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RESUMO

A utilizagdo de polimeros bioreabsorviveis na area médica tem aumentado a cada ano. Dentre os
polimeros bioreabsorviveis mais estudados, encontra-se o poli (L-acido lactico-co-acido glicélico), PLGA,
cuja principal caracteristica ¢ apresentar curto tempo de degradacdo e por isso, aplicado como suturas,
dispositivos para liberagdo controlada de medicamentos e regeneracdao guiada de tecido em contato com o
0sso, periodontia. Os objetivos deste trabalho foram sintetizar, caracterizar e estudar a degradagdo “in vitro”
de membranas de PLGA. O copolimero foi sintetizado através da abertura dos dimeros ciclicos do 4cido
lactico e do acido glicdlico, utilizando como catalisador o Sn(Oct),. Obteve-se PLGA com valores de massa

molar (MW) da ordem de 10° g/mol e sua estrutura quimica foi confirmada através de RMN de 'H e '°C e IR.
As propriedades térmicas do PLGA foram estudadas por DSC, sendo verificado que o copolimero, na relagdo
estudada, 80/20 ¢ amorfo. O estudo da degradagdo “in vitro” das membranas do PLGA, mostrou o
surgimento de cristalinidade em fungdo do tempo de degradacao.

Palavras chaves: Sintese, PLGA, degradagio in vitro.

Synthesis, Characterization, and “in vitro” degradation of
poly(L-lactic acid-co-glycolic acid), PLGA

ABSTRACT

The use of bioabsorbable polymers in the medical area has been increasing every year. Among the
bioreabsorbable polymers mostly studied, is poly (L-lactide-co-glycolide), PLGA, whose main characteristic
is to present short time of degradation and for that, applied as sutures, devices for controlled liberation of
medicines and guided regeneration of fabric in contact with the bone, periodontia. The aim of this work was
to synthesize, to characterize and to evaluate the in vitro degradation process of PLGA membranes. The
copolymer was synthesized by ring opening of the cyclic diesters d of lactic acid and glicolic acid, using as
catalyst Sn(Oct),. PLGA presented high values of molar mass (Mw around 10° g/mol) and its chemical
structure was confirmed by 'H NMR, C NMR, and FTIR spectrometry data. The thermal properties of
PLGA by DSC, confirmed that the polymer in this relation 80/20 is amorphous. In vitro degradation of
PLGA membranes showed that the polymer became crystalline as a function of the degradation time.

Keywords: synthesis, PLGA, in vitro degradation.

1 INTRODUCAO

Desenvolvimentos recentes no campo dos biomateriais t€ém chamado a atengdo para os polimeros
bioreabsorviveis, dentre eles o copolimero Poli (L-acido lactico-co-acido glicolico), PLGA. A importancia de
se estudar esses materiais se justifica pelo fato do processo de degradacgdo por hidrélise, gerar produtos que
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sdo absorvidos pelo organismo, como o 4cido lactico e acido glicolico. Dessa forma, o PLGA se apresenta
altamente biocompativel e atoxico, além de ser facilmente processado em diferentes dispositivos. [1]

Com tais caracteristicas, as aplicagdes clinicas do PLGA tém aumentado expressivamente nos
ultimos anos, em especial no campo da ortopedia como dispositivos para fixa¢do de fraturas na regido
craniomaxilofacial, suporte para crescimento celular e dispositivo para liberagdo controlada de
medicamentos. [2] Além destas aplicagdes o PLGA, em especial na forma de membranas, também tem
indicacdo na regeneragao guiada de tecido em contato com o osso, periodontia.

Sua vantagem sobre outros polimeros bioreabsorviveis, como o poli (L-acido lactico), PLLA, por
exemplo, € o fato do copolimero PLGA requerer um menor tempo para sua completa degradagdo, implicando
menor probabilidade de reacdes adversas, as quais decorrem, muitas das vezes, de fragmentos cristalinos
liberados por polimeros, cujo tempo de degradagdo seja excessivamente longo [3]. A estrutura quimica do
PLGA ¢é mais suscetivel a reag@o de hidrdlise, ja que em sua cadeia polimérica existe 0 mero proveniente do
acido glicdlico, que possui um impedimento menor ao ataque das moléculas de H,O quando comparado ao
PLLA, cuja cadeia polimérica ¢ formada exclusivamente por meros provenientes do acido lactico [4]. A
maioria das suturas comercias existentes no mercado sdo compostas de seu homopolimero poli (acido
glicdlico), PGA. O PGA foi a primeira sutura bioreabsorvivel totalmente sintética desenvolvida, sendo
comercializada com o nome de DEXON © no ano de 1960 por Davis e Geck [5, 6]. Como as fibras do PGA
exibem boas propriedades mecanicas, seu principal uso ¢ como materiais de suporte. O que limita sua
utilizacdo, em determinadas situagdes, € o fato do PGA ter uma absorg@o muito rapida pelo organismo, ja que
em 2 semanas existe uma perda de aproximadamente 50% de sua resisténcia original, aumentando para 100%
num periodo de 4 semanas [6]. Sua copolimerizagdo com outros mondmeros, entre eles o dimero ciclico do
acido lactico, visa, entre outros fatores, diminuir a dureza de suas fibras e ajustar o seu tempo de degradagdo.

A copolimerizagdo ¢ um processo que resulta numa grande versatilidade de propriedades e
performance que se pode obter dos materiais, via manipula¢do da relagdo dos co-mondmeros; massa molar e
cristalinidade do polimero [7]. No caso do copolimero PLGA tem-se a vantagem de se ter um tempo de
degradagdo intermediario entre 0 PGA e o PLLA. Enquanto que para PLLA o tempo de reabsor¢do do
material pelo organismo pode levar mais de 36 meses [8], para o copolimero esse tempo pode ser reduzido
para aproximadamente 6 meses, dependendo da proporgdo existente entre os meros. Essa capacidade de
controlar o tempo de degradag@o no organismo direciona, portanto, para aplicagdes mais especificas [9, 10].

A copolimerizagdo do PLGA pode ser realizada basicamente por dois caminhos: 1)policondensacdo
do acido lactico e do acido glicolico, obtendo-se copolimero de baixa massa molar [11]. 2) Polimerizagdo via
abertura dos dimeros ciclicos do 4cido lactico e do acido glicdlico, resultando em copolimeros de alta massa
molar, e conseqiientemente melhores propriedades mecanicas [4]. Nesse trabalho a rota de sintese escolhida
foi a segunda.

2  MATERIAIS E METODOS

2.1 SINTESE DO COPOLIMERO PLGA

Copolimeros de PLGA foram sintetizados, via polimerizagdo em massa, através da adi¢do, em uma
ampola de vidro, do diéster ciclico do L-acido lactico (Sigma-Aldrich), e do diéster ciclico do acido glicolico
(Sigma-Aldrich), na relagdo 80/20, respectivamente, juntamente com o catalisador Sn(Oct), (Sigma). As
razdes monomero/catalisador empregadas em cada copolimerizagdo, numeradas como PLGA-1, PLGA-2 e
PLGA-3 foram: 3126, 6253 e 5764, respectivamente. Estes dados também estdo dispostos na Tabela-1. A
mistura foi congelada em N, liquido, fazendo-se a seguir vacuo na ampola, a qual foi selada e imersa em um
banho de 6leo a 110°C por 1 semana, de acordo com Grijpma [12]. Apds esse periodo, o copolimero foi
dissolvido em cloroformio, CHCl; (Merck), precipitado em metanol, CH;OH (Merck) e seco numa estufa a
véacuo a 60 °C por 8 h. O copolimero foi caracterizado através de cromatografia de permeacio em gel
(GPC), espectroscopia na regido do infravermelho (IR), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de
carbono treze (RMN 'H e "°C) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC).

2.1.1 Obtencdo da Membrana de PLGA

As membranas de PLGA foram preparadas a partir da dissolugdo dos copolimeros PLGA-1 e
PLGA-2 em cloroférmio (CHCI;) (MERCK) na concentragdo 5% de massa dos monomeros, em relagdo ao
volume de cloroférmio, (g/mL), na temperatura ambiente. Apos completa dissolugdo, a solugdo foi vertida
numa placa de vidro dentro de uma cuba previamente saturada com vapor do solvente, com conexdo para
uma corrente de ar. Apds aproximadamente 24 h, as membranas foram retiradas da placa e colocadas em
estufa a vacuo a 60°C por 8 h para eliminagdo completa do solvente. Apos secagem, as membranas foram
armazenadas em dessecador sob vacuo. As membranas obtidas apresentaram-se como material translicido.
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2.1.2 Cromatografia de Permeacéo a Gel (GPC)

A massa molar numérica média ( Mn ), massica média (E-.r) e o indice de polidispersdo (IP) foram
determinadas através de um cromatdgrafo de permeagdo em gel (GPC) CLWA-I1, a temperatura de 25°C,
utilizando-se THF (tetraidrofurano) como fase moével, numa concentragdo de 10mg/mL. As colunas utilizadas
foram as de poliestireno de 10%,10 * ¢ 10° nm e detector de indice de refragio Waters 410.

2.1.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR)

Os espectros no infravermelho foram obtidos na regido de 4000 a 650 cm™, em amostras na forma
de filmes sobre NaCl, em um espectrometro BOMEN MB-Séries, a temperatura ambiente.

2.1.4 Ressonancia Magnética (RMN de *H e °C)

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro GEMINI 300BB operando a 75 MHz
para RMN “C e 300 MHz para RMN 'H. Foram utilizados tubos de vidro 5 mm de didmetro e cloroférmio
deuterado como solvente, a temperatura ambiente, numa concentragdo de 10 % em massa tanto para 0 RMN
de proton quanto para o de carbono treze.

2.1.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Aproximadamente 10 mg do polimero foram aquecidas de 25 a 200°C a 10°C/min, mantidas a 200
°C por 5min, resfriadas até - 50°C a 30 °C/min, mantidas a -50 °C por 5 min e a seguir aquecidas novamente
até 200 °C a 10°C/min, sob purga de N,. Essas etapas foram seguidas para todas as amostras em um
equipamento TA modelo MDSC2910.

2.1.6 Estudo da Degradacéo Hidrolitica in vitro

Membranas foram imersas em tubos de vidro contendo solugdo tampéao de fosfato (pH 7,4), sendo
que fragmentos desses filmes eram retirados em periodos especificos de 0, 15, 30, 60, 90, e 120 dias, lavadas
em agua destilada, secos em estufa a vacuo a 60 °C por 8 h e caracterizados pelas seguintes técnicas:
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Microscopia eletronica de Varredura (SEM). As condigdes
das analises de DSC foram as mesmas citadas anteriormente.

2.1.7 Microscopia Eletrdnica de Varredura (SEM)

Foram feitas micrografias de superficie e de superficie de fratura, nos periodos determinados, para
cada membrana preparada, utilizando-se microscopio eletronico de varredura modelo JEOL JXA840A. Para
a analise da superficie da fratura as amostras foram fraturadas em N, liquido. Todas as amostras foram
recobertas com ouro-paladio com metalizador Sput Coater BALTEC SCD 050 com corrente de 30mA
durante 200s.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com MIDDLETON & TIPTON, [13] a copolimeriza¢do do PLGA ¢é uma reacdo de
equilibrio, conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Sintese de poli (L-acido lactico-co-acido glicélico), (PLGA) [13].

O catalisador Sn(Oct), possibilita a abertura dos anéis dos dimeros ciclicos do acido lactico e do
acido glicolico, e se mostra altamente eficiente no processo de polimerizagdo tanto do homopolimero PLLA
como de copolimeros de PLGA, além de ser aceito em intimeros paises como aditivo alimentar, o que torna
sua utilizagdo muito difundida [14].

A Figura 2 mostra as curvas de GPC das amostras de PLGA.
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Figura 2: Curvas de GPC para amostras de PLGA

A Tabela-1 apresenta os resultados de massas molares média em numero ( Mn ), massas molares em

massa (I‘-T-.r )e indice de polidispersdo (IP) para as diferentes sinteses do PLGA na relagdo 80/20, além da
relagdo mondmero/catalisador, M/C, empregada em cada sintese.

Tabela 1- Massas molares (I‘.Tv ¢ Mn ) e indice de polidispersdo (IP) do PLGA e dados das relagoes
molares (M/C) entre o mondmero proveniente do diéster ciclico do acido lactico e o catalisador Sn(Oct),
usados nas polimerizagdes em massa do PLGA a 110°C, por 1 semana.

Sintese Razdo molar M,, (g/mol) M, (g/mol) IP (Mu/M,)
M/C
PLGA-1 3126 131000 64400 2,0
PLGA-2 6253 283500 164500 1,7
PLGA-3 5764 95500 51500 1,9
PLGA comercial ~  --—---- 126000 e e
(Purac)

Verifica-se que em todas as copolimerizagdoes do PLGA os valores de massas molares obtidos foram
da ordem de10° g/mol, o que esté de acordo com o copolimero comercial (marca Purac), tabela 1. Avaliando-
se a tabela-1 verifica-se, nitidamente, a influéncia da relagdo mondmero/catalisador, M/C, na massa molar
média das amostras. A concentragdo do catalisador ¢ um parametro de extrema importancia para o sucesso da
reagdo. Segundo um estudo desenvolvido por HYON [15] para o homopolimero poli (&cido lactico), foi
verificado que maiores valores de massa molar eram obtidos quando a razdo M/C era mantida proxima 5000
vezes. Para o trabalho em questdo, foi notado que, nas condigdes de temperatura e tempo utilizados no
processo de copolimerizagdo do PLGA, a razdo M/C que gera maior tamanho de cadeia é a préxima a 6200
vezes, sendo, portanto esse o valor escolhido para futuras obteng¢des do copolimero.

Os copolimeros sintetizados foram analisados estruturalmente através de espectroscopia na regido
do infravermelho. Todos os copolimeros apresentam as seguintes bandas de absor¢do (v, cm™): 2997-2965
(CH,, CHj), 1759 (C=0), 1360-1450 (CHj), 750 (CH), que caracterizam o material [16]. A Figura 3 ¢
referente ao espectro de FTIR do PLGA-1 do trabalho.
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Figura 3: Espectro na regido do infravermelho referente a amostra do copolimero PLGA-1.

A anélise do espectro de RMN H' do copolimero PLGA foi baseada num artigo de Kaspertczyk [17].
Segundo esse autor, a regido do espectro de RMN H' que resulta em diferengas em relagio as proporgdes de
unidades do mero proveniente do acido lactico e unidades do mero proveniente do acido glicélico € a regido
entre 4,74 a 5,1 ppm, sendo, portanto essa regido a escolhida para comparar com o espectro da literatura,
como mostra a Figura 4. Os deslocamentos quimicos encontrados foram: (CDCl; 8, ppm) 1.56 (3H, CH3),
4.77 (2H, CH2), 5.18 (H, OCHCH3) que constam na Figura 4.

3.l kA 4.9

Figura 4: Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H RMN referente a0 PLGA-1 a) espectro total da
amostra de PLGAL, b) regido do espectro da amostra PLGA1 ; c¢) regifo do espectro do PLGA literatura [17].
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O espectro de RMN'’C, Figura 5, mostra os seguintes deslocamentos quimicos (CDCls, 8, ppm):
16,6 (C, CH3); 69 (C, CH); 166 e 170 (C, C=0), que caracterizam o PLGA [17, 18]. A regido que diferencia
as unidades do mero proveniente do acido lactico e as unidades do mero proveniente do acido glicélico é a
regido no intervalo 166-170 ppm. Os espectros da Figura 5 comparam essa regido do espectro com a da
literatura, podendo se verificar os mesmos sinais, os quais, no trabalho da literatura, se encontram atribuidos
em termos de unidade L (proveniente acido lactico) e unidade G (provenientes do acido glicolico).

a

e e S Santasssny) R ;
180 168 120 120 100 80 50 40 20

169 1676 1662

Figura 5: - Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono >C RMN referente a0 PLGA1, sendo a)
todos os sinais verificados no espectro da amostra PLGA1; b) regido ampliada do espectro da amostra
PLGAI;c) regido ampliada do espectro com as respectivas atribui¢des de unidades L( provenientes do

lactide) e G(proveniente do glicolide) da literatura.

A analise de DSC para o copolimero PLGA na relagao 80/20 mostra que o material sintetizado ¢
amorfo, com uma nitida temperatura de transico vitrea (T,) a 56 OC para os copolimeros PLGA-1 ¢ PLGA-2;
57°C para o PLGA-3, valores bem proximos a T, do copolimero comercial, que é de 59°C. A Figura 6, a
seguir, comprova a amorficidade do copolimero.
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Figura 6: Curvas de DSC do 2 ° aquecimento do copolimero PLGA-3, na razdo 80/20.

Durante o processo de degradacdo dos polimeros bioreabsorviveis as ligagdes ésteres sofrem
hidrolise originando cadeias menores (oligdmeros até monomeros), com terminac¢des acidas.
A Figura 7 ilustra a reac@o de hidrolise do PLGA.
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o CH;
Oligdbmeros Acido
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Figura 7: Reagdo de hidrélise do copolimero PLGA.

Apos a hidrolise do material, a degradag@o prossegue através da eliminagdo metabolica dos produtos
e subprodutos de reacdo, sendo que o acido lactico entra no ciclo dos acidos tricarboxilicos sendo
metabolizado e posteriormente eliminado na forma de CO, e H,0, enquanto que o acido glicolico, alem de
poder entrar no ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, seguindo o mesmo comportamento que o acido lactico,
também pode ser excretado diretamente na urina [19].

A degradacgdo “in vitro” das membranas de PLGA foi acompanhada através dos resultados obtidos

dos 1° e 2° aquecimentos pela técnica de DSC, para as membranas PLGAI(I‘-T"'r = 131000 g/mol) e PLGA2

(Mw= 283000 g/mol), com o objetivo de avaliar a influéncia da massa molar no processo de degradagio. A
Figura 8 mostra os termogramas para os 1° e 2° aquecimentos do PLGA-1, onde se pode notar, nitidamente, o
surgimento do pico de fusdo a partir de 15 dias de degradacdo do material, indicando assim a presenca de
cristais no material, a partir desse tempo de imersdo em tampédo fosfato. LI et al [20] relatam que a
cristalizagdo do PLGA estd fortemente associada a degradagdo preferencial das unidades provenientes do
glicolico, ja que a saida de tais unidades da cadeia do copolimero, torna-as mais isotaticas e, portanto,
potencialmente cristalizaveis. Ainda nesta Figura-8, nota-se que durante o processo de degradagdo ocorre
uma queda acentuada do fluxo de calor proximo a T, do material. Esse “pog¢o” é decorrente das tensdes
acumuladas do copolimero, e, portanto do seu processo de relaxagéo.
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Figura 8: Termograma de DSC dos 1 € 2° aquecimentos das amostras de PLGA-1, onde a, b, ¢, d, e, f
referem-se as curvas do 1° aquecimento e a’, b’, ¢, d’, ¢’, f’ referem-se as curvas do 2° aquecimento

A Tabela 2 mostra os dados do 1° e 2° aquecimentos para as membranas de PLGA-1 e PLGA-2. No
1° aquecimento obteve-se valores de T, (temperatura de fusdo) e AH,, (entalpia de fusio) dos copolimeros
(apds 15 de degradagdo), no 2° aquecimento obteve-se os valores de T, (temperatura de transigéo vitrea), T,
(temperatura de cristalizagdo) com seu respectivo AH, (entalpia de cristalizagdo), T, e AH,, das amostras.

Tabela 2: Valores Temperatura de transigdo vitrea (T,); Temperatura de cristalizagdo (T.), Entalpia de
cristalizagdo (AH.), Temperatura de fusdo (T,,), Entalpia de fusdo (AH,, para amostras de PLGA-1 e PLGA-
2, em fungdo do tempo de degradagéo, obtidos do 2° aquecimento das curvas de DSC. As analises foram
feitas em atmosfera de He, com rampa de aquecimento de 10 °C min™ e amostras pesando aproximadamente
10 mg.

Tempo TL(°C) TL«°C) T.(°C) T.(°C) AH, AH, Tn(°C) Tu(°’C) AH,,  AH,
degradagio  PLGA1 PLGA2 PLGALl PLGA2 (J/g)  (J/g) PLGAl PLGA2 (J/lg) (/g

(dias) PLGA1 PLGA2 PLGAl PLGA2
0 54 36 - i —
15 50 52 135 132 -7 -8 156 157 5 7
30 49 50 118 117 21 -16 156 156 19 14
60 44 40 110 108 23 23 149 145 22 18
90 40 39 109 106 -18 20 142 140 16 16

120 37 39 109 106 -8 -18 135 138 7 16

Durante o processo de degradagdo, nota-se queda da temperatura de transi¢do vitrea, passando de
54° C, no tempo 0, para 37 °C decorrido 120 dias para a amostra PLGA1. No inicio do processo de
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degradacdo a atribui¢do da queda da T, pode estar associada ao efeito plastificante da absor¢do de H,O pela
membrana [17], e posteriormente pode ser atribuido ao avancado grau de degradag@o das membranas a partir
de 60 dias. Pela Tabela 4, pode-se verificar que a temperatura de cristalizacdo (T.) sofre uma significativa
queda, observada tanto para PLGA-1 como para PLGA-2, em fun¢do do tempo de degradagdo, o que esta
relacionada a maior facilidade que os cristais t€ém em se formarem, como conseqiiéncia da maior liberdade
que as cadeias adquirem para se reorganizarem, no decorrer do processo de degradacao.

Ja a entalpia de cristalizacdo (AH.) tem um aumento até o periodo de 60 dias, para os dois
copolimeros, em fungdo das membranas estarem se tornando mais cristalinas, mas a partir deste periodo o
valor de AH, também comega a cair, o que esta associado a necessidade de menos energia para a formagao de
cristais, quando se tem um niimero maior de cadeias de menor tamanho [21].

Nio foi possivel diferenciar as membranas de PLGA1 (MW = 131000 g/mol) ¢ PLGA2 ( Mw=
283000 g/mol), quanto a analise térmica, ja que os perfis apresentados durante o processo de degradacio,
para as membranas dos copolimeros de diferente massa molar foram o mesmo. Talvez ndo se tenha notado
diferencas, pelo fato do tamanho das cadeias poliméricas, tanto do PLGA1 como PLGA?2, serem da mesma

ordem de grandeza (MW = 10° g/mol).

A morfologia da membrana de PLGA foi acompanhada durante o periodo de imersdo em tampao
fosfato (37 °C) . A Figura 9 mostra micrografias de superficie e de superficie de fratura apresentada pelas
membranas do copolimero antes da degradacdo e apds 60 dias de degradagdo. A Figura-9a mostra a
micrografia de superficie da membrana de PLGA antes de ser iniciado o processo de degradacdo, cuja
aparéncia se mostra completamente lisa e homogénea. A micrografia referente a superficie da membrana de
PLGA, transcorridos 60 dias de imersdo em tampéo fosfato, esta mostrada na Figura 9b, cuja aparéncia é de
uma membrana totalmente fragmentada, denotando assim o avangado grau de degradac¢do. A Figura 9c
mostra a micrografia referente a superficie de fratura da membrana de PLGA antes de ser iniciada a
degradacgdo, sendo verificada uma morfologia completamente densa, ou seja, sem a presenga de poros. A
partir de 60 dias tornou-se inviavel a analise de microscopia eletronica de varredura de superficie de fratura
para o PLGA, pela impossibilidade de fraturar a membrana em N, liquido, devido a degradacdo.

Figura 9a: Micrografia eletronica de varredura superficie do PLGA
antes do processo de de degradacdo ““in vitro”

Figura 9b. Micrografia eletronica de varredura de superficie do PLGA apds 60 dias de degradacéo
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Figura 9c. Microscopia eletronica de varredura de superficie de fratura de
membrana de PLGA antes de degradaggo “in vitro”.
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