de microfibras'> (132 °). A tabela 5 apresenta os valores obtidos para

os angulos de contato das amostras em fun¢do do tempo de andlise, juntamente com os

respectivos desvios padrdes para cada amostra.

Tabela 5. Valores de angulo de contato para as matrizes de microfibras e filmes de

PDLLA/PLLA.

Angulos de contato para as matrizes de microfibras (°)

Tempo (s) MF100 MF91 MF82 MF73 MFo64 MFS55
0 1312 127,7 £3,2 131,6+2,4 131,1+£3,1 1349+1,7 1372+24
20 130,7+ 1,4 126,8+2,9 131,1+2,6 1324+24 1343+14 137 +2,8
40 130,7+ 1,4 128,1+3,2 131,2+2,5 131,7+22 1346+ 1,8 136 +2,5
60 1309+1,6 127,1+3,1 131,1+£2,7 131,4+29 1341+19 136,2+238
80 130,3+1,6 1259+3,5 130,8+3,1 131,1+£2,7 1353+1,5 1359+24
100 130,3+1,6 1259+29 130,8+29 131,6+23 1354+1,2 1356+25
120 130,1+1,6 125,6+2,9 130,6+2,8 130,7+3,5 135+1,6 135,827
Angulos de contato para os filmes (°)
F100 FI1 F82 F73 Fé64 F55

0 72,4+ 3.7 76 £3,1 70,9 £3,0 68,5+23 78,3 £3,0 759 +2,8
20 71,529  756+39  70,7+3,1 68,2+2,5 76,2 +2.7 752+2,8
40 71,4+£33 758+3,8 699+27 67,718 75,5+2,1 74,7+23
60 71+3,1 749+32 699+26 674+22 75,6 2.2 74,4 +2.8
80 71,5+32  749+£34 69,7£2,6 66, 7+1,8 752 +22 73,729
100 70,9+32  749+38 69,1+£25 66, 7+1,8 74,7+2,7 73,6 £2,7
120 70,8 +3,0 746+34 685+£2,6 662+1,7 74+24 73,1+29

A diferenca observada nos angulos de contato entre os filmes e as matrizes de
microfibras ¢ resultante do fato das matrizes apresentarem espacos vazios entre as
microfibras, os quais geram uma tensdo superficial entre o ar presente nestes espacos € a
goticula de 4gua da analise. Entretanto, o efeito esperado de diminui¢ao do angulo de contato
em virtude de uma maior disponibilidade de fungdes -COOH e —OH ndo foi comprovado. De
fato, observou-se apenas uma tendéncia de aumento no angulo de contato para as amostras

contendo 40 e 50 % de PLLA de baixa massa molecular para ambos os casos.
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Para o caso dos filmes, a maior propor¢cdo de PLLA de baixa massa molecular na
blenda significa que a amostra possuird uma maior cristalinidade por causa da natureza
semicristalina deste polimero. Ha poucos trabalhos na literatura relacionando diferencas no
angulo de contato entre um poli(acido latico) semicristalino e um amorfo, mas alguns dos
dados disponiveis mostram que ao aumentar a por¢ao cristalina da amostra, ocorre também

10 Por outro lado, outros trabalhos indicam que ndo ha

um aumento no angulo de contato.
alteragdes por causa da cristalinidade do polimero.'® Todavia, esses trabalhos ndo
contribuiram na justificagdo do comportamento da amostra contendo 10 % de PLLA, F91,
onde observou-se um angulo de contato semelhante as amostras contendo maiores proporgoes
de PLLA (F64 e F55). O comportamento das amostras de microfibras, contudo, ndo pode ser

relacionado com a sua cristalinidade, uma vez que apresentam a caracteristica de um polimero

amorfo, como serd visto na sec¢do referente as analises térmicas destas blendas.

5.2.3 Degradacao hidrolitica das matrizes de microfibras e filmes de PDLLA/PLLA

A consequéncia da adicado de PLLA ao PDLLA também foi avaliada através de
experimentos de degradagdo hidrolitica das amostras. Todas as amostras foram imersas em
solugdes salinas de tampao fosfato (PBS) por até 28 dias, mantendo uma temperatura
constante de 37 °C. As alteracdes na massa molecular das matrizes de microfibras e filmes de
blendas de PDLLA/PLLA foram mensuradas por cromatografia por exclusdo de tamanho.
Como resultado foram obtidos graficos relacionando a massa molecular das blendas ao longo

do tempo de degradacdo, os quais estdo mostrados na figura 23.

Visto que a intencdo desse estudo foi avaliar os efeitos da adicdo de um PLLA de baixa
massa molecular em um PDLLA de alta massa molecular, os graficos da figura 23 reportam
os valores de alteracdo da massa molecular ponderal média (M,,) ao longo do tempo, na qual
as maiores cadeias do polimero possuem uma contribui¢do mais significativa no calculo da
média da massa molecular. De acordo com os graficos da figura 23, quanto maior a propor¢ao
de PLLA de baixa massa molecular adicionado a mistura, uma degradacdo mais acentuada foi
verificada para todos os corpos de prova, tanto para as fibras quanto para os filmes de
PDLLA/PLLA. Isto ocorre, provavelmente, pela rapida degradagdo das cadeias com massa
molecular mais baixa, o que permite um maior acesso da solugdo salina as cadeias maiores.

Outra explicagdo seria o fato de que, mesmo com a renovacao da solugdo tampao, a rapida
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hidrélise das cadeias menores poderia ter ocasionado um aumento do pH da solug¢do em razao
da maior concentrag@o de unidades do polimero contendo acido carboxilico. Isso resultaria em
um aumento na taxa de degradacdo das cadeias maiores, embora nao tenham sido realizadas

medidas do pH do meio durante os experimentos.
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Figura 23. Graficos de degradagdo hidrolitica para as matrizes de microfibras e filmes de

blendas de PDLLA/PLLA.

5.2.4 Propriedades térmicas das matrizes de microfibras e filmes de PDLLA/PLLA

O efeito do processo de electrospinning nas propriedades térmicas das amostras de
blendas de microfibras de PDLLA/PLLA foi investigado através de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), analisando os dois ciclos de aquecimento. Para comparacdo, as
propriedades térmicas dos filmes preparados a partir dessas blendas também foram avaliados
por DSC. Primeiramente, verificou-se o comportamento térmico das matrizes de microfibras

de PLA.

Durante o primeiro ciclo de aquecimento (figura 24) ¢é possivel visualizar um intenso
pico endotérmico na regido da transi¢do vitrea do polimero, o qual ¢ atribuido a uma entalpia
de relaxagdo. Esse pico ¢ referente a tensao aplicada durante a eletrofiacao, a qual causa uma

orientacdo das cadeias do poli(acido latico).

78



MF100
MF91
| MF82
20
2 | MF73
8
S | MF64
(]
o
o | MF55
%
2
F
Exo Up

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Temperatura (°C)
Figura 24. Termogramas de calorimetria exploratoria diferencial para as matrizes de

microfibras de blendas de PDLLA/PLLA. (1° aquecimento)

De acordo com Meaurio e colaboradores, estudos realizados por espectroscopia de
infravermelho e modelagem do estado isomérico rotacional (do inglés Rotational Isomeric
State; RIS) sugerem que a cadeia de poli(L-acido latico) pode apresentar quatro conformagdes
diferentes (figura 25)."%> No decorrer do processo de electrospinning, parte da amostra é
orientada na sua conformagdo mais estendida (conformagao helicoidal tt, figura 25c). Isso
ocasiona uma reducao significativa no volume livre das cadeias do polimero em consequéncia
do maior “empacotamento” dessas cadeias estendidas, fazendo com que um excesso de
energia seja armazenada durante o processo. Ao alcangar a temperatura de transi¢do vitrea do
PLA durante a analise de DSC, esta perda de entalpia associada a redugao do volume livre ¢
novamente recuperada em razdo dos movimentos translacionais, resultando em um intenso

pico endotérmico.

Entretanto, ao contrario do que poderia ser imaginado, a orientacdo das cadeias do PLA
resultante da eletrofiagdo ndo induz a cristalizagdo dos polimeros apds o procedimento. O
pico de cristalizagdo observado durante o aquecimento das matrizes de microfibras no

primeiro ciclo, indica que o polimero encontra-se no estado amorfo apos o electrospinning.
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Figura 25. Conformagdes helicoidais do poli(L-acido latico): a) conformagao helicoidal gt; b)
conformacao helicoidal gg; c) conformacao helicoidal tt; d) conformacao helicoidal tg.

. - : 162
(reproduzido com permissdo de Meaurio e colaboradores)

Isso pode ser atribuido a rapida evaporagdo do solvente durante o processo, o que nao
permite uma correta orientacdo das cadeias para ocorrer a cristalizagdo. Estudos empregando
a técnica de difragdo de raios-X mostram que matrizes de fibras de PDLLA obtidas durante o
processo de eletrofiacdo possuem uma caracteristica amorfa, o que sustenta a observagao

realizada a partir das analises de DSC.'®

Como consequéncia do processo de eletrofiacdo, a liberagdo da energia armazenada nas
fibras através do pico de relaxacdo induz a uma reorganizacdo das cadeias durante o
aquecimento, resultando em um polimero semicristalino. Esse fato ¢ evidenciado pelo pico
exotérmico de cristalizagdo a frio proximo a 110 °C. Quanto maior a propor¢do de PLLA
adicionado a mistura, observa-se uma reducdo nesta temperatura de cristalizacao, sugerindo
que a adicdo do PLLA de baixa massa molecular antecipa o processo de cristalizagao da

amostra, atuando como um agente nucleante.

A tabela 6 apresenta os valores de entalpia de cristalizacdo e de fusdo obtidos dos
termogramas de DSC para as microfibras de blendas de PDLLA/PLLA. Os resultados
confirmam que as matrizes de microfibras encontram-se em um estado amorfo apds o
processo de electrospinning, uma vez que os valores das entalpias de cristalizagdo e de fusao
sdo proximos. Isso significa que praticamente todos os cristais que fundem durante a analise
de DSC foram formados durante o aquecimento das amostras, evidenciado pela transi¢ao de

cristalizacao.
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Tabela 6. Valores de entalpia de cristalizacao e de fusdo das microfibras de blendas de
PDLLA/PLLA.

Amostra AH.(J.g") AH;(J.g")

MF100 12,5 14
MFI91 16,3 20,5
MF82 23,8 23,8
MF73 27,4 28,1
MF64 29,1 30,3
MFSS 27,3 28,7

Por outro lado, o comportamento observado para a amostra MF100 ¢ bastante peculiar.
Uma vez que essa matriz contém apenas o PDLLA seria esperado apenas um comportamento
amorfo durante a andlise de DSC. Entretanto, a analise mostra um processo de cristalizagdo
do polimero seguido da fusdo. Esse processo de cristalizagdo no polimero amorfo PDLLA
deve-se a alta propor¢ao de isdmeros L- em sua estrutura. A energia liberada no processo de
relaxagdo induziu uma reorganizacdo dos segmentos onde a cadeia ¢ regular, ocorrendo,

assim, a cristalizagdo da amostra seguido do processo de fusdo desses cristais.

Outro detalhe a ser observado, com relacdo a figura 24, ¢ a ocorréncia de picos
endotérmicos referentes a fusdo dos cristais formados em razio da cristalizacdo das amostras
durante o aquecimento. A medida que a propor¢do de PLLA de baixa massa molecular
presente na blenda é maior, surgem dois picos de fusdo (MF64 e MF55). Esses dois picos
podem estar relacionados a fusdo das duas estruturas cristalinas conhecidas para o PLA, a ¢ £,
ambas pertencentes a conformacgdo helicoidal gt (figura 24a). Alguns autores atribuem a
ocorréncia destes dois picos de fusdo a separagdo de fases entre as duas formas cristalinas do

PLA, decorrente do processo de electrospinning.'**'%

O fato da cristalizacdo ser atribuida a entalpia de relaxa¢do pode ser justificado através
da observacdo do segundo ciclo de aquecimento das amostras (figura 26). Apds o
resfriamento (no qual ndo se observam processos de cristalizagdo em nenhum dos casos), a
fusdo para a amostra MF100 ndo ¢ observada, indicando o comportamento de um polimero
completamente amorfo. Contudo, 4 medida que o PLA de baixa massa molar ¢ incorporado a
mistura, picos de cristalizacdo e de fusdo sdo observados para as amostras. Esses sinais sdo

mais evidentes para as amostras que contém 20 % ou mais de PLLA incorporado a mistura.
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Figura 26. Termogramas de DSC para as matrizes de microfibras de blendas de

PDLLA/PLLA. (2° aquecimento)

A tabela 7 mostra os valores para as temperaturas de transi¢do vitrea, cristalizacao e
fusdo, além da entalpia de relaxagdo e cristalinidade em ambos os ciclos de aquecimento. Os
resultados mostram, como esperado, uma tendéncia de diminui¢do da temperatura de
transi¢do vitrea das matrizes de microfibras, resultante do aumento do teor de PLLA de baixa
massa molecular, mas nenhum efeito ¢ observado para os valores de 7;,. Além disso, observa-
se que a adicdo de quantidades maiores de poli(L-acido latico) de baixa massa resulta em um
sensivel aumento na entalpia de relaxacdo das amostras, o que nos permite concluir que
maiores propor¢does do PLLA de baixa massa molecular contribuem para o maior alinhamento
dos segmentos de isomeros L- da cadeia do PDLLA durante a eletrofiagdo. Esse aumento da
entalpia de relaxagdo também se reflete em um aumento da cristalinidade das misturas, de

acordo com o observado na tabela 7.
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Tabela 7. Resultados obtidos para as analises de DSC das matrizes de microfibras de PLA.

T, 1 T,2 T,1 .2 T.1 T.2 AH, 1l x2

ARSI 00t O €O O CO' €O dg)" ) %)
MF100 65 61 147 117 — 49 15
MF91 64 60 146 148 108 -— 55 22
MF82 63 59 145 147 111 — 56 25 1
MF73 62 58 145 146 107 125 66 30 2
MF64 60 57 147 146 102 124 68 32 4
MF55 59 56 147 146 98 120 7,1 31 15
PLLA ° 57 49 144 143 112 - 65 39

a. Osindices 1 e 2 referem-se, respectivamente, ao primeiro e segundo ciclos de aquecimento.
b. Entalpia de relaxac¢do. Calculada através da drea excedente a 7, do segundo ciclo de aquecimento

Cristalinidade da amostra. Calculada a partir da formula y= AH/AH;° x 100, onde o AH{° refere-se a

entalpia de fusdo de um cristal perfeito de PLA, com valor igual a 93,6 Jg™'.'%

d. Valores referentes ao polimero isolado do meio reacional através de precipitagdo em etanol.

Em comparagdo com as microfibras de PLA, as andlises de DSC para os filmes destas
blendas durante o primeiro ciclo de aquecimento ndo mostraram picos de cristalizacdo (figura
27). Esse resultado refor¢a a hipdtese de que logo apds o processo de electrospinning a
mistura encontra-se em um estado amorfo. O fato de ndo haver a presenca de um pico de
cristalizagao pode ser explicado pela lenta evaporagdao do solvente durante a preparacao dos
filmes de PDLLA/PLLA, permitindo que as cadeias dos polimeros se organizem em um
estado cristalino, ocorrendo o aparecimento de picos endotérmicos relacionados a fusdo das
misturas. Para as amostras contendo uma maior propor¢do de PLLA de baixa massa
molecular observa-se o aparecimento de dois picos de fusdo (F73, F64 e F55). Essas
transicoes referem-se, como dito anteriormente, as duas estruturas cristalinas no PLLA
presente na amostra, resultante da separacdo de fases desses cristais durante o processo de
evaporagdo do solvente. Além disso, ndo sdo observados picos referentes a entalpia de

relaxacao na regido de transicao vitrea.
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Figura 27. Termogramas de calorimetria exploratoria diferencial para os filmes de

PDLLA/PLLA. (1° aquecimento)

Apds o ciclo de resfriamento, onde também ndo foram observados processos de
cristalizagcdo, o comportamento dos filmes ficou semelhante ao observado para o segundo

aquecimento das matrizes de microfibras de PDLLA/PLLA (figura 28).
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Figura 28. Termogramas de DSC para os filmes de blendas de PDLLA/PLLA. (2°

aquecimento)
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A tabela 8 mostra os valores para as temperaturas de transi¢do vitrea, cristalizagdo e
fusdo, além da cristalinidade em ambos os ciclos de aquecimento para os filmes de PLA. Os
resultados referentes ao primeiro ciclo de aquecimento mostram a presenca de duas transigdes
vitreas, mas nenhum efeito foi atribuido a esse comportamento. Ainda com relagdao ao
primeiro ciclo, verifica-se altos valores de cristalinidade para todas as amostras quando
comparados com os resultados encontrados para as matrizes de microfibras, o que reforca as
observagdes realizadas para ambos os casos. Além disso, observa-se que os valores de
entalpia de fusdo referente ao primeiro ciclo de aquecimento aumentam a medida que o PLLA
¢ adicionado a mistura, corroborando com os dados obtidos para a cristalinidade das blendas.
Os valores de cristalinidade encontrados para o segundo ciclo de aquecimento aproximaram-

se aqueles obtidos para as matrizes de microfibras.

Tabela 8. Resultados obtidos para as andlises de DSC dos filmes de PLA.

1 T,2 T,1 T,2 T.2 x1 xz2 AH

AMOSIEA ocya  eO)* O O CO' (%) @) dg)°
F100 29 e 44 59 143 -—— —— 26 — 25,8
FI1 31e47 56 145 -—— -—— 36 — 28,1
F82 33 e47 56 146 145 —— 36 — 31,8
F73 33e47 55 146 146 — 37 1 36,1
Fo64 45 52 146 144 123 43 8 41,2
F55 44 53 147 144 120 48 15 45,6

PLLA ¢ 57 49 144 143 112 65 39 62,4

a. Osindices 1 e 2 referem-se, respectivamente, ao primeiro e segundo ciclos de aquecimento.
b. Temperatura referente ao pico de fusdo mais intenso.

c. Cristalinidade da amostra. Calculada a partir da féormula y= AH/AH° x 100, onde o AH° refere-se a

entalpia de fusdo de um cristal perfeito de PLA, com valor igual a 93,6 Jg™'.'%

d. Valores referentes ao polimero isolado do meio reacional através de precipitagdo em etanol.
Entalpia de fusdo referente ao primeiro ciclo de aquecimento.

5.2.5 Analises de tensao versus deformacio e dinimico-mecanicas (DMA)

As propriedades mecanicas do material foram investigadas através de medidas de tensdo
versus deformacdo e sdo mostradas na figura 29. As andlises para as matrizes de microfibras e
dos filmes de misturas de PDLLA/PLLA foram conduzidas a temperatura de 37 °C para

mimetizar uma possivel aplicagdo como substitutos bioldgicos. Na figura 29 observa-se que a
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tensdo maxima necessaria para romper as amostras de matrizes de microfibras ¢
consideravelmente menor em comparagdo com os filmes de PDLLA/PLLA. Isso se deve a
caracteristica porosa dessa matriz e a natureza amorfa do polimero contido nas microfibras, na
temperatura de analise. Além disso, a medida que se aumentou a quantidade de PLLA de
baixa massa molecular nas misturas, houve redugao da tensdo maxima necessaria para romper
as fibras. A redugdo do teor de polimero de alta massa molecular refletiu-se em uma redugao
dos pontos de entrelacamento entre estas cadeias, o que resultou em diminui¢do nas
propriedades mecanicas do material. Outra observagdo foi em relacdo ao alongamento
maximo durante a analise, a qual ndo ultrapassou 115 %, havendo rompimento de todas as

amostras.
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Figura 29. Curvas de tensao x deformacdo para as matrizes de microfibras e dos filmes de

blendas de PDLLA/PLLA.

A presenga de PLLA de baixa massa molecular nos filmes alterou o perfil das curvas de
tensdo x deformacdo para estas amostras, em relacdo ao observado para as matrizes de
microfibras. O aumento da quantidade de poli(L-acido latico) de baixa massa molecular
utilizado na elaboracdo das misturas resultou em um aumento da tensdo maxima de ruptura e
do modulo. A presenca de dominios cristalinos induzidos pela adicdo de um polimero de
menor massa molar contribuiu para um significativo aumento da resisténcia a deformacgao

quando comparado ao PDLLA de alta massa molecular (F100). Ainda assim, os filmes de
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PLA semicristalinos alcangaram valores de alongamento entre 140-160 % para as amostras
F100, F91, F82 e F73. Em ambos os casos, os filmes contendo 40 e 50 % do polimero de
baixa massa molecular apresentaram os piores desempenhos mecanicos. Entretanto, ¢
importante salientar que a mistura PLLA/PDLLA altera o comportamento de plastico flexivel

para plastico rigido com o aumento do teor de PLLA de baixa massa molecular.

Os valores de modulo, tensao na ruptura ¢ de alongamento para cada amostra estdo
contidos na tabela 9. Para as amostras de matrizes de microfibras se observou uma pequena
diminui¢do nos valores de médulo de Young a medida que o teor de PLLA de baixa massa
molecular contido na mistura aumenta. Além disso, constata-se uma significativa reducdo no
alongamento maximo das amostras quanto mais PLLA ¢ incorporado a blenda. Isso ¢
resultado da diminuicao dos entrelagamentos entre as cadeias de maior massa molecular de

PDLLA e pela maior presenca de dominios cristalinos nas amostras.

Tabela 9. Valores de mddulo, tensdo maxima e de alongamento para as matrizes de

microfibras e para os filmes de blendas de PDLLA/PLLA.

Matrizes de microfibras
Tensido maxima

Modulo de Young Alongamento
Amostra (MPa) na ruptura (%)
(MPa)

MF100 79,3 2,9 111,0
MFI91 70,1 2,1 54,0
MEF82 73,1 2,2 86,7
MF73 63,4 2,6 82,1
MF64 64,6 2,4 70,4
MEFS55 70,9 1,6 20,2

Filmes
F100 15,0 5,5 159,1
FI1 116,3 9,9 141,3
F82 157,6 11,5 155,2
F73 187,9 14,1 140,6
F64 261,2 13,9 17,5
FS55 302,6 8,2 4,3

O efeito da adicdo de PLLA de baixa massa molecular torna-se mais evidente para os
filmes, onde se observou um grande aumento no valor do modulo, resultante do aumento da

rigidez dos filmes em virtude da maior presenga de dominios cristalinos na amostra. Essa
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rigidez também se reflete nos valores de alongamento méaximo dos filmes, os quais sdo
reduzidos significativamente quando maiores quantidades de PLLA sdo adicionadas a mistura
(F64 e F55). Entretanto, observa-se que adigdes de até 30 % do PLLA de baixa massa podem
ser empregadas sem que ocorram perdas expressivas em suas propriedades mecanicas. De
fato, essas adi¢des proporcionaram um aumento na resisténcia a deformagdo sem ocorrer uma
grande supressao no alongamento maximo das amostras. Desse modo, a teoria inicial de que a
adi¢do de PLLA de baixa massa molecular pudesse atuar como um plastificante ndo ¢
verdadeira, pois 0 que se observa ¢ um aumento na rigidez dos filmes. A adi¢do de um PLLA
semicristalino a blenda nao proporcionou nenhuma alteracdo significativa no moddulo de
Young das matrizes de microfibras, uma vez que essas se caracterizam por apresentar um

comportamento amorfo.

As amostras de matrizes de microfibras e filmes de PDLLA/PLLA também foram
submetidas a avaliacdo do comportamento dindmico-mecanico e os graficos para os mddulos
de armazenamento, de perda e de tan o sdo mostrados na figura 30. Os baixos valores para os
modulos de armazenamento e perda para as microfibras de blendas de PLA sdo decorrentes
do fato de que a amostra possui uma porosidade consideravel quando comparada aos filmes, o

que faz com que sua resisténcia a tragao seja bastante inferior.

Todas as matrizes de microfibras apresentaram um comportamento semelhante entre si.
Todavia, € preciso destacar o grande aumento dos valores de modulo apos a temperatura de
transi¢do vitrea (7,) em cerca de 60 °C. Esse comportamento ¢ atribuido ao fendomeno de
cristalizacdo a frio que ocorre durante o processo de aquecimento da amostra, em
concordancia com o comportamento observado através da andlise de DSC. Ao serem
aquecidas, as cadeias amorfas de PDLLA liberam a energia armazenada durante o processo de
eletrofiacdo, resultando em uma formacao de nucleos cristalinos no interior das fibras. Quanto
maior o teor de PLLA de baixa massa molecular, mais rapidamente ocorre essa nucleacao,
como evidenciado nas curvas do modulo de perda das fibras. Ao serem aquecidos além da T,
estes sitios cristalinos induzem a cristaliza¢do das cadeias mais proximas, conferindo rigidez a
matriz, conforme observado pelo aumento do valor do moédulo de armazenamento. Em

seguida, ocorre o escoamento das amostras resultante do processo de fusao.

Assim como observado nas analises de DSC, a natureza amorfa das matrizes de
microfibras fica evidente através dos intensos picos no grafico de tan J, o qual mede a

capacidade de dissipac¢ao de energia da amostra. Em virtude da energia armazenada durante o
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processo de eletrofiacdo (entalpia de relaxacdo), ao atingir a temperatura de transi¢do vitrea
essa energia ¢ liberada, observando-se os picos presentes no grafico de tan 0. Quanto mais
intenso esse pico, maior ¢ a dissipagdo de energia armazenada nas ligacdes da cadeia do
polimero. Além da transi¢do relacionada a 7, das misturas, verifica-se a presenga de uma
segunda transicdo, a qual estd relacionada com a temperatura de cristalizacdo das amostras,
onde a mistura, até entdo amorfa, passa para um estado semicristalino antes de ocorrer o

escoamento.

O comportamento dos filmes € tipico de um polimero semicristalino. Apds a regido
vitrea ocorre uma queda de cerca de 2 ordens de grandeza no mddulo de armazenamento.
Entretanto, conforme observado na figura 30, a amostra F100 tende a cristalizar a frio durante

a analise, resultando em um aumento do mddulo apods a regido vitrea.

Esse resultado difere daquele encontrado nas anélises de DSC, onde nado foi observada
cristalizacao para essa amostra. Por outro lado, visto que a taxa de aquecimento empregada na
andlise de DMA ¢ muito menor em comparagdo com a andlise de DSC, ¢ possivel que tenha
ocorrido um processo de cristalizagdo, uma vez que esta baixa taxa de aquecimento permitiria

um melhor arranjo dos segmentos de isdmeros L- das cadeias do PDLLA.

Para as demais amostras de filmes, a adigdo do PLLA de baixa massa molecular
ocasionou um aumento no valor do moédulo da regido do platd eldstico apenas para as
amostras F82 e F73. O valor desse modulo para as amostras F91, F64 e F55 ficou préximo ao
observado para o filme F100. O PLLA de baixa massa molecular, quando presente em
quantidades inferiores a 30%, parece atuar como um agente nucleante na mistura,

favorecendo a cristalizagdo e aumentando a cristalinidade.

O gréfico de tan ¢ da figura 30 para as amostras de filmes mostra um comportamento
incomum para o filme de PDLLA F100, uma vez que foram observadas trés diferentes
transi¢des: em 40 °C, relacionada a temperatura de transi¢do vitrea do polimero; em 80 °C,
atribuida a cristalizacdo da amostra; e outra em cerca de 60 °C, a qual pode estar relacionada a
uma porc¢do mais rigida da cadeia de PDLLA, uma vez que a amostra encontra-se em um

estado semicristalino, segundo dados de DSC.
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Figura 30. Analises dinamico-mecanicas para as matrizes de microfibras e filmes de blendas

de PDLLA/PLLA.
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De fato, uma visualizagdo mais detalhada desse grafico pode ser realizada a partir da
figura 31, no qual € possivel perceber a presenca de dois picos para todas as amostras de
filmes de PDLLA/PLLA. Essas transicoes seriam conferidas as estruturas amorfas com

, . , . . v~ . , . v~ 1
carater mais flexivel (primeira transi¢do) e mais rigida (segunda transi¢io).'®’

Tan &

0.05 — F100 m—F]
0,00 T T T T T T T T T T T T

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 31. Grafico mostrando as curvas de tan J para os filmes de PDLLA/PLLA.

A partir dos graficos do modulo de perda das amostras, foram obtidos os valores das
temperaturas de transicdo vitrea, os quais estdo mostrados na tabela 10. Os resultados
encontrados para as matrizes de microfibras sdo proximos aqueles obtidos pela analise de
DSC durante o primeiro ciclo de aquecimento. As diferencas observadas em comparagdo com
a tabela 6 devem-se as diferentes taxas de aquecimento empregadas em ambas as andlises.
Contudo, as temperaturas obtidas para os filmes de PDLLA/PLLA diferem-se muito em
relacdo ao encontrado durante as analises de calorimetria exploratoria diferencial. Enquanto
que para a analise de DSC ¢ averiguado a presenca de duas transigdes vitreas, os valores
encontrados através do DMA referem-se a apenas uma transigdo, a qual foi calculada a partir

do ponto maximo dessa transi¢ao na curva do modulo de perda das amostras.
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Tabela 10. Valores de temperaturas de transi¢ao vitrea para as matrizes de microfibras e

filmes de misturas de PDLLA/PLLA obtidos por andlise dinamico-mecanica.

Microfibras Filmes
Amostra T, (°C) | Amostra T, (°C)
MF100 57 F100 37

MF91 58 FI1 35
MF82 56 F82 33
MF73 56 F73 33
MFo64 55 Fé64 29
MFS5 56 F55 33

Em resumo, a adicdo de um poli(L-acido latico) semicristalino de baixa massa
molecular a um poli(D,L-4cido latico) amorfo de alta massa molecular ndo resultou em um
aumento de hidrofilia do materiais como esperado, tanto para as matrizes de microfibras
quanto para filmes. Contudo, essa adicdo alterou significamente o perfil de degradacao de
ambas as amostras. Visto que matrizes de poli(acido latico) sdo conhecidas por apresentar um
elevado tempo de degradacao, essa seria uma alternativa de reducao deste tempo. Além disso,
as propriedades mecanicas apresentadas sugerem que o PLLA de baixa massa possa ser
adicionado em uma quantidade de até 30 % da composicdo total da mistura, mantendo boa
parte das propriedades iniciais em comparagdo com amostras de PDLLA puro. Esse resultado
¢ interessante uma vez que a obtencao de propriedades mecanicas apropriadas ¢ necessaria

para diferentes aplicagdes como substitutos biologicos.
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5.3 Sintese do poli(L-acido latico-co-L-acido malico) (PLLALMA)

Os métodos mais utilizados para a introduc¢do de fungdes carboxilas e/ou hidroxilas na
estrutura de uma matriz de poliéster sdo, como ja mencionado anteriormente, os métodos de
hidrolise acida ou basica, ou tratamento com forno de plasma. Essas técnicas permitem a
modifica¢do/funcionalizacdo da superficie da matriz com essas funcdes, ocasionando a
alteragcdo de propriedades do material como, por exemplo, a sua hidrofilicidade,
proporcionando melhores interagdes entre a matriz e a célula. Entretanto, a busca pela
alteracdo da hidrofilicidade de uma matriz de poli(acido latico), através da preparacdo de
blendas com diferentes massas moleculares desse polimero ndo resultou em alteragdes na
hidrofilicidade do material. Além disso, os experimentos de cultivo celular sobre estas

matrizes nao foram realizados.

A utilizacdo de biopolimeros contendo esses grupos disponiveis em sua estrutura
possibilitaria a constru¢cdo de matrizes sem a necessidade de modificagcdes posteriores. Desse
modo, a obtencdo de um poliéster funcionalizado contendo grupos carboxila pendentes a
cadeia foi prosposta a partir da sintese de um copolimero contendo os monomeros L-acido
latico e 4cido malico (figura 32). O 4cido malico ¢ um a-hidréxi didcido carboxilico
encontrado naturalmente em frutas, como macas e péras, o qual ¢ frequentemente utilizado
como acidulante. Além disso, esse didcido também ¢ empregado na limpeza e regeneracao de
feridas e queimaduras, o que o torna um elemento importante na sintese de polimeros

destinados & substitui¢do e/ou reparagio de tecido epitelial.'®*'%

OH
HO

OH O

Figura 32. Estrutura molecular do DL-4cido malico.

A sintese do poli(lactideo-co-acido malico) (PLMA) ja ¢é descrita na literatura através da

1.96,170

polimerizacdo por abertura de ane Entretanto, sua sintese ¢ realizada em diversas
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etapas, dentre as quais baixos rendimentos sdo obtidos (cerca de 13 % de rendimento total).
Dessa maneira, a proposta do presente trabalho foi sintetizar o poli(L-acido latico-co-acido
malico) (PLLAMA) através da policondensacdo direta. Visto que o objetivo deste estudo foi a
inclusdo de grupos funcionais 4cidos carboxilicos ao longo da cadeia principal do poli(L-
acido latico), decidiu-se empregar um oligdmero de PLLA (0o-PLLA) como material de
partida para as reagdes com o acido malico. Dessa forma um copolimero de maior massa
molecular pode ser sintetizado, uma vez que diversas cadeias do oligdmero de PLLA podem

ser conectadas entre si através da ligagdo com o mondmero acido malico.

Sendo assim, a estratégia para a obten¢do deste copolimero consistiu, primeiramente, na
preparagdao de um oligdmero de poli(L-acido latico) [22] partindo de uma solu¢ao aquosa 85
% do L-4cido latico [21], sob condigdes reacionais ja estabelecidas no item 5.1 deste trabalho.
O oligobmero de PLLA [22] foi sintetizado em 85 % de rendimento e a massa molecular obtida
através de cromatografia por exclusdo de tamanho, resultou em um valor de M,= 1.720
g.rnol'1 (PDI= 2,8). A massa molecular numérica média do polimero também foi calculada a
partir da andlise de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (figura 33), a partir da

seguinte equacao

valor da integral do CH da unidade repetitiva (B)

M, =90+ 72
! valor da integral do CH terminal (A)

onde o valor 90 corresponde a massa molar da unidade terminal do acido latico e o valor 72
corresponde a massa molar da unidade repetitiva da cadeia principal.'”’ Desse modo, o valor
encontrado foi de M,= 830 g.mol™, o qual foi utilizado para calcular a propor¢do de acido

malico utilizada nas reagdes de copolimerizacao.

Em seguida, o oligomero de PLLA foi submetido as reagdes de polimerizacdo na

presenca de DL-4acido malico em diferentes condicdes (esquema 8).

(0]
OH SnCl,.2H,0 ) 0] | OH
22 + HO — > H
tolueno
OH 0 130 °C ©) o o
L n OH Jm
23 24

Esquema 7. Sintese do poli(L-4acido latico-co-DL-acido malico) [24] através de
polimerizagao por etapas.
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H para o oligobmero de PLLA [22]. (300 MHz, CDCl;)

Primeiramente, a obtencdo do PLLAMA [24] foi realizada em tolueno, no intuito de
remover azeotropicamente a agua formada como subproduto durante a rea¢do. Assim, o
oligomero de PLLA e o DL-acido malico [23] foram adicionados a um baldo de fundo
redondo, na presenga de tolueno e do catalisador. Para remover a dgua da reagdo, um
condensador do tipo Dean-Stark foi conectado ao sistema. Apds o término da reacdo, o
polimero foi precipitado em etanol, filtrado e posteriormente seco a pressdao reduzida. Os
resultados desse estudo estdo contidos na tabela 11, onde a nomenclatura RAM refere-se a

“Reagdes com Acido Malico”.

As reagdes RAMOI e RAMO2 (tabela 11) mostram uma comparacdo entre os dois
diferentes sistemas cataliticos utilizados. A incorporagdo do 4acido malico na cadeia do
copolimero nao foi observada quando o catalisador SnCl,.2H,0 foi utilizado. Por outro lado,
a utilizacdo de 4cido p-toluenosulfonico como co-catalisador permitiu a obtencdo do
PLLAMA [24]. Além disso, uma diferenca bastante significativa ¢ observada no rendimento
obtido nos dois procedimentos, onde uma propor¢ao equivalente entre o oligdmero de PLLA

e o DL-4cido malico foi utilizada. A partir desse resultado, o sistema SnCl,.2H,O/PTSA foi
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adotado nas investigagdes seguintes, uma vez que este parece ser o melhor sistema catalitico
para estas reagdes. O tempo de reagdo também foi investigado quando uma proporcao de 1 : 1
entre os mondmeros foi empregada (RAMO02 e RAMO3). Porém, os resultados mostraram que

houve diferencas minimas nos valores obtidos para os dois procedimentos.

Tabela 11. Resultados das polimerizagdes entre o 0-PLLA e DL-4cido malico em tolueno.

. ()

Entrada ODILI;Z?/I. Catalisador® t (h) (g.lﬁ"i_l)b M, /M, Alf/)[ o :/t )
RAMO1 1:1 SnCl,.2H,0 48 5.900 1,1 n.0.° 12
RAMO02 1:1 SnCl,.2H,O/PTSA 48 8.650 1,1 5,2 59
RAMO3 1:1 SnCl,.2H,O/PTSA 24 8.890 1,1 6,0 49
RAMO04 1:0,5 SnCl,.2H,O/PTSA 24 7.090 1,1 nd® 40
RAMO5 1:0,5 SnCl,.2H,O/PTSA 48 8.410 1,1 4,7 36
RAMO06 1:0,1 SnCl,.2H,O/PTSA 24 7.470 1,1 n.d. 42
RAMO07 1:0,1 SnCl,.2H,O/PTSA 48 11.340 1,2 3,0 73

Em todas as reagdes utilizou-se a quantidade de 0,4 % (m/m).

Determinado por GPC.

Contetdo de acido malico incorporado & cadeia principal calculado por RMN de 'H.
Nao observado.

°o a0 o

Nao determinado.

Os baixos valores encontrados para a massa molecular do polimero sintetizado podem
estar relacionados a natureza trifuncional do mondémero de DL-4cido malico, o que levaria a
possiveis terminagdes de cadeia. Além disso, a saturagao do solvente da reagdo com a agua
eliminada durante o processo pode ter contribuido para o estabelecimento do equilibrio da
reagdo, dificultando o deslocamento para a obten¢do de massas moleculares mais altas.
Apesar de quantidades equivalentes entre o oligdmero de PLLA e do DL-4cido malico terem
sido utilizadas, houve apenas uma pequena incorporacdo deste mondmero a cadeia do
polimero. Isso decorre do fato da baixa solubilidade do 4cido méalico em tolueno. Ao aquecer
a reacdo a 130 °C esse mondmero alcanca o seu ponto de fusdo, permitindo que o mesmo
fique liquido a essa temperatura. Contudo, temperaturas maiores do que 130 °C ndo poderiam

ser utilizadas nessas reagdes, uma vez que o acido malico degrada-se acima de 135 °C.

A variagdo na propor¢do de acido malico utilizada na copolimerizagdo com o o-PLLA
ndo apresentou mudangas significativas tanto na incorporagdo do DL-4cido malico a cadeia

do polimero, quanto na massa molecular ponderal média das amostras. Entretanto, quando 0,1
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equivalentes (10 % em mol) de DL-4cido malico foram utilizados, observou-se um pequeno
aumento da massa molecular, assim como um maior rendimento (RAMO7). Isto pode ser
justificado pelo fato de que a menor presenca do monomero trifuncional favorece o
acoplamento entre cadeias de o-PLLA, diminuindo a quantidade de DL-4cido malico

incorporado ao polimero.

A anélise de RMN-'H para o copolimero sintetizado [24] ¢ apresentada na figura 34,

onde o espectro B corresponde a uma ampliagdo das intensidades dos sinais do espectro A.

2
WJJW 3 B
T T T T T T T T
7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7
5 (ppm)
1 5
4
T T T T T T T T T T T T
3 i . . . . 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.t

———”
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0
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2
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5
o 4 OH
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H para o poli(L-4cido latico-co-DL-4cido malico) obtido a
partir das reagoes de policondensagdo em tolueno. (300 MHz, CDCls)

O espectro de RMN de hidrogénio para o PLLAMA mostra um dubleto e um quarteto
em o 1,58 e 0 5,18 ppm (sinais 2 e 3, respectivamente), correspondentes aos hidrogénios das

unidades repetitivas de acido latico presente no polimero, e um quarteto em J 4,36 ppm (sinal
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1) referente ao hidrogénio CH da unidade terminal da cadeia do PLLA. Através da ampliacao
do espectro do copolimero em B ¢ possivel verificar a presenca dos sinais correspondentes ao
DL-acido malico. Dessa maneira, verifica-se a presenca de um multipleto em 0 3 ppm
correspondente aos hidrogénios metilénicos do DL-4cido malico e um multipleto em o0 5,56

ppm correspondente ao CH ligado a carboxila pendente na cadeia principal.

Entretanto, sabendo que o substrato DL-acido malico possui trés funcionalidades
presentes na sua molécula, seria esperado a formagao de diferentes estruturas do polimero.
Isso pode ser verificado pela presenca de um multipleto em ¢ 4,63 ppm, o qual foi atribuido a
um sinal de CH vizinho a um grupo hidroxila, resultante da rea¢do de duas cadeias do
oligdbmero de PLLA com as carboxilas do DL-acido malico. Nao obstante, observa-se também
a presenca de alguns sinais em ¢ 6,9 ppm (regido ampliada do espectro B), os quais
corresponderiam aos hidrogénios de uma dupla ligagdo carbono-carbono, resultante da
eliminagdo destes grupos hidroxilas devido tanto a temperatura, quanto a presenca do sistema
catalitico no meio reacional. Além disso, a presenca de duas funcdes carboxilas na estrutura
do DL-4cido malico permitiria a obtencao de polimeros com fungdes carboxilas primarias e
secundarias pendentes a cadeia do polimero, embora esta suposi¢do ndo tenha sido
confirmada a partir do espectro da figura 34. Outro fato ndo confirmado através das analises
de RMN de 'H foi a possivel presenca de ramifica¢des de cadeias laterais a cadeia principal

do PLLAMA.

Assim, pode-se pressupor que o copolimero obtido através da reacdo entre o oligdmero
de PLLA [22] e o DL-acido malico [23] pode ser constituido de uma mistura de duas

possiveis estruturas, conforme representado na figura 35.
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Figura 35. Provaveis estruturas para o PLLAMA obtido por polimerizacdo em etapas.

A fim de aumentar tanto a massa molecular, quanto o rendimento dos polimeros

sintetizados, investigou-se a obtencdo do PLLAMA [24] em reacdes em massa (na auséncia

de solventes), utilizando alto-vacuo para a remocao da agua presente na reagcdo. Assim, o

oligbmero de PLLA e o DL-acido malico foram adicionados a um frasco de reac¢do, na

presenca do catalisador SnCl,.2H,0 ou SnCl,.2H,O/PTSA e a reagdo foi conduzida sob vacuo

a 130 °C e agitagao magnética. Os resultados desses experimentos sao mostrados na tabela 12.

Tabela 12. Polimerizagdes entre o oligdmero de PLLA e DL-4cido malico sob vécuo.

. [
Entrada 0]_)1;1_‘;3[ Catalisador * t (h) (g.mol;'l)b M, /M, Agjlc ( :}0 )
RAMO8 1:1 SnCl,.2H,0 6 5.850 1,1 5,0 16
RAMO09 1:1 SnCl,.2H,O/PTSA 6 11.890 1,5 7,0 30
RAM10 1:1 SnCl,.2H,O/PTSA 12 12.640 1,1 7,8 20
RAM11 1:0,5 SnCl,.2H,O/PTSA 6 6.700 1,1 43 48
RAM12 1:0,1 SnCl,.2H,O/PTSA 6 6.620 1,1 6,3 53

a. Em todas as reacdes utilizou-se a quantidade de 0,4 % (m/m).
b. Determinado por GPC.

c¢. Conteudo de acido malico incorporado a cadeia do polimero, calculado por RMN de 'H.
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Assim como observado nas reacdes em tolueno, o melhor sistema catalitico consistiu na
adi¢do de um co-catalisador a reagdo (RAMO09). A variacdo na proporcdo dos reagentes
resultou na obten¢ao de polimeros com massas moleculares mais altas quando uma propor¢ao
equivalente dos reagentes foi utilizada (RAMO09 e RAM10). Contudo, a execugdo das reagoes
de polimerizacdo entre o o-PLLA e o DL-4acido malico na auséncia de solvente favoreceu a
obtengdo do PLLAMA [24] com massas moleculares semelhantes e até superiores em
compara¢do com as realizadas em tolueno, mas com tempos de reagdo muito menores. Esse
resultado pode estar associado ao fator entrdpico, uma vez que as moléculas de DL-4acido
malico estdo mais proximas das moléculas do oligobmero de PLLA em razdo da auséncia de
solvente. Essa condicao se reflete, também, na quantidade ligeiramente superior de DL-acido
malico incorporado a cadeia do PLLAMA. Apesar disso, os rendimentos obtidos para estas

reacdes foram muito baixos.

As reagdes de polimerizagdo entre o oligdmero de poli(L-acido latico) e o DL-acido
malico, tanto em tolueno como em massa, ndo resultaram na obtencdo de copolimeros com
altas massas moleculares, além de baixos rendimentos serem observados. Sendo assim, outro
procedimento foi empregado para a obtengao do poli(L-acido latico-co-L-acido malico). Para
1ss0, ao invés da utilizacdo da mistura racémica do acido malico, utilizou-se o seu isomero L-
acido malico [25] (esquema 9). Essa varia¢ao foi realizada para investigar se 0 mondmero
quiral poderia tanto melhorar os resultados obtidos durante as polimerizagdes, quanto

proporcionar possiveis interagdes entre o polimero quiral e os receptores celulares.

O ©)
OH cat. y ~
HO — 5 HO H
70 - 130 °C
21 - OH
26

Esquema 8. Sintese do PLLALMA [26] a partir de uma solugdo aquosa de L-4acido latico e de

L-acido malico.
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Os polimeros obtidos a partir desse novo procedimento ndo precipitaram em etanol,
muito provavelmente por causa da alta propor¢ao de dcido malico presente no copolimero. Os

resultados dessa investigagdo estdo contidos na tabela 13.

Tabela 13. Polimerizagdes utilizando solucao aquosa de L-acido latico e L-acido malico.

Entrada AL:AM Catalisador M, (g.mol’l)c M, /M, % AM® R (%)

RAM13 1:0,5 SnCl,.2H,O/PTSA*® 1.550 3,6 42 65
RAM14 1:0,3 SnCl,.2H,O/PTSA® 2.430 3,5 --° 55
RAMI15 1:0,2  SnCl,.2H,O/PTSA*® 2.490 5,7 --° 54
RAMI16 1:0,1  SnCl,.2H,O/PTSA* 4.860 3.3 --° 47
RAM17  1:02 Sc(OTf)5° 6.700 1,4 18 77

a. Quantidade de 0,4 % (m/m).

b. Quantidade de 0,2 % (m/m).

c. Determinado por GPC.

d. Contetido de acido malico incorporado a cadeia principal calculado por RMN de 'H.

e. Contetido de acido malico ndo determinado em razio da sobreposi¢do de sinais no RMN de 'H.

Quando o sistema catalitico SnCl,.2H,O/PTSA foi utilizado, observou-se que quanto
maior a propor¢ao inicial de acido malico empregada, menor a massa molecular obtida para o
polimero, apesar da alta incorporacdo de L-acido malico ao polimero da reagdo RAM13. Esse
resultado também pode ser atribuido ao carater trifuncional do L-acido malico, o qual poderia
estar causando terminacdes de cadeia e impedindo o crescimento do polimero. O teor de L-
acido malico presente nas amostras RAM14, RAMI5 e RAMI16 ndo puderam ser
determinados através de RMN de hidrogénio por causa da sobreposicdo dos sinais das

unidades repetitivas dos acidos latico e malico.

Porém, quando optou-se pelo uso do catalisador triflato de escandio (Sc(OTf)s, figura
36), observou-se uma significativa melhoria na sintese do PLLALMA em todos os aspectos:
massa molecular mais elevada que seus correspondentes sintetizados com o sistema
SnCl,.2H,O/PTSA, baixa polidispersidade; uma excelente incorpora¢do de L-acido malico a
cadeia do polimero, assim como um bom rendimento (RAM17). A presenga de trés grupos
fortemente eletro-retiradores na estrutura do catalisador pode ter favorecido a coordenacao do
centro metalico desse catalisador com a fungdo carboxila das espécies no meio reacional,
proporcionando uma significativa diminui¢ao na energia de ativagao da reagao e resultando na

obtenc¢ao de um copolimero com caracteristicas bastante interessantes.
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Figura 36. Estrutura molecular do catalisador triflato de escandio.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para o copolimero obtido da
reacdo RAM17 esta mostrado na figura 37. Diferentemente do espectro apresentado na figura
34 para as reagdes empregando o oligdbmero de PLLA, observa-se claramente os sinais
correspondentes aos hidrogénios presentes na estrutura da cadeia do polimero, sem a

necessidade de ampliagdes do espectro para a visualizacdo dos sinais.

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
3 (ppm)

Figura 37. Espectro de RMN de 'H do copolimero PLLALMA [26]. (300 MHz, CDCls)
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O espectro da figura 37 apresenta um sinal alargado em J 9,1 ppm, o qual ¢ atribuido ao
hidrogénio da fun¢do carboxila, comprovando que o polimero possui uma intensa presenga
destes grupos ao longo de sua estrutura. Além disso, o espectro mostra, ainda, os hidrogénios
resultantes da elimina¢do de fungdes hidroxila para a formagdo de uma dupla ligacdo em o
6,93 ppm. Como consequéncia da natureza mais acida do catalisador triflato de escandio ¢
possivel que praticamente todas as hidroxilas que eventualmente estariam presentes no
copolimero tenham sido eliminadas durante a reagdo, uma vez ndo se observam sinais de CH
vizinhos as fun¢des OH. Andlises de RMN para essa amostra em DMSO, tanto para
hidrogénio como para >C, podem ser visualizados nas figuras 86 e 87, nas paginas 186 ¢ 187,

respectivamente.

Visto que uma das principais caracteristicas deste copolimero ¢ a presenca de diversas
funcdes carboxilas ao longo de sua cadeia, o indice de acidez (IA) deste material foi

verificado através da titulagdo com uma base. O valor de IA foi calculado segundo a equagao:

V,.C.MM
m

A=

onde V, ¢ o volume médio da solugao da base utilizada para a titulagdo das amostras, C ¢ a
concentragdo da solucdo de base, MM ¢ a massa molecular da base empregada e m ¢ a massa
de amostra utilizada. Essa analise resultou em um valor de 110 mg de base (NaOH) para cada
grama de amostra de polimero. Para efeitos de comparagao, um PLLA com massa molecular
de cerca de 5.000 g.mol™ foi sintetizado empregando o mesmo catalisador de escandio. A
titulacdo desse polimero com a mesma base resultou em um valor de indice de acidez de 29
mg de base para cada grama de polimero, mostrando que o copolimero PLLALMA [26]

sintetizado possui um alto teor de carboxilas em sua estrutura.

5.3.1 Propriedades térmicas dos copolimeros contendo acido malico

Os copolimeros sintetizados foram submetidos as caracterizagdes por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) para a avaliagdo de suas propriedades térmicas. A rampa de
aquecimento utilizada foi de 20 °C/min e as analises foram conduzidas sob atmosfera de Nyg).
Para esses experimentos foram selecionadas as amostras RAMO03, RAMO05, RAM07, RAMO09

¢ RAM17, além de um PLLA de massa molecular ponderal média de cerca de 7.500 g.mol™

103



para comparagdo. A escolha dessas amostras levou em consideracao as diferentes quantidades

de acido malico incorporado ao polimero.

O primeiro ciclo de aquecimento das amostras durante a analise de DSC teve por
objetivo a eliminagdo da historia térmica dos materiais (figura 38). A exce¢do da amostra
RAMI17, a qual foi sintetizada a partir dos monomeros L-acido malico e L-acido latico,
observou-se que todos os demais copolimeros obtidos a partir do 0-PLLA, mostraram-se em
um estado semicristalino. Para essas amostras semicristalinas, verificou-se que houve uma
tendéncia de diminui¢do da temperatura de fusdo dos copolimeros com o aumento do teor de
acido malico nos materiais, ou seja, o acido malico dificulta a formag¢do dos cristalitos em
virtude da diminui¢do da regularidade das cadeias dos copolimeros. Além disso, observou-se
ainda a presenca de dois picos de fusdo, os quais se referem as duas formas cristalinas dos

segmentos de PLLA contidos nas amostras.

0% AM
~~ ’ 3% AM
5 N\
% 5% AM
s
@)
O
<
=
S
—_~ 18% AM
= PLLA == RAMOQ7 == RAMOS5
= RAMO03 === RAM(9 == RAMI7
— 7T ~ Tr T T T *~ T " T "~ 1T T T 1
ExoUp 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Temperatura (°C)

Figura 38. Termogramas de DSC para os copolimeros de PLLALMA. (1° ciclo de

aquecimento)

O segundo ciclo de aquecimento, apresentado na figura 39, mostrou que apds o
resfriamento das amostras (no qual ndo foi observado a ocorréncia de processo de

cristalizagdo), essas encontram-se em um estado amorfo. Isso pode ser observado a partir dos
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picos exotérmicos das amostras RAMO07, RAMOS5, RAMO3 e para o PLLA de baixa massa
molecular. Apds as amostras serem novamente aquecidas, o aumento de entropia das
macromoléculas permitiu uma reorganizacdo dos segmentos de PLLA, resultando na
cristalizacao dos polimeros e sua posterior fusdo. Entretanto, a medida que a composi¢ao de
acido malico nos copolimeros aumentou (> 6 % AM), os copolimeros ndo apresentaram uma
cristalizacao a frio, permanecendo completamente amorfos apos o aquecimento (RAMO9 e
RAM17). Esses resultados estdo de acordo com o observado na literatura para o poli(D,L-
acido latico). Quando a proporgao de isdmeros D- em uma amostra de poli(D,L-acido latico) é
igual ou superior a 8 %, esse polimero torna-se completamente amorfo durante o seu
reaquecimento na analise de DSC, uma vez que a regularidade da cadeia ¢ interrompida.'’
Para o caso dos copolimeros contendo o L-acido malico, quantidades iguais ou superiores a 7
% desse mondmero também tornaram estes polimeros completamente amorfos em razdo da

irregularidade proporcionada a cadeia do polimero.
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Figura 39. Termogramas de DSC para os copolimeros de PLLALMA. (2° ciclo de

aquecimento).

Os valores para as temperaturas de transi¢do vitrea (7,), temperatura de cristalizagdo

(T.) e temperatura de fusao (7,), referentes ao segundo ciclo de aquecimento, sao
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apresentados na tabela 14, bem como os valores de cristalinidade e entalpias de cristalizagdo e
de fusdo. Os resultados mostraram que para baixas propor¢des de dcido malico presentes no
copolimero ndo ha diferengas para os valores de transi¢do vitrea entre as amostras. Porém,
quando o conteudo de acido malico incorporado foi proximo a 20 %, o valor da 7, foi de 43
°C, abaixo do observado para o PLLA de baixa massa molecular, mas ainda acima da
temperatura ideal de 37 °C para utilizagdo em um meio bioldgico. As temperaturas de
cristalizagcdo a frio e de fusdo observadas referem-se ao segmento de poli(L-4cido latico)
presente em maior propor¢do, uma vez que 0 mesmo caracteriza-se por ser semicristalino. Os
valores para a cristalinidade dos copolimeros durante o segundo ciclo de aquecimento foram
calculados a partir da entalpia de fusdo de um cristal perfeito de PLLA. Os valores
encontrados para as entalpias de cristalizacdo e de fusdo durante o segundo ciclo de
aquecimento para as amostras RAM07, RAMO0S5 e RAMO03 mostraram-se bastante proximos, o
que indica que esses polimeros se encontravam em um estado amorfo antes do aquecimento.
Quando os polimeros foram aquecidos ocorreu um rearranjo dos segmentos de PLLA,

permitindo a formagao de cristais e a obten¢do de um polimero semicristalino.

Tabela 14. Valores de T, T, e T,, referentes ao segundo ciclo de aquecimento da andlise de

DSC para as diferentes amostras de PLLAMA.

Amostra % AM T, (°C) T.(°C) T,.(°C) x(%)* AH.(.g")’ AH;J.g")

PLLA 0 49 112 144 33 30,0 30,6
RAMO7 3 56 111 149 59 52,7 55,7
RAMO5 5 54 109 138 51 47,6 482
RAMO3 6 55 113 139 53 492 49,9
RAMO09 7 54
RAM17 18 43

a. Cristalinidade da amostra. Calculada a partir da formula = AH/AH;° x 100, onde o AH;° refere-se a
entalpia de fusdo de um cristal perfeito de PLA, com valor igual a 93,6 Jg™'.'**
b. Entalpia de cristalizagdo referente ao segundo ciclo de aquecimento.

c. Entalpia de fusao referente ao segundo ciclo de aquecimento.
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5.3.2 Fabricacdo de scaffolds contendo o copolimero PLLALMA através de
electrospinning

Apos as caracterizagdes térmicas dos copolimeros de PLLALMA sintetizados, a etapa
seguinte consistiu na utilizagdo desses copolimeros para a producdo de matrizes de
microfibras, visando a sua aplicagdo como substitutos poliméricos de tecido epitelial.
Contudo, apenas o copolimero obtido da reagio RAM17 foi empregado nesse estudo em
razao ao seu alto grau de funcionalizacdo. Além disso, a sua utilizagdo permitiria a obten¢do
de uma matriz com capacidade de ancoragem de outras moléculas em sua estrutura, como

peptideos e fatores de crescimento celular.

O polimero PLLALMA [26] ndo poderia ser empregado diretamente na producdo de
matrizes de nano/microfibras através de eletrofiacdo, em razdo da baixa massa molecular
obtida para esse polimero durante a sua sintese. Assim, um PDLLA amorfo de alta massa
molecular foi utilizado para atuar como o “suporte estrutural” da matriz, de maneira
semelhante a empregada nos estudos de eletrofiagdo de blendas de poli(acido latico) de

diferentes massas moleculares.

Desse modo, solucdes para eletrofiacdo foram preparadas em concentragdes na faixa de
10 a 12 % (m/V), utilizando uma mistura de diclorometano : etanol (8 : 2) como solvente. A
proporcao entre os polimeros variou de zero a 30 % de massa total em solugdo e foram
denominados de MFAM100 (sem a adi¢do de PLLALMA), MFAMO1 (10 % de PLLALMA),
MFAMS?2 (20 % de PLLALMA) e MFAM73 (contendo 30 % da massa total composta pelo
copolimero PLLALMA [26]), onde a designagdo MFAM corresponde as “MicroFibras de
Acido Malico”. Os pardmetros experimentais utilizados para o electrospinning, como a
distancia entre os eletrodos, a voltagem e o fluxo de saida da solugdo polimérica, foram os

mesmos usados no estudo anterior € os fatores ambientais também nao foram considerados.

As concentragdes para as solugdes utilizadas para a eletrofiacdo foram avaliadas através
de medidas de viscosidade. Para a solu¢do de PDLLA com concentragao de 10 %
(MFAM100) foi observado a formagdo de microfibras sem imperfei¢des (beads) e uma
viscosidade de 135 cP (tabela 15). Esse valor ¢ menor do que o encontrado para a solugdo

com concentragdo idéntica, estabelecida durante as investigacdes para obtencdo de
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microfibras de blendas de PLA (170 cP, MF100, pagina 72). Essa diferenca de viscosidade
entre as duas solu¢des de mesma concentragao pode estar associada ao etanol empregado para

a preparacao das mesmas, uma vez que este foi adquirido de fornecedores diferentes.

Ao adicionar 10 % em massa do PLLALMA [26] ¢ mantendo a concentragdo total em
10 %, nanofibras perfeitas foram obtidas e a medida de viscosidade dessa solucao revelou um
valor de 95 cP (MFAMO1). Entretanto, ao adicionar 20 % de PLLALMA, mas mantendo-se
uma concentragdo total de 10 % de polimero em solugdo, o valor da viscosidade diminuiu
para 43 cP e matrizes com muitas imperfei¢des foram obtidas (dado ndo mostrado). Quando a
concentracgdo total de polimeros em solugdo para a blenda contendo 20 % de PLLALMA foi
aumentada para 11 %, uma viscosidade de 88 cP foi obtida para a solug¢do, assim como a
formag¢do de nanofibras sem a presenca de beads (MFAMS?2). Por fim, a adi¢do de 30 % de
PLLALMA a mistura em uma concentracao total de 12 % resultou em uma viscosidade de 83

cP e a obtencdo de uma matriz livre de imperfei¢des em suas fibras.

Tabela 15. Medidas de viscosidade para as blendas de PDLLA/PLLALMA.

Amostra Concentracao (%) Viscosidade (cP)
MFAM100 10 135
MFAM91 10 95
MFAMS2 11 88
MFAM?73 12 83

A figura 40 mostra as micrografias de microscopia eletronica de varredura para as
matrizes de fibras obtidas a partir da eletrofiagdo das solugdes descritas anteriormente. As
micrografias mostraram a formagao de fibras distribuidas aleatoriamente e sem a presenca de
imperfeicdes, a excecdo da amostra MFAMI100 onde algumas “ranhuras” estdo presentes ao
longo das fibras. Além disso, a diferenca para os didmetros das amostras que contém o
copolimero de PLLALMA em sua composicdo ¢ perceptivel, quando comparados as
microfibras de PDLLA. Essa observagao ¢ resultado das distintas viscosidades encontradas
para as solugdes, onde as amostras que apresentaram as menores viscosidades (MFAM 82 e

MFAM73) resultaram na formagao de fibras em escala submicrométrica.
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Figura 40. Imagens de microscopia eletronica de varredura das matrizes de

PDLLA/PLLALMA: a) MFAM100, b) MFAMO91, ¢c) MFAMS82 e d) MFAM?73.

O diametro médio de cada matriz estd mostrado na tabela 16, o qual ¢é resultante da
média de 100 medidas para cada amostra. Com excecdo da amostra MFAMI100, a qual
apresentou um didmetro médio préximo a sua matriz equivalente MF100, as demais matrizes
contendo a presenga do copolimero poli(L-acido latico-co-L-acido malico) apresentaram
diametros médios abaixo de 1 micrometro. Dessa forma, pode-se inferir que a eletrofiacao de

blendas de PDLLA/ PLLALMA resultou na obtencdo de nanofibras para essas blendas.

Tabela 16. Didmetro médio para as matrizes de fibras de blendas de PDLLA/PLLALMA.

Amostra Didmetro (Lm)
MFAM100 2,40+ 0,67
MFAM91 0,93 +0,37
MFAMS2 0,72 +£0,29
MFAMT73 0,73 +£0,21
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5.3.3 Caracterizacao da superficie das nanofibras e filmes contendo 0o PLLALMA:
medidas de Angulo de contato e de infravermelho

As matrizes de nanofibras de blendas de PDLLA/PLLALMA foram submetidas as
andlises de angulo de contato. A fim de confrontar os resultados obtidos para essas amostras,
filmes dessas misturas foram preparados a partir de solugdes contendo as mesmas proporcdes
entre os polimeros empregadas para a fabricagdo das matrizes de nanofibras. Os polimeros
foram solubilizados em uma mistura de CH,Cl, : EtOH (95 : 5) e dispostos em placas de Petri
para a completa evaporacao dos solventes. A utilizagdo de 5 % de EtOH para a producao dos
filmes deve-se ao fato de que a solubilizagio do PLLALMA em diclorometano ndo ¢
completamente efetiva. Apds a secagem a vacuo dos filmes, esses foram submetidos as
analises de angulo de contato e denominados de FAM100, FAM91, FAMS2 ¢ FAM73. Os

resultados dessas avaliagdes estdo mostrados nos graficos da figura 41.

Para o grafico de angulo de contato das matrizes de micro/nanofibras, observa-se que as
amostras MFAMI100 e MFAMI91 possuem um carater essencialmente hidrofébico,
apresentando uma pequena diminui¢do no valor do angulo de contato ao longo do tempo de
analise. A alta hidrofobicidade apresentada para a amostra MFAMI100 ja era esperada, de

acordo com os resultados obtidos anteriormente (figura 22, pagina 74).
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Figura 41. Graficos para as analises de angulo de contato para as matrizes de

micro/nanofibras e filmes de PDLLA/PLLALMA.
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Uma alteragdo no perfil da curva de angulo de contato da amostra MFAMO1 seria
esperada em razdo da adi¢do de um polimero com caracteristicas mais hidrofilicas. Porém,
observa-se que a amostra apresentou uma caracteristica hidrofobica durante o tempo de
analise investigado. Esse achado poderia indicar um envolvimento do copolimero de
PLLALMA [26] no interior das fibras pela fase continua do PDLLA, resultando na auséncia

; . 173
do copolimero na superficie da matriz.

Essa hipotese poderia ser confirmada através de
analise de microscopia eletronica de transmissao (MET) a qual, contudo, nao foi realizada
nesse trabalho. Além disso, a diferenca entre os angulos de contato iniciais das matrizes
MFAM100, MFAMY91 e MFAMS2 pode ser atribuida aos diferentes didmetros médios das
amostras. Estudos da literatura mostram que ha uma tendéncia no aumento do angulo de

contato das amostras quanto menor for o didmetro das fibras, a qual ¢ atribuida a uma maior

. . . 174
rugosidade da superficie das amostras de matrizes de nanofibras.'’

O comportamento apresentado para a amostra MFAMS2 diferiu daquele observado para
as amostras anteriores. Inicialmente, a matriz exibiu uma caracteristica hidrofobica
semelhante a amostra MFAM91. Contudo, a lenta difusdo da goticula de agua sobre a
superficie da matriz faz com que ocorra o rompimento da tensao superficial entre essa gota e a
matriz em cerca de 85 segundos, resultando na completa absor¢do da gota ao final da anélise.
Com esse resultado, € possivel afirmar que o copolimero [26] ja ndo estaria apenas confinado

no interior das fibras, mas presente também em sua interface com o meio externo.

As medidas para o angulo de contato da amostra MFAM73 ndo puderam ser realizadas.
Em virtude da alta propor¢ao de PLLALMA incorporado a mistura dos polimeros, a matriz de
nanofibras tornou-se muito hidrofilica. A figura 42 mostra imagens capturadas durante os
primeiros instantes de analise de angulo de contato desta matriz. Observa-se que a difusdo da
gota de dgua inicia logo apds o seu contato com o scaffold, completando a sua absor¢do em 9

segundos.
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Figura 42. Imagens capturadas durante a analise de angulo de contato para a amostra

MFAM?73, mostrando a rdpida absorc¢ao da gota de 4gua sobre a superficie do scaffold.

Os resultados obtidos para os valores de angulo de contato dos filmes de blendas de
PDLLA/PLLALMA mostraram que houve apenas uma pequena reducdo em comparagdo com
o filme de poli(D,L-acido latico). Ao contrario do evidenciado para as matrizes de nanofibras
dessas blendas, ndo se observou uma redugdo no angulo de contato dos filmes ao longo do
tempo de analise. Esse comportamento foi semelhante ao constatado para os filmes de
misturas de poli(acido latico) de diferentes massas moleculares (figura 22, pagina 74). Por ser
um material compactado, a auséncia de porosidade na amostra ndo permitiu a propagacao da

gota d’agua para o interior dos filmes.

Além das caracterizagdes por angulo de contato das matrizes de blendas de
PDLLA/PLLALMA, utilizou-se também a técnica de infravermelho por refletancia total
atenuada (do inglés ATR-IR) para a andlise qualitativa de suas superficies. A figura 43

apresenta os espectros de infravermelho para as fibras contendo o copolimero de PLLALMA.

A presenga das bandas de estiramento das carbonilas de ésteres de ambos os polimeros
¢ verificada através do intenso pico de absor¢io em 1.755 cm™ (A). Entretanto, nio sio

observadas bandas de carbonila de fungdes carboxilas em nenhuma das amostras.
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Figura 43. Espectros de infravermelho ATR para as matrizes de fibras de blendas de

PDLLA/PLLALMA, onde se destacam algumas das bandas de absor¢ao caracteristicas para

essa blenda.

Moléculas contendo funcionalidades de 4&cido carboxilico caracterizam-se por
apresentar bandas de estiramento de carbonila em cerca de 1.720-1.700 cm™, resultado da
dimerizagdo das fungdes 4cidas, e bandas muito intensas e alargadas entre 3.500 e 2.400 cm ™,
resultante do estiramento O-H. Quando acidos carboxilicos sdo analisados por infravermelho
em baixas concentracdes, as interagdes de ligacdo de hidrogénio ja ndo exercem efeito sobre
as carbonilas, as quais deslocam-se para regides absor¢do em torno de 1.760 cm™.'”” Assim, a
auséncia de bandas no espectro de IV, tanto para os estiramentos C=0, quanto para os
estiramentos O-H das fung¢des carboxilas dos polimeros (especialmente do copolimero [26]),
deve-se a baixa “concentracdo” destas funcdes presentes nas amostras. Outras bandas
observadas nos espectros de IV da figura 43 sdo referentes aos estiramentos das ligacdes C-O
e C-O-C (B e C, respectivamente) e trés bandas na regido entre 1.500-1.300 cm’ atribuidas as
deformagdes simétricas e assimétricas das ligagdes C-H dos grupos CH3 do poli(acido latico)
(D).'® Os filmes de blendas de PDLLA/PLLALMA também foram avaliados por
espectroscopia de infravermelho, mas por apresentarem espectros idénticos aos discutidos

para as micro/nanofibras, estes nao serdo mostrados.
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5.3.4 Degradacao hidrolitica das nanofibras e filmes contendo o copolimero PLLALMA

O efeito da presenca do copolimero [26] em blendas com o PDLLA também foi
avaliado através de experimentos de degradagao hidrolitica das amostras. Esses experimentos
foram conduzidos de forma semelhante aqueles empregados para a degradagdo hidrolitica de
microfibras e filmes de misturas de PDLLA/PLLA. Contudo, os ensaios foram realizados até
o 18° dia de degradacgdo, em temperatura mantida a 37 °C e retirada de aliquotas a cada 3 dias.
O motivo do menor tempo de degradagado foi relacionado ao fato de que algumas das amostras
apresentaram uma rapida perda em massa, ndo sendo possivel prosseguir com o experimento
apos este periodo. Outra mudanga em relacdo ao experimento anterior foi o menor intervalo
de tempo utilizado para a retirada das aliquotas, de 4 para 3 dias, no intuito de evitar que os
produtos de degradacdo viessem a interferir na degradagdo das amostras durante o ensaio. As
alteracdes na massa molecular das espécies foram avaliadas por GPC e os graficos obtidos

relacionando a massa molecular das blendas ao longo do tempo de degradacdo sdo mostrados

na figura 44.
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Figura 44. Graficos de degradacado hidrolitica para as matrizes de nanofibras e filmes de

blendas de PDLLA/PLLALMA.

Os perfis apresentados para as curvas de degradacdo das matrizes de fibras e filmes de
PDLLA/PLLALMA mostraram-se muito semelhantes. Em ambos os casos ¢ possivel
verificar que a adicdo do poli(L-acido latico-co-L-acido malico) a mistura aumenta a
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velocidade de degradagao do poli(D,L-4cido latico) de alta massa molecular, a qual decaiu de
cerca de 160.000 g.mol™ para valores abaixo de 80.000 g.mol™ em apenas 18 dias. Entretanto,
essa rapida degradacao ocorreu principalmente durante os primeiros dias do experimento,
especialmente para as amostras de matrizes de nanofibras, onde uma acentuada queda nas
curvas de degradagdo pode ser visualizada. Em razdo da rapida degradacdo das matrizes de
nanofibras contendo o PLLALMA, ndo foi possivel prosseguir com os experimentos apds o
18° dia, uma vez que houve uma rapida perda de massa dessas matrizes. Sendo assim, para
estabelecer comparagdes, os ensaios com os filmes também foram realizados até o 18° dia de

degradacao.

Essa caracteristica pode ser atribuida ao PLLALMA presente nas amostras, o qual
provocou o aumento na hidrofilicidade do material, permitindo a difusdao da solugcdo de PBS
para o interior das matrizes e, consequentemente, uma aceleracdo na taxa de degradacdo da
amostra. Além disso, a hidrolise desse polimero pode ter levado a uma pequena diminui¢do
do pH do meio que envolvia as fibras de PDLLA, auxiliando no processo de degradagdo. A
partir do momento em que o copolimero [26] ¢ completamente hidrolisado, o que se acredita
que ocorra durante os primeiros dias do ensaio, observa-se uma suavizagao na queda da massa
molecular ponderal média do PDLLA. Com relagao as diferentes propor¢cdes de PLLALMA
empregadas nas blendas, nao foram encontradas diferencas significativas para os perfis de

degradacao hidrolitica, tanto das matrizes de micro/nanofibras quanto dos filmes.

5.3.5 Propriedades térmicas das matrizes de nanofibras e filmes contendo o PLLALMA

As propriedades térmicas das matrizes de micro/nanofibras e filmes de
PDLLA/PLLALMA foram determinadas através de andlises de calorimetria exploratoria
diferencial. A figura 45 mostra o primeiro ciclo de aquecimento para as matrizes de
micro/nanofibras das blendas em estudo. O comportamento térmico apresentado para estas
amostras aproxima-se ao averiguado durante a determina¢do das propriedades térmicas das
microfibras de PDLLA/PLLA. Na regido de transi¢do vitrea, observa-se um pico endotérmico
referente a entalpia de relaxacdo das cadeias em virtude da tensdo aplicada durante o processo

de eletrofiagao.
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Figura 45. Termogramas de DSC para as matrizes de micro/nanofibras de

PDLLA/PLLALMA. (1° ciclo de aquecimento)

Um fato interessante, o qual difere do observado em relacdo as microfibras do trabalho
anterior, ¢ a tendéncia a diminui¢do na intensidade do pico de cristalizagdo das amostras.
Como ja mencionado, a cristalizagdo presente nas curvas de DSC para as fibras indica que a
matriz encontra-se em um estado amorfo apds a eletrofiacdo. Além disso, a cristalizagdo
observada ¢ referente aos segmentos de isdmeros L- presentes em maior propor¢ao no
polimero PDLLA, o qual ¢ determinado como sendo amorfo. Ao aquecer essas fibras, ocorre
uma reorganizacao das cadeias do polimero (PDLLA) e a formacdo de cristalitos (regides
cristalinas de polimero), seguido do processo de fusdo destes cristais. Para as microfibras de
PDLLA/PLLA, as entalpias de cristalizagdo e de fusdo possuem valores muito semelhantes,
indicando que a fusdo ocorrida durante a andlise de DSC refere-se aos cristalitos formados

durante a andlise (dados ndo mostrados).

Entretanto, na figura 45 observa-se que hd uma redugdo na intensidade do pico de
cristalizagdo quanto maior ¢ a propor¢cdo de PLLALMA empregada na mistura. As medidas
das entalpias de cristalizag¢ao revelam que para as amostras MFAMS82 e MFAM73 ocorre uma
diminui¢do dessa entalpia, enquanto que os valores de entalpia de fusdo mantiveram-se
constantes (tabela 17). Uma vez que a entalpia de cristalizacao ¢ menor que a de fusdo durante

0 aquecimento, isso significa que apds o processo de eletrofiacdo essas amostras encontram-
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se em um estado semicristalino e ndo mais amorfo, como o verificado para as amostras
MFAMI100, MFAMO1 e as pertencentes ao estudo anterior (MF100, MF91, MF82, MF73,
MF64 E MF55). Ao que tudo indica, a presenca do poli(L-acido latico-co-L-acido malico)
induziu uma cristalizagdo parcial do poli(D,L-lactideo) durante o electrospinning. No entanto,
para poder confirmar essa hipdtese, analises de difracdo de Raios-X seriam necessarias para

evidenciar a presenga desses cristais apos a eletrofiagao.

Tabela 17. Valores para as entalpias de cristalizagdo e de fusdo das matrizes de

micro/nanofibras de PDLLA/PLLALMA obtidas através de analise de DSC.

Amostra AH.(J.gh* AH;J.ghH’

MFAM100 14,7 15,1
MFAM91 16,5 17,2
MFAMS2 7,0 17,8
MFAM73 5,5 17,0

a. Entalpia de cristalizagdo calculada a partir do primeiro ciclo de aquecimento.
b. Entalpia de fusdo calculada a partir do primeiro ciclo de aquecimento.

A figura 46 mostra o segundo ciclo de aquecimento para as matrizes de
micro/nanofibras de blendas de PDLLA/PLLALMA e também para o copolimero [26], a qual
mostra que apoOs a eliminagdo da histéria térmica das amostras, ndo ocorrem transigoes de

cristalizagdo e/ou de fusdo e a blenda caracteriza-se por ser amorfa.
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PDLLA/PLLALMA. (2° ciclo de aquecimento)

A tabela 18 mostra os valores paras as temperaturas de transi¢ao vitrea, de cristalizagao

e de fusdo para as amostras de matrizes de micro/nanofibras, onde nao sdo observadas

mudancas significativas em razao da presenca do PLLALMA nas amostras, para ambos 0s

ciclos de aquecimento da analise de DSC. Todavia, a tendéncia a diminui¢ao dos valores para

a entalpia de relaxagdo das matrizes mostra que o aumento da presenca do copolimero [26] na

blenda provoca uma interrup¢do na regularidade do acondicionamento das cadeias do

PDLLA. Com isso, as cadeias do polimero ndo sdo acomodadas de maneira a armazenar a

energia adquirida durante a eletrofiagao.

Tabela 18. Resultados obtidos para as analises de DSC das matrizes de micro/nanofibras de

PDLLA/PLLALMA.

Amostra T,1°(°C) T.1(°C) T,1(°C) T,2(°C) AH,(J.gh°’
MFAM100 62,1 114 148,4 62,4 2.8
MFAM91 623 108,5 149,1 61,3 41
MFAMS2 583 101,7 151,3 60,1 3.2
MFAM73 585 105,7 150,5 60,6 2,4
RAMI17 52 43

a. Osindices | e 2 referem-se, respectivamente, ao primeiro e segundo ciclos de aquecimento.
b. Entalpia de relaxagdo. Calculada através da area excedente a T, do primeiro ciclo de aquecimento.
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Assim como observado para as blendas de PDLLA/PLLA, ndo foram observados picos
exotérmicos de cristalizacdo durante o primeiro ciclo de aquecimento para os filmes de
PDLLA/PLLALMA e a presenca de picos endotérmicos de fusdo indicam que os filmes
encontram-se em um estado semicristalino (figura 47). Contudo, verifica-se o aparecimento
de um pico de entalpia de relaxagdo durante a transi¢do vitrea das amostras, embora nenhum
tipo de tratamento ou processo tenha sido empregado na preparacdo dos filmes além da

evaporagao do solvente.
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Figura 47. Termogramas de DSC para os filmes de PDLLA/PLLALMA. (1° ciclo de

aquecimento)

Apbs o ciclo de resfriamento, o comportamento dos filmes ficou semelhante ao

observado para o segundo ciclo de aquecimento das matrizes de micro/nanofibras (figura 48).
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Figura 48. Termogramas de DSC para os filmes de PDLLA/PLLALMA. (2° ciclo de

aquecimento)

A tabela 19 mostra os valores para as transi¢cdes observadas durante as analises de DSC
para os dois ciclos de aquecimento das amostras de filmes de blendas de PDLLA/PLLALMA.
Em nenhuma das amostras foram observadas duas temperaturas de transi¢ao vitrea. Porém,
em consequéncia da pequena diferenga das temperaturas de transi¢ao vitrea dos componentes
da mistura, a miscibilidade entre os mesmos teria de ser comprovada através de outras
técnicas como, por exemplo, DMA. A medida que uma maior propor¢io do copolimero de
PLLALMA foi adicionada a blenda, houve uma diminui¢do da temperatura de transi¢ao
vitrea, especialmente para a amostra de FMA73. A adi¢do do PLLALMA nao alterou a

temperatura de fusdo das amostras, observada durante o primeiro ciclo de aquecimento.
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Tabela 19. Valores para as temperaturas de transigdo, de cristalizagdo, de fusdo e as entalpias

de relaxacdo e de fusdo para os filmes de PDLLA/PLLALMA obtidos por DSC.

Amostra T,1(°C)* T,1(°C)* T,2(°C)* AH,(J.gh)® AH,J.g"

FAM100 594 148,0 63,1 2,5 12
FAMO1 48,8 148,4 60,0 1,6 2,6
FAMS2 58,4 146,0 59,9 2,9 0,5
FAM73 53,7 146,1 543 0,9 1,1
RAM17 52 43

a. Osindices 1 e 2 referem-se, respectivamente, ao primeiro e segundo ciclos de aquecimento.
b. Entalpia de relaxagdo. Calculada através da area excedente a 7T, do primeiro ciclo de
aquecimento.

Os resultados encontrados durante as analises de DSC para as entalpias de fusao das
amostras de filmes de PDLLA/PLLALMA diferem muito daqueles encontrados para os
filmes de misturas de PDLLA/PLLA, sobretudo quando compara-se a amostra F100 com a
FAM100. A diferenca entre os dois filmes esta na sua metodologia de preparacdo: para a
amostra F100, o solvente utilizado foi diclorometano, enquanto que para a amostra FAM100

utilizou-se uma mistura de 95 % CH,Cl, e 5 % de etanol.

A presenca de um ndo-solvente, como ¢ caso do etanol, em uma mistura de solventes
utilizada na preparagdao de filmes de PLLA pode aumentar a cristalinidade desse polimero,
segundo dados obtidos da literatura.'”” Entretanto, como a diferenca da pressdo de vapor entre
o diclorometano e etanol ¢ grande, pode-se supor que o diclorometano evaporou mais
rapidamente e a concentracdo de etanol no meio foi aumentando, dificultando a cristalizagao.
Contudo, nao foram encontrados trabalhos na literatura relacionando o efeito da adicdo de um
nao-solvente sobre a possivel presenca de “cristalinidade” na preparagao de filmes de PDLLA

amorfo.

5.3.6 Propriedades mecanicas: analises de tensao x deformacio para as matrizes de
micro/nanofibras e filmes de PDLLA/PLLALMA

As propriedades mecanicas dos materiais (matrizes de micro/nanofibras e filmes de
PDLLA/PLLALMA) foram investigadas através de medidas de tensdo versus deformagao, as
quais foram conduzidas a 37 °C para mimetizar as condi¢des de temperatura corporal, e sdo

mostradas na figura 49. Os resultados encontrados para as matrizes de micro/nanofibras
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assemelharam-se aqueles determinados para as matrizes de micro/nanofibras de blendas de
PDLLA/PLLA. A tensdo méxima necessdria para romper as amostras de matrizes de
nanofibras ¢ muito menor em comparacdo com os respectivos filmes, fato atribuido a elevada
porosidade da matriz. Além disso, observa-se que a adi¢cdo do copolimero [26] ocasionou uma

reducdo no alongamento maximo das amostras de fibras.
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Figura 49. Curvas de tensdo x deformacgdo para as matrizes de micro/nanofibras e filmes de

PDLLA/PLLALMA.

Os filmes, no entanto, apresentaram um comportamento diferenciado ao encontrado
para os filmes de blendas de poli(D,L-lactideo) de alta massa molecular e poli(L-acido latico)
de baixa massa molecular (figura 29, pagina 85). Esse efeito estd relacionado com a baixa
cristalinidade observada para essas misturas. Enquanto nas blendas de PDLLA/PLLA a
presenca de um PLLA de baixa massa molecular atuava como um agente nucleante,
aumentando a cristalinidade da mistura, aqui o copolimero estatico PLLALMA exerce o

efeito contrario, provocando a diminui¢ao da cristalinidade.

A adi¢do do PLLALMA a blenda resultou em uma melhora significativa nas
propriedades mecanicas das matrizes FAM91 e FAMS2. Por ser um polimero amorfo, a
adi¢ao do copolimero [26] pode ter atuado como um plastificante na composi¢ao da mistura,
o que elevou o alongamento de cerca de 80 % (FAM100) para elongacdes de 200 % (FAMO91)
e 170 % (FAMS?2). A adicao de 30 % do copolimero PLLALMA a blenda (FAMT73), contudo,
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ocasionou uma reducdo no alongamento maximo observada, provavelmente pelo fato de
ocorrer uma diminui¢do dos entrelacamentos formados pelas cadeias de PDLLA de alta massa
molecular. O mddulo de Young e o alongamento maximo na ruptura, como esperado,

diminuiram com o aumento do teor de PLLALMA.

Enquanto que para a amostra F100 (figura 29 pg. 85) foi encontrado um valor
relativamente elevado para o alongamento e uma baixa tensdo maxima de ruptura, para o
filme FAM100 observou-se o efeito contrario, ou seja, uma elevada tensdo maxima de ruptura
e um baixo alongamento, além de uma alta resisténcia a deformac¢do. Uma vez que a
cristalinidade da amostra FAM100 (~2 %) ¢ menor do que o filme F100 (~26 %), seria
esperado que o segundo filme possuisse uma resisténcia a deformagdo maior do que o
primeiro. Entretanto, os motivos para esse comportamento nos filmes nao foram elucidados.
Os dados encontrados na literatura a respeito de ensaios de tensdo versus deformacdo de
filmes de PDLLA também apresentam a mesma problematica, pois ora apresentam dados com
baixa tensdo maxima de ruptura,'’® ora apresentam valores com altas tensdes de ruptura para
as mesmas condicdes de analise.'”” Futuras investigagdes poderdo ser realizadas para

caracterizar adequadamente o comportamento de filmes deste polimero.

A tabela 20 mostra os valores encontrados para as propriedades mecanicas das
micro/nanofibras e filmes de PDLLA/PLLALMA durante os ensaios de tensdao x deformacgao.
As matrizes de micro/nanofibras caracterizam-se por apresentarem baixa resisténcia a
deformacdo (moddulo de Young) e baixa tensdo maxima de ruptura, propriedades essas
conferidas a sua caracteristica porosa. Além disso, a adi¢do do copolimero [26] & blenda
resultou em uma diminuicdo do alongamento maximo em comparagdo com a matriz de
microfibras de PDLLA (MFAM100). Para os filmes, entretanto, observa-se que os valores do
moédulo de Young sdo cerca de 10 a 15 vezes maiores aos observados para os filmes de
misturas de PDLLA/PLLA e mais de 100 vezes maior para a amostra FAM100. A adigdo de
PLLALMA, ao que tudo indica, atuou como um plastificante na blenda dos filmes.
Entretanto, a elevagdo para o modulo de Young para a amostra FAM100, como argumentado

anteriormente, ndo pode ser completamente elucidada através dos resultados obtidos.
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Tabela 20. Propriedades mecanicas para as blendas de matrizes de micro/nanofibras e filmes

de PDLLA/PLLALMA.
Micro/nanofibras
Moédulo de Young Tensdo maxima Alongamento
Amostra (MPa) na ruptura (%)
(MPa)

MFAM100 91 2,5 118
MFAM91 34 2,4 75
MFAMS2 32 2,3 66
MFAMT73 54 2,3 70

Filmes
FAM100 1870 23,1 81
FAMO91 1790 22,1 205
FAMS2 1260 19,2 169
FAMT73 1200 17,4 62

5.3.7 Avaliacao biologica

Estudos sobre o comportamento das células cultivadas em uma estrutura construida a
partir de polimeros sintéticos sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de materiais cuja
finalidade ¢ a regenerag¢do de tecidos ou 6rgdos. Assim, o copolimero [26] foi submetido a
experimentos de adesdo e viabilidade celular no intuito de avaliar a resposta bioldgica dessas
células frente a este material. Para isso, utilizou-se matrizes de microfibras contendo 30 % em
massa do copolimero [26] em blendas com o poli(D,L-lactideo) (MFAM73). Como grupo
controle, utilizou-se uma matriz de microfibras de PDLLA sem a adi¢do do copolimero [26]

(MFMA100).

Para a realiza¢do dos ensaios de adesdo e viabilidade celular, as matrizes poliméricas
foram afixadas em laminulas de vidro com 1,5 cm de diametro. Essas laminulas foram
distribuidas em placas de cultivo celulare de 24 pogos e previamente esterilizadas por luz
ultravioleta (524nm) por 120 minutos em capela de fluxo laminar. Para os testes bioldgicos,
foi realizada a comparagdo entre os dois grupos de matrizes com um grupo controle,
correspondente as células semeadas diretamente nos pocos da placa de poliestireno. As
células-troco mesenquimais utilizadas nesses ensaios foram obtidas a partir da polpa de dentes
deciduos, popularmente conhecidos como dentes de leite, os quais foram gentilmente cedidos

pela Faculdade de Odontologia da UFRGS.
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A figura 50 mostra o resultado da adesdo celular sobre as matrizes MFAMI100 e
MFAM?73 quando comparado com o grupo controle, observando-se que ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos (p=0,99). Os dados mostraram que a adi¢do do copolimero [26] a
blenda nao trouxe nenhum acréscimo na adesdo das células a matriz MFAM73, quando

comparado com a matriz MFAM100.
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Figura 50. Contagem de células aderidas na superficie das matrizes MFAM100, MFAM73 e
em relagdo ao grupo controle. Os dados mostraram que nao houve diferenca estatistica entre

os grupos (p=0,99).

Os resultados obtidos com os ensaios de adesdo celular ndo corroboraram a hipdtese de
que a presenca do poli(L-4cido latico-co-L-acido malico) em uma matriz de PDLLA poderia
proporcionar uma melhora na adesdo através de interacdes entre as células e os grupos
funcionais carboxila presentes neste copolimero. Contudo, a escolha para a utilizagdo de uma
matriz contendo 30 % do copolimero [26] em ensaios de adesdo e viabilidade celular foi
realizada antes da realizagdo das medidas para determinacdo do angulo de contato destas
matrizes. A adesdo celular a uma matriz polimérica ¢ dependente do angulo de contato dessa
matriz € que quanto maior ¢ a sua hidrofilicidade hd uma menor tendéncia para a adesdo
celular, uma vez pode haver a inibicdo da adsorcdo das proteinas celulares sobre a matriz.*®'*

A escolha da matriz MFAM?73 para os ensaios bioldgicos foi, portanto, equivocada, uma vez

que esta amostra apresentou a mais alta hidrofilicidade dentre todas as composi¢des
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estudadas. Essa alta hidrofilicidade apresentada pela matriz MFAM?73 pode ter sido um fator
determinante para a ndo-observacdo de um aumento na adesdo das células a matriz em relagao

aos grupos controle.

Os resultados para o ensaio de viabilidade celular sdo apresentados na figura 51. A
comparagdo entre os grupos das matrizes de nanofibras, MFAM100 e MFAM73 mostraram-
se iguais (p=0,16). Entretanto, o grupo controle foi sempre superior quando comparado aos
grupos com matrizes (p<0,01). Quando os grupos foram analisados em relacao ao tempo de
cultivo celular, houve diferenca estatistica entre os grupos para todos os dias de andlise
(p<0,05), sendo que o grupo controle foi maior que a amostra MFAM100 e esta maior que a
matriz MFAM?73. Esse resultado mostrou que a presenca do PLLALMA na matriz MFAM73

nao ocasionou um aumento do nimero de células vidveis com o passar do tempo.

A Controle =EMFAMI100 MFAMT73
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Figura 51. Grafico da andlise de viabilidade celular realizada sobre as matrizes MFAM100 e

MFAM?73, em comparagdo com o grupo controle.

As imagens de microspia eletronica de varredura para as matrizes de micro/nanofibras
no primeiro e sétimo dia de cultivo celular sdo mostradas na figura 52. Durante o primeiro dia
de cultivo (figura 52a) para a amostra MFAM100, sdo observadas poucas estruturas celulares
ao longo dessa matriz. Contudo, no sétimo dia observa-se que as células proliferaram-se por
praticamente toda a superficie do scaffold (figura 52b). Além disso, percebe-se que as células-

tronco mesenquimais proliferaram, também, para o interior da matriz.
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Para a matriz MFAM73, entretanto, nao foram observadas estruturas celulares sobre a
sua superficie. A preparacdo das amostras para a andlise de MEV requer uma desidratacao
completa dessas matrizes. Esse procedimento ¢é realizado através da utilizagdo de etanol em
concentragdes crescentes de até 100 % desse solvente, o que pode ter resultado em uma

remocao das células presentes nos scaffolds (figuras 52¢ e 52d).

Figura 52. Imagens de microscopia eletronica de varredura que mostra as matrizes

MFAMI100 (a e b) e MFAM73 (c e d) no primeiro e sétimo dia de cultivo celular.

As andlises de microscopia confocal foram realizadas para avaliar a morfologia das
células sobre as matrizes de micro/nanofibras. A fim de evidenciar os filamentos de fibras de
actina do citoesqueleto celular foi realizada a coloragao dessas estruturas utilizando faloidina
conjugada com rodamina (figura 53, coloragdo em vermelho). Para identificar os ntcleos
celulares, a coloragdo foi realizada mediante a utilizagdo do corante DAPI (figura 53,

coloracdo em azul). A actina ¢ uma proteina que, em conjunto com a miosina e moléculas de
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ATP, gera movimentos celulares e musculares. Quando polimerizada, essa proteina forma os

microfilamentos de actina que compdem o citoesqueleto celular.

A figura 53 mostra que houve a proliferacdo das células-troco mesenquimais sobre a
superficie das matrizes e do grupo controle. Contudo, observa-se que a maior proliferacao
ocorreu para os grupos controle, tanto no primeiro dia (figuras 53a, 53b e 53c) quanto no
sétimo dia de cultivo (figuras 53j, 53k e 531). A comparagdo entre os grupos de matrizes no
primeiro dia de cultivo celular mostra que a matriz MFAM73 (figuras 53g, 53h, 531) possui
mais nucleos celulares que a matriz MFAM100 (figuras 53d, 53e e 53f). Porém, mesmo com
uma proporcao de nucleos celulares maior, observa-se que ha poucas estruturas de actina para

a matriz MFAM73 no primeiro dia de cultivo celular.

Quando se realiza a comparagdo entre as matrizes no sétimo dia do experimento,
observa-se um maior volume de estruturas de actina para a matriz MFAM100 (figuras 53m,
53n, 530). Isso poderia indicar que a presenca do copolimero de PLLALMA na matriz
MFAMY73 estaria dificultando a produgdo de actina pela célula, uma vez que esse copolimero

possui uma acidez elevada.
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Figura 53. Imagens de microscopia confocal para o cultivo celular das amostras do grupo
controle (a,b, c —dia 1; j, k, 1 — dia 7), para a matrizde MFAM100 (d, e, f—dia 1; m, n, 0 —
dia 7) e para a matriz MFAM?73 (g, h,1—dia 1; p, q, r — dia 7). A coloragdo dos nucleos
utilizou o corante DAPI, enquanto que os filamentos de actina foram marcados com faloidina

conjugada com rodamina.
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5.4 Sintese e polimerizacio de mondomeros bifuncionais derivados do glicerol

A sintese de biomateriais utilizados para a substituicdo de tecidos bioldgicos deve ser
realizada levando em consideragdo a natureza dos mondmeros que serdo aplicados para a sua
obtencdo. Desse modo, o emprego de mondmeros cujos produtos de degradacdo participem
do metabolismo do corpo humano ¢ altamente recomendado, uma vez que esses materiais irdo

apresentar uma baixa ou até mesmo auséncia de toxicidade ao organismo.

O glicerol (1,2,3-propanotriol) foi descoberto por Carl W. Scheele em 1783 durante a

81 Na natureza, esse

separacao de uma mistura de PbO com 6leo de oliva preparada a quente.
composto ¢ encontrado na forma associada com diversos 4acidos graxos e ¢ também
considerado um composto fundamental no processo metabolico de muitas espécies, sendo um
precursor para a sintese de triacilglicerois e de fosfolipidios. Por ser reconhecido como uma
substancia atoxica, o glicerol possui uma grande variedade de aplicacdes, desde o seu uso
como aditivo em alimentos, assim como componente em formulacdes de cosméticos e

, 182
farmacos.

Em virtude dessas caracteristicas, além do fato de possuir uma grande
disponibilidade e baixo custo, optou-se pela utilizagcdo do glicerol como um precursor para a

sintese de polimeros biocompativeis e biodegradaveis.

Uma vez que o glicerol ¢ uma molécula trifuncional, adotou-se uma estratégia sintética
que permitisse a obtencdo de um polimero linear evitando, assim, a formacdo de uma
estrutura reticulada, a qual seria inviavel para a sua utilizagdo em técnicas de eletrofiacao.
Desse modo, o produto conhecido comercialmente como solketal [27], um derivado protegido
do glicerol, foi empregado como material de partida para a sintese do mondmero a ser
utilizado para a sintese do poliéster linear. Esse substrato caracteriza-se por possuir uma
hidroxila livre, a qual € passivel de protecdo através da reagdo com um grupo protetor para
hidroxilas. Assim, a sintese do mondmero derivado do glicerol iniciou através da protecao da
hidroxila do substrato [27] com o cloreto de p-toluenosulfonila (esquema 10). A presenca do
radical p-toluenosulfonila no monomero ¢ de grande interesse na obtencdo de um poliéster
linear, uma vez que este ¢ um bom grupo de saida, favorecendo a posterior substitui¢do desse

grupo ¢ a funcionalizacdo do poliéster.
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Esquema 9. Sintese do diol protegido [29] a partir do solketal [27].

A sintese do tosilato de glicerila [29] foi realizada em duas etapas. Primeiramente, o
grupo hidroxila do substrato [27] foi protegido através do emprego de cloreto de p-
toluenosulfonila, obtendo-se o produto [28] em 95 % de rendimento bruto.'"® O derivado
sintético [28] ndo precisou ser purificado para a etapa seguinte, a qual consistiu na hidrélise
acida do anel isopropilideno em uma mistura de THF/IM HCI (3:1) durante 16 h.'"® O
produto bruto obtido foi purificado em coluna cromatografica de silica-gel, aplicando a
mistura hexano : acetato de etila (2 : 8) para a elui¢ao da amostra, obtendo-se o diol protegido
[29] em 71 % de rendimento apos duas etapas. O espectro de RMN de 'H do composto [29]

pode ser visualizado na figura 54.

Na faixa de deslocamento quimico entre 0 4,1-3,6 ppm € possivel verificar o conjunto
de sinais referentes a unidade do glicerol presente na molécula. O padrao de desdobramentos
observado refere-se a um sistema do tipo ABX, o qual se caracteriza pelo acoplamento entre
hidrogénios geminais a0 mesmo tempo em que estes hidrogénios acoplam-se com um outro
hidrogénio vicinal (figura 55). Esses acoplamentos originam o aparecimento de um duplo
duplo dubleto (ddd) em o 3,7 ppm, referente aos hidrogénios da posicio Cl e de um
multipleto em 6 3,95 ppm, referente aos hidrogénios da posi¢do em C2, observados na regido

ampliada da figura 54.

131



42 40 _ 38 3.6
3 (ppm)

/| /

4.4
5,5'

J 1
S &
S o
o~ o~

90 85 80 75 70 65 60 55 50 20 15 1.0 0.5 0.0

Figura 54. Espectro de RMN de 'H para o tosilato de glicerila [29]. (300 MHz, CDCl;)

O mesmo desdobramento seria esperado para os hidrogénios metilénicos do carbono 3,
mas a presenca do grupo sulfonila alterou a densidade eletronica para estes hidrogénios e o
acoplamento geminal ndo ocorreu. Desse modo, observa-se apenas um duplo dubleto em 64,1
ppm. O espectro de RMN de C-APT (figura 75, pagina 175) confirma a estrutura para o

produto [29], apresentando todos os sinais caracteristicos desta molécula.

AB

Figura 55. Ilustracdo para um sistema do tipo ABX, observados em espectros de RMN.
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Em seguida, o tosilato de glicerila [29] foi utilizado como monomero para a reacdo de
polimerizacdo com diferentes didcidos carboxilicos (esquema 11). O &cido fumaérico [30] ¢
um importante intermediario presente no ciclo de produgdo do acido citrico e apresenta uma
baixissima toxicidade para o metabolismo humano.'® Ja o seu isémero 4cido maléico [31] é
considerado toxico se utilizado para consumo oral humano. Entretanto, a toxicidade dérmica
para este substrato ¢ exatamente igual a encontrada para o 4cido latico, com um valor de
LDse= 2.000 mg/kg.'™ Assim, estes dois diacidos foram inicialmente utilizados para a

polimerizagdo com o tosilato de glicerila [29].
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Esquema 10. Reagdes de polimerizagao do tosilato de glicerila [29] com o acido fumaérico

[30] e 4cido maléico [32], na presenga do catalisador SnCl,.

As reagdes de polimerizagao entre o diol [29] e os diacidos fumarico [30] e malé€ico [32]
empregaram uma razao de 1 : 1 entre o diol e o didcido, na presenca do catalisador SnCl,. A
pressdo do sistema foi reduzida para cerca de 10 Pa com o auxilio de uma bomba de vécuo,
no intuito de remover o subproduto formado durante a reacdo. A temperatura foi elevada para
80 °C por 2 horas, entdo 100 °C por mais 2 horas e, finalmente, 120 °C por 15 horas.
Entretanto, essas rea¢des produziram apenas um material insoliivel em ambos os casos. Esse
resultado pode estar associado as reagdes de reticulagdo que poderiam ter ocorrido como
resultado da perda do grupo tosila em [29]. Em uma tentativa de evitar essas reticulagdes, a

temperatura final da reacao foi reduzida para 100 °C, mas o mesmo resultado foi obtido.
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Essas observagdes levaram a concluir que a agua eliminada durante a reagdo estaria
promovendo um ataque ao carbono metilénico vizinho ao radical tosila, resultando na
formag¢do de um grupo hidroxila primario no polimero e na eliminacdo do &cido p-
toluenosulfonico como subproduto. A presenga do grupo hidroxila no esqueleto do polimero
resultaria em reacdes de reticulagao entre as cadeias durante a polimerizagao. Para confirmar
essa suspeita, um teste simples foi realizado aquecendo o glicerol protegido com o grupo
tosilato [29] a 100 °C por 3 horas, sendo verificada a formacao de acido p-toluenosulfonico,

como o verificado no espectro de RMN de 'H (figura 56).

acido p-toluenosulfonico

A A

i L

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
5 (ppm)

Figura 56. Espectro de RMN de 'H do tosilato de glicerila [29] aquecido a 100 °C por 3 h,

mostrando a decomposi¢ao térmica para o acido p-toluenosulfonico. (300 MHz, CDCl;)

Para reduzir a possibilidade de reticulagdo, anidrido maléico [34] foi utilizado como
mondmero na tentativa de empregar condi¢cdes mais brandas para a polimerizacdo e sem a
adicao de catalisador (esquema 12). O produto obtido dessa reagdo apresentou uma
caracteristica bastante viscosa (semi-sélida), o que poderia indicar a formagao de um polimero
de baixa massa molecular. Testes de solubilidade indicaram que o mesmo era soluvel em
DMSO, sendo possivel a realizagdo da andlise por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio para o composto, mostrado na figura 57, onde sdo atribuidos os sinais

correspondentes a cada hidrogénio.
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Esquema 11. Reacdo de polimerizacao usando o anidrido mal€ico [34] e o diol [29].

Todavia, apesar de se tratar do polimero esperado [33], ¢ possivel observar ainda a
presenca de sinais do acido p-toluenossulfonico em J 7,1 ppm e ¢ 2,25 ppm, resultante da

perda do grupo protetor do composto [29], confirmado através dos valores das integrais.

6

5
4
(0]

5
4
=S=0
|

Figura 57. Espectro de RMN de 'H do polimero [33]. (300 MHz, DMSO-d;)
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Na tentativa de evitar a perda do grupo protetor, foram realizadas polimeriza¢des em
condi¢des mais brandas, as quais sdo mostradas na tabela 21, onde a designacdo RTG ¢

atribuida as “Reag¢des com Tosilato de Glicerila”.

Tabela 21. Condig¢des reacionais investigadas para a polimerizacgao entre [29] e [34].

Entrada Condic¢oes M,, (g.mol™)
65 °Cpor 1 hs/v
RTGO1 80 °C por 5 h c/v 720
65 °Cpor 1.5 hs/v
RTG02 80 °C por 15 hc/v 2.090
RTGo3 00 CPOr ISV b erial insoltvel

80 °C por 30 h c/v
65 °Cpor 1 hs/v
RTG04 80°Cpor4hc/v Material insoltvel
100 °C por 15 h c/v

s/v = sem vacuo e sob fluxo de argénio  ¢/v = com vacuo

Na primeira reagdo (RTGOI), o reagente anidrido maléico [34] e o diol [29] foram
aquecidos a 65 °C sob atmosfera inerte por uma hora (para fundir completamente o anidrido
maléico), seguido pela redugdo da pressdao e aumento da temperatura para 80 °C por 5 horas.
O produto obtido para essa reacdo apresentava uma aparéncia de 6leo amarelo viscoso, que ¢
um indicativo de um oligdbmero de baixa massa molecular. Mesmo em condi¢des mais
brandas, a perda do grupo tosila foi verificada através de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio. Quando o tempo de reagdao a 80 °C foi aumentado para 15
horas, o resultado obtido por cromatografia de permeagdao em gel mostrou uma massa
molecular de 2.090 g.mol” para o polimero sintetizado (RTG02). O aumento desse tempo
para 30 horas (RTGO03), assim como o aumento de temperatura (RTGO04), resultaram apenas
em um material insolivel em diversos solventes testados (THF, CHCls;, CH,Cl,, DMSO,

DMF), como resultado das reticulagdes formadas em razdo da perda do grupo tosila.

Além das reticulagdes causadas pela presenga de um grupo hidroxila, poderia haver a
possibilidade de polimerizacdo térmica entre as ligacdes duplas presentes no anidrido
maléico, resultando em mais reticulacdes. O espectro de RMN de 'H da figura 57 mostrou,

entre 0 3,0 e 2,5 ppm, um indicio de que essas ligagdes estariam ocorrendo. Os sinais
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observados poderiam ser atribuidos aos hidrogénios CH, vizinhos a um CH, resultante da

formacao de uma ligacdo sigma. Entretanto, ndo ¢ possivel afirmar com absoluta certeza se
~ r1: 1 ~

essas reagdes entrecruzadas ocorreram, uma vez que analises de RMN de ">C ndo foram

realizadas para esse polimero.

Outro experimento foi realizado acerca do tempo de reagdo entre o tosilato de glicerila e
o anidrido maléico na temperatura de 65 °C. Nesse procedimento, os dois mondmeros foram
adicionados a um baldao de fundo redondo sob atmosfera inerte e aquecidos até a temperatura
de fusdo do anidrido maléico. A evolugdo da reacdo foi acompanhada através de
espectroscopia de RMN de 'H, a qual é apresentada na figura 58. Pode-se visualizar que apos
uma hora de reagdo ja existem sinais referentes ao polimero (oligobmeros) em formacao, em o
4,3 ppm. Entretanto, ¢ possivel verificar a presenga de sinais referentes ao acido p-
toluenosulfonico a partir de duas horas, ocorrendo um gradual aumento das intensidades

destes picos ao longo do tempo total de reagdo investigado.

LIl
Ull M

4 horas de reagido

Jh 3 horas de reagdo

J ) 2 horas de reagado

Tosilato de glicerila

L
TN
b
L e 1 horade reagio
"

Anidrido maléico

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
3 (ppm)

Figura 58. Espectros de RMN de '"H que mostram a evolugdo da reacio entre anidrido

maléico [34] e tosilato de glicerila [29] na temperatura de 65 °C. (300 MHz, CDCl5)
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Como consequéncia da instabilidade térmica do composto [29], outra estratégia foi
elaborada, a qual consistiu na substitui¢do do grupo tosilato pela funcdo azida. A reagdo foi
conduzida como mostrado no esquema 13, com rendimento de 75%. A presenca dessa funcao
na cadeia polimérica seria de grande interesse em aplicagdes biologicas em virtude da

possibilidade de funcionalizacdo deste polimero através do emprego de reagdes de cicloadi¢dao

1,3-dipolares, também conhecidas como “Click Chemistry”.'*

OH OH
NaN3
—>
DMF anidro
60 °C
Ts N
29 24h 35 ’
75%

H

Esquema 12. Conversdao do monotosilato de glicerila [29] no 3-azidopropanodiol [35].

O espectro de RMN de 'H para o produto [35] estd apresentado na figura 59, mostrando
a atribuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios contidos nesta molécula. Verifica-se a
presenga do sistema de acoplamento do tipo ABX em ¢ 3,9 e 3,6 ppm, semelhante ao
encontrado para a molécula de tosilato de glicerila. Porém, a mudanga de ambiente quimico
causada pela troca do grupo tosilato pela funcdo azido resultou em um deslocamento para
campo alto dos sinais dos hidrogénios metilénicos vizinhos a essa fung¢do. O espectro de
RMN de "“C-APT (figura 77, pagina 177), apresentando os sinais para os carbonos

metilénicos em 64,1 e 53,6 ppm e o sinal referente a0 CH em ¢ 71 ppm.
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Figura 59. Espectro de RMN de 'H para o composto [35]. (300 MHz, CDCl;)

A proxima reacdo consistiu na tentativa de polimerizagdo entre o azido-glicerol [35]
com anidrido mal€ico [34] (razdo entre os mondmeros de 1 : 1) sob as mesmas condigdes
utilizadas para o tosilato [29] (esquema 14). Porém, apds 15 minutos ocorreu a formagao de
uma espuma no meio reacional e a agitacdo foi interrompida. Na tentativa de retornar o meio
ao estado fundido, a temperatura foi aumentada para 80, 100, 120 e 140 °C, mas nenhuma

mudanga foi observada.

OH

35 34 36

Esquema 13. Polimeriza¢ao do azido-glicerol [35] na presen¢a do anidrido maléico [34].
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O espectro de RMN de hidrogénio para essa espuma formada durante a reagdo mostrou
apenas um pico muito alargado entre 0 3 e 3,75 ppm e um singlete em ¢ 5,75 ppm (figura 60),
o que pode indicar a presenga de glicerol e anidrido malé€ico puro. Esse resultado sugere uma
possivel decomposicao da azida e liberagao de nitrogénio gasoso, a qual pode ter sido causada
pela presenca do acido maléico, resultante da decomposicao do anidrido na presenga de agua,
ou em virtude de impurezas presentes no anidrido maléico, uma vez que 0 mesmo possuia

uma pureza de 98 %.

L»L L A
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
3 (ppm)

Figura 60. Espectro de RMN de 'H para a reagdo entre [35] e [34]. (300 MHz, DMSO-dy)

A massa molecular desse produto desconhecido foi investigada por cromatografia de
exclusdo de tamanho utilizando DMF como solvente ¢ curva de calibragao em relagdao ao
padrio de poliestireno. A analise apresentou um valor de M, = 5.255 g.mol’ com
polidispersidade de 3,85, utilizando um detector de UV, e M, = 3.990 g.mol’1 com
polidispersidade 3 quando um detector de indice de refracao foi utilizado. A massa molecular
detectada indica a formagao de um polimero, embora o mecanismo ocorrido durante a reagao

ndo esteja bem elucidado. Uma dedugdo a respeito do comportamento dessa reacdo seria uma
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perda inicial da funcdo azida, gerando um produto contendo uma amina primaria a qual, por

sua vez, proporcionaria a formacao de uma ligagdo amida na preseng¢a do anidrido maléico.

Outro ensaio foi realizado para verificar se a presenca do 4cido maléico poderia resultar
na mesma decomposicao observada quando anidrido mal€ico foi utilizado. Da mesma forma,
apos 20 minutos de reagdo a 65 °C uma espuma de coloragdo amarela foi obtida, a qual
apresentou 0 mesmo espectro de RMN de 'H que a reacdo anterior. O espectro de
infravermelho para esse produto mostrou que o pico referente a funcao azida, proximo a 2.100
cm™, do produto formado praticamente desapareceu quando comparando com o material de
partida [35] (figura 61), o que confirma a hipotese de decomposi¢do do mondmero 3-

azidopropanodiol.

1,1 4

14 — Produto da reagéo
- - Azido-propanodiol

0,8 |
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04 |
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02 |

0,1 |

T T T T T T 1
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Numero de onda (1/cm)

Figura 61. Sobreposicao dos espectros de IV para o 3-azidopropanodiol [35] (ATR) e para o
produto obtido da reacdo. (KBr)

A andlise termogravimétrica para o material proveniente da reagao entre a azida [35] e o
anidrido malé€ico apresentou um perfil de decomposicdo térmica em duas etapas, sendo a
primeira iniciando em cerca de 150 °C e a segunda proximo a 270 °C (figura 62). No limite
de temperatura investigado (500 °C), verifica-se ainda que o percentual de matéria
remanescente ainda ¢ proximo a 30 %, o que nao condiz com o perfil de degradagdo térmica
de poliésteres lineares, frequentemente associados a uma Unica degradacdo e com um baixo

teor de residuos. Além disso, a primeira etapa de degradacdo poderia ser referente a
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degradacdo do azido-glicerol [35] ainda presente na amostra, como pode ser observado pela

curva de degradagdo térmica desse composto contida na figura 62.

Material desconhecido
- - - Azido-glicerol

]
1

30 '

Perda de massa (%)

|

1

|
1
\
)

0 +—r— : A e

T T T T ' T ' T T I T

T T I T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Temperatura (°C)

Figura 62. Termogramas de TGA para o 3-azidopropanodiol [35] e o produto da reagdo com

anidrido maléico.

Uma vez que ndo foi possivel realizar a polimerizagdo do azido-glicerol [35] com
acidos carboxilicos ou mesmo com seus derivados anidridos, uma nova rota sintética foi
proposta para a obtencao do glicerol protegido a partir do solketal [27], utilizando um grupo
protetor mais estavel. Nessa estratégia, o brometo de benzila (BnBr) foi utilizado para
proteger o grupo hidroxila do solketal, seguido de abertura do anel isopropilideno sob

condi¢des acidas (esquema 15). O produto [38] foi obtido em um rendimento de 88% apds

183
duas etapas.
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Esquema 14. Protecao do solketal [27] com brometo de benzila, seguido de desprotecdo das

hidroxilas em meio 4cido para resultar no diol [38].

O produto [38] foi caracterizado por espectroscopia de RMN de hidrogénio e o espectro

esta apresentado na figura 63. A presenca do sistema ABX pode ser verificada, novamente,

entre 0 3,9 e 3,5 ppm, referente aos sinais dos hidrogénios pertencentes ao radical do glicerol.

Além disso, em 0 7,3 e 0 4,5 ppm encontram-se os sinais para os hidrogénios do radical

benzila.
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Figura 63. RMN de 'H do glicerol protegido com benzila [38]. (300 MHz, CDCl;)
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A préxima etapa consistiu na polimerizagdo entre o diol [38], anidrido mal€ico [34] ou
acido maléico [32] para a obtencdo do respectivo poliéster [39], na presenca de SnCl,

(esquema 16). Diferentes condi¢des reacionais foram empregadas, as quais estdo descritas na
tabela 22.

O
HO OH (@]
© 0
o 34 SnCl, (0,2% m/m)
+ _———
ou A H ~o O\"/=\”/,OH
0} O

38

Esquema 15. Reacdo de polimerizagdo entre o benzilato de glicerila [38] e anidrido ou acido

maléico para a obtengdo do poliéster [39].

Tabela 22. Condigdes reacionais empregadas para as polimerizagdes entre benzilato de

glicerila [38] e 4acido ou anidrido maléico.

Entrada Acido ou anidrido Condicoes M,, (g.mol™) M,/M,
80 °C; 3h s/v
RBGO01 Anidrido maléico 100 °C; 2h s/v 4.880 5,2
120 °C; 15h ¢/v
RBG02 Acido malgico ~ CondicOes idénticasa 5 g, 3,6
RBGO1 ' ’
80 °C; 3h s/v
RBGO03 Anidrido malé&ico 100 °C; 2h s/v 7.710 34
120 °C; 30h ¢/v
RBG04 Acido malgico ~ Condicdes idénticasa ¢ 5 28
RBGO3 ’ ’
.y . 100 °C; 3h s/v Material
RBGO05 Anidrido maléico 150 °C: 15h c/v insolavel -

s/v = sem vacuo e sob fluxo de argénio
c¢/v = com vacuo; foi utilizada uma bomba de difusdo (£ 9 Pa)

Primeiramente, os reagentes foram aquecidos a 80 °C sob atmosfera de argénio (em

razao da sensibilidade do anidrido maléico a umidade) para que houvesse uma reacao parcial
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entre os mondmeros (formacgdo de dimeros, trimeros, etc), seguido do aumento da temperatura
para 100 °C. Apos essas duas etapas, a temperatura foi elevada para 120 °C e a reagdo
prosseguiu por 15 horas sob alto-vacuo (entradas RBGO1 e RBG02). Ao final da reagdo
obteve-se um material bastante viscoso, o qual ndo pdde ser precipitado. Analises de GPC
mostraram a obten¢ao de um polimero com baixa massa molecular para ambas as reagdes ¢
com polidispersidades bastante elevadas. Acredita-se que essa alta polidispersidade deve-se
tanto ao aumento irregular das cadeias do polimero, caracteristico de polimerizagdes em
etapas, quanto as diferentes reatividades das hidroxilas primaria e secundaria do mondémero
[38]. Ao aumentar o tempo de permanéncia da reacdo a 120 °C para 30 horas, houve um
aumento na massa molecular do polimero, assim como uma redu¢ao na polidispersidade. No
entanto, quando se buscou um maior aumento na temperatura da reagdo, observou-se a
formagdo de um material insolivel em diversos solventes (THF, CH,Cl,, CHCl;, DMSO,
DMF), provavelmente em virtude das reagdes entre as ligacdes duplas C=C presentes no

polimero.

A figura 64 mostra o espectro de RMN de hidrogénio para o polimero resultante da
reacdo entre o benzilato de glicerila e anidrido maléico, com todas as suas atribuigdes.
Contudo, observou-se ainda a presen¢a de um conjunto de sinais entre J 3 e 2,5 ppm que pode
ser decorrente da formagdo de uma ligagao sigma entre duas ou mais cadeias de polimero em

consequéncia da reagdo entre as ligagdes duplas C=C contidas na estrutura do polimero.

Apesar do resultado obtido, a massa molecular do polimero sintetizado ainda ¢ muito
baixa para ser empregado diretamente em um processo de eletrofiacdo. Além disso, a
presenca de um grupo benzila na estrutura do polimero poderia promover a liberagdo de
alcool benzilico ou tolueno durante a degradacdo deste material, o que causaria a morte de
células do novo tecido em formacao, quando empregados como substitutos bioldgicos. Uma
vez que a retirada desse grupo protetor ¢ realizada através de reacdo de hidrogendlise, a massa
molecular do polimero decairia ainda mais, dificultando a sua utilizagdo em processos de

eletrofiacao.
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H do poli(3-benzilglicerol-co-maleato) [39]. (300 MHz,
CDCly)

Sendo assim, na tentativa de obter um material com massa molar superior e,
principalmente, a fim de evitar reagdes paralelas em razdo da presenga das ligagdes duplas
C=C, conduziu-se um experimento em que o diol [38] foi polimerizado com anidrido
succinico [40] em uma propor¢ao de 1 : 1, resultando no poli(3-benzilglicerol-co-succinato)
[41] (esquema 17). Esse polimero ja havia sido sintetizado por Grinstaff e colaboradores sob a

187

forma de um dendrimero.” Todavia, a sintese desse dendrimero requer 14 etapas de

preparagdo, além de purificagdes cromatograficas, para a obtencdo de um polimero com

massa molecular média de 8.700 g.mol."®

O acido butanodidico, conhecido como acido succinico, € um acido dicarboxilico
produzido como um intermediario do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), ou como
produto principal da fermentacdo anaerdbica por alguns microrganismos, constituindo-se em
um metabolito comum produzido por plantas, animais e microrganismos.'® Possui uma baixa

toxicidade e ¢ amplamente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos,
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além de atualmente ser considerado de grande importancia para a fabricacdo de commodities,

‘ g - 190
tais como surfactantes, solventes, antibidticos e poliésteres.

HO OH
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60h
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Esquema 16. Sintese de poli(3-benzilglicerol-co-acido succinico) [41] a partir do 3-

benzilglicerol [38] e do anidrido succinico [40].

A sintese do poliéster [41] foi realizada em trés etapas. Primeiramente, apos a adi¢ao de
todos os reagentes ao frasco da reacao, adicionou-se também tolueno ao sistema, a fim de
favorecer o deslocamento do equilibio reacional para a formagdo dos produtos através da
destilagdo azeotropica. A adicdao desse solvente para essa reacdo estd relacionada a perda do
mondmero [38] sob condi¢cdes de alto-vacuo, fato este observado durante as reacdes para a
sintese do poliéster [39]. Um condensador do tipo Dean-Stark foi adaptado ao sistema e a
mistura reacional foi aquecida até 140 °C, permanecendo nessas condigdes por 15 horas. Em
seguida, o solvente foi removido e submeteu-se o produto remanescente a uma temperatura de
150 °C sob alto-vacuo por até 35 horas, obtendo-se o poliéster [41] como um produto bastante

ViSCOSO.

As analises de GPC foram realizadas para as trés etapas desta reagdo. A primeira etapa,
usando condigdes azeotropicas, apresentou uma massa molecular ponderada média de 1.400
g.mol” (PDI= 1,3). Na segunda etapa, utilizando um vécuo de cerca de 100 Pa, a massa
molecular do polimero aumentou para M,,= 8.590 g.mol'1 (PDI= 2,1). Na ultima etapa, onde a
reacdo permaneceu por 15 horas a 150 °C sob um vécuo de + 9 Pa, a massa molecular do
polimero aumentou para M,= 61.000 g.mol"' (PDI= 4,1). Esse alto valor para a polidisperséo,

como ja citado anteriormente, deve ocorrer principalmente pela diferenga de reatividade entre
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as duas hidroxilas do mondémero [38]. Contudo, ¢ possivel que parte do mondmero possa ter
sido removido do meio reacional em virtude do alto-vidcuo empregado, o que levaria a
interrupcao do crescimento de algumas das cadeias do polimero. Apesar desse alto valor de
polidispersidade, o objetivo de sintetizar um polimero com alta massa molecular foi
alcangado, o que ¢ de grande interesse para a constru¢do de matrizes para engenharia de

tecidos utilizando a metodologia de electrospinning.

O espectro de RMN de 'H do poli(3-benzilglicerol-co-succinato) linear estd mostrado
na figura 65, o qual contém a atribuicdo de todos os sinais pertencentes a cadeia do polimero.
Por se tratar de uma macromolécula, ¢ preciso que seja destacada a alta resolucao de todos os
picos, uma vez que o esperado seria a aparecimento de picos alargados em razdo da
distribuicio de massas moleculares das cadeias. O espectro de RMN de '*C-APT para este

polimero encontra-se na figura 83, pagina 183.

5
4
2 1
g £ S

Figura 65. Espectro de RMN de 'H do poli(3-benzilglicerol-co-acido succinico) [41]. (300
MHz, CDCl3)
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As propriedades térmicas desse polimero foram avaliadas através de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). O termograma obtido mostrou que o polimero sintetizado
possui um comportamento amorfo, isto ¢, ndo ocorre formagao de cristalitos na amostra e,
consequentemente, ndo apresenta uma temperatura de fusdo (figura 66). A temperatura de
transicao vitrea para esse material apresentou um valor de — 2,3 °C, caracteristica que o torna
interessante para aplicacdes biomédicas, uma vez que a temperatura média do corpo humano
¢ de 37 °C. Por outro lado, por causa da sua propriedade viscosa, ndo foi possivel a sua

caracterizacdo através de ensaios mecanicos.
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Figura 66. Termograma de DSC para o poliéster [41]. (2° ciclo de aquecimento)

A fim de evitar possiveis problemas de biocompatibilidade, investigou-se a remocao do
grupo protetor benzila através de reagdes de hidrogenolise.”” Além disso, a presenca de
hidroxilas na cadeia do polimero poderia aumentar as interagdes entre a matriz sintética e as
células. Nessas reagdes, a uma solug¢do do poliéster [41] em THF foi adicionado o catalisador
de Pd suportado em carbono (10 %) em diferentes propor¢des (esquema 18). As reacodes
foram realizadas a temperatura ambiente por 24 horas, sob atmosfera de H,, ¢ a remogao do

grupo protetor foi verificada através de RMN de hidrogénio.
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Esquema 17. Reacdo de hidrogendlise do poliéster [41] na presenca de Pd/C e Ho.

A figura 67 contém os espectros de RMN de 'H para o poliéster [41] (espectro A) e dos
produtos das reacdes de hidrogendlise utilizando 20 e 30 % do catalisador de paladio
(espectros B e C, respectivamente). A utilizacdo de 20 % em massa do catalisador na reacao
resultou em uma remog¢ao quase completa do grupo benzila do polimero apos 24 horas de
reagdo, evidenciado pela reducdo na intensidade do sinal do multipleto em cerca de ¢ 7,3 ppm,
indicado pela seta no espectro B. Quando 30 % do catalisador foi empregado, observou-se
que a conversao do material de partida foi completa apdés o tempo total de reagao,
caracterizada pelo desaparecimento do multipleto referente aos hidrogénios do grupo benzila

(espectro C).

A solubilidade e o aspecto do polimero apds a reacdo também sofreu alteracdes. O
poliéster [41] era completamente soluvel em CDCIl; antes da hidrogenolise. Apds a reagdo, o
produto obtido ndo era mais soltivel nesse solvente e os espectros de RMN precisaram ser
registrados em DMSO-ds, em razdo da mudanca de polaridade do material proporcionada pela
presenca de diversas hidroxilas ao longo da cadeia. Além disso, o poliol obtido passou de um

material bastante viscoso e amarelo para um 6leo incolor.
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Figura 67. Conjunto de espectros de RMN de 'H para as reagdes de hidrogendlise do
poliéster [41]. (300 MHz, CDCl3/DMSO-ds)

Apesar de ter sido constatado a remogao do grupo protetor do poliéster [41], ocorreu o
aparecimento de alguns sinais no espectro de RMN que ndo pertencem ao polimero estudado,
os quais foram caracterizados como impurezas presentes no produto final. Porém, o grande
problema encontrado nessa reacao de hidrogenolise foi a redugao na massa molecular do
polimero apds o processo. A massa molecular ponderal média, que antes era de cerca de
61.000 g.mol™, foi reduzida para cerca de 5.600 g.mol”, com polidispersidade de 1,3. O
procedimento empregado ndo apenas removeu os grupos protetores presentes na cadeia do
polimero, como também a fragmentou. Os sinais atribuidos as impurezas nos espectros de

RMN sdo, assim, indicios dessa fragmentagdo do polimero.

A redugdo da massa molecular do poliéster [41], durante a reacdo de hidrogendlise, foi
ocasionada tanto pela remocao dos grupos benzila, quanto a clivagem de ligacdes ésteres da
cadeia principal. Contudo, a redu¢do da massa molecular em cerca de 90 % do valor inicial

ndo era esperada, uma vez que a reagdo foi realizada a pressdo atmosférica. O tempo de
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reacdo, assim como a quantidade de catalisador empregado, podem ter sido os fatores
determinantes para a alteracdo da massa molecular do polimero. Como o processo foi baseado
em um trabalho da literatura, ndo foi investigado se o tempo de 24 horas seria o mais
adequado para o procedimento empregado no presente estudo. Essas investigacdes serao
realizadas em trabalhos futuros para a otimizag¢do das condic¢des reacionais de hidrogendlise

para a obten¢ao do poliol [42].

Os resultados encontrados durante a sintese do poli(3-benzilglicerol-co-succinato) [41]
linear motivou a realizagdo de experimentos com o intuito de melhorar algumas das
caracteristicas observadas. Por tratar-se de um material ndo-sélido, tanto o poliéster [41]
quanto o poliol [42] ndo apresentam propriedades mecanicas apropriadas para serem
utilizados na constru¢do de matrizes para a engenharia de tecidos através da técnica de
eletrofiagdo. Além disso, com a baixa massa molecular obtida para o polimero [42] seria
complicado utiliza-lo também na forma de blenda com outro polimero em consequéncia de
sua baixa viscosidade. Desse modo, foram realizados alguns testes de acoplamento entre

poliéster protegido [41] com um poli(L-acido latico) (esquema 19).

H condig¢des
2 + H Icacionals

43 41

Esquema 18. Reacdo de acoplamento entre o poliéster [41] e o poli(L-acido latico) [43].
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Para essas reacdes foi sintetizado um poli(3-benzilglicerol-co-succinato) [41] com
massa molecular de M,, = 48.330 g.mol'1 (PDI = 3,5). O poli(L-acido latico) [43] utilizado foi
o mesmo preparado durante as investigacdes para a obtencdo de PLLA de alta massa
molecular, com um valor de M,, = 47.300 g.mol” (PDI = 1,7). Duas metodologias foram
empregadas para a realizacdo destas reagdes: utilizando 4cidos de Lewis como catalisadores
para promover a ligacdo entre os polimeros; e utilizando carbodiimidas como agentes de
acoplamento entre as cadeias. As condigdes reacionais utilizadas para cada um dos ensaios

estdo contidas na tabela 23, onde a designacao RA refere-se as “Reacdes de Acoplamento”.

Tabela 23. Condigdes reacionais empregadas para rea¢des de acoplamento entre o poli(3-

benzilglicerol-co-succinato) [41] e poli(L-acido latico) [43].

Agente de M,

Entrada Catalisador acoplamento Tempo (h) (g.m;l'l) M,/M,
RA01Y SnCl,.2H,0 - 24 37.200 2,2
RA02” Sc(OTo); - 24 57.200 3,5
RA03” -- DCC/DMAP 48 48.340 2,6
RA04"” -- EDC/NHS 48 47.170 2,5

a) Reagoes realizadas a 175 °C e sob alto-vacuo.
b) Reacdes realizadas a temperatura ambiente.

As duas primeiras entradas da tabela 23 referem-se as reagdes em que foram
empregados dois diferentes acidos de Lewis. Uma vez que o PLLA contém tanto uma
carboxila quanto uma fun¢do hidroxila como fungdes terminais e o poliéster [41] possui,
inevitavelmente, uma destas duas funcdes, ¢ esperado que o uso de catalisadores que
promovam a ativacdo do carbono carboxilico em um dos polimeros favorecam a reagdo de

acoplamento entre as cadeias.

Assim, os acidos de Lewis SnCl,.2H,0O e Sc(OTf); foram utilizados em reagdes de
condensacdo a alta temperatura e sob alto-vacuo (entradas RAO1 e RA02). Em razdo do fato
de que os polimeros empregados possuiam uma considerdvel massa molecular e que a
estequiometria empregada foi de 2 : 1 (PLLA : poliéster [41]), seria esperado que houvesse
um grande aumento na massa molecular do polimero em bloco sintetizado, caso a reacdo
fosse bem sucedida. Porém, os resultados apresentados na tabela 23 mostraram que
provavelmente nao ocorreu a condensagao entre os polimeros para a formacao do bloco. Por

outro lado, o fato de os polimeros terem sido submetidos a altas temperaturas e na presenca de
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catalisadores de carater acido, pode ter conduzido a hidrdlise dos mesmos durante o processo,

resultando em uma diminuicdo da massa molecular observada, mesmo ocorrendo o

acoplamento entre os polimeros.

Os resultados mostrados na tabela 23 para as entradas RA03 e RA04 referem-se a
utilizagdo de carbodiimidas para as reagdes de esterificagdo entre os polimeros. A utilizagao
desses reagentes permite o emprego de condigdes mais brandas a reacdo, evitando possiveis
fragmentacdes dos polimeros por causa da temperatura. A estequiometria usada foi a mesma
empregada para as entradas RAO1 e RA02, mas os tempos de reagdo foram aumentados para
permitir a formagdo dos estados de transicdo durante a esterificagdo. De modo semelhante ao

observado anteriormente, nao foi verificado um aumento da massa molecular para essas

amostras.

A figura 68 mostra os cromatogramas de GPC para todas as reacdes apresentadas na
tabela 23. Observa-se que, quando comparados a curva do poli(L-acido latico), ocorreu um
pequeno deslocamento para maiores volumes de retengdo, ou seja, para menores massas

moleculares.

Poliéster [41] ——PLLA
—— RAO0I —— RA02
—— RAO03 —— RA04

Intensidade do detector

T T T T T T T T T T T T T T T 1
150 17,5 20,0 22,5 250 27,5 30,0 32,5 350
Volume de retengao (mL)
Figura 68. Cromatogramas de GPC para as reagdes de acoplamento entre o PLLA [43] ¢ o

poliéster [41].
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A excegdo desse deslocamento, as curvas dos produtos sintetizados assemelham-se ao
PLLA, o que indica que em nenhum dos casos investigados houve a formagao dos polimeros
em bloco. Contudo, a andlise de SEC ndo nos permite afirmar se houve ou nio esse
acoplamento. Sabendo que a técnica de cromatografia por exclusdo de tamanho nao separa as
moléculas de acordo com suas massas moleculares, e sim através do volume hidrodinamico
do polimero em solucdo, ¢ possivel que o solvente empregado na andlise (THF) ndo tenha
permitido a completa expansdo da cadeia do polimero em bloco nesse solvente, resultando em

valores abaixo do esperado.

Visto que as andlises de GPC foram inconclusivas, os produtos das reacdes de
acoplamento da tabela 23 foram submetidos as analises de espectroscopia de RMN de
hidrogénio e de *C-APT, no intuito de procurar evidéncias da formacio de ligacdes entre os
dois polimeros. A figura 69 mostra os espectros de RMN de 'H do material de partida [41] e
dos produtos das reagdes, sendo os picos com maior intensidade em ¢ 1,6 ppm e J 5,1 ppm
atribuidos a cadeia do PLLA. Observa-se, entdo, que em todos os espectros aparecem o0s
sinais referentes a cadeia do poli(3-benzilglicerol-co-succinato) [41], indicando que esse

polimero est4 presente na amostra dos produtos.

Contudo, pode-se verificar que para a reacao RA02 os sinais referentes ao polimero [41]
possuem uma intensidade muito baixa em comparacdo aos demais, sugerindo que a reagdo
entre os dois polimeros investigados nao ocorreu. Para a reacdo RAO1, por outro lado, ¢
possivel perceber a presenga de dois multipletos em 6 0,8 ppm e J 1,25 ppm que nao
pertencem a nenhum dos polimeros, o que levaria a consideragdo de uma possivel degradacao
de uma das cadeias durante a polimerizagao. As amostras RA0O3 e RA04 apresentam todos os
sinais esperados para o polimero em bloco. Entretanto, ndo ¢ correto afirmar que houve um
acoplamento entre os polimeros, pois a presenga de sinais do poliéster [41] poderia ser apenas

em decorréncia da mistura entre os dois polimeros a partir do meio reacional.
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Figura 69. Espectros de RMN de 'H para os produtos obtidos das reagdes de acoplamento.

(300 MHz, CDCls)

Em uma ultima tentativa para verificar a formagao de uma ligagdo covalente entre o
PLLA e o poliéster [41], foram realizadas analises de RMN de "*C para os produtos obtidos.
A figura 70 mostra o espectro de RMN de *C-APT para o material isolado da reagio RA04 ¢
observa-se a presenca de todos os sinais caracteristicos para o polimero em bloco [44] (as
demais amostras possuem espectros idénticos e, portanto, ndo serdo apresentados). O
acoplamento entre as cadeias dos polimeros ¢ confirmado pela presenca de sinais de carbonila

resultante da esterificagdo entre o PLLA e o poliéster [41]. Todavia, a amplia¢ao da regiao do
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espectro da figura 70 mostra apenas os sinais designados as carbonilas do PLLA em ¢ 169,6
ppm e das carbonilas do poliéster [41] em d 171,5 e 171,8 (o espectro de RMN de *C-APT do
poliéster [41] pode ser visualizado na figura 83, pagina 183). Visto que ndo ¢ possivel
observar claramente a presenca de uma carbonila resultante da jungdo dos dois polimeros,
concluiu-se que o copolimero em bloco [44] ndo foi obtido. O que se observa no espectro de

RMN de *C-APT da figura 70 €, na verdade, uma mistura entre o PLLA e o copolimero [41].

6
12 5 7
13 H 13} OH
11
(@]
99 n
172 171 170
& (ppm)
'QW
180 170 160 150 140 13 120 110 100 90 80
5 (ppm)
2
5,6,7
12
11

Figura 70. Espectro de RMN BC-APT para o produto da reagdo RA04. (75 MHz, CDCls)

Uma vez que as reagdes de acoplamento entre o PLLA e o poliéster [41] ndo
apresentaram bons resultados, foram realizados alguns ensaios para a obtencdo de um
terpolimero utilizando os monomeros L-acido latico [21], anidrido succinico [40] e o diol [38]
(esquema 20). Essa sintese foi elaborada com a finalidade de obter um polimero que apresente

propriedades de processabilidade diferentes daquelas observadas para o poliéster [41].
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SnCl,.2H,0
+ + H >
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38h

40 21 45
38
Esquema 19. Sintese do terpolimero [45] a partir da reagdo de polimerizagao entre o L-acido

latico, anidrido succinico e o 3-benzilglicerol.

O procedimento para essa polimerizacao foi realizado em trés etapas. Primeiro, o
anidrido succinico [40] e o 3-benzilglicerol [38] foram adicionados a um baldo de fundo
redondo sob atmosfera inerte e aquecidos a 80 °C por 3 horas, na presenca de SnCl,.2H,0.
Essa etapa teve a finalidade de realizar a abertura do anel do anidrido com o diol [38], uma
vez que o anidrido succinico ¢ sensivel a presenga de dgua e ndo poderia ser adicionado ao
mesmo tempo com a solu¢do aquosa de L-acido latico. Em seguida, a solu¢do de L-acido
latico foi adicionado ao sistema e a temperatura foi elevada para 100 °C. A reacdo
permaneceu nessa temperatura ¢ sob fluxo de argonio durante 15 horas para a remog¢do do
excesso de agua contida na solugdo de acido latico. Por fim, a temperatura foi aumentada para
150 °C e uma bomba de vacuo foi acoplada ao baldo da reagdo, a qual permaneceu nessas

condig¢des por mais 20 horas.

Diferentes propor¢does de mondomeros foram empregadas e os resultados para estas
reacdes estdo contidos na tabela 24, onde RST refere-se as “Reagdes para a Sintese do
Terpolimero” [45]. Em todas as propor¢des de mondmeros empregadas verificou-se a
formac¢do de um material com coloragdo semelhante ao poliéster [41], mas apresentando uma
caracteristica mais rigida. Os terpolimeros obtidos apresentaram massas moleculares de
aproximadamente 10.000 g.mol”, com rendimentos de moderados a bons e polidispersidades

caracteristicas de polimerizagdes por etapas.
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Tabela 24. Resultados obtidos para as reagdes de obtencao do terpolimero [45].

Proporcao 1 Rendimento Composicao (%
Entrada | peign Mo (gmol™) MM, (%) (ALI:BCE:An(S))
RSTO1 1:0,5:0,5 15.000 1,7 67 15:43:42
RSTO02 1:0,6:0,6 10.840 1,8 54 20:40:40
RSTO03 1,2:0,5:0,5 15.060 1,8 71 18:38:44

a) AL = acido latico; BG = 3-benzilglicerol; AnS = anidrido succinico

A composi¢dao final de cada mondmero presente nesses polimeros, entretanto, nio
correspondeu a propor¢do inicial entre os monomeros utilizada nas reagdes. Em todos os
terpolimeros obtidos foi possivel verificar que a quantidade de L-acido latico presente na
composicao das amostras estd muito abaixo daquela empregada no inicio da reagdo. Esse
baixo teor de L-acido latico nos terpolimeros pode estar associado ao véacuo utilizado durante
o processo de polimerizagdao. Nesse estudo, as trés reagdoes foram realizadas de uma tnica vez
e utilizaram a mesma linha de alto-vacuo. No final do processo foi percebida a presenca de
um produto cristalino e incolor condensado nas jungdes entre os baldes da reagdo e a saida
para a bomba de alto-vicuo. Esse produto pode ser oligdbmeros de PLLA que foram
removidos da reacdo em virtude do vacuo empregado, o que explicaria a baixa propor¢ao de
mondmeros de L-acido latico na composi¢do dos terpolimeros. Contudo, nenhuma analise foi

realizada para determinar a composi¢ao desse subproduto.

Os produtos obtidos das reacdes da tabela 24 foram estruturalmente caracterizados por

RMN de 'H e todos os polimeros sintetizados apresentaram espectros idénticos (figura 71).
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Figura 71. Espectros de RMN de 'H para as reacdes de obtenc¢do do terpolimero [45].

As propriedades térmicas desses materiais foram verificadas por calorimetria
exploratoria diferencial, sendo observado que todos os terpolimeros possuem uma
caracteristica completamente amorfa (figura 72). Uma vez que polimeros de L-acido latico
sdo semicristalinos, o aparecimento de picos de fusdo e cristalizagdo para a amostra poderia
ser esperado. Porém, em razdo da distribui¢do aleatoria dos mondmeros na estrutura do
polimero, esses picos ndo foram observados, o que comprova que o L-acido latico reagiu com
os demais monomeros presentes no meio, ndo apenas com ele mesmo. As temperaturas de

transi¢do vitrea mostraram pequenas variacdes em consequéncia ao emprego de diferentes
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propor¢des de mondmeros, onde se destacam os baixos valores encontrados, ideais para

aplicacdes em dispositivos médicos.

Fluxo de Calor (W/g)

Exo Up

—— RSTO1
—— RSTO02
—— RSTO03

3,2°C
-0,8°C o

3,9°C
T T T T T 1
-50 50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 72. Termogramas de DSC para os terpolimeros sintetizados (referentes ao 2° ciclo de

aquecimento).

A figura 73 contém os termogramas de TGA para os perfis de degradagdo térmica dos

terpolimeros sintetizados. Todas as amostras apresentam caracteristicas idénticas para a

degradagdo térmica de poliésteres alifaticos, ou seja, uma Unica e acentuada queda na curva

dos termogramas e um teor residual muito baixo.
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Figura 73. Analise termogravimétrica para os terpolimeros da tabela 23 e para o polimero

[41].

As andlises mostraram que a sintese dos terpolimeros da tabela 24 foi bem sucedida.
Segundo dados coletados por DSC, os polimeros apresentam propriedades térmicas
interessantes para aplicagdo em engenharia de tecidos. Entretanto, outras investigacdes serdo
necessarias para aperfeicoar o procedimento de polimerizagdo, uma vez que as massas
molares obtidas para esse polimero foram baixas para a eletrofiagdo. Como o proximo passo
envolve a reagdo de hidrogendlise para a remogao dos grupos benzilicos, isso resultaria em
uma possivel queda na massa molecular, inviabilizando ainda mais a sua utilizagdo. Além
disso, muitas aplicagdes requerem polimeros com altas massas moleculares por apresentarem
melhores propriedades mecanicas. Essas propriedades ndao foram investigadas para esses

terpolimeros, em razao de suas massas moleculares.
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6. Conclusoes

A obtencgdo de poli(acido latico) de alta massa molar a partir de uma solug@o aquosa de
acido latico foi realizada em duas etapas. A primeira consistiu na sintese de um pré-polimero
de PLA de baixa massa molecular através de desidratagdo azeotrdpica em xileno, na presenca
de SnCl,.2H,0. A seguir, esse polimero foi submetido as condi¢des de polimerizagdo em
etapas em xileno anidro, utilizando peneira molecular para remover a agua resultante da
reacdo de policondensacdo. O polimero foi sintetizado com uma massa molecular ponderal

média de cerca de 80.000 g.mol”" em 48 h.

A partir de solugdes contendo misturas entre um poli(D,L-4cido latico) (PDLLA) de alta
massa molecular e um poli(L-acido latico) (PLLA) de baixa massa molecular foi possivel a
obtencao de matrizes de microfibras através da técnica de eletrofiagdo. As solucdes utilizadas
apresentaram viscosidades entre 110 e 170 cP. As matrizes de microfibras obtidas nao
apresentaram imperfeicdes em sua estrutura, de acordo com as andlises de microscopia
eletronica de varredura. Além disso, filmes dessas blendas foram obtidos a partir da

evaporagao do solvente da solucio.

A caracteristica hidrofobica das matrizes de microfibras, contudo, ndo foi alterada
quando maiores propor¢des de PLLA foram adicionadas a mistura. A degradacdo das
matrizes de microfibras e dos filmes de PDLLA/PLLA apresentaram perfis semelhantes e
foram mais rapidas quanto maior a quantidade de PLLA adicionado a blenda. As anélises
térmicas das matrizes de microfibras mostraram um comportamento amorfo a temperatura

ambiente, enquanto que os filmes sdo semicristalinos.

A adicdo de um PLLA de baixa massa molecular a um PDLLA de alta massa molecular
ndo diminuiu o alongamento méximo obtido para as matrizes de microfibras em ensaios de
tensdo x deformacdo, mas alterou significativamente a resisténcia a deformacdo dessas
amostras. Entretanto, a adicdo do PLLA nos filmes proporcionou tanto um aumento da
resisténcia a deformagdo quanto um aumento na tensdo maxima de ruptura durante os ensaios

mecanicos.

O primeiro poliéster funcionalizado deste trabalho foi obtido a partir dos mondmeros L-
acido latico e L-acido malico. As reagdes empregando um oligomero de poli(L-acido latico)

com o DL-acido malico resultaram na obten¢do de copolimeros contendo um baixo teor de
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acido malico incorporado ao polimero. Quando a quantidade de 4cido malico incorporado foi

de 7 % em mol ou maior, o copolimero tornou-se amorfo.

A utiliza¢do de uma solugdo aquosa de L-acido latico e do L-acido malico na presenca
do catalisador de triflato de escandio (III) permitiu a obten¢do de um copolimero com massa
molecular ponderal média de 6.700 g.mol™”. Além disso, as analises de RMN de 'H mostraram
uma incorporagdo de 18 % em mol de acido malico a cadeia do polimero. A principal
caracteristica desse copolimero ¢ a presenca de diversos grupos carboxila em sua estrutura,

tornando-o interessante para a funcionalizagdo de matrizes para regeneragao de tecidos.

O poli(L-acido latico-co-L-acido malico) (PLLALMA) foi empregado na produgao de
matrizes através da técnica de electrospinning para posterior utilizagdo como substitutos
biologicos. Em razao de sua baixa massa molecular, esse copolimero foi utilizado na forma de
blenda com um poli(D,L-4cido latico) de alta massa molecular em uma quantidade de até 30
% em massa. As matrizes de fibras contendo este copolimero apresentaram didmetros médios
inferiores a um micrometro e sem a presenga de imperfei¢cdes, como resultado da baixa
viscosidade das solucdes em razdo da presenca do poli(L-4acido latico-co-L-4cido malico).

Para estabelecer comparagdes, filmes contendo esse copolimero também foram preparados.

Os ensaios de angulo de contato mostraram que as matrizes de nanofibras tornaram-se
completamente hidrofilicas quando quantidades superiores a 10 % de PLLALMA [26] foram
utilizadas na composi¢ao da blenda, mas nenhuma diferenca foi observada para os filmes. A
degradacao hidrolitica para as amostras de matrizes de nanofibras e dos filmes contendo o
PLLALMA mostrou uma queda na massa molecular ponderal média do PDLLA de cerca de
50 % em 18 dias, em comparacdo com uma reducdo de apenas 10 % para as amostras
contendo apenas o PDLLA, nesse mesmo periodo.

As andlises térmicas das nanofibras contendo o poli(L-acido latico-co-L-acido maélico)
mostraram que ao aumentar a quantidade de PLLALMA na mistura, as matrizes de nanofibras
apresentam-se em um estado semicristalino, diferentemente do encontrado para as microfibras
de blendas de PDLLA/PLLA. Os experimentos de tensdo x deformag¢do mostraram que a
adicdo do PLLALMA [26] atuou como um plastificante para os filmes contendo este
copolimero e quanto maior a sua adi¢do, menor a tensdo de ruptura e menor a resisténcia a
deformacao. A adicdo deste copolimero as nanofibras resultou em uma diminuicdo da

resisténcia a deformagao e baixas elongagdes.
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Os ensaios de adesdo para as matrizes de nanofibras contendo 30 % de PLLALMA
adicionado a blenda mostraram que ndo houve diferenca estatistica entre essa matriz e o
grupo controle. Contudo, os experimentos de viabilidade celular indicaram que ndo houve
uma expansao celular nas matrizes de nanofibras contendo o PLLALMA.

A partir do substrato solketal [27] foi possivel sintetizar trés mondmeros derivados do
glicerol. Contudo, os mondmeros tosilato de glicerila [29] e 3-azidopropanodiol [35]
mostraram-se termicamente instaveis para serem utilizados em polimerizagdes com diacidos
carboxilicos e anidridos. Por outro lado, a reagdo entre o 3-benzilglicerol [38] e o anidrido
succinico [40] permitiu a obten¢ao do copolimero linear poli(3-benzilglicerol-co-succinato)
[41], com uma massa molecular de cerca de 60.000 g.mol™ e temperatura de transico vitrea
em — 2,3 °C. A alta massa molecular obtida, assim como sua baixa 7, torna-o um excelente
candidato para a fabricagdo de scaffolds para engenharia de tecidos através da técnica de
eletrofiacao.

Entretanto, a tentativa de remocao dos grupos protetores benzila através de reagdao de
hidrogenolise resultou em uma grande redug¢@o na massa molecular do polimero. No intuito de
melhorar as propriedades desse polimero realizou-se algumas tentativas de acoplamento desse
copolimero com um poli(L-acido latico). Todavia, as analises realizadas ndo comprovaram o

estabelecimento de ligagdes entre esses polimeros.

A reagdo entre L-acido latico, 3-benzilglicerol e dacido succinico em diferentes
proporgdes resultou na obtencdo de terpolimeros com baixas massas moleculares e

temperaturas de transi¢do vitrea entre -1 e 4 °C.

165



7. Referéncias

A

e

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

Langer, R.; Vacanti, J. P.; Science 1993, 260, 920.

Lee, K. Y.; Mooney, D. J.; Chemical Reviews 2000, 101, 1869.

Putnam, A. J.; Mooney, D. J.; Nat. Med. 1996, 2, 824.

Marler, J. F.; Upton, J.; Langer, R.; Vacanti, J. P.; Adv. Drug Deliv. Rev. 1998, 33,
165.

Herman, A. R.; J. Drugs Dermatol. 2002, 1, 298.

Walter, C. J.; Laryngol. Otol. 1988, 102, 1079.

Bennett, R. G.; Cutaneous surgery: history and development. Fundamentals of
cutaneous surgery; St Louis: Mosby; 1988, p 3.

Ang, G. C.; Clin. Demartol. 2005, 23, 320.

Berthiaume, F.; Maguire, T. J.; Yarmush, M. L.; Annu. Rev. Chem. Biomol. Eng.
2011, 2, 403.

Merrill, J. P.; Murray, J. E.; Harrison, J. H.; Guild, W. R.; J. Amer. Med. Assoc. 1984,
251, 2566.

Hilfiker, A.; Kasper, C.; Hass, R.; Haverich, A.; Langenbecks Arch. Surg. 2011, 396,
489.

Wang, S.; Cui, W.; Bei, J.; Anal. Bioanal. Chem. 2005, 381, 547.

Nerem, R. M.; Tissue Eng. 2006, 12, 1143.

Chen, G.; Ushida, T.; Tateishi, T.; Macromol. Biosci. 2002, 2, 67.

Lanza, R.; Langer, R.; Vacanti, J.; Principles of Tissue Engineering; Elsevier: San
Diego; 2007; p 135-248.

van Blitterswijk, C.; Thomsen, P.; Lindahl, A.; Hubbell, J.; Williams, D.; Cancedda,
R.; de Bruijn, J.; Sohier, J.; Tissue Engineering; Elsevier: San Diego; 2008; p. 308-
3009.

Fonte: http://nextbigfuture.com/2011/01/nanotechnology-strategies-for-tissue.html
Groeber, F.; Holeiter, M.; Hampel, M.; Hinderer, S.; Schenke-Layland, K.; Adv. Drug
Deliv. Rev. 2011, 128, 352.

Howard, D.; Buttery, L. D.; Shakesheff, K. M.; Roberts, S. J.; J. 4Anat. 2008, 213, 66.
Cho, C. H.; Parashurama, N.; Park, E. Y. H.; Suganuma, K.; Nahmias, Y.; Park, J.;
Tilles, A. W.; Berthiaume, F.; Yarmush, M. L.; FASEB J. 2008, 22, 898.

166



21.

22.
23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.
32.

33.
34.
35.
36.

37.
38.
39.
40.

41.
42.

Abousleiman, R. L.; Reyes, Y.; McFetridge, P.; Sikavitsas, V.; Artif. Organs 2008, 32,
735.

Takahashi, K.; Yamanaka, S.; Cell 2006, 126, 663.

Pittenger, M. F.; Mackay, A. M.; Beck, S. C.; Jaiswal, R. K.; Douglas, R.; Mosca, J.
D.; Moorman, M. A.; Simonetti, D. W.; Craig, S.; Marshak, D. R.; Science 1999, 284,
143.

Hutmacher, D. W.; Biomaterials 2000, 21, 2529.

Park, H.; Temenoff, J. S.; Tabata, Y.; Caplan, A. L.; Mikos, A. G.; Biomaterials 2007,
28,3217.

Rezwan, K.; Chen, Q. Z.; Blaker, J. J.; Boccaccini, A. R.; Biomaterials 2006, 27,
3413.

Lawrence, B. D.; Marchant, J. K.; Pindrus, M. A.; Omenetto, F. G.; Kaplan, D. L.;
Biomaterials 2009, 30, 1299.

Rafat, M.; Li, F.; Fagerholm, P.; Lagali, N. S.;Watsky, M. A.; Munger, R.; Matsuura,
T.; Griffith, M.; Biomaterials 2008, 29, 3960.

Fiegel, H. C.; Kaufmann. P. M.; Bruns, H.; Kluth, D.; Horch, R. E.; Vacanti, J. P.;
Kneser, U. J.; Cell. Mol. Med. 2008, 12, 56.

Rastogi, A.; Nissenson, A. R.; Clin. J. Am. Soc. Nephrol. 2009, 4, S132.
Hammerman, M. R.; Kidney Int. 2003, 63, 1195.

Shimizu, T.; Yamato, M.; Isoi, Y.; Akutsu, T.; Setomaru, T.; Abe, K.; Kikuchi, A.;
Umezu, M.; Okano, T.; Circ. Res. 2002, 90, E40.

Sacks, M. S.; Schoen, F. J.; Mayer, J. E. Jr.; Annu. Rev. Biomed. Eng. 2009, 11, 289.
Schmidt, C. E.; Leach, J. B.; Annu. Rev. Biomed. Eng. 2003, 5, 293.

Yang, F.; Murugan, R.; Wang, S.; Ramakrishna, S.; Biomaterials 2005, 26, 2603.
Ma, L.; Gao, C.; Mao, Z.; Zhou, J.; Shen, J.; Hu, X.; Han, C.; Biomaterials 2003, 24,
4833.

Bottcher-Haberzeth, S.; Biedermann, T.; Reichmann, E.; Burns 2010, 36, 450.

Liu, Y.; Ma, L.; Gao, C.; Mater.Sci. Eng. C 2012, 32, 2361.

MacNeil, S.; Nature 2007, 445, 874.

Horch, R. E.; Kopp, J.; Kneser, U.; Beier, J.; Bach, A. D.; J. Cell. Mol. Med. 2005, 9,
592.

Metcalfe, A. D.; Ferguson, M. W.J.; J. R. Soc. Interface 2007, 4, 413.

Liu, H.; Mao, J.; Yao, K.; Yang, G.; Cui, L.; Cao, Y. J.; Biomater. Sci. Polymer Edn.
2004, 75, 25.

167



43.
44,

45.
46.

47.
48.

49.
50.
51.
52.

53.

54.

55.
56.

57.
58.
59.
60.

61.

62.

63.

64.
65.

Wade, R. J.; Burdick, J. A.; Mater. Today 2012, 15, 454.

Bacéakova, L.; Filova, E.; Rypacek, F.; Svor¢ik, V.; Stary, V.; Physiol. Res. 2004, 53,
S35.

Lutolf, M. P.; Hubbell, J. A.; Nat. Biotechnol. 2005, 23, 47.

Michaelis, S.; Robelek, R.; Wegener, J.; Adv. Biochem. Engin./Biotechnol. 2012, 126,
33.

Roach, P.; Farrar, D.; Perry, C. C.; J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 8168.

Helmus, M. N.; Tweden, K.; Encyclopedic Handbook of Biomaterials and
Bioengineering, Part A; Basel: New York; 1995, p27.

Nair, L. S.; Laurencin, C. T.; Prog. Polym. Sci. 2007, 32, 762.

Vacanti, C. A.; Tissue Eng. 2006, 12, 1137.

Ulery, B. D.; Nair, L. S.; Laurencin, C. T.; J. Polym. Sci. Pol. Phys. 2011, 49, 832.
Payne, R. G.; Yaszemski, M. J.; Yasko, A. W.; Mikos, A.G.; Biomaterials 2002, 23,
4359.

Awad, H. A.; Wickham, M. Q.; Leddy, H. A.; Gimble, J. M.; Guilak, F.; Biomaterials
2004, 25, 3211.

Risbud, M.; Endres, M.; Ringe, J.; Bhonde, R.; Sittinger, M.; J. Biomed. Mater. Res.
2001, 56, 120.

Shimizu, T.; Yamato, M.; Kikuchi, A.; Okano, T.; Biomaterials 2003, 24, 2309.

de la Puente, P.; Ludena, D.; Fernandez, A.; Aranda, J. L.; Varela, G.; Iglesias, J.; J.
Biomed. Mater. Res. A 2011, 994, 648.

Acharya, C.; Hinz, B.; Kundu, S. C.; Biomaterials 2008, 29, 4665.

Bhardwaj, N.; Kundu, S. C.; Carbohyd. Polym. 2011, 85, 325.

Vepari, C.; Kaplan, D. L.; Prog. Polym. Sci. 2007, 32, 991.

Monzack, E. L.; Rodriguez, K. J.; McCoy, C. M.; Gu, S.; Masters, K. S.; Natural
Materials in Tissue Engineering Applications. Biomaterials for Tissue Engineering
Applications; Springer-Verlag:Wien; 2011, p 209.

Gunatillake, P. A.; Adhikari, R.; Eur. Cells Mater. 2003, 5, 1.

Boudriot, U.; Goetz, B.; Dersch, R.; Greiner, A.; Wendorftf, J. H.; Macromol. Sy.
2005, 225, 9.

Jiang, X.; Li, J.; Ding, M.; Tan, H.; Ling, Q.; Zhong, Y.; Fu, Q.; Eur. Polym. J. 2007,
43, 1838.

Vasita, R.; Mani, G.; Agrawal, C. M.; Katti, D. S.; Polymer 2010, 51, 3706.

Ma, A.; Mao, A.; Gao, C.; Colloid Surface B 2007, 60, 137.

168



66. Chen, H.; Yuan, L.; Song, W.; Wu, Z.; Li, D.; Prog. Polym. Sci. 2008, 33, 1059.

67. Peng, H.; Xiao, Y.; Mao, X.; Dhen, L.; Crawford, R.; Whittaker, A. K.;
Biomacromolecules 2009, 10, 95.

68. Sokolsky-Papkov, M.; Agashi, K.; Olaye, A.; Shakesheff, K.; Domb, A. J.; Adv. Drug
Deliv. Rev. 2007, 59, 187.

69. Datta, R.; Henry, M.; J. Chem. Technol. Biotechnol. 2006, 81, 1119.

70. Auras, R. A.; Harte, B.; Selke, S.; Hernandez, R.; J. Plast. Film Sheet. 2003, 19, 123.

71. Anderson, K. A.; Schreck, K. M.; Hillmyer, A. M. A.; Polymer Reviews 2008, 48, 85.

72. Fukushima, K.; Kimura, Y.; J. Polym. Sci. Pol. Chem. 2008, 46, 3714.

73. Kamber, N. E.; Jeong, W.; Waymouth, R. M.; Chem. Rev. 2007, 107, 5813.

74. Garlotta, D.; J. Polym. Environ. 2002, 9, 63.

75. Stille, J. K.; J. Chem. Edu. 1981, 58, 862.

76. Odian, G.; Principles of Polymerization; John Wiley & Sons: Hoboken; 2004, p 41.

77. Maharana, T.; Mohanty, B.; Negi, Y. S.; Prog. Polym. Sci. 2009, 34, 99.

78. Ajioka, M.; Suizu, H.; Higuchi, C.; Kashima, T.; Polym. Degrad. Stabil. 1998, 59,
137.

79. Proikakis, C. S.; Tarantili, P. A.; Andreopoulos, A. G.; J. Elastom. Plast. 2002, 34, 49.

80. Takasu, A.; Narukawa, Y.; Hirabayashi, T.; J. Polym. Sci. Pol. Chem. 2006, 44, 5247.

81. Ajioka, M.; Enomoto, K.; Suzuki, K.; Yamaguchi, A.; Bull. Chem. Soc. Jpn. 1995, 68,
2125.

82. Ajioka, M.; Enomoto, K.; Suzuki, K.; J. Environ. Polym. Deg. 1995, 3, 225.

83. Ajioka, M.; Enomoto, K.; Yamaguchi, A.; US Patent N° 5310865, 1994.

84. Bos, H.; Meesters, K.; Conijn, S.; Corré, W.; Patel, M.; Sustainability aspects of
biobased applications: Comparison of different crops and products from the sugar
platform; Wageningen UR Food & Biobased Research; Report 1166, 2010.

85. Kim, K. W.; Woo, S. I.; Macromol. Chem. Phys. 2002, 203, 2245.

86. Zhao, Y.; Wang, Z.; Wang, J.; Mai, H.; Yan, B.; Yang, F.; J. Appl. Polym. Sci. 2004,
91,2143,

87. Chen, G. —X.; Kim, H. —S.; Kim, E. -S.; Yoon, J. -S.; Eur. Polym. J. 2006, 42, 468.

88. Moon, S. I; Lee, C. W.; Miyamoto, M.; Kimura, Y.; J. Polym. Sci. Pol. Chem. 2000,
38, 1673.

89. Moon, S. I.; Kimura, Y.; Polym. Int. 2003, 52, 299.

90. Achmad, F.; Yamane, K.; Quan, S.; Kokugan, T.; Chem. Eng. J. 2009, 151, 342.

91. Williams, C. K.; Chem. Soc. Rev. 2007, 36, 1573.

169



92. Kim, H.; Olsson, J. V.; Hedrick, J. L.; Waymouth, R. M.; ACS Macro Lett. 2012, 1,
845.

93. You, Z.; Wang, Y.; Adv. Funct. Mater. 2012, 22, 2812.

94. Wang, L.; Jia, X.; Yuan, Z.; Polymer 2006, 47, 6978.

95. Seyednejad, H.; Ghassemi, A. H.; van Nostrum, C. F.; Vermonden, T.; Hennink, W.
E.; J. Control. Release 2011, 152, 168.

96. He, B.; Bei, J.; Wang, S.; Polymer 2003, 44, 989.

97. He, B.; Wan, Y.; Bei, J.; Wang, S.; Biomaterials 2004, 25, 5239.

98. Seyednejad, H,; Vermonden, R.; Fedorovich, N. E.; van Eijk, R.; van Steenbergen, M.
J.; Dhert, W. J. A.; van Nostrum, C. F.; Hennink, W. E.; Biomacromolecules 2009, 10,
3048.

99. Seyednejad, H.; Ji, W.; Schuurman, W.; Dhert, W. J. A.; Malda, J.; Yang, F.; Jansen,
J. A.; van Nostrum, C.; Vermonden, T.; Henninkm W. E.; Macromol. Biosci. 2011,
11,1684,

100. Leemhuis, M.; van Nostrum, C. F.; Kruijtzer, J. A. W.; Zhong, Z. Y ; ten Breteler, M.
R.; Dijkstra, P. J.; Feijen, J.; Hennink, W. E.; Macromolecules 2006, 39, 3500.

101. Yang, J.; Webb, A. R.; Ameer, G. A.; Adv. Mater. 2004, 16, 511.

102. Yao, F.; Bai, Y.; Zhou, Y.; Liu, C.; Wang, H.; Yao, K.; J. Polym. Sci. Pol. Chem.
2003, 41, 2073.

103. Wang, Y.; Ameer, G. A.; Sheppard, B. J.; Langer, R.; Nat. Biotechnol. 2002, 20, 602.

104. Rai, R.; Tallawi, M.; Grigore, A.; Boccaccini, A. R.; Prog. Polym. Sci. 2012, 37,
1051.

105. Kolitz, M.; Cohen-Arazi, N.; Hagag, 1.; Katzhendler, J.; Domb, A. J.;
Macromolecules 2009, 42, 4520.

106. Park, H. —S.; Gong, M. -S.; Knowles, J. C.; J. Biomater. Appl. 2012, 27, 99.

107. Tan, L.; Maji, S.; Mattheis, C.; Zheng, M.; Chen, Y.; Caballero-Diaz, E.; Gil, P. R;
Parak, W. J.; Greiner, A.; Agarwal, S.; Macromol. Biosci. 2012, 12, 1068.

108. Li, Y.; Thouas, G. A.; Chen, Q. —Z.; RSC Advances 2012, 2, 8229.

109. Bettinger, C. J.; Macromol. Biosci. 2011, 11, 467.

110. van Aalst, J. A.; Reed, C. R.; Han, L.; Andrade, T.; Hromadka, M.; Bernacki, S.;
Kolappa, K.; Collins, J. B.; Loboa, E. G.; Ann. Plas. Surg. 2008, 60, 577.

111. Greiner, A.; Wendorff, J. H.; Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 5670.

112. Dahlin, R. L.; Kasper, F. K.; Mikos, A. G.; Tissue Eng. Pt. B-Rev. 2011, 17, 349.

113. Bhardwaj, N.; Kundu, S. B.; Biotechnol. Adv. 2010, 28, 325.

170



114. Huang, Z. —-M.; Zhang, Y. —Z.; Kotaki, M.; Ramakrishna, S.; Compos. Sci. Technol.
2003, 63, 2223.

115. Agarwal, S.; Wendorff, J. H.; Greiner, A.; Adv. Mater. 2009, 21, 3343.

116. Blackwood, K. A.; McKean, R.; Canton, I.; Freeman, C. O.; Franklin, K. L.; Cole, D.;
Brook, I.; Farthing, P.; Rimmer, S.; Haycock, J.W.; Ryan, A. L.; MacNeil, S.;
Biomaterials 2008, 29, 3091.

117. Fong, H.; Chun, L.; Reneker, D. H.; Polymer 1999, 40, 4585.

118. Tan, S. —H.; Inai, R.; Kotaki, M.; Ramakrishna, S.; Polymer 2005, 46, 6128.

119. Gupta, P.; Elkins, C.; Long, T. E.; Wilkes, G. L.; Polymer 2005, 46, 4799.

120. McKee, M. G.; Wilkes, G. L.; Colby, R. H.; Long, T. E.; Macromolecules 2004, 37,
1760.

121. Deitzel, J. M.; Kleinmeyer, J.; Harris, D.; Tan, N. C. B.; Polymer 2001, 42, 261.

122. Jun, Z.; Hou, H.; Schaper, A.; Wendorff, J. H.; Greiner, A.; e-Polym. 2003, 9, 1.

123. Kim, K. —H.; Jeong, L.; Park, H. —N.; Shin, S. -Y.; Park, W. —H.; Lee, S. —C.; Kim, T.
—L; Park, Y. -J.; Seol, Y. -J.; Lee, Y. -M.; Ku, Y.; Rhyu, I. -C.; Han, S. —-B.; Chung, C.
—P.; J. Biotechnol. 2005, 120, 327.

124. Huang, L.; Nagapudi, K.; Apkarian, R. P.; Chaikof, E. L.; J. Biomater. Sci. Polym.
Ed. 2001, 12, 979.

125. Lee, J. S.; Choi, D. H.; Ghim, H. D.; Kim, S. S.; Chun, D. H.; Kim, H. Y.; Lyoo, W.
S.; J. Appl. Polym. Sci. 2004, 93, 1638.

126. Jarusuwannapoom, T.; Hongrojjanawiwat, W.; Jitjaicham, W.; Wannatong, L.;
Nithitanakul, M.; Pattamaprom, C.; Koombhongse, P.; Rangkupan, R.; Supaphol, P.;
Eur. Polym. J. 2005, 41, 409.

127. Wang, Y. —X.; Robertson, J. L.; Spillman Jr., W. B.; Claus, R. O.; Pharm. Res. 2004,
21, 1362.

128. Tian, H.; Tang, Z.; Zhuang, X.; Chen, X.; Jing, X.; Prog. Polym. Sci. 2012, 37, 237.

129. Yang, J.; Wan, Y.; Tu, C.; Cai, Q.; Bei, J.; Wang, S.; Polym. Int. 2003, 52, 1892.

130. Park, G. E.; Pattison, M. A.; Park, K.; Webster, T. J.; Biomaterials 2005, 26, 3075.

131. Drevelle, O.; Bergeron, E.; Senta, H.; Lauzon, M. —A.; Roux, S.; Grenier, G.;
Faucheux, N.; Biomaterials 2010, 31, 6468.

132. Jung, H. J.; Park, K.; Kim, J. —J.; Lee, J. H.; Han, K. —O.; Han, D. K.; Artif. Organs
2008, 32, 981.

133. Zhu, Y. B.;Gao, C. Y.; Liu, X. Y.;Shen, J. C.; Biomacromolecules 2002, 3, 1312.

171



134. Buckley, C.T.; O’Kelly, K.U.; Topics in Bio-Mechanical Engineering: Regular
Scaffold Fabrication Techniques For Investigations In Tissue Engineering; TCBE &
NCBES: Ireland; 2004, p 147.

135. Jacobs, T.; Morent, R.; De Geyter, N.; Dubruel, P.; Leys, C.; Plasma Chem. Plasma
P. 2012, 32, 1039.

136. Chu, P. K.; Chen, J. Y.; Wang, L. P.; Huang, N.; Mat. Sci. Eng. R 2002, 36, 143.

137. Chen, J-. P.; Su, C-. H.; Acta Biomater. 2011, 7, 234.

138. Bodas, D.; Khan-Malek, C.; Sensor Actuat. B-Chem. 2007, 123, 368.

139. Gunn, J.; Zhang, M.; Trends Biotechnol. 2010, 28, 189.

140. Wan, Y.; Wu, H.; Cao, X.; Dalai, S.; Polymer Degradation and Stability 2008, 93,
1736.

141. Ghosh, S.; Viana, J. C.; Reis, R. L.; Mano, J. F.; Mater. Sci. Eng. C 2008, 28, 80.

142. Zhang, Y.; Ouyang, H.; Lim, C. T.; Ramakrishna, S.; Huang, Z. -M.; J. Biomed.
Mater. Res. B 2005, 72B, 156.

143. Deng, C.; Tian, H.; Zhang, P.; Sun, J.; Chen, X.; Jing, X.; Biomacromolecules 20060,
7, 590.

144. Pavia, F. C.; La Carrubba, V.; Palumbo, F.; Giammona, G.; Brucato, V.; 14th
International Conference On Material Forming Esaform 2011, 1353, 809.

145. Taddei, P.; Monti, P.; Simoni, R.; J. Mater. Sci. Mater. M. 2002, 13, 469.

146. ASTM International F1635-11: Standard Test Method for in vitro Degradation
Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for
Surgical Implants, 2011.

147. Bernardi, L.; Luisi, S. B.; Fernandes, R.; Dalberto, T. P.; Valentim, L.; Chies, J. A.
B.; Fossati, A. S. M.; Pranke, P.; J. Endodont. 2011, 37, 973.

148. Davis, M. E.; Lobo, R. F.; Chem. Mater. 1992,4,156.

149. Graziano, G.; J. Chem. Soc., Faraday Trans. 1998, 94, 3345.

150. Hiltunen, K.; Seppild, J. V.; Harkonen, M.; Macromolecules 1997, 30, 373.

151. Moon, S. L.; Lee, C. W.; Miyamoto, M.; Kimura, 1. Y.; J. Polym. Sci. A1 2000, 38,
1673.

152. Buck, C. A.; Ann. Rev. Cell Biol. 1987, 3, 179.

153. Kim, J. -E.; Noh, K. —T.; Yu, H. -S.; Lee, H. —Y.; Jang, J. —H.; Kim, H. -W.; Adv.
Eng. Mat. 2010, 12, B94.

154. Rasal, R. M.; Janorkar, A. V.; Hirt, D. E.; Prog. Polym. Sci. 2010, 35, 338.

172



155. Atthoft, B.; Hilborn, J.; J. Biomed. Mater. Res. Part B: Appl. Biomater. 2007, 80B,
121.

156. Martin, O.; Avérous, L.; Polymer 2001, 42, 6209.

157. Zvuo, W.; Zhu, M.; Yang, W.; Yu, H.; Chen, Y.; Zhang, Y.; Polym. Eng. Sci. 20085, 45,
704.

158. Liu, X.; Huang, C.; Feng, Y.; Liang, J.; Fan, Y.; Gu, Z.; Zhang, X.; J. Biomat. Sci.-
Polym. E. 2010, 21, 963.

159. Ma, Z.; Chen, F.; Zhu, Y. —-J.; Cui, T.; Liu, X. =Y .; J. Colloid Interf. Sci. 2011, 359,
371.

160. Areias, A. C.; Ribeiro, C.; Sencadas, V.; Garcia-Giralt, N.; Diez-Perez, A.; Ribelles J.
L. G.; Lanceros-Méndez, S.; Soft Matter 2012, 8, 5818.

161. Park, A.; Cima, L. G.; J. Biomed. Mater. Res. 1996, 31, 117.

162. Meaurio, E.; Zuza, E.; Lopez-Rodriguez, N.; Sarasua, J. R.; J. Phys. Chem. B 2006,
110, 5790.

163. Wang, C.; Chien, H. -S.; Yan, K. -W.; Hung, C. —-L.; Hung, K. —L.; Tsai, S. -J.;
Jhang, H. —J.; Polymer 2009, 50, 6100.

164. Hoogsteen, W.; Postema, A. R.; Pennings, A. J.; ten Brinke, G.; Zugenmaier, P.;
Macromolecules 1990, 23, 634.

165. Dersch, R.; Liu, T.; Schaper, A. K.; Greiner, A.; Wendorff, J. H.; J. Polym. Sci. A1,
2003, 41, 545.

166. Solarski, S.; Ferreira, M.; Devaux, E.; Polymer 2005, 46, 11187.

167. Zuza, E.; Ugartemendia, J. M.; Lopez, A.; Meaurio, E.; Lejardi, A.; Sarasua, J. R.;
Polymer 2008, 49, 4427.

168. Lloyd, D. A.; Mickel, R. E.; Kritzinger, N. A.; Bums 1989, 15, 125.

169. Max, J. -J.; Chapados, C.; J. Phys. Chem. A 2002, 106, 6452.

170. Lai, K. —L.; He, B.; Gu, Z. -W.; Chinese J. Polym. Sci. 2008, 26, 177.

171. Codari, F.; Moscatelli, D.; Storti, G.; Morbidelli, M.; Macromol. Mater. Eng. 2010,
295, 58.

172. Lim, L. —T.; Auras, R.; Rubino, M.; Prog. Polym. Sci. 2008, 33, 820.

173. Yang, X.; Xu, Q.; Yan, N.; Sui. G.; Cai, Q.; Deng, X.; Polym. Adv. Technol. 2011, 22,
2222.

174. Ma, M.; Mao, Y.; Gupta, M.; Gleason, K. K.; Rutledge, G. C; Macromolecules 2005,
38,9742.

173



175. Pavia, D. L.; Lampman, G. M.; Kriz, G. S.; Vyvyan, J. R.; Introduction to
Spectroscopy, 4™ Ed.; Brooks/Cole : Belmont, 2009.

176. Pamuta, E.; Blazewicz, M.; Paluszkiewicz, C.; Dobrzynski, P.; J. Mol. Struct. 2001,
596, 69.

177. Byun, Y.; Whiteside, S.; Thomas, R.; Dharman, M.; Hughes, J.; Kim, Y. T.; J. Appl.
Polym. Sci. 2012, 124, 3577.

178. Gao, Y.; Kong, L.; Zhang, L.; Gong, Y.; Chen, G.; Zhao, N.; Zhang, X.; Eur. Polym.
J. 2006, 42, 764.

179. Focarete, M. L.; Scandola, M.; Dobrzynski, P.; Kowalczuk, M.; Macromolecules
2002, 35, 8472.

180. Ma, Z.; Mao, Z.; Gao, C.; Colloids Surface B 2007, 60, 137.

181. Behr, A.; Eilting, J.; Irawadi, K,; Leschinski, J.; Lindner, F.; Green Chem. 2008, 10,
13.

182. Arruda, P. V.; Rodrigues, R. C. L. B.; de Felipe, M. G. A.; Revista Analytica 2006/
2007, 26, 56.

183. Wu, W.; Li, R.; Malladi, S. S.; Warshakoon, H. J.; Kimbrell, M. R.; Amolins, M. W_;
Ukani, R.; Datta, A.; David, S. A.; J. Med. Chem. 2010, 53, 3198.

184. Zarbin, P. H. G.; Arrigoni, E. B.; Reckziegel, A.; Moreira, J. A.; Baraldi, P. T.;
Vieira, P. C.; J. Chem. Ecol. 2003, 29, 377.

185. Deshpande, S. S.; Handbook of Food Toxicology; Marcel Dekker: New York, 2002.

186. Final Report on the Safety Assessment of Maleic Acid; Int. J. Toxicol. 2007, 26, 125.

187. Grinstaff, M.W.; Chem. Eur. J. 2002, 8, 2839.

188. Carnahan, M. A.; Grinstaff, M. W.; Macromolecules 2001, 34, 7648.

189. Cheng, K.-K.; Zhao, X.-B.; Zeng, J.; Zhang, J.-A.; Biofuels, Bioprod. Bioref. 2012, 6,
302.

190. Delhomme, C.; Weuster-Botza, D.; Kiihn, F. E.; Green Chem. 2009, 11, 13.

174



8. ANEXO 1

ESPECTROS DE RMN DE 'H E DE BC
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