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RESUMO

O desenvolvimento de biomateriais com caracteristicas necessarias para auxiliar na recuperacao
de tecidos danificados por acidente ou doenga € um dos maiores desafios no meio cientifico
que envolve as areas da medicina e da engenharia. Esses biomateriais podem ser aplicados na
engenharia de tecidos como suporte poroso (scaffolds) que se assemelham a matriz extracelular,
funcionando como uma estrutura temporaria para a proliferacdo de células e reconstrucao de
novos 6rgdos e tecidos. Visando avaliar o potencial uso de suportes porosos como biomaterial,
este trabalho propde o desenvolvimento e caracterizacdo de suportes porosos de poliuretano
(PU), poli(acido latico) (PDLLA) e poliuretano/poli(acido lactico) (PU/PDLLA) produzidos
por fluido supercritico pela técnica de formacéo de espuma por gas (gas foaming). Os polimeros
puros e a mistura foram caracterizados, na forma de filmes, por cromatografia de permeacao de
gel (GPC), anélise reoldgica, termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) e microscopia eletronica de varredura com emissdao de campo (MEV-FEG). Apoés a
expansdo, na forma de suportes porosos, as amostras foram caracterizadas por MEV-FEG,
tamanho de poros, densidade, propriedades mecanicas e testes in vitro de citotoxicidade e
adesdo celular com 1, 4 e 6 dias de exposicdo. Na caracterizacdo dos filmes, a amostra
PU/PDLLA apresentou caracteristicas intermediarias aos polimeros puros, evidenciando o
comportamento dos dois polimeros na amostra, sem separacdo de fases na micrografia por
MEV-FEG e distribuicdo bimodal de massa molar por GPC. Os suportes porosos apresentaram
interconectividade e tamanho de poros de 141 um + 108 pm para 0 PU e 52 um £ 32 pym para
0 PDLLA. A amostra PU/PDLLA apresentou uma estrutura bimodal, na qual o PU na mistura
possui poros de 75 um £ 57 um, enquanto que, para o PDLLA, o tamanho de poros foi de 19
pum + 12 um. Os testes in vitro comprovaram a adesao das células L929 nos suportes porosos
de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLASp e os mesmos nao apresentaram efeito citotdxico. Por fim,
conclui-se que é possivel produzir suportes porosos de PU, PDLLA e PU/PDLLA por fluido

supercritico, os quais podem ser aplicados como biomateriais.

Palavras-chave: PDLLA, PU, suporte poroso, fluido supercritico, citotoxicidade.



ABSTRACT

The development of biomaterials with specific features to aid in tissue recovery damaged by
accident or disease is one of the challenges in the scientific field that involves the areas of
medicine and engineering. These biomaterials can be applied in tissue engineering as scaffolds
that resemble the extracellular matrix functioning as a temporary structure for cell proliferation
and reconstruction of new organs and tissues. To evaluate the potential use of scaffolds as
biomaterial, this work proposes the development and characterization of polyurethane (PU),
poly(lactic acid) (PDLLA) and polyurethane/poly(lactic acid) (PU/PDLLA) scaffolds produced
by gas foaming technique. The pure polymers and the mixture were characterized, in films
form, by gel permeation chromatography (GPC), rheological analysis, thermogravimetric (TG),
differential scanning calorimetry (DSC) and field emission gun scanning electron microscopy
(FEG-SEM). After expansion, in scaffolds shape, the samples were characterized by FEG-
SEM, pore size, density, mechanical properties and in vitro cytotoxicity and cell adhesion with
1, 4 and 6 days of exposure. For films characterization, the sample PU/PDLLA presented
intermediate characteristics to the pure polymers, showing the behavior of the two polymers in
the sample without phase separation in the micrograph FEG-SEM and bimodal molar mass
distribution by GPC. The scaffolds showed interconnectivity and pore size of 141 um + 108
pm for the PU and 52 pm £ 32 um for PDLLA. The sample PU/PDLLA had a bimodal structure
in which the PU in the mixture presented pores of 75 um = 57 um, while for the PDLLA, the
pore size was 19 um £ 12 um. In vitro tests confirmed the adhesion of L929 cells in PUsp,
PDLLAsp and PU/PDLLAsp scaffolds, showing no cytotoxic effect. Finally, it can be
concluded that it is possible to produce PU, PDLLA and PU/PDLLA scaffolds by supercritical
fluid, which may be applied as biomaterials.

Key words: PDLLA, PU, scaffolds, supercritical fluid, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Doencas, lesbes, traumas e o envelhecimento natural podem provocar danos e
degeneracédo nos tecidos do corpo humano, tornando necessario o tratamento para promover a
reparacao, substituicdo ou regeneragdo dos mesmos (O’BRIEN, 2011).

A ciéncia regenerativa e a engenharia de tecidos buscam alternativas para desenvolver
substitutos biologicos com a funcdo de restaurar, manter ou melhorar a funcao dos tecidos
(CHAN & LEONG, 2008; NIGAM & MAHANTA, 2014; O’BRIEN, 2011; REPANAS,
ANDRIOPOULOU & GLASMACHER, 2016).

O modelo de biomaterial para engenharia de tecidos deve se assemelhar a matriz
extracelular que € responsavel por fornecer suporte fisico, organizacdo espacial e um ambiente
bioativo para promover as fungdes celulares (KEANE & BADYLAK, 2014). Estes
biomateriais, conhecidos como suportes porosos (scaffolds) sdo estruturas tridimensionais
biocompativeis que podem apresentar propriedades semelhantes a matriz extracelular e sao
capazes de fornecer suporte para o crescimento de células e formacéo de tecido (AGARWAL,
WENDORFF & GREINER, 2008; BARBANTI e ZAVAGLIA, 2005; BOSE,
VAHABZADEH & BANDYOPADHYAY, 2013; CHAHAL et al., 2016). Podem ser
produzidos pelas técnicas de lixiviacdo de particulas, separacdo de fase induzida pela
temperatura, inversdo de fase na presenca de um liquido nédo solvente, liofilizacdo, eletrofiacéo,
prototipagem rapida, formacdo de espuma por gas (fluido supercritico), entre outras
(OKAMOTO & JOHN, 2013).

A formacdo de espuma por gas utilizando dioxido de carbono supercritico € uma das
técnicas utilizadas para producdo de suportes porosos permitindo a obtencdo de poros com
distribuicdo estreita de tamanho, alta difusividade do gas, além de ser um processo limpo e sem
utilizacdo de solventes e pode ser aplicado a uma variedade de polimeros (SAUCEAU et al.,
2011; SALERNO, FANOVICH & PASCUAL, 2014).

O poliuretano (PU) € um polimero de facil processamento, podendo apresentar
caracteristicas de material rigido ou flexivel, boas propriedades mecanicas e propriedades que
podem ser melhoradas com diferentes reagentes de sintese. O PU para aplicagdo como
biomaterial possui biocompatibilidade com o sangue e tecido, taxa de degradacdo lenta e 0s
produtos gerados na degradacdo sdo inofensivos e metabolizados pelo organismo
(SIVAKUMAR et al., 2012; NIU et al., 2014).
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1 INTRODUCAO

O poli(acido lactico) (PLA) € um polimero biodegradavel e biocompativel que pode ser
obtido a partir de fontes naturais, tais como o0 amido de milho e a cana-de-acucar. Devido as
caracteristicas de biorreabsorcdo e biocompatibilidade, o PLA tem sido amplamente estudado
para aplicacfes biomédicas como suturas, suporte para engenharias de tecidos, aparelhos
ortopédicos e sistemas de liberacdo de farmacos (TENASE & SPIRIDON, 2014).

A combinac&o das caracteristicas do PU e PLA em misturas com diferentes propor¢oes
é capaz de fornecer propriedades adequadas para uma ampla variedade de aplicacBes dos
suportes porosos, bem como para adequar as caracteristicas de biocompatibilidade (Ml et al.,
2013).

Diante do exposto, este trabalho se propde a desenvolver suportes porosos a partir de
poliuretano e poli(acido lactico) por fluido supercritico visando aplicacdo na engenharia
tecidual, caracterizando-os por suas propriedades morfoldgicas, mecanicas, dinamico-
mecanicas, citotoxicas e de adesao celular.

Trabalhos vém sendo estudados na area de biomateriais para o desenvolvimento de
suportes porosos, no entanto, poucos trabalhos reportam o emprego de fluido supercritico para
producdo desses materiais. E ainda mais restrito € o nimero de estudos que relatam o
desenvolvimento de suportes com PU ou PU com PLA, identificando parametros processuais
que influenciam no desenvolvimento do suporte poroso, bem como a variacdo da composicédo

dos polimeros para ajustar a aplicagdo para testes in vitro.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver suportes porosos a partir de poliuretano, poli(écido lactico) e poliuretano

com poli(&cido lactico) por fluido supercritico, identificando parametros de processo de

expansdo, bem como propriedades morfologicas, mecanicas, citotdxicas e de adesao celular dos

suportes desenvolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para atingir o objetivo geral proposto neste trabalho, os seguintes objetivos devem ser
alcancados:

Investigar a influéncia de policaprolactona diol (PCL), hexametileno diisocianato (HDI)
e butano-1,4-diol (BDO) com diferentes razdes entre segmentos rigidos e flexiveis, no
processo de obtencdo do PU e nas propriedades do mesmo;

Avaliar a influéncia da incorporacdo de PDLLA na mistura com PU na propor¢éo 50/50
(m/m) nas propriedades morfoldgicas, térmicas, quimicas e reologicas da mistura
formada;

Avaliar a influéncia dos parametros de processo com fluido supercritico (presséo,
temperatura, tempo de saturacao e despressurizacdo) na expansao dos suportes porosos;
Determinar as mudancas morfoldgicas, fisicas e mecanica dos suportes porosos em
relacdo a incorporagdo de PDLLA na mistura com PU (50/50);

Avaliar a citotoxicidade e a adesdo celular dos suportes porosos com células L929 com

diferentes tempos de exposicao.
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3.1 BIOMATERIAIS

O uso de implantes médicos teve um incremento nas Ultimas décadas devido ao
envelhecimento da populacdo, aumento da expectativa e estilo de vida e melhorias da tecnologia
de implantes (HOLZAPFEL et al., 2013).

O desenvolvimento de biomateriais com caracteristicas necessarias para auxiliar na
recuperacdo de tecidos danificados por acidente ou doenga é um dos maiores desafios no ramo
cientifico que envolve as areas da medicina e engenharia (LASPRILLA et al., 2012).

Na area de biomateriais, de engenharia de tecidos e na medicina regenerativa, entende-
se por biomaterial uma substancia projetada para assumir uma forma em que sozinha ou parte
de um sistema complexo é utilizada para direcionar e controlar as interagbes com componentes
do sistema vivo (CHEN, LIANG & THOUAS, 2013).

Na Conferéncia da Sociedade Europeia de Biomateriais, realizada em marco de 1987,
em virtude do desenvolvimento de novos materiais e tecnologias que possibilitaram novas
fronteiras de uso bioldgico, foi proposto um conceito mais amplo para biomateriais, como sendo
um material desenvolvido com o propoésito de interagir com a interface de sistemas biologicos
para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo no corpo humano,
produzido ou modificado artificialmente (NICHOLSON, 2002; WILLIAMS, 2008).

O fator mais importante que diferencia um biomaterial de outro material qualquer € a
capacidade de permanecer em contato com tecidos do corpo humano sem causar danos de
magnitude inaceitavel a esse corpo. Por conta disso, a biocompatibilidade foi definida como a
capacidade que um material possui de promover uma resposta bioldgica apropriada em uma
situacdo especifica (WILLIAMS, 2008).

A superficie do biomaterial, diretamente exposta ao organismo vivo, desempenha um
papel crucial em relacdo a biocompatibilidade. Considerando este fator, as caracteristicas
quimicas, fisicas, morfoldgicas e bioldgicas podem ser adaptadas para promover uma melhoria
na interacdo entre o biomaterial e o tecido (BAUER et al., 2013).

Para garantir o sucesso de um biomaterial, 0 mesmo ndo deve induzir inflamacao,
reacOes toxicas e sintomas alérgicos no corpo, ser de facil esterilizacdo e ndo apresentar
modificagdes nas propriedades apds processo de esterilizacdo, ser biocompativel, além de ser
durével e funcional (DOMANSKA & BOCZKOWSKA, 2014).
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Além das caracteristicas necessarias que regem a utilizagdo e o sucesso de um
biomaterial, existem ainda as caracteristicas que devem ser respeitadas quando em contato com
tecido vivo. Segundo Hench (1999) o biomaterial em presenca com tecido vivo deve ser
biotoleravel, bioativo e bioinerte:

e Biotoleravel é a designacdo feita para os materiais que provocam respostas

inflamatodrias toleradas pelo organismo, sendo separados por uma camada de tecido

fibroso;

e Bioinerte ¢é a caracteristica dos materiais que também séo tolerados pelo organismo,

o material libera componentes de forma insignificante ou ndo os libera e a formagéo de

envoltério fibroso é minima;

e Bioativos sdo materiais que podem realizar ligagdes quimicas com o tecido dsseo,

caracterizado como um processo de osteointegracao.

A escolha do biomaterial esta relacionada a funcéo a qual ird atuar e o tempo em que
ficara em contato com o corpo humano em relagdo as combinagdes de suas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas (KAWACHI et al., 2000; ZULETA, VELASQUEZ & AZA, 2010).

Dentre a classificacdo dos materiais utilizados como biomateriais, destacam-se 0s
metais, ceramicos, polimeros e os compasitos.

Os materiais poliméricos sdo utilizados como biomateriais por apresentarem
caracteristicas fisico-quimicas, versatilidade estrutural, facilidade de obtencdo diferente de
outros materiais, aliada a possibilidade de ajuste das propriedades para cada aplicacdo
especifica por sintese, modificacGes quimicas ou misturas poliméricas. Os polimeros utilizados
como biomateriais podem ser de origem natural ou sintética e apresentar caracteristicas de
materiais biodegradaveis ou estaveis quando expostos ao ambiente corpéreo (OREFICE,
PEREIRA& MANSUR, 2006).

A Figura 1 apresenta a aplicacdo de alguns polimeros utilizados em tecidos e partes do
corpo, entre eles o polietileno, polipropileno, poli(tetrafluoretileno) e em especial o poliuretano
e poli(acido lactico), polimeros que serdo abordados neste trabalho para aplicacdes na
engenharia de tecidos.
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Polimeros usados como Reparo do crénio
biomateriais Polietileno

Lentes intra-oculares e de contato
PMMA, hidrogéis, PDMS

Implante ortolaringolégico
Polietileno PET, PTFE
Resina vinilica, compostos bioativos

Reconstrugdo maxilofacial
Polietileno, resina vinilica

Restauracgoes dentdrias
Resina vinilica, PMMA, resinas
epoxidicas

Preenchimento de partes alveolares
Polimeros biodegradaveis (PLA),
poliuretanos, PDMS

Obliterag@o da cavidade periodontal
Polimeros biodegradaveis,
resinas vinilicas

Dispositivos de acesso percutdaneo
Polietileno, PET, PTFE

Vélvulas cardiacas artificiais
Poliuretanos, PET, PTFE

Coluna vertebral
Polietileno

Defeitos no iliaco
Polietileno, compdsitos bioativos,
poliuretanos, polimeros biodegradaveis

Reparo coxofemonal
Polietileno, PMMA

Aplicagdes ortopédicas estruturais
Polietileno, polissulfonas, poli(éter éter
cetona), polimeros biodegradaveis,
compdsitos bioativos

Fixagdo de dispositivos ortopédicos
Poliamidas, PMMA, polimeros biodegraddveis

Tenddes e ligamentos
Poliamidas

Articulagdes
PTFE, polietileno, PMMA

Figura 1. Aplicacdes e polimeros utilizados como biomateriais no corpo humano (Oréfice, Pereira &
Mansur, 2006).
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3.2 POLIURETANO

Para Oertel (1993), a denominagdo “poliuretano” designa diversos polimeros
preparados a partir de rea¢do que ocorre com isocianatos polifuncionais e origina materiais que
apresentam diferentes composicdes e propriedades. O poliuretano (PU) é um polimero sintético
que apresenta uretano ou carbamato em sua cadeia principal e foi descrito pela primeira vez em
trabalhos realizados por Otto Bayer (CHERNG et al., 2013).

As ligacOes uretano resultam da reacdo de polimerizacdo por condensacdo de um
isocianato (R—N=C=0) com um alcool (R’-OH). O &tomo de hidrogénio do grupo hidroxila é
transferido ao nitrogénio do grupo isocianato (Figura 2), ndo liberando subprodutos, tornando-
se uma excecdo a esse tipo de polimerizacdo. Segundo a classificacdo proposta por Carothers
em 1929, polimeros de condensacdo sdo formados a partir de reacdes de condensacdo da
quimica organica com a eliminacgdo de pequenas moléculas, como agua, acido cloridrico e 4gua.
Uma das imperfei¢des do critério de Carothers esta relacionada a classificacdo dos poliuretanos
gue se enquadrariam como polimeros de adi¢do, pois ndo apresentam eliminacdo de moléculas
pequenas, no entanto, esses polimeros sdo estruturalmente mais préximos dos polimeros de
condensacéo do que adi¢cdo (AKCELRUD, 2007; FU et al., 2015).

grupo
uretano
] HN F‘.;
R + OCN NCO
HO" HDH “-.Ri.f | F.IrN a"D NCOD
OCN+R' O0—R 8]
diol diisocianato .
(excesso)

Figura 2. Equacao quimica de formacéo do grupo uretano (Chattopadhyay & Webster, 2009).

O poliol é responsavel pelo segmento flexivel, enquanto o isocianato e o extensor de
cadeia pelo segmento rigido. O segmento flexivel fornece o carater elastomérico a cadeia do
polimero e o segmento rigido é responsavel pela estabilidade dimensional devido as ligacdes
de hidrogénio que envolve as ligacdes de uretano (DOMANSKA e BOCZKOWSKA, 2014).

O processo de formacdo do PU pode ser realizado em uma Unica etapa em que todos 0s
reagentes sao misturados (poliol, isocioanato, extensor de cadeia ou agente de ligacdo cruzada
e catalisador, se necessario), ou processo em duas etapas, onde tem-se a formacao de um pre-

polimero, com excesso de grupos isocianatos (NCO) em relagdo aos grupos OH, e na segunda
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etapa ocorre a reacdo de NCO com adicdo de extensor de cadeia, grupo com terminacdo OH ou
NH. (AKCELRUD, 2007). Para a sintese em duas etapas, a literatura aborda diferentes tempos
e temperaturas de reacdo. Barrioni et al. (2015) utilizaram 55°C com 2 h de reacdo para a
formacéo do pré-polimero. Alishiri et al. (2014) mantiveram o sistema a 85°C até diminuicéo
do indice de NCO. Domanska e Boczkowska (2014) obtiveram o pré-polimero utilizando
temperatura de 100°C por 40 min.

Diferentes propriedades fisico-quimicas e de biodegradabilidade de PUs podem ser
obtidas com mudancas na composic¢ao quimica, massa molar e proporcdes de segmentos rigidos
e flexiveis (SILVA et al.,2010; BARRIONI et al., 2015). As propriedades variam em relacéo a
rigidez e flexibilidade, dureza, densidade, propriedades fisicas e mecénicas, podem ser
termoplasticos ou termorrigidos, estavel ou degradavel, hidrofilo ou hidréfobo de acordo com
0 procedimento da sintese e da composicdo (BENHAMOU et al., 2015; JANIK & MARZEC,
2015).

Quando se busca por polimeros com estrutura parcialmente definida e requisitos
especificos para determinada aplicacdo, critérios como a escolha dos mondmeros e suas
proporcOes, técnica de polimerizacdo, variaveis reacionais (tempo, temperatura, pressao,
agitacdo, atmosfera, catalise) e dos processos de formacdo do poliuretano (uma etapa ou duas
etapas) devem ser cuidadosamente analisados (KLOSS, 2007).

A aplicacdo do PU varia de espumas flexiveis para méveis estofados, espumas rigidas
para isolamento de paredes, calcados, revestimentos, adesivos e até mesmo para aplicacdes
como dispositivos médicos (ZIA, BHATTI & BHATTI, 2007).

Os PUs sdo utilizados em aplicacbes médicas principalmente pelas suas caracteristicas
elastoméricas, ocasionando o sucesso ou a longevidade do biomaterial. As primeiras aplicaces
do PU foram para dispositivos cardiovasculares, nos quais a flexibilidade para o bombeamento,
capacidade de expandir e contrair em resposta a uma mudanca de pressdo sem falhas por fadiga
ou de flexionar sem fraturar foram caracteristicas cruciais para o bom desempenho do material
e 0 sucesso em longo prazo (JOHN, 2014). Outras aplicagbes dos PUs incluem cateteres
permanentes, implantes mamarios, enxertos vasculares, materiais para engenharia de tecidos e
liberacdo de farmacos (XU, RUNT& SIEDLECKI, 2010; MISHRA et al., 2014; GRZESIAK
et al., 20015).

PUs como biomateriais apresentam boas propriedades mecanicas, biocompatibilidade
com o sangue e tecido e sdo amplamente utilizados em dispositivos médicos devido a sua
biocompatibilidade e capacidade de promover a adesdo celular (SIVAKUMAR et al., 2012;
NIU et al., 2014).
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A estabilidade do PU pode ser afetada por varios fatores em um ambiente biolégico. O
caminho mais comum para degradac&o se da por hidrolise, ataque enzimatico, oxidagao e stress
cracking (SARKAR & LOPINA, 2007).

A taxa de degradacdo do PU depende da estrutura do segmento flexivel formado pelos
polidis. Os polidis mais utilizados para PU biodegradével incluem polipropilenoglicol (PPG),
polietilenoglicol (PEG) e poli(caprolactona diol) (PCL). A PCL é um polimero biocompativel
com ligacOes éster alifatico, capaz de ser hidrolisado. O produto da degradacdo da PCL € o
acido 6-hidroxi-hexanoico, um metabdlito que ocorre naturalmente no corpo humano
(ALISHIRI et al., 2014; BARRIONI et al., 2015).

A preocupacéo relatada na literatura referente a toxicidade de PUs e seus produtos de
degradacéo esta associada a PUs derivados de isocianatos aromaticos (segmentos rigidos) que
ao biodegradar podem gerar produtos téxicos como compostos de diaminas
aromaticas (SILVA et al., 2010).

Entre os segmentos rigidos utilizados para sintese de PU, incluem o butano-1,4-
diisocianato (BDI), diisocianato de isoforona (IPDI) e hexametileno diisocianato (HDI) que sdo
diisocianatos alifaticos com produtos de degradacédo nao téxicos (BARRIONI et al., 2015).

Extensores de cadeia também sdo frequentemente utilizados na sintese de PU e por meio
deles é possivel aumentar a taxa de degradacdo do produto final. Os principais extensores de
cadeia séo butano-1,4-diol (BDO), etano-1,2-diol e etano-1,2-diamina (BARRIONI et al.,
2015).

3.3  POLI(ACIDO LACTICO)
O poli(acido lactico) (PLA) (Figura 3) € um polimero biodegradavel e biocompativel
que pode ser obtido a partir de fontes naturais tais como o amido de milho e a cana-de-acUcar.

E um poliéster alifatico, termoplastico, sintetizado a partir da polimerizag&o por abertura do
lactide e de mon6meros do &cido lactico (NOFAR & PARK, 2014; UZUN et al., 2015).

<7ll
C——CH—0
clzl-i3 n

Figura 3. Estrutura quimica do mero do PLA (Rasal, Jonarkar & Hirt, 2010).

o
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O é&cido lactico é uma molécula quiral onde seus estereoisdmeros se apresentam nas
formas D (dextr6gero) poli(D-acido lactico) (PDLA) e L (levdgero) poli(L-acido lactico)
(PLLA) (Figura 4) ou a mistura racémica gerando o poli(D,L-acido lactico) (PDLLA) (RASAL,
JANORKAR & HIRT, 2010).

OH

s
A
e

CH;

L-acido lactico D-acido lactico

Figura 4. Estrutura do 4cido lactico L e D (Rasal, Jonarkar & Hirt, 2010).

A arquitetura do PLA, determinada pelas diferentes proporc¢des de L, D ou meso-lactide,
altera propriedades como ponto de fusdo, resisténcia mecanica e cristalinidade. O PLA pode ser
totalmente amorfo [poli(D-L-&cido lactico) (PDLLA)] ou semicristalino [poli(L-&cido l&ctico)
(PLLA) e poli(D-acido lactico) (PDLA)]. O PLA apresenta temperatura de transicao vitrea (TQ)
variando entre 50 a 80°C e temperatura de fusdo cristalina (Tm) entre 130 a 180°C. A
temperatura de processamento ndo deve exceder 190°C, pois temperaturas acima de 200°C
provocam degradacdo térmica do material (AURAS et al., 2003; BELGACEM, GANDINI,
2008).

Devido as caracteristicas de biorreabsor¢do e biocompatibilidade, o PLA tem sido
amplamente estudado para aplicacdes biomédicas, tais como suturas biodegradaveis, matriz
para liberacdo de farmacos, implantes ortopédicos e na engenharia de tecidos (RASAL,
JANORKAR & HIRT, 2010; TENASE & SPIRIDON, 2014).

O processo de degradacdo em fluidos corpdreos é descrito com uma sucessdo de
eventos. Primeiramente ocorre a hidratacdo do material, seguido da hidrolise das ligacdes
ésteres, que como consequéncia origina produtos na forma de oligbmeros ou mondmeros.
Posteriormente, a degradacdo evolui por um processo biologicamente ativo, realizado por
enzimas ou por um processo de clivagem hidrolitica passiva. Essa etapa € evidenciada pela
perda de massa, diminuicdo de massa molar ponderal média e perda das suas propriedades
mecanicas (BARBANTI, ZAVAGLIA & DUEK, 2005). Os produtos gerados na degradacéo
do PLA sé&o facilmente eliminados pelo organismo, pois 0 monémero &cido lactico se encontra
naturalmente no metabolismo humano e é transformado em CO; e agua (SIMOES, EINLOFT
& PEZZIN, 2010).
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Jong et al. (2001) relataram que a degradacdo hidrolitica do PLA amorfo (PDLLA)
tende a acontecer de maneira heterogénea ocorrendo mais rapidamente no interior da matriz do
que na superficie, isto porque a saida dos produtos de degradacao (oligbmeros) do interior da
matriz é dificultada e acaba contribuindo para a autocatalise e, consequente, aceleracdo da
degradacgéo no seu interior.

Mudancas nas propriedades dos polimeros, inclusive do PLA, buscando atender

exigéncias de aplicacGes, podem ser obtidas pelo desenvolvimento de misturas poliméricas.

3.4 MISTURAS POLIMERICAS

Mistura polimérica é o termo utilizado para definir o sistema originario da mistura fisica
de dois ou mais polimeros sem que ocorra um elevado grau de reacBes quimicas entre eles. Sua
utilizacdo esta relacionada a possibilidade de combinar propriedades dos polimeros individuais
buscando a obtencdo de um material com novas caracteristicas. As formas mais comuns de
produzir misturas poliméricas sdo pela juncdo dos polimeros no estado fundido ou pela
dissolucdo dos mesmos em solvente (SIONKOWSKA, 2011).

Polimeros que apresentam afinidade quimica ddo origem a misturas homogéneas, ao
passo que polimeros com pouca ou nenhuma afinidade quimica originam misturas
heterogéneas, que tendem a apresentar separacdo de fases. A mistura polimérica pode ser
caracterizada como uma mistura miscivel, imiscivel ou parcialmente miscivel. A miscibilidade
esta relacionada com a mistura dos componentes em nivel molecular, ou seja, formando uma
mistura homogénea, sem separacdo de fase. Em misturas imisciveis, por outro lado, ocorre
separacdo de fase (UTRAKI, 1990; PAUL, BARLOW & KESKKULA, 1998; PAUL &
BUCKNALL, 2000).

A imiscibilidade é mais facilmente alcancada devido as razGes termodinamicas, que
também podem apresentar incompatibilidade decorrente da baixa dispersdo de uma das fases e
da baixa adesdo entre elas. Para melhorar a adesédo e a dispersdo em misturas imisciveis sao
utilizados compatibilizantes que atuam na interface diminuindo a tensdo interfacial (LUNA et
al., 2015).

Misturas poliméricas vém sendo amplamente estudadas com o intuito de melhorar
propriedades que poderiam limitar aplicac6es de biomateriais e também com o objetivo de obter
materiais melhorados (PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015). No campo biomédico,
misturas de polimeros naturais e sintéticos podem formar um novo material com melhores

propriedades mecanicas e de biocompatibilidade quando comparado com os polimeros
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separadamente, tendo em vista que os polimeros naturais sdo, geralmente, biocompativeis e 0s
polimeros sintéticos apresentam boas propriedades mecénicas (SIONKOWSKA, 2011). Para
engenharia de tecidos, polimeros com estrutura celular bimodal, de diferentes tamanhos de
poros, podem combinar as vantagens de células pequenas que apresentam boas propriedades
mecanicas e células grandes de menor densidade aparente (XU & HUANG, 2016).

O PLA pode formar misturas com outros polimeros para permitir o ajuste de
propriedades, tais como a velocidade de degradacdo, permeabilidade, taxa de liberacdo de
farmacos, bem como propriedades térmicas e mecanicas da mistura final (SACCHETIN et al.,
2016).

O PU apresenta caracteristicas de flexibilidade, biocompatibilidade, estabilidade
bioldgica e dependendo da sua estrutura quimica a mistura com outros polimeros pode gerar
uma mistura parcialmente ou totalmente degradavel (GRZESIAK et al.,, 2015; OLIAEI,
KAFFASHI & DAVOODI, 2015).

Misturas de PU/PLA foram estudadas por diferentes autores para diversas aplicacoes,
entre elas, as apresentadas na sequéncia, que serdo abordadas com mais detalhes no decorrer
deste estudo. Feng e Ye (2010) utilizaram misturas nas proporcdes em massa de 90/10, 80/20 e
70/30 (PLA/TPU) obtidas em rebmetro de torque e moldadas por compresséo a quente com o
intuito de ajustar a caracteristica de dureza oriunda do PLA para aplicacdes como polimero de
uso geral. Oliaei, Kaffashi & Davoodi (2015) com a mesma finalidade de Feng e Ye (2010),
obtiveram misturas na proporcao de 10/90, 25/75, 40/60 em massa (PLA/TPU), fundidas em
um misturador para aplicacdo como biomaterial. Mi et al. (2013) com a finalidade de conciliar
as caracteristicas de propriedades mecanicas e rigidez do PLA com as propriedades mecanicas
e de flexibilidade do TPU produziram misturas nas propor¢des de 75/25, 50/50 e 25/75
(PLA/PU) por processo de extrusdo e moldados por injecdo microcelular para utilizacdo como
suportes porosos. Song et al. (2014) estudaram misturas de TPU/PLA nas proporcdes de 80/20,
65/35 e 50/50 (m/m) em relacdo a caracteristica de memdria de forma. Grzesiak et al. (2015)
prepararam mistura na proporcdo de 50/50 em massa dissolvendo os polimeros em
dimetilformamida e avaliaram as caracteristicas de adesao e proliferacdo celular para utilizacdo
como biomaterial.

Entre as diversas aplicacdes para misturas de PU com PLA, destaca-se a producédo de
suportes porosos, como descrito por Mi et al. (2013), utilizados para aplicagdes na engenharia

de tecidos.
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3.5 SUPORTES POROSOS

A engenharia de tecidos € um campo multidisciplinar que compreende os principios da
engenharia e ciéncias da vida para desenvolver substitutos biolégicos com a funcéo de restaurar,
manter ou melhorar as fungdes dos tecidos (CHAN & LEONG, 2008; NIGAM & MAHANTA,
2014; O’BRIEN, 2011).

O modelo de biomaterial para engenharia de tecidos deve se assemelhar a matriz
extracelular que € responsavel por fornecer suporte fisico, organizacdo espacial e um ambiente
bioativo para promover as funcdes celulares (KEANE & BADYLAK, 2014).

Estes biomateriais, conhecidos como scaffolds (suportes, matrizes, arcabougos,
estruturas), sdo estruturas tridimensionais biocompativeis que podem apresentar propriedades
semelhantes a matriz extracelular, no que se refere ao comportamento mecanico, atividade
celular e producéo de proteinas por meio de interacdes bioquimicas e mecénicas, também séo
capazes de fornecer suporte para o crescimento de células e formacdo de tecido 0sseo
(AGARWAL, WENDORFF & GREINER, 2008; BARBANTI e ZAVAGLIA, 2005; BOSE,
VAHABZADEH & BANDYOPADHYAY, 2013).

O suporte poroso ideal baseia-se na escolha do material adequado, com caracteristicas
biocompativeis, biodegradaveis e ndo tdxico para as células, tanto na forma original quanto
degradada (CHAHAL et al., 2016). Devem promover adeséo e proliferacdo celular e manter a
atividade metabdlica das células (SIVASHANKARI & PRABAHARAN, 2016), atuando de
forma temporaria como suporte para transferéncia de tensdes em regides do corpo lesionadas,
facilitando e guiando o crescimento celular até a completa regeneracdo tecidual (Figura 5)
(CHEUNG et al., 2007; NAIR & LAURENCIN 2007).

Durante a adesdo a um substrato, as células respondem aos sinais extracelulares
detectados. Desta forma, os sinais quimicos e fisicos presentes em suportes celulares devem se
adaptar para promover respostas celulares especificas (IDASZEK et al., 2016).

As principais caracteristicas dos suportes porosos estdo relacionadas as caracteristicas
estruturais e quimicas. O biomaterial deve apresentar uma arquitetura tridimensional com
tamanho, forma e rugosidade definidos, poros abertos para permitir a proliferacdo de células e
crescimento do tecido, resisténcia mecanica, composi¢cdo quimica em que os produtos da
superficie e de degradacdo sejam biocompativeis e uma taxa de degradacdo que dé tempo
suficiente para que ocorra o crescimento completo do tecido danificado (CHUNG & PARK,
2007; IDASZEK et al., 2016).
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Figura 5. Sequéncia da utilizac&o de suporte poroso para engenharia de tecidos (adaptado de Nigam &

Mahanta, 2014).

A arquitetura dos poros dos suportes € uma varidvel importante para engenharia de

tecidos e ¢ influenciada pelas propriedades mecanicas e propriedades de transporte de massa.

A alta permeabilidade pode produzir uma difusdo superior no interior do suporte, facilitando a

entrada de nutrientes e a eliminacdo dos produtos de degradagdo. Além disso, a arquitetura é

responsavel pela capacidade das células em aderir e proliferar no suporte (COSTANTINI et al.,

2016).

Existem relatos de tamanho de poro 6timo para a fixacdo e proliferacdo das células e

regeneracdo de tecidos. A Tabela 1 apresenta o tamanho ideal de poros para a formacéo de

tecidos e crescimento celular.

Tabela 1. Tamanho de poro ideal para formacéo de tecidos e crescimento celular (Karande, Ong &

Agrawal, 2004; Migliaresi & Motta, 2014).

Formacéo de tecido/crescimento celular Tamanho de poros (um)
Neovascularizacio 5
Crescimento interno de fibroblastos 5-15
Regeneracdo de pele 20-125
Fibroblastos de ligacédo 40-150
Migracao celular 40-200
Formacéo de cartilagem 90-120
Regeneragéo do 0sso 100-350
Tecido fibrovascular 500
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A aplicacdo dos suportes porosos abrange a regeneracao para inimeros tecidos e 6rgaos,
tais como, pele, cartilagem, 0sso, vélvulas do coracdo, artérias, nervos, corneas, ligamentos,
tecidos vasculares e neurais (NIGAM e MAHANTA, 2014).

Os suportes porosos podem ser produzidos pelas técnicas de lixiviacdo de particulas,
separacgdo de fase induzida pela temperatura, inversdo de fase na presenca de um liquido ndo
solvente, liofilizacdo, eletrofiacdo, prototipagem répida, formacdo de espuma por gés (fluido
supercritico), entre outras (OKAMOTO & JOHN, 2013). A Figura 6 apresenta a morfologia de
algumas técnicas de producédo de suporte poroso.

An et al. (2013) produziram suportes de PLA/PU pelo processo de eletrofiagdo e
PLA/PU com adi¢do de 6xido de grafeno (PLA/PU/GO) e avaliaram a biocompatibilidade. Os
resultados foram positivos, 0 que indica que o0s suportes apresentaram boa biocompatibilidade

e a adicdo de GO ndo prejudicou a adesdo e proliferacdo das células.

Figura 6. Morfologia de suporte poroso produzido por: (a) evaporacao de solvente/lixiviacao de
particulas. (b) liofilizacdo; (c) separacdo de fase termicamente induzida; (d) formag&o de espuma por
gas; (e) eletrofiacdo (Adaptado de Thavornyutikarn et al. 2014).

Mi et al. (2013) produziram suportes porosos de PLA/TPU com diferentes proporcgdes
(75/25; 50/50; 25/75) pelo processo de moldagem por injegdo microcelular utilizando CO: e
avaliaram a miscibilidade, morfologia, propriedades mecéanicas e biocompatibilidade. A analise

quimica das misturas confirmou a existéncia de caracteristicas dos dois polimeros, sem
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formagao de novas bandas quimica observadas no FTIR; a anélise térmica e dindmico-mecénica
comprovou a imiscibilidade da mistura PLA/TPU; a morfologia apresentou o PLA disperso
como esferas ou ilhas na matriz de TPU e poros maiores para maiores concentracdes de TPU;
propriedades mecanicas com boas propriedades de resisténcia a tracdo e compressdo e aumento
do alongamento na ruptura com adicdo de TPU; biocompatibilidade para todos os suportes
porosos e melhores resultados de viabilidade celular para a mistura com maior proporcao de
PLA.

Jing et al. (2014) prepararam suportes porosos de PLA/TPU pelo processo de separacao
de fase induzida termicamente utilizando 1,4-dioxano e 4gua como solventes e avaliaram as
propriedades morfoldgicas, térmicas e de degradacdo da mistura e dos polimeros puros. A
adicdo de agua como um ndo solvente ao 1,4-dixano promoveu um aumento da porosidade dos
suportes, acelerou a taxa de degradacdo devido a microestrutura mais interligada e aumentou o
modulo de compressdo. Os suportes porosos de TPU e PLA apresentaram boa
biocompatibilidade e a mistura PLA/TPU favoreceu a migracgdo celular e a proliferagdo no
interior do suporte poroso.

Song et al. (2014) avaliaram as propriedades térmicas, mecanicas, morfoldgicas e de
memoria de forma de suportes porosos de TPU/PLA nas proporg¢des de 80/20, 65/35 e 50/50
fabricados pelo processo de formacgéo de espuma. Os resultados confirmaram que o suporte
poroso de 80/20 (TPU/PLA) apresentou melhores resultados de resisténcia a tracéo, percentual
de alongamento e tenacidade, bem como a menor densidade e estrutura com poros uniformes
em escala micrométrica.

Para produzir um suporte poroso com as caracteristicas necessarias para cada aplicacdo
é importante que os parametros sejam rigorosamente controlados, tanto nas propriedades da
macroestrutura (forma espacial, resisténcia mecanica, densidade, porosidade), como na
microestrutura (tamanho, distribuicéo e interconexdo de poros) (LEONG, CHEAH & CHUA,
2003).

36 FORMACAO DE SUPORTE POROSO COM DIOXIDO DE CARBONO
SUPERCRITICO

A formagéo de suporte poroso com fluido supercritico pela técnica de formacédo de
espuma por gas é utilizada para producdo de materiais microcelulares, que sdo matrizes
poliméricas porosas que podem apresentar diametro médio de poros inferior a 10 um (KUMAR
& SUH, 1990; TSIVINTZELIS et al., 2016).
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Os fluidos supercriticos, principalmente o dioxido de carbono (CO2) e nitrogénio (N2),
atuam como agente de expanséo fisico para a producdo de polimeros porosos. O CO. possuli
propriedade ndo toxica, ndo inflamavel, relativamente barato e disponivel em alta pureza.
Quando submetido a temperatura e pressao acima do seu ponto critico (Tc = 31,1°C e
Pc = 73,8 bar), o CO2 € um fluido supercritico com propriedades intermediarias entre liquidos
(alta densidade) e gases (baixa viscosidade) (SALERNO & PASCUAL, 2015; WHITE et al.,
2012).

Na exposicdo ao fluido supercritico, a matriz polimérica é saturada com CO> dissolvido
e quando submetida a reducédo da pressao, ocorre a formagdo de uma estrutura com morfologia
porosa. Essa estrutura é formada devido a redugdo da pressdo que diminui a solubilidade de
CO2 no polimero, a qual o CO> sobressaturado nucleia e cresce na forma de bolhas na matriz
polimérica, formando uma rede porosa (Figura 7). A morfologia formada € determinada pelo
nivel de saturacdo que € atingido com os parametros de pressdo e temperatura em que o
polimero é exposto ao CO;, dindmica de nucleagdo e crescimento das células e taxa de
despressurizacdo (LIAO ZHANG & HE, 2012; KIRAN, 2016).

Colapso das
céhlas

Polimero] Fase Nucleagdo Crescimento Término do crescimento
homogénea das céhlas das céhilas

Combinagdo
das céhulas

Figura 7. llustragdo do processo de expansdo com CO- supercritico (Adaptado de Guanghong &
Yue, 2012).

Na formacdo de espuma com gases ou fluido supercritico, as propriedades do polimero-
gas que definem a estrutura porosa sdo o grau de cristalinidade da matriz polimérica, gas
dissolvido, o grau de saturagdo que é induzido a partir da despressuriza¢do ou o aquecimento
do sistema, a energia de superficie entre os nucleos do gas e a matriz polimérica e o perfil de
plastificacdo do sistema polimero-gas (TSIVINTZELIS et al., 2016).
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A absorcdo de CO. em materiais poliméricos pode resultar em reducdo da temperatura
de transicdo vitrea, viscosidade, tensdo interfacial e aumento da flexibilidade da cadeia
polimérica devido ao aumento da fracdo de volume livre (LIAO, ZHANG & HE, 2012).

O método de formacéo de espuma geralmente € aplicado para polimeros amorfos, no
caso de polimeros semicristalinos, a morfologia final pode ndo ser uniforme devido a
dificuldade da penetracdo do fluido nos cristalitos do polimero (TSIVINTZELIS et al., 2016).

Dai et al. (2005) estudaram a influéncia dos parametros do processo de formacéo de
espuma com CO; supercritico na morfologia do PU e verificaram que o tamanho e a distribuigao
dos poros podem ser controlados alterando as condigdes de processamento. O aumento da
pressao (9 MPa, 12 MPa, 15 MPa, 18 MPa) promoveu diminuicdo do tamanho médio das
células de 10 um (9 MPa) para 4 um (18 MPa), aproximadamente, e amostras mais uniformes.
A diminuicdo da temperatura (60°C, 45°C, 35°C) gerou amostras com diametro de poros
menores, em torno de 8 um para 35°C enquanto que para 60°C o didametro médio de poros foi
de aproximadamente 50 pum. O tempo foi fixado em 160 minutos e despressurizagdo de
2 segundos.

White et al. (2012) produziram suportes porosos de PDLLA de diferentes massas
molares (15kDa, 25 kDa, 57 kDa) e avaliaram a taxa de despressurizacao
(23,3 bar-min™t; 7,7 bar-min-?; 5,2 bar-min-%; 3,9 bar-min-!) na morfologia final dos suportes.
A taxa de despressurizacéo rapida (23,4 bar-min™) produziu suportes porosos com distribuicio
homogénea de poros e alguns poros fechados. Diminuindo a taxa de despressurizacao
(3,9 bar-min-1), os poros apresentaram distribuicio de tamanho mais larga e maior, com poros
mais interconectados.

A estrutura porosa em misturas poliméricas é dificultada devido as diferentes
caracteristicas de formacdo de espuma e mecanismos dos diferentes componentes. A estrutura
porosa é afetada pela viscosidade dos polimeros, morfologia de fase, areas interfaciais,
solubilidade e difusividade do agente de expansdo em diferentes polimeros. No entanto, existe
a possibilidade de criar diferentes estruturas celulares pela mistura de polimero (TAKI et al.,
2005; WANG et al., 2016).

Além de servir como fluido de expanséo, o CO2 supercritico é utilizado como agente
esterilizante e classificado como uma tecnologia de esterilizagcdo a frio, devido a sua baixa
temperatura critica, tornando-se uma opcao tentadora para esterilizagé@o de dispositivos médicos
e biomateriais sensiveis ao calor (ZHANG et al., 2006).

Yavuz et al. (2016) avaliaram os parametros de processo de esterilizacdo com CO:

supercritico (P, T, t) e processos de esterilizacdo convencionais (luz ultravioleta, autoclave,
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Oxido de etileno e perdxido de hidrogénio) em microchips de poli(metilmetacrilato). As
condigdes de processo de esterilizagdo com CO> supercritico de 120 bar, 40°C e 60 minutos de
exposicao ao gas promoveram completa esterilidade sem alteracdes adversas nas propriedades

morfologicas, quimicas e térmicas.

3.7  ESTERILIZACAO

A esterilizacdo € um processo que elimina todas as formas de vida microbiana, tais
como, fungos, bactérias e virus decorrentes do processamento e manuseio (RAI et al., 2013).
No entanto, a esterilizacdo pode afetar a superficie do material e induzir mudancas nas
caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas, mecanicas, quimicas e biolégicas (MUNARIN et
al., 2013).

A maioria dos biomateriais poliméricos apresenta temperatura de fusdo relativamente
baixa e sdo suscetiveis a degradacdo e/ou degeneracdo morfoldgica em altas temperaturas, esse
fato impede a utilizacdo de métodos de esterilizacdo que requerem altas temperaturas
(HOFMANN et al., 2014).

O 6xido de etileno é compativel com inimeros materiais, no entanto, residuos toxicos
podem permanecer no material apo6s esterilizacdo (ZAJKO & KLIMANT, 2013). A
esterilizacdo a vapor ndo pode ser usada para polimeros termicamente sensiveis, devido a sua
temperatura elevada (DEMPSEY & THIRUCOTE, 1989). Os radicais livres gerados durante o
processo de plasma de peroxido de hidrogénio podem reagir com as cadeias do polimero e
provocar degradacdo (DUFFY et al., 2000). A esterilizacdo com radiagdo pode modificar as
propriedades fisicas e quimicas de polimeros (DORATI et al., 2008; SAEID, SAMPA &
CHMIELEWSKI, 2007).

Rainer et al. (2010) realizaram um estudo comparativo com diferentes técnicas de
esterilizacdo (autoclave, radiacdo UV, plasma de peroxido de hidrogénio e imersao em etanol)
aplicadas ao PLLA. Os resultados mostraram que as técnicas de esterilizacdo por radiacdo UV
e plasma de peroxido de hidrogénio ndo comprometeram as caracteristicas morfologicas e
quimicas do PLLA.

Savaris, dos Santos e Brandalise (2016) avaliaram a influéncia de diferentes técnicas de
esterilizacdo (6xido de etileno, plasma de peroxido de hidrogénio, autoclave, radiacéo por raios
gama e radiacdo por feixe de elétrons) nas propriedades morfoldgicas, fisicas, quimicas e
térmicas do PLA. A resposta do PLA frente as diferentes esterilizagdes comprovaram que a

técnica por autoclave ndo pode ser aplicada, devido as modificagdes morfoldgicas, térmicas,
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quimicas e fisicas causadas no material e os demais processos podem ser aplicados para
esterilizacdo do PLA.

Segundo Ratner et al. (2013) ndo ha um método especifico para esterilizacdo de suportes
porosos sem prejudicar o crescimento e proliferacdo das células. Por conta disso, uma opcao
viavel seria a producdo desses materiais em ambientes estéreis com tempo reduzido de
utilizacéo apos fabricacdo.

A escolha pelo método de esterilizacdo é de fundamental importancia para o sucesso
dos biomateriais sob varios aspectos a serem considerados, entre eles a integridade de suas
propriedades e das caracteristicas de superficie que estdo diretamente relacionadas a

performance do biomaterial e antecede os testes in vitro e in vivo.

3.8  TESTE IN VITRO PARA BIOMATERIAIS

A avaliacdo adequada da seguranca dos biomateriais é considerada um critério de grande
importancia, uma vez que estes materiais estdo em contato com os tecidos humanos e
permanecem por um longo periodo de tempo (FOURNIER et al., 2003; RAMOT et al., 2016).

O desempenho de um biomaterial € avaliado por dois conjuntos de caracteristicas que
determinam a capacidade do material em realizar as fungdes especificas a qual foi designado e
aquelas que determinam a compatibilidade do material dentro do corpo — biofuncionalidade e
biocompatibilidade. A biocompatibilidade do material envolve a avaliacdo dos efeitos do
ambiente biologico sobre os materiais e dos efeitos do material no ambiente (MARQUES, REIS
& HUNT, 2002).

Avaliacdo da biocompatibilidade é um processo complexo que visa testes in vitro e in
vivo direcionados para avaliar a citotoxicidade, respostas alérgicas, irritacdo, inflamacéo e a
toxicidade sistémica e cronica (KATTI et al., 2002). A citotoxicidade é geralmente realizada
utilizando linhagens de células imortalizadas, podendo ser analisadas de forma qualitativa, com
base em exame morfoldgico de danos em células e crescimento quando em contato direto ou
indireto com os materiais (MARQUES, REIS & HUNT, 2002).

De acordo com a ISO 10993 — 5 “Biological Evaluation of Medical Devices” (2009), o
ensaio de citotoxicidade in vitro pode ser realizado por trés categorias de testes: teste de extrato,
teste de contato direto e teste de contato indireto. A escolha da categoria de teste depende da
natureza, local e finalidade da utilizagdo do material. E a partir da escolha, seguem-se 0s
métodos de preparacdo da amostra, células de cultura e a maneira em que as células sdo expostas

ao material ou ao extrato.
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A adesdo celular é outro fator importante e esta relacionada a avaliagdo da superficie
para determinar a adequacdo para 0 uso como biomateriais na engenharia de tecidual. A
capacidade da célula em aderir e proliferar sobre a superficie do material é a primeira fase de
interacdo célula - material (EL-AMIN et al., 2003).

Mi et al. (2013) avaliaram a biocompatibilidade e viabilidade celular em suportes
porosos de PLA, TPU e PLA/TPU utilizando NIH 3T3 como linhagem celular e verificaram
que os biomateriais promoveram a migracdo e proliferacdo celular e as amostras com PLA
apresentaram uma elevada viabilidade celular.

Grzesiak et al. (2015) estudaram o comportamento in vitro de filmes de PU, PLA e
PU/PLA utilizando células tronco mesenquimais e da glia. A analise da adeséo e proliferacdo
celular mostrou que a mistura (PU/PLA) apresentou resultados positivos para a cultura celular

e a adicdo de PLA aumentou a adesdo e proliferacdo celular.
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Este capitulo apresenta os materiais que foram utilizados para a realizacéo do estudo, a
metodologia de preparacdo dos filmes e dos suportes porosos, 0s ensaios de caracterizacao
morfologica, fisica, quimica, térmica e mecéanica, bem como 0s testes in vitro dos suportes

porosos para avaliar a utilizagdo como biomaterial na engenharia de tecidos

41  MATERIAIS

Os reagentes usados na sintese do PU foram: policaprolactona diol (PCL)
(Mn = 2.000 g-mol-1), hexametileno diisocianato (HDI) com 99 % de pureza e butano-1,4-diol
(BDO) com 99% de pureza. Todos reagentes sdo da Sigma-Aldrich.

O PDLLA de grau médico ¢ da marca Purasorb, da empresa Purac Biomaterials.

Os reagentes usados na titulagdo para calcular o indice de isocianato
(ASTM D 2572 - 97) da marca Dinamica foram: indicador azul de bromofenol, di-n-butilamina
(99 %), tolueno (99,8 %), acido cloridrico (0,1 mol/L) e alcool isopropilico.

Para solubilizar as amostras foi utilizado tetrahidrofurano (THF) com pureza de 99% da
marca Dinamica.

O fluido supercritico utilizado foi o diéxido de carbono, com pureza de 99% da White
Martins.

Para os testes de citotoxicidade e adesdo celular foram utilizados meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB),
penicilina/estreptomicina (P/S), brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), dimetilsulfoxido (DMSO) e glutaraldeido. Todos reagentes sdo da marca Sigma-
Aldrich.

As células L929 de fibroblasto de camundongo foram adquiridas do Banco de Células

do Rio de Janeiro/Brasil.

42 METODOS

O Quadro 1 apresenta a nomenclatura e a descricdo das amostras utilizadas neste estudo.
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Quadro 1. Nomenclatura e descrigdo das amostras em estudo

Nomenclatura Descricéo
PU Filme de poliuretano
PDLLA Filme de poli(DL-acido lactico)
PU/PDLLA Filme da mistura de poliuretano e poli(DL-acido lactico)
PUsp Suporte poroso de poliuretano
PDLLAsp Suporte poroso de poli(DL-acido lactico)

PU/PDLLAsp | Suporte poroso da mistura de poliuretano e poli(DL-acido lactico)

4.2.1 Sintese de PU

Para a sintese do PU foram variados parametros de tempo de sintese (1 h, 2 h, 2 h 30 min
e 4 h), temperatura de sintese (50°C, 60°C, 90°C), tempo de cura em estufa (24 h, 48 h),
temperatura da estufa (40°C, 60°C, 100°C) e razdo NCO/OH (1; 1,1; 1,2; 1,25; 1,5; 2; 2,5).

Os intervalos de tempo e temperatura foram testados, tendo em vista que a literatura
relata diferentes tempos e temperaturas de reacdo para sintese do PU pelo processo em duas
etapas e as diferentes razbes de NCO/OH para otimizar a expansdo do PU com fluido
supercritico, devido ao fato de algumas razGes NCO/OH ndo promoverem expansdo nas
amostras de PU.

A sintese do PU para o desenvolvimento dos filmes foi realizada pelo processo de pré-
polimero, com razdo NCO/OH de 1,25, conforme fluxograma apresentado na Figura 8.

Inicialmente, PCL e HDI foram submetidos a agitacdo magnética durante 1 h 30 min a
60°C (banho de 6leo) em um béquer fechado com entrada de N2 para formacao do pré-polimero.
Transcorrido o tempo de sintese do pré-polimero, foi realizada a titulagdo com di-n-butilamina
para determinar o teor de isocianato (ASTM D 2572-97). Na sequéncia foi adicionado BDO e
a mistura permaneceu em agitacdo durante 30 min para formacdo do poliuretano. Apoés, 0
material foi transferido para formas de silicone, acondicionado em estufa durante 24 h a 60°C
e na sequéncia, colocados em dessecador durante 24 h. Antes da sintese, a PCL foi seca em
estufa a 100°C durante 12 h e o HDI foi purificado por filtragdo com membrana porosa.

O indice de NCO residual do pré-polimero apds 1 h 30 min de reacdo foi de 1,26%.
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Figura 8. Fluxograma do processo de sintese do PU.

4.2.2 Preparacéo dos filmes de PU, PDLLA e PU/PDLLA

O PU na forma de pequenos pedacos oriundos de uma amostra cilindrica, e o PDLLA
em pellets foram preparados, na forma de filmes, pela dissolu¢cdo em THF na proporcéo de 20%
m/m sob agitacdo por 4 h a 50°C. Apo6s, foram transferidos para placas de vidro e
acondicionados em estufa a 50°C por 24 h e em dessecador por mais 48 h para formacéo de
filmes com espessura de aproximadamente 2,5 mm. Este procedimento foi adotado
considerando estudos de Grzesiak et al. (2015).

A escolha da relagdo 50/50 (m/m) da mistura PU/PDLLA foi selecionada para verificar
a influéncia da mistura no material final, sem prevaléncia de um dos polimeros, tendo em vista

que sdo materiais com caracteristicas distintas.

4.2.3 Formacao de suporte poroso com didxido de carbono supercritico

Para a obtencdo do suporte poroso foi utilizado o extrator de fluidos supercriticos
SFT — 150 (Figura 9), da empresa Supercritical Fluid Technologies (Estados Unidos).
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(b) ()
Figura 9. Registro fotografico do (a) extrator supercritico (b) visualizagdo do vaso de pressao e
(c) porta amostra.

Os filmes foram colocados em um recipiente adaptado de 60 mL de volume interno
dentro do extrator supercritico e as condi¢Bes de processo foram analisadas com variacfes de
pressdo de 1300 a 3500 psi, temperatura de 35 a 60°C, tempo de saturacdo de CO2de2a5he
despressurizacédo de 2,5 a 60 min.

A expansdo das amostras para producdo dos suportes porosos foi realizada no
Laboratério de Polimeros da Universidade de Caxias do Sul (LPOL/UCS).

4.2.4 Citotoxicidade e adesao celular dos suportes porosos

Para determinar a citotoxicidade e a ades@o celular dos suportes porosos de PUsp,
PDLLASsp e PU/PDLLASp foi realizada analise de contato indireto, conforme método descrito
na norma ISO 10993-5 (2009), com células da linhagem L929 de fibroblastos de camundongos.
A solucéo de extrato foi preparada utilizando trés suportes porosos de cada amostra (PUsp,
PDLLASsp e PU/PDLLAsp) na forma cilindrica com didmetro de 12 mm, espessura de 1,5 mm
e aproximadamente 30 mg, previamente esterilizados com radiacdo UV, e foram adicionados 3
mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S). O meio de cultura (DMEM) em contato com 0s suportes
porosos foi incubado durante 24 h a 37°C em 5% de CO para a obtengéo da solugéo de extragéo.

A viabilidade celular foi avaliada pelo méetodo indireto do ensaio de MTT. O método
MTT ¢é baseado na redugdo do MTT (brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) pela enzima desidrogenase mitocondrial, na formacéo de cristais de formazan
(DENIZOLT & LANG, 1986). Resumidamente, as células foram semeadas a uma densidade
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de 5x10* células-mL™ em 100 pL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Apds 24 horas, as células foram
tratadas com a solugdo de extracdo dos suportes porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLAsp
durante 1, 4 e 6 dias. Para o controle negativo foi utilizado meio DMEM (10% de SFB e 1%
P/S) e incubado a 37°C em 5% de CO., no mesmo tempo citado acima. O meio foi removido e
1 mg-mL* de MTT em meio isento de SFB e P/S foi adicionado aos pocos. As placas foram
incubadas a 37°C durante 2 h em atmosfera umidificada com 5% de CO,. Subsequentemente,
retirou-se a solucdo de MTT e os cristais de formazan foram dissolvidos em 100 yuL de DMSO
(dimetilsulféxido). A leitura espectrofotométrica a 570 nm foi realizada em um leitor de
microplacas (espectros Max190, Molecular Devices, EUA) e os resultados foram expressos em
porcentagem de viabilidade. A absorbancia do controle negativo representou 100% de
viabilidade e os valores das células tratadas foram calculadas como porcentagem do controle.
As alteragBes na viabilidade celular analisadas pelo método indireto foram observadas e
documentadas ap6s 1, 4 e 6 dias de exposi¢do ao tratamento da amostra. O grupo de controle
negativo foi tratado com meio DMEM (10% de SFB e 1% P/S).

Para avaliacdo morfoldgica e de adesao celular, os suportes porosos foram colocados
em contato direto com as células L929 por 1, 4 e 6 dias. Procedeu-se testes em microscopia
Optica de fluorescéncia com solucédo de 4',6'-diamidino-2-phenilindole (DAPI) e imagens com
ampliacdo de 100x e MEV-FEG com fixacdo das células sobre os suportes porosos com
glutaraldeido 3%, desidratacdo por congelamento e posterior liofilizacdo e imagens com
aumento de 500x (LEE & CHOW, 2012; SANTANA et al., 2015).

A significancia estatistica foi avaliada utilizando t-teste e analise de sentido Unico de
variancia (ANOVA) com o teste de comparacdo de multiplas médias (Tukey) para avaliar as
diferencas estatisticas no caso da distribui¢cdo normal. Significancia foi aceita para p inferior a
0,05 utilizando o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, versao 19.0) para Windows.

Os testes de citotoxicidade e adesdo celular foram realizados no Laboratorio de
Gendmica, Protedmica e Reparo de DNA da Universidade de Caxias do Sul.

4.2.5 Ensaios dos filmes e dos suportes porosos

4.2.5.1 Cromatografia de permeacdo em gel dos filmes

A analise de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) dos filmes de PU, PDLLA e
PU/PDLLA foi realizada em um cromatografo liquido Waters Instruments (Estados Unidos)
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equipado com bomba isocrética (modelo 1515) e detector de indice de refracdo (modelo 2414),
utilizando THF grau HPLC como eluente com fluxo de 1 mL-min™, set de coluna Styragel e
curva de calibracdo com padrbes de poliestireno. As amostras foram solubilizadas em THF
(5 mg-mL™) e filtradas com membrana de politetrafluoretileno de 0,45 um. Os parametros
foram adotados considerando o estudo de Mi et al. (2013).

A analise de GPC dos filmes foi realizada na Faculdade de Quimica da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC/RS).

4.2.5.2 Reologia dos filmes

Anadlise reoldgica foi realizada para verificar a viscosidade complexa dos filmes de PU,
PDLLA e PU/PDLLA. O equipamento utilizado foi um reémetro oscilatorio do tipo placa-placa
da marca Anton Paar, modelo MCR-301 (Austria). A analise foi realizada com frequéncia
angular de 0.1-300 rad-s™, distancia entre as placas de 1 mm e temperatura de 70°C para o PU,
170°C para o PDLLA e para a mistura PU/PDLLA foi realizada nas duas temperaturas (70 e
170°C). A variacdo da temperatura foi avaliada devido as distintas caracteristicas térmicas dos
polimeros puros.

O ensaio reoldgico foi realizado no LPOL/UCS.

4.2.5.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier dos filmes

Amostras dos filmes foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) no modo Attenuated Total Reflectance (ATR), em um
equipamento Nicolet 1S10, modelo Thermo Scientific (Estados Unidos), no intervalo de 400-
4000 cm?, 32 varreduras e com resolugdo de 4 cm™.

O ensaio de FTIR foi realizado no LPOL/UCS.

4.2.5.4 Termogravimetria dos filmes

A analise de termogravimetria (TG) foi realizada por equipamento Shimadzu TGA-50
(Japdo) em atmosfera de N2 com fluxo de 50 mL-min, taxa de aquecimento de 10°C-min
com faixa de temperatura de 23 a 700°C.

O ensaio de TG foi realizado no LPOL/UCS.
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4.2.5.5 Calorimetria exploratoria diferencial dos filmes

A analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada no equipamento
DSC-50 da Shimadzu (Japdo) em atmosfera de N2 com fluxo de 50 mL-min?, taxa de
aquecimento de 10°C-min e faixa de temperatura de — 50 a 120°C para as amostras de PU,
PDLLA e PU/PDLLA. O ensaio de DSC foi realizado no LPOL/UCS.

O indice de cristalinidade (Xc) das amostras de PU foi calculado com base nos
resultados de entalpia de fusdo (AHm), obtidos na analise de DSC e entalpia de fusdo da PCL
100% cristalina (AHm® = 139,5 J-g%) (ALISHIRI et al., 2014). O PDLLA por ser amorfo néo
foi calculado o Xc e para a mistura utilizou-se a fragdo de PU na amostra, representado por n

(0,5), conforme Equacao 1.

(AHmM)

Xc (%)= ———x
nx (AHmM®)

100 1)

4.2.5.6 Microscopia eletronica de varredura de emissdo de campo dos filmes e dos suportes

porosos

A morfologia dos filmes e dos suportes porosos foi avaliada por microscopia eletrénica
de varredura de emissao de campo (MEV-FEG) em um equipamento da marca Tescan, modelo
MIRA 3 (Republica Checa), com aumentos de 50x, 200x, 1500 x e 5000x, elétrons secundarios,
tenséo de aceleragdo de 5 e 15 kV. As amostras foram recobertas com ouro e as micrografias
dos filmes foram obtidas na superficie e dos suportes porosos foram obtidas na superficie e na
secdo transversal.

O ensaio de MEV-FEG foi realizado no Laboratdrio Central de Microscopia Professor
Israel Baumvol (LCMic/UCS).

4.2.5.7 Diametro de poros dos suportes porosos

Para o calculo do didametro de poros dos suportes porosos foi utilizado o software
ImageJ. Micrografias de MEV-FEG dos suportes porosos com ampliacdo de 200 vezes
passaram por calibragédo da escala, converséo da imagem para 8 bits, aplicacdo de um sistema
binario e foram definidas as bordas, limites e contraste para proceder ao calculo. Foi utilizado
o0 valor médio de diametro de poro e desvio padrao fornecido pelo software.
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4.2.5.8 Densidade aparente dos suportes porosos

A densidade aparente (p) dos suportes porosos foi calculada pela relacdo entre a massa
(m) em gramas e 0 volume (v) em centimetros cubicos da amostra. A medida das amostras para
o célculo do volume foi realizada com um paquimetro digital da marca Mitutoyo com resolucao
de 0,01 mm e a massa em balanca analitica Ohaus com precisdo de 0,0001 g. O célculo foi

realizado com 15 corpos de prova, conforme Equacéo 2.
m
p=— )
v

4.2.5.9 Resisténcia a compressdo dos suportes porosos

A determinacdo da resisténcia a compressdo dos suportes porosos foi determinada em
equipamento Q800 AT DMA, marca TA Instruments (Estados Unidos). Os testes foram
realizados na temperatura de 37°C, utilizando corpos de prova de 10 x 10 mm, com espessura
de aproximadamente 4 mm, 3 N-min™* até a forca de 18 N (limite maximo de forca estatica do
equipamento).

O ensaio de resisténcia a compressao foi realizado no LPOL/UCS.
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Este capitulo apresenta os resultados e discussdo da caracterizacdo dos filmes e dos
suportes porosos de poliuretano, poli(acido lactico) e poliuretano/poli(acido lactico), bem como

0s testes de citotoxicidade e adesdo celular dos suportes porosos.

5.1  CARACTERIZACAO DOS FILMES DE PU, PDLLA E PU/PDLLA

Para a sintese do PU a variacdo dos parametros de tempo e temperatura de sintese, tempo
e temperatura de cura em estufa e razdo NCO/OH foram realizadas para obter um produto final
com reacdo completa dos grupos isocianato em uretano, aumentar a temperatura de fusdo
cristalina e possibilitar a expansdo do polimero no extrator supercritico. Entre os parametros
testados foi possivel obter PU sem presenca de grupos isocianato remanescentes, temperatura
de fusdo variando de 35 a 52°C e uma estrutura porosa ap6s submeter o polimero a condicdes
supercriticas. Os parametros que possibilitaram os melhores resultados foram: tempo de sintese
de 2 h, temperatura de sintese de 60°C, tempo de cura em estufa de 24 h, temperatura de cura
em estufa de 60°C e razdo NCO/OH de 1,25. A caracterizagdo do PU com os parametros
mencionados acima € apresentada no decorrer deste capitulo.

A cromatografia de permeacdo em gel foi utilizada para determinar a massa molar
numeérica média (Mn), massa molar ponderal média (Mw) e indice de polidispersao (IP) do PU,
PDLLA e PU/PDLLA. A distribuicdo de massa molar é apresentada na Figura 10 e os valores
de Mn, Mw e IP na Tabela 2.
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Figura 10. Comportamento da distribuicdo de massa molar do PU, PDLLA e PU/PDLLA.
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Tabela 2. Mn, Mw e IP do PU, PDLLA e PU/PDLLA.

Amostra Mh Muw 1P
(g-mol™) (g-mol™)

PU 49,587 117.502 2,4

PDLLA 437.286 929.302 2,1

PU/PDLLA 68.170 375.500 55

O PU sintetizado a partir de PCL, HDI e BDO resultou em um polimero com Mn
de 49.587 g'mol™ e Mw de 117.502 g-mol. O valor de IP de 2,4, juntamente com a imagem
do comportamento da distribuicdo de massa molar (Figura 10) representam as diferentes faixas
de massas molares presentes no polimero. Viezzer et al. (2009) sintetizaram PU partindo dos
mesmos reagentes usados neste estudo, no entanto, com utilizagdo de solvente, processo em
uma etapa, relacio NCO/OH de 1 e obtiveram Mn de 31.908 g-mol™, Mw de 67.617 g-mol™ e
IP de 2,1. Os valores encontrados neste trabalho sdo superiores e podem estar relacionados as
diferencas no processo de sintese e na razdo NCO/OH.

O PDLLA apresentou Mn de 437.286 g-mol™?, Mw de 929.302 g-mol™ e IP de 2,1. A
distribuicdo de massa molar apresenta faixa de tamanho de cadeia mais uniforme quando
comparado com o PU, por isso o0 menor valor de IP.

A amostra PU/PDLLA apresentou Mn de 68.170 g-mol, Mw de 375.500 g-mol™ e IP
de 5,5. Os valores de Mn e Mw sdo superiores ao PU e muito inferior ao PDLLA e a distribuigéo
de massa molar apresenta uma caracteristica bimodal em que € possivel diferenciar a regido
caracteristica de cada polimero na mistura. A distribuicdo bimodal e o alto valor de IP estdo
relacionados a elevada diferenca de massa molar dos polimeros que constituem a amostra.

Os polimeros sintéticos, devido a natureza do processo de polimerizacdo, costumam
apresentar distribuicdo de massa molar ampla e esses valores influenciam propriedades fisicas,
mecanicas e reoldgicas dos polimeros. Analisando o IP, do ponto de vista tecnoldgico, o
aumento do IP confere boas caracteristicas de processabilidade e propriedades no produto final,
no entanto, do ponto de vista termodinamico, valores altos de IP dificultam a compreensdo do
comportamento de polimeros, principalmente em misturas, devido a complexidade dos
resultados obtidos (TURCHETTE & FELISBERTI, 2000).

A viscosidade complexa em funcdo da frequéncia angular dos polimeros puros e a
mistura foi avaliada em um redmetro oscilatorio e as curvas estdo representadas na Figura 11.

Para a amostra PU/PDLLA foi verificada a viscosidade na temperatura de 70 e 170°C,
devido ao comportamento distinto, em relagdo a temperaturas de fusdo, dos polimeros que

constituem a mistura.
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A viscosidade é influenciada pelas condigdes de processamento, tais como taxa de
cisalhamento, temperatura e pressao; tipo de material utilizado, como estrutura quimica, massa
molar, polidispersao, presenca de ramificacdes de cadeia curta e longa e pela presenca de cargas
e aditivos (COUTINHO et al., 2007).
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Figura 11. Viscosidade complexa em fungdo da frequéncia angular para os filmes de PU, PDLLA e
PU/PDLLA.

Os polimeros puros e a mistura apresentaram diminuicao da viscosidade complexa com
0 aumento da frequéncia angular. Para o PDLLA foi constatado o maior valor de viscosidade
entre as amostras testadas neste estudo, com viscosidade de 1800 Pa's, enquanto que a
viscosidade do PU foi de 190 Pa-s, sendo perceptivel sua diminui¢io apos 10 rad-s™.

A viscosidade inicial da mistura PU/PDLLA apresentou valores intermediario aos
polimeros puros e comportamento similar para as temperaturas de 70°C e 170°C, com
viscosidade de 1300 Pa-s. Com 0 aumento da frequéncia foi possivel observar uma varia¢éo na
viscosidade da mistura PU/PDLLA em relagdo as temperaturas analisadas, sendo a maior queda
de viscosidade para a temperatura de 170°C, podendo estar relacionada a caracteristica do PU
na mistura que apresenta menor resisténcia térmica.

A anélise de viscosidade deste estudo corrobora com os valores de GPC, comprovando
0 maior valor de viscosidade complexa para o PDLLA que possui massa molar
consideravelmente superior & do PU e a mistura PU/PDLLA.

A morfologia dos filmes de PU, PDLLA e PU/PDLLA foi analisada por MEV-FEG e

as micrografias sdo apresentadas na Figura 12.
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Na morfologia dos filmes de PU, PDLLA e PU/PDLLA (Figura 11) foi possivel
observar diferentes caracteristicas na superficie das amostras. Para o PU foi observado uma
superficie com regides circulares, oriundas da geometria dos esferulitos, e 0o PDLLA apresentou
uma superficie lisa com algumas irregularidades. Na mistura PU/PDLLA foi constatada uma
morfologia com caracteristicas intermediarias das amostras puras, com presenca de esferulitos
caracteristicos do PU, no entanto com forma mais lisa, devido a presenga do PDLLA, e alguns
pontos brancos que podem ser residuos do proprio material durante a corte para preparacdo do
filme.

Os esferulitos encontrados na amostra de PU e PU/PDLLA sé&o agregados esféricos de
cristais simétricos que crescem radialmente até o choque com outros esferulitos (CRIST &
SCHULTZ, 2016). A Figura 13 apresenta a organizacdo e geometria dos esferulitos da amostra
de PU.

SEM HV: 15.0kV | WD: 9.85 mm | MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 1.50 kx | Det: SE 50 ym
View field: 185 um | Date(m/dly): 07/14/16 LCMicro | UCS

Figura 13. Micrografia no MEV-FEG do filme de PU com magnitude original de 1500x.

Os esferulitos presentes na amostra de PU apresentaram tamanho médio de
42,25 pum = 7,3 um, enquanto que na mistura PU/PDLLA o tamanho dos esferulitos foi de
99,96 um + 20,3 um. Saralegi et al. (2012) observaram esferulitos em amostras de PU com
polidis de diferentes massas molares e concluiram que os esferulitos eram formados
principalmente por cadeias de segmento flexivel e variavam de tamanho em relacdo a massa
molar do poliol e razdo NCO/OH. Pizzato et al. (2009) também observaram esferulitos em
micrografias de amostras de TPU.
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No espectro de FTIR do PU, PDLLA e PU/PDLLA (Figura 14) foi possivel observar as
frequéncias vibracionais caracteristicas para cada material e suas atribuicdes sdo apresentadas
na Tabela 3.

A presenca de bandas de absorc&o tipicas do PU foi observada em 3322 cm™ associada
ao estiramento N—H do grupo uretano; 2936 - 2865 cm™ estiramento assimétrico e simétrico do
grupo CHy. 1724 cm™ estiramento da carbonila (C=0) do grupo uretano e éster do poliol
referente a formagcéo da ligacéo uretano (grupo —-NHCOO-); 1524 cm™ estiramento do grupo
CN (Ml et al., 2013; JING et al., 2014).
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Figura 14. Espectro no FTIR dos filmes de PU, PDLLA e PU/PDLLA.

Tabela 3. Frequéncia vibracional e atribuicdo no FTIR do PU e PDLLA (Ml et al., 2013;
PEREIRA et al., 2014).

Polimero Frequéncia vibracional Atribuicao
(cm)

3388 - 3322 VNH

PU 2936 - 2865 VCH2
1724 Vc=0
1524 VCN
3000 — 2943 VC-H

PDLLA 1744 Vc=0
1458 dchs
1382 dcHa
1261 Vco-0

Nota: v = estiramento; 6 = deformacao

A caracterizagdo da estrutura quimica comprovou a obtencdo do PU, visto que as bandas

estdo de acordo com a literatura para o polimero e houve a conversdao completa dos grupos
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isocianato em uretano, caracterizado pela auséncia de uma banda na regido de 2270 — 2250 cm™?
(BARRIONI et al., 2015), confirmando que o tempo de reacdo (2 h) e tempo de cura em estufa
(24 h) adotados neste estudo foram suficientes.

O espectro no FTIR do PDLLA apresentou as bandas caracteristicas do material que
estdo situadas na regido de 2995 — 2945 cm™ referente ao estiramento do grupo C—H. em
1744 cm™ referente ao estiramento do grupo C=0; 1458 cm™ relacionada a deformacio
assimétrica do grupo CHs; 1382 cm™ deformagéo simétrica do grupo CHsz e em 1261 cm™ esta
relacionado ao estiramento do grupo éster -CO-O (PEREIRA et al., 2014). A auséncia de uma
banda de absorc&o na regido de 3500 — 3000 cm™, que esta relacionada ao estiramento do grupo
OH, indica a inexisténcia de subprodutos da hidrélise do PLA (DRUMOND, WANG &
MOTHE, 2004).

O espectro da amostra PU/PDLLA apresentou todas as bandas caracteristicas do PU e
do PDLLA, sem evidéncias de novas bandas. O mesmo comportamento foi verificado por Mi
et al. (2013) e Jing et al. (2014) em estudos com TPU/PLA.

Nas curvas TG (Figura 15a) e da derivada primeira (DTG) (Figura 15b) foi possivel
observar os eventos de perda de massa das amostras de PU, PDLLA e PU/PDLLA.
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Figura 15. (a) Curva TG das amostras de PU, PDLLA e PU/PDLLA e (b) DTG das amostras de PU,
PDLLA e PU/PDLLA

O PU apresentou trés eventos de perda de massa com temperatura maxima (Tmax) para
cada um dos eventos de 353,1°C, 371,4°C e 405,1°C, respectivamente. A avaliacdo da
degradacéo térmica para poliuretanos é complexa devido a possibilidade de utilizar diferentes

reagentes na sintese para gerar uma variedade de produtos. A decomposicao do grupo uretano
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inicia em torno de 250°C e apresenta um perfil bimodal, sendo o primeiro evento de perda de
massa relacionado aos segmentos rigidos que sdo caracterizados por possuirem baixa energia
de ligacdo. Quando a taxa de aquecimento € baixa, podem ser observados varios picos na curva
de DTG, o que também indica a complexidade da degradacdo (CHANG et al., 1995;
COUTINHO & DELPECH, 2000).

O primeiro evento de perda de massa do PU, representado pela curva TG e DTG,
apresenta Tmax de 353,1°C (Tonset de 336°C e Tendset de 359,1°C) que corresponde a 29,9% de
perda de massa. A maior perda de massa (43,1%) ocorre em 371,4°C (Tonset de 364,4°C € Tendset
de 383,8°C) e em 405,1°C (Tonset 393,3°C € Tendset de 421,7°C) com perda de massa de 26%.

Quando submetido a uma excitacdo térmica, as ligacdes covalentes da cadeia do PU
podem sofrer vibragdes complexas e rotacfes dentro do seu proprio eixo. Com mais excitacao,
essas ligacbes podem romper formando uma variedade de fragmentos ou pequenas moléculas,
as quais podem se recombinar ou serem submetidas a uma maior fragmentagdo. A
decomposic¢do térmica de PUs pode acontecer por vias de cisdo aleatéria de cadeia, cisdo de
cadeia-final ou reticulacdo ou a combinagdo dos mesmos, sendo a cisdo aleatoria de cadeia e
reticulacdo as rotas predominantes para a decomposicdo de PU (CHATTOPADHYAY &
WEBSTER, 2009).

Para Krol (2007) e Barrioni et al. (2015), o primeiro evento de decomposi¢do do PU
esta relacionado aos segmentos rigidos e os demais eventos decorrentes do segmento flexivel,
gue apresentam maior estabilidade térmica. Segundo Cauich-Rodrigues et al. (2013), os PUs
sdo termicamente degradados por trés mecanismos basicos. No primeiro evento de degradacéo
ocorre a dissociacdo da ligacdo uretano para formar alcodis e isocianatos (componentes de
partida). No segundo evento, a cisdo da ligagdo uretano com a formacao de aminas primarias,
diéxido de carbono e olefinas. E por fim, no terceiro evento, rompimento da ligacdo uretano
em amina secundaria e dioxido de carbono. Berta et al. (2006), além dos eventos descritos por
Cauich-Rodrigues et al., relata que na ultima etapa de degradacéo, em elevadas temperaturas,
as estruturas mais estaveis podem produzir produtos volateis.

O PDLLA apresentou um unico evento de perda de massa com Tmax de 373,2°C, (Tonset
de 344,4°C e Tendset de 381,4°C), representando 97,8% da massa total. O valor de Tmax esta de
acordo com dados da literatura (PAULA, MANO & PEREIRA, 2011).

A amostra PU/PDLLA apresentou trés eventos de perda de massa representados por
Tmax de 136,5°C, 332,2°C e 406,5°C, respectivamente. O primeiro evento em 136,5°C (Tonset de
88,1°C e Tendset de 160,1°C), que representa 4,6% de perda de massa, pode ser atribuido ao

residuo de solvente utilizado na preparacdo do filme ou umidade da amostra. O evento em
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332,2°C (Tonset de 315,1°C e de Tendset 341,4°C) que representa 47,7% de perda de massa pode
estar relacionado ao deslocamento das temperaturas de decomposi¢do do PDLLA (373,2°C) e
do PU (353,1°C, 371,4°C) e em 406,5°C (41,1%) referente a decomposi¢do do PU.

A presenca de mais de um evento de perda de massa observados na curvade TG e DTG
das amostras de PU e PU/PDLLA também pode estar relacionada a massa molar e a
polidispersdo dos polimeros, apresentados na Tabela 2. Cadeias menores, de menor massa
molar se decompdem em temperaturas inferiores, ao passo que cadeias de maior massa molar
necessitam de maior temperatura. O IP com valor acima de 2, encontrados na caracterizacao
por GPC das amostras, indica que existem cadeias de diferentes tamanhos na estrutura
polimérica, e essas influenciam na decomposicao térmica.

As transicdes térmicas do primeiro e segundo aquecimento e resfriamento por DSC das
amostras de PU, PDLLA e PU/PDLLA sdo apresentadas na Figura 16 e as temperaturas, energia

de entalpia de fusdo e cristalinidade s&o apresentadas na Tabela 4.
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Figura 16. Curva DSC do PU, PDLLA e PU/PDLLA (a) primeiro aguecimento (b) segundo
aquecimento (c) resfriamento.
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Tabela 4. Temperatura das transi¢Oes térmicas, entalpia de fusdo e cristalinidade do PU, PDLLA e

PU/PDLLA.
1° Aquecimento 2° Aquecimento Resfriamento
Tm AHm Tg Xc | Tm AHm Tg Xc Tc
() @ghH (C) (%) | (°C) @ghH (°C) (%) °C)
PU 51,8 46,9 NI 336|464 43,12 NI 309 -4,1
PDLLA - - 49 - - - 51,8 - | -12,8/495
PU/PDLLA | 440 17,1 NI 245|454 129 NI 185 | -0,5/459

NI = nao identificado.

Todas as amostras apresentaram eventos endotérmicos no primeiro e segundo
aquecimento na analise de DSC. O PDLLA apresentou apenas Tg, com valor de 49°C para o
primeiro aquecimento e 51,8°C no segundo aquecimento, valor proximo ao encontrado por
Lejardi et al. (2013).

O PU apresentou, na andlise do primeiro aquecimento, um evento de fusdo com
temperatura (Tm) de 51,8°C e cristalinidade de 33,6%. A Tg, segundo Xu et al. (2015) para PU
com PCL/HDI/BDO foi de -58°C, nas analises de DSC realizadas neste trabalho nédo foi possivel
verificar o valor da Tg.

A amostra PU/PDLLA apresentou evento de fusdo com temperatura de 44°C, valor
menor do que o encontrado para o PU e Xc de 24,5% A Tendset do PU/PDLLA € em torno de
51°C, ficando dentro da faixa da Tg do PDLLA, por isso ndo foram observados dois eventos
para a mistura.

Os valores de entalpia de fusdo (AHm) para o PU e PU/PDLLA corroboram com o
tamanho dos esferulitos visualizados nas micrografias de MEV-FEG da Figura 12a e Figura
12e, respectivamente. A amostra de PU apresentou uma morfologia com maior quantidade de
esferulitos de menor tamanho, quando comparado com a amostra de PU/PDLLA, justificando
o maior valor de AHm.

Analisando o resfriamento (Figura 16c) é possivel observar que o PU e o PDLLA
solidificam em temperaturas diferentes a partir do estado fundido. O PU apresentou um Unico
evento exotérmico no resfriamento, com temperatura de - 4,1°C, enquanto que o PDLLA
apresentou dois eventos no resfriamento, com temperaturas de 49,5°C e - 12,8°C, ambos 0s
eventos do PDLLA se mostraram pouco expressivos quando comparado ao PU, devido a
caracteristica amorfa do PDLLA.

A amostra PU/PDLLA apresentou dois eventos exotérmicos com temperaturas de
45,9°C e -0,5°C. A temperatura de - 0,5°C esta relacionada a cristalizacdo do PU e a de 45,9°C,
a solidificacdo do PDLLA.
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Jing et al. (2015) estudaram misturas de TPU/PLA e também observaram eventos
caracteristicos dos dois polimeros no resfriamento por DSC. O mesmo foi observado por Mi et
al. (2013) que, além disso, concluiram que o PLA semicristalino favorecia a cristalizacdo do

TPU, com picos de maior energia quando a proporcao de PLA aumentava.

5.2  CARACTERIZACAO DOS SUPORTES POROSOS DE PU, PDLLA E PU/PDLLA

A arquitetura da estrutura dos poros por CO2 supercritico pode ser controlada a partir
da selecéo apropriada das condic¢des de processamento, especialmente a pressao de saturagéo,
temperatura de formacao de espuma e tempo de despressurizagéo.

A Tabela 5 apresenta os parametros de processo testados para a producao dos suportes
porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLAsp. Em alguns testes, foi adotada uma Unica
temperatura e pressao durante todo tempo de saturacdo de CO., enquanto que em outros testes,
a temperatura foi reduzida depois de 60 minutos de saturacdo e, consequentemente, a pressao

diminuiu.
Tabela 5. Pardmetros de processo no extrator supercritico para as amostras de PUsp,
PDLLASsp e PU/PDLLASP.
Amostra Temperatura (°C) Pressao Tempo de Tempo de
(psi) saturacdo despressurizacéo

(min) (%)

40 1780 165 3600

40 1320 180 600

PUsp 40 1320 180 180
40 2300 120 255

50/30 2800/1670 60/105 145

50/35 2800/1800 60/120 145

35 1700 120 3000

40 2800 120 180

45 2800 120 840

PDLLAsp 50 3200 120 1140
50/40 2800/2580 60/60 145

50/35 2800/1800 60/120 145

50/30 2800/1670 60/120 145

50/30 2800/1670 60/120 255

PU/PDLLASp 50 2800 180 145
35 2800 180 145

35 2800 180 255

Salerno et al. (2011) avaliaram a influéncia do tempo de despressurizagdo na morfologia

dos poros de amostras de PCL e observaram que com tempos baixos de despressurizagdo

(2 e 15 s) amorfologia apresentou poros uniformes e com didmetro na faixa de 40 um, ao passo
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que despressuriza¢do com 900 s, resultou em tamanho de poros na faixa de 100 a 250 um. White
et al. (2012) verificaram a distribuicdo de tamanho de poros com diferentes tempos de
despressurizacdo para amostras de PDLLA e concluiram que com despressurizacdo de 10 min
a distribuicdo de tamanho de poros foi mais larga e para 60 min a distribuicdo de tamanho de
poros foi homogénea e com maior quantidade de poros conectados.

A utilizacdo de fluido supercritico é importante quando a viscosidade do polimero é
elevada, como é o caso de polimeros com alta massa molar. Viscosidades altas exigem
temperaturas elevadas para o processamento, o que pode induzir a processos de degradacéo
térmica e modificacdes nas propriedades fisicas em alguns materiais. Nesses casos, o fluido
supercritico atua como um solvente, reduzindo as intera¢fes intermoleculares e aumentando a
separacado de cadeias (JENKINS et al., 2006).

A Figura 17 apresenta a morfologia da superficie e da secdo transversal dos suportes
porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLAsp com parametros de processo para o PUsp e 0
PU/PDLLASsp de 50°C a 2800 psi por 60 min, reducdo da temperatura para 30°C, pressao de
1670 psi por mais 120 min e despressurizacao de 145 s. Para o PDLLASp a temperatura foi de
35°C, pressédo de 2800 psi, tempo de saturacdo de 180 min e despressurizacdo de 255 s.

Os suportes porosos apresentaram poros abertos, distribuidos homogeneamente em toda
extensdo da amostra e bastante interconectados, como pode ser visto na sec¢ao transversal das
micrografias. A boa interconexdo é crucial para a utilizacdo como suportes porosos pois permite
que as células penetrem no interior dos suportes porosos e favorecam a biocompatibilidade e o
crescimento de tecidos.

O comportamento morfoldgico do PUsp e do PDLLASsp, em relacdo a tamanho de poros
foi diferente para as condicGes de processamento adotadas com CO2 supercritico. No calculo
de diametro de poros calculados a partir das micrografias de MEV-FEG da superficie, o0 PUsp
apresentou uma estrutura com didmetro de poros com valor médio de 141 um £ 108 pm,
enquanto que o PDLLAsp apresentou tamanho de poros de 52 um +32 um. A amostra
PU/PDLLAsp apresentou uma estrutura heterogénea, com poros pequenos, oriundos do
PDLLASsp e poros maiores, caracteristicos do PUsp.

A diferenca no tamanho dos poros do PUsp e PDLLASsp pode estar relacionada a
solubilidade do CO- na estrutura polimérica que é dependente da cadeia molecular e morfologia
dos polimeros. Estudos relataram que a solubilidade do CO., & menor em polimeros
semicristalinos do que em polimeros amorfos devido ao efeito dos cristais que podem restringir
a mobilidade da cadeia na fase amorfa, reduzindo o volume de penetragéo de CO2 (OLIVEIRA
et al., 2006; TAl et al., 2007).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

N ,. » * . ) 3
=T P 3 § 3 - 2
\s S ) N S Lo —
o X . . > 13} Lo
SEM HV: 15.0 kV WD: 9.29 mm | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 8.36 mm

SEM MAG: 200 x Det: SE SEM MAG: 200 x Det: SE
View field: 1.38 mm | Date(m/dly): 07/14/16 LCMicro | UCS View fleld: 1.38 mm | Date(m/dly): 07/14/16

- e B WA

oL Bl e 28/ - < _ . s 4
SEM HV: 15.0 kV WD: 8.79 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 8.28 mm 1 | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 200 x Det: SE SEM MAG: 201 x Det: SE 200 pm

View fleld: 1.38 mm  Date(m/d/y): 07/14/16 LCMicro | UCS View field: 1.38 mm Date(m/dly): 07/14/16 LCMicro | UCS

A ) J »,
: L0533
SEM HV: 15.0 kV WD: 8.70 mm | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 7.96 mm
SEM MAG: 200 x Det: SE 200 pm SEM MAG: 205 x Det: SE
View field: 1.38 mm  Date(m/d/y): 07/14/16 LCMicro | UCS View field: 1.35 mm  Date(m/dly): 07/14/16 LCMicro | UCS

Figura 17. Micrografias no MEV-FEG do suporte poroso de (a) PUsp superficie, (b) PUsp
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As caracteristicas relacionadas a viscosidade, massa molar e polidispersdo também
podem influenciar na estrutura dos poros. Polimeros com cadeias longas, de elevada massa
molar, dificultam a saida de CO., enquanto que em cadeias menores, de baixa massa molar, o
CO2 encontra menos barreiras para sair e essa maior facilidade provoca um rapido crescimento
de poros de maior tamanho (TAI et al., 2007).

O PDLLASsp é um polimero amorfo, portanto a solubilidade do CO- é favorecida em
sua estrutura quando comparado ao PUsp, que € um polimero semicristalino. No entanto, a
massa molar do PDLLA é aproximadamente 9 vezes maior que o PU, o que dificulta a liberacéo
de CO- no interior da estrutura. Analisando a morfologia e 0 menor tamanho de poros do
PDLLAsp, pode-se observar que a massa molar, por apresentar maior valor, teve maior
influéncia no tamanho de poros do que a cristalinidade, visto que a cristalinidade do PU é baixa,
cerca de 33,6%.

Analisando minuciosamente a amostra PU/PDLLAsp (Figura 18), foi possivel observar
que a mesma apresentou fases bem distintas, com caracteristicas de tamanho de poros diferente
qguando comparado aos polimeros puros.

A Figura 18a apresenta a morfologia do PU e do PDLLA na mistura. O PDLLA
apresentou, predominantemente, poros pequenos que tendiam a aumentar de tamanho quando
se aproximavam da interface com o PU, com tamanho de poros de 19 pm = 12 um (Figura 18c).
O PU na mistura apresentou tamanho de poros de 75 um £ 57 um (Figura 18b). Quando
comparado com as micrografias do PUsp (Figura 17a) e PDLLAsp (Figura 17c) foi possivel
verificar que o PU e o PDLLA expandiram de forma diferente em relacdo ao tamanho de poros.

A diferenca na morfologia e tamanho de poros da amostra PU/PDLLASp pode estar
relacionada as caracteristicas térmicas dos materiais quando submetidos ao resfriamento
durante a formacdo da estrutura porosa. Na caracterizacao por DSC (Figura 16c), dos polimeros
puros e da mistura, foi possivel observar que as temperaturas de cristalizacdo e solidificacédo do
PU e PDLLA séo diferentes. O PDLLA solidifica em 49,5°C, com um segundo evento em
—12,8°C, enquanto que o PU cristaliza em — 4,1°C. O resfriamento durante o processo para
formacédo de estrutura porosa no extrator supercritico iniciou em 50°C e decresceu lentamente
até 30°C, apds, com o inicio da despressurizacéo, de forma abrupta e devido a elevada presséo,
a temperatura diminuiu até cerca de 15°C. Essa variacdo de temperatura durante o processo de
expansdo pode ter provocado uma separacdo de fase na mistura. O PDLLA por iniciar a
solidificacdo em temperatura superior, solidifica antes que o PU e pode promover a separagao
no estado sdlido devido a diferentes movimentos moleculares, decorrentes da massa molar e

estrutura dos polimeros, sendo a interface mantida devido a um determinado grau de
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miscibilidade, como pdde ser visto na analise morfoldgica dos filmes de PU/PDLLA (Figura
12e, Figura 12f), o qual ndo apresentou separacgao de fase. Com o PDLLA em estado sélido, o
PU apresenta limitacGes de mobilidade molecular, prejudicando a formacéo de cristais, visto na
menor entalpia de cristalizacdo da mistura (Tabela 4). Desta forma, pode-se inferir que o

PDLLA exerceu influéncia na cristalizacdo do PU, limitando sua expans&o.
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Figura 18. Micrografia no MEV-FEG do (a) PU/PDLLAsp com magnitude original de 50x; (b) PU na
mistura PU/PDLLAsp com magnitude original de 200x e (c) PDLLA na mistura PU/PDLLAsp com
magnitude original de 200x.

Taki et al. (2004) avaliaram estruturas porosas a partir da mistura de
poliestireno/polietilenoglicol (PS/PEG) com fluido supercritico e observaram diferentes

tamanhos de poros para a mistura. Os autores ndo encontraram uma explicagéo clara para os
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resultados, porém, justificaram que a estrutura bimodal pode estar relacionada a solubilidade
do CO3, que reduz a viscosidade dos polimeros e desta forma os poros maiores, oriundas do
PEG, consomem CO_ mais rapidamente e captam o CO- dissolvido na fase PS mais rapido. A
menor viscosidade conduz para coalescéncia das bolhas e uma separacdo de duas fases no PEG
€ a0 passo que a temperatura diminui, a estrutura porosa estabiliza.

Na engenharia de tecidos é necessario que a arquitetura do suporte poroso apresente
tamanho de poros precisos e interconectados para permitir a migracdo celular e transporte de
nutrientes (SHARIFI et al., 2016). Essas caracteristicas foram alcancadas para as amostras de
PUsp e PDLLASsp, no entanto, para amostra PU/PDLLASp na proporcdo adotada neste estudo
(50/50) a arquitetura foi de poros de diferentes tamanhos. Segundo Xu e Huang (2016)
estruturas porosas com poros bimodais apresentam maior grau de interligacdo celular,
favorecendo algumas aplicacdes no campo da biomedicina para engenharia de tecidos.

A caracterizacdo da densidade aparente dos suportes porosos é apresentada na

Figura 19.
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Figura 19. Densidade aparente dos suportes porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLASp.

A densidade aparente de materiais porosos caracteriza a razao entre o conteudo sélido e
gasoso e tem influéncia direta nas propriedades fisicas, mecanicas, térmica, acusticas e elétricas
dos materiais porosos (CARVALHO & FROLLINI, 1999).

Os suportes porosos apresentaram diferentes valores de densidade devido a morfologia
e tamanho dos poros, com densidade variando entre 0,16 e 0,24 g-cm™. O valor de densidade
aparente foi de 0,16 + 0,02 g-cm® para o PUsp, 0,20 + 0,03 g-cm™ para 0 PDLLAsp e
0,24 + 0,03 g-cm™ para PU/PDLLAsp. A menor densidade da amostra PU/PDLLASp esta

relacionada ao menor tamanho de poros, observado nas micrografias da Figura 18.
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Na avaliacdo da resisténcia a compressao dos suportes porosos, pelo método de forca
controlada, foi possivel observar diferentes comportamentos nos suportes porosos (Figura 20).

A curva de tensao versus deformacgdo no modo compressdo para uma espuma (material
poroso) de baixa densidade e células abertas costuma apresentar trés regides distintas: regime
elastico linear com deformac&o entre 0 e 10% causada pela flexdo dos poros internos, regime
de platd entre 10 e 60%, devido a deformacéo ou colapso dos poros e um regime de densificagéo
entre 60 e 100%, causado pelo colapso total dos poros ao longo do material (HARLEY et al.,
2007; SWEETMAN, MOULTON & WALLACE, 2008).
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Figura 20. Tensdo versus deformacdo no modo compressao por DMA com forga controlada a 37°C
dos suportes porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLASp.

O PUsp apresentou as trés regifes citadas anteriormente, com deformacdo de
aproximadamente 10% na regido elastica, 50% na regido de platd e 70% na densificacdo.
Analisando as trés regides, a densificacdo foi a que apresentou maior variacao de tensdo, isso
se deve ao fato de que nesta fase o material é praticamente um sélido, devido ao colapso dos
poros que expulsam o gas do seu interior fazendo com que o esforco para comprimir a amostra
torne-se maior.

O PDLLAsp e PU/PDLLASp apresentaram apenas comportamento na regido elastica
com deformacéo de 2,5% e 7,5%, respectivamente.

O comportamento distinto das amostras de PDLLAsp e PU/PDLLAsp em relagdo ao
PUsp esté relacionado a rigidez do material. Segundo dados da literatura, quando se busca por

misturas de PU/PLA um dos objetivos € modificar a caracteristica de flexibilidade do PU com
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a utilizacdo do PLA, devido as suas caracteristicas de rigidez (FENG & YE, 2010; Ml et al.,
2013; OLIAEIl et al., 2015).

A forca de 18 N aplicada durante o ensaio provocou uma grande deformacéo no PUsp,
por ser um material flexivel e com propriedades inferiores ao PDLLAsp. Avaliando o0s
resultados de compresséo, pode-se inferir que o PDLLAsp e o PU/PDLLASp séo capazes de
resistir a maiores tensdes do que a aplicada neste estudo sem sofrer grandes deformacdes, no
entanto, nao foi possivel a realizacdo de testes de compressdo com outros equipamentos, que
fazem uso de células de carga com maior forga, devido a baixa espessura das amostras.

Objetivando a obtencgéo de suporte poroso para utilizagdo na engenharia de tecidos e
conforme j& explanado ao longo deste trabalho, avaliou-se a utilizagdo de PUsp, PDLLASp e
PU/PDLLASsp quanto as suas caracteristicas de citotoxicidade e adesao celular.

A andlise de citotoxicidade dos suportes porosos foi realizada pela metodologia de
conversdo de MTT em cristais de formazan por células viaveis. Este ensaio é amplamente
utilizado para medir o potencial citotoxico de drogas em linhagens celulares estabelecidas ou
em culturas primarias e secundarias (VAN MERLOO, KASPERS & CLOSS, 2011). A Figura
21 apresenta o resultado de citotoxicidade dos suportes porosos de PUsp, PDLLAsp e
PU/PDLLASp.

Il Controle[ | PU/PDLLAsp [l PUsp 7] PDLLAsp

100 +
80
60

40 -

Viabilidade (%)

20 +

0 -
4

Tempo (dias)

Figura 21. Citotoxicidade dos suportes porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLAsp em comparagéo

ao controle negativo (meio DMEM, 10% SFB e 1% P/S) sobre a viabilidade de células L929 tratadas
durante 1, 4 e 6 dias, obtido pela realizacdo de ensaio indireto de acordo norma ISO 10993-5-2009-2.
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Segundo a ISO 10993-5 (2009), um material desencadeia efeitos citotdxicos quando
provoca uma reducéo da viabilidade celular superior a 30%.

Ao comparar os resultados de viabilidade celular dos suportes porosos (Figura 21) e
segundo a classificacdo da ISO 10993-5 (2009) foi possivel observar que as amostras ndo
apresentaram efeito citotoxico para as células L929 nos tempos testados neste estudo. Quando
avaliado o tempo de exposicéo de 4 dias, observou-se uma maior reducdo da viabilidade celular
para os suportes porosos de PUsp (85%) e PDLLASsp (87,3%), no entanto, essa reducao ndo os
caracteriza como citotoxicos.

No teste de citotoxicidade realizado com monocultura foi possivel observar o tempo de
adaptacdo das células, observado pelo decréscimo de viabilidade celular em 4 dias de
exposicao, no entanto com reversdo do sistema, visto pelo aumento de viabilidade para o tempo
de 6 dias de exposicdo.

Asefnejad et al. (2011) avaliaram a viabilidade celular de suportes porosos de PU com
células de fibroblastos L929 com tempos de exposi¢do de 7 e 14 dias. O PU foi produzido com
diferentes proporcdes de NCO/OH e os resultados de viabilidade celular apresentaram valores
superiores a 90% para todas as amostras. Os autores relataram que o aumento do grupo
isocianato na composi¢do do poliuretano ndo promoveu efeito tdxico sobre a viabilidade
celular.

Pereira et al. (2016) avaliaram a viabilidade celular de suportes nanofibrosos de PLA
com células L929 com 24 h de exposicao e verificaram que o biomaterial ndo promoveu efeito
toxico com resultado de viabilidade celular superior a 90%.

Para aplicacdo dos suportes porosos na engenharia de tecidos, além do mesmo nao
apresentar efeito citotdxico, as caracteristicas de superficie, estruturais, quimicas e fisicas sao
parametros fundamentais que influenciam na boa resposta de adesdo e proliferacao celular.

Wang et al. (2014) observaram, no estudo com suportes porosos de PLA-PEG, que a
porosidade influencia de forma gradual na cultura de células, quanto mais poroso for o material
mais eficiente é a adesdo celular e a troca de nutrientes entre as células e o meio.

A adesdo celular com células L929 nos suportes porosos de PUsp, PDLLASp e
PU/PDLLAsp foi avaliada por microscopia Optica obtida por fluorescéncia e MEV-FEG.

Por meio da andlise das imagens obtidas por fluorescéncia pela coloracdo de DAPI
(Figura 22), observou-se que as células L929 estavam aderidas aos suportes poroso de PUsp,
PDLLAsp e PU/PDLLAsp. O mesmo comportamento foi observado nas micrografias de
MEV- FEG (Figura 23).
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(e) ()

Figura 22. Células L929 em suportes porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLAsp coradas
com DAPI e visualizadas em microscopio fluorescéncia com aumento de 100x; (a) PUsp 1 dia, (b)
PUsp 6 dias; (c) PDLLASsp 1 dia; (d) PDLLASp 6 dias; () PU/PDLLASsp 1 dia; (f) PU/PDLLASp
6 dias.
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Figura 23. Células L929 em suportes porosos de PUsp, PDLLAsp e PU/PDLLAsp por MEV-FEG
com aumento de 500x; (a) PUsp 1 dia, (b) PUsp 6 dias; (c) PDLLAsp 1 dia; (d) PDLLAsp 6 dias; (e)
PU/PDLLASsp 1 dia; (f) PU/PDLLASp 6 dias.
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Nas micrografias de MEV-FEG dos suportes porosos com células L929 (Figura 23) foi
possivel observar que as células estavam aderidas no interior e nas paredes dos poros em todas
as amostras. O mesmo comportamento foi observado por Wang et al. (2014) em suportes
porosos de PLA-PEG e por Mi et al. (2013) em suportes porosos de TPU/PLA.

A boa adesdo das células aos suportes porosos também pode ser verificada a partir da
Figura 24, que apresenta o formato em que as células L929 se adaptaram a superficie do suporte
poroso, com forma mais alongada quando comparado as amostras com 1 dia de exposicao,

visualizadas na Figura 23 (a, c, €).

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.56 mm
SEM MAG: 3.00 kx Det: SE
View field: 92.3 ym | Date(m/dly): 08/12/16 LCMicro | UCS

Figura 24. Adesao das células L929 em suporte poroso de PDLLAsp com aumento de 3000x em 6
dias de exposicao.

A adesdo das células é um processo complexo, afetado por varios fatores, entre eles o
comportamento das células, propriedades de superficie do biomaterial e fatores ambientais. Em
relacdo as propriedades de superficie, a rugosidade, hidrofobicidade, tensdo superficial,
composic¢do quimica, porosidade e tamanho de poros sdo fatores cruciais para uma boa resposta
das células (BAUER et al., 2013).

Existe uma grande variedade de células utilizadas para regeneracdo de tecidos e estas
demandam diferentes tamanhos de poros para uma boa adesdo e crescimento celular. Estudos
indicam que poros muito pequenos, na faixa de 5-12 pum e poros muito grandes dificultam a
migracgéo celular (BAUER et al., 2013).

Segundo dados da Tabela 1 que relaciona tamanho de poro ideal para formacgéo de
diferentes tecidos e crescimento celular e os valores encontrados neste trabalho para os suportes
porosos, é possivel fazer uma previsdo para as possiveis aplicagdes desses biomateriais. O PUsp

que apresentou tamanho de poro na faixa de 141 + 108 pum poderia ser utilizado para
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regeneracdo 6ssea que delimita tamanho de poros ideal na faixa de 100-300 pum ou ainda para
regeneracao celular (40-200 pum). O PDLLASsp (52 + 32) poderia ser utilizado para crescimento
de fibroblastos de ligacdo (40-150 pum) e também para regeneracdo celular. O PU/PDLLAsp
que apresentou uma morfologia diferenciada com tamanho de poros variando de 75 + 57 um e
19 £+ 12 um teria sua possivel aplicagdes para regeneracdo de pele, por exemplo, em que 0
tamanho de poro ideal encontra-se na faixa de 20-125 pm e para crescimento de fibroblastos de
ligacdo.

As caracteristicas da mistura PU/PDLLAsp, assim como relatado em trabalhos de Xu e
Huang (2016), pode ser um diferencial para aplicagdes como suportes porosos por apresentar
diferentes tamanhos de poros na mesma amostra, o que possibilita a combinacdo de boas

propriedades mecanicas e baixa densidade.
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Este trabalho teve como objetivo desenvolver suportes porosos a partir de poliuretano,
poli(acido lactico) e poliuretano com poli(acido lactico) por fluido supercritico, identificando
parametros processuais de expansdo, bem como as propriedades que permitiram comprovar o
desenvolvimento. As principais conclusdes deste estudo encontram-se a seguir.

Com relacdo a influéncia da policaprolactonadiol (PCL), hexametileno diisocianato
(HDI) e butano-1,4-diol (BDO) nas propriedades do PU:

E possivel sintetizar poliuretano utilizando PCL, HDI e BDO pelo processo em duas
etapas, sem utilizacdo de solvente. Os parametros de sintese que apresentam os melhores
resultados de polimerizacdo para a aplicacao exigida €: tempo de sintese de 2h, temperatura de
sintese 60°C, tempo de cura em estufa de 24 h, temperatura de cura em estufa de 60°C e razao
NCO/OH de 1,25.

Com relacdo a influéncia da incorporacéo de PDLLA na mistura com PU (50/50):

O filme PU/PDLLA apresenta caracteristicas dos dois polimeros, sem evidéncia de
separacgdo de fases na analise morfologica. A estrutura quimica ndo apresenta a formacéo de
novas bandas no espectro de FTIR e as propriedades térmicas e reoldgicas para o PU/PDLLA

exibem caracteristicas intermediarias dos polimeros puros.

Com relacdo aos parametros de processo de producao de suportes porosos com fluido
supercritico:

Os parametros de processo adotados no extrator supercritico para expansdo dos filmes
de PU, PDLLA e PU/PDLLA possibilitam a formagdo de uma estrutura porosa uniforme, com
poros abertos, homogéneos e presentes em toda amostra, sendo os parametros de melhores
resultados para o PUsp e PU/PDLLAsp (T = 50/30°C; P =2800/1670 psi;
t saturacdo = 60/120 min; t despressurizacdo = 145 s) e PDLLAsp (T = 35°C; P = 2800 psi; t

saturacdo = 180 min; t despressurizacdo = 255 s).

Com relagéo as propriedades de interesse do estudo para caracterizar suportes porosos:
Os suportes porosos apresentam morfologia similar no que diz respeito a poros abertos,
no entanto, diferenciam no tamanho dos mesmos; o PUsp com tamanho de poros de 141 um =+
108 um, PDLLAsp com 52 pum =+ 32 um e PU/PDLLAsp possui uma estrutura bimodal, com
poros de 75 um £ 57 um oriundos do PU e 19 um + 12 um do PDLLA. A densidade aparente
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€ maior para a amostra PU/PDLLASp e a resisténcia a compresséo evidencia a caracteristica de
rigidez do PDLLAsp com deformacéo elastica, o que influencia fortemente na resisténcia a
compressdo do PU/PDLLASp.

Com relacgdo a citotoxicidade e adesdo celular dos suportes porosos:

Os suportes porosos ndo apresentam citotoxicidade com tempos de exposi¢édo de 1, 4 e
6 dias para as células L929, no entanto, com 4 dias de exposicdo as amostras de PUsp e
PDLLASsp apresentam reducdo da viabilidade celular. A adeséo celular € evidenciada em todas
as amostras indicando que o material utilizado, por ndo apresentar efeito citotdxico, favorece a

adesdo das células L929.

Por fim, é possivel desenvolver suportes porosos de PU, PDLLA e PU/PDLLA com
fluido supercritico pela técnica de formacgéo de espuma por gas, com dimensdes de poros que
podem ser alterados para possibilitar diversas aplicacfes na engenharia de tecidos, tendo em
vista que ndo apresentam citotoxicidade e possibilitam a adesao celular, atendendo, desta forma,

ao objetivo geral desta proposta.
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