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Fui homem, nao me esqueci, so foi minha a loucura. Onde, com lucidez, me reconheci!
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RESUMO

Bioadesivos apresentam-se como ferramentas de valor indubitavel no tratamento e regeneracao de tecidos
organicos lesados. Ao longo dos anos, tém vindo a revolucionar em cirurgia, procurando ser Uteis em
processos de cicatrizacdo de feridas incisas. Como principais vantagens destaca-se a reducdo do trauma
sobre os tecidos e a rapidez e o maior conforto na aplicacdo. Terminado o tratamento, e dependendo da
sua biodegradabilidade, poderéo soltar-se ou ser absorvidos pelo organismo. Existem no mercado alguns
adesivos aprovados pela FDA de origem sintética ou natural para diferentes aplicacdes clinicas, contudo
as suas limitacGes restringem a utilizacdo por parte dos profissionais. A toxicidade de alguns subprodutos
e o fraco desempenho mecénico comprometem a eficacia dos tratamentos, sendo imprescindivel a
investigacdo e o desenvolvimento de novos adesivos que sejam biocompativeis e bioabsorviveis.
Polimeros biodegradaveis, sintéticos ou naturais, com grupos terminais fotoreticulaveis tém demonstrado
ser promissores e Uteis em aplicag@es in situ. Um dos polimeros mais usados na &rea biomédica explorado
na preparacdo de suturas cirdrgicas, scaffolds e sistemas de libertacdo controlada de farmaco é o poli
(&cido latico) (PLA). Recentemente foi avaliada a potencialidade deste polimero na producdo de
bioadesivos para aplicacbes biomédicas, partindo de PLA de baixo peso molecular funcionalizado com
ligacbes de carbono duplas pelos mondmeros anidrido metacrilico (MAA) e metacrilato de 2-
isocianoetilo (IEMA). Apo6s adicdo de um fotoiniciador biocompativel (Irgacure® 2959), a
fotoreticulagcdo permitiu a producdo de filmes flexiveis e uniformes considerados promissores em
contexto clinico.

Nesta dissertacdo pretendeu-se explorar a sintese desses adesivos com base nos protocolos experimentais,
complementando a sua caracterizacdo com particular relevancia para a viabilidade de utilizacdo em
cirurgia. Além destes métodos de funcionalizagdo, foram testados novos monémeros na modificacdo do
PLA, com o objetivo de ampliar a gama de bioadesivos. O Laromer® LR 9000 (LAR) e o 3-isopropenil-
a, a-dimetilbenzil isocianato (TMI) (ambos da familia dos isocianatos) foram as moléculas escolhidas.
Na modificacdo do PLA com o mondmero LAR foram testadas duas proporcdes estequiométricas, sendo
a de 1:1 a mais promissora. Todos os pré-polimeros sintetizados deram origem a filmes de aspeto
homogéneo com tempos de reticulacdo iguais ou inferiores a 2 minutos, excetuando o caso do TMI que
foi afastado do estudo por sé ter reticulado termicamente. A analise ATR-FTIR permitiu acompanhar o
sucesso das reacdes de funcionalizacdo e fotoreticulagdo. Para os materiais sintetizados foram avaliadas
propriedades quimicas, fisicas, térmicas, mecanicas e bioldgicas.

Os resultados obtidos indicam que todos os adesivos produzidos apresentaram uma capacidade de
absorcdo de 4gua moderada, dependente do pH do meio, do mondmero funcional utilizado e do grau de
reticulacdo das matrizes. A técnica SEM permitiu verificar que os materiais apresentavam estruturas
coesas, uniformes e compactas. Para o adesivo de PLA modificado com LAR na proporcédo de 1:1 (PLA-
LAR1:1), a variacdo do tempo de irradiacdo UV conduziu a um aumento na porosidade do material. A
analise TGA mostrou que o0s materiais sdo termicamente mais estaveis ap6s fotoreticulagdo, com
estabilidade a temperatura fisioldgica e exibindo temperaturas de degradacdo de 205 a 251°C. A técnica
DSC permitiu verificar que a temperatura de transi¢éo vitrea de todos os pré-polimeros no estado liquido
é negativa, logo favoravel ao processo de fotopolimerizacdo, sendo superior nos polimeros reticulados. A
técnica DMTA permitiu também identificar as transi¢cdes térmicas nestes materiais. Todos os adesivos
demonstraram ser hidroliticamente instaveis quando incubados em PBS, em funcdo do estado de



reticulacdo das matrizes, do mondmero funcional utilizado e da capacidade de absor¢do de agua. Esta
instabilidade permitiu concluir que os materiais sdo biodegradaveis, com potencial de absorcdo pelo
organismo. Nos estudos de adeséo in vitro verificou-se que todos os polimeros aderiram eficazmente ao
substrato, com excecdo de um produto. A energia de superficie de todos estes bioadesivos é inferior as
das superficies alvo (pele e sangue), o que permitiu concluir que serdo capazes de aderir quando
implantados no organismo. Nos ensaios de hemdlise registou-se um caracter hemolitico, pelo que se
sugere a realizacdo de novos testes. Todavia 0s materiais apresentaram um caréacter trombogénico,
extremamente Util no processo de coagulagdo e cicatrizacdo tecidual. Os estudos de viabilidade celular
permitiram finalmente concluir que o melhor produto foi o PLA-LAR1:1, com valores de viabilidade
celular acima de 85% nos tempos de incubagdo mais longos, pelo que se considerou biocompativel. O
estudo da adesdo bacteriana revelou que a maioria dos materiais apresentou caracteristicas bactericidas,
Gteis na minimizacdo de infeces.

Face os resultados pode-se concluir que os adesivos de PLA sintetizados apresentam caracteristicas
promissoras para utilizagdo em cirurgia. Em alguns casos serdo necessarios novos testes de caracterizagdo
biolégica para confirmar a biocompatibilidade. De entre todos, o PLA-LARL:1 teve o melhor
desempenho em todas as propriedades avaliadas, considerando-se extremamente promissor para as
aplicagdes pretendidas. O Laromer® LR 9000, que até ao momento nunca esteve associado & area
médica, podera vir a ter um futuro muito promissor em diferentes contextos clinicos quando associado ao
PLA ou a outros biopolimeros.

PALAVRAS-CHAVE:  Bioadesivos, poli (4cido latico), fotoreticulagdo, Laromer® LR 9000,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, cirurgia, cicatrizacao.
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OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE

Nas UGltimas décadas, o desenvolvimento de novos materiais nas areas médico-farmacéuticas tem
contribuido significativamente para a melhoria de técnicas e praticas de salde, enquadradas num mundo
onde é cada vez mais pertinente a exploracdo de solugdes préticas, simples, confortaveis, e econémica e
ambientalmente benéficas [1 — 5]. Atualmente sdo muitos os estudos de investigacdo com diferentes
materiais, para que estes possam ser usados nas mais diversas formas: em aplicacfes descartaveis (como
por exemplo seringas, cateteres, bolsas de sangue, etc.), produtos de suporte em técnicas cirargicas (fios
de sutura, vedantes e adesivos), implantes ou proteses para substituicdo e/ou regeneragdo de tecidos
(producdo de implantes dentérios, substituicdo de cartilagens, lentes intraoculares, etc.) e ainda no
desenvolvimento de 6rgéos artificiais de acdo temporal ou permanente [2, 6].

Os polimeros, biodegradaveis e nao-biodegradaveis, tém recebido particular atencdo por parte de
investigadores, sobretudo nas areas de Engenharia de Tecidos, dadas as suas excelentes propriedades [1,
7]. Hoje em dia, com 0s avangos existentes nesta area, muitos materiais sdo utilizados de forma que
anteriormente ndo era possivel [2]. Varios sdo os conceitos que interessa referir e ter em conta no que diz
respeito a utilizagdo de biomateriais nos organismos vivos, nomeadamente: biocompatibilidade,
hemocompatibilidade, propriedades quimicas, fisicas e mecanicas adequadas, esterilizacdo, eficacia,
baixo peso, tecnologia de fabrico e custo razoavel [2, 3, 6]. Os polimeros biodegradaveis (naturais ou
sintéticos) sdo de particular importancia neste ambito, uma vez que da sua degradacdo podem resultar
produtos ndo toxicos para 0 organismo, quando terminada a sua funcdo. Para além disso sdo facilmente
processaveis, adaptando-se as propriedades a uma determinada aplicacdo [4, 6]. De entre os polimeros
biodegradaveis sintéticos, uma familia importante e alvo de estudo dada a diversidade e versatilidade € a
dos poliésteres [8, 9]. No que diz respeito a0 modo de preparacdo, a reticulacdo fotoquimica demonstra
ser eficaz e fidvel, com potenciais aplica¢cdes em cirurgia, libertacdo controlada de farmaco e Engenharia
de Tecidos [10, 11].

Materiais poliméricos fotoreticulaveis tém sido bastante explorados como adesivos cirdrgicos nos ultimos
guinze anos, a fim de ultrapassar os problemas com os adesivos existentes no mercado, nomeadamente:
libertacdo de subprodutos toxicos, inflamacdo e irritacdo dos tecidos, risco de transmissdo de doencas
sanguineas e/ou infeciosas, propriedades mecanicas limitadas, degradacéo lenta no organismo, duragéo de
aplicacdo e preco elevado. Polimeros naturais (como 0 quitosano ou a agarose) e poliésteres como a
policaprolactona (PCL) demonstraram ser promissores [4, 11]. Contudo, o esfor¢o persiste na procura por
novos materiais capazes de alcancar as propriedades requeridas, tendo por base a definicdo de novas
estratégias de sintese e a exploracdo de novas moléculas. O poli (&cido latico) (PLA), considerado o
material mais atrativo e promissor no mercado dos biopolimeros, parece a ser um potencial candidato no
mercado dos bioadesivos.

Assim, este trabalho pretende explorar novos métodos de preparacdo de bioadesivos a partir de PLA. O
foco principal esta em conhecer as suas propriedades e potencialidades, contribuindo com resultados
importantes na sintese de materiais poliméricos fotoreticulaveis e na sua aplicabilidade em contexto
clinico. As aplicaces sdo diversas e serdo reconhecidas e aprofundadas.

O projeto passara pelo estudo, preparagdo e desenvolvimento de bioadesivos de base acido latico por
fotoreticulacdo e posterior caracterizagdo, com vista a sua possivel utilizacdo na reparacdo/regeneracédo de
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tecidos organicos ou como alternativa de sutura as técnicas convencionais. Também o estudo como
possivel sistema de libertagdo controlada de farmaco serd alvo de pesquisa e interesse. Os métodos de
producdo foram inicialmente testados por Marques [12], no &mbito de dissertagdo de Doutoramento. Sem
catalisadores, PLA de baixo peso molecular é obtido por policondensacéao direta do cido latico L(+), de
seguida funcionalizado com diferentes mondmeros e posteriormente reticulado por irradiacdo da luz UV
na presenca de um fotoiniciador biocompativel. Solventes de baixa toxicidade sdo também utilizados, a
fim de garantir a ndo-toxicidade dos materiais. Neste &mbito, pretende-se continuar a explorar a sintese
dos adesivos, a fim de caracterizar devidamente os materiais obtidos [12]. Novos métodos de
funcionaliza¢do (com novos mondmeros) serdo também testados de modo a alargar a gama de adesivos,
bioabsorviveis e biocompativeis, a partir do acido latico.

A Dissertacdo encontra-se organizada em cinco capitulos principais. No Capitulo 1 pretende-se fazer um
enquadramento tedrico sobre o tema, no qual se faz referéncia aos diversos biomateriais existentes, a
importancia que os polimeros biodegradaveis tém nesse ambito, e aos conceitos a estes inerentes.
Discute-se ainda a importancia da fotoreticulagdo na produgdo de polimeros biodegradaveis e na sua
aplicagdo na &rea médica, convergindo posteriormente para o PLA, onde sdo abordadas diversas questdes:
matéria-prima, produtores, mercado e aplicacfes, propriedades, vantagens/desvantagens, métodos de
sintese e modificacdo (e estudos na &rea). Finalmente apresentam-se 0s principais estudos desenvolvidos
com o PLA na area médica (revisdo do estado de arte), com particular interesse nos mais recentes,
apresentando a relevancia dos resultados. Possiveis produtos a implementar (ou ja implementados) no
mercado sdo também revistos.

No Capitulo 2 é feito o enquadramento pratico do trabalho, apresentando-se a descri¢do detalhada do
processo de producdo dos bioadesivos a partir do &cido latico e os elementos tidos em consideracao.
Partindo do trabalho de sintese ja desenvolvido, define-se ainda a metodologia experimental seguida
(constituida por uma parte de reproducdo de materiais e outra de nova sintese), onde se estabelecem os
objetivos praticos a atingir. Foca-se o essencial deste trabalho: exploracdo de novos mondmeros e
caracterizagdo de todos os materiais sintetizados.

No Capitulo 3 comega-se por listar os materiais utilizados e por descrever os métodos de sintese do pre-
polimero, sua funcionalizagdo com os diferentes mondmeros testados (MAA, IEMA, LAR e TMI) e
reticulacdo fotoquimica dos pré-polimeros modificados com o fotoiniciador Irgacure® 2959. De seguida,
apresentam-se 0s procedimentos experimentais de caracterizacdo e motivacGes da sua realizagdo:
caracterizacdo por ATR-FTIR, avaliacdo da capacidade de absor¢do de agua, microscopia eletronica de
varrimento (SEM), caracterizacdo térmica (TGA, DSC e DMTA), degradacdo hidrolitica em solugdo
PBS, adeséo in vitro em folhas de gelatina, determinacdo das energias de superficie por medicdo de
angulos de contacto, testes de biocompatibilidade (avaliacdo da citoxicidade e da adesdo bacteriana) e
testes de hemocompatibilidade (indice hemolitico e trombogenicidade) foram os estudos efetuados, a fim
de conhecer os materiais produzidos e a sua potencialidade como adesivos cirirgicos. No Capitulo 4
apresentam-se todos os resultados obtidos e a sua discusséo de acordo com a aplicagéo.

No Capitulo 5 chega-se as conclusfes gerais de todo o trabalho experimental. Reflete-se sobre as
limitacBes encontradas, procurando alternativas e solucBes para as mesmas. Finalmente, face aos
resultados obtidos, apresentam-se algumas recomendagfes do trabalho a desenvolver e das
linhas/estratégias de investigacao a seguir no futuro.
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. INTRODUCAO
l.1. Biomateriais

A &rea dos biomateriais resulta do compromisso entre quatro grandes areas e disciplinas: “as ciéncias da
vida, medicina, ciéncia dos materiais e engenharia” [7]. Um biomaterial pode ser definido como o
material que é sintetizado para substituicdo de um sistema vivo ou para execugdo de uma fungdo em
contacto intimo com os tecidos vivos [2]. De forma mais rigorosa, e de encontro com a literatura, é
considerado como um produto farmacologicamente inerte, um material ndo-vivo (de origem sintética ou
natural), com intencdo de ser utilizado para efeitos médicos (diagnésticos, terapéuticas, aplicacdes
protéticas e de armazenamento) em contacto com 0s sistemas vivos, ou seja, capaz de interagir de forma
benéfica com os sistemas e fluidos bioldgicos [1, 2, 4].

A utilizagdo de biomateriais como implantes ndo foi bem-sucedida na sua fase inicial, como resultado da
ocorréncia de infecdes e inflamacdes [2, 13]. Atualmente, gragas aos importantes avanc¢os na Engenharia
e na Biotecnologia, sdo muitas as aplicacbes em suturas, implantes, préteses, suportes (ou scaffolds),
adesivos, entre outros, com um valor de mercado global em 2011 na ordem dos 37,6 mil milhGes de
dolares e com uma perspetiva para 2017 de aproximadamente 83,9 mil milhdes de ddlares, representando
assim um mercado em forte crescimento®, no qual a procura por novos produtos (mais praticos e eficazes)
é recorrente [2, 3, 6]. Os biomateriais, uma vez em contacto com o organismo, deverdo apresentar
propriedades fisicas e bioldgicas que sejam compativeis com os tecidos para os quais se destinam, sendo
por isso nao-toxicos (biocompativeis), esterilizaveis e devidamente eficazes na sua funcéo. Estes poderao
ser classificados em quatro grandes grupos: metalicos, ceramicos, poliméricos ou materiais compdsitos
[1, 4]. A fim de sistematizar as diferentes categorias, apresenta-se no Anexo A, Figura A.1, os diferentes
materiais, aplicacfes e suas vantagens/limitacOes. A classificacdo dos biomateriais poderd também ser
feita tendo em conta a sua fungdo, podendo assim ser temporarios (ajudam na recuperacdo de uma dada
leséo e a sua fungdo e permanéncia no organismo terminam quando o tratamento é conseguido) ou entdo
podem-se designar de permanentes (substituindo um 6rgéo, um tecido, ou qualquer fungdo no organismo
gue esteja alterada ou até mesmo ausente) [13].

Os materiais que sdo utilizados em aplicacdes clinicas deverdo ser diferentes dos restantes materiais
comercializados para outros fins, preenchendo um conjunto minimo de requisitos que interessa aqui
destacar. De acordo com a literatura, para que um material possa ser utilizado na area médica e em
contacto com o organismo, devera [1 — 3, 6, 14]: 1) Ser ndo toxico, ou seja, ndo devera causar infecoes
e/ou inflamacdes indesejaveis uma vez implantado no organismo vivo, a ndo ser que tenha sido produzido
com essa funcdo; 2) Ser um material facilmente processavel, apresentando propriedades mecanicas e
fisicas adequadas ao local de aplicacdo; 3) Tempo de vida util devera ser adequado, devera ser eficaz,
tendo um bom desempenho e durabilidade; 4) Devera ser ndo-alergénico, nao-carcinogénico, bioldgica e
mecanicamente compativel; 5) Se se pretender que seja degradavel, devera ser concebido para que os
subprodutos resultantes da sua degradacdo sejam ndo toxicos e ndo interfiram com o processo de
tratamento, e a sua degradacdo corresponda ao tempo de tratamento; 6) Face a degradacdo do material no
organismo, este devera ser metabolizado, sendo por isso bioabsorvivel.

! De acordo com descricéo de “Biomaterials — A Global Market Overview” — industry-experts.com, consultado a 30 de Maio de 2014.
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Para que os materiais preencham estes requisitos, sdo muitas vezes necessarias modificacdes ao nivel da
sua superficie, para que ndo sejam rejeitados pelo organismo [4]. Um dos principais requisitos
mencionados é a biocompatibilidade do material, contudo este conceito, assim como outros, deverdo ser
clarificados.

|.1.1. Biocompatibilidade e Hemocompatibilidade

A compatibilidade de um material refere-se as interagdes entre este e os tecidos vivos, dependendo das
especificagdes do mesmo [3]. Na literatura, o conceito de biocompatibilidade ndo € claro. Podera ser
entendida com base no (in)sucesso e (in)eficacia do material num dado local. A hemocompatibilidade,
por sua vez, define-se como a capacidade que um material tem em permanecer em contacto com o
sangue, sem que haja alteracdo dos constituintes do plasma sanguineo [3, 14]. A biocompatibilidade
remete para a auséncia de reacGes adversas por parte ndo s6 do sangue, mas também dos outros tecidos
[3]. Contudo um material pode ndo provocar reacdo adversa num dado tecido, mas ser inflamatorio noutro
[14, 15].

A biocompatibilidade de um material, como resultado das suas interagdes com os tecidos, depende nao s
das propriedades intrinsecas ao mesmo (peso molecular, forma e estrutura do implante, energia de
superficie, capacidade de absorcdo de &gua e de degradacéo, hidrofobicidade vs. hidrofilicidade, etc.),
mas também das circunstancias em que é implantado no organismo, nomeadamente a técnica usada, as
condigdes de assepsia e esterilizagdo e o proprio estado do paciente [1, 3, 13, 15].

Neste trabalho, tendo como objetivo a produgdo de bioadesivos com possibilidade de aplicagdo em
inimeros contextos clinicos, é importante deixar claro estes conceitos, identificando-se a pertinéncia da
realizacéo de testes de biocompatibilidade e hemocompatibilidade aos materiais finais obtidos.

Um dos principais problemas de diversos materiais em aplicagdes médicas € exatamente a reduzida
biocompatibilidade, com relevancia sobretudo em aplicagdes permanentes no organismo [6]. Por isso
mesmo, entre os biomateriais apresentados na Figura A.1, 0s que atualmente apresentam maior interesse
por parte da investigacdo sdo os polimeros, ndo sé gracgas a sua diversidade, mas também a facilidade em
serem modificados e processados de modo a garantir a sua elevada biocompatibilidade. Uma vez que os
adesivos produzidos neste trabalho tém por base um polimero sintético biodegradavel (o PLA) importa
esclarecer também o conceito de biodegradabilidade.

|.2. Polimeros Biodegradaveis

Antes de mais, os polimeros sdo definidos como macromoléculas constituidas por inumeras unidades de
repeticdo, ligadas por ligacdo covalente [16]. Poderdo ser classificados quanto a natureza (naturais,
sintéticos ou artificiais), quanto ao tipo de monémeros ou estrutura quimica (se apenas por um monémero
— homopolimeros; se por varios — copolimeros), quanto a forma molecular (lineares, ramificados ou
reticulados), quanto a cristalinidade (em cristalinos, semi-cristalinos ou amorfos), quanto ao
comportamento mecénico (divididos em plasticos, elastdbmeros e fibras) e ainda de acordo com o
comportamento térmico (termoplasticos ou termo rigidos) [4, 16].

Quanto a degradacdo, os polimeros obtidos a partir de combustiveis fosseis, € que resistam a acdo
microbiana em ambientes bioldgicos, designam-se de nao-biodegradaveis. Ja os polimeros naturais e 0s
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sintéticos, que se degradam através da acdo enzimatica e/ou por degradacdo quimica associada aos
organismos vivos, designam-se de biodegradaveis [9, 17]. A degradacdo dos mesmos ocorre através da
rutura das cadeias principais ou das cadeias laterais do polimero, devido a sua oxidacdo, fotdlise,
radidlise, hidrolise ou ativacdo térmica [6, 9]. Biodegradacdo é assim definida como a degradacdo do
polimero em ambiente biolégico (dependente de condi¢cBes como temperatura, humidade, pH, oxigénio)
gue resulta em alteracBes na estrutura quimica, perda das propriedades estruturais e mecanicas,
transformando-se em produtos mais simples, agua, diéxido de carbono, minerais, etc. [17]. Os
investigadores na area médica fazem muitas vezes a distingdo entre dois conceitos importantes, e que
geralmente se juntam num s@: biodegradabilidade e bioreabsorbilidade.

Entende-se assim por polimeros biodegradaveis aqueles que se decompdem no organismo, permanecendo
0s subprodutos da sua degradacdo por longos periodos de tempo. Por sua vez, consideram-se polimeros
reabsorviveis 0s que, a partir do momento em que sdo implantados, se degradam em produtos n&o-
toxicos, absorvidos pelo organismo e eliminados através da atividade metabolica [6, 9, 18]. Este processo
divide-se em duas etapas. Na primeira, o polimero vai-se degradando através da quebra de ligagcdes na
cadeia principal, resultando num polimero com um peso molecular cada vez menor, transformando-se em
moléculas mais simples (hidrolise). Na segunda etapa, as moléculas resultantes da degradacdo séo
processadas e metabolizadas pelo organismo (como acontece com o PLA) [6, 9, 18].

Os polimeros biodegradaveis representam um papel muito importante hoje em dia, dadas as preocupacoes
sociais, econdmicas e sobretudo ambientais em torno dos residuos e dos desperdicios de polimeros ndo-
biodegradaveis de origem petroquimica [9, 19]. Na area médica tém particular interesse essencialmente
por duas razbes: 1) a biocompatibilidade é importante, mas néo indispensavel, uma vez que permanecem
pouco tempo no organismo, resultado da sua progressiva degradacdo no meio; 2) por sua vez,
representam uma alternativa eficaz aos biomateriais de a¢do permanente no organismo (que podem
facilmente provocar infe¢Ges/inflamacdes), facilitando os tratamentos com conforto para os pacientes [6].
A degradacdo hidrolitica e enziméatica sdo os mecanismos de degrada¢do mais importantes em contexto
clinico. No Anexo B apresenta-se um conjunto de informagdes pertinentes de forma a compreender estes
mecanismos e o0s fatores de que dependem.

No Anexo C, Tabela C.1, apresenta-se uma sistematizacdo de aplicacOes gerais e tedricas (em contexto
cirargico e farmacéutico) destes polimeros [6]. As aplicacBes sdo inumeras e transversais a todos 0s
setores (como os de embalagens e agricultura); libertagdo controlada, matrizes de imobilizacdo de
enzimas, proteses temporarias, suportes (scaffolds) com diferentes porosidades para a area de Engenharia
de Tecidos, suturas absorviveis, embalagens de conservagdo de alimentos, produtos sanitérios, etc. sdo
apenas exemplos da diversidade de produtos, atualmente existentes e comercializados [8, 9, 19]. No
Anexo D, Tabela D.1, apresenta-se uma lista de aplicagdes em diversas areas.

Relativamente a classificacdo, esta pode ser de acordo com a aplicacdo, origem, 0 método de sintese, a
composicao quimica, a importancia econdémica, entre outros. Neste trabalho, e de acordo com o que j& foi
referido anteriormente, a classificacdo sera feita tendo em conta a natureza/origem, em naturais ou
sintéticos. Na Figura A.2 representa-se esquematicamente essa classificagdo (adaptada de [19]). De entre
os polimeros sintéticos biodegradaveis, destacam-se os poliésteres, poliamidas (e poliéster amidas),
polianidridos, poli (orto ésteres) ou poli (cianoacrilatos de alquilo) como exemplos dos que se degradam
por hidrolise, com quebra da ligagdo principal. Por outro lado, polimeros como as poliureias ou as
poliuretanas sdo exemplos dos que se degradam pela ag&o de microrganismos/enzimas [1, 9].
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Os poliésteres podem-se classificar em dois grandes grupos: termoplasticos (elastomeros, lineares
aromaticos, liquidos cristalinos, poli (alcanoatos de hidroxilo), “engineering plastics” e os alifaticos, tais
como o poli (&cido glicdlico) (PGA), o poli (&cido latico) (PLA) ou a policaprolactona (PCL)), e 0s
insaturados [20].

[.2.1. Poliesteres alifaticos

=]

Resultado da sua diversidade, os poliésteres o 2\0 O\J\L
alifdticos sdo das familias de polimeros oo °j‘) — -
biodegradaveis mais estudadas, com grande dhoicacd  gyeolde W iepitd
importancia em aplicacGes biomédicas [7 — 9, 19, 2 ”%io 8
20]. Existem multiplos monomeros que poderao ser “"\HLOH . DTH\“*S - H{’O j)LLpH
utilizados na producdo de poliésteres por ,a::cadd . St e

policondensacdo (se se pretender obter polimeros i

[e] o]
de baixo peso molecular) ou entdo através de ‘)‘\o +”°°\,)\o . {/U\])JH /\“/}oa
. . ~ o °. H "D m
polimerizagdo por abertura de anel (onde se 71) I\/k”'ﬂ L I

consegue atingir elevados pesos moleculares) [9, glycolide lactide polyllactide-co-glycolide) (PLGA)
19, 21]. Distinguem-se essencialmente dois grupos e &
de poliésteres alifaticos: 1) sintetizados a partir de @ — HJ[C’\/\/\)L}:H
hidroxiacidos, como o PLA e 0 PGA; 2) ou obtidos J— obilicaprokittond) (PEL)

a partir da policondensacéo de acidos dicarboxilicos

. . . Figura |.| Estruturas quimicas dos poliésteres sintéticos
e didis, como o poli (butileno succinato) (PBSs) [9] mais comuns: PGA, PLA, PLGA e PCL, respetivamente
(adaptado de [21]).

O facto de serem, na sua maioria, polimeros

bioabsorviveis, torna-os fortes candidatos em aplicac@es clinicas, uma vez que se degradam em produtos
capazes de ser metabolizados pelo organismo, sem que haja toxicidade associada [1]. Para além disso, as
boas propriedades mecanicas, aliadas a relativa facilidade de sintese e processabilidade, sdo vantagens
claras [21]. Para além da &area médica, os poliésteres estdo bastante associados a aplicacbes de
revestimento, sendo tradicionalmente conhecidos como resinas alquidicas [20]. Estes polimeros sdo
caracterizados pela presenca de grupos éster funcionais na sua cadeia principal [19]. A sua
biodegradabilidade é exatamente resultado da presenga dos grupos éster, que sdo hidrolisaveis [9, 21].
Contudo, os poliésteres alifaticos apresentam propriedades térmicas e mecanicas inferiores, quando
comparados aos poliésteres aromaticos (como é o caso do PET). Para melhorar essas propriedades, sdo
possiveis modificacdes fisicas e quimicas por bulk modification (modificacdo bulk) ou surface
modification (modificagdo de superficie) [1]. Os arométicos, apesar das vantagens identificadas,
demonstram ser resistentes ao ataque microbiano, sendo por isso ndo-biodegradaveis [19]. Os alifaticos
ao serem instaveis (na degradacdo hidrolitica) revelam-se de grande importancia para implantes
biodegradaveis, bioabsorviveis e biocompativeis [7, 19].

O PGA e o PLA séo os poliésteres mais comuns e 0s que tém sido mais usados em contexto clinico (em
suturas degradaveis), aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e classificados como
generally recognized as safe (GRAS) [1, 7, 9, 19]. O PLA degrada-se em acido latico, naturalmente
presente no organismo humano. J& o0 PGA, por hidrolise, é convertido no seu monémero: o acido glicélico
[7, 19]. Ambos, apo6s degradacdo, sdo facilmente digeridos por metabolitos e/ou outros mecanismos,
sendo eliminados através da urina.
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Apo0s estudos realizados, Vert et al. (1984) referiram que ndo foi encontrada a presenca significativa de
produtos resultantes da degradacdo do PLA nos érgdos vitais do organismo. J& William and Mort (1977)
mencionaram que, para além da hidrélise, 0 PGA pode ser degradado por determinadas enzimas [8]. Os
dois polimeros sdo, desde hd muito tempo, utilizados em conjunto na producdo de copolimeros de
PLA/PGA. Segundo Metha et al. (2005) a primeira combinagdo do PLA com o PGA resultou num
material de sutura, tendo sido comercializado pelo nome Vicryl nos E.U.A, em 1974 [19]. Ao longo dos
anos, o PLA, PGA e seus copolimeros, tém demonstrado biocompatibilidade em aplicacdes médicas.
Contudo existem algumas preocupacfes relativamente as alteracdes de pH nas zonas de degradacdo dos
materiais, resultado da libertacdo dos componentes mais simples (de origem &cida) que poderdo provocar
irritaces ou outras reacdes adversas no organismo [7, 8].

Apesar de degradaveis em ambiente bioldgico, esta depende de diversos fatores, nomeadamente da
configuracdo estrutural do polimero (ou copolimero), do récio do copolimero, da morfologia,
cristalinidade, peso molecular, porosidade, e ndo menos importante, do local onde € implantado (Anexo
B) [8, 21]. De referir que 0o PLA é muito mais hidrofébico que o PGA, o que resulta numa degradacéo
muito mais lenta. Tipicamente, o tempo de degradacdo do PLA pode ir de 1 a 2 anos, enquanto o PGA se
degrada em poucas semanas [7]. A motivacdo da producdo de copolimeros de PLA/PGA advém da
necessidade de alterar, melhorar e/ou adaptar propriedades do material final. Manipulando as proporcdes
de um polimero e de outro, pode-se chegar a materiais com propriedades mecéanicas diferentes e com
tempos de degradacdo diferentes, o que é relevante em Engenharia de Tecidos, mas também em sistemas
de libertacdo controlada [7, 21].

Este trabalho ndo teve como objetivo a producdo de copolimeros de PLA e PGA, contudo estes dois
polimeros sdo geralmente associados um ao outro no contexto das aplicagcbes em estudo. Mais adiante
serd feita uma breve revisdo do polimero de interesse neste trabalho (PLA) e de alguns estudos na area e
dos avancos atingidos nos ultimos anos (com o PLA, PGA e outros poliésteres) em aplicacbes como
adesivos cirargicos e sistemas de libertacdo controlada.

|.3.  Fotoreticulagao

A modificacdo de um determinado polimero podera ser obtida através da sua reticulagdo, processo através
do qual se formam redes poliméricas tridimensionais especificas, com diversas aplicacBes na area médica
[21, 22]. A reticulacdo, conhecida na literatura por “crosslinking”, podera ser realizada por diferentes
métodos, nomeadamente por polimerizacdo radicalar-livre, e nesta de trés formas distintas: 1)
quimicamente; 2) por acdo da temperatura; 3) ou por irradiacdo de luz UV (reticulagdo fotoquimica ou
também conhecida por fotoreticulacdo) [21]. Esta Gltima é a via mais utilizada na producdo de redes
poliméricas biodegradaveis, a partir de monémeros multifuncionais (também designados de oligdmeros
ou pré-polimeros), apresentando claras vantagens face a reticulagdo quimica e térmica [11, 21, 23, 24].

Exatamente por isso, os materiais fotopolimerizaveis tém sido alvo de grande interesse e estudo ao longo
dos Gltimos anos, explorando-se a sua aplicacdo na area industrial (revestimentos, peliculas, placas de
impressdo) e nas areas biomédicas e farmacéuticas, no estudo e desenvolvimento de suturas cirdrgicas,
sistemas de libertacdo controlada de farmaco, compositos, dispositivos de fixacdo interna, scaffolds para
regeneracdo de tecidos, biossensores, modificacGes de superficie em materiais para controlo da adesdo
celular, aplicagdes dentarias in situ, entre outras [24]. Redes poliméricas de base acido latico e de base
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caprolactona tém sido frequentemente estudadas para a producdo de scaffolds ou hidrogéis, depois dos
polimeros base serem funcionalizados com diferentes mondmeros (acrilatos, metacrilatos, anidridos,
isocianatos), a fim de serem introduzidas ligagfes duplas de carbono nos terminais das suas moléculas,
para que ocorra posterior reticulacdo [22]. No que respeita a producdo de biomateriais injetaveis, a
aplicacdo da fotopolimerizacdo no desenvolvimento de adesivos para aplicacdo medica é cada vez mais
recorrente e usufrui de diversas vantagens intrinsecas a propria técnica, como é reportado em trabalhos
anteriores [11, 12, 21, 25, 26]. Neste trabalho, o PLA sera funcionalizado com diferentes monémeros,
seguindo-se a sua fotoreticulacdo, para obter matrizes poliméricas tridimensionais, que podem ser
aplicadas como adesivos, para diversos fins.

Polimeros (poliésteres) preparados por fotoreticulagdo apresentam como vantagens na sua aplicacdo: 1)
um controlo preciso da taxa de reticulacdo (conseguido através de diferentes estruturas dos
mondmeros/precursores, nimero de ligacOes duplas existentes, fonte de luz, temperatura e concentracdo
de iniciador em causa); 2) uma elevada velocidade de reacdo de cura em condi¢cBes ambientais; 3)
controlo das propriedades do material manipulando o tempo de reticulacdo a que este é exposto; 4)
possibilidade de auséncia de solventes; 5) controlo de elasticidade; 6) controlo do aumento da
temperatura durante o processo exotérmico de fotoreticulacdo; 7) elevada estabilidade depois de
armazenados, entre outras [11, 21, 24]. Com isto, a fotoreticulag&o revela-se um método eficaz e cada vez
mais importante para aplicagdes in situ [21]. Para que o processo de fotoreticulagdo se inicie, é necessaria
a presenca de um fotoiniciador, sensivel a um comprimento de onda especifico dentro da gama de
radiacdo ultravioleta (UV). A taxa de iniciagdo ird depender de fatores como a eficiéncia do iniciador, a
sua concentracdo e ainda a intensidade de luz [23]. As moléculas de fotoiniciador, sob a radiacdo UV,
ficam excitadas, dando origem a radicais reativos que iniciam reagdes consecutivas nas moléculas dos
oligobmeros fotopolimerizaveis [11, 23, 24]. A velocidade de reacdo de cura, 0 comprimento de onda em
que ocorre a reagdo, assim como a resisténcia a luz e a estabilidade dos materiais finais obtidos depois de
armazenados, sdo questdes que dependem da natureza do fotoiniciador utilizado [11]. Na Figura 1.2
apresenta-se um esquema do processo de fotopolimerizagdo?, culminando com a formagao de uma matriz
polimérica [24].

[ Fotoiniciador ]

Mondmero Polimero
multifuncional v multifuncional

\< RADICAIS LIVRES %
@ 2.

MATRIZ POLIMERICA 3D

Figura 1.2 Representagdo esquematica do processo de reticulagio fotoquimica (por irradiacdo de luz UV) obtendo-se uma
matriz polimérica tridimensional (baseado em [24]).

Fotopolimerizagdo ou Fotoreticulagdo pretendem ter o mesmo significado, razéo pela qual, neste trabalho, séo utilizados ambos os termos.
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No processo de fotoreticulagdo € importante garantir a conversdo total de ligagdes duplas de carbono (que
nem sempre & conseguida), assim como a inexisténcia de monémero ndo reagido. Caso contrério, a
presencga de grupos funcionais livres na rede polimérica formada podera ter consequéncias negativas, no
que diz respeito as propriedades mecanicas e biocompatibilidade (uma vez que se poderdo libertar
compostos toxicos e/ou reativos que danificardo a curto/ longo prazo os tecidos envolventes) [12, 23].

Um dos problemas associados & fotopolimerizagdo in situ ou in vivo diz respeito ao aumento de
temperatura durante a polimerizacdo radicalar, uma vez que se trata de um processo exotérmico, 0 que
poderé ser resolvido ou minimizado, controlando o tempo da fotoiniciagédo [21, 23].

O fotoiniciador deve ser tido também em conta, para que ndo haja toxicidade associada [11, 12, 23]. Na
literatura, sdo distinguidas duas categorias basicas de fotoiniciadores (Tipo | — derivados de acetofenonas
e a-hidroxialquil fenonas e Tipo Il - benzofenonas) [4, 11, 27] e varios sdo os estudos relativamente a
toxicidade associada aos mesmos para com diferentes tecidos do organismo [11, 23]. Nesses estudos, um
fotoiniciador amplamente utilizado na producdo de hidrogéis, de nome 2-hidroxi-1-[4-(2-
hidroxietoxi)fenil]-2-metil-1-propanona (Tipo 1), conhecido comercialmente por Irgacure® 2959, revelou
ser bem tolerado em diversas linhas celulares, em diferentes concentragfes testadas, comparativamente a
outros [11, 23]. Exatamente por esta razdo tem sido bastante utilizado no estudo e desenvolvimento de
diferentes materiais para aplicagbes biomédicas, e por isso escolhido por Marques [12] no
desenvolvimento de bioadesivos a partir de acido latico. Este continuard a ser usado no trabalho
experimental desenvolvido, dada a sua biocompatibilidade.

|.4.  Aplicagdes Biomédicas de polimeros fotoreticulaveis

Como mencionado, os polimeros fotoreticulaveis apresentam um importante papel em duas grandes areas:
médica e ecoldgica [1, 6]. A fotoreticulacdo revela-se uma importante estratégia na modificacdo de
propriedades dos materiais poliméricos, melhorando a biocompatibilidade e hemocompatibilidade [24].
Para além disso, podem-se produzir redes poliméricas (adesivos, hidrogéis, scaffolds) com bastante
interesse para encapsulamento/incorporacdo de proteinas, fatores de crescimento, células e outras
substancias (como anti-inflamatérios e antibidticos) [6, 12, 21 — 24]. Neste trabalho pretende-se destacar a
producdo, aplicacdo e relevancia dos bioadesivos em diversas areas clinicas, nomeadamente: implantes e
cirurgia, farmacéutica (libertagdo controlada de farmacos), e Engenharia de Tecidos. Produtos
(atualmente existentes no mercado) serdo revistos, assim como o0s estudos que tém vindo a ser
desenvolvidos na area dos materiais poliméricos fotoreticulaveis.

|.4.1. Bioadesivos — Aplicages cirurgicas

Materiais de sutura representam a primeira grande aplicagdo de poliésteres biodegradaveis, com produtos
comercialmente conhecidos pelos nomes Vicryl® e Dexon® [1, 19]. Contudo, no que diz respeito a
técnicas cirdrgicas, os bioadesivos (também obtidos a partir de polimeros biodegradaveis) constituem
uma clara inovacao face as técnicas tradicionais e invasivas de sutura ou de tratamento de feridas incisas
[4, 6, 11, 12, 24, 26, 28 — 31]. A maior parte das técnicas existentes (fios de sutura, agrafos) tém como
desvantagens a possibilidade de infe¢bes, devido a reagdes adversas do organismo ou a condicdes de
esterilizacdo reduzidas. Para além disso, é necessaria a sua remocao (provocando desconforto e dor ao
paciente), sendo necessario na maioria dos casos 0 uso de anestesias [4, 6, 24, 29, 30, 31].
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O uso de adesivos na forma liquida (ou gelificada) que promovam a hemdstase, vedacdo e adesdo dos
tecidos é cada vez mais objeto de estudo [6, 28 — 30]. A sua aplicacdo é feita diretamente no local da
incisdo (in situ) com posterior reticulagéo, para se obter num curto periodo de tempo um filme/membrana
gue seja flexivel e resistente. Terminada a sua funcdo, os adesivos deverdo ser biodegradaveis e
bioabsorviveis, de forma a serem naturalmente absorvidos e metabolizados pelo organismo [6, 28 — 30].
Na Tabela 1.1 resume-se um conjunto de caracteristicas/propriedades, assim como as vantagens e
desvantagens da sua utilizagdo em ambiente cirurgico.

Tabela I.| Caracteristicas, propriedades e vantagens/desvantagens da aplicagio de bioadesivos em contexto cirdrgico [4, 11, 12,
24,26, 28 — 31].

BIOADESIVOS PARA APLICACOES CIRURGICAS

= F4cil e forte adesdo aos tecidos;
=  Propriedades mecénicas adequadas (elevada capacidade de deformacéo, flexibilidade e
resisténcia a tensao);
Manter as propriedades mecanicas requeridas durante o processo de cicatrizagdo;
Apresentar adequada viscosidade antes da aplicagdo;
Promover hemostase e coagulacéo local;
. Promover um forte encerramento dos tecidos durante o processo de cura;
CARACTERISTICAS Degradar-se em produtos ndo tdxicos que sejam reabsorvidos pelo organismo;
3 Elevada biocompatibilidade (baixa toxicidade);
Tempo de cura devera ser rapido e o calor resultante da polimerizacdo ndo devera ser

PROPRIEDADES REQUERIDAS prejudicial ao tratamento;
= Devera apresentar caracteristicas de cura e regeneragdo dos tecidos;
=  Solidificar rapidamente em condicdes fisioldgicas, de modo a reduzir os tempos de

cirurgia, minimizando hemorragias/sangramentos;
= Apresentar um custo razoavel,
=  Possibilitar a incorporacdo de farmacos (anti-inflamatérios e analgésicos), proteinas e

fatores de crescimento.

Elevada velocidade de cura (rapida aplicacao);

Reducdo do trauma provocado sobre os tecidos fragilizados;
Reducdo do tempo cirdrgico;

N4o é necesséria anestesia;

Dor significativamente reduzida (maior conforto e mais préaticos);

VANTAGENS N&o é necessaria a remocao de pontos ou agrafos;
Estabilidade a temperatura ambiente;
Menor risco de infecéo;
Maior eficécia no tratamento.
DESVANTAGENS =  Forca de tensdo menor comparativamente aos fios de sutura.

Os bioadesivos deverdo assim resultar do compromisso entre facilidade de aplicacdo, eficacia e
biocompatibilidade [11]. As propriedades requeridas para adesivos cirlrgicos dependem fortemente da
aplicacdo e procedimento cirtrgico a que se destinam [31]. S&o varios os adesivos atualmente disponiveis
no mercado com aplicagdo em diferentes contextos clinicos, classificados em trés categorias: 1) naturais
ou bioldgicos; 2) sintéticos ou semi-sintéticos; 3) e bio miméticos [6, 12, 26, 29, 31]. Na literatura estes
adesivos sdo alvo de um estudo aprofundado [26, 28 — 31], pelo que neste trabalho a sua referéncia sera
sucinta.

Adesivos a base de cianoacrilatos (comercialmente conhecidos por produtos como o Dermabond® e o
Liquiband®) sdo exemplo de adesivos sintéticos, considerados bastante atrativos para a fixagdo de
tecidos, dada a sua capacidade de ligagdo em ambientes humidos [29, 31]. Estes tendem a solidificar
rapidamente em contacto com os tecidos e fluidos biolégicos, como resultado de uma polimerizagdo
exotérmica que ocorre a temperatura ambiente, garantindo uma forte adesdo aos tecidos e propriedades
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mecanicas adequadas [31]. Contudo, um dos produtos da sua degradacdo em ambiente biologico € o
formaldeido, associado a toxicidade, podendo este ser carcinogénico e mutagénico [26, 29, 31]. Apesar de
amplamente utilizados em cirurgia estética e cosmética, a toxicidade dos subprodutos resultantes da sua
degradacdo pode assim induzir o risco de infegdes graves, necrose tecidual, ndo sendo aplicavel em
cirurgias internas (uma vez que induzem respostas inflamatdrias intensas quando entram em contacto com
superficies ndo-cutaneas) [31].

Adesivos de gelatina reticulada com resorcinol-formaldeido (GRF) e pré-polimeros de base uretana sao
outros exemplos de adesivos semi-sintéticos e sintéticos, respetivamente. Os primeiros apresentam
valores de resisténcia a tensdo inferiores (tipicamente de 0,050 — 0,170 MPa) quando comparados com 0s
cianoacrilatos (1 — 3 MPa), tornando-os limitados e inadequados em aplicagdes onde é necessaria uma
forte adesdo aos tecidos [26, 29]. Também a toxicidade causada por agentes reticulantes, como o
formaldeido, representa um entrave a sua aplicacdo [4, 26, 30, 31]. Os adesivos de base uretana sdo
materiais promissores face aos anteriores, dada a possibilidade de serem biocompativeis e biodegradaveis
(se sintetizados a partir de fontes naturais, tais como o 6leo de castor) [24, 31]. Estes pré-polimeros com
grupos terminais isocianato, em contacto com o ambiente bioldgico, ddo origem a redes poliméricas.
Estas, por sua vez, vado aderir por ligacGes covalentes aos tecidos (através da formagdo de uma ligacdo
ureia entre um grupo isocianato livre e proteinas aminas presentes no organismo) [30]. Apesar de
proporcionarem bons resultados de ades@o aos tecidos, estudos referem que os tempos de cura séo
relativamente longos (aproximadamente 10 minutos) para poderem ser aplicados em cirurgia. Também os
produtos resultantes da sua degradacdo sdo alvo de preocupacéo, dada a sua toxicidade [24, 30, 31].

Adesivos naturais a base de fibrina e colagénio sdo uma alternativa aos referidos anteriormente, eficazes
em diversas aplicacfes. Porém, apresentam fracas propriedades mecanicas e de adesdo aos tecidos, com
valores de resisténcia a tensdo de 0,002 — 0,040 MPa [24, 26, 29, 31]. Para além disso, tém um custo
elevado e requerem uma preparacdo intensiva em laboratério, antes de aplicados [31]. Apesar de
proporcionarem bons resultados na cicatrizacdo e controlo de hemorragias, tém como grande
desvantagem a possibilidade de transmissdo de doencas sanguineas e infe¢des virais [26, 29, 31]. Na
Tabela E.1, Anexo E, apresenta-se um resumo dos produtos no mercado (aprovados pela FDA), assim
como as suas aplicacdes clinicas, vantagens e limitagdes.

Com o objetivo de ultrapassar as limitacOes identificadas nos adesivos mencionados, torna-se relevante
estudar e testar novas formulagdes, assim como desenvolver métodos de producéo (a partir de diferentes
polimeros) que permitam chegar a novos produtos, econémica e comercialmente viaveis. Os materiais
poliméricos com grupos terminais fotoreticulaveis apresentam claras vantagens face aos sistemas de pré-
polimeros, nomeadamente [24, 31]: elevadas velocidades de cura a temperatura fisiolégica e controlo
sobre a temperatura da polimerizacéo, ideais para aplicagdo como adesivos no tratamento, reparacdo e
regeneracdo de tecidos enfraquecidos [12]. Nos ultimos anos, tem-se registado um esforco significativo
na preparacdo e desenvolvimento de bioadesivos (de base natural e sintética) por fotoreticulacdo, ndo-
toxicos, biodegradaveis, eficazes, resistentes e com boa adesdo aos tecidos. Para além da
biocompatibilidade desejada, uma questdo bastante pertinente prende-se com o tempo de reacdo de cura
do material. No contexto das aplicacGes referidas, interessa que esse tempo seja 0 menor possivel [11,
12].

Poliésteres alifaticos e seus copolimeros (modificados por diferentes mondémeros) apresentam um futuro
promissor na producdo de adesivos que satisfacam os requisitos desejados, como ja referido. Também
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outros polimeros de origem natural e sintética tém sido alvo de investigacdo na producdo de adesivos para
aplicac@es cirargicas. Este trabalho pretende ser uma mais-valia na sintese de adesivos a partir do PLA,
de forma rapida e eficaz, que permitam satisfazer os requisitos necessarios para um bom desempenho em
contexto cirdrgico (na reparacdo e regeneracdo de tecidos), sem que a biocompatibilidade seja
comprometida. Uma revisdo dos estudos nesta area sera apresentada mais a frente neste capitulo.

|.4.2. Sistemas de libertagao controlada de farmaco

Novas tecnologias tém vindo a ser concebidas
como alternativa aos sistemas convencionais de
administracdo de farmaco no  organismo,
nomeadamente os sistemas de libertacdo controlada
(drug delivery systems, DDS) [1, 6, 21, 24]. As ‘ ‘ :
principais motivacdes destes sistemas sdo: Dose Do Dose pese
possibilidade de administracio de um dado Figura 13 Perfis de concentragio de farmaco no plasma
firmaco numa quanidade Gtima por um period de 557347 1 ol e de st te e e
tempo desejado, direcionamento do farmaco para o

local em que é necessério, e libertagdo do mesmo de forma simples e eficaz através da pele e/ou das
membranas mucosas [6]. A eficiéncia 6tima da terapéutica € assim atingida através do controlo dos niveis
do farmaco e da sua distribui¢do no organismo [6, 21, 24].

Conventional Controlled

Systemic Localized
Toxic level

Ineffective level

Plasma drug concentration

Time

Nos sistemas convencionais, a concentracdo de farmaco no plasma sanguineo aumenta assim que 0
paciente toma o medicamento, voltando a diminuir até que este faga uma proxima administracdo (Figura
1.3). Em terapéuticas/tratamentos a longo prazo, a concentragcdo de farmaco no organismo ird estar
sempre dependente do cumprimento (ou ndo) do paciente. Neste sentido, a libertacdo controlada néo so
permite uma administracdo a longo prazo, mantendo-se sempre a concentracao de medicamento desejada,
como facilitard o cumprimento do tratamento por parte do doente [1, 6]. De forma sucinta, os DDS tém
como vantagens [1, 21]: 1) libertacdo localizada de farmaco; 2) diminuigdo do numero de doses; 3)
toxicidade do farmaco reduzida, diminuindo-se os efeitos colaterais; 4) maior conforto do doente; 5) e
ainda menor necessidade de acompanhamento. Na literatura, a libertacdo controlada de farmaco através
de materiais poliméricos injetaveis é considerada bastante atrativa. Para tal, os materiais poliméricos em
causa deverdo ser biodegradaveis e bioabsorviveis, pois deixam de ser necessarios a partir do momento
em gue o medicamento foi administrado [1, 6, 21]. Micro e nanoesferas bioabsorviveis, discos e cilindros
sdo preparados a partir de polimeros biodegradaveis para libertacdo controlada [6]. Aplicaces de
destaque: oftalmologia (na qual os bioadesivos, como matrizes poliméricas reticuladas, representam um
futuro promissor), aplicacdes dermatoldgicas (onde os hidrogéis tém maior destaque). Ferreira et al. [24]
apresentam uma excelente revisao dos estudos realizados neste ambito.

|.4.3. Engenharia de Tecidos

Os bioadesivos, além de utilizados em cirurgia (hemostasia e tratamento de feridas incisas) e na area
farmacéutica (como sistemas de incorporacdo de farmaco), sdo também aplicados na area de Engenharia
de Tecidos, na regeneracdo ou substituicdo de tecidos defeituosos, fragilizados ou inexistentes [6, 30].
Scaffolds com diferentes porosidades sdo utilizados como estruturas que permitem a proliferacdo de
células, com o objetivo de reconstruir e tratar tecidos destruidos, que ndo conseguem ser tratados por
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administracdo de farmacos [1, 6]. Um dos grandes (am_\r "‘“’N —— ==
problemas e desafios destes na reparacdo de tecidos \'«,. ! —~— o

consiste na descontinuidade existente na interface
biomaterial/tecido, que pode resultar na sua nao-
integracdo [30].

aconteca,

Para evitar que tal

situacéo
suturas e adesivos demonstram ser

adesdo e integracdo entre o hidrogel
biomaterial e o tecido nativo (em [30]).

eficazes (Figura 1.4). De referir que, consoante o
tecido, as necessidades/propriedades requeridas hum adesivo poderdo ser completamente diferentes [30].
De entre os adesivos apresentados anteriormente, 0s mais investigados nesta area sdo os adesivos a base
de fibrina, sendo reportado o seu uso em tecido cardiaco, que beneficiou da aplicacdo do adesivo como
suporte para facilitar a integracdo do enxerto e a regeneracdo do tecido, sem problemas de
inflamacdes/irritacbes [30]. Outra aplicacdo dos adesivos, mais em contexto cirlrgico, consiste na
prevencdo da formacdo de seroma [30]. Os materiais poliméricos fotoreticulaveis e bio injetaveis, dadas
as suas vantagens, sao de extrema importancia nas aplicacdes referidas. Assim, apresenta-se na Tabela 1.2
um conjunto de estudos que tém vindo a ser desenvolvidos nas trés areas de aplicacao descritas, de forma
a perceber a importancia que as matrizes poliméricas fotoreticulaveis (bioadesivos) tém tido neste ambito.

\v
Figura 1.4 Bioadesivo em Engenharia de Tecidos — aplicagéo

de um adesivo de base quitosano modificado, promovendo a
utilizado como

Tabela 1.2 Estudos de desenvolvimento de materiais poliméricos fotoreticulaveis (e outros) para producdo de adesivos, hidrogéis,
scaffolds com aplicacéo em cirurgia, libertacdo controlada de farmaco e regeneragdo/reparacéo de tecidos [11, 12, 24, 30].

BIOADESIVOS

Polimero

Estudo/Aplicagao

Resultados/Conclusoes

Referéncias

Copolimeros de

- Sintese de adesivos de base N-vinil
pirrolidona, modificado por
monémeros de  base acrilato:
Metilbenzenossulfénico 1-propano 2-

- Materiais obtidos apresentaram um tempo de reticulagcdo médio
de aproximadamente 3 min, considerado adequado para aplicacoes
in situ;

- Bioadesivos apresentaram diferentes caracteristicas: muito
suaves (NVP/AMPS), duros (NVP/GA) e flexiveis/resistentes

s acrilamido (AMPS), vinyl (NVP/VS);
N-vinil p'rmhdona succinimide  (VS), acrilato de - Testes de adesdo em tecido de intestino demonstraram uma Kao er al [32]
(NVP) glicidilo (GA) e metacrilato de 2- melhor adesdo comparativamente a cinco bioadesivos comerciais
isocianoetilo (IEMA); (citoxicidade ndo foi avaliada);
- Fotoreticulagdo dos copolimeros na - Apresentaram uma capacidade de absorgdo de agua elevada,
presenca de Irgacure-184 (1-184) considerando-se promissores na producdo de hidrogéis e adesivos
como fotoiniciador. para aplicacdo médica;
- A sensibilidade a radiacdo UV e consequente reticulagcdo do
- Sintese de adesivos fotoreticulaveis mqterial c?ependeu da introdugdo de grupos azida na molécula de
] de base quitosano; quntose_mo,~ Lo .
Quitosano B ' I - Realizacdo de testes in vivo de forma a perceber a eficacia do Ono et al
- Avaliagdo da sua viabilidade e - - \
(cs) utilizacdo em aplicaces cirdrgicas. material e resposta do organismo & sua presenca d_emonstraram que [33' 34]
0 CS permaneceu no organismo durante 30 dias (no local do
implante, ap6s cirurgia), tendo-se desenvolvido tecido fibroso;
- Aparecimento de células inflamatorias.
- Testadas diferentes percentagens de iniciador (2, 3 e 4%) e
diferentes tempos de irradiagdo UV (60, 70, 80 s) de modo a
perceber a sua influéncia na estrutura, morfologia e
comportamento dos materiais finais obtidos (os filmes obtidos
com 4% de iniciador revelaram maior eficéacia de adeséo em testes
- Preparacdo de adesivos in vitro);
fotoreticulaveis, a  partir da - Materiais apresentaram estabilidade térmica a temperatura
. modificagdo da PCL comercial com fisiolégica (antes e apds reticulagdo);
Poli (caprolactona) IEMA,; - Testes de biodegradacdo durante 6 semanas revelaram que 0s
- Fotoreticulaggo da  PCL adesivos resultantes de um tempo de irradiagdo de 60s foram os  Ferreira [1]

(PCL)

funcionalizada na presenca de
Irgacure® 2959 como fotoiniciador;

- Avaliagdo da sua viabilidade e
utilizagdo em cirurgia.

que sofreram maior degradacéo (aproximadamente 10% de perda
de massa) — degradacéo lenta;

- Testes de hemocompatibilidade (com plasma sanguineo)
demonstraram um caracter ligeiramente hemolitico em contacto
direto, por parte das membranas. Esse caracter deixou de existir
quando estas foram incubadas em solugéo de PBS;

- Ensaios in vivo demonstraram a biocompatibilidade do material,
j& que em nenhum tecido/6rgdo se detetou sinais de necrose ou
inflamagdes.
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Tabela 1.2 (cont.)

SISTEMAS DE LIBERTACAO CONTROLADA

Polimero Estudo/Aplicagao Resultados/Concluses Referéncias
- rese(;;l;sosna triror?éi(r:]s::\ d:id;omﬁzg - Determinada a capacidade de absorcéo de fluido lacrimal artificial.
?oram modificados com IEMA. de Apesar dos grupos hidroxilo terem sido modificados, a matriz
modo a obter ligagdes duplasj de polimérica demonstrou ser hidrofilica; Vieira ef al. [35]
carbono nos seus terminais: - Testes de biodegradagdo in vitro foram realizados durante 6
. - x ’ semanas, tendo-se verificado uma degradagdo constante das amostras
Amido - Fotoreticulagdo na presenca de a0 longo desse perfodo:
!rgagfﬁezs?\i?s’ ara plicacges  ~ A incorporagio de farmaco foi controlada a partir do  (adaptado em parte de
oftalmolgicas (inpcorporagpéo ¢ dos comportamento de absorgao do polimero; 4))
farmacos timolol maleate e sodium - Os perfis de libertagdo foram tragados por experimentacéo in vitro
- ~ durante 10 dias. A libertagdo por difusdo variou consoante o farmaco
flurbiprofen) por adsor¢do dentro da incornorado
matriz polimérica. P '
ENGENHARIA DE TECIDOS
;1uzeparg?ii(;ag:r%ieosw?zuf% rt]:) baé.g - Os grupos modificados por metacrilatos estabeleceram ligagdo com
condroi[:ina) ara promover a o hidrogel utilizado como suporte na reparagdo dos tecidos. Os
: . P P x grupos aldeido reagiram com proteinas dos tecidos, promovendo a
integracdo de scaffolds na reparagdo = ’
Sulfato de de tecidos de cartilagem; adesdo aos mesmos; . . . . Em [30]
- Modificacio com m;atacrilatos e - Estabelecida uma ponte entre o biomaterial e os tecidos. Concluiu-
‘e - - « se que o uso de bioadesivos, em simultdneo com o hidrogel,
condroitina E;?Ei?:réo L‘m;igcuﬁgm u oi melhorou significativamente os defeitos existentes na cartilagem,
uiag q grup contribuindo assim para um tratamento mais eficaz.
aldeido.
14
. . y . ~
|.5. Poli (Aado Latico) (PLA) — Breve Introdugao
O poli (&cido latico) (PLA) é um poliéster alifatico biodegradavel, CH3
obtido a partir de uma fonte completamente renovavel (o acido latico), e |
convertido no mesmo por degradacao hidrolitica [1, 12, 36, 37]. Devido O_CH'ﬁ OH
as excelentes propriedades fisicas e quimicas (aliadas & 0 n
biocompatibilidade e biodegradabilidade), ao seu desempenho mecénico
. L . Figura 1.5 Estrutura quimica do
elevado (semelhante a polimeros convencionais como o polietileno PLA (adaptado de [1])

(PE), poliestireno (PS) e PET) e a sua elevada facilidade de

processamento e modificagdo, o PLA é considerado um dos melhores candidatos a substituicdo dos
polimeros ndo-biodegradaveis de origem petroquimica, com aplicagdo em inumeros setores, desde a area
médica (na preparacdo e desenvolvimento de suturas cirurgicas, scaffolds, implantes/proteses e sistemas
de libertacdo controlada de farmaco), a areas como a agricultura (libertacdo controlada de fertilizantes ou
pesticidas), area alimentar (embalagens de conservagdo de alimentos, garrafas, peliculas e adesivos para
embalagens), aplicacOes eletronicas, entre outras, revelando-se assim uma importante commodity no
Mercado global (aprovado pela FDA para o contacto direto com os fluidos biol6gicos e considerado como
GRAS) [12, 19, 36 — 40].

Segundo Auras et al. [37], o PLA é considerado o pioneiro, o mais atrativo e com melhor disponibilidade
no mercado dos bioplasticos. Exatamente por isso tem sido dos polimeros mais estudados e investigados
ao longo das ultimas décadas, com o objetivo de se otimizar os processos de produgdo (de modo a
permitir que 0 Seu preco Seja mais atrativo e competitivo) e de se sintetizar diferentes materiais
(explorando, adaptando e alterando as suas propriedades) para inimeras aplicacdes [37, 41].

Conhecido desde 1845 (com uma intensa histéria comercial a partir de 1990), o PLA pode ser produzido
essencialmente por trés vias: 1) polimerizagdo por policondensacédo direta (diretamente a partir do acido
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latico, derivado da fermentacdo de agUcares a partir de inimeras fontes de hidratos de carbono, como o
milho e cana de agulcar); 2) por policondensacdo direta em solucdo azeotropica; 3) e ainda através de
polimerizacdo por abertura de anel (ROP), na presenca de um dado catalisador (via de producdo mais
comum industrialmente) [37, 39 — 42]. Independentemente do processo de producdo, um controlo
rigoroso sobre as condigdes de operacdo (temperatura, pressao e pH) é exigido. Geralmente, na produgdo
do PLA utilizam-se catalisadores e elevados tempos de reacio. E considerado dos poucos polimeros em
que a estrutura estereoquimica é facilmente modificada por polimerizagdo, através do controlo da mistura
dos isémeros L(+) e D(-), de forma a obter-se PLA na sua forma cristalina ou amorfa, com elevados
rendimentos [1, 36, 39]. Dada a sua estabilidade térmica, é facilmente processado por diversas técnicas
convencionais, nomeadamente: 1) Moldagem por injecdo; 2) Termoformacéo; 3) Moldagem por sopro de
extrusdo; 4) por espuma de extrusdo; 5) ou por fiacdo (melt spinning), com vantagem sobre outros
biopolimeros, explorando-se a sua utilizacdo em aplica¢6es de longa duracéo [12, 39, 40, 43].

S&o inimeros os artigos cientificos e trabalhos de investigacdo, com revisdes excelentes e aprofundadas
sobre sintese, modificacdo, processamento, propriedades e aplicagdes do PLA [36 — 45, 55]. Também
Marques [12] apresenta uma revisdo geral e completa sobre o PLA, com foco na sua producéo,
propriedades e modificacdo [12]. Neste trabalho, pretende-se também fazer uma revisdo geral, referindo
propriedades, caracteristicas, aplicacdes clinicas e estudos realizados neste ambito.

1.5.1. Acido Latico — A matéria-prima

O acido latico (também conhecido por acido 2-hidroxi- il 1
propandico) é um &cido a-hidroxi simples, com um grupo HO/C\(_ H H C/C\OH
hidroxilo e um grupo carboxilo ligado a um carbono quiral, > oH HO”
existindo sob a forma de dois isomeros @Gticos ou & o H ¢
estereoisomeros (o acido latico L(+) e o é&cido latico D(-), u’ Y Ny
Figura 1.6). Estes diferem na sua forma conformacional, o que Isomer L(+) Isomer D(-)

resulta em propriedades fisicas diferentes, como por exemplo a Figura 1.6 Estrutura dos dois isomeros do

solubilidade [12, 36, 37, 46]. O 4cido latico foi descoberto por (e80 Fe0, LE) & PO respetivamente

C. W. Scheele, em 1780, no soro do leite, considerado na época

uma mistura de compostos conhecidos. Posteriormente, Berzellius concluiu tratar-se de um composto
simples, encontrado também no leite fresco, sangue e outros fluidos de origem animal [37, 46]. Em 1881,
Fermi produziu &cido latico por fermentacdo, o que levou mais tarde a sua producdo industrial [47]. O
acido latico L(+) é um isémero bioldgico, representando um papel muito importante em indmeros
processos bioquimicos. No corpo humano, € resultado do normal metabolismo do organismo e da pratica
de exercicio fisico. Pode assim ser encontrado nos musculos, sangue, pele e cabelo. Sendo o Unico
estereoisomero produzido no corpo humano e capaz de ser metabolizado pelo mesmo, o &cido latico L(+)
apresenta um enorme interesse comercial, principalmente em aplicagdes médicas e nas areas alimentares.
Contrariamente, a producdo do estereoisomero D(-) tem baixo interesse comercial [12, 46, 47]. O
comportamento quimico do &cido latico depende das suas propriedades fisico-quimicas, nomeadamente:
1) do caracter acido manifestado em solucdo aquosa; 2) da reatividade bifuncional (associada a presenca
dos grupos hidroxilo e carboxilo); 3) e ainda da atividade Otica assimétrica do segundo carbono da
molécula [47]. Propriedades fisico-quimicas do acido latico sdo apresentadas na Tabela F.1., no Anexo F.
Resultado de propriedades como a leve acidez, a estabilidade térmica e quimica, a biodegradabilidade e a
ndo-toxicidade até em doses consideraveis, o acido latico encontra aplicagdo em diversos setores,
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revelando-se uma importante commodity, com um volume global de mercado® esperado para 2015 de
328,9 kt/ano. Encontra assim grande aplicacdo no setor alimentar como acidulante, tamponante,
aromatizante ou agente inibidor de bactérias deteriorantes num conjunto variado de alimentos [12, 46, 48,
49]. Na industria farmacéutica, € amplamente utilizado na producéo de lactatos solUveis em agua a partir
de ingredientes ativos insollveis, dada a sua capacidade de retengdo de agua. Na cosmética é utilizado
como agente de controlo de acidez, apresentando um papel importante na producédo de locGes e outros
produtos de cuidado pessoal (dadas as suas propriedades de hidratacdo, regulacdo de pH e clareamento da
pele). Na industria quimica, é uma importante matéria-prima na producdo de ésteres e sais derivados de
acido latico (utilizados como solventes, plastificantes, emulsificantes) e ainda de etanol, propilenoglicol,
acido acrilico, acido propionico, acetaldeidos, entre outros [12, 46]. Atualmente o &cido latico tem como
principal aplicacdo a producdo de PLA e espera-se que a sua producdo mundial, em 2020, chegue a 1
milhdo de toneladas por ano [48].

Petrechemical resources Renewable resources
pre-trcaimend {acid bydrolysis
snrdior enzymatic saecharification)

Distinguem-se essencialmente duas vias de

. L. L. . A A Acetaldchyde (CH,CHO) S8F | Fermentable carbohydrates
producdo do acido latico a escala industrial: lﬁf?ﬁfﬁfﬁiﬁﬁmf lm,c,,,,,,m, formentation
sintese gquimica e sintese bioldgica (fermentagdo  reuoniwiecrcHoncr) Fennented broth

o) - - - - .fi)'drf}n’)’!l"_!‘i.!]" FECOVC] [ei] prerification
latica) (Figura 1.7). A primeira consiste 11,50, e

Only racemic ni-lactic acid Optically pure L{+)- o {-)-lactic acid

{ap Chemicul synthesis (b} Microbial fermentation

essencialmente na hidrélise da lactonitrila (que é

um derivado petroquimico), ndo sendo possivel a E dronte fue o f
partir desta controlar a composi¢do em isGmeros,

obtendo-se no final uma mistura racémica dos Figura 1.7 Representacéio esquemética das duas vias de producéo
isomeros L(+) e D(-) [46, 47]. Outras formas de (d;)d:;tl;jgolgéuig(:)]? Sintese quimica; b) Fermentacdo microbiana
produzir acido latico por sintese quimica sdo

também possiveis, nomeadamente através da oxidac&o do propilenoglicol ou do propileno, da hidrélise do
acido 2-cloropropionico, ou ainda por degradacdo controlada de agUcares [46, 47]. Apesar da sintese
quimica ser uma via praticavel e viavel, é geralmente mais cara, devido aos precos elevados das matérias-
primas [46]. Por sua vez, a fermentagéo ltica (via utilizada por cerca de 80% dos produtores mundiais)*
consiste na conversao anaerdbica parcial de hidratos de carbono, nomeadamente a glicose [48]. De acordo
com Marques [12] trata-se de um processo relativamente rapido, com elevados rendimentos e altamente
seletivo na producdo de ambos os estereoisomeros L(+) e D(-) puros (desde que seja feita a selecdo
correta e adequada dos microrganismos, da composi¢do do meio de cultura e das condi¢fes ambientais
em que é feita a incubacdo, nomeadamente a temperatura, pH, arejamento e agitacéo) [12, 47].

i} recent environmenial issnes
ity fimtited nature of petrochemical resonrces

Na literatura, os microrganismos produtores de acido latico mais mencionados sdo as bactérias acido-
laticas (LAB) (em particular a Lactobacillus) e os fungos filamentosos (como os Rhizopus) [37, 48 — 53].
Como matérias-primas, destacam-se: os hidratos de carbono refinados (com grande disponibilidade no
mercado, porém mais caros), amido, materiais celuldsicos (provenientes de residuos agricolas, urbanos e
industriais, consideravelmente mais baratos), melagos e soro do leite e queijo (ricos em lactose) [12, 37,
46, 47]. Importante mencionar que o mercado do PLA exige um elevado grau de pureza do &cido latico.
Contudo, as solugdes de acido latico comercializadas atualmente apresentam uma coloracdo amarelada
devido a impurezas resultantes do processo de fermentacdo [12]. Todavia é ainda dificil, através dos
processos fermentativos, obter-se acido latico puro, que garanta uma producdo de PLA sempre com a
mesma qualidade. Muitas vezes, para se conseguirem elevados rendimentos de fermentacdo, séo

3 De acordo com relatério da Global Industry Analysts (2011). Referéncia: http://www.prweb.com/releases/2011/1/prweb8043649.htm, consultado a 30 de Maio de 2014.
4 Referéncia: http:/finance.yahoo.com/news/research-report-chinas-lactic-acid-093900108.html, consultado a 30 de Maio de 2014.
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adicionados suplementos nutricionais que dificultam as etapas de purificacdo e recuperacdo do &cido
latico, resultando num produto final também ele mais caro (50% do custo do &cido latico deve-se aos
custos de purificagdo) [51, 54]. Torna-se assim necessario a investigacdo e desenvolvimento de
estratégias que permitam uma melhor purificacdo do &cido latico, da forma mais competitiva possivel,
para que o mercado do PLA seja também ele mais competitivo [12]. Os principais produtores de acido
latico sdo atualmente: Archer Daniels Midland Company e NatureWorks LLC, nos EUA; Purac, na
Holanda e Galactic S.A., na Bélgica [47].

|.5.2. Produtores, Mercado e Aplicagdes do PLA

O PLA tem uma histéria no mercado desde 1893, quando as primeiras formulas de producgdo de lactideos
foram publicadas por Bischoff e Walden [44]. Em 1932, Carothers e colaboradores (DuPont) produziram
pela primeira vez PLA de baixo peso molecular por policondensacédo direta do &cido latico (a elevadas
temperaturas e sob vacuo), contudo inapropriado para aplicacGes especificas [12, 36, 44]. Mais tarde, em
1954 a DuPont produziu e patenteou o processo de obtencdo de PLA de elevado peso molecular, por
polimerizacéo por abertura de anel (ROP) [36, 44]. Nessa mesma altura, a DuPont e a Ethicon, Inc. deram
inicio a comercializacdo de PLA para aplicacdes médicas [44]. J& em 1992, no Japdo, as companhias
Shimadzu Corporation e Kanebo Gohsen Ltd., testaram em laboratorio a producédo de fibras de PLA, por
melt spinning, tendo a Kanebo iniciado a sua comercializagdo em 1994, com o nome de Lactron. Fibras
de PLA foram também produzidas e comercializadas pela Fiberweb France S.A. a partir de 1997,
conhecidas no mercado pelo nome Deposa [44].

Mais tarde, em 2001/2002, a Cargill Dow apostou fortemente na producdo de PLA e na sua
comercializagdo (designando-se de NatureWorks LLC), com o arranque de uma instalagdo industrial a
larga escala com capacidade de producdo de 140 kt/ano [12, 41, 44]. Atualmente, a Cargill é a Unica
acionista da NatureWorks LLC, sendo esta a maior fornecedora e produtora de PLA vendido sob 0 home
Ingeo™ [12, 41, 42, 44]. Para além disso, existem outros fabricantes importantes, sediados nos E.U.A.,
China, Japdo, e Europa empenhados no desenvolvimento e producdo de PLA, aplicavel a inumeros
setores industriais, nomeadamente: eletronica, automdveis, dispositivos médicos, produtos alimentares e
agricolas, entre outras commodities [42]. Na Tabela G.1, Anexo G, é apresentada uma lista dos maiores
fornecedores de PLA. Dado o facto de este ser um polimero bioabsorvivel e biocompativel, em contacto
com o organismo humano, o PLA tem sido utilizado ao longo do tempo no desenvolvimento de inimeros
produtos em contexto clinico, como ja referido [36, 42, 44]. Para além disso, as aplicagdes do PLA em
produtos do dia-a-dia sdo inimeras devido as suas caracteristicas excelentes (que serdo discutidas mais a
frente), nomeadamente: biodegradabilidade, renovabilidade, transparéncia e boas propriedades mecanicas
[44]. Dannon e McDonald’s (Alemanha) foram pioneiras na utilizacdo de PLA como material para
embalagens (em copos de iogurte e talheres) [44]. Por sua vez, a NatureWorks LLC tem disponibilizado
um conjunto variado de produtos de base PLA para inimeras aplicacbes em embalagens (filmes,
adesivos, papéis revestidos, etc.) [44]. No setor alimentar, tem ainda aplicacdo em utensilios de mesa,
garrafas de agua, copos, bandejas, peliculas de protecdo, entre outros [42]. Recentemente, dada a sua
elevada facilidade de processamento, séo produzidas fibras de PLA para roupas de desporto e diversos
tecidos [42]. Apesar de apresentar elevada resisténcia térmica e boas propriedades mecanicas,
comparativamente aos restantes biopolimeros, a utilizacdo do PLA em aplicacGes eletronicas é limitada,
assim como outras aplicacdes de engenharia. Ainda assim, a NEC Corporation, no Japdo, desenvolveu
PLA com fibras de carbono, com melhores propriedades térmicas e propriedades retardantes de chama.
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Por sua vez, a Fujitsu (também no Japao) desenvolveu uma mistura de policarbonato com PLA, para
produzir caixas de computadores [42]. Diversos estudos tém sido feitos neste sentido, de modo a alargar
ainda mais a gama de produtos a partir de PLA. Contudo, as aplicacGes mais exploradas continuam a ser
sem davida na indastria de embalagens e nas areas médico-farmacéuticas (e sdo estas que se pretende
aprofundar mais a frente neste trabalho) [44]. Resultado da aplicacdo do PLA em inimeros setores, 0 seu
mercado tem apresentado um forte crescimento ao longo dos anos, de acordo com os esfor¢os para
diminuir o seu preco, de modo a torna-lo mais competitivo. Ainda assim, espera-se que o volume global
do mercado para o poli (acido latico), em 2016, corresponda a um valor de 2,6 mil milhdes de dolares,
esperando-se que em 2020 possa chegar aos 5,2 mil milhdes de ddlares.”

.5.3. Vantagens, limitaOes, caracteristicas e propriedades do PLA

O PLA apresenta inumeras vantagens que fazem de si um polimero bastante promissor em diferentes
setores do mercado, como ja foi constatado. Pretende-se apresentar na Tabela 1.3 as suas principais
caracteristicas, que o tornam tdo cobicado na sintese de novos materiais para aplicagdes clinicas (e
outras), justificando assim o interesse e escolha no &mbito deste trabalho, assim como as suas limitacdes

(e formas existentes de contornar as mesmas).

Tabela 1.3 Vantagens e desvantagens do PLA e motivaces da sua exploracéo/utilizagdo em aplicagdes clinicas e outras [36, 39 — 41, 44, 45].

VANTAGENS DO PLA

CARACTERISTICAS

COMENTARIOS/ESTUDOS

Renovabilidade

Obtido a partir de recursos renovaveis (como o trigo, milho, arroz, cana de aglcar, melagos e residuos agricolas), o
PLA é um polimero biodegradavel e reciclavel (com uma degradagdo de 6 meses a 2 anos no ambiente,
comparativamente a 500 — 1000 anos de degradacdo para os plésticos convencionais como o PE, PS e PET). Trata-se
de um polimero amigo do ambiente (eco-friendly).

Biocompatibilidade

A degradacdo do PLA, em ambiente
biolégico (nomeadamente no
organismo  humano), da-se por
hidrélise dos grupos éster e o0s
produtos &cido latico, 4gua, diéxido de
carbono sdo ndo-toxicos para o0
mesmo.  Estes sdo  facilmente
metabolizados e eliminados pelo
organismo, o que faz com que o PLA
seja  considerado um  excelente
material para aplicagBes biomédicas,
por ser bioabsorvivel (com interesse
em suturas, implantes, adesivos e
DDS), aprovado pela FDA para o
contacto direto com os fluidos
biolégicos. A sua utilizacdo em
contexto clinico e os estudos
realizados tém demonstrado resultados
satisfatorios relativamente a sua
biocompatibilidade e n&o-toxicidade
para com 0s 0rganismos Vivos.

Estudos de Biocompatibilidade do PLA em diversas aplicagdes /n vivo
(Adaptado de ARasal et af. [44))°

APLICACOES

RESULTADOS

Suturas em ratos e porcos da india

Revelou-se ndo toxico; auséncia de
reacdes adversas por parte dos
tecidos.

Suturas em musculo de ratos

As suturas degradadas induziram
reacdo adversa por parte das
células.

Reparagdo do osso da tibia em
ratos

N&o houve reagdes adversas por
parte dos tecidos.

Implantes subcutaneos em ratos

Ligeiras reacBes adversas, dada a
presenca de um corpo estranho.

Libertagdo de farmaco em tecidos
enfraquecidos de ratos

O material (PLA) demonstrou ser
biocompativel para com os tecidos.

Fixacdo 6ssea  em ratos
(implantes)

Auséncia de inflamagbes ou
reacdes adversas por parte do
organismo.

Tecidos enfraquecidos/cornea de
coelho

Néo-toxico e considerado seguro.

Fixacdo em fraturas no tornozelo
em humanos

Seguro, efetivo e eficaz, sem
demonstrar ~ complicagBes  no
tratamento.

5
Referéncia: http://www.bread4pla-life.eu/detalle_noticia.php?no_id=2106, consultado a 30 de Maio de 2014.

6
Rasal et al. [44] apresentam estes e outros estudos com o PLA na area biomédica, com referéncia aos principais resultados da sua biocompatibilidade. As referéncias bibliogréaficas desses
estudos poderdo ser encontradas no seu trabalho de reviséo, Tabela 1. Neste trabalho, apenas se apresentam alguns exemplos.
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Tabela 1.3 (cont.)

VANTAGENS DO PLA

Processabilidade

O PLA apresenta uma estabilidade térmica superior (quando comparado aos PHA’s, PEG, PCL, etc.), o que permite que
seja processado por inumeras técnicas conducentes a diferentes materiais, possibilitando aplicagdo em setores da
industria como embalagens e téxteis. Degrada-se a temperaturas acima dos 200 ° C (por hidrdlise, rutura da ligacéo
principal por oxidac&o ou por reacdes de transesterificagdo inter ou intramoleculares), dependente de fatores como: peso
molecular, impurezas, tempo.

Menor consumo de

A producdo exige um consumo de apenas 25 a 55% da energia que é consumida na producdo de polimeros na

energia petroquimica, podendo esse consumo ser de apenas 10% no futuro. O consumo de &gua para a produgdo de PLA revela-
] se também competitivo face aos polimeros derivados dos combustiveis fosseis, 0 que se traduz numa clara vantagem
(fllerg}/ J}?Vlﬂg) economica, social e ambiental, para as indUstrias de producdo e comercializagdo de PLA.
DESVANTAGENS DO PLA
CARACTERISTICAS COMENTARIOS/ESTUDOS

Degradacao lenta

O processo de hidrélise do PLA podera demorar alguns anos, o que é uma clara desvantagem para aplicacfes
biomédicas e alimentares. Segundo Rasal et al. [44], em contexto clinico, foi reportada uma segunda cirurgia para
remocéo de um implante de base PLA trés anos apds ter sido implantado no organismo, uma vez que este ainda ndo se
tinha degradado. A degradagdo do PLA ocorre por hidrélise passado alguns meses de exposi¢do num ambiente himido.
Na primeira etapa, ocorre a quebra de ligagdes dos grupos éster (processo ndo-enzimatico), resultando numa redugdo
gradual do seu peso molecular. Numa segunda etapa, 0 peso molecular € reduzido até que o &cido latico e oligbmeros
de baixo peso molecular sejam naturalmente metabolizados por microrganismos, dando origem a agua e dioxido de
carbono. Contudo, se o PLA permanecer em ambientes com pouca humidade e a baixas temperaturas, permanece
estavel por muito tempo.

A taxa de degradacdo do polimero é dependente de diversos fatores, nomeadamente do peso molecular, morfologia,
concentragdo residual de écido latico, percentagem do isémero D(-), cristalinidade, difusdo de agua através do
polimero, impurezas resultantes dos catalisadores utilizados na sua producdo, etc., sendo um critério bastante
importante e a ter em conta em aplica¢des biomédicas.

Sabe-se que, as taxas de degradagdo mais elevadas sdo obtidas com PLA de baixo peso molecular.

Baixa resisténcia

Com uma elongacéo tipicamente inferior a 10%, o PLA é quebradico, apresentando assim limitagdes em inimeras
aplicagBes que exijam um elevado desempenho mecénico dos materiais. Apesar da sua forga de tensdo e modulo de
elasticidade serem idénticos ao PET, este deverd ser devidamente modificado para que seja aplicavel em inimeros
contextos, apresentando assim o desempenho mecanico desejado.

Hidrofobicidade

O PLA ¢ hidrofébico (ou seja, apresenta baixa afinidade com a agua), podendo por isso implicar rea¢des inflamatérias
por parte dos tecidos vivos quando em contacto direto com 0s mesmos. Assim, podera apresentar diversos problemas
na sua aplicagcdo como implante/suporte em Engenharia de Tecidos.

Permeabilidade

a0s gases

As limitagbes do PLA, no que diz respeito as suas propriedades de barreira aos gases, poderdo representar um claro
entrave a sua aplicagdo nas industrias alimentares e de embalagens. Em embalagens de conservagédo de alimentos, por
exemplo, é requerida uma baixa permeabilidade ao oxigénio (e também ao didxido de carbono), para que ndo ocorra a
oxidagdo dos alimentos. A cristalinidade das fibras do material é um fator importante, pois a rede de fibras formada
sera mais densa, e consequentemente a permeabilidade ao gés sera menor.

Falta de grupos

laterais reativos

O PLA é um produto quimicamente inerte, com grupos terminais hidroxilo ou carboxilo, tendo por isso falta de grupos
reativos, o que faz com que as suas propriedades bulk (propriedades mecanicas e hidrofilicidade) e de superficie
(rugosidade, energia de superficie, etc.) sejam um importante desafio, principalmente quando se pretende que este seja
aplicado na area biomédica.

No que diz respeito as suas propriedades, os homopolimeros de acido latico sdo conhecidos por serem um
po branco a temperatura ambiente com uma temperatura de transi¢do vitrea (T,) de 55°C e uma

temperatura de fusdo (T;,,) de 175°C. Por sua vez, PLA de elevado peso molecular apresenta-se como um
liquido incolor, brilhante e/ou um material rigido, duro e quebradico [12, 40]. Uma vez que o &cido latico
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¢ uma molécula quiral, o PLA apresenta estereoisomeros, nomeadamente: 1) o poli (acido latico-L)
(PLLA), semicristalino, obtido a partir do isémero L(+) puro; 2) o poli (acido latico-D) (PDLA),
cristalino, obtido a partir do isdmero D(-) puro; 3) e ainda o poli (&cido latico-D,L) (PDLLA), de estrutura
amorfa, obtido a partir da mistura de ambos os isémeros [40, 45]. Com composicdes de PLLA acima de
90%, o PLA é cristalino, enquanto que o PLA oticamente menos puro € geralmente amorfo [36, 45]. Na
literatura, referem que os valores de T, e T,, decrescem com a diminui¢do da quantidade de PLLA.
Propriedades fisicas como a capacidade calorifica, densidade, e 0 comportamento reoldgico e mecanico
do material vao estar dependentes das suas temperaturas de transicao (7, e T,,) [36]. A cristalinidade do
polimero é assim de extrema importancia pois vai influenciar inimeras propriedades (dureza, rigidez,
modulo e resisténcia a tensdo, entre outras) [41]. A Tabela H.1., Anexo H, apresenta um conjunto de
propriedades fisicas e quimicas dos estereoisomeros do PLA, com destaque para a sua solubilidade e para
o0 tempo de degradacdo em ambiente salino [40].

|.5.4. Sintese e Modificagao do PLA
T S

Conhecem-se diversas vias de producdo de PLA cat, S k"ﬁfm-'ﬁ
. .z - . _""‘m:::“ 'r; " Coupling Ny
(Figura 1.8), j& mencionadas anteriormente, 7 e P ages %’.},ﬁ,\
= Dehydration y
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) ) . ) . ) ctic Ac Polymerization | Cat,
1) Polimerizacao por policondensacdo direta ~ o " o .
) - ) [m] Lo i’\ Gty m
(direct polycondensation ou self-condensation); LLELLLE Pl ) Wil rSSt—
Lactide
nesta via, o PLA é obtido em condicdes de vacuo Lowmslecular

weight Prepolymer

e elevadas temperaturas, para que a é&gua
produzida seja removida por condensagdo. Podem
ser utilizados solventes organicos capazes de dissolver o PLA sem interferirem com a reagdo (solution
polycondensation), ou sem adigdo de solvente (melt polycondensation), desde que a temperatura de
reacdo permaneca acima da temperatura de fuséo do polimero [36, 40, 45]. Os processos de produgéo de
PLA por condensacao representam a via menos dispendiosa e de controlo mais facil, contudo é dificil
obterem-se elevados pesos moleculares num sistema livre de solvente. Muitos sdo os parametros
operatdrios a ter em conta, nomeadamente: tempo de reacdo, catalisadores, temperatura, pressao, etc.
[40]. A producdo de PLA por self-condensation resulta em produtos de baixo peso molecular, com uma
concentragdo equimolar dos grupos hidroxilo e carboxilo terminais. O baixo peso molecular é resultado
essencialmente da viscosidade do polimero fundido, da presenca de agua e impurezas, da auséncia de
grupos terminais reativos, etc. [39, 40]. Para aumentar o peso molecular do PLA obtido por esta via, sdo
usados agentes de acoplamento ou promotores de esterificacdo, 0 que acaba por encarecer 0 processo,
tornando-o também mais complexo [39]. Outra estratégia para aumentar o peso molecular é a adicao de
agentes de transferéncia de cadeia, que reagirdo preferencialmente com os grupos hidroxilo ou carboxilo
[36, 39]. Garlotta [39] refere um conjunto de vantagens e desvantagens de cada uma dessas estratégias.
Como agentes de transferéncia de cadeia poder-se-a ter isocianatos, epdxidos, peroxidos, anidridos,
cloretos, fumaricos, etc. A desvantagem da utilizacdo de isocianatos podera ser a toxicidade associada aos
grupos livres hidrolisaveis [39]. Trata-se de uma via de producdo que, devido ao seu baixo custo, tem
vindo a ser considerada cada vez mais promissora [40]. Na literatura, Achmad et al. (2009) demonstraram
e reportaram a sintese de PLA por policondensacéo direta, sem catalisadores, solventes e iniciadores, com
variagdes de temperatura de 150 a 250°C e variagdes de pressdo (de atmosférica até vacuo), com um
tempo de reacdo de 96h [36].

Figura 1.8 Diferentes vias de sintese de PLA (adaptado de [36, 37]).
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2) Policondensacdo direta em solucdo azeotropica ou condensacdo por desidratacdo azeotrdpica
(azeotropic dehydrative condensation): neste caso, pretende-se obter PLA de elevado peso molecular sem
necessidade de usar agentes de acoplamento/ esterificagdo ou de transferéncia de cadeia. Contudo, as
impurezas resultantes da utilizacdo de catalisadores, e consequentemente a toxicidade associada aos
mesmos, representam um claro obstaculo no processamento do PLA e na sua utilizacdo em aplicacdes
biomédicas [39].

3) Polimerizacéo por abertura de anel, ROP (ring-opening polymerization): A producéo de PLA por
ROP dé& origem a materiais com elevado peso molecular, recorrendo a catalisadores e iniciadores, sob
uma atmosfera inerte (sendo esta a via mais utilizada comercialmente) [39, 40]. Com o controlo do tempo
de reacdo e da temperatura em conjunto com o tipo de catalisador e sua concentracdo, é possivel controlar
a quantidade dos isémeros L(+) e D(-) no polimero final obtido. De referir que a polimerizagdo por
abertura de anel podera ser anionica ou catidnica (efetuadas geralmente na presenca de solventes com
graus de pureza bastante elevados), e ainda de coordenacdo (mais estudada pela investigagcdo e
comercialmente aplicada a larga-escala) ou radical-livre, consoante o sistema catalitico empregue no
processo de producdo [12, 36, 40]. O catalisador mais comum e utilizado a nivel comercial é o octoato de
estanho (e outros a base de estanho) por se conseguirem elevados pesos moleculares, e por este apresentar
elevada solubilidade no estado fundido e estabilidade a temperaturas superiores [12]. Os catalisadores a
base de estanho estdo aprovados pela FDA, para aplicacbes biomédicas e de embalagens. No entanto,
estes tém sido associados a problemas de toxicidade para com os tecidos nervosos e cerebrais, tornando-
se inconvenientes nas aplicagGes referidas [12]. Existe assim um claro esforgo de investigacdo de novos
iniciadores e catalisadores a base de outros componentes que possam ser usados N0 Processo em causa, a
fim de garantir a biocompatibilidade dos materiais obtidos [12, 39, 40]. A producdo de PLA por esta via
requer ainda etapas de purificacdo do polimero obtido, por precipitacdo em solventes (geralmente
toxicos), o que mais uma vez ndo é desejavel, pois sera bastante dificil obter um material com as
carateristicas desejadas para uso em contexto clinico. Auras et al. [37] apresentam uma importante
revisdo sobre as diversas vias de producao de PLA e os fatores a ter em conta.

Outros métodos (processos enzimaticos, polimerizagdo assistida por micro-ondas e fluidos supercriticos)
tém vindo a ser estudados para produzir PLA, contudo sem desenvolvimentos a nivel industrial [12, 36,
37, 40]. Vantagens e desvantagens dos varios métodos de producéo referidos poderdo ser consultadas na
Tabela 1.1., Anexo | [40]. Resultado das desvantagens apresentadas na Tabela 1.3., e do seu preco
também elevado comparativamente aos plasticos convencionais, ndo é surpreendente que Xiao et al. [40]
mencionem que o PLA ndo tem tido o destaque que merece e a devida importancia em determinadas
aplicagdes. Contudo, a investigacdo tem tido um papel preponderante no sucesso da utilizagdo do PLA em
bens de consumo e em aplicagBes biomeédicas. Esse sucesso, ndo depende apenas das propriedades
mecanicas serem comparaveis (ou até melhores) face a polimeros como o PET, PE e PS, mas depende
também das suas propriedades de superficie, nomeadamente: da rugosidade do material, hidrofilicidade e
da sua reatividade funcional [44]. Uma vez que o PLA puro podera causar respostas inflamatérias quando
implantado nos tecidos vivos, € extremamente importante a sua modificacdo, para que se desenvolvam
biomateriais com as propriedades requeridas [40]. Estratégias de modificacdo bulk tém sido estudadas e
desenvolvidas para melhorar propriedades como a dureza do material e a sua taxa de degradacéo. Por sua
vez, modificacdes ao nivel da superficie (para melhorar propriedades como a hidrofilicidade e a
introducdo de grupos reativos nas moléculas de PLA) revelam-se de extrema importancia para aplicagdes
biomédicas [40, 44]. Rasal et al. [44] e Xiao et al. [40] apresentam assim excelentes revisdes sobre os
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estudos desenvolvidos até ao momento de modificagdo do PLA. No Anexo |, Tabela 1.2., sdo
apresentadas de forma sucinta as estratégias de modificacdo existentes e alguns estudos efetuados na area.

|.6.  Aplicagoes do PLA na area biomédica

No setor industrial, algumas empresas produzem PLA para aplicacBes clinicas, nomeadamente: a
Polysciences Inc., a Hycail, V. B., a Boeringer Ingelheim e a Purac Biomaterials [12]. A Purac é
considerada a mais importante nesta &rea, com a producio de PLA sob 0 nome comercial PURASORBF,
com aplicagcbes em suturas cirrgicas biodegradaveis, implantes e dispositivos médicos, scaffolds,
produtos de cosmética, sistemas de libertacdo controlada, entre outros (www.purac.com). Como adesivo,
0 PLA tem encontrado aplicacdo na industria de embalagens e empacotamento, com alguns produtos
conhecidos no mercado. Rohm and Haas representa uma das principais companhias neste setor, tendo
introduzido no mercado dois tipos de adesivos de base PLA: um adesivo de base aquosa (Robond™PLA-
WB) e outro de base num solvente (Adcote™ PLA-SB) [25]. Também a Dow tem desenvolvido
diferentes produtos/adesivos com aplicacdo em diferentes contextos: a gama ADCOTE™ (adesivos de
laminagdo e revestimentos para alimentos, aplicacbes médicas, industriais e de impressédo) e a MOR-
FREE™ (www.dow.com). A BASF Corporation, por sua vez, comercializa uma gama de adesivos/filmes
de base PLA de nome comercial Ecovio® e a Natureworks LLC apresenta diversos adesivos e filmes de
PLA sob o nome Ingeo™, destinados a aplicacdes alimentares e de empacotamento [25].

Na area biomédica, a aplicacdo do PLA como bioadesivo aplicado in situ em cirurgia e/ou regeneracao de
tecidos ndo tem sido alvo de um estudo muito exaustivo [12]. Tal facto deve-se a algumas propriedades
que o PLA comercial (de elevado peso molecular) apresenta, nomeadamente: 1) uma temperatura de
transicdo vitrea (Tg) relativamente elevada; 2) e baixa solubilidade em solventes ndo toxicos, tornando
assim limitado o seu uso como adesivo em contexto clinico [12, 26]. Assim, para que seja possivel o
desenvolvimento de bioadesivos néo tdxicos, com elevado desempenho mecénico e com tempos de cura
reduzidos a temperatura ambiente a partir do PLA (que é um material tdo promissor), é necessario
proceder-se & sua modificagdo a partir de mondmeros funcionais, ou a formagédo de copolimeros (a partir
de outros polimeros), de modo a atingir as propriedades desejadas [12, 26].

Para que os adesivos apresentem uma elevada velocidade de cura, a temperatura ambiente, é necessario
sintetizar materiais com temperatura de transicdo vitrea relativamente baixa [11, 12, 26]. Como j&
mencionado, materiais com grupos terminais fotopolimerizaveis apresentam diversas vantagens face aos
restantes [26]. Tém sido alguns os estudos de investigacdo e desenvolvimento de matrizes poliméricas,
por reticulacdo térmica, quimica ou fotoquimica, a partir do acido latico e seus copolimeros. Na
preparacdo de adesivos, os estudos realizados focaram a avaliacdo de propriedades quimicas, fisicas e
mecénicas dos materiais, colocando de parte a biocompatibilidade. Contudo, a preparagdo de matrizes
poliméricas para aplicacdo em libertacdo controlada de farmaco ou para utilizagdo em Engenharia de
Tecidos (como scaffolds, hidrogéis, capsulas) tem sido muito mais explorada.

Pretende-se assim reunir, na Tabela 1.4, alguns estudos realizados no dmbito do desenvolvimento de
materiais de base PLA para aplicagdo como adesivos, apresentando os resultados mais significativos (e
identificando limitagdes/lacunas a ser colmatadas). Também os estudos (e suas motivacdes) em sistemas
de libertacdo controlada de farmaco e na &rea de Engenharia de Tecidos sdo revistos, fundamentando a
enorme aplicabilidade do PLA na area médica.
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Tabela 1.4 Estudos e aplicagdes do PLA e seus copolimeros em contexto clinico [12, 36, 40, 58].

BIOADESIVOS
Polimero Estudo/Aplicagao Resultados/Conclusdes Referéncias
- Sintese de pré-polimeros de - Obtencéo de matrizes altamente reticuladas;
base acido latico (em forma de - Necessaria temperatura elevada devido a elevada T, do
estrela), através de oligébmero funcionalizado, impossibilitando a sua aplicacéo Helminen et 2/
PDLLA polimerizacdo por abertura de  como adesivo;
anel (ROP); - Para ser possivel fotoreticulagdo (a temperatura [56]
- Modificagdo com MAA e fisiolégica) foi usado como diluente 30% (m/m) de
reticulagdo térmica a 90°C, por dimethacrylated butanediol.
um periodo de 24h.
- $|ntese ,d.e pr,e-.pollmeros de - Material com aspeto de um sélido vitreo a temperatura
poli (D, L-acido latico) em forma bient lecular acima de 2000 g mol;
de estrela, na presenga de amU Iente, com um peso mo P g !
. - Utilizado tolueno, THF e cloroférmio como solventes
Sn(Oct),.; : A innaY
- Funcionalizagdo dos pré- (co_nmderado_s _bgstante toxmos),_ e . ) o
. - Biocompatibilidade dos materiais ndo foi investigada; Karikari ef al
PDLLA polimeros com MAA e IEMA, a ; N
120°C e 70°C, respetivamente; - Propriedades mecanicas: . [26]
i Fotoreticulal(;éo na presenga’ de = PDLLA-IEMA: forca de tensdo de 19MPa e mddulo
2 2-dimethyl-2- de Young de 113-354 MPaq;
X = PDLLA-MAA: forca de tensdo de 7MPa e mddulo
phenylacetophenone de Yound de 17 MPa:
(fotoiniciador). 9 '
- Testadas diferentes quantidades de fotoiniciador.
- Sintese de oligébmeros de poli Materiais obtidos demonstraram elevada velocidade de
(D,L-4cido latico-propileno cura (e uma reticulagdo completa);
glicol); - Os materiais exibiram uma boa estabilidade
- Funcionalizacdo dos (relativamente a sua degradacdo hidrolitica), com uma
PDLLA-PPG oligbmeros com  diferentes perda de massa de 19% em 14 semanas. Materiais Ho et al [57]
metacrilatos; considerados promissores para aplicacdo como adesivos
- Fotoreticulagdo na presenga de injetaveis de longa duracéo;
camphorquinone (CQ) e N,N- - Biocompatibilidade néo foi investigada.
dimethyl-p-toluidine (DMPT).
- Testada uma quantidade de 6% de fotoiniciador (do
numero de moles de ligages de carbono duplas dos pré-
polimeros modificados);
- Materiais obtidos com valores de T, considerados
aceitaveis para aplicacdo como bioadesivos;
- Tempos de reticulagdo considerados aceitaveis para
aplicacdes in situ (2 min para pré-polimeros lineares e 3
min para pré-polimeros ramificados);
- Sintese de oligémeros de poli - Todos os filmes revelaram ser hidroliticamente instaveis
(acido latico) (lineares e em (adesivos PLA-MAA perderam aprox. 60% da sua massa,
forma de estrela) por em 45 dias; adesivos PLA-IEMA perderam cerca de 20 a
condensagao direta, sem 30% da sua massa, no maximo, também em 45 dias);
catalisadores; - Adesivos de PLA demonstraram uma capacidade de
PLA - Funcionalizagio dos  absorcdo de 4gua moderada (via IEMA: 4% e 6% para Marques [12]

oligbmeros com MAA e IEMA,
a 130 e 60°C respetivamente.
- Fotoreticulagdo dos  pré-
polimeros funcionalizados na
presenga de Irgacure® 29509.

linear e ramificado, respetivamente; via MAA: 10 e 29%,
linear e ramificado respetivamente);

- Todos os filmes demonstraram ser biocompativeis em
testes realizados in vitro, sem efeitos citotdxicos
significativos (pré-polimeros funcionalizados com IEMA
apresentaram ligeira citoxicidade ao fim de 72h);

- N&o foram avaliadas propriedades mecénicas e de adesdo
a folhas de gelatina, nem se determinou a tenséo superficial
e energia de superficie das membranas por medigdo de
angulos de contacto;

- Testes de adesdo bacteriana, de hemocompatibilidade e
ensaios in vivo também néo foram realizados.

- Propriedades térmicas ndo foram exploradas.

13
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Tabela 1.4 (cont.)

SISTEMAS DE LIBERTACAO CONTROLADA

Motivagdes:

A biocompatibilidade, biodegradabilidade, processamento a elevadas temperaturas e solubilidade em solventes organicos, aliados ao
elevado desempenho mecéanico, fazem do PLA um material de grande importancia na produgdo de comprimidos, micro e nano capsulas,
entre outros sistemas (tridimensionais) que permitam a libertagdo controlada e especifica de farmaco, proteinas, RNA/DNA, etc. Dado o
perfil de degradagdo do PLA, a libertacdo podera ocorrer num periodo de dias até anos. A grande desvantagem/limitagdo esta na fraca
funcionalidade quimica que impede uma melhor interagdo material/células e na sua hidrofobicidade, que limita a libertacéo de substancias
hidrofilicas, como proteinas. Baixa eficiéncia no encapsulamento e/ou elevada libertacdo de farmaco nas primeiras horas/dias sdo
problemas comuns (devido essencialmente a dessor¢éo a superficie de moléculas hidrofilicas que apresentem fracas interagcdes com o
polimero). Estudos de introdugéo de grupos funcionais nos materiais tornam-se assim relevantes.

- Principais tipos de sistemas: Micro e nanoparticulas e nanocompdsitos, para tratamento de doengas como o cancro e Ulceras. Tém sido
estudados sistemas com respostas induzidas por alteragdes de temperatura, pH, substancias quimicas, sinais elétricos, etc..

Aplicagdes:

- Estudos de interesse (adaptado de [58] em parte):

=  Preparagdo de nanoparticulas de base PLGA para libertacdo controlada de &cidos nucleicos (DNA) como agentes terapéuticos
em doencas genéticas, com melhorias na eficacia de libertagdo em locais especificos [40];

= Incorporagdo de Daunorubicin (fA&rmaco anticancerigeno) em nanofibras de PLA (com nanoparticulas de TiO,), apresentando
excelentes resultados na libertacdo controlada e especifica em células de leucemia (k562);

»  Incorporacdo de um novo farmaco (Paclitaxel) em nanoparticulas de PLLDA-PGA para quimioterapia do cancro de mama;

» Incorporacéo de Cisplatin (farmaco anticancerigeno de grande interesse) em microesferas de PLGA para patologia especifica
em pulmdes, demonstrando uma boa libertagéo controlada;

=  Preparacdo de microsferas de PLGA contendo isopropylmyristate apresentaram vantagens em tratamentos de quimioterapia,
com libertagdo direcionada sobre o tumor;

= Incorporacéo de Aclacinomycin (também um farmaco anticancerigeno, com diversos efeitos secundarios) em microsferas de
PLA, que apresentaram uma libertagdo controlada durante 35 dias (em testes realizados in vitro);

= Adriamycin e cisplatin incorporados em micro formulacdes de PLA e PLGA demonstraram, segundo diversos investigadores,
libertacdo controlada durante 30 a 57 dias (em testes in vitro) e 21 a 42 dias (em testes in vivo);

=  Incorporacédo de diversos antibidticos em microsferas de PLGA tem sido estudada. Também diversos anti-inflamatorios tém
sido alvo de estudo.

(Adaptado de [40] em parte)

Polimero Estudo/Aplicagao Resultados/Conclusdes Referéncias
PLA-PEG tbx%ligtssiegar\igén (sd:;zrga ;;?QSp;:[\?gr?irr dg - O transporte foi melhorado através da mucosa nasal de Vila et al.
tétano). ratos. [59]
- Sintese de micro e nanoesferas de PLA para
PLA :Dlzgﬁgssl d?\gr:]efagénnigfcia;}'C.?g)(zg:'(gf ngo(mo - Material proporcionou reduzida inflamacdo reumatica Jie et al
aplicacs ' ¢ d Im3 - em coelhos. [60]
plicacdo em tumores do pulmdo, ovérios,
mama, cérebro e garganta.
- Desenvolvimento de um sistema de
libertacdo controlada para tumores sélidos - O transportador final revelou-se capaz de proteger as Seth
PLLA. PEG acidicos com dois componentes: uma micela micelas num nivel de pH mais acido (6,6), semelhante ao ethuraman ez
’ ’ polimérica com um ndcleo de base PLLA e do tumor, comparativamente ao pH de 7,4; al.
PSD uma protecdo hidrofilica de base PEG - O TAT penetrou dentro das células malignas e chegou [6|]
combinada com um peptideo (TAT); e um mesmo a superficie do ndcleo.
copolimero de base PSD.
- Sintese de nanoparticulas de base PLA
revestidas com quitosano para aplicagbes - Experiéncias in vitro e in vivo (em olho de coelho);
topicas oculares, com incorporacdo de 5- - As nanoparticulas demonstraram uma libertagéo Nagarwal et al
PLA-CS fluorouracil (farmaco  anticancerigeno), controlada de 5-FU, com uma concentragdo de farmaco no
fazendo uso de diferentes concentracbes e de organismo maior, comparativamente a solucéo livre de 5- [62]
PLA de diferentes pesos moleculares, para FU.
regular o tamanho das particulas.
PLA-PEG |_=>ES(I3n(t:E(E)Sr$10dseist2,- %]gfi:;lﬁ:;gita%eorzgs;e II::))I?\IAA - As na_nopartl'culas apresentaram uma eficiente e répida Liu er al
- internalizacdo no organismo. [63]
para tratamento de doencas genéticas.
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Tabela 1.4 (cont.)

Polimero Estudo/Aplicagao Resultados/Conclusdes Referéncias
- Particulas de 100 a 200 nm;
- Ensaios in vitro para estudar a libertagdo do farmaco;
- Sintese de nanoparticulas a partir da - Libertacdo controlada e continua durante 10 dias,
combinacdo de PLA com quitosano como influenciada pelo pH do meio; .
PLA-CS transportador de farmaco anticancerigeno em - Citoxicidade do farmaco para com as células malignas Jeevitha ef al

células humanas HepG2;
- Precipitagdo do acido latico em solugdo de
quitosano por dropping.

foi garantida: danos ocorridos na membrana da
mitocOndria das células-alvo e morte celular por necrose;

- Materiais sintetizados confirmaram uma forte atividade
anti tumoral nos testes in vitro, sendo considerados
promissores para um tratamento mais eficaz.

64

FILMES/ADESIVOS DE LIBERTACAO CONTROLADA

Motivagﬁes: As micro e nanoparticulas de base PLA ou PLGA tém sido bastante exploradas, porém existem algumas desvantagens,

nomeadamente: capacidade de incorporagdo de farmaco reduzida, polidispersividade e facil agregacdo [65]. Neste ambito, filmes/adesivos
para libertacéo controlada revelam-se potenciais candidatos no colmatar dessas limitacdes.

Polimero Estudo/Aplicagao Resultados/Conclusdes Referéncias
- Controlo da razdo ponderal do polimero e do farmaco
permitiu obter diversos filmes com diferentes cargas
- Producéo de filmes de PLGA incorporados incorporadas;
com lbuprofeno (ingrediente de elevada - Ensaios in vitro confirmaram a viabilidade das peliculas
PLGA permeabilidade, mas reduzida solubilidade), produzidas para libertacdo controlada de farmaco; Pang et al
por difusdo do polimero na solugdo do - Libertacdo de IBU dependente de diversos fatores: carga [65]

farmaco;
- Dissolugdo do PLGA e IBU em THF.

de farmaco e pH do meio;

- Materiais considerados promissores para incorporagao de
outras substancias. Método de producéo considerado de
facil scale-up.

ENGENHARIA DE TECIDOS

Motivagaes: Apesar das excelentes propriedades mecanicas que tornam os materiais metalicos Uteis em diversos contextos clinicos (como
implantes), a sua ndo-biodegradabilidade em ambiente biolégico revela-se uma clara desvantagem para aplica¢des como scaffolds. Por sua
vez, materiais cerdmicos, dada a sua reduzida processabilidade, também ndo sdo os mais adequados na producédo de estruturas porosas em
Engenharia de Tecidos. O PLA apresenta-se como uma alternativa eficaz, com propriedades muito importantes capazes de colmatar as
necessidades identificadas, revelando-se de grande importancia na produgao de suportes (scaffolds), implantes e dispositivos internos [40]. As
desvantagens sdo a sua hidrofobicidade e degradagdo lenta. Na maioria dos casos sdo necessarias estratégias de modificacéo [36, 40].

Polimero Estudo/Aplicagao Resultados/Conclusdes Referéncias
- Cloroférmio como solvente;
- Foram sintetizadas  macromoléculas - Material com uma consisténcia de liquido viscoso ou de
PDLLA PCL fotopolimerizéve!s, _faz_endo _ reagir polimeros um séliqlo pegajoso, _a temperatura ambiente;_ _ Grijpma et al
’ com grupos terminais hidroxilo (PDLLA, PCL - Propriedades térmicas, quimicas e mecanicas avaliadas.
e TMC) com FAME, na presenca de N,N- Biocompatibilidade ndo foi investigada; [66]
dicyclohexylcarbodiimide e 4-dimethylamino - As redes poliméricas obtidas apresentaram um elevado
pyridinec, a temperatura ambiente. teor de gel (até 96%) tendo sido consideradas promissoras
em aplicacdes de Engenharia de Tecidos.
- Realizados testes in vitro para avaliar a regeneracéo
- Sintese de scaffolds de base PLGA para 6ssea em coelhos; Ge ef 2/
PLGA suportar a proliferacdo e diferenciacdo - Nos testes realizados, os suportes implantados
osteogénica dos osteoblastos. permitiram a formacdo de novo tecido 6sseo e a sua [67]
maturacao ao longo de um periodo de 24 semanas.
- Sintese de um scaffold fibroso 3D de base
PLLA (utilizando técnicas de - Foram realizados testes in vivo que demonstraram a .
PLLA electrospinning), seguindo-se um processo proliferacdo de células e formagdo de osso apés 2 a 4 Shin et al.
de expansdo mecénica; semanas do material implantado (tendo sido utilizado em [68]
- Utilizagdo para proliferacdo  dos coelhos).
osteoblastos.
- Sintese de oligémeros PDLLA com grupos
terminais hidroxilo por ROP, a 130°C, 40h,
com 1,6-hexanodiol como iniciador e octoato - Materiais obtidos exibiram um perfil de degradacéo
de estanho como catalisador; linear. As propriedades mecanicas foram preservadas por  Malchels ef 4/
PDLLA - Funcionalizagdo dos oligémeros com  um periodo de tempo aceitavel;

MAA;

- Fotoreticulagdo dos oligébmeros
funcionalizados na presenga de Lucirin TPO-
L como fotoiniciador.

- Considerados promissores em aplicages ortopédicas e
regeneracao de tecido 6sseo.

[22]

DEQ/FCTUC — 2014

25



Preparagio de Bioadesivos a partir de Acido Latico — Capitulo | Jodo M.C. Santos

Como foi observado, sdo muitos os estudos de sintese de diferentes materiais de base PLA como sistemas
de libertacéo controlada de farmaco e como suportes em Engenharia de Tecidos. Em geral, a sintese dos
materiais visa uma aplicacdo especifica, que se pretende estudar e aprofundar. Ainda assim, a maioria das
aplicacBes sdo testadas em ensaios in vivo em animais ou ensaios in vitro, sendo dificil extrapolar os
resultados para o organismo humano [40]. Por sua vez, no que diz respeito a producdo de adesivos de
base PLA, os estudos desenvolvidos ao longo dos anos centraram-se essencialmente na sintese e
avaliacdo de algumas propriedades, como ja referido, sem associar aplicacéo terapéutica.

Em 2005, Karikari et al. [26] (Tabela 1.4) salientaram a necessidade de sintetizar materiais de base PLA
com elevadas velocidades de cura a temperatura fisioldgica, manifestando o interesse em aplicacdes
cirtrgicas. Referiram ainda a importancia do uso de plastificantes biocompativeis na tentativa de diminuir
a Ty dos materiais, reportando o PEG como o plastificante mais usado. Contudo, também destacaram que
a mistura de PEG com PLA resultou em materiais altamente cristalinos, e por isso indesejaveis para
aplicacdo como adesivos (baseando-se em estudos realizados por McCarthy e colaboradores). Desta
forma, destacaram o estudo de Hillmyer e sua equipa na producdo de copolimeros de acido latico com
oOxido de etileno, resultando numa plastificacdo efetiva do PLA. Na sintese de pré-polimeros de PDLLA
em forma de estrela, partiram assim do pentaeritritol etoxilato como iniciador, de modo a tirar partido das
unidades de 6xido de etileno (consideradas biocompativeis, ndo-toxicas, ndo-imunogénicas e sollveis em
agua), chegando a materiais que consideraram adequados para aplicagdo como liquidos viscosos [26]. A
sintese do pré-polimero de PDLLA passou pela adicdo de DDLA juntamente com o pentaeritritol
etoxilato num ambiente inerte, a 120°C, com adigdo do Sn(Oct), como catalisador, previamente
dissolvido em tolueno. A reacdo de sintese decorreu durante 24h, procedendo-se posteriormente a
dissolucéo do polimero em cloroférmio e precipitado diversas vezes em hexano/metanol [26]. Nas etapas
de modificacdo do pré-polimero final, com os monémeros funcionais reativos IEMA e MAA, o tolueno
ou o THF foram utilizados como solventes, envolvendo a posterior precipitagdo dos polimeros finais
obtidos em hexano. Na adi¢do do fotoiniciador aos pré-polimeros modificados, o solvente adicionado foi
o cloroférmio. Em 2006, Ho et al. [57] sintetizaram adesivos de PDLLA-PPG (Tabela 1.4) para
contribuirem com mais uma alternativa de adesivos de base acido latico e glicol. Os pré-polimeros foram
sintetizados numa atmosfera inerte, a 150°C, durante 6h, utilizando o octoato de estanho como
catalisador. No final, foram dissolvidos em propano-2-ol, filtrados, secos e novamente dissolvidos em
diclorometano, seguindo-se a funcionalizacdo com cloreto de metacriloilo, a uma temperatura de 0°C.
Apo6s 24h, foram sujeitos a purificacdo: lavagem em acetona, evaporagdo rotativa e extragcdo em hexano.
Apesar das estratégias mencionadas (utilizando solventes toxicos), a biocompatibilidade dos materiais
nunca foi questionada. Como tal, considera-se que a caracterizacdo realizada foi insuficiente para inferir a
possivel utilizacdo dos materiais em contexto clinico, sem problemas de toxicidade associados.

Em 2012 surgiu o desenvolvimento de novas estratégias de sintese e modificagdo do PLA (mais simples e
eficazes) onde o objetivo méaximo foi evitar a toxicidade dos materiais finais, podendo estes ser
explorados na &rea médica como adesivos. Algumas técnicas de caracterizacdo foram abordadas, no
sentido de perceber a potencialidade dos adesivos produzidos em contexto clinico (Marques [12], Tabela
1.4)). Contudo, ainda h& que complementar a avaliagdo de propriedades. Explorar novas vias de
modificacdo do PLA revela-se também de grande importancia. Desta forma, este trabalho surge, projeta-
se e constroi-se com o objetivo de ser um contributo na investigagdo e desenvolvimento de materiais
injetaveis e biocompativeis, com a consciéncia do longo caminho a percorrer no estudo de aplicagdes
especificas, até a possivel implementacdo de novos produtos no mercado dos biomateriais.
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2. ESTRATEGIAS E METODOLOGIAS

2.1.  Introdugao

A estratégia de investigagdo atualmente mais adotada na producdo de materiais poliméricos
fotopolimerizaveis para aplicagdo como adesivos assenta fundamentalmente em trés etapas:

1. Selecdo ou producdo de um determinado polimero, sintético ou natural (com grupos terminais
hidroxilo ou carboxilo);

2. Funcionalizacdo dos grupos terminais do polimero com ligacGes de carbono duplas a partir de
monomeros/oligdmeros funcionais facilmente reativos que apresentem: 1) ligacbes de carbono
duplas fotopolimerizaveis; 2) e grupos funcionais terminais;

3. Adicao de um fotoiniciador e sua solubilizacdo nos polimeros modificados, obtendo-se produtos
liquidos, de adequada viscosidade, capazes de reticular quando sujeitos a radiacdo UV.

O principal objetivo no processo de producdo deve centrar-se na tentativa de minimizar a toxicidade dos
materiais finais obtidos. Assim, o desenvolvimento de estratégias e métodos de producdo mais simples,
sem catalisadores, solventes toxicos e sem necessidade de etapas de purificacdo, torna-se um desafio cada
vez mais importante e uma alternativa promissora face aos estudos experimentais ja realizados. Contudo,
é importante salientar que a biocompatibilidade dos materiais ndo estd apenas relacionada com a sua
composicdo quimica. Inimeros fatores poderdo interferir na interacdo material/células (como ja referido
na seccgdo 1.1.1., do Capitulo 1). Ainda assim, cabe ao investigador tentar conceber formulagfes de modo
a que a composi¢do quimica dos materiais ndo seja um entrave as aplicacGes pretendidas.

Neste capitulo, apresenta-se de forma mais aprofundada o trabalho de sintese ja desenvolvido e um
conjunto de fundamentos préaticos e aspetos pertinentes tidos em consideragdo na concegdo do processo
de producdo dos adesivos a partir do acido latico, desde a sintese do polimero que constitui a formulagédo
do adesivo até a sua fotoreticulagdo. No seguimento, definem-se 0s objetivos, motivagdes e metodologias
do estudo experimental realizado nesta dissertagao.

2.).  Trabalho desenvolvido: descricao detalhada do processo

Face aos estudos realizados, Marques [12] refletiu sobre diversas questdes e decidiu contribuir com novas
estratégias de sintese de oligémeros de base acido latico, sua posterior funcionalizacédo e fotoreticulacdo,
de modo a explorar a sintese de bioadesivos fotoreticulaveis, como ja mencionado anteriormente. Desta
forma, partiu dos conhecimentos e da colaboracdo do grupo de investigacdo do CIEPQPF, na area de
Engenharia de Tecidos.

A primeira etapa do processo consistiu na producdo do polimero base da formulagdo (PLA) a partir de
acido latico, refletindo sobre a melhor estratégia de producdo a adotar: 1) se por policondensacdo direta
do &cido latico; 2) ou se por abertura do anel do seu dimero ciclico na presenca de um catalisador
metalico (ROP). A maioria das publicagdes refere como principal desvantagem da policondensagédo do
acido latico a obtencéo de PLA de baixo peso molecular, apesar da simplicidade do processo de producao
e dos custos reduzidos, como ja discutido anteriormente [36 — 45]. Assim, referem o interesse na obtencao
de PLA de elevado peso molecular por ROP, por se conseguir um polimero com melhores propriedades
mecanicas e com maior versatilidade em diferentes aplicacbes [39, 40, 69]. Todavia, a modificacdo de
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PLA de elevado peso molecular resultaria a partida num sélido vitreo a temperatura ambiente e
inadequado para a sua utilizagdo como bioadesivo, com um valor de Ty superior ao pretendido [26, 56]. A
sintese de PLA de baixo peso molecular por policondensacdo pareceu preferivel, obtendo-se um polimero
no estado liquido, de baixa viscosidade. Para além disso, PLA de baixo peso molecular conduziria a
materiais com tempos de degradacdo menores em ambiente biol6gico, considerado Gtil nas aplicacfes
pretendidas [12, 44].

Assim, a estratégia implementada consistiu na obtencdo de pré-polimeros tequélicos de baixo peso
molecular com diferentes formas/arquiteturas (linear e ramificada) por policondensacdo direta do &cido
latico L(+) em solucdo agquosa, sem a presenca de iniciadores, catalisadores e solventes tdxicos, operando
apenas com temperaturas mais elevadas e maiores tempos de reacdo [12]. Ambos os isémeros do &cido
latico (L(+) ou D(-)) poderiam ter sido utilizados no processo. Porém, o isomero D(-) apresenta baixa
compatibilidade com o organismo, contrariamente ao isomero L(+), razdo pela qual se escolheu este
altimo na sintese dos pré-polimeros [12, 39].

A estrutura molecular dos oligémeros obtidos foi controlada através do tipo de co-mondmero utilizado
(que se adicionou a solugéo de acido latico no inicio da polimerizagdo). Os co-mondmeros poderiam ser
qualquer composto com pelo menos dois grupos funcionais, capazes de reagir por condensacdo com 0
acido latico, a fim de se obter um polimero com grupos terminais hidroxilo ou carboxilo, sem que fosse
necessaria a presenca de catalisadores ou houvesse libertagdo de subprodutos toxicos para a mistura. Da
diversidade de co-mondmeros existentes que contém dois grupos hidroxilo, utilizou-se o 1,4-Butanodiol
(BD) na preparacdo de oligomeros de estrutura linear (PLA). Por sua vez, na obtencdo de oligdmeros
ramificados (StarPLA), utilizou-se o Pentaeritritol (mMPET), que apresenta quatro terminais hidroxilo [12,
21]. O fator preponderante na extensdo da reagdo e no controlo do peso molecular dos polimeros esteve
na remogdo de agua do sistema [12, 38]. Na Figura 2.1 apresenta-se 0 mecanismo geral da reacdo de
policondensagéo direta do acido.

Polimerizagao (calor, tempo)
CH CH
3 . 3
Sem catalisador |

I
n HO—C—COOH ——— > H4+-0—C—CO0O+H + (n-l)H20

H - H n
Co-mondmero:
Acido Latico | 4-Butanodiol (dois grupos OH) PLA Libertagdo de agua
Pentaeritritol (quatro grupos OH) StarPLA

Figura 2.1 Mecanismo geral da reacéo de policondensagio direta do 4cido lético: estratégia de producéo sem catalisadores [12]
(representagdo esquematica da reacao em [40]).

Apobs a remocdo total de &gua do sistema, os oligbmeros obtidos foram funcionalizados com ligacGes de
carbono duplas, através da adi¢do de diferentes mondémeros funcionais. Nesta etapa, a preferéncia deve
ser dada a monomeros altamente reativos com 0s grupos terminais dos oligomeros de acido latico,
usufruindo o0 maximo da temperatura e do tempo, evitando também catalisadores. Alterando a
funcionalidade dos grupos terminais dos pré-polimeros, consegue-se manipular a estrutura dos mesmos, o
peso molecular e a sua reatividade [70]. A polimerizacdo ocorre por reacdo covalente gradual (ou em
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etapas), entre os monomeros bifuncionais. Como agentes de funcionalizacdo, constatou-se a forte
exploracdo e utilizacdo de derivados de acrilatos, metacrilatos e fumaricos [70].

Da diversidade de mondmeros existentes, observou-se que 0s mais comuns nos estudos revistos eram o
anidrido metacrilico (MAA) da familia dos anidridos, e o metacrilato de 2-isocianoetilo (IEMA), da
familia dos isocianatos, que conduzem a elevados rendimentos, geralmente com um consumo total de
monomero. Deste modo, utilizou-se os dois mondmeros referidos nas reagdes de funcionalizagdo. Mais
uma vez ndo foram usados catalisadores, com sacrificio dos tempos de reacdo. As temperaturas das
reacOes foram estabelecidas tendo por base a investigacdo de Karikari et al. [26] e os pontos de ebulicdo
dos mondmeros funcionais em causa. No caso em que o monémero funcional se revelou insoltvel no pré-
polimero, foi adicionado um solvente organico (éter dietilico, de baixa toxicidade), para promover uma
mistura adequada [12].

Na reacdo de modificacdo do MAA com cada terminal OH presente nos oligomeros de &cido latico,
esperou-se a obtengdo do acido metacrilico, que sofreu uma reacdo de esterificagdo com outros terminais
OH disponiveis, introduzindo-lhes também ligacfes de carbono duplas. Com a libertacdo de agua no
sistema reacional, foram definidas condi¢des de temperatura adequadas e uma montagem experimental,
conducentes a um rendimento de reacdo elevado. Na reacdo de modificacdo dos oligémeros com o IEMA,
0S grupos isocianato reagiram com 0s grupos hidroxilo sob o aumento de temperatura, formando-se
ligacGes uretanas nos pré-polimeros, Figura 2.2. Uma vez que 0s isocianatos reagem violentamente com a
agua, foram também estabelecidos os cuidados adequados, para evitar a entrada de humidade no sistema
reacional.

R—N=C=0 ; ROH — R—NH—ﬁ—O—F{'
Figura 2.2 Mecanismo geral da reacéo de um grupo isocianato com um grupo hidroxilo, formando-se uma ligac&o uretana [4].

Os fatores considerados preponderantes nesta fase do processo foram por isso: 1) o estabelecimento de
condi¢des de temperatura e pressdo adequadas a0 monémero em causa; 2) 0 tempo da reacdo de
modificagdo; 3) solvente utilizado no processo (se necessario, de baixa toxicidade); 4) quantidade de
solvente a adicionar; 5) e viscosidade do produto obtido.

Introduzidas as ligagfes duplas nos terminais dos pré-polimeros, estes foram finalmente fotoreticulados,
obtendo-se materiais com elevada velocidade de reacdo de cura em condi¢Ges ambientais, assegurando
utilidade em aplicagdes in situ [12]. Para tal, utilizou-se o Irgacure® 2959 (Ir 2959) como fotoiniciador.

A fotopolimerizacdo radicalar-livre permitiu que os pré-polimeros modificados (com alguma viscosidade)
se transformassem em matrizes solidas tridimensionais, num curto periodo de tempo. O processo seguiu
as caracteristicas de uma polimerizacdo em cadeia, envolvendo trés etapas: fotoiniciacdo, propagacdo e
terminac&o, tal como é apresentado nas Equacdes 2.1 a 2.3, respetivamente [23, 70 — 72].

S hv
Iniciagao: h ———> 2R
k= 291, Re + W ————> M 1)
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Propagagao: "

Ry =k, [M] [M°] Me + M —2—> M, 2.)
Terminagao:

Re = ke [Me]’ Me + Mm-% P (23)

O fotoiniciador absorveu energia na presenca de luz UV e excitou-se, dando origem a radicais que
quebraram consecutivamente as ligacOes duplas de carbono existentes nos oligdmeros de base acido latico
fotopolimerizaveis, formando-se longas cadeias reticuladas (Capitulo 1, seccdo 1.3.) [23, 70]. A taxa de
polimerizagdo (R,) como medida da taxa de consumo das ligagGes duplas durante a polimerizagdo,
depende da concentracdo de ligacGes de carbono duplas existentes e da concentracdo de radicais [23]. A
modificacdo dos pré-polimeros base com diferentes

Acrylate oligomer with

, R . . ~ . Photginitiat i
mondmeros influenciou assim a concentracdo final de 9/0 comieer carbon centered adioals
P/
ligacOes duplas existentes (dependendo do rendimento °@0; w/%/"w"“/{w
~ . ~ - . o o]
das reacOes de modificagéo), assim como a quantidade \uv light ) \
adicionada de fotoiniciador influenciou a concentragédo ,@ ) =
- - . o p{/O x\Qf
de radicais existente, quando os produtos foram o0 Vo :
. . . . ; . Y, Growing polymer 0
irradiados por UV. O tempo de irradiagio considerou-se Radicals 4" chain g
um fator preponderante na terminacdo do processo de Hch\("\nf"\[(\w :2:; ¢ g .
. . ~ . o, 0.
fotopolimerizagdo, Figura 2.3. Em cada etapa foram Acrylate oligomer e H
obtidos produtos liquidos com alguma viscosidade :
Figura 2.3 Exemplo de um processo de

(adequada a aplicagdo). Na escolha do solvente a
adicionar, a baixa toxicidade foi mais uma vez uma
prioridade, utilizando-se novamente éter dietilico. Nao houve necessidade de etapas de purificacdo aos
materiais finais obtidos. Posto isto, 0s aspetos considerados fundamentais no processo de
fotopolimerizagdo foram: 1) quantidade de fotoiniciador utilizada (da qual dependeu a taxa de iniciagéo e
de polimerizagdo); 2) tempo de irradiacdo UV a que se sujeitou o material; 3) e monémero funcional
utilizado (de modo a prever a quantidade de ligacBes duplas presente nos pré-polimeros modificados)
[23].

fotopolimerizacdo (adaptado de [73]).

23.  Metodologia Experimental

Com base nas estratégias implementadas de sintese de bioadesivos a partir de &cido latico surgiu a
necessidade de explorar melhor as suas propriedades e, se possivel, alargar a gama de adesivos,
desenvolvendo novas estratégias de modificacdo dos pré-polimeros sintetizados. O trabalho experimental
desenvolvido nesta dissertagdo consistiu assim numa parte de reproducao de trabalho anterior e noutra de
nova sintese de materiais. O foco principal esteve na caracterizacdo de todos 0s materiais sintetizados, no
sentido de inferir a potencialidade dos adesivos em aplicacbes cirlrgicas e na
regeneracao/reparacao/reconstrucao dos tecidos bioldgicos (externos ou internos).

2.3.1. Reproducao da sintese e caracterizagao dos adesivos de base acido latico

Como trabalho de continuidade, o objetivo foi sintetizar novamente os adesivos fotoreticulaveis
(apostando na producdo de PLA de estrutura linear). As etapas de sintese do oligomero linear,
funcionalizacdo (com MAA e IEMA) e fotoreticulacdo foram executadas partindo dos protocolos ja
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definidos, respeitando as condicdes de operacao estabelecidas. A quantidade de fotoiniciador fixou-se nos
6% do numero de moles de ligagBes duplas dos pré-polimeros modificados, com a consciéncia que a
manipulacdo desta quantidade permitiria um estudo interessante sobre a morfologia e estrutura final dos
adesivos. Ainda assim, a quantidade de 6% resultou de um estudo prévio feito por Marques [12] para
obter tempos de reticulacdo considerados aceitaveis em contexto cirurgico (inferiores a cinco minutos).
As motivacdes incidem por isso na avaliacdo da reprodutibilidade do estudo e no complementar de
inimeras propriedades/caracteristicas dos adesivos (que ainda ndo foram avaliadas).

23.2. Selecao de mondmeros funcionais, producao e caracterizagao de novos
adesivos de base acdo latico

Teve-se ainda como objetivo a escolha de novos mondmeros funcionais para modificar o pré-polimero
linear sintetizado. Cada mondmero funcional vai conferir diferentes caracteristicas aos materiais finais
obtidos. Neste sentido, a caracterizacdo dos mesmos considera-se bastante pertinente, pois permite
conhecer e comparar 0s materiais sintetizados. Este trabalho apresenta assim um caracter inovador, na
procura por novas solugdes capazes de alcangar os seguintes requisitos:

v Bons tempos de reticulacdo (elevada velocidade de cura):

E de grande importancia a producdo de materiais que solidifiquem rapidamente em condigbes
fisiologicas. Em contexto cirrgico, por exemplo, quanto menor for o tempo de cura, mais fécil é a
aplicacdo por parte do profissional e mais econémica sera a técnica (pois serd preciso um menor
tempo de fotopolimerizag&o). Desenvolver novas formulagdes através do PLA que permitam chegar
a adesivos com tempos de reticulagdo iguais ou menores aos ja obtidos (para a mesma quantidade de
fotoiniciador), podera ser uma mais-valia em futuras aplicagoes.

v Reducdo do tempo da reacdo de modificacdo:

Na escolha de mondmeros altamente reativos com os grupos OH, pode-se conseguir uma diminuigdo
do tempo da reacdo de modificagdo do oligdmero linear, sem adicéo de catalisadores, tornando esta
etapa mais rapida e sobretudo mais economica (reduzindo-se gastos energéticos associados ao
processo de producéo).

v Bom desempenho na sua funcéo:

= Desenvolver materiais com um bom desempenho mecénico (igual ou superior) relativamente aos
ja existentes (com particular ateng&o a sua flexibilidade), sem comprometer a biocompatibilidade;

= Permitir uma boa integracdo dos adesivos com os tecidos vivos, garantindo a adesdo aos
mesmos;

= Preservar a capacidade de degradacdo em ambiente biol6gico, de forma a ndo comprometer: 1) o
caracter temporario de uma determinada aplicacéo; 2) e o caracter ndo-invasivo do material;

= Garantir a ndo-toxicidade dos materiais;

= Permitir uma boa regeneracgdo celular e a integridade dos tecidos e plasma sanguineo.

Na escolha de novos mondmeros teve-se em conta diversos critérios de selecdo, baseados num
compromisso: 0s mondmeros funcionarem na pratica, garantindo que os materiais finais obtidos ndo
seriam toxicos. Na Figura J.1, Anexo J, apresenta-se um esquema que exemplifica a estratégia de
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pesquisa efetuada para a escolha de novos monomeros, e os critérios tidos em consideragdo. Optou-se por
escolher mondmeros da familia dos isocianatos para a funcionalizacdo do PLA linear. A escolha incidiu
sobre o Laromer® LR 9000 (produzido e comercializado pela BASF') e o 3-isopropenil-a, a-
dimetilbenzil isocianato (TMI), associados a industria dos revestimentos/adesivos. A comparacdo de
materiais resultantes da modificacdo do PLA por trés mondmeros funcionais da mesma familia (IEMA,
LAR e TMI) revelou-se desde logo um dos pontos a focar neste trabalho, razdo pela qual se definiu como
objetivo principal a forte exploragéo das suas propriedades.

O Laromer® LR 9000 (LAR) é um isocianato funcional, uma resina acrilica insaturada, de base
diisocianato de hexametileno, associado a indlstria de revestimentos de superficies. Foi especialmente
concebido pela BASF, inserindo-se numa gama de produtos para aplicagdes “dual-cure” (reticulagdo
fotoquimica e térmica). Alguns estudos neste ambito podem ser revistos [74, 75]. E utilizado
essencialmente em combinagdo com resinas com grupos terminais hidroxilo, como os poliésteres (por ser
extremamente reativo na sua presenca).® Apresenta duas ligacdes duplas de carbono terminais (C=C) e
dois grupos isocianato livres (N=C=0). Fornecedores referem a capacidade de melhorar propriedades
dos materiais, como a adesdo as superficies, conferindo-lhes também uma maior flexibilidade (dado o
comprimento da sua cadeia). A biocompatibilidade podera ser um desafio, ainda assim as propriedades
mecanicas que este podera conferir aos materiais finais poderdo ser relevantes. De notar que, na literatura,
este mondmero ndo se encontra associado a area médica, nem existem muitos estudos sobre o mesmo. A
sua exploracdo na producdo de um novo adesivo biologico revela-se por isso um desafio interessante,
podendo vir a representar uma importante inovacdo no mercado dos bioadesivos. O facto de ter dois
grupos isocianato confere-lhe elevada versatilidade de reacdo, permitindo a manipulacdo de diferentes
proporcdes de PLA e LAR de forma a obter materiais finais com propriedades diferentes.

O TMI, tal como o IEMA, apresenta um grupo isocianato extremamente reativo com grupos hidroxilo e
uma ligac&o de carbono dupla terminal (fotopolimerizavel). Apresenta porém um anel benzénico, tendo
por isso caracteristicas diferentes. Ambos foram testados na produgdo de oligdmeros para aplicagcdes na
area de Engenharia de Tecidos. No estudo em causa, Lee et al. [76, 77] referiram que os oligémeros
preparados apresentaram excelentes resultados de adesdo em diferentes tecidos (0sso, dentes e outros),
com estudos de biocompatibilidade em curso. Dadas as suas caracteristicas e ao facto de estar associado a
area médica, selecionou-se também este monomero para a modificagdo do PLA. As estruturas quimicas
dos novos monémeros funcionais (LAR® e TMI'°) s&o apresentadas na Figura 2.4.

g: |g= HzGC CHj

) g NCO
8
TY:/\/\/\T”TL\/\/\/TW HaC \C Ho
° )

Figura 2.4 Estruturas quimicas dos novos monomeros funcionais: a) LAR; b) TMI.

OCN

! Informagdes sobre a gama de produtos em: http://www.basf.com/group/corporate/en/brand/LAROMER.

8 Informagdes sobre o Laromer® LR 9000 (LAR) estéo disponiveis na ficha técnica de identificacdo do produto, disponibilizada pela BASF Corporation.
Estrutura molecular do LAR retirada da patente US 20120088879 Al. Referéncia: http://www.google.com/patents/US20120088879

10 Estrutura molecular do TMI retirada de Sigma-Aldrich. Referéncia: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/361771?lang=pt&region=PT.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Matenais

A solucédo aquosa de acido latico L(+) (80%), o co-mondmero 1,4-butanodiol (BD) (99%) e 0 monémero
anidrido metacrilico (MAA) (94%) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal) e utilizados como
fornecidos, sem purificacdo. Os mondmeros metacrilato de 2-isocianoetilo (IEMA) (98%) e 3-
isopropenil-a, a-dimetilbenzil isocianato (TMI) (95%), produzidos pela TCI (Bélgica), foram adquiridos
a prépria e também usados como fornecidos. Por sua vez, 0 monémero Laromer® LR 9000 (LAR) foi
gentilmente disponibilizado pela BASF (Alemanha) e utilizado nas mesmas condicdes. O éter dietilico
(99%), utilizado como solvente, foi adquirido a ACROS Organics. O fotoiniciador 2-hidroxi-1-[4-(2-
hidroxietoxi)fenil]-2-metil-1-propanona, com o nome comercial de Irgacure® 2959 (97-99%) foi também
fornecido pela BASF (Alemanha) e utilizado como recebido.

Os reagentes formamida (99%), etilenoglicol (99,8%) e propilenoglicol (99,5%) foram adquiridos a
Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal) e utilizados em ensaios de caracterizagdo. Os reagentes di-
hidrogenofosfato de potassio (99,5%) e cloreto de célcio (99,5%), da CHEM-LAB, cianeto de potassio
(97%), da ACROS Organics, ferrocianeto de potassio (99%) e formol (37%, estabilizado com metanol),
da Sigma-Aldrich, e o tensioativo ndo iénico Triton X®-100 (proanalysis, Sigma-Aldrich) foram
utilizados nos ensaios de hemocompatibilidade. As pastilhas de PBS** foram adquiridas a Sigma-Aldrich.
O sangue ACD-A de coelho, também utilizado nos testes de hemocompatibilidade, foi fornecido pela
PROBIOLOGICA (Empresa de Produtos Bioldgicos, Lda.) (Lisboa, Portugal) e utilizado no mesmo dia
em que foi recebido. Na lavagem de material, foi utilizado cloroférmio (99,9%), produzido e
comercializado pela JMGS (Portugal). No Anexo K, Tabelas K.1 e K.2, apresentam-se 0s principais
reagentes utilizados, respetivas formulas e estruturas quimicas, propriedades, riscos/perigos associados e
procedimentos de seguranga no seu manuseamento.

3.2.  Sintese

3.2.1. Sintese do pré-polimero de base acido latico

Na primeira etapa foi sintetizado o pré-polimero de estrutura linear, por destilacdo do &cido latico.
Adicionou-se 100 mL da solucdo aquosa de acido latico L(+) num baldo de fundo redondo de trés
tubuladuras com a capacidade maxima de 250 mL. Adicionou-se de seguida aproximadamente 16 mL de
1,4-butanodiol (BD), de acordo com a estequiometria da reagdo (Figura 3.1) e pesos moleculares de
reagentes e produto.

Adicionados os reagentes, fechou-se cuidadosamente a tubuladura central do baldo com uma rolha de
vidro, conectando um adaptador de reducdo numa das tubuladuras laterais, para remover a agua libertada
do sistema. Na outra tubuladura lateral do bal&o, ligou-se uma corrente continua de azoto, com caudal
constante, a fim de garantir um ambiente inerte. O baldo foi imerso num banho de 6leo, termostatizado a
temperatura de 150°C, isolando-se a parte superior do sistema com papel de aluminio. As reacGes de
sintese de PLA decorreram, com agitacdo magnética e alimentacdo continua de azoto, por um periodo de

1 PBS — Phosphate buffered saline — uma pastilha dissolvida em 200 mL de 4gua destilada produz uma solucéo tampéo fosfato 0,01M, 0,0027M
cloreto de potassio e 0,137M cloreto de sédio, pH 7,4, 25°C.
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aproximadamente 9h. O produto obtido foi devidamente armazenado, em local fresco e seco, para
posterior funcionalizacéo.

i
6 HO- CH —C-0H + OH'CHchchchZ_OH
I
o
Acido Léatico L(+) 1,4-Butanodiol

150 °C, N; -H,0
9h

(o]
I |
HO (liH-C—O CH,CH,CH,CH O*C—t'i:H OH
CH; \ CHyl,
PLA

Figura 3.] Representagio esquemética da reacéo de sintese de PLA de estrutura linear, por policondensagéo do écido latico.

3.2.2. Funcionalizagao do pré-polimero

Produzido o pré-polimero (PLA), procedeu-se a sua funcionalizacdo/modificagdo com quatro mondémeros
diferentes (MAA, IEMA, LAR e TMI), de modo a obter novas moléculas que a partir de agora serdo
designadas por PLA-MAAOQ, PLA-IEMAO, PLA-LARO e PLA-TMIO, respetivamente. A funcionalizagdo
dos pré-polimeros com os diferentes monémeros envolveu diferentes procedimentos, sendo descritos de
seguida.

3.2.2.1.  Modificagdo com Anidrido Metacrilico (MAA)

Para proceder a modificagdo do PLA com MAA, adicionou-se uma dada quantidade do pré-polimero (=
0,01 moles) num baldo de duas tubuladuras de capacidade maxima de 100 mL. Adicionou-se de seguida
MAA, tendo em conta um racio molar de 1:2 (MAA:OH). A reagdo em causa € apresentada na Figura 3.2.

i i
HO CIZH-C-O CHZCHzCHaCHy—0 —C—CH-TOH

CHy |, CHyl,

PLA

o 9 130°C, N,
MAA HgC—(":—C~O-C—(|i—CH1

vH, b, 24h

o] o (o]

1] 1] I I}
Hs;C-C-C-0 ?H'C‘O CH2CH,CH,;CH; O—C—(I:H 0—-C-C-CH;
[ b G,

CH, 3
PLA-MAAO

CH,

Figura 3.2 Representacéo esquematica da reagio de funcionalizagéo do PLA com MAA.

Adicionados os reagentes, colocou-se um adaptador de redu¢cdo numa tubuladura, para remocgédo da agua
durante a reacdo de esterificagdo. De seguida, o baldo foi colocado num banho de 6leo, a temperatura de
130°C. O ambiente inerte foi garantido assim que se iniciou a montagem do sistema reacional e durante
toda a reacéo, tendo sido ligada uma corrente de azoto. Estabilizada a temperatura, as reacfes decorreram,
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sob agitacdo magnética, e com forte alimentacdo continua de azoto, por um periodo de 24h. Tratando-se
de reacBes de esterificacdo, e uma vez que ndo se usou catalisador, a temperatura de reacdo foi mais
elevada, assim como o tempo de reagdo. O polimero modificado obtido (PLA-MAADO) foi devidamente
armazenado no frigorifico, em local escuro, de modo a estar protegido da luz visivel, até se proceder a
etapa seguinte.

3.2.2.2. Modificagao com Metacrilato de 2-isocianoetilo (IEMA)

De forma a estabelecer uma razéo equimolar com os grupos terminais OH do pré-polimero, o IEMA foi
adicionado numa proporc¢do de 2 moles para cada 1 mol de PLA. A reacdo de modificacdo é apresentada
na Figura 3.3. Utilizou-se o éter dietilico como solvente essencialmente por duas razdes: 1) baixo ponto
de ebulicdo, ou seja, elevada volatilidade (o que se traduz na facilidade de secagem do material final); 2)
e baixa toxicidade (fundamentalmente importante para as aplicagdes que se pretende explorar, como ja

referido).
i i
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ch—ﬁ—c—o—ctﬁch2 —NH=-C—0 ?H-C-O CHZCH,CH,CHy—0 —C—CHTO—C—NH-CH,CH,~0~C~C~CHj
CH, CH, CHyl,

CH,
PLA-IEMA0

Figura 3.3 Representacdo esquematica da reagéo de funcionalizagéo do PLA com IEMA.

Introduziu-se o PLA (£ 0,01 moles) num baldo de trés tubuladuras, de 100 mL, adicionando-se 5 a 8 mL
de éter dietilico para promover a dissolucdo do IEMA. Numa das tubuladuras laterais do baldo foi ligada
uma corrente continua de azoto, para garantir o ambiente inerte no interior do mesmo. A outra tubuladura
foi fechada imediatamente, para ndo se evaporar o solvente adicionado. Na tubuladura central, foi
montado um condensador para que a reacdo fosse conduzida com refluxo de solvente, uma vez que o éter
dietilico é bastante volatil. No topo do condensador, colocou-se uma torre de secagem (com cloreto de
calcio) para prevenir e evitar a entrada de humidade no sistema reacional. Finalmente adicionou-se o
volume necessario de IEMA (= 0,02 moles) da forma mais cuidadosa e rapida possivel, para evitar a
entrada de humidade do ar. O IEMA reage fortemente com a agua, correndo o risco de se perder 0s
grupos isocianato necessarios para a introducao de ligagdes duplas nas extremidades do PLA. E por isso
muito importante que o procedimento seja executado com rapidez e seguranca. A temperatura da reacéo
foi mantida a 60°C, por um periodo de aproximadamente 24h. O produto final de cada ensaio foi
protegido da luz (com papel de aluminio) e armazenado em local fresco, até se proceder a etapa seguinte.

3.2.23. Modificagdo com Laromer® LR 9000 (LAR)

Foram testadas duas modificacdes diferentes dos grupos hidroxilo presentes no pré-polimero de base
acido latico, dada a versatilidade de reagdo do mondémero/oligomero LAR. No primeiro caso, procedeu-se
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a adicdo de 1 mol de LAR por cada 2 moles de PLA, de modo a ter um consumo total dos grupos
isocianato presentes na molécula de LAR (por reacdo destes com os terminais OH disponiveis). O
procedimento experimental executado foi muito semelhante ao que foi descrito para a via de
funcionalizacdo com IEMA, pelo que ndo é novamente descrito.

No segundo caso, adicionou-se 1 mol de LAR por cada 1 mol de PLA. A adicdo destes na proporcao de
1:1 permitiu a reagdo de um grupo isocianato com um dos terminais OH do PLA, sem existir & partida um
consumo total de grupos isocianato. Pretendeu-se testar a modificacdo de PLA com LAR nesta proporcao,
a fim de se obter um produto com “dupla fungdo™: 1) por um lado ter ligacbes de carbono duplas
fotopolimerizaveis; 2) por outro ter grupos isocianato livres pendentes que poderdo promover uma forte
adesdo aos tecidos (por reagcdo com proteinas aminas presentes no organismao).

O procedimento experimental foi também semelhante ao descrito em 3.2.2.2., com excecéo da quantidade
de solvente utilizada e do tempo da reacdo de modifica¢do. O facto de se juntar o LAR com o PLA na
mesma proporg¢do exigiu uma quantidade de solvente significativa (= 60 a 80 mL) para a quantidade de
PLA em causa, de forma a obter um produto com viscosidade adequada. Todavia, a grande vantagem
esteve na reducdo do tempo de modificacdo, uma vez que as reacOes decorreram apenas durante
aproximadamente 4h (também a uma temperatura de 60°C e com alimentagcdo continua de azoto). As
reacdes sdo apresentadas na Figura 3.4. As estruturas finais dos pré-polimeros modificados foram
concebidas considerando como molécula principal o LAR (ao qual se juntou o PLA por reacdo dos
grupos hidroxilo com os grupos isocianato).

Tendo-se obtido dois pré-polimeros modificados diferentes, a nomenclatura a partir de agora sera: PLA-
LARO02:1 (para a propor¢do de 2:1) e PLA-LARO1:1 (para a proporgdo 1:1). Os produtos foram
protegidos da luz até a etapa seguinte.
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Figura 3.4 Representacéo esquematica da reacéo de funcionalizagdo do PLA com LAR: 1) Adicéo de 2 moles de PLA por cada 1
mol de LAR; 2) Adicédo de 1 mol de PLA por cada 1 mol de LAR.
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3.2.24. Modificagdo com 3-isopropenil-cr, cr-dimetilbenzil isocianato (TMI)

O TMI foi adicionado ao PLA numa proporcéo de 2 moles por cada 1 mol de PLA, como o IEMA, de
modo a ter as duas extremidades do PLA com ligacGes duplas. O procedimento realizado foi também
muito semelhante ao executado para a via de modificacdo do IEMA, com exce¢do da quantidade de éter
dietilico adicionada, 20 a 30 mL. A adicdo do TMI ao sistema foi executada de forma cuidadosa, por ser
altamente reativo e toxico. Na Figura 3.5 apresenta-se o esquema reacional em causa.
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!:|u2 | Hy CH, CH, <|:|H2
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Figura 3.5 Representacéo esquematica da reago de funcionalizagéo do PLA com TMI.

3.23.  Reticulagao fotoquimica dos polimeros funcionalizados

Obtidos os pré-polimeros PLA-MAAQO, PLA-IEMAO, PLA-LAR02:1, PLA-LARO1:1 e PLA-TMIO,
adicionou-se a cada o fotoiniciador Irgacure® 2959 (Ir 2959).

Na maioria dos casos, o Ir 2959 foi adicionado as solugdes assim que terminada cada reacdo de
modificacdo. Uma vez desconhecida a percentagem Otima de Ir 2959 a adicionar, estabeleceu-se uma
percentagem de 6% do ndmero de moles de ligacBes de carbono duplas existentes em cada molécula
modificada [12]. Essa quantidade foi fixada para todos os pré-polimeros modificados obtidos neste
trabalho, de modo a estabelecer uma comparacdo direta de propriedades entre adesivos de base PLA
obtidos a partir da mesma quantidade de fotoiniciador. A manipulacdo desta quantidade interfere com a
estrutura final do adesivo e com os tempos de reticulacdo do material final, sendo de grande importancia
no futuro a sua otimizacdo, tendo em conta uma dada aplicacdo. De referir que a quantidade de 6% foi
sempre calculada em relacdo ao nimero de moles de monomero presente na solugdo, admitindo-se por
isso que € igual ao nimero de moles de ligacBGes duplas existente no polimero final. Para adicionar o
fotoiniciador, duas estratégias foram possiveis: 1) dissolucéo prévia do Ir 2959 num volume conhecido de
éter dietilico a temperatura ambiente (5 a 20 mL, dependendo do pré-polimero modificado), e posterior
adicdo a solucdo de polimero até se obter uma mistura homogénea; 2) ou entdo adicdo do Ir 2959
diretamente ao produto, e o éter dietilico logo de seguida.

Adicionado o fotoiniciador, manteve-se o sistema a uma temperatura de 60°C, com refluxo de solvente, e
agitacdo magnética continua, pelo periodo de tempo necessario a sua solubilizacéo total, até se obter uma
mistura homogénea (variavel, max. 24h). Obtiveram-se produtos finais (PLA-MAA, PLA-IEMA, PLA-
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LAR2:1, PLA-LARL:1 e PLA-TMI) de diferentes viscosidades e aspeto transparente. Estes foram
transferidos para frascos escuros ou os baldes envolvidos em papel de aluminio, de forma a ficarem
protegidos da luz (para evitar reticulacdo).

Preparadas as solugdes finais, procedeu-se a fotoreticulacéo, recorrendo a uma lampada de UV (modelo
UVGL-48, Multiband UV, da Mineral light® Lamp), cuja gama de radiacdo se situa entre os 254 e os 365
nm (em que o Ir 2959 é mais sensivel) [11, 12]. As amostras liquidas foram preparadas em caixas de Petri
ou em placas de vidro, previamente limpas com etanol ou acetona e devidamente secas. Sobre as placas,
conseguiu-se o espalhamento de amostras liquidas de modo a obter filmes com diferentes espessuras
(250, 500, 1000 ou 2000 um), com a ajuda de um espalhador de inox, seguindo-se a sua irradiacao.
Foram testados diferentes tempos de irradiacdo, consoante o pré-polimero modificado. Para os produtos
PLA-MAA e PLA-IEMA, os tempos de irradiagéo foram fixos em 2 minutos [12]. Para os produtos PLA-
LAR2:1 e PLA-LARL1:1, submeteram-se as amostras a sucessivos periodos de irradiagcdo de 15 segundos,
a fim de perceber qual o tempo necessario para a reticulacdo dos mesmos. Para 0 PLA-LAR2:1 fixou-se 0
tempo de irradiagdo em 2 minutos. Para o PLA-LARL:1, foram testados trés tempos de irradiagdo: 30
segundos, 1 e 2 minutos (obtendo sempre matrizes reticuladas). O PLA-TMI foi sujeito ao mesmo teste,
porém nao reticulou por irradiacdo de luz UV, tendo sido descartado do estudo de caraterizacéo.

Obtiveram-se diferentes filmes/membranas transparentes, com diferentes rendimentos de reticulagdo
(dada a existéncia de algum liquido residual para menores tempos de irradiacdo) e com diferentes
propriedades: PLA-IEMA e PLA-LARL:1 revelaram-se flexiveis e resistentes, enquanto PLA-MAA e
PLA-LARZ2:1 se apresentaram gelatinosos. Todos os adesivos obtidos foram limpos e secos numa estufa
de vécuo, a uma temperatura de 40°C, de modo a remover o éter dietilico da sua composig&o.
Posteriormente foram armazenados em local seco, a temperatura ambiente, e finalmente caracterizados.
No Anexo L, Figura L.1, apresenta-se um esquema-sintese com as Varias etapas do processo de producdo
dos adesivos. Na Figura L.2 apresenta-se uma ilustragdo da montagem experimental efetuada e salientam-
se os fatores tidos em consideracao.

33.  (aracterizaao

Produzidos os diferentes filmes/membranas, avaliou-se um conjunto de propriedades recorrendo a
diversas técnicas de caracterizacdo, cujos procedimentos experimentais sdo apresentados de seguida. Sera
feito também um enquadramento teérico muito sucinto de cada técnica, apresentando-se as motivacoes da
sua execucdo. Fundamentos importantes serdo referidos. Protocolos detalhados sdo apresentados em
Anexo.

3.3.1. Espetroscopia de infravermelho com reflexao total atenuada (ATR-FTIR)

A analise por ATR-FTIR é uma técnica de caracterizacdo quimica, simples e eficaz, que permite a
identificacdo dos grupos funcionais existentes em diferentes tipos de amostras. Permite conhecer a
composicao quimica de um dado produto, confirmando a presenca dos grupos funcionais de interesse. O
principio basico da técnica consiste na passagem de um feixe de radiacdo infravermelho (IV) pela
amostra. Cada grupo funcional absorve energia num dado nimero de onda, obtendo-se assim o seu
espetro [4, 73]. Interessa realizar esta analise a todos os reagentes utilizados, pré-polimero sintetizado,
pré-polimeros modificados (a fim de identificar a presenca ou ndo dos grupos funcionais que se pretendeu
introduzir) e adesivos obtidos apds reticulacdo fotoquimica das amostras. As analises de ATR-FTIR
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foram realizadas num espetrofotometro Jasco FT/IR-4200 Spectrometer*? equipado com um Golden Gate
Single Reflection Diamond ATR. Os espetros foram registados a 128 scans, a temperatura ambiente, com
uma resolucéo de 4 cm™.

33.2.  Teor de gel (ge/ conteny

A fim de perceber o grau de reticulagio das amostras obtidas, foi determinado para cada um dos produtos
0 seu gel content. Foram preparadas amostras de filmes de espessura de 1mm, de cada um dos produtos.
Os filmes foram previamente pesados, registando-se a sua massa inicial (im,) e de seguida colocados em
recipientes fechados com éter dietilico durante a noite (com agitacdo). De seguida, foram secos numa
estufa de vacuo (a 40°C) e pesados, registando-se a sua massa seca final (m,). O gel content para cada
adesivo foi determinado pela Equagéo 3.1.

gel content (%) = % %x 100 (k)]
0

3.33.  Avaliagao da capacidade de absorcao de agua (Swelling)

Um dos fatores a ter em conta na preparagéo de um adesivo biologico € a sua capacidade de absor¢do de
agua (ou a sua capacidade de “inchago”), que influencia o seu desempenho/eficacia no tratamento e
reparacgao de tecidos. Torna-se por isso pertinente a sua avaliagdo para todos os adesivos produzidos neste
trabalho.

Para a realizacdo do teste, foram preparadas amostras de filmes de diferentes espessuras: 1 mm e 2 mm.
Estas foram secas numa estufa de vacuo até atingirem um valor de peso constante. Desta forma, obteve-se
0 seu peso seco (W;). De seguida, trés amostras de cada espessura foram transferidas para recipientes
fechados contendo apenas &gua destilada, sendo colocados a temperatura de 37°C (temperatura
fisioldgica). As outras trés amostras de cada espessura foram colocadas em recipientes fechados em
solucdo PBS, também a temperatura de 37°C. Em cada recipiente, adicionou-se um volume de agua ou
solugcdo PBS de 10 mL. Iniciado o teste, as amostras foram pesadas em intervalos de tempo pré-
determinados até atingirem um valor de peso constante, que corresponde ao seu peso hidratado (W},). Foi
assim possivel determinar a capacidade de absor¢do de dgua (em percentagem) de cada adesivo através da
Equacéo 3.2.

Capacidade de absorgio de dgua (%) = (%) x 100 (3:2)

3.34.  Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A andlise de microscopia eletronica de varrimento (SEM) utiliza um feixe focalizado de eletrdes de alta
energia, de modo a produzir uma diversidade de sinais na superficie de amostras solidas. Os sinais
resultantes das interagBes eletrdo-amostra contribuem com algumas informagfes sobre as amostras,
nomeadamente: estrutura da superficie e sua morfologia, composi¢do quimica, estrutura cristalina ou até
mesmo orientacdo dos materiais que constituem a amostra, sendo por isso uma das técnicas mais
utilizadas na pesquisa e estudo de materiais [78].

12 Informagdes sobre o equipamento em: http://www.jascoinc.com/spectroscopy/ft-ir-4000-series
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Todos os filmes obtidos para os diversos tempos de irradiacdo UV foram submetidos a SEM, a fim de
identificar as diferencas existentes na sua estrutura e morfologia. As amostras foram por isso colocadas
num suporte apropriado sobre fita de carbono, sendo de seguida revestidas com uma camada fina de ouro,
de forma a tornarem-se condutoras. Para observar a secc¢do transversal, arrefeceram-se as amostras em
azoto liquido, abaixo do seu valor de Ty, provocando facilmente a sua fratura. O aparelho utilizado foi um
Scanning Microscope JSM-5310 da Jeol. Foram obtidas imagens com ampliacdes de 500x, 5000x e
7500x. Mais informacdes sobre o funcionamento da técnica e equipamentos utilizados poderdo ser
consultadas em [78].

3.3.5.  Propriedades térmicas — TGA, DSC, DMTA

Foram aplicadas diversas técnicas de caracterizagdo térmica, de forma a conhecer as propriedades
térmicas dos materiais sintetizados. Estas serdo apresentadas por sequéncia de realizacao.

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada para todas as amostras liquidas e reticuladas (depois da
irradiacdo UV). Pretendeu-se com esta analise avaliar a estabilidade térmica dos materiais, observando a
sua variacdo de massa em funcédo da temperatura e/ou do tempo, quando estes sdo sujeitos a um aumento
controlado de temperatura. Para cada material, determinou-se a temperatura de degradacéo (T,) (ou seja,
a temperatura a partir da qual o material comegou a sofrer uma variagdo de massa consideravel resultado
do aumento de temperatura), concluindo sobre a sua estabilidade em condi¢cdes de uma determinada
aplicagdo ou no seu processamento. Também se teve como objetivo avaliar o perfil de degradacédo do
PLA de estrutura linear sintetizado, confrontando com perfis de PLA comercial encontrados na literatura.
A técnica em si é bastante simples e usufrui de vantagens inerentes, como a possibilidade de estudar os
materiais até temperaturas bastante elevadas, utilizando quantidades muito pequenas de material (entre 5
a 10 mg). A analise da degradacgdo térmica das amostras foi assim conduzida num equipamento SDT
Q500 da Thermal Analysis (TA) Instruments. Todas as amostras foram aquecidas até uma temperatura de
600°C, com uma velocidade de aquecimento de 10°C min™ em atmosfera de azoto com um fluxo de 100
mL min™. O processamento dos dados foi feito no Universal analysis 2000 software da TA Instruments.

A andlise por calorimetria diferencial de varrimento (DSC) foi de seguida executada para todos 0s
produtos obtidos: pré-polimero, pré-polimeros modificados e reticulados. Esta técnica (simples e rapida)
permite analisar a alteragdo da capacidade calorifica (C,) de um material por variagdo da temperatura.
Para tal, sujeitou-se as amostras de massa conhecida (entre 5 a 10 mg) e uma amostra de referéncia, a uma
variagdo de temperatura, em intervalos pré-determinados, medindo-se as transicBes térmicas™ [16]. E
assim possivel determinar a temperatura e entalpia nas fases de transi¢do dos materiais. Uma curva tipica
de DSC representa o fluxo de calor medido em funcdo da temperatura e/ou do tempo, podendo-se
determinar a temperatura de transicao vitrea (T,), temperatura de cristalizagdo (7), temperatura de fusdo
(T;y,) e entalpia de fusdo (AHm) de cada amostra em analise [12, 16].

Recorreu-se a técnica DSC, neste trabalho experimental, essencialmente para determinar a T, de todos o0s
materiais sintetizados. As curvas de DSC foram obtidas num equipamento de calorimetria diferencial de
varrimento, modelo Q100 da TA Instruments, também com uma velocidade de aquecimento de 10°C min®
! numa atmosfera inerte (fluxo de 100 mL min™). Os testes foram executados numa gama de
temperaturas de -80°C até 200°C (temperatura inferior a temperatura de degradacéo de cada material).

13
Mais informagdes sobre a técnica, seu funcionamento e equipamentos em: http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-74542GDE_DSCBeginnersGuide.pdf.
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Por Gltimo, as amostras foram sujeitas a analise térmica dindmico-mecanica (DMTA). A técnica consiste
na aplicacdo de uma forca periddica sinusoidal a uma determinada amostra, medindo-se a deformacéo
resultante como funcgdo da frequéncia e da temperatura [12]. Com 0 DMTA, é possivel medir a rigidez,
elasticidade e amortecimento do material (Tan §).

A anélise DMTA foi conduzida para todos os adesivos, com espessuras conhecidas de aproximadamente
1 mm, recorrendo a um Triton Tritec 2000 em Constrain Layer Damping Mode, com uma velocidade de
aquecimento de 5°C min™, em condicdes de multifrequéncia (1 e 10 Hz). A temperatura de transicdo
vitrea (T,) foi neste caso determinada como sendo o pico em Tan § (Equagéo 3.3).

_ e
Tané = — (3:3)

Onde E' representa 0 mddulo de perda, ou seja, a capacidade do material em dissipar energia
(comportamento viscoso) e E’ 0 mddulo de armazenamento, traduzindo-se na capacidade do material em
armazenar energia (comportamento elastico)™ [11, 12].

3.3.6.  Degradagao hidrolitica em solugao PBS

O caracter temporério das aplicacbes em estudo tem implicitos diversos requisitos: 1) producdo de
materiais que sejam biodegradaveis; 2) que esses mesmos materiais sejam bioabsorviveis, de modo a
serem metabolizados pelo organismo; 3) e que o tempo de degradacdo ndo seja demasiado longo,
correspondendo ao tempo de tratamento. Como tal, torna-se pertinente estudar a degradacdo dos materiais
sintetizados, avaliando a variagdo de massa ao longo do tempo.

Os estudos de biodegradacéo dos filmes PLA-MAA, PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LARL1:1, tempos
de reticulagdo de 2 minutos, foram por isso realizados em solucéo PBS (pH 7,4) e conduzidos ao longo de
seis semanas (=~ 42 dias). Preparou-se amostras de filmes de diferentes espessuras (1 e 2 mm), a fim de
perceber se a espessura teria influéncia na taxa de degradacdo dos materiais, nos diversos tempos de
incubacédo pré-determinados (24h, 72h, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 semanas). Para cada tempo de incubacdo (e cada
espessura) foram preparadas amostras em triplicado, obtendo-se no total 48 amostras de cada produto (24
filmes de cada espessura). Para que todas as amostras de cada produto (de 1 ou 2 mm) tivessem uma
massa idéntica, foram feitos filmes com uma &rea aproximada de 1 cm? Todos os filmes produzidos
foram previamente secos numa estufa de vacuo, a 40°C, de modo a evaporar 0 solvente (éter dietilico)
existente. O tempo de secagem foi o suficiente para que apresentassem uma massa constante. Desta
forma, registou-se a sua massa seca inicial (mg ).

De seguida, colocou-se cada um dos filmes num recipiente de vidro, ao qual foi adicionado 10 mL de
solugdo PBS, sendo de seguida devidamente fechado. A solugdo PBS pretende simular a concentracdo
salina do plasma sanguineo, com um pH de 7,4. O teste de degradacéo foi realizado a uma temperatura de
37°C (temperatura fisiologica do corpo humano). A cada tempo pré-determinado, as seis amostras de cada
produto foram retiradas da estufa, pesadas humidas e de seguida limpas e colocadas a secar (a uma
temperatura de aproximadamente 37 a 40°C) para eliminar toda a dgua que pudessem ter absorvido.
Depois de secas, pesou-se a sua massa final (mg ), determinando-se a variagdo de massa ocorrida.

14
Mais informagdes sobre a técnica, seu funcionamento e equipamentos em: http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-74546GDE_IntroductionToDMA.pdf.
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O grau de degradacdo foi obtido determinando a perda de massa (%) de cada amostra ao fim de um
determinado periodo de tempo, através da Equacédo 3.4.

Mg o—Mg ¢

Perda de massa (%) = x 100 (3.4

s,0
Em que m,, € mg, S0 as massas seca inicial e ao fim do tempo ¢ de degradagéo. Para cada tempo, foram
retiradas trés amostras de cada espessura, de cada produto. A fim de perceber as diferencas morfolégicas
dos filmes ao longo do processo de degradacdo, uma das trés amostras retiradas para 0s tempos de
incubacdo de 72h e 6 semanas, foi analisada pela técnica de microscopia eletronica de varrimento (SEM).

3.3.1.  Testes de adesao em folhas de gelatina

Tendo em conta as aplicagdes em estudo, revela-se de grande importancia a realizacdo de testes de adesdo
in vitro das diferentes solucGes obtidas. Para simular a adesdo dos materiais aos tecidos biolégicos foram
cortadas e preparadas duas folhas de gelatina de dimensfes idénticas, entre as quais se colocou
individualmente uma amostra de solucdo de cada pré-polimero modificado, que foi de seguida
fotopolimerizado. Obtiveram-se assim matrizes reticuladas com o objetivo de promover a adesdo entre as
folhas de gelatina, na area em que estas foram sobrepostas. As folhas de gelatina pretendem representar
os tecidos bioldgicos, uma vez que tém uma composicdo semelhante em grupos aminicos. De seguida,
cada amostra foi sujeita a um teste mecanico de tragdo numa maquina de ensaios Instron 5900 R 1186."
Cada ensaio terminou com a fratura das folhas (no caso de ter ocorrido ades@o) ou com a separacdo destas
por descolagem (quando ndo aconteceu), tendo-se registado em cada a forga na rutura.

Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente e a velocidade de afastamento foi de 5 mm min™.
Para se ter uma referéncia (designada de controlo), efetuou-se um teste de tracdo a uma folha de gelatina
sem pré-polimero, registando-se o valor maximo de forga na rutura. De referir ainda que, em cada ensaio,
a deformacdo de cada amostra foi registada ao longo do tempo através de um software disponivel.

3.3.8.  Determinagao das energias de superficie por medi¢ao de é&ngulos de
contacto

Neste trabalho pretendeu-se ainda determinar as energias de superficie de todos os pré-polimeros
sintetizados, apds reticulagdo fotoquimica. Assim, os produtos foram individualmente espalhados em
pequenas lamelas de vidro e submetidos a irradiagdo UV por 2 minutos, obtendo-se filmes com uma
superficie lisa e uniforme. Um equipamento OCA 20, da Dataphysics, permitiu medir os angulos de
contacto estaticos (0), a partir dos quais se calculou a energia de superficie de cada adesivo [79 — 81].
Informacdes sobre o equipamento poderéo ser consultadas em [80].

Para a determinacdo dos angulos de contacto estdticos foram utilizados quatro liquidos:1) agua; 2)
etilenoglicol; 3) propilenoglicol; 4) e formamida. Para cada liquido, em cada adesivo, foram efetuadas dez
medicGes em diferentes pontos da amostra, de modo a determinar um angulo de contacto estatico médio.
Medidos os angulos de contacto foi possivel, através do método de Owens-Wendt-Rabel e Kaelble [82], 0
calculo da energia de superficie (y) e das respetivas componentes polares (yf) e dispersivas (y2) para
cada adesivo, assim como para a folha de gelatina utilizada nos ensaios de tracéo [11].

15 Informag@es sobre o equipamento e acessérios em: http://www.instron.com/wa/product/5900-Series-Mechanical-Testing-Systems.aspx
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33.9.  Hemocompatibilidade

De acordo com a norma da International Organization for Standardization (ISO) — “ISO 10993-4
Biological Evaluation of Medical Devices” [83], a avaliacdo da hemocompatibilidade é extremamente
importante e um requisito essencial para todos os materiais que entrem em contacto com 0 sangue.
Todavia, ndo existem protocolos definidos para o estudo em causa. Desta forma, cada laboratério ou
grupo de investigacao deve padronizar e validar o seu método de avaliagdo [84].

Neste trabalho, teve-se como objetivo para todos os adesivos de PLA produzidos o estudo in vitro de dois
tipos de interacdo com o sangue, nomeadamente: 1) hemélise; 2) e trombogenicidade. Utilizou-se sangue
de coelho j4 anti-coagulado (sangue ACD-A) em todos os ensaios, fornecido pela PROBIOLOGICA. Este
foi usado assim que recebido, para garantir a qualidade do mesmo e a fiabilidade dos resultados obtidos.

Os procedimentos experimentais realizados para a determinacdo do indice hemolitico e do potencial
trombogénico dos diferentes materiais sdo apresentados de seguida. Estes foram realizados com base em
protocolos j& estabelecidos pelo grupo de investigacdo do CIEPQPF, a partir dos quais se consultou a
bibliografia por estes citada, e que pode ser consultada em [85 — 95]. Os procedimentos detalhados e
alguns fundamentos importantes sdo apresentados no Anexo M.

3.39.1. Determinagao do indice hemolitico

Os testes de hemolise foram realizados de acordo com a norma ASTM F 756-00 — Standard Practice for
Acessement of Hemolytic Properties of Materials [85], que permitiu determinar a percentagem de
hemélise que cada material € capaz de provocar nos constituintes do sangue, nomeadamente nos glébulos
vermelhos. A percentagem de hemolise provocada por cada material foi obtida tendo por base a
quantidade de hemoglobina (Hb) libertada para o plasma sanguineo, no contacto (direto ou indireto) dos
materiais com o sangue, por um determinado periodo de tempo.

Para determinar a concentracdo de Hb recorreu-se ao método da cianometahemoglobina modificado, com
base na norma anteriormente referida [85]. Esta mesma norma refere que o sangue utilizado nos testes de
hemolise deve apresentar uma concentracdo final de Hb de 10 mg/mL + 1 mg/mL. Por sua vez, a
concentracdo de Hb no plasma do sangue amostrado deve ser inferior a 2 mg/mL. Para obter os valores de
concentragdo de Hb referidos, o sangue foi diluido com uma solucéo salina tamponizada (PBS, pH 7,4),
apos determinacdo da concentracdo inicial de Hb. Foi assim necessério delinear uma curva padrdo, a
partir de diferentes solu¢Bes de hemoglobina, com diferentes concentragfes. A curva obtida permitiu
relacionar os valores de absorvancia obtidos por espetrofotometria com a quantidade de hemoglobina
livre. No anexo M, apresenta-se a explicacdo detalhada de todos os passos efetuados nos testes de
hemolise, fundamentos e requisitos tidos em consideracdo, nomeadamente na elaboracdo da curva de
calibracéo.

A concentracdo inicial de Hb no plasma foi de 1,33 mg/mL (correspondendo aos requisitos desejados).
Por sua vez, a concentracdo inicial de Hb no sangue foi de 110,6 mg/mL, e apds sucessivas diluicdes,
atingiu-se uma concentracdo de Hb no sangue diluido de 10,3 mg/mL.

Posteriormente procedeu-se ao contacto dos materiais testados com o0 sangue, usando amostras de
adesivos, com uma &rea superficial de 21 cm® Todas as amostras produzidas foram devidamente secas,
cortadas e colocadas em tubos de propileno, aos quais se adicionou aproximadamente 7 mL de solucdo
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PBS (contacto indireto). Apos incubacdo por um periodo de 24h a 37°C, removeu-se 0 PBS dos tubos,
tendo-se adicionado a cada material 1 mL da solucédo diluida de sangue ACD-A de coelho. Foi adicionada
a mesma quantidade de sangue diluido a solu¢do PBS que esteve em contacto com cada um dos materiais.
Todas as amostras foram colocadas na estufa, permanecendo pelo menos por um periodo de 3h, a uma
temperatura de 37°C, e sem agitacdo, promovendo assim o contacto entre materiais/sangue e solucdes de
extracdo (PBS)/sangue. Foram ainda preparados os controlos negativos (por adi¢do de igual quantidade
de sangue ACD-A a 6 mL de PBS) e os controlos positivos (adicionando neste caso 0 sangue a agua
destilada, correspondendo a 100% de hemolise). Todos os tubos com as amostras foram invertidos
cuidadosamente em intervalos de tempo pré-estabelecidos (30 minutos), de modo a garantir o contacto
entre 0 material e o sangue.

Apbs o periodo de incubacdo, as amostras foram transferidas para tubos apropriados e centrifugadas a
2100 rpm, durante 15 min. Com a centrifugagdo, obtiveram-se duas fases: a componente celular
sedimentada e o sobrenadante (plasma). A quantidade de hemoglobina libertada por hemélise para o
sobrenadante foi determinada através da medicao das densidades 6ticas (DO) de todos 0s sobrenadantes, a
uma absorvancia de 540 nm. Para tal, foi utilizado um espetrofotometro UV-Vis Jasco V-550.

Finalmente, a percentagem de hemdlise (% Hemolise) em cada amostra testada (material e PBS) foi
calculada através da Equacéo 3.5.

% Hem(')lise — ( Doamostra,teste — DOcontrolo negativo ) x 100 (35)

DOcontrolo positivo — DOcontrolo negativo

33.9.2 Avaliagao da trombogenicidade

Para avaliar o potencial trombogénico dos adesivos produzidos, preparou-se trés caixas de Petri de cada
produto, de forma a realizar o estudo em triplicado. Os produtos liquidos foram irradiados por um periodo
de 2 minutos, ndo se retirando os adesivos das caixas de Petri, de forma a garantir o pleno contacto entre
sangue e material. O caracter trombogénico dos materiais foi avaliado tendo em conta a massa de coagulo
formada na superficie de cada um dos adesivos, ap6s um determinado tempo de contacto entre o sangue
ACD-A de coelho e os materiais. Para o efeito, recorreu-se ao método gravimétrico de Imai e Nose [96].

Todos os produtos foram previamente incubados em PBS, a uma temperatura de 37°C por um periodo de
24 a 48h. Seguidamente, o PBS foi removido, tendo-se adicionado a cada amostra 250 uL de sangue
ACD-A. A mesma quantidade de sangue foi também adicionada a trés caixas de Petri vazias, que
funcionaram como controlo positivo (uma vez que o vidro é um material trombogénico). O inicio dos
testes de coagulagdo sé foi possivel depois da adicdo de 25 uL de uma solucéo de cloreto de célcio
(CaCl,) 0,10M previamente preparada, a cada amostra. Todas as caixas de Petri foram de seguida
colocadas na estufa, a 37°C, durante 40 min. Ap6s esse tempo, foram retiradas da estufa e adicionou-se a
cada 5 mL de &gua destilada aos coagulos formados, de forma a interromper o processo de coagulagéo.
Apds 5 min, a solugdo em cada caixa de Petri foi devidamente filtrada, sob vécuo.

Os coagulos resultantes foram finalmente fixados com a adicdo a cada um de uma solucdo a 37% de
formaldeido. Todos os papéis de filtro com os codgulos secaram em local protegido até evaporacdo do
formaldeido. De seguida, foram colocadas na estufa, a 37°C, durante 24h, até peso constante das
amostras. Para determinar a percentagem de massa dos trombos/codgulos formados em cada caso,
recorreu-se a Equacdo 3.6.
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Mcosgulo_amostra™ Mmédia_negativo x 100 (36)

% massa de codgulos formada =
Mmédia_positivo™ Mmédia_negativo

Onde m¢osguio_amostra € @ Massa de coagulo formada em cada amostra, obtida a partir da subtragéo da

massa inicial de cada papel de filtro a massa final com o0s coagulos (Myiitro+coaguio). POr SUa vez, a

Mpm¢dia negativo COrresponde a massa média formada de coagulo nos brancos (controlos negativos), e

Mynsdia positive € @ Massa media de coagulo formado nos controlos positivos (vidro).

3.3.10.  Biocompatibilidade

Biocompatibilidade é entendida como a capacidade de o material implantado proporcionar uma resposta
favoravel no hospedeiro, sem que haja sinais de citoxicidade, mutagénese e/ou carcinogénese [97].
Assim, foi fundamental a realizacdo de testes de biocompatibilidade in vitro para os adesivos de PLA, de
forma a avaliar o seu potencial nas aplicacBes clinicas pretendidas. Dois estudos foram realizados: 1)
avaliacdo da citoxicidade dos materiais (que envolveu cultura celular de fibroblastos humanos em
contacto direto com os adesivos e consequente estudo da viabilidade celular); 2) e avaliagdo da atividade
antibacteriana dos materiais (envolvendo a cultura das bactérias S.aureus e E.coli em contacto com 0s
filmes). Os estudos foram conduzidos na Universidade da Beira Interior (UBI, Covilhd) e realizados
paralelamente aos ensaios de caracterizacdo ja mencionados. Os procedimentos experimentais seguiram
protocolos previamente estabelecidos pelo grupo de investigagdo da UBI. Nas proximas seccOes
apresentam-se 0s procedimentos, técnicas de caracterizagdo complementares, assim como 0s materiais
utilizados especificamente nestes ensaios.

3.3.10.1. Materiais

Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-F12), &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), caldo LB
(LB Broth), canamicina (Kanamycin), pastilhas PBS, estreptomicina (Streptomycin) e tripsina (Trypsin)
foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal). Células criopreservadas de fibroblastos humanos
(normal human dermal fibroblasts adult (NHDF)) foram obtidas pela PromoCell (Labclinics, S.A.;
Barcelona, Espanha) e utilizadas nos ensaios de citoxicidade. A estirpe bacteriana Escherichia coli
(E.coli) DH5« foi adquirida a ATCC. Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923 foi utilizada como
modelo para avaliar as propriedades antimicrobianas dos adesivos. Soro fetal de bovino (fetal bovine
serum, FBS) (livre de qualquer antibiético) foi comprado na Biochrom AG (Berlim, Alemanha).
Finalmente, o 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
(MTS) foi adquirido a Promega (Madison, Wisconsin, E.U.A.).

3.3.10.2. Avaliagao da biocompatibilidade
3.3.10.2.1. Cultura celular de fibroblastos humanos na presenga dos filmes

Células de fibroblastos humanos (hFib) foram cultivadas em contacto direto com os materiais (a uma
densidade de 10x10° células por amostra) em placas de 96 pogos. O meio de cultura utilizado foi o
DMEM-F12, suplementado com FBS (10% v/v), 100 pug/mL de estreptomicina e 100 ug/mL de
gentamicina. Antes do cultivo das células, todos os adesivos foram esterilizados, usando radiagdo UV
durante 30 minutos. Por sua vez, o crescimento celular foi monitorizado através de um microscépio 6tico
Olympus CX41, equipado com uma camara digital Olympus SP-500 UZ [98].
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3.3.10.2.2. Estudo da viabilidade celular na presenca dos filmes de PLA

Com o objetivo de avaliar o perfil citotdxico de todos os materiais sintetizados, realizou-se o teste MTS,
de acordo com um método previamente desenvolvido nos laboratérios da UBI, onde decorreram o0s
ensaios [98]. De forma sucinta, todos os materiais foram colocados numa placa de 96 pogos (n=5) e
irradiados com luz UV durante 30 minutos. As células foram cultivadas no meio de cultura preparado,
como referido anteriormente, a uma densidade de 10x10° células/filme, por periodos de incubacdo de 24,
48 e 72 horas. Apds cada tempo de incubacdo, a atividade redox das mitocéndrias das células viaveis foi
avaliada através da conversdo do MTS num produto formazan de cor purpura solivel em &gua. Para isso,
0 meio de cultura em cada poc¢o foi removido e substituido por 100mL de meio fresco com 20mL de
solucdo reagente MTS/PMS. De seguida, as células foram incubadas por um periodo de 4 horas, a
temperatura de 37°C, numa atmosfera himida com 5% de CO,. Finalmente, a absorvancia da solucdo
colorida foi medida através de um leitor de microplaca Anthos 2020 (Safoni, Diagnostics Pauster), a uma
absorvancia de 492nm. De referir ainda que foram preparados controlos negativos, K™ (cultura de células
na auséncia dos materiais) e os controlos positivos, K* (com a adigdo de etanol (96%) a células cultivadas
em diversos pogos).

3.3.10.2.3. Microscopia eletronica de varrimento (SEM) das amostras

A adesdo e proliferacdo celular na presenga dos materiais foram ainda caracterizadas por SEM. Para tal,
as amostras foram lavadas com solugdo PBS, a temperatura ambiente, e fixadas durante a noite com 2,5%
(v/v) de glutaraldeido. Posteriormente foram lavadas trés vezes com PBS e desidratadas com solucdes de
etanol graduais (50, 60, 70, 80, 90 e 99,9%). Os filmes foram depois congelados, liofilizados por um
periodo de 3 horas e finalmente colocados em suportes de aluminio com fita adesiva dupla, sendo
revestidos com uma camada fina de ouro. Para o efeito, utilizou-se um revestidor por crepitagdo Quorum
Q150R ES. As imagens SEM foram obtidas com uma voltagem de aceleracdo de 20kV, em diferentes
ampliagGes, com um Hitachi S-3400N Scanning Electron Microscope [99].

3.3.103. Estudo da atividade antibacteriana dos filmes de PLA

Um dos problemas associados & implantagdo de dispositivos médicos no organismo séo as infegdes
bacterianas, que ndo sé comprometem a funcdo e desempenho dos materiais implantados, como
contribuem para reacdes adversas e complicacbes graves nos tratamentos [97, 100, 101]. Pretendeu-se
desta forma avaliar se os adesivos teriam ou ndo caracteristicas antibacterianas.

O estudo de adesdo bacteriana foi conduzido com dois tipos de bactérias: 1) S. aureus, gram-positiva,
uma das principais responsaveis pela ocorréncia de infe¢bes no organismo no contacto de biomateriais
com os fluidos e tecidos bioldgicos [100, 101]; 2) e a E.coli, gram-negativa, normalmente presente no
organismo humano. Ambas as bactérias constituiram o modelo de avaliacdo das propriedades microbianas
dos filmes de PLA obtidos. Para esta finalidade, foi utilizado o método de difusdo em é&gar, onde as
estirpes (1x10® CFU/mL) foram cultivadas em placas de &gar, seguindo-se a colocacdo dos filmes no
topo por um periodo de 24 horas, a 37°C [102]. Posteriormente, o halo inibitorio foi observado e imagens
SEM foram obtidas, a fim de avaliar a formacao de biofilme na superficie dos materiais [103].
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4.  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparagao dos Bioadesivos

O trabalho experimental desenvolvido conduziu a preparacdo de diferentes bioadesivos a partir de &cido
latico com vista a sua possivel utilizacdo em cirurgia (no tratamento de feridas incisas e/ou reparacao,
adesdo e regeneracao dos tecidos organicos), podendo estes no futuro ser ferramentas clinicas de grande
importancia e valor indubitavel para tratamentos médicos e/ou cirirgicos.

Na préxima sec¢do comega-se por resumir 0s aspetos mais importantes e decisdes tomadas em cada etapa
do processo de producdo, que resultou na obtencéo de diferentes matrizes poliméricas a partir de PLA de
estrutura linear. A nomenclatura de todos 0s produtos sintetizados sera novamente esclarecida, facilitando
a posterior leitura e compreensdo dos resultados.

4.1.1. Sintese dos pré-polimeros modificados e reticulagao fotoquimica

O trabalho teve inicio com a preparagdo do pré-polimero tequélico de base &acido latico por
policondensacdo direta do &cido latico L(+), utilizando como co-monémero o 1,4-butanodiol (BD),
submetendo-se a solugdo a temperaturas bastante elevadas até ser removida toda a 4gua existente. Obteve-
se um polimero de baixa viscosidade, baixo peso molecular e com um tom ligeiramente amarelado.

Posteriormente, o pré-polimero obtido foi funcionalizado com os quatro mondémeros ja mencionados
(MAA, IEMA, LAR e TMI). Obtiveram-se polimeros com liga¢des de carbono duplas nos seus terminais,
capazes de reticular fotoquimicamente in situ, na presenca de radiacdo UV (apés adigdo do fotoiniciador
Ir 2959), com excec¢do do polimero modificado com TMI (o que sera explicado mais a frente). As etapas
de producéo foram executadas sem a adigdo de catalisadores, sacrificando o tempo de reagdo. Para todos
0s materiais, a quantidade de fotoiniciador foi fixa em 6% do numero de moles de ligages duplas
existentes nos pré-polimeros modificados. Partiu-se desta quantidade para garantir uma elevada
velocidade de reagéo de cura dos materiais em condigdes ambientais.

Na preparagdo dos materiais, o fotoiniciador revelou-se insoltvel em todos os pré-polimeros modificados.
Como tal, houve a necessidade de o solubilizar em éter dietilico, adicionando-o posteriormente aos
polimeros, até se obterem no final produtos viscosos e com um aspeto homogéneo. A quantidade de
solvente adicionada nas varias etapas do processo foi um dos aspetos mais criticos, dependendo do
monomero funcional utilizado. Na adicdo do solvente teve-se em conta um objetivo fulcral: obter
materiais de adequada viscosidade, para serem facilmente espalhados sobre as placas de vidro, seguindo-
se a sua fotopolimerizagdo, da qual resultassem membranas/filmes de superficie homogénea, lisa e de
espessura adequada.

Resultado dos diferentes métodos de funcionalizagéo, obtiveram-se cinco pré-polimeros modificados. O
nome dado a cada um partiu da designagdo “PLA-M0”, sendo “M” o monomero funcional em causa e
“0” a designacdo atribuida ao polimero antes da etapa de solubilizagdo do fotoiniciador. Por sua vez, ap6s
adicdo deste e do processo de fotopolimerizagdo, o nome das membranas obtidas partiu da designacéo
“PLA-M”. Sendo assim, obteve-se os pré-polimeros modificados: PLA-MAAO, PLA-IEMAO, PLA-
LARO02:1, PLA-LARO1:1 e PLA-TMIO. Apds exposicdo a UV, obtiveram-se as membranas PLA-
MAA, PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LARL1:1. A designacdo “2:1” e “1:1” para os produtos PLA-
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LAR resultou das diferentes proporcdes testadas. Uma vez que o produto PLA-LARL:1 foi sujeito a
diferentes tempos de irradiagdo UV, as membranas/adesivos obtidos tiveram também nomes diferentes:
PLA-LAR1:1A (2 minutos), PLA-LAR1:1B (1 minuto) e PLA-LAR1:1C (30 segundos).

Como referido anteriormente, o pré-polimero de base acido latico modificado pelo monémero TMI nédo
reticulou por irradiacdo de luz UV. Este facto podera ter sido devido a absorcdo de UV por parte do anel
benzénico (constituinte da molécula TMI), impedindo a reticulagdo das ligacGes duplas por inativagdo do
fotoiniciador. Com o objetivo de verificar a sua reticulacao por acdo da temperatura (reticulacdo térmica)
procedeu-se a adi¢cdo de um iniciador térmico bastante comum (o peréxido de benzoilo, PBO) ao pré-
polimero modificado, numa percentagem de 6% do numero de moles de ligagbes duplas existentes. O
peroxido foi solubilizado no pré-polimero a temperatura ambiente e de seguida uma amostra da solucéo
foi colocada numa estufa, a uma temperatura de aproximadamente 80°C para garantir a ativacdo do
iniciador, que geralmente da origem a radicais reativos a partir de temperaturas superiores a 60°C [104].

Apbs 3 horas na estufa, verificou-se que o produto tinha reticulado, ou seja, os radicais resultantes da
ativacdo do PBO tinham sido capazes de reagir com as ligac6es duplas existentes no pré-polimero, dando
origem a uma matriz polimérica tridimensional. Contudo, a consisténcia dessa matriz revelou-se muito
diferente da consisténcia das matrizes obtidas por fotoreticulacdo. Em vez de se obter uma membrana
flexivel, resistente e facilmente manipulavel, obteve-se uma matriz bastante dura, pegajosa e muito dificil
de manipular (inadequada para as aplicacBes pretendidas). Para além disso, identificou-se como principal
inconveniente soé ter sido possivel a reticulagdo do material por acdo da temperatura.

No processo de reticulagdo térmica, além do dificil controlo da reacdo de reticulacéo, os longos tempos e
a temperatura elevada, constituem grandes limitagdes em aplicagdes biomédicas [21]. Uma vez que se
pretendeu explorar a sintese de materiais que pudessem ser aplicados facilmente in situ, a temperatura
ambiente, e com tempos de reticulagdo bastante reduzidos, o processo de reticulagdo térmica nunca foi
visto como uma alternativa de produgdo possivel. Face a todos os inconvenientes referidos, ndo se
continuou a explorar esta via de producdo nem a caracterizagdo do material obtido. O TMI revelou ser
inadequado para 0 processo de fotopolimerizagdo. Todavia, a modificagdo do PLA foi bem-sucedida
(como se comprova mais a frente no espetro obtido por ATR-FTIR). O LAR, por sua vez, revelou-se um
mondmero extremamente versatil e adequado na sintese de materiais para os fins pretendidos. Diferentes
proporcBes usadas na modificagdo do PLA resultaram em materiais com consisténcias completamente
diferentes. Desde logo se percebeu que o adesivo PLA-LAR2:1 era mais fragil e quebradico, enquanto o
PLA-LAR1:1 se demonstrou extremamente resistente e com uma flexibilidade incrivel (superior aos
adesivos PLA-IEMA ou PLA-MAA).

A fim de resumir algumas das informac®es referidas, apresenta-se na Tabela 4.1 os detalhes sobre a
composicao das formulagGes, condi¢Bes de reacdo (em que ndo foi usado catalisador), pesos moleculares,
estado fisico e aparéncia visual dos pré-polimeros obtidos (antes da irradiagdo UV).

Pretende-se desde ja destacar o sucesso da reacdo de modificacdo do PLA com LAR (na proporcdo de
1:1), atingindo-se um dos objetivos definidos neste trabalho: selecionar um novo mondémero altamente
reativo com os grupos OH do PLA, que conduzisse a uma reducdo significativa no tempo da reacdo de
modificacdo do pré-polimero, sem adicdo de catalisadores. Uma reducdo de aproximadamente 20 horas
nesta etapa representa um grande avanco, no que diz respeito a diminuicdo dos gastos energéticos
associados a producdo. Fixou-se o tempo da reacdo nas 4h, para garantir o éxito da modificagéo.
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Tabela 4.1 Formulagdes de PLA e PLA modificado, peso molecular, estado fisico e aparéncia visual dos materiais.

Condigdes de reagao Formulages
P lecul
PRODUTOS | Tempo  Temperatura  Co-monomero/ 50 moetiar o N
o , Solvente pretendido Estado fisico Aparéncia visual
(h) (°0) monomero (gmal)
Liquido Ligeiramente
PLA 9 150 BD i 500 (baixa visc.) amarelado
Liquido Ligeiramente
PLA-MAD 24 130 MAA i 654 (visc. moderada)  esbranquicado
b .
PLA-IEMAO 24 60 IEMA ED 810 _ Liquido Transparente
(visc. moderada)
. LAR Liquido
PLA-LAR02: | 24 60 (1/2 AL %) ED n.a. (visc. moderada) Transparente
. LAR Liquido
PLA-LAROI: | 3a4 60 (/1AL ?) ED n.a. (visc. elevada) Transparente
PLA-TMIO 24 60 T™MI ED n.a. Ceroso Transparente

3 AL — Acido latico L(+); P Eter dietilico (quantidade adicionada bastante variavel, dependente do monémero utilizado e
da quantidade de pré-polimero que se pretenda modificar); ¢ Estado fisico a temperatura ambiente; n.a. — ndo avaliado.

De referir que é esperada a existéncia de grupos isocianatos livres na matriz ao adicionar o LAR ao PLA
na proporgdo de 1:1. O adesivo daqui resultante foi o que demonstrou maior flexibilidade e elevada
resisténcia, como ja mencionado. O sucesso das varias etapas sera comprovado mais a frente na seccéo
4.1.3. Na Tabela 4.2 resumem-se as informagdes ja disponiveis para os adesivos produzidos neste

trabalho.

Tabela 4.2 Resumo das condigdes de producéo, tempos de reticulagéo testados, estado de cura e aparéncia visual dos bioadesivos

produzidos.
MATRIZES POLIMERICAS RETICULADAS
PRODUTOS Método de Temperatura ~ Quantidade de ~ Tempo de Estado de cura do .
. o N ; R ) ) Aparéncia visual
Iniciagao (°0) iniciador (%a)  reticulagao (s) bioadesivo
PLA-MAA Muito gelatinoso o
FOTO ambiente 6 120 e um pouco Ligeiramente
L Amarelado
fragil
PLA-IEMA FOTO ambiente 6 120 Flexivel e Muito
resistente Transparente
PLA-LARL:] FOTO ambiente 6 120 thfo,su_ave ¢ Muito
ragil Transparente
PLA-LARI:IA FOTO ambiente 6 120 Muito flexivel e Transparente
resistente
PLA-LARI:IB FOTO ambiente 6 60 Flexivel e Transparente
resistente
PLA-LARI:IC FOTO ambiente 6 30 Flgxwel ea Transparente
resistente
PLA-TMI TERMICA 80 6 10800 (3h) - -

\% Produto eliminado

& presenca de algum liquido residual.

Os tempos de reticulacdo para os produtos PLA-MAA, PLA-IEMA e PLA-LAR2:1 foram estabelecidos
como tempos minimos a partir dos quais se percebeu que se obtinham matrizes reticuladas, sem sacrificio
do rendimento de reticulacdo. Se este tempo (120 segundos) fosse diminuido, as membranas
permaneceriam liquidas ou apresentariam vestigios de liquido residual (resultado da ndo conversdo total
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de ligacOes de carbono duplas existentes nos polimeros). Uma vez que os adesivos PLA-MAA e PLA-
LAR2:1 se revelavam frageis e gelatinosos, aumentou-se o tempo de fotoreticulagdo, verificando-se que
as diferengas existentes no estado de reticulacdo das matrizes eram desprezaveis, ap6s 5 a 6 minutos de
irradiagdo. Assim, ndo se colocou como hipotese aumentar o tempo de irradiacdo para estes produtos,
dado o interesse na produgdo de adesivos com o0 menor tempo de cura possivel.

Relativamente ao PLA-LAR1:1, verificou-se que o tempo de irradiagdo UV podia ser menor que 120
segundos, obtendo-se nha mesma membranas resistentes e flexiveis, embora existisse algum liquido
residual (em quantidades minimas) para tempos de irradiacdo UV de apenas 30 segundos. Ainda assim é
de salientar a capacidade de reticulacdo do material num periodo de tempo t&o reduzido. Tal facto revela-
se mais uma vez muito importante e um éxito alcangado com a modificacdo do PLA com LAR nesta
proporcdo. Menores tempos de exposicdo UV correspondem a matrizes menos reticuladas e, neste
ambito, poderdo ser mais maleaveis, mais porosas e com maior capacidade de absor¢do de agua [11, 105].
Porém a capacidade de adesdo aos tecidos e 0 seu desempenho mecénico poderdo ser comprometidos.
Sempre que possivel, procedeu-se a caracterizacdo de todos 0s materiais presentes na Tabela 4.2 (exceto o
PLA-TMI). Ainda assim, em ensaios mais morosos, as membranas PLA-LAR1:1B e PLA-LARL1:1C nédo
foram tidas em consideracdo, caracterizando-se apenas a membrana PLA-LARL:1A.

A fim de perceber a consisténcia e aspeto dos materiais, apresenta-se na Figura 4.1 a aparéncia visual dos
bioadesivos resultantes das diferentes modificacGes testadas.

Figum 4.1 Aparéncia visual dos bioadesivos produzidos apés fotoreticulagdo das solucdes liquidas, por um tempo de exposicéo UV
de 2 minutos: a) PLA-MAA, b) PLA-IEMA, c) PLA-LAR2:1 e d) PLA-LAR1:1A.

4.1.2.  Esquemas Reacionais da modificagao e fotoreticulagao do PLA

De forma a sistematizar as etapas de modificagdo e fotoreticulacdo do PLA linear, apresentam-se nesta
seccao (Figuras 4.2 e 4.3) os esquemas reacionais das diferentes funcionalizactes efetuadas e subsequente
irradiacdo UV na presenca de Ir 2959, originando as diferentes matrizes reticuladas ja referidas.

A reticulagdo térmica do PLA-TMIO com o PBO como iniciador é também apresentada. Importante
mencionar que todos 0s esquemas reacionais apresentados sdo 0s teoricamente esperados, pretendendo
ilustrar as ligacdes existentes entre as moléculas e os fenémenos ocorridos.
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Figura 4.2 Metodologia de sintese dos bioadesivos PLA-MAA e PLA-IEMA — Esquemas reacionais da modificacdo do PLA: a) com MAA e b) com IEMA e subsequente irradiagio UV originando
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Figura 4.3 Metodologia de sintese dos bioadesivos PLA-LAR2:1 e PLA-LAR1:1 — Esquemas reacionais da modificagdo do PLA: com a) LAR (2:1); com b) LAR (1:1) e subsequente irradiagdo UV
originando matrizes reticuladas. Demonstragdo da reticulacéo térmica do PLA-TMIO, c).
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4.1.3.  Caracterizagao por ATR-FTIR

A técnica ATR-FTIR, tal como descrito no Capitulo 3 (sec¢do 3.3.1.), permitiu identificar os grupos
quimicos presentes em cada amostra, possibilitando assim o acompanhamento do sucesso das reacfes de
sintese do oligémero linear (PLA), sua modificacdo com os diferentes mondmeros testados e reacdes de
reticulacdo. O estudo comecou com a sintese de PLA com dois grupos hidroxilo terminais, utilizando o
BD como co-monémero. Com a producdo do pré-polimero esperou-se encontrar uma banda
correspondente a elongacdo dos grupos OH da molécula, assim como uma banda correspondente aos
grupos éster. No Anexo N, Tabela N.1, apresentam-se as bandas caracteristicas que interessa analisar
[106].

Na Figura 4.4 apresenta-se 0 espetro resultante da analise de ATR-FTIR para o pré-polimero sintetizado
(PLA) e para o reagente base (&cido latico) utilizado na sua sintese.

PLA

|

Elongacéo dos grupos OH

N

Elongacdo da ligagcdo C=0

Adido Latico L(+)

|

Elongacéo dos grupos OH

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Frequéncia (cm-1)

Figura 4.4 Espetro de ATR-FTIR do Acido latico L(+) e do PLA sintetizado.

No espetro correspondente ao acido latico verificou-se a existéncia de uma banda bastante acentuada, na
zona de 3378cm™ correspondente & elongacdo caracteristica dos grupos OH. Por sua vez, ao analisar 0
espetro do PLA, detetou-se também uma elongacao caracteristica dos grupos OH na banda de 3448cm™,
mas ndo tdo acentuada. Tal facto deve-se a perda de agua resultante da reacdo de policondensacédo a
temperaturas bastante elevadas. Detetou-se ainda no espetro do PLA a banda caracteristica da elongagao
da ligacdo C=0, na zona de 1738cm™, correspondente aos grupos éster.

A fim de identificar a existéncia ou ndo dos grupos funcionais que se pretendeu introduzir no pré-
polimero, a analise ATR-FTIR foi também realizada para todos os produtos resultantes da modificacdo do
PLA com os diferentes monémeros. Para comprovar o sucesso das reacdes de modificacdo, esperou-se
observar nos espetros um desaparecimento ou uma diminuicdo significativa da intensidade da banda
tipica dos grupos hidroxilo do PLA, assim como o desaparecimento da banda tipica dos grupos funcionais
livres de cada monomero. Para além disso, esperou-se observar em todos os espetros a presenca de
ligagdes duplas de carbono (C=C), principalmente na zona tipica de 1640-1610cm™.
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Os espetros ATR-FTIR presentes na Figura 4.5 comprovam assim o0 sucesso de todas as reacbes de
funcionalizacdo do PLA com os diferentes mondmeros testados (cujos os espetros se encontram no
Anexo N, Figura N.1).

PLA-TMIO

e Wy W

PLA-LARO:| c=C E \
———— —

Y
PLA-LAR02: |
\/\/' w—

PLA-MAAD

e - I UV and T\

PLA-IEMAO

Mt e S NSRS N G T

[
Desaparecimento da banda tipica dos
grupos OH

Elongacéo dos grupos N-H

PLA

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Frequéncia (cm-1)

Figura 4.5 Espetros de ATR-FTIR do PLA e PLA modificado por IEMA, MAA, LAR e TMI.

Observando os espetros na Figura 4.5 é possivel confirmar que a banda correspondente a elongacdo dos
grupos OH do PLA sintetizado (3448cm™) desapareceu nos espetros de todos os pré-polimeros
modificados. Para além disso, nos casos em que o PLA foi modificado pelos monémeros IEMA, LAR (na
proporgdo 2:1) e TMI, verificou-se o desaparecimento da banda caracteristica dos grupos isocianato que
se encontrava presente nos espetros dos mondmeros a 2260cm™ (IEMA), 2263cm™ (LAR) e 2253 cm™
(TMI) (Anexo N, Figura N.1). Tal situagdo sugere que as reacdes de funcionalizagdo por estas vias teréo
ocorrido com elevado rendimento. Relativamente ao PLA-LARO01:1, foi possivel identificar nas andlises
efetuadas uma pequena banda a 2273cm™ que sugere a existéncia de alguns grupos isocianato livres na
estrutura do polimero (o que ja era de esperar). Ainda assim, o pico referido é praticamente impercetivel
no espetro apresentado na Figura 4.5, concluindo-se o consumo quase total dos grupos isocianato livres
também nesta modificagdo. No que diz respeito ao PLA-MAAOQ ndo foram detetadas ligaces anidrido
livres nas bandas tipicas de 1800 a 1740cm™, sugerindo também um elevado rendimento de reagéo.

A reacdo entre os grupos OH do PLA e os grupos isocianato dos monémeros IEMA, LAR e TMI foi
ainda confirmada pela formacao dos grupos uretana em cada pré-polimero, uma vez detetadas as suas
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bandas caracteristicas. Foi possivel verificar as bandas correspondentes: 1) a elongagéo da ligacdo C—N e
deformacédo da ligagdo N—H dos grupos uretana na frequéncia de 1532cm™ (PLA-IEMAO), 1531cm™
(PLA-LAR02:1 e PLA-LARO1:1) e 1518cm™ (PLA-TMIO0); 2) e ainda a elongacdo dos grupos N—H
(ligados por pontes de hidrogénio) [11] nas frequéncias de 3364cm™ (PLA-IEMAO), 3362cm™ (PLA-
LAR02:1), 3341cm™ (PLA-LARO1:1) e 3367cm™ (PLA-TMIO0). Relativamente aos grupos uretana, deve-
se ainda salientar a elongacéo da ligagdo C=0 que se situa na banda caracteristica de 1718cm™ (PLA-
IEMAO) e 1715cm™ (PLA-LAR02:1 e PLA-LARO1:1). Contudo, as bandas caracteristicas da ligacio
C=0 s&o sobreponiveis com a banda dos grupos éster do PLA, ja anteriormente identificada a 1738cm™,
pelo que ndo sdo Vvisiveis nos espetros apresentados.

Finalmente, a presenca de ligaces de carbono duplas apds funcionalizacdo foi confirmada pela detecéo
das bandas tipicas de 816 e 1636cm™ (PLA-IEMAO), 810 e 1636cm™ (PLA-MAAOQ), 810 e 1637 (PLA-
LARO02:1 e PLA-LARO1:1) e ainda de 892 e 1629cm™ (PLA-TMIO). Ap6s observacdo do espetro do
PLA-TMIO, concluiu-se o sucesso da reacdo de modificacdo, culminando com a presenca de ligacGes de
carbono duplas que seriam capazes de reticular fotoquimicamente. Tal ndo aconteceu e a Unica explicacao
plausivel foi a j& referida anteriormente. Apds irradiagdo UV dos restantes polimeros modificados,
esperava-se uma conversdo das ligacdes de carbono duplas existentes, obtendo-se matrizes poliméricas
reticuladas. Para comprovar tal facto, apresenta-se na Figura 4.6 os espetros ATR-FTIR obtidos para
todos os adesivos produzidos, incluindo PLA-LAR1:1B e PLA-LAR1:1C.
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Figura 4.6 Espetros de ATR-FTIR das membranas formadas ap6s adigdo de 6% de Ir 2959 e fotoreticulagio por um periodo de
exposicdo a UV de 2 minutos (exceto para os produtos PLA-LAR1:1B e PLA-LAR1:1C).

Por observacdo dos espetros, pode-se constatar que sdo praticamente coincidentes aos anteriormente
apresentados na Figura 4.5, relativos aos pré-polimeros modificados. Desde modo, pode-se concluir que a
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adicdo do Ir 2959 (espetro na Figura N.2) ndo interfere na composi¢do quimica dos materiais, permitindo
apenas a reticulacdo e coesdo da sua estrutura. Essa mesma reticulacdo é comprovada pelo
desaparecimento das bandas caracteristicas das ligacdes duplas nas zonas tipicas de 1636cm™ e 810cm™
para todos os adesivos, exceto os resultantes de menores tempos de irradiacao.

As matrizes PLA-LAR1:1B e PLA-LAR1:1C apresentam ainda algum liquido residual, resultado de um
menor rendimento da reacdo de reticulacdo. Esse liquido tem exatamente a mesma composic¢ao do pré-
polimero, o que significa que é apenas PLA modificado por reticular. Apesar do rendimento de
reticulagdo ser menor, estas membranas apresentavam-se resistentes e flexiveis.

4.2. MAvaliagao de propriedades dos adesivos e pré-polimeros

O potencial em aplicacGes in situ tornou-se cada vez mais uma realidade, uma vez obtidas membranas
bem definidas, de aspeto homogéneo e uniforme, e com tempos de cura bastante promissores (< 2 min)
em condicOes fisioldgicas. Avaliou-se um conjunto de propriedades quimicas, fisicas, térmicas,
mecanicas e bioldgicas, de forma a concluir sobre o seu desempenho e eficacia em contexto clinico,
perante uma aplicacdo de interesse. Apesar de a utilizagdo ser abrangente a outras areas (como aplicacoes
transdérmicas, com o desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada por incorporacdo de farmacos
nas membranas obtidas), o estudo de caracterizagdo foi concebido e estruturado para inferir a aplicacéo
dos materiais sintetizados em cirurgia, como ja referido. Pretende-se que os adesivos daqui resultantes
possam ser alternativas consistentes e superiores aos ja existentes no mercado dos adesivos cirdrgicos,
apresentando um bom desempenho nas funcGes que lhes estdo destinadas. Assim, nas proximas seccdes
apresentam-se os resultados obtidos da caracterizacéo efetuada, estabelecendo sempre um enquadramento
com a aplicacdo pretendida. Sempre que pertinente, foram também avaliadas propriedades dos materiais
ainda no seu estado liquido (ou seja, antes da irradiacdo UV), sendo estas devidamente discutidas.

4.2.1.  Teor de gel e capacidade de absorcao de agua

De acordo com o que foi referido na secgdo 4.1., foram obtidas membranas com diferentes rendimentos
de reticulacdo. Pela manipulagdo destas em laboratério, foi possivel perceber as notaveis diferengas na
sua estrutura e estado final de cura (Tabela 4.2). De forma a concluir sobre o grau de reticulacdo dos
diferentes adesivos, foi determinado o seu teor de gel (gel content). Adesivos/membranas com um gel
content de 100% correspondem geralmente a uma total conversdo das ligacfes de carbono duplas [70].
Fatores considerados importantes no estado de reticulagdo sdo: 1) quantidade de fotoiniciador; 2) tempo
de irradiagdo UV; 3) e monodmero funcional utilizado [11, 12, 21, 70, 105]. Este trabalho ndo abordou a
influéncia da quantidade de fotoiniciador. Ainda assim, para maiores quantidades de Ir 2959 a tendéncia
seria a obtencdo de matrizes mais reticuladas, e por consequéncia mais compactas e menos porosas [11,
70].

Para os produtos PLA-MAA, PLA-IEMA, PLA-LARL:1A e PLA-LAR2:1, com tempos de irradiagdo
fixos em 2 minutos, foi possivel perceber a influéncia que diferentes monémeros funcionais teriam no
grau de reticulacdo dos adesivos. Para os produtos PLA-LAR1:1A, B ou C, foi possivel perceber como o
tempo de irradiacdo UV influencia a reticulagdo de um material obtido a partir de uma mesma
modificagdo. Estudos experimentais realizados [21, 70] confirmam que quanto maior for o tempo de
exposicdo a UV, maior serd a reticulacdo do material, obtendo-se membranas mais rigidas, densas e
compactas. Contudo, estas caracteristicas vao influenciar o comportamento das matrizes no que diz
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respeito a sua capacidade de absorcdo de dgua ou de inchago. Para determinar o gel content de todas as
amostras, pequenos filmes de espessura de 1mm foram colocados em frascos com éter dietilico, durante
24h, com agitagdo moderada. Uma vez que o éter é capaz de dissolver o polimero liquido, qualquer
guantidade residual presente nas membranas foi dissolvida no mesmo. A parte reticulada ndo se dissolveu
no solvente. Através da Equacdo 3.1 foi determinado o gel content de todas as membranas produzidas. Na
Tabela 4.3 sdo apresentados os resultados obtidos, pretendendo-se estudar a influéncia do grau de
reticulacdo dos adesivos na capacidade de absorcao de dgua dos mesmos.

Ocorrem diversas fases num processo de cicatrizacdo de feridas cirdrgicas ou traumaticas,
nomeadamente: hemdstase, inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo do tecido [107 — 109]. Adesivos tém
como objetivo ajudar e facilitar o processo de cicatrizagdo dos tecidos enfraquecidos, promovendo a
reestruturacao, reconstituicdo e tratamento dos mesmos. Um dos fatores a ter em conta na sua preparagao
é por isso a capacidade de absorcdo de agua. Essa capacidade traduz-se num aumento de volume de uma
determinada amostra, sendo um fator preponderante e bastante importante no processo de cicatrizacao [4,
109]. O “inchamento” de um adesivo at¢é um valor 6timo de volume contribui para um melhor
desempenho do mesmo no tratamento, facilitando o processo de homeostasia tecidual. No entanto, um
aumento significativo de volume podera originar o efeito contréario, provocando danos nos tecidos
envolventes. Por isso mesmo, pretende-se que a capacidade de absor¢do de agua seja moderada, sendo
esta dependente da hidrofilicidade ou hidrofobicidade do material e do estado de reticulacdo. Avaliando a
capacidade de absorcdo de &gua para todos os adesivos produzidos, tem-se uma nogdo do caracter
hidréfobo ou hidréfilo, permitindo concluir sobre a sua menor ou maior eficacia na aplicagdo em estudo.

Assim, a capacidade de absor¢do de agua (swelling) foi determinada através da Equacgdo 3.2 para uma
série de trés amostras de cada espessura (1 e 2mm), colocadas em &gua destilada, e para trés amostras de
cada espessura imersas em solucdo PBS, a temperatura de 37°C. Este ensaio pretendeu assim avaliar a
influéncia da espessura do material e do pH do meio sobre a capacidade de absor¢do de agua. Os
resultados obtidos s&o apresentados na Figura 4.7. Os resultados de swelling para a incubacdo dos
materiais em solucdo PBS foram analisados com maior detalhe, uma vez que o PBS (pH 7,4) pretende
simular a constitui¢do salina do plasma sanguineo, conduzindo a resultados mais préximos da realidade.
Estes foram de seguida relacionados com o grau de reticulacdo dos adesivos (Tabela 4.3).
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Figura 4.7 valores de capacidade de absorgio de 4gua (%) para os adesivos sintetizados — imerséo em &gua destilada (pH 7,0) e
em solugdo PBS (pH=7,4). Tempo de incubacdo: 6h. Temperatura: 37°C.
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Na realizacdo dos testes, as matrizes aumentaram de peso até as 6 horas de incubacdo, devido a dgua que
foi absorvida. Contudo, a partir deste tempo, as membranas comegaram a “desinchar”, apresentando uma
menor capacidade de absorcdo (independentemente do meio onde foram incubadas), de tal forma que o
seu peso hidratado ja era inferior ao peso seco inicial. Este facto sugere que a partir das 6 horas os
adesivos comecaram a sofrer alguma degradacdo por hidrélise, devido a quantidade de agua que foi
absorvida nas primeiras horas do teste [12, 110]. Assim, os valores de absorcdo de dgua apresentados na
Figura 4.7 correspondem a uma média do valor de swelling maximo atingido ao fim das 6 horas de
incubacdo em agua destilada e PBS. Observando os resultados, constata-se de forma geral que a espessura
do material ndo teve uma influéncia significativa na capacidade de absor¢do de cada membrana,
considerando o desvio padrdo calculado para as trés amostras de cada produto utilizadas nos ensaios.
Contudo, existem excecdes. Para o adesivo PLA-LAR1:1A, o aumento de espessura teve influéncia na
capacidade de absorcédo, principalmente para as membranas que foram incubadas em PBS. Isto podera
indicar uma menor reticulacdo da matriz, que traz como consequéncia uma maior porosidade ao material.
No entanto este comportamento ndo é transversal, uma vez que para os restantes produtos a tendéncia é
contraria: adesivos de menor espessura apresentaram uma maior capacidade de absor¢do. Em termos de
valor percentil absoluto para cada material, as variagdes ndo sdo muito significativas, para além de que os
desvios padréo obtidos sdo bastante elevados em todos 0s casos.

Relativamente a influéncia do pH do meio, constata-se um fenémeno interessante. Os adesivos PLA-
MAA e PLA-LARL:1A, B ou C, incubados em solugdo PBS, apresentam uma maior capacidade de
inchaco comparativamente aos que foram incubados em agua destilada. Esta situacdo podera ser devida a
possiveis interacBes entre 0s grupos carboxilo ou grupos terminais dos polimeros e os catibes sodio
presentes na solucdo PBS, que serdo responsaveis pela existéncia de forcas eletrostaticas repulsivas
bastante fortes, contribuindo para um aumento da capacidade de absorcdo de agua dos materiais. Este
fendmeno foi também explicado por Proikakis et al. [110] no seu estudo, sendo comum a sua ocorréncia.
Para os adesivos PLA-LAR1:1A, B ou C, a diferenca é ainda consideravel. Daqui se pode concluir que as
membranas em causa apresentam uma maior capacidade de inchago num meio mais basico. Por sua vez,
os adesivos PLA-IEMA e PLA-LAR2:1 tiveram um comportamento oposto, apresentando uma maior
capacidade de absorgdo para um pH igual a 7.

Centrando a andlise nos resultados da imersdo das amostras em PBS, constata-se que os adesivos PLA-
IEMA e PLA-LAR2:1 sdo os mais hidrofdbicos. A incorporacdo de ligacBes uretana no PLA através do
IEMA dificultou a capacidade de inchago do adesivo final, talvez como resultado de possiveis interagcdes
das ligagbes uretanas por pontes de hidrogénio [12, 26]. Relativamente ao PLA-LAR2:1, o seu
comportamento hidréfobo podera estar relacionado com o pH do meio, todavia existe uma influéncia do
mondémero funcional LAR nesse processo. O PLA-LAR2:1 resulta de uma menor percentagem de
modificacdo do PLA com LAR que o PLA-LAR1:1A. Observando os resultados na Figura 4.7, constata-
se que estes tém sempre comportamentos contrarios: 0 PLA-LAR2:1 apresenta um maior swelling em
agua destilada e 0 PLA-LAR1:1A em PBS. Isto poderd indicar que o0 monémero LAR contribui para a
obtencdo de uma estrutura final com um maior swelling quando presente num meio mais basico (pH 7,4).
E ainda possivel perceber, para 0 mesmo tempo de irradiacio, que o PLA-MAA ¢ o adesivo mais
hidrofilico, seguido do PLA-LAR1:1A. Este ultimo revelou-se com maior capacidade de absorcdo que o
PLA-IEMA, por existir possivelmente um maior espaco entre as moléculas do polimero. O LAR é um
oligbmero de cadeia muito comprida. Como tal, as moléculas estdo mais espacgadas entre si, facilitando a
entrada de &gua na sua estrutura. Comparando os adesivos PLA-LAR1:1A, B ou C, percebe-se a
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influéncia do tempo de irradiacdo UV, sendo a capacidade de absor¢do de agua maior, quanto menor a
exposi¢cdo do material a irradiacdo UV.

Os resultados obtidos estdo claramente relacionados com o grau de reticulagdo da estrutura dos materiais.
Para estabelecer uma relacéo entre os resultados de absorcéo de dgua dos adesivos (incubados em solucéo
PBS, 1mm de espessura) e o grau de reticulacdo dos mesmos, apresenta-se na Tabela 4.3 os valores de
swelling e de gel content.

Tabela 4.3 Valores de gel content e capacidade de absorgéo de 4gua (swelling) para adesivos de 1mm.

PRODUTO  Tempo de reticulagao (s) Ge/ content (%)  Swelling® ()

PLA-MAA 120 77 22,38+2,41
PLA-IEMA 120 89 6,51+2,60
PLA-LAR:| 120 66 5,06+3,08
PLA-LARI:1A 120 95 10,3245,37
PLA-LARI:1B 60 88 16,1642,67
PLA-LARI:IC 30 85 27,0544,97

& Valores de swelling para incubacdo dos materiais em PBS, T = 37°C.

Para os produtos PLA-MAA, PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LARL:1A, foi visivel a influéncia do
monoémero funcional no grau de reticulagdo, obtendo-se membranas com diferentes valores de gel
content. Segundo Hakala [21] esta diferenca evidente deve-se a concentracdo de ligacBes de carbono
duplas dos pré-polimeros modificados. Assim, a modificagdo molecular teve influéncia no estado de
reticulacdo das membranas. Conclui-se que a quantidade de ligagdes duplas existentes no polimero
modificado por LAR (1:1) foi maior, resultando por isso numa matriz final com um gel content bastante
elevado (95%), seguindo-se as matrizes obtidas da modificagdo com IEMA (89%) e MAA (77%). O
PLA-LAR2:1 foi o adesivo que apresentou um menor valor de gel content (66%), sugerindo uma menor
quantidade de ligagOes duplas [21, 23, 26, 70]. Estas conclusGes podem ser inferidas, uma vez que o
tempo de irradiacdo UV foi igual para todos os produtos. Se o tempo de exposicdo a UV fosse superior
para os adesivos PLA-LAR2:1, PLA-MAA e PLA-IEMA, poder-se-iam obter matrizes mais reticuladas e
consequentemente com valores de gel content superiores [21]. A influéncia do tempo de irradiagdo UV
foi também evidente para os produtos PLA-LAR1:1. Verifica-se que uma reducdo do tempo de irradiagdo
UV deu origem a matrizes menos reticuladas, e por consequéncia com valores de gel content inferiores.

Observando os resultados de swelling na Tabela 4.3, foi possivel verificar que membranas com valores
inferiores de gel content apresentaram uma maior capacidade de absorcao de gua. Com excecdo do PLA-
LAR2:1, que apresenta um carécter hidrofobo em solugdo PBS, e do PLA-LAR1:1A que, apesar da sua
estrutura reticulada, apresenta uma capacidade de absorcao de agua superior ao PLA-IEMA.

Factos importantes a assinalar: 1) A modificacdo do PLA com LAR em diferentes proporgdes resultou em
matrizes com rendimentos de reticulacdo diferentes e com comportamentos completamente distintos (no
que diz respeito a absorcdo de agua); 2) A diminuicdo do tempo de irradiacdo UV para 0 PLA-LAR1:1
conduziu a menores rendimentos de reticulacdo, com uma crescente capacidade de absorcdo de agua; 3)
Mesmo diminuindo o tempo de UV até 30 segundos para este produto, a membrana obtida apresentou um
grau de reticulacdo superior em relacdo aos outros produtos e equivalente ao PLA-IEMA, sugerindo que o
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tempo de UV pode realmente ser reduzido, sem um sacrificio significativo no rendimento de reticulacéo;
4) Os adesivos PLA-IEMA e PLA-LAR2:1 demonstraram ser ligeiramente hidrofilicos, enquanto PLA-
MAA e PLA-LARL:1A, B ou C se revelaram hidrofilicos (quando imersos em solugdo PBS) [4, 12]; 5) A
capacidade de absor¢do de agua de todos os adesivos produzidos demonstrou-se dependente do pH do
meio, do monomero funcional utilizado e do grau de reticulagdo (gel content) dos materiais; 6) A
espessura nao pareceu ser um fator preponderante na capacidade de hidratacdo das amostras.

Independentemente das diferencas observadas, todos os adesivos produzidos demonstraram uma
capacidade de absorcdo de agua moderada, correspondendo aos requisitos inicialmente referidos. Uma
vez que a capacidade de absorcdo de dgua conduz a um aumento de volume do material, adesivos com
capacidades de absorcdo acima de 20% poderdo trazer problemas aos tecidos envolventes, quando
implantados in vivo [11, 12, 109]. Ainda assim, dado o comportamento dos materiais em solu¢éo agquosa,
esse facto ndo é preocupante, uma vez que iniciam a sua degradacdo por hidrdlise apos algumas horas.

Manipulando todos os parametros mencionados, consegue-se obter um adesivo com a capacidade de
hidratacdo desejada, ndo sé para cirurgia, mas também para aplicacdes transdérmicas. O produto PLA-
LAR1:1 demonstrou ser 0 mais versatil e adequado.

4.2.2.  Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

Todas as membranas produzidas neste trabalho foram analisadas pela técnica SEM, permitindo observar
as diferencas morfoldgicas decorrentes dos diversos modos de preparacdo. Uma vez fixa a quantidade de
fotoiniciador, foi apenas possivel estudar a influéncia dos mondmeros funcionais e do tempo de irradiagdo
UV (para o PLA-LARL:1), na sua estrutura final. Como constatado anteriormente, as membranas
apresentaram estados de reticulagdo distintos, resultado dos diferentes rendimentos de reticulagdo. Com a
técnica SEM pretendeu-se verificar se essas diferengas decorriam de uma menor ou maior porosidade do
material (influenciando o seu comportamento quando incubadas em solucéo aquosa).

As membranas preparadas foram observadas na sua superficie e corte transversal, a diferentes ampliages.
Nas Figuras 4.8 e 4.9 apresentam-se as imagens referentes as superficies e sec¢des transversais dos
adesivos com espessura de 1mm, a uma ampliacédo de 5000x.

—————————— ——
O T

PLA-IEMA PLA-MAA PLA-LAR2:1

Figura 4.8 Fotografias de SEM (ampliagdo de 5000x) da secgdo transversal dos adesivos PLA-IEMA, PLA-MAA e PLA-
LAR2:1, respetivamente (espessura de 1mm; 2 min de irradiagdo UV).
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PLA-LARI:1A PLA-LARI:1B PLA-LARI:IC

Figura 4.9 Fotografias de SEM (ampliagdo de 5000x): a) da superficie e b) secgdo transversal dos adesivos PLA-LARL:1A,
PLA-LARL:1B e PLA-LAR1:1C, respetivamente (espessura de 1mm). Avaliagdo do efeito do tempo de irradiacéo UV.

Analisando as fotografias de SEM das Figuras 4.8 e 4.9, verifica-se que os adesivos obtidos a partir de um
mesmo tempo de irradiacdo ndo apresentam diferencas significativas no que diz respeito a sua
estrutura/morfologia. Todos os filmes revelaram ser bastante compactos, com uma superficie muito lisa e
homogénea, apesar de pequenas fissuras em alguns casos. Na Figura 4.9 é possivel confirmar a influéncia
do tempo de irradiagcdo UV na estrutura morfoldgica do produto PLA-LAR1:1. Uma reducdo no tempo de
irradiacdo conduziu a formagdo de membranas de menor densidade, mais maledveis e por consequéncia
mais porosas, como seria de esperar. Ainda assim, a diferenca foi mais acentuada entre os produtos PLA-
LAR1:1B (1 minuto) e PLA-LAR1:1C (30 segundos), do que entre 0 PLA-LARL:1A (2 minutos) e o
PLA-LAR1:1B. Porém, é de salientar que os poros que se observam na estrutura do PLA-LAR1:1C
parecem também estar relacionados com a evaporacdo do solvente. Todos os adesivos foram sujeitos a
secagem antes de caracterizados. Uma evaporacdo mais rapida do solvente poderd ter originado a
formacdo de poros na matriz, conferindo-lhe este aspeto. Dada a porosidade observada, ndo é de
surpreender a crescente capacidade de absor¢do de 4gua, comparativamente as membranas obtidas a partir
de um maior tempo de irradiacdo UV. Nesta analise, pretendeu-se ainda avaliar se um aumento de
espessura (de 1 para 2mm) conduziria a diferengas na morfologia dos materiais. Tal ndo foi constatado,
sendo as fotografias praticamente iguais, razdo pela qual ndo sdo aqui apresentadas.

Consideram-se como fatores preponderantes na obtencdo de estruturas com maior ou menor porosidade:
1) o tempo de irradiagdo UV; 2) e quantidade de fotoiniciador utilizada. Ferreira [11] salienta que no
processo de reticulacdo dos materiais (induzido por exposi¢do UV) existe um aumento das ligagdes intra e
intermoleculares, o que significa que quanto maior for o tempo de reticulagdo, mais densa e compacta
sera a estrutura, suportando os resultados obtidos. Também a quantidade de fotoiniciador seria um
pardmetro bastante importante. Verifica-se para uma quantidade de 6%, que todas as membranas obtidas
sdo compactas e apresentam estrutura lisa. Uma reducdo na quantidade de fotoiniciador, para um mesmo
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tempo de irradiacdo UV, resultaria a partida em matrizes mais porosas [11, 70]. A porosidade é um aspeto
importante, e deve ser considerado quando se pretende a aplicacdo dos materiais em Engenharia de
Tecidos. Um material mais poroso ndo s apresenta uma maior capacidade de absorcdo de agua, como
permite uma maior adaptacdo das células ao mesmo, facilitando a sua proliferacdo, e o transporte de
nutrientes, gases e outros componentes [30, 111, 112]. Em aplicagdes transdérmicas a quantidade e
dimensdo dos poros sdo fatores muito importantes a ter em conta na libertacdo de um dado farmaco e na
prevengdo de contaminagdes bacterianas [112 — 114]. Os adesivos obtidos neste trabalho apresentaram
estruturas muito compactas e pouco porosas. Tal facto podera ser uma limitagdo nas aplicacdes referidas.

4.2.3.  Propriedades térmicas

A caracterizacdo térmica dos materiais foi também objeto de estudo e interesse. Nesta seccdo, para além
de exibidas as propriedades térmicas dos adesivos sintetizados, sdo também apresentadas as propriedades
térmicas do pré-polimero produzido (PLA) e dos pré-polimeros modificados no estado liquido.

4.13.1. Andlise Termogravimétrica (TGA)

Tal como descrito na secc¢do 3.3.5. (Capitulo 3), pretendeu-se com esta analise o estudo e avaliagdo da
estabilidade térmica dos materiais produzidos, liquidos e reticulados, quando sujeitos a um aumento
controlado de temperatura até 600°C, analisando os perfis de degradacéo exibidos. Para cada material foi
determinada a temperatura de degradacdo (T;). Teve-se como objetivos: 1) analisar o perfil de
degradacdo do pré-polimero sintetizado, de modo a determinar o valor de T,, confrontando com valores
tipicos da literatura para PLA comercial; 2) comparar a estabilidade térmica dos pré-polimeros
modificados no seu estado liquido e reticulado, detetando as perdas de massa ocorridas no processo de
aquecimento; 3) comparar a estabilidade das matrizes reticuladas obtidas por diferentes modificactes do
PLA, de forma a estudar a influéncia do monémero funcional na T, dos adesivos; 4) e finalmente
comparar a influéncia do tempo de irradiagdo UV na estabilidade térmica do produto PLA-LAR1:1.

De acordo com alguns autores [115, 116], tem sido necessaria a melhoria das propriedades térmicas e
mecanicas de PLA comercial de elevado peso molecular, recorrendo a diversas estratégias de modificacdo
com plastificantes, em condicGes de processamento exigentes. Ainda assim, como ja referido no Capitulo
1, este polimero apresenta estabilidade térmica superior a outros biopolimeros, com temperaturas de
degradacdo acima de 200°C [36 — 40]. Uma vez sintetizado PLA liquido, de baixa viscosidade e baixo
peso molecular (Mw = 500 g.mol™), esperou-se obter um material com um perfil termicamente inferior ao
PLA comercialmente existente. Chhaya Engineer et al. [117] referem que o peso molecular é um dos
fatores que influencia o processo de degradacdo em polimeros, reportando que quanto menor for o peso
molecular, mais rapida seré a sua degradacéo.

Na Figura 4.10 é exibido o perfil de degradacdo térmica do pré-polimero produzido, sendo possivel
constatar que a perda de massa ocorreu essencialmente em duas fases. A primeira corresponde
aproximadamente a uma perda de 5% em relacdo a massa inicial, até a temperatura de 97°C. Esta perda
podera corresponder a evaporacgao de agua, sugerindo que esta nao foi totalmente removida, o que indica
que o tempo de reacdo para producdo do PLA (9h) podera ter que ser superior, a fim de garantir a
completa remocgéo de agua. A segunda encontra-se no inicio da descida abrupta da curva, a 199°C, tendo
sido considerado o valor da temperatura de degradagdo do material. Muitos autores consideram o valor de
T, como sendo o pico na derivada da curva TGA (curva DTG). Porém, neste trabalho, o valor de T, foi
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considerado no instante exatamente antes da descida acentuada da curva. Verificou-se no perfil exibido
gue a partir dos 199°C a variacdo de massa foi muito rapida, de tal modo que a partir dos 240°C o
polimero sofreu uma degradagdo quase completa. Porém, quantidades minimas de material foram ainda
detetadas no fim da anélise.
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Figura 4.10 Perfil de degradacdo térmica do pré-polimero sintetizado (PLA), Mw = 500 g.mol™, obtido por analise
termogravimétrica (rampa de aquecimento de 10°C min™).

De acordo com o estudo realizado por Silverajah et al. [116], PLA comercializado pela NatureWorks LLC
apresenta um valor de T,; de aproximadamente 260°C, exibindo um pico de degradacéo na curva DTG a
325°C, degradando-se totalmente a uma temperatura de 363°C. Também Marques [12] produziu PLA de
elevado peso molecular por policondensagdo, tendo reportado valores de T,; de 271 a 302°C, consoante 0
sistema catalitico utilizado no processo. Face aos valores apresentados, constata-se de facto que o
polimero do qual se partiu para a sintese dos bioadesivos é termicamente menos estavel. Contudo é
importante salientar que a variedade de processos e estudos existentes tem resultado numa diversidade de
comportamentos térmicos, ndo sendo estes diretamente comparaveis. Apesar de menos estavel, constata-
se que o pré-polimero linear obtido apresenta um valor de T,; aceitavel, face ao seu baixo peso molecular.
Tal valor ndo compromete as reacfes de modificacéo realizadas (uma vez que decorreram a temperaturas
inferiores), nem a subsequente utilizacdo nas aplicagdes biomédicas desejadas. Com a sua modificacdo
esperou-se obter produtos termicamente mais estaveis, como confirma a Figura 4.11.
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Figura 4.11 Tracos termogravimétricos obtidos para os pré-polimeros modificados com 6% de Ir 2959 no estado liquido (— — —)
e apds 2 minutos de irradiagdo UV ( ), com rampa de aquecimento de 10°C min.
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De acordo com os resultados obtidos, foi possivel detetar uma crescente estabilidade térmica do material
apos modificacdo com diferentes mondmeros e apés reticulagdo fotoquimica. Observando atentamente a
Figura 4.11, foi possivel detetar que todos os pré-polimeros modificados no estado liquido, antes de
irradiacdo UV, apresentaram uma pequena variacdo de massa entre os 30 e os 200°C, exibindo uma
variacdo significativa de massa a partir de 200°C, o que sugeriu desde logo um aumento no valor de T,
face ao pré-polimero sintetizado. A primeira perda de massa aos 30°C pode estar relacionada com a
volatilizacdo do éter dietilico, que foi usado como solvente (ponto de ebuli¢do de 35°C).

Comparando os pré-polimeros modificados, observou-se que o menos estavel foi o PLA-MAAOQ. O facto
de apresentar um perfil ligeiramente instavel para baixas temperaturas podera indicar a evaporagdo de
algum mondmero livre presente na solucdo final, que ndo reagiu com os terminais hidroxilo do PLA
(dado que o ponto de ebulicdo do MAA se encontra nesta faixa de valores). O PLA-LARO02:1 exibiu um
comportamento mais instavel na fase inicial do processo, contudo a degradacdo foi mais lenta a elevadas
temperaturas, comparativamente ao PLA-IEMAQ. De todos, o PLA-LARO01:1 exibiu o comportamento
térmico mais estavel. Ainda assim é importante mencionar que na faixa de 30 a 200°C todos os polimeros
perderam aproximadamente 10% da sua massa.

Observando os tracos termogravimétricos dos pré-polimeros reticulados, verificou-se também uma
pequena perda de massa a 30°C, contudo muito menos acentuada que os materiais no estado liquido,
sugerindo que as membranas estavam praticamente secas antes da realizacdo da analise. Constata-se
também em geral que o processo de reticulacdo fotoquimica deu origem a materiais termicamente mais
estaveis, ndo so na fase inicial de degradacdo, mas também a elevadas temperaturas. Observou-se uma
crescente estabilidade em todos os materiais, exibindo temperaturas de degradacao superiores. Mais uma
vez foi visivel a maior estabilidade térmica do PLA-LARL:1A face aos restantes materiais. Os valores de
T, registados encontram-se compilados na Tabela 4.4, para facilitar a anélise efetuada.

PLA-MAAO e PLA-IEMAO apresentaram valores de T, superiores & membranas a que ddo origem,
contudo apresentam um perfil mais instavel até ser atingida a temperatura de degradacdo. Ambos o0s pré-
polimeros se degradaram na totalidade quando a temperatura atingiu os 400 e 530°C, respetivamente,
enquanto as membranas ainda apresentavam vestigios por degradar no final da analise, a uma temperatura
de 600°C.

Os produtos PLA-LAR02:1 e PLA-LARO1:1 apresentaram menores valores de T, face as membranas a
que deram origem. Também o perfil de degradagdo ao longo do processo foi mais instavel. PLA-
LARO02:1 degradou-se na totalidade aos 590°C, enquanto o PLA-LAROL:1 apresentava vestigios por
degradar, 0 que comprova que este produto é mais estavel, até no estado liquido. Os adesivos PLA-
LAR2:1 e PLA-LAR1:1 também terminaram os ensaios com vestigios por degradar. O PLA-LAR1:1,
para além do valor mais elevado de T, apresentou a maior percentagem de massa por degradar no fim da
andlise.

Foi ainda avaliada a influéncia do tempo de irradiagdo UV para este produto. Pelos resultados na Tabela
4.4, verificou-se que o estado de reticulacdo da membrana, decorrente de diferentes tempos de exposicéo
a UV, ndo teve influéncia nos valores de T; dos materiais, sendo 0s tracos termogravimétricos quase
sobreponiveis (Figura 4.12). Também ndo se registou uma influéncia do gel content das amostras na
estabilidade térmica dos adesivos.
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Tabela 4.4 Temperaturas de degradagéo dos materiais sintetizados: PLA, PLA modificado e PLA reticulado [116].

TEMPERATURAS DE DEGRADACAQ

PRODUTOS  Ge/ content (4) T, (°C) T25% (°C)® T29% (°C)? T50% (oC) ¥

PRE-POLIMERO

PLA - 199 97 124 210

PLA comercial - 260 - - -

PRE-POLIMEROS MODIFICADOS

PLA-MAAQ - 220 37 74 238
PLA-IEMAO - 230 64 161 239
PLA-LARO2:1 - 205 147 172 235
PLA-LAROI:1 - 245 74 181 265

MATRIZES POLIMERICAS (Imm)

PLA-MAA 77 216 165 199 298
PLA-IEMA 89 205 144 180 267
PLA-LAR2:1 66 228 180 212 270
PLA-LARI:1A 95 251 203 245 293
PLA-LARI:1B 88 250 203 241 290
PLA-LARI:1C 85 250 222 254 304

3) T95% T90% T50% - Temperaturas correspondentes a uma perda de massa de 5, 10 e 50%, respetivamente.
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Figura 4.12 Tragos termogravimétricos obtidos para os adesivos PLA-LARL1:1A, B ou C, com rampa de aquecimento de 10°C
mint. Avaliagéo do efeito do tempo de irradiagio UV na estabilidade térmica dos materiais.

Os resultados permitiram concluir: 1) que a modificagdo do PLA com diferentes mondémeros deu origem
a polimeros termicamente mais estaveis; 2) a reticulagdo fotoquimica contribuiu para uma maior
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estabilidade dos materiais; 3) o tempo de irradiacdo UV para 0 PLA-LAR1:1 ndo teve influéncia na sua
estabilidade térmica; 4) o adesivo PLA-LAR1:1 apresentou maior estabilidade durante todo o processo 5)
e que, face as aplicagBes biomédicas pretendidas e considerando os valores de temperatura de degradacéo
obtidos, todos os produtos serdo estaveis a temperatura fisiologica (37°C), antes e apds reticulagéo.

4.13.2. Andlise por calorimetria diferencial de varrimento (DSC) e analise
térmica dinamico-mecanica (DMTA)

No decorrer da caracterizacdo térmica efetuada teve-se ainda como objetivo a determinacdo dos valores
de T, dos materiais sintetizados. Segundo Hakala [21], o processo de fotoreticulagéo € facilitado quando
a T, dos oligomeros € inferior a temperatura fisiolégica. Menores valores de T, significa que ndo é
necessaria tanta energia para que as cadeias do polimero se movimentem, passando este do estado vitreo
para o estado borrachoso com maior facilidade [12, 16, 21, 26, 118, 119]. Além do peso molecular, a Ty
também tem influéncia no processo de degradagdo dos adesivos sintetizados. Maiores valores de T,
indicam que a rede polimérica é mais firme e compacta, contribuindo para uma degradacdo mais lenta
(Anexo B) [21]. Tais informagdes permitem complementar os resultados anteriormente obtidos e s&o
pertinentes mais a frente no estudo de degradacéo hidrolitica.

Neste ambito, utilizou-se a técnica DSC para identificar transi¢des térmicas no pré-polimero sintetizado,
pré-polimeros modificados no estado liquido e membranas apos reticulacdo fotoquimica. Todas as
amostras foram submetidas a uma variacdo de temperatura de -80°C a 200°C, com um fluxo de
aquecimento de 10°C min™, como referido na seccéo 3.3.5. A técnica DMTA foi também selecionada
para identificar a T, das membranas, dada a elevada sensibilidade a esta transi¢do, comparativamente a
técnica DSC [12, 26]. As andlises DMTA foram conduzidas em Constrain Layer Damping Mode em
condicBes de multifrequéncia, assegurando a devida identificagéo dos valores de T, dos materiais.

Dada a elevada sensibilidade da técnica, esperou-se obter valores de T superiores aos obtidos por DSC
[26]. Marques [12] analisou os adesivos PLA-MAA e PLA-IEMA por DMTA, comprovando que 0S
valores de T, de ambos eram inferiores a temperatura fisiol6gica. Assim, a analise DMTA neste trabalho
foi aplicada somente aos novos produtos PLA-LAR2:1 e PLA-LAR1:1 (para os diferentes tempos de
irradiacdo UV).

Na Tabela 4.5 sdo compilados os valores de T, dos materiais, determinados por ambas as técnicas. Os
tracos de DMTA na frequéncia de 1Hz para os produtos PLA-LAR2:1 e PLA-LAR1:1A sdo exibidos na
Figura 4.13. Na Figura 4.14 encontram-se os tracos de DMTA dos adesivos PLA-LAR1:1A, B e C, a fim
de avaliar a influéncia do tempo de irradiacdo UV nas propriedades térmicas dos mesmos. Os tragos de
DSC dos pré-polimeros modificados e reticulados e os tracos de DMTA obtidos em multifrequéncia
(comprovando os valores de T, determinados) encontram-se no Anexo O.

Observando os resultados obtidos pela técnica DSC (Tabela 4.5) foi possivel constatar que o oligémero
de estrutura linear sintetizado apresentou um valor de T, bastante baixo, comportando-se como um liquido
de baixa viscosidade. Apds modificagdo com MAA, o valor de T, diminuiu, o que se revelou
extremamente favordvel para o processo de fotoreticulagdo [21]. Resultado de um aumento no peso
molecular, os pré-polimeros PLA-IEMAO e PLA-LAR02:1 apresentaram valores de T, superiores, e
maior viscosidade que o PLA-MAALQ.
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Tabela 4.5 Temperaturas de transicéo vitrea dos materiais sintetizados, determinadas por DSC e DMTA.

TEMPERATURAS DE TRANSICAO VITREA
PRODUTOS  Mw (g.mol) G/ content (%) T, (por DSG) 2) o~ (por DMTA) b)

g
PRE-POLIMEROS

PLA 500 - -47,7
PLA-MAAO 654 - -65,5
PLA-IEMAO 810 - -29,8
PLA-LARO2: n.a® - 31,3
PLA-LAROI: n.a® - -18,4
MATRIZES POLIMERICAS (Imm)
® psc a 100C min; | PLA-MAA - 77 -36.9 na
b) DMTA a 50C min: PLA-IEMA - 89 -10,9 na
0 . PLA-LAR2: - 66 -7,6 15,2
E esperado um peso
_ PLA-LARI:1A - 95 0,5 371
molecular superior aos
restantes  materiais; PLA-LARI:IB . 88 -4.8 302
n.a. — néo avaliado. PLA-LARI:IC - 85 -6,2 29,7

Apesar de ndo ter sido avaliado o peso molecular dos pré-polimeros PLA-LAR02:1 e PLA-LARO01:1, é de
esperar pesos moleculares superiores aos restantes materiais. O peso molecular do LAR é 578 g.mol™.
Face as modificacbes de PLA realizadas, espera-se que o peso molecular do PLA-LAR02:1 seja
semelhante ao PLA-IEMA, enquanto o PLA-LARO01:1 devera ser superior. Tal facto, se se verificar,
permite encontrar uma relagdo entre o peso molecular dos pré-polimeros e os valores de T, obtidos.
Assim, quanto maior for o peso molecular do pré-polimero, maior sera o valor de T, 0 que se coaduna
com o aumento de T, quanto maior for o comprimento de cadeia. Apesar das diferencas observadas, todos
0s materiais apresentaram valores de T, inferiores a temperatura fisioldgica, indo de encontro ao que era
pretendido.

As matrizes reticuladas apresentaram valores de T, superiores aos oligomeros, sendo os valores
dependentes dos pesos moleculares dos seus precursores. O aumento de T, foi mais acentuado para os
precursores de menor peso molecular, como o PLA-MAAQO, de -65,5°C para -36,9°C. Este aumento mais
dramatico podera ser atribuido a uma menor distancia entre os pontos de cross-link do precursor,
resultando numa maior densidade de reticulagdo, de acordo com Karikari et al. [26]. Contudo, €
importante referir que o valor de 7, da membrana PLA-MAA continuou a ser o mais baixo de todos os
valores medidos.

A influéncia dos mondmeros nos valores de T, das membranas ndo pode ser diretamente discutida, uma
vez que correspondem a membranas com estados de reticulagdo diferentes. Ainda assim, € visivel a
obtencdo de matrizes com valores de T, distintos, consoante o monomero funcional [12].
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Figura 4.13 Tracos de tan & em fungio da temperatura (a frequéncia de 1 Hz) para os adesivos PLA-LAR2:1 e PLA-LARL:1A.
Avaliacdo do efeito de diferentes propor¢des de LAR na modificacdo do PLA.

—a— PLA-LAR1:1A (2 min)
—x— PLA-LAR1:1B (1 min)
—+— PLA-LAR1:1C (30 s)
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Figura 4.14 Tragos de tan & em fungéo da temperatura (a frequéncia de 1 Hz) para os adesivos PLA-LARL:1A, B e C.
Avaliacdo do efeito do tempo de irradia¢do UV.

Os valores de T, obtidos por DMTA foram notoriamente superiores em relagéo aos valores obtidos por
DSC, facilmente identificados como o pico em tan §. Uma vez que as técnicas se baseiam em diferentes
principios, ambos os resultados sdo considerados corretos, esperando-se sempre uma diferenca de 20 a
30°C de uma técnica para outra, como foi demonstrado. O DMTA, por ser uma técnica mais sensivel,
torna-se mais precisa e exata na determinacdo deste parametro [119]. Observando novamente a Tabela 4.5
e o grafico da Figura 4.13 foi possivel comprovar que diferentes propor¢des de LAR na modificagdo do
PLA resultaram em membranas com propriedades térmicas distintas, sendo o valor de T, do PLA-
LAR2:1 sensivelmente metade do valor para o PLA-LAR1:1. Essa tendéncia foi também verificada nos
resultados obtidos por DSC. Contudo, os valores de T, destes dois produtos ndo sdo diretamente

DEQ/FCTUC — 2014
68



Preparagio de Bioadesivos a partir de Acido Latico — Capitulo 4 Jodo M.C. Santos

comparaveis, visto que as membranas apresentam estados de reticulacdo diferentes [21]. Os resultados da
Figura 4.14, também visiveis na Tabela 4.5, sugerem que o tempo de irradiacdo UV teve uma ligeira
influéncia nos valores de T, do produto PLA-LAR1:1. Menores tempos de irradiagdo resultaram em
materiais com valores de T, inferiores. Contudo, essa influéncia foi mais evidente de 2 minutos para 1
minuto de reticulacdo, do que de 1 minuto para 30 segundos, sendo os tracos de DMTA para 0s produtos
PLA-LAR1:1B e PLA-LARL1:1C quase sobreponiveis.

De acordo com a analise de DMTA, e tendo em conta os resultados obtidos por Marques [12], 0s adesivos
sintetizados apresentaram valores de T, na gama de 1 a 37°C, cumprindo os requisitos necessarios a
finalidade pretendida.

4.24.  Degradacao hidrolitica em solucao PBS

Dependendo do local de aplicagdo, adesivos cirlrgicos sdo vistos como instrumentos de utilizacdo
temporéria no organismo. Em aplicagcBes cutdneas ou feridas exteriores, e dependendo da sua
biodegradabilidade, os adesivos poderdo depois soltar-se, removidos pelo utilizador quando terminado o
processo de cicatrizagdo, ou entdo sofrer degradacdo com o tempo (sendo absorvidos pelo proprio
organismo). Porém, se os materiais forem utilizados internamente, o caracter temporario passa a ser um
aspeto critico. A durabilidade dos materiais no organismo vai depender da sua biodegradabilidade, sendo
esta dependente de inimeros fatores, como explicado em capitulos anteriores.

Estudos de biodegradacdo foram conduzidos ao longo de 6 semanas para o0s adesivos resultantes de
irradiacdo UV de 2 minutos. Os materiais foram incubados em solugdo PBS (pH 7,4), & temperatura de
37°C. Pretendeu-se estudar a variagdo de massa ocorrida ao longo dos diversos tempos de incubacéo
estabelecidos, determinando os valores de perda de massa (%) dos adesivos (1 e 2mm de espessura)
através da Equacdo 3.4. Os resultados para os adesivos de 1mm encontram-se na Figura 4.15. No Anexo
P, Figura P.1, encontram-se representados os resultados obtidos para adesivos de 2mm.
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Figura 4.15 Perda de massa dos adesivos PLA-MAA, PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LARL:1A, 1mm, por hidr6lise em
solucéo PBS, a 37°C, durante 6 semanas.

Os resultados indicam que todos os adesivos séo hidroliticamente instaveis, exibindo uma perda de massa
mais acentuada nos primeiros dias de incubacdo, com tendéncia a estabilizar no decorrer do estudo
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experimental. Esta perda de massa acentuada das matrizes nas primeiras 48h do teste podera ser devida a
libertagdo de componentes mais simples, de baixo peso molecular, como mondémero nao reagido ou
moléculas de fotoiniciador que se encontravam aprisionadas na rede polimérica [12]. A libertacdo de
guantidades residuais de éter dietilico para o meio de incubacdo podera também ter contribuido. Apesar
de esta tendéncia ser comum a todos os materiais, foi possivel constatar que estes apresentaram taxas de
degradacdo consideravelmente distintas.

Inimeros fatores podem ter influéncia na degradacdo dos adesivos em ambiente aquoso, nomeadamente:
1) composicdo quimica; 2) estado de reticulacdo e morfologia/porosidade; 3) capacidade de absorcao de
agua; 4) peso molecular dos precursores; 5) comprimento de cadeia dos polimeros; 6) temperatura de
transicdo vitrea (Ty), etc. [21, 110, 117, 120, 121] (Anexo B).

A Figura 4.15 sugere desde logo que a perda de massa dependeu bastante do tipo de mondmero funcional
utilizado na modificagdo do PLA e que, em cada caso, outros fatores tiveram maior ou menor influéncia.
Comparando a percentagem de perda de massa dos adesivos constata-se que o PLA-LAR2:1 sofreu maior
degradacdo ao longo do processo. Destaque para uma perda de massa de aproximadamente 42% ap0s
24h. Tal facto poderé estar relacionado com o seu estado de reticulagdo. Como referido anteriormente, o
PLA-LAR2:1 com um contetdo em gel de apenas 66%, apresentou um grau de reticulagdo bastante débil
comparativamente aos restantes produtos. As quantidades de polimero por reticular, juntamente com o
solvente ainda aprisionado na matriz, poder-se-do ter dissolvido no PBS, resultando numa perda de massa
muito acentuada no inicio do teste. Este resultado vai de encontro ao facto da solugdo PBS ter ficado
ligeiramente opaca e turva. Apos esta perda de massa, houve tendéncia a estabilizar a partir da segunda
semana, registando-se um valor maximo de perda de aproximadamente 57%, ao fim dos 45 dias. Esta
estabilizacdo tdo rapida podera estar relacionada com o caracter hidréfobo que o material manifestou
quando incubado em solugdo PBS (como foi verificado na Figura 4.7).

Tendo em conta os resultados obtidos para 0 PLA-LAR1:1A, conclui-se que diferentes propor¢des do
mondmero LAR na modificacdo do PLA resultaram em materiais com propriedades distintas. Esta
conclusdo comprova que nédo é s6 o tipo de mondémero que influencia o comportamento do material final,
mas também a sua proporcdo [21, 120]. Neste caso, o adesivo perdeu apenas 3% de massa na fase inicial,
apresentando uma perda maxima de 18% no final do estudo. Por sua vez, o PLA-IEMA sofreu uma perda
de massa de 6% no primeiro dia, exibindo uma perda maxima final de 35%. O PLA-MAA apresentou
uma taxa de degradacao superior, perdendo cerca de 14% de massa no inicio e de 43% no final das seis
semanas de incubagdo em PBS.

Estes resultados relacionam-se com o estado de reticulagdo dos adesivos. Como observado na Tabela 4.3,
0 adesivo PLA-LARL1:1A apresentou um maior conteddo em gel (95%), sequido do PLA-IEMA, PLA-
MAA e finalmente do PLA-LAR2:1. Assim, pode-se afirmar que quanto maior a densidade/estado de
reticulacdo do material, menor foi a taxa de degradacdo. Maiores densidades de reticulagdo resultam em
materiais com menor porosidade, exibindo menores valores de degradacdo. Contudo, diferencas na
porosidade dos materiais ndo foram detetadas nas fotografias de SEM (Figuras 4.8 e 4.9), onde todos 0s
adesivos ostentam estruturas compactas e homogéneas. As diferencas no estado de reticulagdo das
membranas advém das diferentes composi¢des quimicas. No caso dos adesivos de PLA com LAR, advém
de diferentes quantidades de mondémero. Todos estes fatores contribuiram para os perfis de degradagdo
exibidos. Diretamente relacionado com o estado de reticulagdo estdao os valores de T, dos materiais.
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Matrizes com maior densidade de reticulagdo apresentam valores de T, superiores, o que significa que
apresentam estruturas mais organizadas, estaveis e com menor espaco livre [21, 117, 120]. O PLA-
LAR1:1A foi o adesivo que apresentou maior valor de T,, sendo também o que sofreu menor perda de
massa. Estes resultados sédo concordantes com o facto de ter sido o material mais estavel termicamente.

Também o peso molecular dos precursores influenciou a biodegradacdo dos adesivos. Segundo Makadia
et al. [120] polimeros com peso molecular superior exibem taxas de degradacédo inferiores. Diretamente
relacionado com o peso molecular estd 0 comprimento de cadeia, e a quebra de um elevado nimero de
ligagdes dificulta o processo de degradacdo. Esta podera ser mais uma explicacdo para as menores taxas
de degradacdo dos adesivos PLA-IEMA e PLA-LARL:1A, que sdo resultantes de precursores com um
peso molecular superior.

Ao longo do processo de incubacdo, o PLA sofre degradacdo ndo enzimatica que resulta da
suscetibilidade dos grupos éster a hidrolise, tal como € reportado por diversos autores [9, 12, 18, 117,
122]. Assim, a degradacdo hidrolitica foi claramente influenciada pela capacidade de absorgdo de agua
dos adesivos [11, 12, 21, 110, 117, 122]. Matrizes com densidades de reticulacdo inferiores apresentam
uma maior capacidade de absor¢cdo de agua, resultando numa maior taxa de degradacdo. Este facto
explica o perfil de degradacdo do PLA-MAA, com um swelling superior aos outros adesivos. Para além
disso, as ligacGes anidrido sdo mais suscetiveis a hidrolise [21]. Porém, o processo de degradagdo é um
fendmeno muito complexo. O PLA-LAR1:1A, por exemplo, apresentou uma capacidade de absorcdo de
agua superior (quando incubado em PBS) comparativamente ao PLA-IEMA e ao PLA-LAR2:1, no
entanto foi o que se degradou mais lentamente. O PLA-LAR2:1, com menor valor de swelling, foi o
adesivo que perdeu mais massa em todo o processo. Isto permite concluir que os perfis de degradacéo
exibidos resultam da conjugacdo de todos os fatores enunciados. Se, hum determinado caso, a matriz
polimeérica apresenta um menor valor de T, que contribui para um aumento na capacidade de absorcéo de
agua, por outro lado a composic¢ao quimica podera estar a contribuir para um comportamento hidréfobo
tornando o processo de degradagdo mais lento. Estas questes foram referidas por Hakala [21] e o0 seu
estudo aprofundado torna-se bastante pertinente se se pretender desenvolver adesivos com acéo
farmacolégica, uma vez que o tipo de farmaco e a quantidade incorporada vao também afetar o processo
de degradacéo das matrizes [110, 117, 120].

Os adesivos sujeitos a degradagéo in vitro foram ainda observados pela técnica SEM, a fim de verificar as
diferencas existentes na sua superficie e sec¢do transversal (Figura 4.16). Foram visiveis as alteracGes que
0 PLA-IEMA sofreu na sua estrutura, registando-se um aumento expressivo na irregularidade da
membrana devido ao processo de hidrélise. Considerando uma perda total de massa de 35% no final do
estudo, pode-se assumir que o mecanismo dominante no processo de degradacdo foi a erosdo de
superficie [11, 12, 21]. Neste caso, 0 material degradou-se do exterior para o interior, sendo a capacidade
de absorgdo de 4gua menor que a taxa de degradagdo, com consequente aumento do desgaste da matriz
em toda a sua superficie, deixando de ser uniforme e compacta. A irregularidade parece também ser
interior, com a formac&o de estratificagdes na matriz.

Relativamente ao PLA-MAA ndo se observaram diferengas na superficie da membrana. Uma vez que foi
dos materiais que mais se degradou, apresentando uma capacidade de absor¢do de agua superior
relativamente aos restantes adesivos, constata-se que o processo de degradacéo podera ter sido dominado
por um processo de erosao interna, sofrendo uma perda de massa uniforme em toda a matriz [21].
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Figura 4.16 Fotografias de SEM (ampliag&o de 5000 para os adesivos resultantes de um tempo de irradiagio UV de 2 minutos

assim que sintetizados e ap6s 6 semanas de degradacdo (PLA-MAA e PLA-IEMA) e 72 horas de degradacdo (PLA-LAR2:1 e
PLA-LARIL:1A).

Observa-se porém, na fotografia da sec¢do transversal para as 6 semanas, um aumento da irregularidade
da membrana PLA-MAA junto a sua superficie, 0 que prova que o processo de degradacdo podera ter
resultado de uma combinacdo de ambos 0s mecanismos (eroséo interna e superficial), sem formagéo de
poros na matriz polimérica. O PLA-LAR2:1 e 0o PLA-LAR1:1A mostraram sinais de erosao apos 72 horas
de incubagdo. O PLA-LARZ2:1, apesar de ter perdido quase metade da sua massa no inicio do estudo,
permanece com uma estrutura muito semelhante a inicial, com aspeto uniforme. Isto podera comprovar
que a perda de massa resultou da libertacdo de componentes mais simples para 0 meio de incubagéo, ndo
afetando a consisténcia da matriz. O PLA-LAR1:1A apresenta porém uma estrutura mais estratificada e
irregular comparativamente a estrutura inicial, resultado do fenémeno de hidrdlise.

Adesivos resultantes de diferentes funcionalizagbes do PLA demonstram assim comportamentos
divergentes, Uteis em diversas aplicacdes dependendo da durabilidade desejada. Apesar das diferengas
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observadas, todos os materiais exibiram perdas de massa consideraveis. Deste modo, a sua
biodegradabilidade pode ser assegurada, com potencial de absorcao pelo préprio organismo. Contudo, 0
processo de degradacdo poderd conduzir a resultados distintos quando implantados in vivo, com mais
fatores a influenciar a degradacdo (local de implantacdo, presenca de enzimas, pH, etc.) [120]. Tendo em
conta os resultados obtidos para o PLA-LARL:1A, torna-se pertinente o estudo de biodegradacéo para as
membranas PLA-LARL:1B e C, a fim de perceber a influéncia do tempo de irradiacdo UV e do estado de
reticulacdo, na degradacdo de matrizes obtidas a partir do mesmo pré-polimero.

4.2.5.  Adesao aos substratos

De acordo com o que foi mencionado no Capitulo 1, um adesivo bioldgico deve apresentar uma forte
adesdo aos tecidos, flexibilidade, capacidade de deformacdo e elevada resisténcia a tensdo, com um
comportamento mecanico adequado durante todo o processo de tratamento. Para além de manter os
tecidos unidos, devera também funcionar como barreira a fluidos pos cirurgia [30]. Assim, exige-se uma
forte ligacdo em ambientes humidos. Muitas vezes, neste contexto, o desempenho mecénico torna-se
inferior [31, 32]. A ligacdo entre um adesivo e os tecidos envolve atragdes moleculares, sendo
consequéncia do balanco entre forgas eletrostaticas de repulséo e forcas de atracdo de Van der Waals [30,
123 — 125]. Por sua vez, a forca dessa ligacdo estd dependente das ligagdes quimicas existentes a
superficie (e das elongacGes que podem ocorrer), da rugosidade do material, da sua energia de superficie
e do préprio substrato a que pretende aderir [4, 11, 30, 123]. Neste &mbito, tornou-se fundamental: 1) o
estudo e avaliacdo da capacidade de adesdo in vitro dos diferentes pré-polimeros; 2) e a determinacao das
energias de superficie dos adesivos por medi¢do dos angulos de contacto, comparando com valores de
energia de superficie da literatura para a pele e fluidos sanguineos. Nas préximas seccles (4.2.5.1. e
4.2.5.2) apresenta-se cada um dos estudos, as motivages e resultados obtidos.

4.25.1. Testes de adesao em folhas de gelatina

Para testar a capacidade de adeséo in vitro, foram utilizadas folhas de gelatina de dimensdes idénticas,
que funcionaram como substrato, simulando a ligagdo dos pré-polimeros aos tecidos bioldgicos.
Posteriormente foi avaliada a forca e consisténcia dessa ligagdo com a realizacéo de ensaios mecanicos de
tracdo. Se a capacidade de ades&o for nula ou insuficiente para algum dos materiais, a utilizagdo como
adesivo cirurgico fica comprometida. Cada pré-polimero no estado liquido foi colocado entre duas folhas
de gelatina, seguindo-se a sua fotopolimerizagdo in situ. Para o produto PLA-LAR1:1 foram testados
diferentes tempos de irradiacdo UV. Nos ensaios de tracdo foram registados os valores de forca (N)
maxima suportada pelas amostras, até separacdo por rutura ou descolagem, usando uma folha de gelatina
sem pré-polimero como controlo. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 4.17. A Figura Q.1,
Anexo Q, pretende ilustrar as varias etapas do estudo, de acordo com o que foi descrito na sec¢do 3.3.7.
Apresentam-se ainda fotografias dos ensaios (Figura Q.2).

Os testes de tracdo conduziram a resultados bastante satisfatorios. Observando a Figura 4.17, constata-se
que as folhas de gelatina coladas com os pré-polimeros apresentaram valores de forca de rutura elevados,
muito proximos da referéncia considerada (53 N). O PLA-MAA demonstrou ser o mais eficaz na adesédo
as folhas de gelatina, com um valor de forca de rutura de aproximadamente 50N. O PLA-IEMA
proporcionou também uma boa adesao entre as folhas, apresentando uma forca de rutura de 41N.
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Figura 4.17 Valores de forca méaxima registados para cada amostra (testes realizados & temperatura ambiente, velocidade de
afastamento de 5mm min™%).

Na preparacdo dos testes, o PLA-LAR2:1 também aderiu as folhas de gelatina na area em que foram
sobrepostas, apos ter sido fotopolimerizado. Todavia, a amostra ndo resistiu a forgas superiores a 24N. A
separacao das folhas ocorreu por descolagem. Este facto estara possivelmente relacionado com o menor
estado de reticulacdo da matriz e com a presenca de algum liquido residual, impedindo uma interagdo
adequada entre a superficie do adesivo e a gelatina, o que significa que a capacidade adesiva do material
ndo foi eficaz. Contrariamente, o PLA-LAR1:1A apresentou uma excelente capacidade de adesdo e
resisténcia, registando-se um valor de forca na rutura de 47N (muito proximo dos valores obtidos para o
PLA-MAA e controlo).

Na Figura 4.17 é possivel observar a influéncia do tempo de irradiacdo UV na capacidade de adesdo e
resisténcia do produto PLA-LAR1:1. Uma reducdo no tempo de irradiacdo conduziu a formacdo de
membranas menos reticuladas e consequentemente com estruturas menos coesas, diminuindo a
capacidade de adesédo entre o polimero e o substrato. Ainda assim, as variagdes ndo foram significativas.
O PLA-LAR1:1B exibiu uma forca de rutura de 45N e 0 PLA-LAR1:1C de 38N. A diminui¢éo do tempo
de irradiagdo UV teve por isso mais influéncia na capacidade de adesdo de 1 minuto para 30 segundos, do
que de 2 minutos para 1 minuto. A eficacia de adesdo da membrana PLA-LARL1:1C foi ligeiramente
afetada, como consequéncia da existéncia de polimero liquido por reticular. De acordo com os resultados
obtidos, uma diminuicdo do tempo de irradiacdo UV de 2 minutos para 1 minuto no produto PLA-
LAR1:1 ndo apresentara implicagGes significativas na eficacia de ades&o e no seu desempenho mecénico.
Segundo Kao et al. [32], fluidos bioldgicos interferem na superficie do adesivo e substrato se a adesao do
material ao tecido ndo for efetuada da forma mais rapida possivel. O PLA-LARL1:1B, face ao referido,
apresenta um bom compromisso entre tempo de reticulacao e eficacia de adesao.

Destaque para os principais resultados: 1) PLA-MAA e PLA-LAR1:1A foram os mais eficazes na adeséo
das folhas de gelatina, apresentando valores de forgca de rutura muito semelhantes ao registado para a
gelatina sem manipulagdo; 2) diferentes proporcdes do monémero LAR na modificacdo do PLA
conduziram mais uma vez a adesivos com comportamentos divergentes: o PLA-LAR2:1 com a sua
estrutura fragil e quebradica ndo apresentou uma capacidade adesiva adequada, enquanto o PLA-
LAR1:1A demostrou ser eficaz nesta fungdo, sugerindo que quanto maior for a quantidade de LAR
adicionada ao PLA, melhor serdo as propriedades de adesdo e resisténcia mecénica dos adesivos
resultantes (uma vez fixos a quantidade de fotoiniciador e o tempo de irradiacdo UV); 3) o LAR deu
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origem a adesivos de PLA com melhores capacidades de adesdo e melhores desempenhos mecanicos que
o IEMA, para tempos de irradiacdo UV iguais e inferiores; 4) e ainda que, excetuando o PLA-LAR2:1,
todos os materiais sintetizados se mostraram eficazes na adesdo as folhas, nunca quebrando na zona de
colagem.

4.2.5.2. Energias de superficie por medicao de angulos de contacto

Independentemente do tipo e local de aplicacdo, os materiais sintetizados estardo inevitavelmente em
contacto com superficies como a pele ou o sangue. E por isso fundamental conhecer melhor a interacio
gue os mesmos terdo com as superficies destes compostos bioldgicos, concluindo sobre a sua eficacia de
adesdo. Assim, pretendeu-se determinar as energias de superficie das membranas resultantes de um tempo
de irradiacdo UV de 2 minutos, de forma a comparar com o0s valores de energia de superficie ou tensdo
superficial para o sangue e pele, como referido anteriormente. Também se determinou a energia de
superficie da gelatina, uma vez que foi utilizada como substrato nos testes de adesao in vitro. De referir
que a energia de superficie de um material ¢ um pardmetro muito importante que afeta ndo sé a adesao e a
molhabilidade dos materiais, como também a sua biocompatibilidade [97, 98].

Para cada material, foram medidos os angulos de contacto estaticos utilizando quatro liquidos distintos
com tensdes superficiais conhecidas (agua, etilenoglicol, propilenoglicol e formamida). Para cada adesivo
e gelatina, obteve-se um angulo de contacto estatico médio e o respetivo desvio padrdo, a partir do qual
foi possivel a determinagdo das energias de superficie e suas respetivas componentes polares (yf) e
dispersivas (y2) pelo método indireto de Owens-Wendt-Rabel e Kaelble [82, 124, 125].

Este método, considerando ambas as componentes, tem por base o principio de Berthelot que assume que
a interacdo entre as moléculas de dois corpos nas suas camadas superficiais & igual ao significado
geométrico do trabalho de coesdo entre as moléculas de cada corpo [82]. A componente dispersiva da
energia superficial corresponde ao somatorio das interagdes intermoleculares. Por sua vez, a componente
polar é resultado das interagdes entre dipolos permanentes, entre dipolos permanentes e dipolos induzidos
e ligagbes de hidrogénio [82, 97, 98, 126]. Desta forma, se as componentes polares forem
significativamente superiores aos valores das componentes dispersivas significa que as interacOes
moleculares séo fracas e consequentemente as forgas de adesdo serdo superiores as forcas de coesdo do
material. H& ainda que ter em conta o principio termodindmico que afirma que um material sé vai aderir a
um substrato se a sua energia de superficie for menor ou igual a energia de superficie do aderente [124,
127]. Na Tabela 4.6 apresentam-se os valores de energias de superficie dos adesivos reticulados, gelatina,
sangue e pele, e suas componentes polares e dispersivas.

De acordo com a Tabela 4.6, verificou-se que as energias de superficie para os adesivos PLA-MAA e
PLA-IEMA apresentam valores muito semelhantes, sendo a componente polar muito superior a
componente dispersiva. A energia de superficie para o PLA-LAR2:1 é relativamente superior, contudo
também apresenta uma componente polar superior a dispersiva. Tais resultados indicam que os principais
tipos de interacOes estabelecidas pelos materiais sdo abrangidos pela componente polar. Uma vez que os
valores de energia de superficie obtidos sdo inferiores aos das superficies aderentes (sangue e pele),
conclui-se que os adesivos vao aderir aos substratos. As forcas adesivas entre as membranas conseguiréo
sobrepor-se as forgas coesivas, resultando na proximidade intermolecular entre os adesivos e as ditas
superficies [11].

DEQ/FCTUC — 2014
15



Preparagio de Bioadesivos a partir de Acido Latico — Capitulo 4 Jodo M.C. Santos

Tabela 4.6 Valores de energia de superficie e correspondentes componentes dispersivas e polares para os adesivos de PLA
sintetizados, gelatina, pele e sangue.

SUBSTRATO Energias de superficie e tensdes superficiais (mN/m)
Vs vs ¥§

Gelatina 44,05 5,33 38,72
Pele 3856 - -
Sangue 47,50" - -

PLA-MAA 37,83 3,80 34,03

PLA-IEMA 39,39 8,61 30,78

PLA-LAR2:| 41,61 7,38 34,23

PLA-LARI:IA 26,96 13,20 13,76

"
Valores determinados experimentalmente por outros autores — gama de valores para a pele: dependente de

temperatura e humidade; sangue — a temperatura de 37°C (em Ferreira [11]).

O PLA-LAR1:1A apresenta o valor mais baixo de energia de superficie, garantindo a adesdo do material
as superficies bioldgicas. Enquanto os restantes valores de energia de superficie se enquadravam no
intervalo de valores obtidos para a pele, o valor de energia de superficie do PLA-LAR1:1A foi
francamente inferior a esse intervalo. Todavia, ha que salientar que a componente dispersiva é muito
semelhante a componente polar. Este facto indica que as forgas intermoleculares da membrana séo fortes.
O adesivo podera aderir eficazmente aos diversos substratos que foram testados, apresentando um bom
desempenho mecéanico na sua fungdo, e ao mesmo tempo ser de facil remo¢do quando a sua utilizagdo ndo
for mais necesséria. Esta conclusdo corrobora 0 comportamento do material, quando reticulado em placas
de vidro: aderia com eficacia, mas facilmente se manipulava e removia da superficie quando pretendido.

Face aos resultados alcancados, e com base no principio anteriormente mencionado, afirma-se que os
adesivos sintetizados conseguirdo aderir eficazmente as superficies do sangue e da pele, quando
irradiados in vivo. Salienta-se também que os valores de energia de superficie dos adesivos foram
inferiores ao valor obtido para a gelatina, comprovando adesdo. Caso os valores de energia de superficie
fossem superiores aos valores dos substratos aderentes, o principio termodinamico ndo estaria satisfeito.
Por consequéncia, o adesivo ndo iria cumprir eficazmente a sua funcéo, podendo facilmente deslocar-se
da sua posicao inicial ou nem sequer aderir a superficie [4, 11].

4.2.6.  Hemocompatibilidade

Independentemente do tipo de cirurgia, do tipo e local de incisdo, o primeiro objetivo de um adesivo
cirargico é ajudar e facilitar o processo de coagulacdo local, atuando em parceria com 0s eventos
celulares decorrentes na cascata de coagulacdo [4, 128, 129]. Neste processo, tem-se como finalidade
estancar hemorragias e minimizar a perda de fluidos, promovendo a reestruturacdo, reconstituicao e
adesdo dos tecidos organicos lesados. Mesmo refletindo em outras aplicagdes (sistemas de libertagdo
controlada de farmaco ou transdérmicos para queimaduras), sabe-se que 0s adesivos estardo
inevitavelmente em contacto direto ou indireto com o sangue. No subcapitulo anterior, concluiu-se que o0s
materiais sintetizados apresentavam valores de energia de superficie inferiores ao valor de tensdo
superficial do sangue e, desta forma, a adesdo superficial entre os polimeros reticulados e o sangue iria
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acontecer. Surgiu entdo a necessidade de avaliar a hemocompatibilidade dos materiais, segundo as regras
estabelecidas pela norma internacional “ISO-10993-4" [83]. Como mencionado na sec¢do 3.3.9. (Capitulo
3), um dos objetivos foi a determinacdo da percentagem de hemélise que cada material foi capaz de
provocar no sangue. O segundo objetivo esteve na avalia¢do da capacidade hemostatica/trombogénica dos
adesivos, determinando a percentagem de massa de codgulo formada em cada material. Para o efeito,
utilizou-se sangue anti-coagulado (ACD-A) de coelho.

4.2.6.1. Determinagao do indice hemolitico

O processo de hemolise consiste na destruicdo dos eritrécitos do sangue através do rompimento da
membrana plasmatica, com consequente libertacdo de hemoglobina para 0 meio [111]. A integridade do
sangue fica comprometida, podendo causar anemia hemolitica nos vasos sanguineos (hemolise
intravascular) ou noutro local do organismo. N&o existe concordancia na literatura relativamente aos
niveis de hemdlise que sdo aceitaveis ou toleraveis [98]. De um modo geral, um material é
hemocompativel se ndo provocar hemdlise no sangue [11].

Alves et al. [98] referem a importancia do estudo de hemdlise in vitro para materiais que estejam em
contacto com o sangue, uma vez que permitem a quantificagdo de pequenos niveis de hemoglobina (Hb)
no plasma sanguineo, que ndo poderiam ser medidos em condic@es in vivo. Por se perceber a importancia
do estudo, procedeu-se a determinagéo do indice hemolitico para os adesivos PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e
PLA-LARL:1A.

Foram preparadas trés amostras de cada adesivo, assim como dos controlos positivo (agua) e negativo
(solucdo PBS). A inducdo de hemolise foi avaliada por contacto indireto. Como tal, os materiais foram
previamente incubados em solucdo PBS que funcionou como solucdo de extracdo, removendo o0s
componentes mais simples das matrizes poliméricas, como mondmero/polimero por reticular, solvente
aprisionado na matriz, moléculas de fotoiniciador, etc. Decorrido este processo, a solucdo PBS foi
removida. Seguidamente, os materiais e as solu¢fes PBS foram colocados em contacto com 0 sangue
ACD-A de coelho previamente diluido. Como descrito na sec¢do 3.3.9.1., todas as amostras foram
incubadas durante 3 horas a uma temperatura de 37°C, sem agitacdo. Terminado 0 processo, a
concentracdo de hemoglobina libertada para o plasma foi determinada por espetrofotometria (Anexo M).
Por sua vez, o indice hemolitico para cada amostra foi determinado através da Equacédo 3.5. Os resultados
obtidos encontram-se representados na Figura 4.18.

Os estudos foram conduzidos segundo a norma ASTM F 756-00 [85], que divide os materiais de acordo
com o seu indice hemolitico em trés grupos: 1) hemoliticos (> 5%); 2) ligeiramente hemoliticos (2 a 5%);
3) e ndo hemoliticos (< 2%) [11, 111]. De acordo com esta classificacdo, e observando a Figura 4.18,
constata-se que 0s adesivos PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LAR1:1 exibiram um caracter hemolitico
para 0 tempo em que estiveram em contacto com o sangue ACD-A de coelho. O PLA-IEMA apresentou
um indice hemolitico de 26%, enquanto 0 PLA-LARZ1:1A exibiu um indice de 30% e o PLA-LAR2:1 de
45%. As solugdes PBS que estiveram previamente em contacto com 0s materiais apresentaram um
comportamento distinto, com indice hemolitico de 3% a 5%, indicando um carécter ligeiramente
hemolitico. Estes resultados sugerem que as membranas dos eritrocitos foram muito mais sensiveis a
superficie dos materiais, do que ao contacto com os subprodutos que o PBS extraiu durante o processo de
incubacéo, o que originou a sua rutura e consequente libertagdo de hemoglobina para o plasma sanguineo.
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Figura 4.18 Valores de indice hemolitico obtidos para os adesivos PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LAR1:1 por contacto
indireto e para as solugdes de extracdo (PBS) de cada material.

Um dos componentes presentes na formulagdo dos materiais é o éter dietilico. Este solvente, utilizado nas
etapas de modificacdo do PLA e na adi¢do do fotoiniciador, poderia ser um dos responsaveis pela inducao
de hemodlise. Outros subprodutos resultantes da degradagdo dos materiais, como o &cido latico ou
moléculas de fotoiniciador, poderiam contribuir para a destruicdo das heméacias. Como se observou na
Figura 4.15, seccédo 4.2.4., os materiais sofrem degradagdo apos 24 horas de incubacdo em PBS, que foi
exatamente o tempo que os adesivos estiveram incubados antes de entrar em contacto com o sangue.
Contudo, se o problema residisse na libertagdo de subprodutos para o meio de incubagdo, os valores de
concentracdo de hemoglobina no plasma seriam superiores nas solu¢des PBS [11].

O PBS podera ndo ter removido com eficacia os subprodutos presentes nas matrizes, ou o problema estara
mesmo na composicdo quimica do material e nas interacbes que ocorrem na sua superficie.
Independentemente dos cenarios, os valores de indice hemolitico exibidos pelos materiais sdo muito
acima do que é previsto pela norma [85]. A destacar é a diferenca de valores obtidos para os adesivos
resultantes de diferentes modificagbes do PLA com LAR, indicando a possibilidade de ser o PLA a
induzir a hemolise do sangue. Nos ensaios, verificou-se também a coagulacdo do sangue nos tubos do
PLA-LAR2:1, no periodo de tempo em que houve contacto com o material, 0 que comprova que houve
uma forte interacdo entre os constituintes do sangue e a sua superficie [97]. A coagulacdo em si ndo é
problemética tendo em conta a aplicagdo pretendida, mas a destruicdo significativa dos globulos
vermelhos do sangue poderé excluir a utilizacdo do material em contexto clinico, dependendo do local em
gue for aplicado. Uma vez coagulado o sangue e retidos os fluidos biol6gicos decorrentes da cirurgia, o
caracter hemolitico dos materiais podera ndo ser muito problematico. Todavia, a aplicagdo dos materiais
em tecidos internos pode ser contestada.

Os resultados obtidos indicam que os adesivos PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LARIL:1A séo
hemoliticos, contudo ndo se exclui a utilizacdo dos mesmos na area médica. Uma vez que a interacdo da
superficie dos materiais com o sangue é um fenémeno muito complexo, a (in)compatibilidade entre estes
ndo pode ser conjeturada com base em apenas um teste de hemdlise. Sugere-se por isso a realizacdo de
novos testes de hemocompatibilidade in vitro, para concluir sobre a reprodutibilidade dos resultados. Em
um estudo mais aprofundado, deve-se ter em conta as limitacdes do estudo in vitro e dos protocolos
estabelecidos pela norma “ISO-10993-4”, que tém vindo a ser debatidas por diversos autores [130, 131].
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Como principais limitacOes, destaca-se: 1) condi¢Bes de limpeza e esterilizacdo do local e dos materiais;
2) e condigdes do sangue utilizado nos ensaios (no que diz respeito ao anticoagulante que é usado, em que
concentragdes, e se 0 manuseamento inadequado n&o induz hemolise antecipadamente) [130]. O estudo in
vivo é também de grande importancia. Oeveren [131] destaca que o estudo in vitro, apesar das claras
vantagens e da sua importancia, podera representar o pior cenério de contacto do material com o sangue,
uma vez que a reacdo do sangue com o biomaterial € muito mais rapida. Este facto podera ter contribuido
para os resultados que foram obtidos.

4.2.6.2. Avaliagao da trombogenicidade

Quando um biomaterial é implantado no organismo e colocado em contacto com o0 sangue, 0 primeiro
evento a acorrer € a adsorcao de proteinas na sua superficie [97]. Este mesmo fendmeno é considerado o
fator chave para o processo trombogénico [97, 98]. Na literatura, sdo inimeros os autores [97, 98, 132 —
134] que destacam a trombogenicidade como o principal problema dos biomateriais implantados em
contacto direto e permanente com o fluxo sanguineo. A partida, um material hemocompativel néo deve
contribuir para a formagéo de coagulos/trombos no sangue [98]. Por isso mesmo, muitas sdo as estratégias
de modificacdo de superficie atualmente aplicadas, para reduzir a trombogenicidade dos materiais. Porém,
quando se pretende que os materiais estimulem o processo de coagulacédo, e facilitem a cicatrizagéo, a
trombogenicidade é uma caracteristica requerida. Deste modo, se 0s adesivos sintetizados forem
trombogénicos, pode-se assegurar uma adequada funcdo em cirurgia, melhorando o processo de

coagulacéo e promovendo a cicatrizagéo tecidual [11].

Assim, a inducdo da formacdo de coagulos na superficie das
membranas obtidas foi avaliada tendo em conta o método
gravimétrico de Imai e Nose [11, 96, 98], descrito na seccao
3.3.9.2, Capitulo 3. Estabeleceu-se um contacto entre sangue e
materiais de 40 minutos. O estudo foi efetuado em triplicado.
Em cada caso, a percentagem de massa dos coagulos formados
foi determinada através da Equagéo 3.6. Na Figura 4.19 constata-

se a formacdo dos coagulos sobre as superficies dos materiais.

Figura 4.19 Formagdo dos codgulos nas
As percentagens de massa dos codgulos formados poderdo ser superficies das membranas, apds contacto de

observadas na Figura 4.20. Apresenta-se também a percentagem 0 "o

de massa de coagulo obtida no controlo positivo (K+).
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Figura 4.20 Valores de massa (%) dos trombos formados na superficie das membranas, apds 40 minutos de contacto com o
sangue. Valores obtidos representam a média de trés amostras; K+, controlo positivo.
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De acordo com os resultados obtidos, e tendo em conta que o controlo positivo consiste na avaliacdo da
formacdo de um trombo ou coagulo sobre a superficie do vidro (material trombogénico), pode-se afirmar
que os adesivos PLA-MAA, PLA-IEMA e PLA-LAR2:1 sdo trombogénicos, apresentando valores de
formacdo de trombo de 100, 95 e 93%, respetivamente. Por sua vez, o PLA-LAR1:1A exibiu um valor
inferior de formacdo de trombo (48%). Diversos autores [11, 97, 98, 132] mencionam que a
trombogenicidade dos materiais esta diretamente relacionada com os valores de energia de superficie.
Materiais que apresentam menor valor de energia de superficie tém a tendéncia a ser mais trombogénicos,
uma vez que as proteinas aderem em maior quantidade, promovendo o processo de coagulacdo. Também
a forca da ligacdo entre as proteinas e as superficies € mais forte [11]. Estes factos permitem justificar os
valores de trombogenicidade para os adesivos PLA-MAA, PLA-IEMA e PLA-LAR2:1 que apresentam
um valor crescente de energia de superficie, e por isso a indugdo da formacdo de codgulos foi
tendencialmente menor. Todavia, ndo existem diferencas estatisticas entre eles.

Tendo em conta 0 mesmo principio, seria de esperar que o PLA-LARL:1A apresentasse uma capacidade
hemostatica mais elevada (por apresentar menor valor de energia de superficie e um maior valor da
componente dispersiva). Tzoneva-Velinova [132] refere que superficies que exibam uma componente
dispersiva de energia de superficie (y2) mais elevada, apresentam maior afinidade proteica, ou seja, as
proteinas terdo tendéncia a aderir mais ao material, ocorrendo a coagulagdo do sangue na sua superficie.
Surpreendentemente isso ndo aconteceu.

Na maioria, 0s materiais apresentaram um caracter trombogénico, Gtil na aplicacdo pretendida. Sugere-se
ainda assim a realizacdo de novos testes, para certificar os resultados obtidos. O facto de o PLA-
LARL1:1A apresentar uma capacidade hemostatica menor comparativamente aos restantes adesivos ndo se
revela um aspeto preocupante, podendo até representar um papel fundamental em outras aplica¢fes. Para
que isso seja possivel, ndo devera ser hemolitico. Como principal problema na realizagdo do teste de
trombogenicidade destaca-se as condigdes de utilizacdo e preservagdo do sangue que é utilizado nos
ensaios.

4.2.1.  Biocompatibilidade

Adesivos cirargicos s6 poderdo desempenhar uma funcdo adequada na regeneracao e reconstrucdo dos
tecidos organicos se 0 seu contacto com as células for o mais favoravel possivel, permitindo a sua
adaptacéo e crescimento sem risco de irritagcdes e inflamagdes [11, 97]. Um dos principais problemas dos
adesivos existentes no mercado continua a ser a toxicidade dos subprodutos de degradacdo e o risco de
inflamagGes e transmisséo de doengas, como ja discutido anteriormente. Foi assim fundamental estudar a
biocompatibilidade in vitro dos materiais sintetizados para inferir a sua aplicagdo clinica. O estudo foi
dividido em duas partes: 1) viabilidade celular (para conhecer a interacdo dos materiais com células de
fibroblastos humanos); 2) e atividade antibacteriana (para conhecer a interagdo dos materiais com
diferentes bactérias), como descrito na secgéo 3.3.10.

Marques [12] avaliou a citoxicidade dos adesivos PLA-IEMA e PLA-MAA, concluindo que ambos
seriam promissores na area médica. Contudo, pretendeu-se realizar o teste para todos os adesivos
produzidos, com um tempo de irradiacdo UV fixo em 2 minutos. O destaque foi dado aos adesivos PLA-
LARL:1A e PLA-LAR2:1 por serem produtos novos, cuja biocompatibilidade nunca foi investigada.
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4.2.1.1. Estudo da viabilidade celular

A citoxicidade dos adesivos foi avaliada in vitro na UBI, promovendo a adesdo e proliferacdo de células
de fibroblastos humanos em contacto direto com a superficie dos materiais. Os fibroblastos sdo células
envolvidas no processo de cicatrizacdo tendo como funcdo a formacdo de fibras, promovendo a
regeneracao dos tecidos. De salientar ainda que sdo as células que existem em maior abundancia no tecido
conjuntivo [4, 12]. As células foram cultivadas e incubadas por periodos de 24, 48 e 72 horas. Para
avaliar a atividade metabdlica recorreu-se ao teste calorimétrico MTS [12, 98, 135]. Neste teste pretende-
se detetar a quantidade de células vivas existentes numa suspensdo e 0 seu grau de ativacdo. Por isso
mesmo adiciona-se a cada po¢o com o meio de cultura uma solugdo reagente MTS/PMS. As células
viaveis conseguem metabolizar o MTS num produto formazon de cor purpura devido a presenca de
enzimas mitocondriais [4], obtendo-se uma solugdo colorida. A absorvancia dessa solugdo é medida por
espetrofotometria na gama de 490-500nm [135, 136]. Quanto maior for o valor de absorvancia, maior
serd o nimero de células viaveis [12].

O estudo foi efetuado em triplicado para todos os materiais. A Figura 4.21 exibe a resposta fisiologica das
células a presenca dos adesivos de PLA sintetizados. Salienta-se porém uma novidade neste estudo com a
existéncia de dois tipos de adesivos de PLA-LAR1:1. A composi¢do quimica dos materiais advém da
mesma modificacdo do PLA e o tempo de irradiacdo UV foi igual para ambos os materiais (2 min). A
diferenca entre eles reside no tempo da reagdo de modificagdo. Como foi mencionado na seccdo 4.1.1., 0
tempo da reacdo de modificacdo do PLA com LAR na proporgéo de 1:1 foi fixo em 4 horas para garantir
uma elevada conversao dos grupos isocianato, sabendo a partida que iriam existir grupos isocianato livres
na matriz polimérica. Todavia, também se verificou que a partir das 3 horas de modificagcdo o produto
apresentava uma viscosidade consideravel, capaz de reticular in situ ap6s adi¢do do fotoiniciador. Nesta
seccdo avalia-se também o desempenho do PLA-LAR1:1A resultante de uma modificacdo de PLA de 3
horas para se perceber a influéncia do tempo de modificagdo e da presenga de grupos isocianato livres na
biocompatibilidade do material final.

Fdkk

[ 24h

I 48h

B3 72h

Viable Cells (%)

Figura 4.21 Avaliacio da atividade celular apds 24, 48 e 72 horas de contacto com os adesivos de PLA. K, controlo negativo;
K*, controlo positivo. Resultados apresentados sdo a média de trés experiéncias independentes.
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Observando a Figura 4.21 é possivel concluir que as células apresentaram respostas distintas quando
colocadas em contacto direto com os materiais, sugerindo a influéncia do monémero funcional na
biocompatibilidade dos adesivos. Comparando os resultados com o controlo negativo (que corresponde a
100% de células viaveis), constata-se que os produtos PLA-LAR1:1 apresentaram excelentes valores de
viabilidade celular, sem variagdes significativas nos diversos tempos de incubagéo. Destaca-se 0 adesivo
de PLA-LAR1:1A(3h) como o material mais biocompativel, com valores de viabilidade celular de 90%
apo6s 72 horas de incubagdo. Tal facto é surpreendente e revela-se muito importante nesta fase da
investigacdo. Isto poderd indicar que a presenca de grupos isocianatos livres contribuiu para um aumento
da adesdo celular, uma vez que 0s grupos isocianato tendem a reagir com 0s grupos aminicos das
proteinas [24]. Se assim for, e se estes resultados se confirmarem em proximos testes, poder-se-a otimizar
a modificagdo do PLA com LAR(1:1), estabelecendo um tempo de reacdo de apenas 3 horas. Este aspeto
é fundamental, porque significa uma reducgdo nos custos energéticos de producéo, obtendo-se um adesivo
final biocompativel. Todavia, h& que referir que o PLA-LAR1:1(4h) que foi caracterizado ao longo deste
trabalho ndo se distancia muito dos resultados obtidos para o PLA-LAR1:1A(3h), apresentando valores
de viabilidade celular acima de 80% ap0s as 72 horas de incubagéo.

Contrariamente, o PLA-LAR2:1 demonstrou ser ndo biocompativel. Aqui fica patente que diferentes
proporcdes de LAR na modificacdo do PLA tiveram bastante influéncia na biocompatibilidade dos
materiais finais. Neste caso, os valores de viabilidade celular sdo muito baixos, assemelhando-se aos
valores obtidos para o controlo positivo (células mortas). Suspeita-se que os resultados obtidos para o
PLA-LAR2:1 possam estar relacionados com a libertacdo dos subprodutos (polimero por reticular, éter
dietilico) para o meio de incubacéo, contribuindo para a morte celular. Como se constatou anteriormente,
0 PLA-LAR2:1 apresenta uma perda de massa significativa para os primeiros tempos de incubacdo em
PBS. Exatamente no mesmo periodo de tempo verifica-se que os valores de viabilidade celular sdo muito
baixos. Os subprodutos dissolvidos no meio de incubagdo poderdo ter contribuido para um meio com
condi¢des desfavoraveis ao crescimento adequado e normal das células. Além da composicdo quimica
dos materiais e da influéncia dos subprodutos libertados, Taubert et al. [97] salientam que sdo muitos o0s
fatores que podem influenciar a biocompatibilidade dos materiais, nomeadamente: 1) a sua energia de
superficie; 2) hidrofilicidade; 3) &ngulos de contacto; 4) polaridade; 5) interacdes eletrostaticas; 6)
rugosidade; 7) espessura; 8) porosidade, etc. O adesivo PLA-LAR1:1A(4h) demonstrou ser mais
hidrofilico, com menor energia de superficie, estrutura compacta, mas com sinais de alguma porosidade.
Estes fatores, juntamente com os enunciados em cima, poderdo ter contribuido para que tivesse um
excelente desempenho, quando em contacto com as células, comparativamente ao PLA-LAR2:1.

Relativamente aos produtos PLA-MAA e PLA-IEMA verifica-se que os resultados de viabilidade celular
ndo foram muito favoraveis, revelando um comportamento distinto do que foi avaliado por Marques [12].
O PLA-IEMA apresentou valores de viabilidade celular de aproximadamente 80% para 24 horas de
incubagdo, contudo houve um decréscimo acentuado na viabilidade celular a partir das 48 e 72 horas de
incubacdo. Marques [12] tinha j& referido que a libertacdo e acumulagdo de subprodutos acidicos no meio
de cultura seriam responsaveis por um decréscimo na viabilidade celular para tempos de incubacédo
superiores. No entanto, esse decréscimo foi mais acentuado neste estudo. Na sintese dos materiais, a
quantidade de solvente adicionada foi variavel, consoante a viscosidade do produto. Maiores quantidades
de solvente e uma secagem inadequada do material poderdo ter contribuido para os resultados obtidos,
devido a libertacdo de éter dietilico para 0 meio de cultura. E importante mencionar que estes resultados
ndo sdo diretamente comparaveis com o0s obtidos no estudo anterior, uma vez que os materiais foram
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sintetizados em alturas diferentes e 0s ensaios de caracterizacdo bioldgica foram também realizados em
condicdes distintas. Relativamente ao PLA-MAA, salienta-se outro aspeto: o tempo de conservacao do
pré-polimero. Por falta de material novo, o estudo de biocompatibilidade in vitro foi realizado para
material que estava armazenado ha 2 anos. Assim sendo, poderia apresentar um estado de degradagéo
elevado. Suspeita-se neste caso que a acidez dos produtos de degradacdo tenham contribuido para um
meio com o pH muito baixo, desfavoravel a adeséo e proliferacéo celular [12].

Tendo em conta os resultados obtidos, conclui-se que o produto PLA-LAR1:1 podera ser extremamente
promissor em cirurgia e Engenharia de Tecidos, revelando-se um produto biocompativel. Salienta-se por
iss0 0 sucesso da modificagcdo do PLA com LAR nesta proporgdo. A composigdo quimica do material e as
interacOes que decorreram na sua superficie foram favoraveis a adesdo e proliferacdo celular nos tempos
de incubacdo considerados. Além disso, o seu caracter moderadamente hidrofilico podera ter sido um dos
fator chave no sucesso da interagdo com as células, uma vez que o tipo de células testado tende a aderir e
a crescer mais facilmente em superficies moderadamente hidrofilicas [137]. Para comprovar o sucesso do
produto, apresenta-se ainda na Figura 4.22 as fotografias de SEM obtidas para os adesivos PLA-
LAR1:1A(3h) e (4h) e para os controlos negativo e positivo. Analisando os resultados, constata-se que as
células foram capazes de aderir e crescer em contacto com os materiais, permanecendo vivas. Destaca-se
finalmente a importancia da realizacdo de novos testes in vitro e também in vivo para avaliar a
reprodutibilidade do estudo. Tal como a hemocompatibilidade, o estudo da biocompatibilidade é bastante
complexo. Perceber todos os fatores que contribuem para o sucesso de um material em contacto com as
células é objetivo de qualquer investigador, para que os processos de producdo sejam continuamente
otimizados. Por sua vez, s a realizagdo de uma série de testes permitira classificar os materiais como
biocompativeis ou néo [5, 138].

24h 48h 12h

PLA-LARI:IA (4h)

PLA-LARI:IA (3h)

Figura 4.2) Fotografias de SEM da cultura celular de fibroblastos humanos na presenca dos adesivos PLA-LAR1:1 (*) para
tempos de incubacio de 24, 48 e 72 horas. Controlo positivo (K*) — células mortas; Controlo negativo (K") — células vivas.
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4.2.1.2. Estudo da atividade antibacteriana

Um dos grandes problemas na implantacdo de materiais no organismo centra-se na ocorréncia de infecdes
devido a adesdo e colonizagdo de bactérias na superficie do material e na zona envolvente onde 0 mesmo
foi implantado [97]. Materiais que estejam em contacto direto com o sangue sofrem um elevado risco das
bactérias aderirem a sua superficie, culminando com a formacdo de um biofilme. Tal facto associado ao
sistema de circulacdo aumenta o risco de infegdes crénicas persistentes [97]. Em cirurgia, as bactérias
poderdo sofrer colonizag¢do sobre o material e a zona envolvente no decorrer do ato cirdrgico. Também
em tecidos queimados, a perda da integridade da pele e o desequilibrio na regulacdo do pH cuténeo
possibilitam a colonizacdo de microrganismos prejudiciais e oportunistas [97, 100, 139]. Os principais
microrganismos presentes neste tipo de problemas sdo a Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e a Escherichia coli [97, 139].

Para que estes problemas sejam evitados e prevenidos, é fundamental reunir condi¢cBes de limpeza e
esterilizacdo dos equipamentos, instrumentos e materiais utilizados em cirurgia. Porém, se existirem
materiais que exibam caracteristicas bactericidas, a probabilidade de ocorréncia de infegdes é muito
menor. Neste ambito, pretendeu-se avaliar se o0s adesivos sintetizados teriam propriedades
antibacterianas, impedindo ou minimizando a formagé&o de biofilme sobre as suas superficies. Para tal, foi
utilizado o método de difusdo em agar, sendo as estirpes da S. aureus e E. coli cultivadas em placas de
agar. Este método pretende de forma simples, rapida e qualitativa avaliar a sensibilidade de uma dada
estirpe microbiana. As bactérias sdo cultivadas nas placas e os adesivos sdo colocados no topo. Se estes
exibirem um comportamento bactericida, as bactérias ndo véo crescer a volta do mesmo. Havera inibicéo
em torno do material, que sera maior ou menor conforme a sensibilidade da bactéria ao seu contacto [139
— 141]. Tal como descrito no capitulo 3, seccéo 3.3.10.3, o teste foi realizado na UBI por um periodo de
24 horas, a temperatura fisiol6gica de 37°C.

Na Figura 4.23 apresentam-se 0s resultados obtidos do teste de difusdo em &gar para os dois tipos de
bactérias. Apresentam-se ainda as fotografias de SEM (Figura 4.24) das estirpes bacterianas em contacto
com a superficie dos adesivos, a fim de avaliar a formacéo de biofilme.

Analisando de forma sucinta os resultados da Figura 4.23, verifica-se em maioria que os adesivos de PLA
apresentam caracteristicas bactericidas, bastante Gteis nas aplicacfes pretendidas. PLA-IEMA e PLA-
LAR2:1 demonstraram potencial bactericida para ambas as estirpes bacterianas. O tamanho dos halos
inibitérios foi superior comparativamente aos outros produtos. Tendo em conta a literatura [100, 139 —
141] quanto maior o halo inibitério, maior a sensibilidade das bactérias ao material. Também nas
fotografias de SEM ndo se observa a adesdo de bactérias as superficies dos adesivos PLA-LAR2:1 e
PLA-IEMA (exceto S. aureus). Embora os resultados sejam positivos, estes mesmos produtos ndo se
revelaram biocompativeis nos estudos mais recentes. Novos testes sdo assim necessarios.

Os produtos PLA-LAR1:1A (3 e 4h) apresentaram halos de inibicdo menores. Também foi visivel a
deposicdo de bactérias sobre as suas superficies. O caracter bactericida ndo é por isso tdo evidente. A
libertacdo de subprodutos toxicos ou acidicos podera ter estado na origem do potencial bactericida dos
adesivos PLA-IEMA, PLA-MAA e PLA-LAR2:1. Contudo, a porosidade e rugosidade dos materiais
parece ter tido influéncia. De acordo com Kantorski et al. [142], materiais com superficies mais lisas
apresentam um potencial bactericida maior, facto que se constatou.
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Staphylococcus aureus

PLA-LAR2:1 — A; PLA-LAR1:1A (4h) — B; PLA-LAR1:1A (3h) - C

Figura 4.23 Halos inibitérios para as estirpes S. aureus e E. coli em contacto com os adesivos.

Control E.coli S.aureus

PLA-LARC PLA-LARB PLA-LARA

PLA-IEMA

PLA-MAA

PLA-LAR2:1 — A; PLA-LAR1:1A (4h) — B; PLA-LAR1:1A (3h) - C

Figura 4.24 Fotografias de SEM das estirpes bacterianas em contacto com os adesivos.
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4.3. Resumo das propriedades dos adesivos

Uma vez discutidos os resultados da caracterizagdo efetuada, pretende-se compilar as principais
propriedades de cada adesivo, facilitando a comparacdo entre produtos. A Tabela 4.7 disponibiliza todas

as informag0es recolhidas sobre os adesivos de PLA sintetizados neste trabalho, em complemento da
Tabela 4.2.

Tabela 4.7 Resumo das propriedades avaliadas no estudo — comparago do desempenho dos bioadesivos.

ADESIVOS DE PLA

PROPRIEDADES") PLA-MAA  PLA-IEMA  PLA-LAR2:1  PLA-LARI:IA PLA-LARI:IB  PLA-LARI:IC
Tempo de reticulagao (s) 120 120 120 120 60 30
Gel content (%) 77 89 66 95 88 85
Swelling (%) 22 7 5 10 16 27
T4 (°0) 216 205 228 251 250 250
T, tr™ -37 -11 -8 0,5 5 -6
T, o™ - - 15 37 30 30
Perda de massa (%) 43 35 57 18 ] ]
(45 dias)
Forca de rutura (N) 50 m 24 47 45 38
(gelatina — 53N)
Energia de superficie (mN/m) 378 39,4 41,6 26,9 - -
% Hemolise - >5 >5 >5 - -
% massa de coagulo 100 95 93 48 - -

(*) Néo se apresentam os resultados da biocompatibilidade, uma vez que a analise efetuada foi em geral de forma
qualitativa. Todavia, 0 PLA-LAR1:1A foi 0 mais promissor nos estudos de viabilidade celular.
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5. CONCLUSOES

5.1. Conclusao geral

Estratégias de producdo de bioadesivos a partir de &cido latico foram concebidas e aprofundadas
comecando pela sintese de PLA de baixo peso molecular, por policondensacao direta do &cido latico sem
catalisadores. Os oligdmeros com dois grupos terminais hidroxilo foram funcionalizados com liga¢des de
carbono duplas por diferentes mondémeros: MAA, IEMA, LAR ou TMI. O sucesso das modificagGes foi
comprovado pela técnica de ATR-FTIR. Finalmente, os pré-polimeros foram fotoreticulados a
temperatura ambiente, adicionando um fotoiniciador biocompativel. Excetuando o caso do pré-polimero
com TMI, obtiveram-se matrizes poliméricas homogéneas de aspeto uniforme e transparente, com tempos
de reacdo de cura iguais ou inferiores a 2 minutos, assegurando a sua aplicacéo in situ. Exibiram porém
diferentes estados de reticulacao.

O trabalho realizado consistiu em duas partes experimentais: reproducdo de estudo anterior com a sintese
do oligbmero base e sua modificaggo com MAA e IEMA; e selecdo de novos mondmeros,
desenvolvendo-se novas estratégias de modificagdo de PLA (LAR e TMI). O LAR revelou-se
extremamente eficaz nas reagdes de modificacdo e fotoreticulagdo. Duas modificacfes de PLA com LAR
em diferente proporgdo estequiométrica foram testadas com sucesso, e o foco do estudo esteve na
caracterizacdo dos materiais obtidos. Na modificagdo com LAR (1/1 AL) conseguiram-se diversos
progressos, rumo a um processo otimizado e energeticamente mais favoravel. O tempo da reacdo de
modificacdo para esta via foi diminuido em 20 horas, obtendo-se no final membranas resistentes e
flexiveis a partir de 30 segundos de irradiacdo UV. A gama de produtos resultante desta modificacéo foi
considerada bastante promissora numa fase inicial da investigagdo. Sempre que possivel, foi avaliada a
influéncia do tempo de irradiacdo UV nas propriedades e desempenho destes materiais.

Apesar de serem inimeras as aplicacdes possiveis em contexto clinico, as propriedades dos materiais
foram avaliadas para inferir o seu potencial como adesivos cirdrgicos. A capacidade de absorcdo de agua
foi determinada para todas as membranas, quando imersas em agua destilada e solugdo PBS. Em ambos
0s meios, revelaram um caracter moderadamente hidrofilico, apesar de um comportamento individual
distinto dependente do meio. Em PBS, as membranas apresentaram valores de swelling de 5 a 27%,
consoante o monémero funcional utilizado e o estado de reticulacdo das matrizes. Em geral, quanto
menor o estado de reticulagdo da matriz, maior foi a capacidade de absorcéo de dgua. Face aos resultados
obtidos, espera-se que 0s materiais ndo induzam problemas nos tecidos envolventes quando implantados
in vivo, sendo adequados na fungéo a que se destinam.

A técnica de microscopia eletronica de varrimento (SEM) permitiu avaliar a morfologia das membranas.
Todos os filmes demonstraram ser bastante compactos, com estrutura lisa e homogénea. Apesar das
membranas ostentarem estados de reticulacdo distintos, ndo se assinalam aspetos dispares na sua
morfologia. Para 0 PLA-LAR1:1, percebeu-se que uma diminui¢do no tempo de irradiacdo UV conduziu
a formacdo de membranas menos densas, com valores de gel content inferiores e mais porosas. Sendo a
porosidade um aspeto importante na adesdo e proliferacdo celular, tal facto podera ser muito Gtil quando
em contacto com os tecidos fragilizados. Uma vez obtidas membranas muito compactas para 0s outros
produtos, podera vir a ser necessario a otimizacdo de formulacdes, de modo a conseguir um melhor
compromisso entre quantidade de fotoiniciador, tempo de irradiacdo UV e porosidade final da matriz.
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A andlise termogravimétrica permitiu o estudo da estabilidade dos materiais, quando sujeitos a elevadas
temperaturas. Em maioria, o processo de reticulacdo fotoquimica deu origem a materiais termicamente
mais estaveis, comparativamente aos mesmos no estado liquido. O pré-polimero base apresentou uma
temperatura de degradacdo de 199°C e os pré-polimeros sofreram maior degradacdo a partir de 205 a
245°C, sendo 0 PLA-LARO1:1 o mais estavel. As membranas exibiram uma maior degradacgdo a partir de
205 a 251°C, consoante 0 monoémero funcional. De todos os materiais, a gama de produtos PLA-LAR1:1
revelou ser a mais estavel termicamente. Tendo em conta os resultados obtidos e a aplicacdo clinica
pretendida, conclui-se que os materiais sintetizados apresentardo estabilidade térmica antes e apds
reticulacdo a temperatura de 37°C, considerando-se ndo existirem contraindicacGes na sua utiliza¢do in
vivo. A andlise de DSC permitiu identificar as transicGes térmicas do pré-polimero, pré-polimeros
modificados e reticulados, determinando-se os valores de temperatura de transi¢do vitrea. Todos 0s
materiais no estado liquido exibiram valores de T, negativos, extremamente favoravel ao processo de
fotoreticulacdo, que aumentaram com o peso molecular dos materiais. Apds reticulagdo, as T, foram
ainda superiores, uma vez obtidas estruturas mais densas, compactas e organizadas. A técnica de DMTA
permitiu também identificar as transigOes térmicas das membranas, que apresentaram valores de T iguais
ou inferiores a temperatura fisiologica. A influéncia do tempo de irradiacdo UV nos resultados obtidos
para 0 PLA-LAR1:1 nao foi consideravel. O mesmo se verificou relativamente a sua estabilidade térmica.

A biodegradacdo dos materiais foi avaliada em solu¢do PBS, por um periodo de 6 semanas. Todas as
membranas revelaram ser hidroliticamente instaveis, com perda de massa mais acentuada na fase inicial
do estudo. Todavia, apresentaram perdas totais de massa de 18 a 57%, consoante 0 monodmero funcional
utilizado. Além do grau de reticulagdo e das diferentes composi¢des quimicas, a capacidade de absor¢do
de agua das membranas teve também influéncia nos perfis de degradacdo exibidos. Apesar da
suscetibilidade do PLA a hidrolise, a sua degradacdo € geralmente morosa. Face aos resultados obtidos,
foi possivel concluir que os adesivos de PLA produzidos apresentaram perdas de massa consideraveis,
extremamente importante para aplicagdes temporarias. Assim, poder-se-a4 assegurar a capacidade de
degradacdo, absor¢do e metabolizagdo dos materiais quando implantados no organismo. Se aplicados
externamente, poderdo ser facilmente removidos pelo utilizador quando ndo forem mais necessarios. A
técnica de SEM permitiu ainda verificar as variagbes morfoldgicas das membranas ap6s 72 horas e 6
semanas de degradacdo. Em geral, 0 mecanismo de erosdo superficial foi dominante no processo de
degradac&o hidrolitica, com aumento da irregularidade na estrutura das matrizes.

O estudo de adesdo in vitro foi efetuado para todos os materiais, utilizando folhas de gelatina como
substrato. Ap6s fotopolimerizacdo in situ e realizacdo de ensaios de tracdo, verificou-se que todos 0s
materiais, excetuando o PLA-LAR2:1, aderiram com eficacia a gelatina, apresentando valores de forca de
rutura muito préximos do valor controlo. A separacdo das folhas foi sempre por rutura na gelatina,
permanecendo intacta a zona de colagem. Dos isocianatos testados, 0 LAR (na proporcéo de 1:1) permitiu
a producdo de materiais mais eficazes na adeséo ao substrato que o IEMA. A capacidade de adeséo do
PLA-LAR1:1 ndo foi comprometida quando o tempo de irradiagdo UV foi reduzido a metade. O material
continuou a apresentar uma adesdo eficaz e um desempenho mecéanico adequado. Foram ainda
determinadas as energias de superficie dos materiais apds reticulacdo fotoquimica, revelando-se inferiores
as energias de superficie das superficies aderentes (sangue e pele). Deste modo, pode-se esperar uma
adesdo eficaz a estes substratos quando irradiados in vivo. O principio termodindmico sera satisfeito,
sendo as forgas adesivas superiores as forgas coesivas.
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Estudos de hemocompatibilidade foram conduzidos para avaliar a capacidade de inducdo de hemdlise e o
potencial trombogénico dos adesivos. Estabelecido o contacto entre sangue e materiais (previamente
incubados em PBS), constatou-se que 0s mesmos apresentavam um caracter hemolitico, sendo
significativamente menor para as solucdes de extracdo PBS. Isto indicou que os eritrocitos foram
sensiveis aos materiais e ndo aos subprodutos de degradacdo. Tendo em conta os resultados, e face as
limitacGes do estudo, sugere-se a realizacdo de novos testes de hemolise. Salienta-se porém que o caracter
hemolitico dos materiais ndo devera ser probleméatico em processos de cicatrizagdo, uma vez que estes
estardo em contacto com sangue coagulado. Relativamente aos ensaios de trombose, todas as membranas
apresentaram potencial trombogénico, fundamental para o processo de coagulacdo de feridas incisas. As
percentagens de formacgdo de codgulos foram em maioria muito préximas do controlo efetuado. Os
adesivos serdo capazes de cumprir eficazmente a sua funcdo, promovendo a hemostase e coagulacdo
local.

Finalmente, a biocompatibilidade in vitro foi investigada. Estudos de viabilidade celular foram
conduzidos, utilizando células de fibroblastos humanos. O PLA-LAR1:1 apresentou excelentes valores de
viabilidade celular, considerando-se um produto biocompativel. A modificagdo do PLA com LAR na
proporcdo de 1:1 demonstrou ser a mais eficaz, registando-se valores de viabilidade celular acima de 85%
para tempos de incubacdo de 72 horas. Tendo em conta os resultados, sugere-se ainda que o tempo da
modificagdo do PLA por esta via possa ser otimizado, favorecendo o desempenho do adesivo final no que
diz respeito a sua biocompatibilidade. A técnica SEM permitiu ainda observar as células em contacto com
0 adesivo, comprovando a adesdo e proliferacdo celular, sem sinais de citoxicidade. Relativamente aos
outros materiais, os resultados ndo foram tdo favordveis. Como principais problemas destaca-se a
libertacdo de éter dietilico e subprodutos acidicos para 0 meio de cultura, comprometendo o crescimento
adequado das células. A atividade antibacteriana dos adesivos foi ainda alvo de estudo e atengdo. Em
maioria, 0S materiais apresentaram potencial bactericida para ambas as estirpes microbianas,
extremamente Gtil na minimizagdo de infecGes. Foi possivel verificar nos testes de difusdo em &gar a
formacé&o dos halos de inibigdo em torno dos materiais, sendo estes mais evidentes para os produtos PLA-
LAR2:1, PLA-IEMA e PLA-MAA. A técnica SEM permitiu verificar que nem sempre houve formacédo
de biofilme sobre a superficie dos adesivos. Nos casos em que tal aconteceu, suspeita-se que a porosidade
e rugosidade dos materiais terdo contribuido para uma maior adesdo das bactérias.

Face a todos os resultados, conclui-se que o PLA podera vir a ter um lugar de destaque no mercado dos
bioadesivos. Além disso o LAR, que até ao momento ndo se encontrava associado a area médica, podera
vir a ter um papel fundamental na sintese de materiais para aplicagdes clinicas. Prova disso é o produto
PLA-LAR1:1, que solidificou rapidamente em condices fisiologicas, apresentou viscosidade adequada
antes de aplicado, aderiu facilmente ao substrato exibindo um desempenho mecénico adequado,
demonstrou-se extremamente flexivel, resistente e estavel a temperaturas elevadas, promoveu a
coagulacdo local, revelou-se hidroliticamente instavel, com uma capacidade de absor¢do de agua
moderada, e foi altamente biocompativel. Este desempenho torna-o extremamente promissor em cirurgia
e na area de Engenharia de Tecidos. Em complemento, 0s custos energéticos de producdo serdo menores
comparativamente aos restantes materiais. O caminho comega a ser tragado com vista & obtengdo de um
produto final economicamente mais acessivel.
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5.2.

Principais contribuigoes

Este trabalho pretendeu ser uma mais-valia na revisao de conceitos tedricos sobre o tema e na producéo e
caracterizacao de novos materiais que pretendem ter destaque no mercado dos bioadesivos.
Destacam-se 0s principais contributos:

1.

53.

Revisdo da literatura: pretendeu-se fazer um enquadramento geral em duas areas: 1)
biomateriais e bioadesivos; 2) e acido latico. O contributo esteve na revisdo efetuada com
foco nas aplicagdes biomédicas do PLA. O leitor podera facilmente consultar os estudos que
foram realizados nos Ultimos anos de sintese e desenvolvimento de materiais a partir de PLA
com impactos importantes em areas cirirgicas, farmacéuticas e de Engenharia de Tecidos;

Caracterizacdo dos adesivos de base cido latico e desenvolvimento de novas estratégias: a
avaliacdo da reprodutibilidade do estudo anterior e a caracterizacdo complementar permitiram
um melhor conhecimento dos materiais sintetizados, conducente ao estudo de diversas
aplicagdes. Foi possivel perceber as potencialidades dos adesivos em contexto cirdrgico.
Além disso foram desenvolvidas novas estratégias de funcionalizacdo do PLA, com
resultados muito promissores. Deste modo existe a possibilidade de alargar a gama de
adesivos bioabsorviveis e biocompativeis a partir do acido latico (caso do PLA-LAR1:1);

Exploracdo de novas moléculas: A funcionalizagdo de polimeros é uma &rea de grande
interesse pela investigacdo. A exploragdo de mondémeros como o Laromer® LR 9000 na
funcionalizacdo do PLA constituiu um importante avanco cientifico e tecnol6gico, com a
producdo de um adesivo final biocompativel,

Revolucdo no mercado: O Laromer® LR 9000 (LAR) até ao momento encontrava aplicacao
na producdo de revestimentos para materiais metalicos, cerdmicos, madeiras, etc. Neste

trabalho, foi associado pela primeira vez & area médica com vista a producdo de novos
adesivos biologicos. O desafio foi superado. A modificagdo do PLA com LAR na proporc¢ao
de 1:1 resultou num material promissor para cirurgia. Daqui poder-se-&o abrir novos
caminhos de investigacdo na &rea médica onde o LAR ganhe cada vez mais destaque. Se
assim for, poder-se-a revolucionar o seu mercado e potencial econémico. De salientar que um
longo caminho devera ser percorrido para que isso acontega. Contudo ndo deve ser descartada
a possibilidade de um dia vir a acontecer.

Perspetivas futuras

Em seguimento dos resultados promissores neste estudo, recomendam-se um conjunto de linhas e
estratégias de investigacdo a desenvolver no futuro. Destaque para:

1.

Y

Otimizacdo dos protocolos respeitantes a modificacdo do PLA com os diferentes
mondmeros (estudar eventuais problemas na reproducao dos materiais, fixar a quantidade de
solvente de forma a obter materiais com a melhor viscosidade possivel e testar diferentes
quantidades de fotoiniciador, principalmente para o novo monémero LAR, na procura do
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melhor compromisso entre porosidade desejada, boas propriedades mecénicas, tempo de
reticulacdo e custo de producdo dos adesivos finais);

2. Repeticao dos testes de hemocompatibilidade e biocompatibilidade in vitro dos materiais
sintetizados (s6 a realizacdo de uma série de testes e o estudo aprofundado da interacdo dos
materiais com o sangue e as células permitira assegurar a sua utilizacdo nas areas clinicas
pretendidas. No estudo de hemocompatibilidade devera ser também efetuado o contacto
direto entre sangue e materiais);

3. Realizacdo de testes de biocompatibilidade in vivo (s6 assim sera possivel conhecer a
interacdo dos materiais com diferentes tecidos organicos externos (pele) e internos (ex.
figado). O objetivo seré avaliar a possivel ocorréncia de reac6es alérgicas, inflamagdes ou até
sinais de necrose tecidual. Considera-se interessante o estudo de diferentes tempos de
implantacdo, permitindo avaliar a resposta progressiva do organismo ao material implantado
e a evolucdo da sua degradacdo. Desta forma poder-se-a avaliar se os sinais de toxicidade
apresentados sdo devidos ao material em si ou se sdo resultado dos seus produtos de
degradacdo, e em que momento serdo estes mais criticos. Promover incisdes em diferentes
tecidos e avaliar o desempenho dos materiais na adeséo, regeneracdo e encerramento dos
mesmos);

4. Exploracdo da caracterizagdo para a gama de produtos PLA-LAR1:1 (uma vez que o
PLA-LARL:1A demonstrou ser o mais promissor, interessa realizar um estudo comparativo
com o PLA-LAR1:1B e C, de forma a retirar conclusGes mais consistentes. A
biocompatibilidade, hemocompatibilidade e degradacdo hidrolitica in vitro deverdo ser
estendidas a estes produtos. Se 0s mesmos se revelarem promissores, poder-se-a ter adesivos
de PLA em cirurgia com 30 segundos e 1 minuto de irradiacdo UV,

5. Estudos de degradacdo em plasma humano (estudar os perfis de degradacdo em plasma
humano revela-se também importante, comparando com os perfis de degradacdo em PBS.
Avaliar o despoletar da cascata de coagulagdo in vitro, uma vez que o plasma apresenta na
sua constituicdo todos os constituintes necessarios ao processo de coagulacao [11]);
Realizacdo de ensaios mecénicos (testar a elongacdo dos materiais);

7. Exploracao de outras aplicacdes (comegar pela incorporagdo de farmaco (ex. antibidtico)
nos adesivos, preparando assim sistemas de libertacdo controlada. Testar cinéticas de
libertacdo do farmaco. Compreender os fendmenos envolvidos na libertacdo da substancia
por difusdo ou degradacdo. Avaliar o potencial de preparacdo de transdérmicos para
tratamento de queimaduras, tendo atencdo a porosidade do material final para garantir a
esterilidade do transdérmico. O potencial bactericida devera ser garantido);

8. Testar novas proporc¢des de LAR na modificagdo do PLA (considerando a molécula LAR
como a “principal”, poder-se-4 testar a modificagdo de LAR na proporcdo de (2/1 AL),
avaliando o potencial do adesivo resultante);

9. Producdo de copolimeros de PLA e PCL (testando diferentes modificacBes de forma a
produzir novos adesivos bioldgicos);

10. Testar novas moléculas na modificagdo do PLA (ex. cloreto de metacriloilo).
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Anexo A — Classificagao dos Biomateriais e dos Polimeros Biodegradaveis

BIOMATERIAIS

METALICOS

1
Ligas de ferro, crémio, cobalto, titanio, niquel

e aco inoxidavel.

APLICACOES: préteses (placas  Gsseas,
parafusos), implantes dentérios, fios de sutura,

substituicdo de ligagdes/juntas.

CERAMICOS

I
Oxidos metalicos, zirconia, alumina, fosfato

de célcio, silica, etc.

— APLICACOES: Aplicagdes dentarias e

ortopédicas, substitui¢des do fémur.

POLIMERICOS

I
Polimeros naturais (celulose) e sintéticos;

hidrogéis, silicones, poliésteres, poli (cloreto
de vinilo), polietileno, etc.

APLICACOES: Articulagdes de quadril, orelhas,

nariz; outros tecidos, suturas e vasos sanguineos.

COMPOSITOS

1
Fibras de carbono e de vidro, resinas.

APLICACOES: Viélvulas cardiacas,
substituicdo de ligagdes/juntas.

—

VANTAGENS/ DESVANTAGENS:

——)

Ducteis, resistentes e fortes;

Elevada resisténcia até em temperaturas elevadas.

Muito corrosivos, provocando facilmente efeitos
adversos como resultado da sua desintegracéo;
Biocompatibilidade reduzida;

Densos e de producao dificil.

EEE——

Boa resisténcia & compressao e a corrosao;
Boa biocompatibilidade;

Bio inertes.

Baixa resisténcia mecéanica e elasticidade;
Quebradigos e ndo resilientes;

Dificil produc&o e elevado prego.

EEE——

Resilientes;
Elevada processabilidade e facilidade de fabrico;
Baixa densidade;

Biocompatibilidade elevada e baixo prego.

Baixa resisténcia mecanica;
Quebradigos;
Possibilidade de degradagéo;

Deformaveis com o tempo.

EE—

Boa biocompatibilidade;
Elevada resisténcia a corrosao;

Inertes e estrutura porosa;

Dificil produco e preco;

Baixa resisténcia mecanica

Figura Al Classificacdo dos Biomateriais, vantagens e desvantagens e suas aplicacdes na area médica [1 — 4, 13].
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[ Polimeros Biodegradaveis ]

Extraidos diretamente

da biomassa

Sintéticos

Produzidos diretamente por organismos

[ Poliésteres aliféticos] Poli (&lcool vinilico) e Poli

[ Polissacarideos ][ Protel’nas] Lipidos (

modificados
Poliésteres Celulose
microbianos bacteriana

Amido Colagénio e Lipidos
gelatina ramificados
Quitosano
Caseina
Celulose e seus
derivados Proteinas de
soro do leite
Fibras
(lignocelulose) Glaten  de
trigo

Polihidroxialcanoatos ]

Poliésteres

obtidos a partir de

monoémeros de

base natural

[ Poli-3-hidroxibutirato ]

[ Poli-e-caprolactonas

PLA

PGA

—[ PGA, PLA e seus copolimeros

—[ Poli (caprolactona) (PCL)

(acetato de vinilo) }
)
)
)

Poli (butileno succinato) (PBS)

Figura A Classificagdo de polimeros biodegradaveis tendo em conta a sua natureza/origem e método de producéo (adaptado de [19]).
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Anexo B — Degradagao hidrolitica e erosao

Este Anexo (adaptado do trabalho de dissertacdo de Hakala [21]) pretende resumir um conjunto de
elementos que permitam compreender os mecanismos de degradacdo hidrolitica/enziméatica e os
processos de erosdo de polimeros, assim como os fatores externos e internos que os influenciam. Os
materiais a sintetizar destinam-se a &rea médica e caracterizam-se por ser ndo-invasivos (pretende-se por
isso que sejam biodegradaveis). Perceber os fatores que poderdo influenciar a sua
erosao/transformacao/degradacdo serd util mais a frente (aquando a realizacdo de testes e discussdo dos
resultados obtidos).

BI) Degradacao vs. Erosao

Compreender estes dois conceitos é importante, de modo a perceber que tipo de degradacao acontece com
0 material.

Como é referido na secgdo 1.2 (Capitulo 1), o termo degradacdo refere-se ao processo de rutura das
cadeias do polimero, conduzindo a moléculas mais simples (monémeros ou oligémeros). Por sua vez, o
termo erosdo refere-se & perda de massa do polimero, resultado da libertacdo de mondmeros pelo mesmo.

BI.1) Ligagdes quimicas suscetiveis de degradacao

Polimeros bioabsorviveis apresentam ligagdes quimicas suscetiveis de degradacdo por hidrélise ou por
acédo de enzimas (Figura B.1).

0 o 0 (0]
A H .
N N c R
o 0 T N R/ \0/ \R
carbonato éster anidrido
R 0 O
T L, |
R C
R _CH_ R \HN/ \O/ ~ N
0 0 HN R
ortoéster uretana amida

Figura B.| Ligaces quimicas suscetiveis de degradagdo hidrolitica e/ou enzimatica [21].

Com a implantacdo do material no organismo, as liga¢cBes quimicas degradam-se em subprodutos
metabolizados pelo mesmo. A taxa de degradacdo dos polimeros que sofrem hidrélise ndo é tdo
dependente do sitio/local onde os mesmos sdo implantados, comparativamente aos polimeros que se
degradam por acdo enzimatica. Assim, materiais que se degradam por hidrélise sdo os melhores para

aplicagBes biomédicas temporarias.

DEQ/FCTUC

103



Preparago de Bioadesivos a partir de Acido Latico — ANEXOS Jodo M.C. Santos

B2) Processos de Erosao

A erosdo de polimeros compreende as seguintes etapas:
- Degradacao;
- Dissolugéo;
- Difusdo de espécies dissolvidas;
- Absorcéo de agua;

- Alteragbes morfologicas.

B2.1) Classificacao dos Processos de Erosao

A erosdo podera ser classificada em:
- Eroséo de superficie (ou heterogénea);
- Eroséo interna (ou homogénea);
- Combinacéo de ambas.

No processo de erosdo de superficie, 0 material degrada-se do exterior para o interior (uma vez que a
capacidade de absorcéo de dgua do polimero € menor que a taxa de degradagdo do mesmo). Deste modo,
a erosdo a superficie depende da area superficial do polimero (mais do que do seu volume). Assim,
materiais com maior espessura apresentam, & partida, um maior tempo de degradacéo.

Contrariamente, no processo de erosdo interna (bulk) a taxa de absor¢do de &gua é superior a taxa de
degradacdo do material. Consequentemente, o polimero sofre uma perda de massa uniforme em toda a
matriz (a erosdo neste caso depende mais do volume do polimero do que da sua area superficial ou
espessura).

B2.2) Fatores que influenciam a degradacdo e erosao dos polimeros

Diversas caracteristicas dos polimeros influenciam a sua taxa de degradacdo hidrolitica e de erosdo,
nomeadamente:

- Natureza das ligacdes internas do polimero (ex. os grupos anidrido e ortoéster (Figura B.1) sdo mais
suscetiveis a hidrélise, comparativamente aos grupos amida ou grupos éster);

- Hidrofobicidade/Hidrofilicidade do polimero: Um polimero que seja hidrofilico e absorva grandes
quantidades de dgua degrada-se uniformemente em toda a matriz. No entanto, num polimero hidrofébico,
a taxa de degradacdo vai ser muito menor, resultado da baixa capacidade de absorcdo de agua. Como

consequéncia, tem-se um material com um tempo de vida Util muito maior. Para aplicagdes temporarias
de curta duracdo serd uma desvantagem. Ainda assim, se 0 material tiver na sua estrutura ligacdes que
sejam hidroliticamente instaveis, a degradacdo do polimero tenderd a ser a superficie. Poderdo existir
casos em que os produtos resultantes da degradacdo sejam também hidrofébicos, depositando-se sobre a
matriz. Em termos praticos, o polimero acaba por ndo sofrer uma variagao significativa de massa;
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- Flexibilidade do polimero: Um polimero que apresente maior flexibilidade tera a partida uma estrutura

em que as moléculas apresentam um maior espaco entre si (resultado de um maior comprimento de
cadeia, por exemplo). Nesta situa¢do, quanto maior for o espago entre as moléculas, maior serd a
capacidade de absorcdo de dgua pelo polimero e consequentemente maior sera a probabilidade de este
sofrer hidrolise;

- Peso molecular do polimero: Um material com peso molecular elevado apresenta na constituicdo um
elevado numero de ligacBes que tém que ser quebradas. Para além disso tende a ser um material vitreo, e
consequentemente menos flexivel. Desta forma, a taxa de degradacdo é menor (ou seja, a degradacéo é
mais lenta, comparativamente a polimeros de menor peso molecular);

- Temperatura de transicdo vitrea (T,): Um material com um elevado valor de T, corresponde a um
material vitreo, com elevado grau de cristalinidade, e por isso com uma estrutura ordenada e mais estavel.
Por vezes, o elevado valor de T indica que o material tem um peso molecular elevado, e na maioria das
vezes significa ser um polimero mais estavel devido as ligagdes de hidrogénio ou interac6es hidrofobicas.
Sendo assim, um aumento num valor de T, resulta numa menor taxa de degradagao;

- Composicéo quimica do polimero: Uma das formas existentes para manipular a taxa de degradagdo do
material é alterando a sua composi¢do quimica, através da adicdo de mondémeros ou CO-monodmeros
funcionais. A adicdo destes pode aumentar a irregularidade das cadeias do polimero, diminuindo a sua
cristalinidade e aumentando a capacidade de absorcdo de agua (tornando-o hidroliticamente instavel).
Contudo, se 0s mondmeros adicionados contribuirem com grupos que aumentem a rigidez do material,
podera ocorrer 0 processo oposto (e nesse caso a taxa de degradacdo € menor);

- Qutros: Dimensdes do polimero, solventes adicionados, sitio/local de implantagdo, presenca ou ndo de
enzimas, porosidade do material e reticulacéo (ja referido na seccédo 1.2.1, Capitulo 1).
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Anexo C — Aplicagdes biomédicas de polimeros biodegradaveis

Tabela C.I Aplicagées médicas de polimeros biodegradéveis e bioabsorviveis (adaptada de [6]).

Fungao Objetivos/Aplicagoes Exemplos
- Sutura Anastomose vascular e intestinal
Regeneracao/ligacéo - Adeséo Ades3o cirlrgica
- Fixagéo Fixacdo e regeneragdo Gssea
Hemostase local
- Cobertura o
Encerramento/reconstrugéo Cobertura de feridas incisas
- Ocluséo Embolizacao vascular

Producéo de scaffolds

- Proliferacdo celular

Reconstrugdo de tecido cutaneo e

tecidos internos

Separacdo

- Isolamento

- Inibicéo de contacto

Protecdo de 6rgdos

Prevencdo de adesdo

Encapsulamento

- Administracdo controlada de

substancias

Libertacao controlada de farmaco

Anexo D — Aplicagdes de polimeros biodegradaveis em diversas areas.

Tabela D.I Aplicagdes de polimeros biodegradaveis em diferentes areas e produtos comercializados (adaptada de [9]).

Empresa/ Localizagao Produto Composiao Aplicagdes
Sacos de recolha de residuos,
Novamont (Italia) Mater-Bi® Amido e poliéster | filmes  para  agricultura,
aplicagdes descartaveis.
, Flor de centeio | Aplicagdes descartaveis,
Roverc’h (Franga) Polynat® (80%) recipientes de flores.
American Excelsior . L .
Company (E.U.A) Ecofoam® Amido Invélucro de recipientes.
BASF (Alemanha) Ecoflex® Co poliéster Filmes para agricultura.
Bayer (Alemanha) BAK 1095® Poliéster amida Ap!lc_a(;oes descartaveis,
recipientes de flores.
Produtos sanitarios, roupas
Cargill Dow (E.U.A.) Eco-pla® PLA desportivas, embalagens e
recipientes de conservagéo.
Goodfelow (Inglaterra) Biopol® PHB/PHV Garrafas, laminas.
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Anexo E — Adesivos comercializados a base de cianoacrilatos, fibrina, colagénio e albumina

Tabela E.l. Adesivos & base de cianoacrilatos, fibrina, colagénio e albumina atualmente existentes no mercado e suas aplicagBes, vantagens e limitagdes [11, 28, 30].

Adesivos a base de cianoacrilatos

Produtos/Produtos

Aplicagio/Fungio

Considerages

Vantagens

Limitagdes

Histoacryl e Histoacryl Bine (N-butyl-2-cyanoacrylate)
(B Braun, Medical Inc., Germany)

Glubran (N-butyl-2-cyanoacrylate)
(GEM S.1.1, Fiareggio, Italy)

Dermabond (2-octyl-cyanoacrylate)
(Ethicon, Inc., Johnson & Johnson Co)

Indermil (n-butyl-2-cyanoacrylate)

Terapia endoscopica/ Tratamento de feridas cutineas.

Aprovado para uso endoscopico na Europa.

Tratamento de feridas superficiais.

Feridas superficiais da pele.

Atualmente comercializado nos ETU A

Nio comercializado nos EUA.

Aprovado pela FDA;
Pode ser utilizado em conjunto com suturas;
Utilizado por cirurgides plasticos, médicos de emergéncia
ou dermatologistas.

Utilizado em conjunto com pontos dérmicos profundos.

Forte adesio aos tecidos;
Ripida polimerizacio;
Ficil aplicacio;

Polimerizagdo exotérmica;

Melhor performance em superficies secas;
Preocupagdo relativa aos produtos resultantes da
degradacio;

Degradagio lenta;

Prego relativamente elevado.

(Covidien Inc.)
Adesivos a base de fibrina
Produtos/Produtos Aplicagio/Fungio Considerages Vantagens Limitagdes
Berinlast.P® Tampdo hemostatico primario; Disponivel a partir de duas fontes comerciais nos EU.A:
?gﬁn ‘;’;o‘n ) Matriz de cicatrizagio de feridas. Tisseel (Baxter, Weslake Village, C4)
Hemaseel (Hemacure, Sarasota, FL)
Evicel Complemento para encerramento de colostomias. . - . . . . ;
(Ethicon, Fac., Johnson & Johnson Co) Biocompatibilidade; Risco de transmiss3o de doengas sanguineas;
T Vitagel Utilizado em procedimentos cirirgicos como adjuvante Elevada velocidade de cura. Reagdes alérgicas e risco de transmissdo de infegdes.
(Orthovifa Inc.) de coagulagio. Exceto neurocirurgia e cirurgia oftalmolégica.

Cryoseal system
{ThermoGenesis Corp.)

Adjuvante de hemostasia de incisdes na superficie do
figado em pacientes submetidos a ressecgio hepatica.

Adesivos a base de colagenio

Produtos/Produtos Aplicagdo/Fungio Consideragges Vantagens Limitagdes

FloSeal Heméstase em cirurgias vasculares.
(Sulzer Spine-tech, Anaheim, CA)
Proceed Prevencio e tratamento das “CSF leaks™. S . . - . .
(Fusion Medical Technologies, Mountain View, C4) Combinagdo de frombina e colagénio de origem bovina.
CoStasis Spray para hemostasia cirirgica. Combinagio de plasma humano com uma mistura de
(Cohesion Technologies, Inc.) colagénio de origem bovina e trombina.
Adesivos a base de albumina

Produtos/Produtos Aplicagio/Fungio ConsideragGes Vantagens Limitagges

BioGlue aragio secagdes da aorta e artérias femorais e yino: ipida polimerizacio;
%0 de dis Bes da rias f . Combinagio de gluturaldeido com albumina de bovino Rinida pol

{CryoLife, Inc. Kennesaw, GA)

carotidas.

Utilizado como complemento aos métodos convencionais
de hemostasia.

Boa adesdo aos tecidos.

Preocupacio relativa a toxicidade do gluturaldeido.

Nota: As vantagens e limitagdes dos diferentes adesivos comercializados s&o apresentadas num contexto geral. O desempenho e as caracteristicas de cada adesivo dependem de inimeros fatores, nomeadamente da aplicagio a que se destinam.
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Anexo F — Propriedades fisico-quimicas do Acido Latico

Tabela F.| Propriedades fisico-quimicas e estrutura quimica do Acido lético [12, 37].

Propriedades e informagdes do Acido Latico

Nimero CAS
Peso molecular (g mol”)

Estrutura quimica

Formula quimica
Temperatura de fusao (°C)

Solubilidade em agua (% m/m)
Entalpia de fusdo (k)/mol)
Temperatura de ebuligao (°C)
Massa volimica (g mL")
(80 % solugao)
Viscosidade (mPa s)

Geral: 50-21-5
90,08

O

H3C\HLOH

OH

C3HgO3

Mistura racémica de isémeros: 18
L(+): 53

D(-): 53

86 (20° C, acido latico L(+))

16,8 (4cido latico L(+))

122 (a 14 mmHg)

1,209
28,5 (85,3% solugdo em agua, 25°C)

Anexo G — Fornecedores de PLA a escala global

Tabela G.| Fornecedores globais de PLA: Localizacéo e capacidades de producdo (adaptado de [42]).

(apacidade de Produgao

Empresa/Sociedade Localizagao Marca
(kton/ano)
Nature Works E.UA. Ingeo 140
Futerro Bélgica Futerro 15
Tate & Lyle Holanda Hycail 0,2
Purac Holanda Purasorb 0,05
Hiusan Biosciences China Hisun 5
Jiangsu Jiulding China 5
Teijin Japéo Biofront 1
Toyobo Japéao Vylocol 0,2
Synbra Holanda Biofoam 50
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Anexo H — Propriedades fisicas e quimicas do poli (acido latico) (PLA)

Tabela H.I Propriedades fisicas e quimicas do poli (acido latico) (PLA) (adaptado de [36, 40]).

Propriedades dos estereoisomeros do PLA

PLLA PDLA PDLLA
Temperatura de transigao vitrea 55-60 50-60 Variavel
T, (0
Temperatura de fusdo T, (°C) aprox. 180 aprox. 180 Variavel
Temperatura de aprox. 200 aprox. 200 185 - 200
decomposicao/degradagao (°C)
Massa volimica (g cm”) 1,290 1,248 1,250
Elongacao na rutura (%) 20-30 20-30 Variavel
Estrutura cristalina Semicristalino Cristalino Amorfo
Tempo de degradagao (em 4 a 6 meses 4 a 6 meses 2 a 3 meses
ambiente salino, 37 °C)
Todos demonstram ser soltveis em cloroférmio, benzeno, acetonitrilo, THF,
Solubilidade dioxano, etc. Por sua vez, sdo insollveis em agua, etanol, metanol, heptano,
hexano, etc.

Anexo | — Sintese e Modificagao de PLA

Tabela I.] Vantagens e Desvantagens dos diferentes métodos de sintese de PLA (adaptado de [40]).

Métodos de Sintese Vantagens Desvantagens
. - Apenas uma etapa,; - Impurezas, reacoes
Solution ' L o ;
. - Via economica; secundarias, PLA de baixo
polycondensation L -
- Facil controlo das condicGes de | peso molecular.
Policondensacéo direta operagao. - Necesséarias  elevadas

(direct polycondensation) temperaturas de  reacéo,
sensibilidade as condicdes de
operagdo, obtencdo de PLA

de baixo peso molecular.

Melt
polycondensation

Polimerizagdo por abertura de anel - PLA de -elevado peso |- Requer elevada pureza do
(ring-opening polymerization) molecular. mondémero  &cido  latico,
custos de producéo elevados.

- Eficiéncia, produtos néo
toxicos, PLA de elevado peso
molecular, reducdo da poluicdo

Novos métodos

(novas condigdes de operacao, catalisadores, (em desenvolvimento)

etc.) L
face a processos convencionais.
Biossintese - Apenas uma etapa, eficiéncia,
(Processo enzimatico) produtos ndo tdxicos, baixo | (em desenvolvimento)

custo, sem poluicéo.
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Tabela 1.2 Estratégias de modificac#o fisica e quimica do PLA, motivacdes e estudos na area [40, 44].

ESTRATEGIAS DE MODIFICACAO DO PLA (adaptado de [40]"):

MODIFICACAO BULK

- Materiais destinados a area médica deverdo possuir propriedades mecanicas adequadas (boa resisténcia, ductilidade, flexibilidade)
para que tenham um bom desempenho na sua fungdo. Para além disso, a hidrofilicidade é importante para que haja uma boa interagéo
entre o biomaterial e as células. As desvantagens do PLA neste ambito sdo a baixa ductilidade e o facto de apresentar uma taxa de
degradagdo lenta. Diversos métodos de modificacdo tém vindo a ser investigados para melhorar as propriedades mecanicas do PLA,
com foco na variedade de grupos hidrolisaveis (de modo a melhorar o perfil de degradacdo do material), no controlo da flexibilidade e
cristalinidade das cadeias do polimero (permitindo um maior processamento do material) e na presenca de grupos hidrofilicos.

Modificagao fisica

Método simples e versatil que permite desenvolver novos materiais com melhores propriedades, sem que seja
necessario a sintese de novos polimeros. Consiste assim na combinacdo ou juncdo do PLA a diferentes polimeros,
biodegradaveis ou ndo, permitindo obter melhores propriedades devido a interacéo entre estes.

Combinacéo de polimeros com o PLA:
Mistura/ - Biodegradaveis: PEG, PCL, PHB, PBAT;
- Ndo-biodegradaveis: PE, PVA, PP.

combinagao
(Blendling) Estudos:

- PLA/PP: melhor resisténcia a biodegradagdo e hidrolise; melhorias na capacidade de coloracio; imisciveis; exibicdo
de fracas propriedades mecénicas devido a uma reduzida adeséo interfacial entre as fases do polimero;

- PLA/TKGM: miscivel devido a interac@es especificas entre o PLA e 0 TKGM,; melhorias nas propriedades mecénicas:

elongagdo na rutura de 520% para a mistura (20/80), comparativamente a apenas 14% do PLA puro; resisténcia ao
impacto foi melhorada de 11,9 ki/m? (PLA puro) para 26,9 ki/m® (PLA/TKIM).

Estratégia de modificacdo que consiste na adicdo de plastificantes de baixo peso molecular ao PLA, de modo a
diminuir a Ty, aumentando a suavidade e ductilidade do material final. Esforgos tém sido desenvolvidos fazendo
variar a polaridade, peso molecular e os grupos funcionais dos plastificantes.

Plastificagao
Plastificantes: triacetina, tributil citrato considerados os mais eficientes na diminuicdo da T, do PLA (PLA/TB: T
de 24 °C).
A producdo de compdsitos tem como objetivo a combinagdo de diferentes materiais de modo a obter melhores
Compésitos propriedades. Fibras poderdo servir como enchimento/carga de compositos de base PLA. Estudos referem a

producdo de compositos de PLA com fibras de celulose, com melhores propriedades mecénicas (elongacdo na
rutura, forga de tensdo, mddulo de Young, etc.)

Modificagao quimica

Devido a presenca dos grupos carboxilo ou hidroxilo do acido latico, o PLA apresenta uma enorme versatilidade de
reacdo. E por isso possivel produzir copolimeros de PLA de baixo peso molecular por policondensagio, adicionando
outros mondmeros (como a caprolactona). Copolimeros de elevado peso molecular também poderéo ser obtidos por
ROP com mondmeros ciclicos (acido glicdlico, valerolactona, carbonato de trimetileno, etc.).

Copolimeros de base PLA mais comuns: PLA/PGA, PLA/PEO, PLA/PEG (a fim de produzir materiais que
apresentem elevada biocompatibilidade e sejam hidrofilicos, ndo toxicos, ndo imunogénicos e ndo antigénicos).

Copolimerizagao

Reticulagio Materiais de base PLA poderdo ser reticulados por irradiagdo UV (na presenga de um fotoiniciador) ou através de
.. reticulagdo quimica (na presenca de iniciador e agente reticulante). A reticulacdo do polimero podera dar origem a
(Crosstinking | um material muito mais estavel (termicamente) e com melhores propriedades mecénicas.

MODIFICAGAO DE SUPERFICIE

- Estratégias de modificacdo de superficie do PLA sdo adotadas para melhorar propriedades como a hidrofilicidade, rugosidade, energia
de superficie, funcionalidade quimica, entre outras, de forma a produzir materiais com caracteristicas adequadas a sua utilizagcdo no
organismo, em intmeras aplicacfes terapéuticas.

Métodos Fisicos

Considerado dos métodos de modificacdo de superficie mais simples, aplicado particularmente na producéo de
. nanoparticulas de PLA para libertagdo controlada de farmaco.
Revestimento de | Tipos de revestimento:

superficie - Revestimento com PEG €é o mais reportado, tendo atrasado a fagocitose das nanoparticulas e prolongado a sua
circulagdo em testes in vivo, contudo incapazes de direcionamento especifico, com consequéncias negativas na
eficiéncia de libertacéo.

! Xiao et al. [40] apresentam uma revisdo detalhada sobre estratégias de modificacdo do PLA e estudos realizados nesse &mbito (onde se poderdo

encontrar os autores e referéncias dos mesmos). Na Tabela H.2. sdo apenas mencionados alguns exemplos.
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Tabela 1.2 (cont.)

MODIFICACKO DE SUPERFICIE

Métodos Fisicos

Revestimento de
superficie

- Polissacarideos revelam-se promissores no revestimento de particulas de base PLA (comparativamente ao PEG).
- Matrizes extracelulares de proteinas (como a fibronectina ou o colagénio) sdo também usadas para revestimento,
conduzindo a adesdo celular e a obtengdo de um material final mais biocompativel.

Aprisionamento
(Entrapment)

Método de aprisionamento de diferentes espécies de modificacdo (PEG, alginato, etc.) por absorcéo reversivel através
da superficie do PLA, sem necessidade de grupos funcionais especificos nas cadeias poliméricas. As moléculas
acumulam-se apenas na superficie do material que se pretende modificar, sem que haja modificacdo das suas
propriedades na massa.

Tratamento por
Plasma

Método de modificaco utilizado para melhorar propriedades como a hidrofilicidade do PLA e a sua afinidade com as
células. O tratamento por plasma permite obter um controlo sobre energia e carga de superficie, modificando-a
uniformemente sem alteragGes significativas nas propriedades na massa. O tratamento por plasma introduz grupos
funcionais no polimero, (-NH,, -OH, -COOH) capazes de criar ligag@es covalentes com outros materiais para posterior
modificacéo.

Modificagao Quimica

Introducgdo de grupos funcionais no polimero. Tratamento por hidrdlise superficial simples (com um alcali) ou tratamento por amindlise,
introduzindo grupos hidrofilicos (-COOH e —OH) e grupos reativos (-NH,) que podem ser usados para ligar moléculas bioativas como
quitosano, arginina, lisina, colagénio, PEG, entre outras, com o0 objetivo de regular a adesao celular e a adsorcao de proteinas ao material
(promovendo a sua biocompatibilidade), sendo de extrema importancia na producéo de scaffolds e implantes para Engenharia de Tecidos.

Anexo ] — Selecao de novos mondmeros funcionais.

2. CRITERIOS DE SELECAQ

MONOMEROS FUNCIONAIS
|

ANIDRIDOS | Presenca de grupos funcionais fortemente reativos
com grupos (-OH)
FUMARICOS
l. OBJETIVOS || Existéncia de grupos terminais com ligagdes duplas
‘ ISOCIANATOS

PLA, com
duplas.

Modificagao dos grupos hidroxilo do

Comprimento da cadeia. Peso molecular ‘

%
? -

introdugao de ligagdes

Propriedades mecanicas ‘

Aplicagdes, Estudos

EETE

Compostos reativos, ~permitindo

bastante uma

= modificagdo do PLA com elevado rendimento;
MOMWACDES | IsociANATOS
\ Estudos  realizados  tém  demonstrado  a

dos isocianatos.

Estudo comparativo de mondmeros funcionais da familia

biocompatibilidade dos materiais obtidos;

Laromer® LR 9000 (LAR) Grupos isocianatos livres contribuem para uma boa

adesao celular, resultado da reatividade com

3-isopropenil-alfa, alfa- proteinas aminas presentes no organismo.
dimetilbenzil isocianato

(TH)

Figura .1 Pesquisa de novos monémeros funcionais: objetivos, critérios de selegdo e motivagdes [4, 11, 12, 35, 73 — 76].
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Anexo K — Propriedades e Estruturas quimicas dos principais reagentes utilizados

Tabela K. Propriedades, formulas e estruturas quimicas, codigos R e S dos monémeros, co-monémeros, solventes e iniciadores utilizados, obtidos a partir de fornecedores ou das fichas MSDS dos compostos.

. Formula . Peso molecular ~ Ponto de fusdo  Ponto de Ebulicdo  Massa volimica . .
Nome da substancia . Estrutura quimica Codigos R Codigos §
quimica (g mol”) (0 (°0) (g mL")
Acido 2-hidroxi- O 19 1209 Ra8
propanéico ou Acido C3He03 HsC 90,08 53 ’ ND
. OH (a 12 mmHg) (solugdo a 80%) R41
Latico L(+) OH
_ R22 s23
1,4-butanodiol C4H1,0, Ho\/\/\OH 90,12 16 230 1,017 ner <6
CH, CH> 87 R20 S26
Anidrido metacrilico CgH 1003 (0] 154,16 ND 1,035 R37/38
HsC CHs (a 13 mmHg) S39
O O R41
R22, R23
O
M il 2- R25, R2
?tac_” o (,je HL A g~ NCO 155,15 -45 211 1,098 > R20 ND
isocianoetilo C;/HgNO; R36/37/38
CHj R41, R42
. . R26, R34 S7, S15, S28
3-isopropenil-a, a- Ci3H1sNO HsC C:S R42/43 $36/37/39
dimetilbenzil co 201,27 ND 268-271 1,018
o R48/20 538, 545, S60
Isocianato “ R50/53 s61
ch CH2
%: g_ R21, R22, R23
Laromer® LR 9000 - § N 578 ND ND 1,154 R36/37/38 ND
b h | R42/43
T‘M T \/\/\/].\W
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Tabela K.1 (cont.)

Formula Peso molecular ~ Ponto de fusdo  Ponto de Ebulicdo  Massa volimica
Nome da substancia Estrutura quimica Codigos R Codigos §
quimica (g mol”) (0 (°0) (g mL")
R12, R19
Eter dietilico C4H100 AN AT 74,12 -116 34,6 0,710 R22 ND
o HeC™ O CHy R66, R67

2-hidroxi-1-[4-(2-

hidroxietoxi)fenil]-2- _/\ o]
. C12H1604 OH 0 OH 224,30 86,5-89,5 ND ND ND ND
metil-1-propanona

ou Irgacure® 2959

0 R40
Formamida (%) CH;NO JJ\ 45,04 2-3 210 1,134 R48/22 ND
H NH, R61
Etilenoglicol (%) C;Hs0, OH 62,07 -13 196-198 ND ND ND
HO™ "
Propilenoglicol (%) C3Hs0, HO/\( 76,09 -59 188,2 1,036 ND ND
OH

ND — ndo disponivel
? Reagentes utilizados nos ensaios de medicéo de angulos de contacto.

Nota: As frases dos cddigos R (perigo) e S (procedimentos de seguranca) poderdo ser consultadas nas fichas MSDS dos compostos.
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Tabela K.2 Reagentes utilizados nos ensaios de hemocompatibilidade — Propriedades, Formulas e Estruturas quimicas e cédigos R/S (obtido a partir de fornecedores).

Peso molecular

Ponto de fusao

Ponto de Ebulicao

Massa volimica

Nome da substancia Formula quimica Estrutura quimica Codigos R Codigos §
(g mol’) (0 (0 (g mL')
Esta substancia
O ndo é clas_sificada
di-hidrogenofosfato de I como perigosa de
. KH,PO, P. + 136,09 252,6 ND 2,338 acordo com a -
potassio HO  \"O K Diretiva
OH 67/548/CE.
. . K R26/27/28
Cianeto de potassio KCN N V 65,12 634 1625 1,520 ND
RN R32, R50/53
N $22,524/25
. é R32
Ferrocianeto de NSe § C/¢N 526,528
. KsFe(CN)s e 329,24 ND ND 1,890 R36/37/38
potéssio Loy, S36/37/39
‘ w S45
Cloreto de célcio CaCl, Cl—Ca-Cl 110,98 772 1670 2,150 R36 ND
R11, R23/24/25
CH,0 O . ND ND 1,016 R34, R39 ND
Formaldeido PS
H™ “H R40, R43
4-(1,1,3,3-
. . . (0] H
tetrametilbutil) fenil- {\”o‘} R22, R36
_ o (C;H40),C1H,0  HsC n ND 6 > 200 1,070 ND
glicol polietileno HsC R51/53
HaC H3C CHj

ou Triton X®-100

ND — ndo disponivel
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Anexo L — Processo de produgao, montagem experimental, condicoes de operacao e fatores em consideragao

Em estudo
Aplicagao (aracterizagao Armazenamento
Libertacéo de agua + Azoto Remogdo do éter Secagem
. . dietilico 40°C
T Arrefecimento a Tamp
Azoto Adesivos
Reagio de Libertagdo de agua (na
T o Armazenamento modificacdo com MAA) + Reticula;ﬁo
polimerizagao PLA Azoto Arrefecimento a Tamp L
fotoquimica
150°C Refluxo do éter dietilico ) .
250C PLA Refluxo do éter dietilico
. 9h Reacao de .
25°C Mistura dos Azoto § Mistura ]
, modificagio PLA-MAAO, PLA-IEMAO, 60°C PLA-MAA, PLA-IEMA,
< . . monomeros 0
Acido latico L(+) 25°C PLA-LARO1:1, PLA-LAR02:1 PLA-LARL'L, PLA-LAR?:1
130°C - MAA
PLA-TMIO
25°C 25°C 60°C — IEMA, LAR,
p e e 25°C
Eter dietilico ™I
_ Mondmero Irgacure  Eter dietilico
1,4-butanodiol _ g
funcional 2959

Figura L.l Esquema do processo de producéo dos bioadesivos a partir de acido latico (preparagdo em laboratério).

Nota: O esquema apresentado na Figura L.1 ndo pretende ser um diagrama PFD do processo. Este esquema apenas representa as vérias etapas de sintese realizadas em laboratério, desde a sintese do pré-

polimero até a obtenc&o final do adesivo, como forma de ilustracéo (seccéo 3.2).

5



Preparago de Bioadesivos a partir de Acido Latico — ANEXOS Joao M.C. Santos

Modificagdo com MAA Modificagdo
(24h) com IEMA, |
LAR ou TMI \
(24h) '(
)
Excecéo: LAR1:1 (4h’ '>:

——— Termopar

Banho de 6leo

Agitacdo magnética

Placa de aquecimento

Figura L2 Exemplificacdo da montagem experimental nos ensaios: 1) Montagem para produgdo do pré-polimero por

policondensacdo direta (com libertacdo de 4gua); 2) Montagem para a funcionalizagdo do pré-polimero (anidrido vs. isocianatos);
3) Banho de aquecimento onde foi introduzido cada um dos sistemas anteriores — agitacdo magnética ~ 250 rpm.

Aspetos criticos no processo (cuidados a ter/limitagdes encontradas)

. Sintese do pré-polimero

=  Tempo necessario de reagdo para a total remocao de &gua da solucédo (> 9h);

= Controlo da temperatura (dificuldade em estabilizar acima dos 130°C);

= Identificacdo das bandas caracteristicas correspondentes aos grupos OH e grupos éster (ATR-
FTIR).

DEQ/FCTUC
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2.

Funcionalizagao do pré-polimero

Quantidade de solvente adicionada (muito critico) — a otimizar (de forma a obter a melhor
viscosidade possivel; depende muito do mondmero funcional utilizado);

Presenca de bolhas de ar na solucdo polimérica (em modificagdes com LAR);

Garantir 0 ambiente inerte no sistema durante todo o processo (essencial);

Nas modificacbes em que é utilizado solvente, é importante ter um bom refluxo (controlar o
caudal da corrente fria do condensador);

Protecdo da luz (a fim de evitar reticulagdo dos produtos) — em caso de armazenamento, é
preferivel utilizar frascos escuros e armazena-los em local fresco (frigorifico);

Verificacdo da qualidade dos produtos: identificacdo do desaparecimento dos grupos funcionais
livres (do mondmero adicionado ao pré-polimero), da diminuicdo ou desaparecimento dos grupos
OH e do aparecimento dos grupos uretana ou anidrido, e consequentemente das ligacdes de
carbono duplas (ATR-FTIR) — avancar para a ultima etapa se se verificar a presenca de ligacoes
duplas;

Dificuldade no scale-up da modificacdo: a quantidade de solvente ndo aumenta linearmente
(aspeto mais critico desta etapa).

Reticulagao fotoquimica do pré-polimero

Solubilizacdo do fotoiniciador:

= Quantidade de solvente adicionada (muito critico se o polimero modificado for muito

VisCc0s0);

= Refluxo do solvente (importante);
= Garantir a homogeneizacao da mistura (de forma a obter um produto transparente);
* Protecdo da luz (muito importante);

Irradiacdo das amostras com UV:

= Espalhamento sobre superficies a temperatura ambiente (deve ser feito com cuidado para

evitar a presenca de bolhas de ar no produto final; deve ser feito da forma mais cuidadosa
possivel, para que o adesivo tenha uma espessura uniforme, sem fragilidades);

= Dificuldade no controlo da espessura dos filmes obtidos;
= Tempo de irradiagdo deverd ser controlado (garantir a reticulacdo total da matriz; evitar a

presenca de liquido residual);

= Verificacdo da converséo de ligagcOes de carbono duplas (ATR-FTIR);

DEQ/FCTUC
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Secagem dos materiais

Secagem dos materiais deve ser feita numa estufa de vacuo (a temperatura ndo deve ser elevada,
para ndo desidratar completamente as membranas obtidas). Contudo a secagem do material é
fundamental, antes de estes serem caracterizados;

Otimizacdo do tempo de secagem (muito variavel, consoante o produto e a espessura das
amostras)

CUIDADOS GERAIS (REAGOES):

Agitacdo magnética: Em casos em que a viscosidade da solucdo aumenta consideravelmente ao
longo da reacdo, deve-se ir controlando a mesma, para evitar que o sistema reacional deixe de ser
homogeneizado. Em reacfes que decorram durante a noite, deve-se deixar a agitacdo numa
velocidade menor.

DEQ/FCTUC
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Anexo M — Protocolos dos Ensaios de Hemocompatibilidade

Teste da Hemolise

Os testes de hemdlise compreenderam as seguintes etapas:

1. Amostragem do Sangue;
2. Quantificagdo da hemoglobina:
2.1. Método da Cianometahemoglobina
- Preparagéo de solucdes;
- Preparacgdo dos padrdes para elaboracdo da curva de calibracéo;
- Determinacédo da concentracdo de hemoglobina no sangue e no plasma;
- Diluicdo do sangue;
3. Contacto do material com o0 sangue;
4. Calculo da percentagem de hemolise provocada por cada material.

Protocolo experimental
|. Amostragem do Sangue

Nos testes realizados, o sangue ja anti-coagulado foi fornecido pela PROBIOLOGICA, acondicionado
num frasco de vidro e transportado num saco térmico. Assim que recebido, o sangue foi armazenado no
frigorifico até ser utilizado (nas mesmas condi¢cBes em que foi entregue). Apesar de a sua validade
permitir 0 seu armazenamento durante aproximadamente um més, este foi utilizado no mesmo dia em que
foi recebido, para garantir a sua qualidade. De outra forma, poderia sofrer hemoélise com o tempo, pondo
em causa 0 Seu Uso nos ensaios realizados.

Nota: Se o sangue for recolhido fresco, a recolha deve ser feita em recipientes de colheita apropriados, e a
cada recipiente deve ser adicionada previamente uma solugdo anticoagulante preparada em laboratorio,
designada de Solucdo Anticoagulante de Citrato e Dextrose (ACD). Para preparar essa solugdo deve-se
dissolver 0,3637g de acido citrico (C¢HgO-), 1,1001g de citrato de sddio (NasCeHs0,.2H,0) e ainda
1,2268g de dextrose mono-hidratada (C¢H1,06.H,0) em 50 mL de 4gua destilada [86]. A proporcéo a
utilizar deve ser de 1 mL de anticoagulante para cada 9 mL de sangue. Os recipientes devem ser agitados
com bastante cuidado (promovendo a homogeneizacdo do sangue com a solu¢cdo ACD), para que nédo
ocorra a hemdlise. O seu transporte deve ser feito também com muito cuidado. Malas ou sacos térmicos
com gelo sdo preferiveis, para que o sangue esteja bem acondicionado e mantenha as suas propriedades.

2. Quantificagao da hemoglobina

1.1. Método da Cianometahemoglobina — Fundamentos

Para quantificar a hemoglobina (Hb) presente na totalidade dos glébulos vermelhos e plasma, podem ser
utilizados diferentes métodos analiticos, nomeadamente: 1) espetrofotometria; 2) doseamento do ferro; 3)

DEQ/FCTUC
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absorcdo de gases. De entre os métodos referidos, a espetrofotometria é preferivel, dada a sua preciséo,
rapidez e relativa facilidade de execucdo. O método da cianometahemoglobina é o mais utilizado, por
referéncia do Conselho Internacional de Padronizagdo em Hematologia.

Neste método, a concentragdo de hemoglobina é determinada sob a forma de cianometahemoglobina.
Para tal, faz-se reagir a Hb com o cianeto de potassio (KCN) e o ferrocianato de potéssio (Ks;Fe(CN)g),
convertendo todas as formas de Hb (oxihemoglobina, desoxihemoglobina, metahemoglobina e

carbohemoglobina) em cianometahemoglobina (que apresenta um pico de absorvancia de 540 nm).

2.2. Procedimentos realizados

- Preparacao de Solugdes

De acordo com a norma ASTM F 756-00, que utiliza como método de referéncia o método da
cianometahemoglobina, o sangue utilizado nos testes de hemolise deve apresentar as seguintes

caracteristicas:

1) [Hb] no sangue = 10 mg/mL + 1 mg/mL;
2) [Hb] no plasma do sangue <2,0 mg/mL.

Como tal, na aplicacdo do método foram preparadas diversas solugdes. Na Tabela M.1 apresentam-se
todos os reagentes utilizados na preparacao das solugdes necessarias, modos de preparacao e utilizacao.

Tabela M.l Solugdes preparadas para o teste de hemdlise.

Solugdes

Materiais e Preparagao

Aplicagao/Utilizagao

Solugao de PBS

Reagentes:

- Pastilhas de PBS (Phosphate buffered saline)

(Uma pastilha dissolvida em 200 mL de agua destilada produz uma
solucdo fosfato tamponizada 0,01M, 0,0027M cloreto de potassio e
0,137M cloreto de sodio, pH 7,4, 25°C).

Preparagao:

Para preparar 1L de solugdo PBS 0,01M, foram adicionadas 5
pastilhas de PBS a 1L de 4gua destilada. Agitou-se a solu¢do algumas

vezes, até dissolucdo total das pastilhas. Deixou-se repousar e de
seguida armazenou-se no frigorifico.

eritrocitos
preparar a

dos
para
solucéo de Hb;
- Diluicdo do sangue, até se obter
0 valor pretendido de
concentracdo de Hb no sangue e
no plasma sanguineo;
- Incubagdo dos materiais, para
posterior contacto com o sangue-
ACD diluido.

- Dispersdo
liofilizados

Solugao de Drabkin

modificada

Reagentes:

- Cianeto de potéssio (KCN), ferrocianeto de potassio (KzFe(CN)g),
di-hidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) e tensioativo ndo io6nico
Triton X-100.

Preparagao:

- Para preparar 1L de solugdo de Drabkin modificada (com aspeto
amarelado), dissolveu-se 50 mg de KCN, 200 mg de (KH,PO,), 140
mg de (KsFe(CN)g) e 1 mL de Triton X-100 em 1L de 4gua destilada.
A solugdo obtida foi filtrada e armazenada em local protegido da luz.

- Adigdo a solucdo de Hb para
preparagdo dos padrdes para
elaboragdio da  curva de

calibragdo.

120
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Tabela M.I. (cont.)

Solugdes Materiais e Preparagao Aplicagao/Utilizagao
Materiais:
Eritrécitos liofilizados e solugdo PBS. - Elaboracdo da curva de
calibracéo.

Solugdo de Hb | Preparagao:
Para preparar a solugdo de Hb, adicionou-se entre 0,25 a 0,30 g de

eritrocitos liofilizados a 75 mL de solucdo de PBS 0,01 M (pH 7,4).
A solucdo foi preparada no dia em que foi utilizada.

Importante referir que na preparacao da solucdo de Drabkin modificada (Tabela M.1), o pH da mesma
deve estar compreendido entre 7,0 - 7,4 e esta ndo devera ter um aspeto turvo. Caso contrério, a solucéo
deve ser rejeitada e feita uma nova. Uma vez que a solugdo deve repousar durante um determinado
periodo de tempo, é aconselhavel que seja feita na véspera de utilizacéo.

- Preparacao dos padroes para elaboragdo da curva de calibragao

Antes de diluir o sangue-ACD com a solugdo de PBS (de forma a obter a concentracdo desejada de Hb no
sangue e no plasma), teve que se determinar a concentragdo inicial de Hb no sangue recebido. Para tal,
delineou-se uma curva de calibracdo a partir de diferentes solucdes de hemoglobina (com diferentes
concentracdes). Os padrdes foram preparados a partir de diferentes diluicGes da solucdo de Hb preparada
previamente, a partir da adicdo de eritrocitos liofilizados a um determinado volume de solucdo PBS
(Tabela M.1).

Apos dispersao dos eritrécitos na solu¢do PBS e consequente solubilizagdo da hemoglobina, a solugdo de
Hb foi centrifugada, durante 10 min, a 2100 rpm. Desta forma, obteve-se um sobrenadante onde ficou
solubilizada a totalidade da Hb presente nos eritrdcitos. Retirou-se 1 mL do sobrenadante e adicionaram-
se 5 mL da solucdo de Drabkin (também ja preparada), aguardando-se 5 minutos. A solucdo de Drabkin
permite converter todas as formas de hemoglobina em cianometahemoglobina, possibilitando a sua total
quantificagdo no comprimento de onda de 540 nm.

Apo6s 5 minutos, determinou-se a concentracdo de Hb no sobrenadante por espetrofotometria de UV-Vis
no comprimento de onda de absor¢do do composto. Fez-se um varrimento no espetrofotdmetro numa
gama de comprimentos de onda compreendida entre 400-800 nm. Utilizou-se ainda a solucdo de Drabkin
como branco, fazendo pelo menos trés replicacfes do ensaio. A concentracdo de Hb foi entdo calculada a
partir da Equacdo M.1.

[Hb] = S L (g/1) ()

540nm
E5MM %1 X1000

Onde Assonm coOrresponde a absorvancia a 540 nm, ejiov™é o coeficiente milimolar da

cianometahemoglobina (HICN), 11 mM.cm™, M esta relacionado com a massa molecular da hemoglobina
(16114,5 g) e f, é o fator de diluicdo. Substituindo os valores na Equacdo M.1, obteve-se a Equacdo M.2.
para o célculo da concentragdo de Hb.

[Hb] = 1,465 X Asaonm X fa (8/D (M.2)
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Prepararam-se diferentes diluicbes (a partir da adicdo de diferentes volumes de solucdo de Hb e de
solucdo de Drabkin). As solucdes padrdo obtidas para elaboragdo da curva de calibragcdo foram sempre
aceites, desde que o valor de concentracdo de Hb obtido correspondesse aos seguintes requisitos:

1) 1,59 < 70 < 163

504nm

2) Assonm < 0,003

A curva de calibragdo obtida (Figura M.1) permitiu relacionar todos os valores de absorvancia registados
com a concentracdo de Hb livre. Com esta curva, tornou-se assim possivel determinar a concentracéo
inicial de Hb no sangue e no plasma sanguineo.

2,0
1.6 1 y = 1,4004x
~ R2 = 0,9993
E 12
(@]
E
2 08"
04 -
0,0 T T T T T T
000 020 040 060 080 1,00 120 1,40
Abs. (cm1)

Figura M.l Curva de calibragio obtida, a partir da qual foi possivel determinar os valores de concentracéo de Hb no sangue e
plasma, apds leitura das absorvancias no espetrofotometro.

- Determinacao da concentracao de hemoglobina ([Hb]) no sangue e no plasma

Concentragao de Hb no plasma:

Para saber a concentragcdo de Hb livre no plasma, comecgou-se por centrifugar 5 mL de sangue, a uma
velocidade de 2100 rpm, pelo periodo de 5 a 15 minutos, de forma a permitir a sedimentacéo de todas as
particulas em suspensdo. Obteve-se um sobrenadante limpido (plasma). De seguida, diluiu-se 1 mL do
plasma em 1 mL de solucdo de Drabkin modificada, e procedeu-se a leitura da absorvéncia a 540 nm
(Assonm)- A concentracdo de Hb foi posteriormente calculada mediante a curva de calibragdo.
Salientando que o fator de diluicdo é definido como o quociente entre o volume final (Vs) e o volume
inicial (V;). Repetiu-se o procedimento pelo menos trés vezes, a fim de validar os valores obtidos.
Obteve-se deste modo um valor para a concentracdo de Hb livre no plasma de 1,33 mg/mL, dentro do
intervalo desejado.

Concentragao de Hb no sangue:

Para saber a concentracdo de Hb total no sangue, diluiu-se 20 uL de sangue em 5 mL de solucdo de
Drabkin modificada, e mais uma vez se procedeu a leitura da absorvancia, no mesmo comprimento de
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onda. O célculo foi mais uma vez feito mediante a curva de calibracdo, multiplicando pelo fator de
diluicdo. O procedimento foi também executado trés vezes. Obteve-se um valor de concentracdo de Hb no
sangue de aproximadamente 110,6 mg/mL.

- Diluigao do Sangue

Determinada a concentracdo de Hb inicial, foi necessario diluir o sangue de modo a obter a concentragdo
de Hb pretendida (10 mg/mL + 1 mg/mL). Para tal, preparou-se uma solucdo de sangue por adi¢do de
600 uL do mesmo a 5 mL de PBS. De seguida, da solugdo de sangue diluida retirou-se 400 uL e diluiu-se
em 5 mL de solucdo de Drabkin, leu-se a As4onm € Calculou-se a concentracdo de Hb a partir da curva de
calibracdo. Fez-se trés réplicas. Obteve-se uma concentracdo de Hb no sangue de 10,3 mg/mL.

Tendo atingido a concentracdo desejada, procedeu-se a Ultima etapa préatica do teste, que consistiu no
contacto entre a solugdo de sangue diluido e os materiais sintetizados.

3. Contacto do material com o sangue

O contacto do material pode ser feito direta ou indiretamente. Deste modo, pode-se concluir se a hemolise
é provocada pelo contacto direto do material com o sangue, ou se € apenas provocada pela interagdo de
substancias que sao libertadas pelo mesmo. Em ambos os contactos dois fatores sdo preponderantes: 1)
concentracao de Hb na solucdo sanguinea; 2) e quantidade de material em contacto.

Determinou-se assim o volume de solugdo sanguinea necessario para estabelecer o contacto com o
material. A norma ASTM F 756-00, a partir da qual se estabeleceu todo o procedimento experimental
executado, refere 0 uso de pelo menos 7 mL, equivalente a ter um material com 21 cm? de érea
superficial. Foi por isso necessario fazer um adesivo de cada produto com essa area. Posto isto, cortou-se
0 material em pedagos (de tamanho semelhante) e colocaram-se todos os pedagos em tubos de ensaio,
juntamente com solugdo PBS, a 37°C, deixando-os estabilizar por um periodo de pelo menos 12h
(contacto indireto).

Se o contacto for direto, os materiais sdo logo colocados em contacto com o sangue diluido, de modo a
permitir uma interacdo entre estes durante 3h, numa incubadora a 37°C. Se o contacto for indireto, o
sangue é adicionado aos materiais (que foram previamente incubados em PBS) e a solugdo de extragdo
PBS. Neste trabalho, utilizou-se contacto indireto. De seguida, procedeu-se a transferéncia da solugdo dos
tubos para outros tubos, centrifugando-se a mesma durante 15 minutos, a 2100 rpm. Posto isto,
determinou-se a concentracdo de Hb na parte sobrenadante. Fez-se pelo menos trés réplicas do ensaio,
assim como foram realizados os controlos negativos (com a adigdo de sangue diluido ao PBS) e os
controlos positivos (com a adicdo de sangue a agua destilada). Estas etapas foram ja devidamente
explicadas na seccéo 3.3.9.1, no corpo do trabalho.

4. Calculo da percentagem de hemdlise provocada por cada material

O célculo da percentagem de hemdlise provocada por cada material foi feito de acordo com o que ja foi
também referido na secgdo 3.3.9.1. (equagdo 3.5).
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Anexo N — Espetros de ATR-FTIR de reagentes utilizados
Neste Anexo apresentam-se os espetros de ATR-FTIR dos monomeros funcionais utilizados na
modificacdo do PLA e fotoiniciador utilizado na fotopolimerizacdo dos pré-polimeros modificados.

Na Tabela N.1 estdo compiladas as bandas de absor¢do IV dos grupos quimicos que interessa analisar e
discutir, por observacdo dos espetros de ATR-FTIR apresentados na secc¢do 4.1.3.

Tabela N.I Bandas caracteristicas de absorcéo 1V dos grupos quimicos a analisar nos espetros de ATR-FTIR

PRODUTOS: .
. ) i Bandas caracteristicas de absorao IV
Acido Latico L(+) e PLA linear
GRUPOS QUIMICOS Niimero de onda (cm") Atribuicao
Alcoois ~ 3650 ou 3400- elongagéo
3300
Grupos OH . .
Acidos 3400-2400 elongacdo
carboxilicos
Grupos éster (C=0) 1750-1735 elongacao
PRODUTOS: :
) Bandas caracteristicas de absorgao IV
Pré-polimeros modificados
GRUPOS QUIMICOS Nimero de onda (cm”) Atribuicao
Grupos isocianato livres
(modificacdes com IEMA, LAR ~ 2270 -
ou TMI)

e ~ 1830 — 1800
Grupos anidrido livres -

1775 - 1740
Cc=C 1640 — 1610 -
C-N 1640 — 1500 elongacao
N-H 1640 - 1500 deformacéo
Grupos
Grupos NH
uretana

ligados por pontes 3500 — 3300/3180 elongacao
de hidrogénio

Na Figura N.1 é possivel observar os espetros do IEMA, MAA, LAR e TMI, identificando claramente os
grupos quimicos que os caracterizam. Para os monémeros IEMA, LAR e TMI salienta-se a banda tipica
dos grupos isocianato livre e a elongacdo da ligacdo C=0O. Para o MAA, observam-se as bandas
correspondentes as ligagGes anidrido. Na Figura N.2 ilustra-se o espetro do Ir 2959.
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Figura N.I Espetros de ATR-FTIR do IEMA, MAA, LAR e TML.
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Figura N.2 Espetro de ATR-FTIR do Ir 2959.
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Anexo O — Propriedades Térmicas (DSC e DMTA)

Neste Anexo sdo apresentados os tragos de DSC que permitiram determinar os valores de T, na Tabela
45 (seccdo 4.2.3.2.) para o pré-polimero (PLA), pré-polimeros modificados e membranas apds
reticulacdo fotoquimica. De seguida, sdo exibidos os tracos de tan § para as diferentes membranas, em
condigdes de multifrequéncia (1 e 10Hz), a fim de comprovar a correta identificagdo dos valores de T;. Se
a 1Hz o valor no pico de tan § for mesmo a T, do material, este valor devera ser superior a 10Hz, pois o
pico vai sofrer um deslocamento com a frequéncia.

PLA

Exo
T, = -47,7°C

r T T T T T T T T T T T T T 1

-80 -60 -40 -20 0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

igura 0.1 Curva 0 sintetizado (Mw = g.mol™), com rampa de aquecimento de min™.
Figura 0.1 Curva DSC do PLA do (Mw =500 g.mol™ d de 10°C min™

PLA-LAROI:1

Exo PLA-LARO2:

PLA-IEMAQ

PLA-MAAQ

-100  -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Temperatura (°C)

Figura 0.2 Curvas DSC dos pré-polimeros modificados (rampa de aquecimento de 10°C min™).
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PLA-LARI:1C

PLALARI:1B
Exo

PLA-LARI:1A

PLA-LAR2:1

PLA-IEMA

PLA-MAA

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Temperatura (°C)

Figura 0.3 Curvas DSC das membranas sintetizadas, com rampa de aquecimento de 10°C min™

Os tracos de DMTA em multifrequéncia encontram-se apenas representados na regido da transi¢do vitrea,
de forma a observar-se o deslocamento do pico da tan § quando se aumentou a frequéncia para 10Hz.

2) b)
—8—1Hz —a— 1Hz ¢
—%— 10Hz %— 10Hz AT TR
Y ’/,/' \\‘\ X
b N
o~ 77 A
P % N
— A /
) el 7 L
3 3 vz < a
© © 7
s = A .
« P
/’/
e
T - r : : r . . . .
0 5 10 15 20 25 30 20 25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 0.4 Tracos de tan & em fungéo da temperatura obtidos em multifrequéncia para: a) as membranas PLA-LAR2:1 e b) PLA-
LAR1:1A — deslocamento do pico a 1Hz para 10Hz.
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 0.5 Tragos de tan & em fungio da temperatura obtidos em multifrequéncia para: a) as membranas PLA-LAR1:B e b) PLA-
LAR1:1C — deslocamento do pico a 1Hz para 10Hz.

Anexo P — Degradagao hidrolitica em solugao PBS

Apresenta-se neste anexo, Figura P.1, os resultados obtidos no estudo de degradacdo de adesivos com
espessura de 2mm, a fim de perceber a influéncia da espessura nos perfis de degradagé&o.

80
©PLA-MAA OPLA-IEMA APLA-LAR2:1 OPLA-LARI1:1A
70 -
A
s 601 A
< A
S 50 - A A
3 A o
E 404 A o o 14
(O]
g 30 A o a m]
& 201 o O =
o o o
10 /00O o o ©
0 100 ©

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (dias)

Figura P.I Perda de massa dos adesivos PLA-MAA, PLA-IEMA, PLA-LAR2:1 e PLA-LARL:1A, espessura de 2mm, por
hidrélise, em solucdo PBS, a 37°C, durante 6 semanas.

Constata-se mais uma vez que a espessura do material ndo teve influéncia na taxa de degradacdo dos
adesivos, sendo os perfis de degradacdo praticamente coincidentes aos obtidos para filmes de 1mm.
Todavia, a degradacdo dos adesivos PLA-LAR1:1A e PLA-LAR2:1 foi mais lenta neste caso. Ambos os
materiais apresentaram sinais de erosdo de superficie, suspeitando-se que este seja 0 mecanismo
dominante na degradac&o hidrolitica. Num processo de erosdo de superficie, o desgaste do material ocorre
do exterior para o interior [21]. Assim sendo, materiais com maior espessura terdo uma taxa de
degradagdo menor.
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Anexo Q — Teste de adesao em folhas de gelatina (ensaios de tracao)

Apresenta-se na Figura Q.1 uma ilustracdo das varias etapas do teste de adesdo in vitro que conduziu aos
resultados na Figura 4.18. Na Figura Q.2 pode-se observar um exemplo de separacdo das folhas de
gelatina por descolagem (PLA-LARZ2:1) e por rutura na folha de gelatina (PLA-LARL:1A).

Q 1 2 :/&: 3

) \
Descolagem

Rutura

y
|

Legenda:
[ Pré-polimero
—————— Folha de gelatina

Figura Q.1 Esquema representativo das varias etapas do teste de adesdo em folhas de gelatina: 1) Preparago de cada solug&o entre

duas folhas de gelatina; 2) Fotopolimerizagéo in situ; 3) Ensaio de tracéo, terminando com a separagdo das folhas por rutura ou
descolagem.

<,

S
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|

PLA-LARY:| PLA-LARI: 1A

Figura Q.2 Fotografias dos ensaios de tragdo: PLA-LAR2:1 — exemplo de separagdo por descolagem; PLA-LARIL:1IA -
exemplo de separagdo por rutura.
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