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RESUMO

Nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos novos materiais sintéticos que possuam biofuncionalidade e
biocompatibilidade para que se tornem um biomaterial. Polimeros bioestaveis tém uso generalizado no
campo biomédico, sendo que muitos avangos em biomateriais poliméricos tém ocorrido na busca de
melhorias aos implantes cardiovasculares. Atualmente, os materiais sintéticos mais utilizados para a
fabricacdo de proteses vasculares sdo o PET e o PTFE devido a sua estabilidade quimica apds o implante.
Neste trabalho é apresentado um estudo das propriedades térmicas e mecanicas de dispositivos comerciais a
base de PET e PTFE, bem como sua citotoxicidade em células de fibroblastos de camundongos, 3T3-NIH,
através de testes para a avaliacdo da viabilidade celular (teste VN e MTT). Estes materiais apresentaram
grande estabilidade térmica (acima de 300 °C), mesmo apds 270 dias de degradacdo in vitro e um
comportamento elastico (deformacdo maxima de 186+22% para o PET e de 65+19% para o PTFE). A
viabilidade celular por VN e MTT do dispositivo de PTFE foi superior a 80%, permitindo classificar o
mesmo como ndo citotoxico. No teste de VN, o dispositivo de PET néo apresentou efeito citotoxico, contudo
0s resultados por MTT indicaram que o mesmo causa alteracdo da funcionalidade mitocondrial, independente
da dose e tempo avaliados.

Palavras-chave: Biomaterial, PET, PTFE, cardiovascular, viabilidade celular.

ABSTRACT

In recent decades new synthetic materials have been developed with adequate biofunctionality and
biocompatibility to become a biomaterial. Biostable polymers have widespread use in the biomedical field,
and many advances in polymeric biomaterials have been made in the search for improvements to
cardiovascular implants. Currently, the most commonly used synthetic materials for the production of
vascular grafts are PTFE and PET, due to their chemical stability after implant. In this work, a study of the
thermal and mechanical properties of the commercial devices based on PET and PTFE is reported, as well as
their cytotoxicity in mouse fibroblast cells, 3T3- NIH, through tests for the evaluation of cell viability (MTT
test and VN). These materials showed high thermal stability (over 300 ° C), even after 270 days in vitro
degradation and elastic behavior (maximal strain value of 186+22% by PET and 65+19% by PTFE). Cell
viability by VN and MTT of PTFE device was more than 80%, thus, classified as non-cytotoxic. For PET
device, VN test showed no cytotoxic effect, however the results obtained by MTT indicated that it causes
alteration of mitochondrial function, independent of dose and time measured.
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1. INTRODUCAO

Muitos avangos em biomateriais poliméricos tém ocorrido na busca de melhorias ou novos implantes
cardiovasculares, pois grande parcela da populacdo mundial apresenta problemas associados a doencas
cardiovasculares [1, 2]. No Brasil, segundo dados do DATASUS, em 2010 cerca de 30% do total de 6bitos da
populacéo brasileira foram em conseqiiéncia de infarto do coracdo [3]. Além disso, um aumento do nimero
de procedimentos cirdrgicos e intervencionistas na area cardiovascular justifica a busca pelo
desenvolvimento e a utilizacdo de uma ampla gama de préteses e dispositivos médicos, incluindo valvulas
cardiacas, enxertos vasculares, stents, entre outros [4, 5].

Atualmente, os materiais sintéticos comerciais a base de poli(etilenotereftalato), PET, e de
poli(tetrafluoroetileno), PTFE, sdo os mais utilizados para a fabricacdo de prdteses vasculares. Estes
materiais sdo quimicamente estaveis apds a implantagdo [6]. O PET é um poliéster aromatico e linear que
promove regeneracdo tecidual e possui um longo histérico em implantagbes humanas [7]. O PTFE € um
homopolimero ndo-reativo e ndo-téxico quando implantado em tecidos bioldgicos [8], e a energia da ligagao
carbono-fltor confere uma elevada resisténcia quimica e fisica, bem como uma elevada estabilidade térmica
[9]. Apesar destes polimeros serem bastante conhecidos e muito utilizados em proteses vasculares, hd pouca
informacdo sobre o seu comportamento térmico e mecanico nos dispositivos, bem como sua degradacdo em
meio similar ao do fluido corpéreo.

Ensaios de citotoxicidade em cultivos celulares sdo amplamente usados em estudos toxicologicos in
vitro. O teste da reducdo do metiltetrazélio (MTT) e o da incorporagdo do vermelho neutro (VN) sdo os
ensaios mais comumente empregados para a determinagdo de citotoxicidade ou viabilidade celular apds a
exposicdo a substancias potencialmente tdxicas [10]. O ensaio do MTT é baseado no protocolo
primeiramente descrito por MOSSMAN [11], no qual o MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
brometo), um sal tetrazélio amarelo e sollvel, é convertido a formazan, um produto insoldvel de cor purpura,
apos a clivagem do anel tetrazolio pela succinato dehidrogenase dentro da mitocondria. O formazan é
impermeavel para as membranas celulares, desta forma, ele se acumula nas células saudaveis, e pode ser
quantificado por espectrofotometria. Portanto, o ensaio do MTT informa sobre a funcionalidade
mitocondrial. J& o ensaio do VN (CysHi7CIN,) estd baseado no protocolo inicial descrito por
BORENFREUND e PUERNER [12] e determina a acumulacéo do corante vermelho neutro nos lisossomos
de células viaveis e ndo prejudicadas, refletindo a viabilidade lisossomal.

Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo a avaliagdo das propriedades térmicas e
mecanicas de dispositivos comerciais vasculares a base de PET e PTFE, bem como, o estudo da degradacéo
in vitro e citotoxicidade destes materiais, utilizando cultivos de linhagens celulares.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os reagentes MTT em p6 (Sigma), Acido Acético Glacial p.a. (> 99,5%, Merck), Solugdo Tampéo Fosfato,
PBS (Sigma e LGCBio), DMSO (99,9%, Synth), Vermelho Neutro em p6 adequado para cultura celular,
VN (Sigma), DMEM em p6 com tracos de glicose (Sigma e LGCBIo), Cloreto de Célcio (> 99%, Nuclear),
Formaldeido concentrado (Synth), Solugdo de Azul de Trypan 0,4% (Sigma), Solucdo de Tripsina 0,25%
(LGCBIo), Gentamicina (Nuclear) e Soro Fetal Bovino inativado (LGCBIio) foram utilizados como recebidos.

Os dispositivos comerciais a base de PET e PTFE analisados foram cedidos pela Faculdade de
Medicina da PUCRS em forma de implantes tubulares para a area cardiovascular. Estes tubos foram cortados
para obtencdo dos corpos de prova e caracterizados no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais da
Faculdade de Quimica da PUCRS. Os testes de citotoxicidade foram feitos no Laboratdrio de Microbiologia
Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Feevale.
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2.2 Métodos

2.2.1 Anélise termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento TA Instruments modelo SDT Q600,
entre a temperatura ambiente até 1200 °C, com uma taxa de aquecimento de 20 °C/min sob atmosfera de
nitrogénio e usando porta-amostra de platina.

2.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As analises por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram feitas em um equipamento de DSC da TA
Instruments, modelo Q20, em um intervalo de temperatura de -90 a 400 °C, com uma taxa de aquecimento de
10 °C/min em atmosfera de nitrogénio e usando porta-amostra de aluminio.

2.2.3 Ensaio de tragdo uniaxial

Os ensaios de tracdo uniaxial, para a obtencdo dos diagramas de tensdo-deformacdo dos materiais, foram
realizados em um equipamento DMA da TA Instruments, modelo Q800, na temperatura ambiente e rampa de
forca de 1 N/min, utilizando corpos de prova com 3 cm de comprimento e 0,5 cm de largura, variando a
espessura de acordo com cada material (entre 0,8 a 1,20 mm). Os ensaios foram realizados em triplicatas e
baseado na norma D638 da ASTM [13].

2.2.4 Degradacéo hidrolitica

Os testes de degradacdo in vitro dos materiais foram realizados baseados na norma ASTM F1635 [14]. As
amostras foram mantidas em solucdo de PBS a 37°C e retiradas em 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 270
dias, lavadas com agua destilada e secadas a vacuo até massa constante.

2.2.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As andlises da morfologia e superficie das amostras foram realizadas utilizando o Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV), PHILIPS modelo XL30 com resolucéo de 3,5 nm (no modo elétron secundério) e faixa de
aumentos de 100 a 4000 vezes, tensdo de aceleracéo de 20 kV, utilizando ouro para metalizagdo das amostras.

2.2.6 Cultivos celulares

A linhagem celular utilizada foi a 3T3-NIH, células fibroblasticas de embrido de camundongo. Os cultivos
celulares foram mantidos em garrafas de 25 cm? contendo meio de cultura DMEM suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB) e gentamicina 0,1 mg/mL, a 37 °C, em atmosfera itmida com 5% de CO,. Neste
trabalho, o DMEM serviu como meio de cultivo padrao.

2.2.7 Meio de extracédo

Para a realizacio dos testes foram utilizadas amostras dos materiais comerciais com area de 0,5 cm?, as quais
permaneceram 24 horas em 5,0 mL de meio DMEM com 10% de SFB. Apds esse periodo, os meios foram
filtrados com filtros de 0,22 um para remogdo de particulas e manutencdo da esterilidade. Os meios assim
obtidos foram denominados de meio de extracdo (ME), e foram utilizados a 100% ou misturados com igual
volume de meio padrdo (DMEM), obtendo-se ME a 50%, para ambos 0s polimeros avaliados.

2.2.8 Ensaios de citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, 1 x 10° células 3T3-NIH foram semeadas em placas de 96 pocos. As
células foram expostas por 24, 48 e 72 horas aos ME 100% e 50%, sendo os meios de cultivo renovados a
cada 24 horas, para todos os grupos, até o final das 72 horas de cultura. Paralelamente, também foram
mantidas culturas apenas no meio de cultivo padrdo (DMEM), utilizadas como controles de proliferacdo e
viabilidade celular. Ao final das 72 horas de exposicdo, as culturas foram submetidas aos ensaios de
citotoxicidade do MTT e do VN.

Para o ensaio do MTT, foi adicionado volume suficiente de solugdo concentrada de modo a obter-se
uma concentracdo final de 0,04 mg por poco. Apds incubacdo por duas horas, o meio foi removido por
inversao, e adicionado 200 puL de DMSO para liberacdo dos cristais. J& para o ensaio do VN, apés o descarte
do meio de exposi¢do, adicionou-se DMEM (sem soro) contendo 50 pg/mL de vermelho neutro, com
incubacdo de 3 h a 37 °C. Apds esse periodo, esse meio foi removido e as células lavadas duas vezes com
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PBS e uma vez com cloreto de calcio 1% em solucdo de formaldeido a 0,5%, de forma sequencial. Apds
descarte das solugdes, cada poco recebeu 0,2 mL de acido acético 1% em etanol 50%, para solubilizacdo dos
cristais. Para ambos 0s ensaios, apos transferéncia para outra placa de 96 pocos, a leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro de microplacas, em 540 nm.

2.2.9 Andlise estatistica

Todos os experimentos de citotoxicidade foram conduzidos em hexaplicata, para todos os grupos
experimentais (controle, ME PET 100%, ME PET 50%, ME PTFE 100% e ME PTFE 50%) e nos trés
periodos de exposicdo (24, 48 e 72 horas). As médias foram comparadas por ANOVA de 1 via e as
diferencas foram avaliadas pelo teste de Duncan, sendo considerados significativos valores de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de avaliar o efeito da degradacdo hidrolitica sobre as caracteristicas térmicas, mecanicas e
morfolégicas dos dispositivos comerciais de PET e PTFE foram realizadas analises de TGA, DSC, MEV e
ensaio de tracao.

A Figura 1 apresenta o perfil de decomposicdo térmica por TGA para as amostras de PET (Fig. 1a) e
PTFE (Fig. 1b), antes e ap6s o0 ensaio de degradacdo hidrolitica (270 dias).
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Figura 1: Curvas termogravimétricas das amostras: a) PET e PET (270 dias de degradacéo) e b) PTFE e PTFE (270 dias
de degradacéo).

A curva de TGA (Fig. 1a) mostra que o dispositivo a base de PET apresenta uma perda de massa em
duas etapas: a primeira entre 113 © a 211 °C e a segunda entre 374 ° a 495 °C. A primeira etapa de
decomposicdo sugere a presenca de algum outro componente na composicdo do dispositivo, como por
exemplo a adi¢do de plastificante ftalato, usualmente utilizado no processamento de varios polimeros
termoplasticos. A segunda etapa de degradacdo do PET puro, de acordo com a literatura, ocorre entre 436 ° a
479 °C, sendo esta dependente da taxa de aquecimento utilizada na andlise de TGA [15]. Apds 270 dias de
degradacdo in vitro, a amostra de PET apresenta decomposicdo em uma Unica etapa entre 358 ° a 512 °C (Fig.
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1a). Entretanto, para as amostras de PTFE, antes e apds 270 dias sob acdo da degradacdo in vitro, foi
observada uma decomposigdo entre 460 ° a 631 °C (Fig. 1b) evidenciando a grande estabilidade térmica do
material, similar aos valores encontrados (467° - 630 °C) por ODOCHIAN et al. [16].

A Figura 2 mostra as curvas de DSC para as amostras de PET (Fig. 2a) e PTFE (Fig. 2b), antes e apds
0 ensaio de degradacéo hidrolitica (270 dias).

A curva de DSC para o PET antes da degradacdo (Fig. 2a) apresentou um pico largo de fusdo (em
torno de 229 °C), devido a presenca de componentes nesta mistura polimérica corroborando os resultados de
TGA para este material, e diferentemente do pico de fusdo (em torno de 253 °C) apresentado ap6s 270 dias
sob acdo da degradacdo in vitro (Fig. 2a), sendo este Gltimo semelhante aos valores encontrados na literatura
para o PET puro (T¢= 255 °C) [17, 18]. Apds o processo de degradagdo houve um aumento na cristalinidade
do PET em torno de 30% quando comparado ao PET antes da degradacdo, e com consequente aumento na
temperatura de fusdo. Este aumento na cristalinidade provavelmente deve-se ao fato do processo de
degradacdo iniciar mais facilmente na regido amorfa do polimero, como descrito na literatura para a
degradacéo de poliuretanos utilizados como biomaterial [19], também é possivel que ocorra um rearranjo das
regibes amorfas numa fase cristalina [20].
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Figura 2: Curvas de DSC das amostras: a) PET e PET (270 dias de degradacdo) e b) PTFE e PTFE (270 dias de
degradacdo).

Para as amostras de PTFE (antes e apds a degradacdo) observaram-se duas temperaturas de fusdo, em
torno de 20 °C e 320 °C (Fig. 2b), sendo esta Ultima similar ao valor descrito na literatura para este polimero
puro (326 °C) [21, 22]. Contudo, observa-se um aumento na cristalinidade do polimero (em torno de 34%),
similar ao observado com o dispositivo de PET. Estes comportamentos na degradacdo, observados para o
PET e PTFE, estdo em acordo com trabalhos relatados para outros polimeros, como, por exemplo, o descrito
por GORNA et al. [23], em que a degradacdo in vitro de amostras baseadas no polimero poliuretano,
provocou um aumento progressivo em sua entalpia de fusdo indicando o aumento da cristalinidade.
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Os valores de temperatura de fusio do PTFE obtidos antes e apds a degradacdo (em torno de 320 °C)
indicam que o processo de degradacdo hidrolitica ndo afeta significativamente a estabilidade térmica e
quimica deste polimero. A temperatura de fusdo préxima a ambiente (em torno de 21 °C) pode estar
associada a adicdo de algum componente no processamento do polimero, a fim de obter um material
adequado para dispositivos cardiovasculares, como os plastificantes, que, quando adicionados ao polimero, o
tornam mais flexivel [24].
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Figura 3: Curvas tensdo-deformacdo dos materiais comerciais obtidas com ensaio de tragdo.

Analisando as curvas de tensdo-deformacdo apresentadas na Figura 3, verificou-se que 0s materiais
comerciais a base de PET e PTFE apresentaram um comportamento plastico (deformacéo normal méxima
em tracdo de 186+22% para 0 PET e de 65+19 % para o PTFE) nas condi¢gdes do ensaio sem rompimento do
corpo de prova (forca méaxima aplicada de 18 N). Entretanto, o material & base de PET apresentou uma
maior deformacdo pléstica com dois patamares de tensdo constante (Fig. 3), que pode estar associada tanto a
morfologia das fibras (longitudinais), bem como & estrutura tramada da qual o material é formado. O
comportamento mecénico encontrado para estes materiais comerciais € diferentes daqueles encontrados na
literatura [25, 26], em que o PET normalmente possui um modulo de Young relativamente mais alto (2000-
3000 MPa) quando comparado com o PTFE (800-1500 MPa). Este médulo de Young mais alto para o PET
indica que ele é mais rigido do que o PTFE, 0 que exigiria uma maior carga para deformé-lo elasticamente.

A Figura 4 mostra as perdas de massas obtidas dos materiais comerciais quando submetidos a
exposicdo de 270 dias em meio tamponado, na qual foi possivel observar que o PET tem perda de massa
rapida de 40% no inicio, progredindo para cerca de 48% em 270 dias. Esta perda pode estar associada a
degradacdo do componente observado no TGA (Fig. 1a). J4 o PTFE ndo sofreu variacdo significativa de
massa (Fig. 4b), onde o ponto em 210 dias de andlise é devido, provavelmente, a erro experimental.
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Figura 4: Degradagdo hidrolitica do a) PET e b) PTFE.
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Figura 5: Micrografias dos materiais a) PET; b) PTFE; antes (esquerda) e ap6s 270 dias de degradagdo (direita); com
aumento de 1000x.

As micrografias dos filmes de PET e PTFE antes da degradacéo (Fig. 5a e 5b, esquerda) apresentaram
uma morfologia na forma de fibras longitudinais, em que as fibras no filme de PET tém maior didmetro do
gue aquelas apresentadas no filme de PTFE. Além disso, o filme de PTFE mostra interligacfes entre essas
fibras formando poros [8]. Apds a degradacdo, os filmes de PET e PTFE apresentaram uma modificacao
significativa na estrutura original (Fig. 5a e 5b, direita), na qual para o PET, observa-se a diminuicdo do
nimero de fibras, bem como o surgimento de particulado sobre a superficie [6]. J& para o filme de PTFE,
observa-se o desaparecimento das interligacdes entre as fibras, tornando-as mais proximas.

A Figura 6 mostra os resultados de citotoxicidade obtidos para os meios de extracdo do PET pelos
métodos do VN e do MTT. No ensaio de incorporacdo do VN, o qual detecta alteracBes na viabilidade
lisossomal, observa-se que ndo existe diferenca significativa entre os grupos testados, ou seja, ndo ha
indicativo de efeito citotéxico. No entanto, € possivel observar que 0 ME 100% do PET causou diminuicdo
da viabilidade mitocondrial em células 3T3-NIH a partir das 48 horas de exposicdo (Fig. 6a). J& para a
mistura a 50% esse efeito citotoxico sé foi observado nas 72 horas de exposi¢do ao ME. Esses resultados
indicam que o PET causa alteracdo da funcionalidade mitocondrial de forma, dose e tempo dependente, a
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qual pode estar relacionada com o efeito de seus subprodutos de degradacdo. Tem sido sugerido que
alteracGes na funcionalidade mitocondrial podem estar relacionadas ao fenémeno de estresse oxidativo, visto
que as mitocdndrias constituem o principal ambiente celular de geracdo de radicais livres [27]. Contudo, a
viabilidade celular dos materiais mostrou-se superior a 80%, permitindo classificar as amostras como nao
citotoxicas, de acordo com a norma USP 23 [28]
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Figura 6: Citotoxicidade em células 3T3-NIH expostas aos meios de extragdo do PET por 24, 48 e 72 horas.(a) ensaio do
vermelho neutro, (b) ensaio do MTT. Resultados expressos como % da viabilidade celular, considerando como 100% as

células que ndo foram expostas (controles). As diferencas entre os grupos foram avaliadas através de ANOVA de 1 viae
teste de Duncan (*), para valores de p < 0,05.
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Figura 7: Citotoxicidade em células 3T3-NIH expostas aos meios de extragcdo do PTFE por 24, 48 e 72horas. (a) ensaio
do vermelho neutro, (b) ensaio do MTT. Resultados expressos como % da viabilidade celular, considerando como 100%
as células que ndo foram expostas (controles). As diferencas entre os grupos foram avaliadas através de ANOVA de 1 via
e teste de Duncan (*), para valores de p < 0,05.

J& os resultados obtidos para o PTFE, tanto no ensaio de incorporagdo do VN como no ensaio de
reducdo do MTT (Fig. 7a e 7b, respectivamente), ndo demonstram qualquer alteracdo de viabilidade celular

em ambas as doses e em todos 0s tempos de exposi¢do testados, sugerindo menor citotoxicidade desse
material.

4. CONCLUSOES

Os materiais comerciais usados em proteses vasculares avaliados neste trabalho apresentaram grande
estabilidade térmica (acima de 300 °C), mesmo apds 270 dias de degradagéo in vitro, e um comportamento
plastico (deformacdo normal maxima em tragdo de 186+22% para o PET e de 65+19% para o PTFE)
diferente dos respectivos polimeros puros. A viabilidade celular por VN e MTT do dispositivo de PTFE foi
superior a 80%, permitindo classificar 0 mesmo como nao citotéxico. Para o dispositivo de PET, o teste de
VN ndo mostrou efeito citotdxico, contudo, os resultados por MTT indicaram que 0 mesmo causa alteracao
da funcionalidade mitocondrial independente da dose e tempo avaliados.
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