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Resumo: A aplicagéo de estruturas tridimensionais bio-reabsorviveis como suporte temporario na engenharia de tecidos
tem crescido nos ultimos anos. Neste estudo, estruturas porosas de poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) foram preparadas
pelo método de vazamento e lixiviagdo de particulas. As amostras foram obtidas pela adi¢do de cloreto de sddio em
concentragoes de 50, 60, 70, 80 e 90% p/p, a uma solu¢ao de P(3HB) em cloroférmio. O tamanho das particulas de sal foi
controlado nas faixas de 38-53, 53-75 ¢ 75-150 um. As propriedades térmicas das matrizes poliméricas foram estudadas
via calorimetria diferencial de varredura (DSC) e analise termogravimétrica (TGA). A morfologia das amostras foi obser-
vada por microscopia eletronica de varredura (MEV), onde se constatou a formacdo de estruturas assimétricas para
concentragoes de sal de 50, 60 e eventualmente 70%. Os tamanhos dos poros obtidos apresentaram dependéncia somente
com a fragdo em peso inicial e com o tamanho da particula do sal empregado. Analises de difragdo de raios X indicaram
que o tipo de sal, a concentracdo e a granulometria ndo influenciam as caracteristicas cristalinas do polimero na estrutura
porosa. Pelo teste de bioatividade “in vitro” foi constatada a formagdo espontanea de uma camada de fosfato de calcio
sobre a superficie das estruturas porosas.

Palavras-chave: Poli(3-hidroxibutirato), polimero bio-reabsorvivel, engenharia de tecidos, testes “in vitro”.

Preparation and Characterization of Poly(3-hydroxybutyrate) Porous Structures

Abstract: Three-dimensional polymeric scaffolds have been widely employed as support in tissue engineering to reconstruct
damaged or lost tissue. In this study porous structures were obtained using P(3HB) solution with five concentrations of
sieved sodium chloride 50, 60, 70, 80 and 90 wt %, with particles size in the range of 75 - 150, 53 - 75 and 38 — 53 pum.
Thermal properties of the samples were investigated by differential scanning calorimetry and thermo gravimetric analysis,
while the morphology was observed by scanning electron microscopy. Asymmetric porous structures were formed for salt
concentrations of 50, 60 and in some cases 70wt%. Additionally, porosity increased as the salt weight fraction was increased
and pore diameter increased as the salt particle size increased. X-Ray diffraction analysis showed that salt concentration
and granulometry did not influence the crystalline characteristics of the porous matrices when compared with the dense
polymer film obtained by casting of a solution without salt. The scaffolds promote the spontaneous deposition of a
calcium phosphate layer, indicating bioactivity.

Keywords: Poly(3-hydroxybutyrate), bioresorbable polymer, tissue engineer, scaffolds, “in vitro” tests.

Introducao Os polimeros tém sido a classe de materiais mais versa-
til na medicina, em biotecnologia e nas industrias de cos-

O aumento da expectativa e da qualidade de vida junto ~ méticos e alimentos. Eles podem ser utilizados como
com os avangos da medicina atual tem possibilitado o de-  biomateriais, podendo ser sintetizados com propriedades
senvolvimento de novos materiais a serem utilizados como  quimicas, fisicas, interfaciais e biomiméticas especificas
dispositivos temporarios ou permanentes para implantes  para cada tipo de aplicagdo!®!. Podem ser usados, por exem-
no corpo humanot!l, plo, como implantes permanentes para reparar, restaurar
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ou reconstituir tecidos, em aplicagdes de substituigao total
ou parcial de orgaos ou tecidos danificados, e em compo-
si¢cdes biodegradaveis adequadas para substituigao temporaria.

A crescente escassez de 6rgaos e tecidos para transplantes
motivou o estudo de matrizes poliméricas que induzissem a
regeneragao tridimensional de tecidos danificados por doen-
¢as ¢ traumas ou mesmo perdidos. O tecido pode ser
reconstituido a partir de células transplantadas, o que envolve
a sua expansio “in vitro” e “in vivo”. Os implantes autdlogos
sdo os mais recomendaveis, uma vez que as células, sendo do
proprio paciente, minimizam o problema de transmissao de
doengas e rejeigaol’]. Os requisitos fisicos e quimicos para dis-
positivos usados como substitutos temporarios em engenharia
de tecidos sdo biocompatibilidade, biodegradabilidade, resis-
téncia mecanica, porosidade com interconexado de poros e dis-
tribuigdo uniforme de poros'. Novos polimeros que tenham
como caracteristica a biodegradabilidade, a biocompatibilidade
e a bio-reabsorc¢do sdo de grande interesse nessa area de
bioengenharia tecidual, uma vez que o nimero de transplantes
de 6rgdos ¢ cada vez mais limitado.

O potencial de utilizagdo de um polimero natural
biodegradavel e bio-reabsorvivel dentro do corpo humano
foi 0 objetivo do presente estudo, que envolveu a obtengao e
caracterizagdo de estruturas porosas com possivel aplicacio
em engenharia de tecidos.

O poli(3-hidroxibutirato) ou P(3HB) ¢ um poliéster
alifatico natural obtido por fermentacgao bacteriana utilizan-
do fontes de carbono renovaveis. A sacarose da cana de agu-
car tem sido utilizada como fonte de carbono para a
fermentagio aerdbica por bactérias Alcaligenes Eutrophus™
para a obtencdo do polimero por industria nacional, o que
torna seu uso vantajoso.

O P(3HB) pertence a uma classe de poliésteres biode-
gradaveis e biocompativeis com grande perspectivas em apli-
cagdes na bioengenharia tecidual®!. Neste trabalho, estruturas
porosas de P(3HB) foram preparadas a partir de solugdes
poliméricas contendo cloreto de sodio, pelo método de vaza-
mento e lixiviagao, onde o tamanho das particulas de sal foi
controlado. A influéncia do sal nas propriedades térmicas,
morfologia das matrizes poliméricas porosas e estrutura cris-
talina foram investigadas. A bioatividade das estruturas
porosas foi também avaliada pela observagdo da capacidade
de formagao de uma camada de fosfato de calcio sobre suas
superficies.

Experimental

Preparagéo das estruturas porosas

O P(3HB) (Copersucar) foi dissolvido por extragdo em
aparelhagem Soxhlet a quente com cloroférmio (CHCl;) a
concentragdo final ajustada para 10%. Particulas secas de
cloreto de sddio (NaCl) nas faixas granulométricas de 75-
150, 53-75 ¢ 38-53 pm foram adicionadas a solugdo
polimérica e dispersadas sob agitagdo magnética imediata-
mente antes do vazamento. Foram utilizadas composig¢des
com 50, 60 70 80 ¢ 90% (p/p) de sal com relagdo a massa de
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polimero. As solugdes foram vazadas em placa de Petri e
mantidas sob fluxo continuo de nitrogénio para evaporagao
controlada do solvente. Uma vez removido o solvente, as
amostras foram imersas em agua destilada por 48h para a
dissolugdo das particulas de sal, secas a temperatura ambien-
te e submetidas a vacuo para remog¢ao de moléculas de
solvente residuais.

Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise de TGA da estrutura porosa obtida com 90% de
cloreto de sodio com faixa granulométrica de 38-53 pm foi
conduzida a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em
atmosfera de nitrogénio até 700 °C, utilizando-se 5 mg de
massa da amostra. A analise foi realizada em um analisador
termogravimétrico (TGA) modelo PYRIS.1, Perkin Elmer.
A analise permitiu identificar também possiveis residuos do
sal utilizado na obtencdo das amostras porosas.

Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As transi¢des térmicas que ocorrem durante o aquecimento
e resfriamento da amostra foram obtidas através das curvas de
DSC. No primeiro ciclo de aquecimento a amostra foi aquecida
até 200 °C sob atmosfera de nitrogénio numa taxa de 10 °C/min,
seguido de resfriamento a 200 °C/min (quenching). Em um
segundo ciclo de aquecimento, a amostra foi aquecida de -20 a
200 °C numa taxa de 10 °C/min, seguida de resfriamento na
mesma taxa. Utilizou-se um calorimetro diferencial de varre-
dura Perkin-Elmer, modelo DSC-7.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliacdo da secdo transversal, as amostras foram fra-
turadas apds imersao em nitrogénio liquido e recobertas com
uma fina camada de ouro para observagdo por MEV. As
micrografias foram obtidas a uma voltagem de 15KV. As
analises foram realizadas em microscopio eletronico ZEISS,
modelo DSM 940A.

Difragdo de raios-X

A analise de difragdo de raios-X foi realizada em amostras
com dimensdes 2 x 2 cmutilizando equipamento Rigaku, modelo
Miniflex com radiagio CuKo: (A = 1,5418 A), 30 KV e angulo
de varredura (26) de 2 a 60°. As distancias interplanares carac-
teristicas de cada material foram identificadas.

Teste de bioatividade e citotoxicidade

O teste de bioatividade foi conduzido em experimento “in
vitro”, onde se avaliou a capacidade do material em formar
uma camada de fosfato de calcio sobre a superficie. A amos-
tra foi imersa em uma solucdo acelular, similar ao fluido
corpoéreo, sorological body fluid (SBF), a 37 °C em pH 7,4.
Nesta solucao, as concentragdes idnicas sdo bem proximas
ao plasma do sangue humano (Tabela 1). A formagao de pre-
cipitado de fosfato de calcio sobre as superficies densa e po-
rosas foi avaliada por MEV.

O teste de citotoxicidade (método de difusdo sobre cama-
da de agar) foi realizado em amostras de P(3HB) obtidas com
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Tabela 1. Concentragio dos ions no plasma sanguineo e na solu¢ao de SBF.

Concentracoes ionicas (mM)

Ions Plasma sanguineo SBF
Na* 142 142
K+ 5.0 5.0
Mg? 1.5 1.5
Ca* 2.5 2.5
Cr 103 147
HCO, 27 42
HPO> 1.0 1.0
Nk 0.5 0.5

80% de NaCl (53-75 um), com dimensdes de 10x10mm. O
teste “in vitro” consistiu em plaquear 3 x 10° células / mL de
uma suspensao celular (linhagem NCTC clone 929 — BCRIJ
n° CR 107 — ATCC CCL1 ) sobre uma placa de Petri de 60
mm contendo meio de cultura em pH 7,4. Incubou-se por 48
horas a 37 °C em atmosfera contendo 5% CO,. Apds este
periodo, formou-se uma monocamada celular sobre a qual se
despeja uma fina camada de agar nutritivo. Colocou-se a pla-
ca por 4 minutos a 4 °C para endurecer o agar e adiciona-se a
amostra de area ou massa conhecida no centro da placa. In-
cubou-se por mais 24 horas a 37 °C em atmosfera de 5% CO,.
Este teste € sugerido pelo Ministério da Saudel®). Foram reali-
zados testes em triplicatas, em paralelo com um controle po-
sitivo (papel de antibiograma embebido em solugdo de azida
sodica 20% em tampao de fosfato isotdonico e pH neutro —
PBS), um controle negativo (papel de antibiograma) e um
controle sem material para avaliar erros na metodologial”.

Resultados e Discussao

Propriedades térmicas das estruturas porosas

O estudo da degradagdo térmica da estrutura porosa de
P(3HB) obtido por analise termogravimétrica foi realizado
objetivando detectar a presenga de residuo salino na amostra.
A curva de degradacdo térmica da amostra com 90% de sal
com granulometria de 38 - 53 um pode ser visualizada na
Figura 1. Observa-se que a decomposi¢ao do material ocor-
reu em apenas um unico estagio, com velocidade de decom-
posigdo maxima ocorrendo em 274 °C, indicando a pureza
do material. A temperatura inicial de decomposigao, T;, onde
tem inicio o processo de variagdo de massa da amostra (on
set) foi de 262 °C, enquanto que a temperatura final de de-
composigdo, T, que indica o término do processo se deu em
torno de 290 °C. Observou-se uma massa residual de 1,1%
apods o término do processo, o que indica a presenga de resi-
duo salino, sugerindo que uma parte muito pequena do sal
ndo pdde ser removida apds o processo de lixivia. Este resi-
duo nao foi observado para a analise de TGA de filme denso
(obtido sem adigao de sal). Adicionalmente, o0 mesmo filme
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Figura 1. Curva de decomposicao térmica da amostra preparada com 90%
de cloreto de sodio (38-53um).

denso apresenta taxa de decomposi¢do maxima em tempera-
tura superior a das estruturas porosas, sugerindo que a
porosidade acelera o processo de degradagio térmica.

A influéncia da concentra¢do e da granulometria do sal
nas transigoes térmicas e na cristalinidade das estruturas po-
rosas foi verificada por DSC. A Tabela 2 apresenta os resul-
tados de temperatura de transigdo vitrea (T,), as temperaturas
de cristalizagdao que ocorrem durante o aquecimento (T,,) e
o resfriamento (T,.), ¢ a temperatura de fusdo (T,,) dos
scaffolds obtidos.

A Figura 2 mostra as curvas térmicas do filme denso sem
a presenca de sal. O primeiro ciclo de aquecimento apresen-
ta dois picos endotérmicos de fusdo (153 e 172 °C), carac-
terizando a presenca de duas populagdes de cristais com
tamanhos distintos. Com a fusdo seguida de resfriamento
brusco (200 °C/min), espera-se obter um polimero altamen-
te amorfo, uma vez que as cadeias ndo terdo chance de se
organizar e formar as regides cristalinas, apagando-se assim
a historia térmica da amostra. No segundo ciclo de aqueci-
mento, as cadeias do polimero amorfo adquirem mobilida-
de ao alcangar a T, (-1 °C). A medida que a temperatura

Tabela 2. Transigdes térmicas das estruturas porosas de P(3HB).

NaCl Temperatura de transicao (°C)
Granulometria % T.o Taw T.o T, o
50 173 37 67 -1
38-53 70 173 37 64 -1
90 173 39 69 -1
50 170 37 75 -1
53-75 70 172 35 80 -1
90 173 43 48 -4
50 175 35 58 -1
75 - 150 70 172 35 53 2
90 174 39 42 -4

a) obtidas no primeiro aquecimento a 10°C
b) obtidas no segundo aquecimento a 10°C/min ap6s témpera do fundido.
¢) obtidas no resfriamento a 10°C/min a partir do fundido.
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Figura 2. Curvas térmicas do filme denso de P(3HB).

aumenta as cadeias comegam novamente a se organizar for-
mando regides cristalinas (T,= 35,7 °C). Continuando o
aquecimento, os cristais formados sofrem fusdo e o pico
endotérmico relativo a T,, aparece em 173 °C. Pode-se ob-
servar um alargamento do pico de fusdo, indicando uma maior
distribuicdo de tamanhos cristalinos. No segundo ciclo de
resfriamento a 10 °C/min, observou-se a T, a 60,2 °C. O
filme denso apresentou maior entalpia de cristalizagdo no
reaquecimento a 10 °C/min apés a témpera, indicando a pre-
senga de maior quantidade de fase amorfa em relagdo as
amostras porosas.

A Figura 3 mostra as curvas de DSC da estrutura porosa
preparada com 90% de cloreto de sodio de granulometria de
38 - 53um. O primeiro ciclo de aquecimento da estrutura
porosa apresentou dois picos de fusdo cristalina estreitos,
com valores muito proximos aos encontrados para o filme
denso, indicando que ndo houve variacdo significativa no
tamanho dos cristais das estruturas porosas. Na cristaliza¢ao
das estruturas porosas durante o reaquecimento pos-témpe-
ra, a menor entalpia da transi¢ao em relacao ao filme denso
indicou que uma significativa quantidade de P(3HB) crista-
lizou mesmo sob t€mpera. Isto pode ter sido devido a pre-
senca de sal residual, que pode ter atuado como agente
nucleante.

As amostras também apresentaram dois picos de fusdo no
segundo ciclo de aquecimento. Este fato sugere que, mesmo

Micron
o=
=

~Micron L3 2
1@8 ) F s e,

granulométrica de 75-150pm.
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Figura 3. Curvas térmicas da estrutura porosa de P(3HB) preparada com
90% cloreto de sodio com granulometria de 38-53um.

ndo tendo sido encontradas quantidades significativas de sal
nas estruturas porosas, tracos desse sal influenciaram a
cristalizagdo, promovendo a existéncia de cristais menos
perfeitos ou de tamanhos muito diferentes, de menor T,

No segundo ciclo de resfriamento, a temperatura de cris-
talizagdo da estrutura porosa preparada com cloreto de sddio
foi superior a do filme denso, indicando uma maior veloci-
dade de cristalizacdo. Este comportamento constituiu-se em
outra evidéncia do efeito da presenga de sal residual, confir-
mado pelas analises de TGA, que estaria agindo como nucle-
os de cristalizagdo, aumentado assim a velocidade de
cristalizagao.

As temperaturas de fusdo e de transigdo vitrea ndo varia-
ram com o aumento da concentragdo e com a granulometria
do sal, levando-se em considerag@o o erro experimental de
+2%. Em todas as amostras a T, ocorreu em torno de 173 °C
e a T, em aproximadamente -1°C.

Nao houve uma tendéncia nitida de aumento ou diminui-
¢do das temperaturas de cristalizagdo no aquecimento (T ) e
no resfriamento (T,,) com o aumento da concentragdo de sal
empregado na preparagdo das amostras porosas.

Morfologia das estruturas porosas

A morfologia das estruturas porosas obtidas foi obser-
vada por MEV. Quando concentragdes do sal nas faixas de
50, 60 e eventualmente 70% sdo empregadas, formam-se

Figura 4. Micrografias da superficie de fratura criogénica das estruturas porosas de P(3HB) obtidas com 50% (a), 70% (b) € 90% (c) de NaCl na faixa
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Figura 5. Micrografias da superficie de fratura criogénica das estruturas porosas de P(3HB) nas trés faixas granulométricas 38-53um (a), 53-75um (b) e
75-150pm (c).

estruturas assimétricas com uma pele densa na superficie
exposta ao ar como pode ser visto na Figura 4. Nestes casos,
a quantidade de sal utilizada nao foi suficiente para preen-
cher todo o volume da solucao polimérica depositada sobre
o vidro, levando a decantagdo das particulas de sal no fun-
do da placa com conseqiiente formacgao da estrutura
assimétrica. Pode-se notar adicionalmente que, quanto maior
a quantidade de sal, maior a quantidade de poros formados.
O tamanho dos poros aumentou com o aumento do tama-
nho da particula de sal, como pode ser visto de forma nitida
nas micrografias das superficies de fratura criogénica mos-
tradas na Figura 5.

A Figura 6 mostra os difratogramas de raios-X das estru-
turas porosas preparadas com 60, 70 e 80% de NaCl na faixa
granulométrica de 53-75um. Os resultados indicam que a
concentragdo ¢ o tamanho de particula de sal na etapa de
preparagdo da estrutura solida porosa nao influenciaram a
estrutura cristalina, considerando que os valores das distan-
cias interplanares e a largura das reflexdes cristalinas foram
similares as encontradas para o filme denso do polimero. Nao
foram observadas reflexdes correspondentes aos cristais do
cloreto de sédio utilizado na preparagao das estruturas poro-
sas, indicando que os residuos salinos estido em teor inferior
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Figura 6. Difratogramas de raios-X das estruturas porosas de P(3HB) obti-

das com 80%(a), 70% (b) e 60% (c) de NaCl na faixa granulométrica de 53
- 75um.
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ao limite de detecgdo do difratometro, uma vez que foi de-
tectada a presenga de NaCl na termogravimetria.

Bioatividade

Segundo alguns autores®”, o requisito essencial para um
material artificial exibir bioatividade é a sua capacidade de
formagao de uma camada de apatita carbonatada “in vivo”,
tipo 0sso, sobre a sua superficie. A dsseo-integragdo ¢ um
processo complexo. Muitos testes “in vitro” tém sido feitos
para reproduzir o processo bioldgico naturall!?l, Este proces-
so de precipitagdo de fosfatos de calcio simula aquele que
ocorre no fluido corpdreo (processo biomimético).

O teste de bioatividade consiste em verificar a formagao
de uma camada de fosfato de calcio depositada sobre a su-
perficie do material quando este entra em contato com uma
solugdo acelular com concentragdes iOnicas que simulem o
plasma do sangue humano!'!l. A Figura 7 apresenta as
micrografias das superficies do P(3HB) puro (filme denso) e
das estruturas porosas obtidas com 80% de cloreto de sodio
na faixa granulométrica de 75 - 150um (x200), apos exposi-
¢do a solucdo simulada do fluido corporeo.

Pode-se observar a formagao de uma camada depositada
sobre a superficie do filme denso e da estrutura porosa logo
nos primeiros 14 dias. Com o aumento do tempo de imersdo
em SBF, uma camada mais homogénea foi formada. Pode-se
notar que a superficie mais porosa propiciou a precipitacao
dos fosfatos de calcio nestes sitios (poros), levando a um re-
vestimento mais denso.

Citotoxicidade

Culturas de células “in vitro’ podem avaliar o potencial de
citotoxicidade de biomateriais. Este procedimento indica a ca-
pacidade intrinseca do material de promover alteragdo metabo-
lica de células em cultura, podendo levar ou ndo a morte celular’).

A leitura dos resultados foi feita macro e microscopicamente
no microscopio otico de luz invertida. Macroscopicamente,
observa-se o “halo de morte”, e microscopicamente, ¢ possi-
vel observar se a mortalidade foi acompanhada de lise celular.
O indice de resposta é calculado pela razdo entre o indice de
zona ¢ o indice de lise (percentual de células lisadas):
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Figura 7. Micrografias das superficies da estrutura densa antes (a) e apos (b) 14 dias de exposigdo a solugdo simulada do fluido corpéreo e da estrutura
porosa de P(3HB) obtidas com 80% de cloreto de sodio na faixa granulométrica de 75 - 150pm antes(c) e apos (d) 14 dias de exposi¢ao a mesma solugao.

Indice de resposta (IR) = indice de zona (IZ) / indice de lise (IL)

onde:
IZ — indice de zona , relacionado a area nao corada (halo de
células mortas)
IL — indice de lise, correspondente a porcentagem de células
degeneradas

A Tabela 3 apresenta a classificagdo do indice de
citotoxicidade pelo lise celular.

Tabela 3. Classificagdo do indice de citotoxicidade pelo lise celular.

Indice de Zona Iz2) Indice de Lise (IL)

0. nenhuma zona sob e ao redor da amostra (0. nenhuma lise

1. zona limitada sob a amostra 1. menos que 20%
2. zona nao maior que 2mm 2. menos que 40%
3. zona maior que 2mm e menor que 10mm 3. menos que 60%
4. zona entre 10 - 20mm 4. menos que 80%
5. zona maior que 20mm 5. mais que 80%
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A zona ao redor do scaffold mostrou células vivas. Isto suge-
re que o material ndo produz qualquer tipo de reacao as células.
As amostras ndo apresentaram zona de lise e nenhuma zona
limitada sob e ao redor da amostra. Considerando os pardmetros
macroscopicos e microscopicos, nenhum halo de morte e lise
celular foi observado para a amostra testada. Por apresentar com-
portamento igual ao controle negativo, a amostra foi aprovada,
ndo apresentando nenhum grau de citotoxicidade.

Conclusoes

Estruturas porosas de P(3HB) com distribuigdo homogé-
nea de poros e porosidade controlada podem ser preparadas
por vazamento de solugdes poliméricas em CHCI; contendo
NaCl e lixiviagdo. Nao houve tendéncias nitidas no aumento
ou diminui¢do das temperaturas de transi¢do térmica do
polimero nas estruturas porosas quando obtidas com diver-
sas concentracdes de sal, nas trés faixas granulométricas
empregadas. A analise de TGA indicou a presenga de peque-
no residuo salino apds o processo de lixiviagdo, mostrando
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que a lixivia com agua promoveu a remocao quase total do
sal. Estruturas porosas assimétricas sdo formadas para con-
centragdes de sal de 50, 60 e eventualmente 70%. A medida
que o tamanho de particula do sal aumenta, o tamanho do poro
também aumenta. As estruturas porosas de P(3HB) promove-
ram a deposicao espontinea de fosfato de célcio, indicativo de
bioatividade ¢ ndo foi constatado indicios de citotoxicidade
dessas estruturas, o que permite concluir que poderiam ser
aplicaveis como scaffolds em engenharia de tecidos.
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