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Resumo: O poli (4cido 1atico-co-acido glic6lico) é um copolimero biodegradavel e bioreabsorvivel. Suas propriedades
fisico-quimicas tém sido estudadas com o intuito de modular sua suscetibilidade a degradacdo e suas interagdes com
células e fluidos bioldgicos para aplicagdes na area médica e odontoldgica. Neste trabalho, membranas de poli (acido
latico-co-acido glicolico) com e sem plastificante foram preparadas pela técnica de evaporagdo do solvente e caracteriza-
das in vitro e in vivo. Os resultados in vitro mostraram que a adi¢ao de plastificante diminui a temperatura de transi¢ao
vitrea (Tg) das membranas e, conseqiientemente, aumenta a flexibilidade das mesmas. Com o avango da degradagdo,
verifica-se o aparecimento de regides cristalinas e de poros. Os estudos in vivo mostraram que o polimero degradou
rapidamente em contato com a pele sem causar inflamagoes sérias e protegeu a area ulcerada da acdo de agentes externos.
Além disso, a cicatrizagao das feridas foi mais rapida na presenga das membranas mostrando que as mesmas podem ser
potencialmente utilizadas como curativos para pele.
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Poly (lactide-co-glycolide) membranes as skin repair: in vitro and in vivo degradation

Abstract: Poly (lactide-co-glycolide) is a polymer with bioabsorption and biodegradation properties. The physical and
chemical properties of this polymer have been studied in order to modulate its susceptibility to degradation and its interaction
with cells and biological fluids, aiming at medical and dental applications. In this work, membranes of poly (lactide-co-
glycolide) with and without plasticizer were prepared by solvent evaporation and characterized by in vitro and in vivo
experiments. /n vitro studies showed that the glass transition temperature decreased due to the addition of plasticizer and,
consequently, their flexibility increased. During degradation, crystalline areas and porous appear. /n vivo studies showed
that the polymer degraded rapidly without causing inflammation and protected areas that were exposed to external agents.
Furthermore, membranes improved wound healing time, indicating that they can be potentially used in skin repair.
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(hidroxi butirato) (PHB), o poli (hidroxi valerato) (PHV) e
seus copolimeros.

Introducao

Os primeiros usos de polimeros in vivo foram em apli-
cagoes onde o material mantinha-se inerte durante o tem-
po do implante e interagdes indesejadas deviam ser evitadas
ou minimizadas. Apesar da prevengao de respostas indese-
javeis ainda ser importante para muitas aplicagdes, novos
polimeros capazes de interagir com células para promover
crescimento e diferenciagdo tém sido desenvolvidos!!l.

Na classe dos poli (o-hidroxi dcidos) encontram-se mui-
tos exemplos de polimeros bioreabsorviveis que, apos se-
rem implantados no organismo para uma determinada
finalidade, sdo absorvidos pelo mesmo. Exemplos de tais
polimeros sdo o poli (L-acido latico) (PLLA), o poli (acido
glicolico) (PGA), a poli (p-dioxanona) (PPD), o poli

O poli (L-acido latico) degrada lentamente gerando uni-
dades cristalinas que podem causar uma resposta longa e
prolongada por parte do tecido. Por outro lado, o poli (aci-
do glicolico) degrada tao rapidamente que se torna incon-
veniente para a maioria da aplicagdes. A grande vantagem
da utilizagdao do copolimero constituido pelas unidades
monoméricas dos dois polimeros é poder variar a propor-
¢ao entre elas e otimizar o tempo de degradagdo do materi-
al para determinadas aplicagdes(?l.

O processo de degradagdo do polimero que constitui o
implante varia com sua massa molar, sua composicao, es-
toria térmica, estrutura cristalina e quantidade de polimero
aplicada. Assim, ¢ importante estudar estas propriedades,

Autor para correspondéncia: Eliana A. R. Duek, Centro de Ciéncias Médicas e Bioldgicas, Pontificia Universidade Catdlica de Sao Paulo, Praga Dr. José
Ermirio de Moraes 290, CEP: 18030-230, Sorocaba, SP. E-mail: eliduek @fem.unicamp.br

232

Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 15, n° 3, p. 232-238, 2005



Rezende, C. A. et al. - Membranas de poli (4cido latico-co-acido glicélico) como curativos para pele

pois elas determinam o tipo e a intensidade da resposta infla-
matoria do tecido?4,

Membranas densas e porosas de polimeros absorviveis sao
obtidas com o intuito de servirem como um substrato para
que células isoladas possam fixar-se e crescer até formar o
tecido. Este suporte pode agir tanto como apoio fisico, quan-
to como um substrato aderente para as células isoladas du-
rante cultura in vitro ou subseqiiente implante para promover
a regeneragdo natural de tecidos, especialmente ossos e car-
tilagens. Para este tipo de aplicacdo, ¢ necessaria uma matriz
tridimensional, mecanicamente estavel e com poros
interconectados, para que as células possam crescer por toda
a estrutura. A medida que as células crescem e se organizam,
o polimero degrada e ¢ absorvido pelo organismo, levando a
uma substitui¢do natural do tecidot>-''1. O poli (acido latico-
co-acido glicolico), PLGA, ¢ bastante adequado para aplica-
¢des como suporte para células!!®l. Um estudo realizado por
Peter e colaboradores mostrou que nao ocorre desmine-
ralizagdo do osso durante a degradagio do PLGA in vivol'!l,
Nakamura e colaboradores mostraram que nio é observado
o aparecimento de tumores apds o implante e até o completo
desaparecimento do copolimero implantadol'?].

Muitas técnicas tém sido empregadas na preparagao de
membranas porosas de polimeros bioreabsorviveis: evapora-
¢ao de solvente utilizando sal com granulometria controla-
dal™¥, inversdo de fasel'* e borbulhamento de gas!'). Luciano
e colaboradores mostraram que a adi¢ao de plastificante a
uma matriz de poli (acido latico) produz membranas porosas
e bioabsorviveis com poros interconectados de tamanho con-
trolado e com boas propriedades mecanicas para utilizacao
como suporte para cultura de célulast'¢-81,

Além de suporte para células, o PLGA também tem sido
estudado para aplicagdo em sistemas de liberagao controlada
de drogas no organismo. Neste caso, agentes terapéuticos sao
formulados dentro de microesferas ou discos do copolimero
e a liberagao da droga dependera da degradacao do polimero
e da difusdo da mesmal!'® 201,

Feridas na pele resultantes de queimaduras e doengas con-
génitas ou adquiridas sdo bastante perigosas para os pacien-
tes, particularmente em casos em que a area atingida ¢ extensa,
uma vez que o ferimento esta sujeito a invasdo de bactérias e
a perda de fluidos corpéreos. Sob estas condigdes, o
recobrimento rapido e efetivo da ferida ¢ essencial para o
tratamento da enfermidade?!l. Durante muitos anos, o trata-
mento convencional para este tipo de problema tem sido o
transplante de pele. Contudo, este procedimento € dificil ou
mesmo impossivel em casos em que a area da ferida é muito
grande, por exemplo, em queimaduras muito extensas, devi-
do a inexisténcia de doadores, a rejeigdo do material implan-
tado, ao tempo necessario para a total cicatrizagao e aos riscos
envolvidos. Estas dificuldades tornam necessarios estudos
envolvendo materiais alternativos para protegdo e cicatriza-
¢do de ulceragdes na pele, que sejam flexiveis, atdoxicos e
capazes de aderir adequadamente a area afetada, diminuindo
a perda de fluidos e eletrolitos, protegendo contra a prolife-
ragdo de micrébios e promovendo a cicatrizagdo da feridal"l.
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Neste trabalho, membranas de poli (acido latico-co-acido
glicolico) com e sem plastificante foram preparadas e suas
propriedades foram estudadas com o objetivo de avaliar sua
aplicag@o potencial como curativos para ulceragdes na pele.

Experimental

Preparagdo das membranas

Foram preparadas membranas com e sem plastificante de
dimensdes 6 cm x 2 cm x 0,5 cm utilizando a técnica de eva-
poracdo do solvente. O polimero utilizado para preparagao
das membranas foi o poli (acido latico-co-acido glicolico)
(50:50, MM 81700 g mol') ( PURAC- Groeningen -
Holanda).

1) Membranas sem plastificante

Solugdes poliméricas contendo polimero nas concentragdes
de 5 e 10% m/V foram preparadas, dissolvendo-se, respectiva-
mente, 0,3 ¢ 0,6 g de PLGA em 5,7 e 5,4 ml de cloroféormio
(Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha). Apds completa disso-
lugdo do polimero sob agitagao, as solu¢des foram deposita-
das em uma placa de vidro e colocadas dentro de uma cuba
saturada com vapor de solvente. Apos evaporagao do solvente
durante 24 horas, as membranas foram secas a vacuo por 8
horas e mantidas nesta condi¢ao até a caracterizagao.

2) Membranas com plastificante

Estas membranas foram preparadas exatamente como as
anteriores, exceto pela adicdo do plastificante trietil citrato
de sodio (ALDRICH, Milwaukee, USA) durante a dissolu-
¢do por agitagao.

No total, foram preparados cinco tipos de membranas:
PLGA 5% (5% de polimero); PLGA 5%1p (5% de polimero
e 1% de plastificante); PLGA 10% (10% de polimero); PLGA
10%3p (10% de polimero e 3% de plastificante) e PLGA
10%5p (10% de polimero e 5% de plastificante).

Degradagdo e caracterizagdo in vitro

As membranas foram imersas em tampao fosfato (pH = 7),
dentro de tubos de ensaio fechados a temperatura de 37 °C e
retiradas apos 15, 30, 60 e 120 dias. Ao final de cada perio-
do, as membranas foram removidas da solugdo tampao, lava-
das e mantidas em agua destilada por 1 hora para remover a
maior quantidade possivel de solugao tampdo. Antes ¢ apos a
degradacdo, as membranas foram caracterizadas pelas técni-
cas descritas a seguir.

Calorimetria diferencial de varredura (DSC): aquecimento
entre 25 e 200 °C seguida de isoterma por 5 minutos. Apos
isto, as amostras foram resfriadas a —20 °C, mantidas nova-
mente em isoterma por 5 minutos e reaquecidas até 200 °C.
Tanto o aquecimento quanto o resfriamento foram realiza-
dos em uma taxa de 10 °C min™' e o equipamento utilizado
foi um DSC 2920 — Modulated DSC (TA Instruments).

Microscopia eletronica de varredura (MEV): amostras de
superficies de membranas e fraturas (obtidas em nitrogénio
liquido) foram metalizadas com ouro (Sputter Coater BAL-
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TEC SCD 050) e analisadas em um microscopio eletronico
de varredura (JEOL JXA 860) operado a 10 kV.

Difratometria de raios-x: as analises foram realizadas em
angulos entre 0 e 50 ° em um difratometro de raios-x Shimadzu
XD3A com fonte de radiagdo CuKo. A voltagem utilizada
foi de 30 kV e a corrente de 20 mA.

Degradagédo e caracterizaggo in vivo

Dois tipos de membranas (10%3p e 10%5p) foram implan-
tados. O estudo envolveu 24 ratos Wistar de ambos os sexos
com aproximadamente 3 meses de idade e 0,4 kg de peso. Os
ratos foram divididos em 3 grupos de 8 ratos cada. A membra-
na 10%35p foi implantada no primeiro grupo ¢ a 10%3p no
segundo. No terceiro grupo, a ferida ndo foi recoberta. A pele
normal retirada durante a intervengao cirtrgica foi armazena-
da em formaldeido e serviu como controle. Durante o periodo
do estudo os ratos receberam ragao comercial, agua ad libitum
e anestésicos antes da cirurgia. A pele e o subcutineo foram
dissecados, removidos até o nivel da fascia e as feridas resul-
tantes foram recobertas com pedacos de membranas poliméricas
(2cmx 2 cmx 0,5 cm). Os implantes foram removidos apo6s 1,
3,5,7,10, 21 e 30 dias, desidratados e processados para inclu-
sdo em parafina. As amostras foram coradas com hematoxilina
e eosina (HE) e examinadas em um microscépio 6tico NIKON
Eclipse E800.

Resultados e Discussao

Degradagéo in vitro

Os valores de temperatura de transi¢do vitrea (Tg) foram ob-
tidos antes e apos a degradagdo para as membranas de PLGA
por calorimetria diferencial de varredura (DSC) (curvas de se-
gundo aquecimento). Observando os valores de Tg na Tabela 1,
¢ possivel verificar que as membranas com plastificante apre-
sentam valores de Tg sempre menores que as membranas de
mesma concentragao as quais o plastificante nao foi adicionado.
No entanto, este efeito ¢ predominantemente observado antes
do inicio do processo de degradagdo ou no inicio do processo
(15 dias). Com 30 e 60 dias de degradagao, os valores de Tg
tanto para as membranas com plastificante quanto para as que
ndo o contém tornam-se muito semelhantes. Um outro compor-
tamento que também pode ser observado ¢ a diminui¢do nos
valores de Tg das membranas sem plastificante a medida que
avanga o tempo de degradagdo, o que pode ser explicado pela
diminui¢do de massa molar que ocorre durante a degradagio
pela quebra das cadeias poliméricas. Para as membranas com
plastificante, praticamente ndo se nota variagdo nos valores de
Tg a medida que a degradagio ocorre. Isso acontece, provavel-
mente, devido a acdo de dois efeitos de agao contraria: a saida de
plastificante que difunde para a solugdo provocando aumento na
Tg e a perda de massa molar do polimero em conseqiiéncia do
processo de degradacao, que diminui a Tg.

Antes da degradagdo e nos estagios iniciais (até 30 dias)
apenas as temperaturas de transicdo vitrea aparecem nos
termogramas em temperaturas aproximadamente entre 20 e
40 °C, indicando que o polimero é amorfo (Figura 1a-e). Com
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Tabela 1. Temperatura de transigdo vitrea (Tg) (°C) para as membranas de
PLGA em fun¢do do tempo de degradacdo, obtidos por DSC (2°
aquecimento).

Membranas de Tempo de degradacao

PLGA

Zero 15 dias 30 dias 60 dias
5% 44 40 26 21
5%1p 18 26 26 23
10% 46 40 16 HoAk
10%3p 11 23 14 15
10%5p 12 18 21 15

*** Nao aparece na curva

(a) 10% ndo degradada
(b) 10% 15 dias

(c) 10%3p 15 dias

(d) 10% 30 dias

(e) 10%5p 30 dias

(f) 10% 60 dias

(@) (g) 10%3p 60 di
b) g P ias
(c)

(d)

e)
H
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[

[}

50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura 1. Termogramas de DSC obtidos para as membranas de PLGA: (a)
10%5p — ndo degradada; (b) 10% — 15 dias; (c) 10%3p — 15 dias; (d) 10%
— 30 dias; (e) 10%5p — 30 dias; (f) 10% — 60 dias; (g) 10%3p — 60 dias.

60 dias de degradagao, nas amostras com concentragao de
polimero em 10%, ha o aparecimento de um discreto pico
endotérmico em torno de 150 °C, o que € um indicativo de
que esta ocorrendo cristalizagdo do polimero durante o pro-
cesso de degradacdo. Li e colaboradores observaram um com-
portamento similar estudando a degradagio in vitro de poli
(D,L-4cido latico) em pH 3,4 e 7,4 e temperaturas de 37 e
60 °C. Inicialmente, o polimero apresenta um comportamento
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Figura 2. Difratogramas de raios-x obtidos para as membranas de PLGA:
(a) 10%5p — 120 dias; (b) 10%5p 60 dias; (c) 10%5p antes da degradagao.
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Figura 3. Micrografias de fraturas de membranas de PLGA antes e apds a degradacao: (a) PLGA 5% antes da degradagao; (b, ¢, d) PLGA 5% - 30 dias; (e)

PLGA 5%]1p — 30 dias; (f) PLGA 10%5p — 30 dias.

tipicamente amorfo e, a medida que o processo de degrada-
¢do avanga, aparecem picos endotérmicos nas curvas de DSC
e picos no difratograma referentes a formagao de regides cris-
talinasf??l. A cristalinidade contribui para aumentar o tempo
de degradagdo das membranas fazendo com que elas perma-
negam no implante por mais tempo.

Na Figura 2, encontram-se os difratogramas de raios-x para
a membrana PLGA 10%5p antes e apds 60 ¢ 120 dias de
degradacdo. Pode-se observar uma banda larga com intensi-
dade maxima em torno de 20 graus para a membrana (curva
c¢) antes da degradacdo. Este mesmo comportamento foi ob-
servado em todas as membranas nao-degradadas, indepen-
dente da concentracdo de polimero ou da presenga de
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plastificante e indica que o copolimero é amorfo.

Apds 60 dias de degradagao, ocorre a formagdo de areas
cristalinas e o aparecimento de alguns picos definidos na
membrana 10%35p (curva b), que se tornam mais pronuncia-
dos apds 120 dias de degradacao (curva a). Observou-se tam-
bém o aparecimento de picos no difratograma das membranas
10% e 10%3p apds 60 e 120 dias de degradagao. Esses resul-
tados indicam o mesmo comportamento ja observado a par-
tir da analise térmica: a formagao de areas cristalinas com o
avango do processo de degradagao.

Na Figura 3 encontram-se micrografias de fraturas de
membranas em fungao do tempo de degradacdo. A membra-
na 5% (que se encontra na Figura 3a) apresenta uma
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Figura 4. (a) Pele de rato sem membrana implantada (grupo 3) apos 3 dias; (b) Pele de rato com implante de membrana 10%5p (grupo 1) apos 5 dias; (c)
Pele de rato sem membrana implantada apos 5 dias; (d) Pele de rato sem membrana implantada apds 10 dias; (e) Pele de rato com implante de membrana
10%3p apods 21 dias; (f) Pele de rato com implante de membrana 10%5p apds 30 dias; (g) Pele de rato sem membrana implantada ap6s 30 dias; (h) Pele de
rato normal mostrando os apéndices cutaneos. Barra = 100 pm.
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morfologia densa antes da degradacdo. Membranas em todas
as concentragdes de polimero ¢ plastificante apresentaram o
mesmo aspecto denso antes da degradagdo, sendo que algu-
mas delas eram mais lisas. Apds 30 dias de degradagdo, a
membrana 5% encontra-se em um estado de degradacao bas-
tante avancado (Figura 3b) e sua superficie tem um aspecto
bem diferente do de sua superficie de fratura, assim como
todas as outras membranas. Apds a degradagao, as membra-
nas apresentam fraturas bastante caracteristicas com sulcos,
poros e uma aparéncia fragmentada (Figura 3c-f).

Em um trabalho anterior realizado por este grupo de pes-
quisa, mostrou-se que a adi¢ao do plastificante trietil citrato
de sodio a membranas de poli (acido latico) (PLA) dava ori-
gem a uma morfologia com poros interconectados. Os estu-
dos in vivo realizados com este material mostraram que
ocorreu uma interag¢do intima do tecido em crescimento com
estas membranas em conseqiiéncia de sua porosidade!'®l.
Assim, neste trabalho com membranas de PLGA, também
foi adicionado plastificante ao polimero com o intuito de obter
uma morfologia porosa.

No entanto, as membranas de PLGA apresentam um com-
portamento diferente das de PLA. Independente da presenga
de plastificante, estas membranas apresentam uma morfologia
porosa apés a degradagio (Figura 3c-f). Este resultado ¢ bas-
tante positivo, ja que o crescimento de células depende da pre-
senga de poros na matriz-suporte. A formagao natural de poros
nas membranas de PLGA durante a degradacao dispensa pro-
cedimentos mais elaborados para a obtencao destes.

Por fim, durante o estudo in vitro foi possivel observar
que membranas sem plastificante s3o pouco flexiveis, o que
¢ reflexo dos seus valores de Tg mais altos em relagdo as
membranas com plastificante. Isso dificulta a sutura das
mesmas durante o implante do material e seu contato efetivo
com a ferida, tornando sua fungao protetora menos eficiente.
Por outro lado, as membranas com 5% de polimero sdo mais
finas e rasgam durante a sutura por conterem menor quanti-
dade de material. Dessa forma, foram selecionadas para serem
implantadas as membranas 10%3p e 10%5p, que sdo relati-
vamente mais flexiveis e mais espessas. Além disso, como
ocorre formagdo de areas cristalinas nas membranas com
concentragao 10% durante o processo de degradagao, estas
membranas possuem um tempo de degradacido ligeiramente
maior do que as membranas de concentragdo 5%.

Degradagédo in vivo

No primeiro dia apds a cirurgia, as feridas sem membrana
(grupo 3) apresentavam uma crosta superficial espessa, com
infiltrado inflamatério agudo e abundantes neutrofilos
polimorfonucleares. Por outro lado, nas feridas em que a
membrana foi implantada, ndo ocorreu a formagao da crosta
superficial. No terceiro dia, ainda nao se observava a forma-
¢do da crosta nas feridas recobertas, mas apareciam células
mononucleares e fibroblastos com escassos abscessos nas
bordas da ferida. No grupo 3, onde ndao foram implantadas
membranas, ainda havia infiltrado inflamatoério agudo com
pidcitos, fibrina, restos necréticos e necrose extensa alcan-
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¢ando a profundidade da lesdo (Figura 4a).

No 5° dia, a pele com implante mostrava um tecido com
aspecto reparativo, com organizagao das fibras de colageno
e escassos granulomas de corpo estranho (Figura 4b). No
grupo de controle, a crosta permanecia e o processo inflama-
tdrio tinha caracteristicas mistas com pidcitos e inicio de for-
macao de tecido de granulagdo (Figura 4c). Nos periodos
subseqiientes, evidenciou-se uma reparagdo mais precoce ¢
organizada nas areas recobertas pela membrana, enquanto
que, no grupo 3, a repara¢ao foi mais irregular com abun-
dantes granulomas de corpo estranho contendo restos de
materiais degradados (Figura 4d).

Apds 21 e 30 dias, a repitelizagdo foi praticamente total
nos trés grupos, com maior retragao nas areas recobertas pe-
las membranas que nos controles. Nos animais com mem-
branas, a remodelagdo iniciou-se precocemente em
comparacdo com o controle (Figura 4e) e também ocorreu
menor reagdo inflamatoria residual (Figuras 4f ¢ 4g). Com-
parando os grupos 1 e 2 quanto a alteragdes inflamatorias e
reparativas, ndo sao notadas diferengas significativas entre o
comportamento de cada grupo. Em ambos os casos, as cica-
trizes apresentam diminuigao significativa do numero de ane-
xo0s quando comparadas com as peles controle.

Embora este estudo in vivo seja um projeto piloto e envol-
va um numero pequeno de casos (24 casos), foi possivel no-
tar diferencas que indicam que o uso destas membranas ¢é
promissor na prote¢io de lesdes cutaneas. E importante con-
siderar que as cirurgias foram propositalmente profundas
alcangando a fascia, o que dificulta a cicatrizagdo ¢ impede a
regeneracdo de anexos cutaneos. O retardamento na forma-
¢ao da crosta esta relacionado a manutengdo da hidratacdo
local pela agdo das membranas. O processo inflamatorio que
se desenvolve apos a pele ter sido lesada mostrou ter uma
evolucao mais rapida e efetiva nas areas protegidas do que
nas sem prote¢do. Embora o implante de polimeros, por si
s6, desenvolva uma resposta inflamatoria local!'3], ndo foram
detectadas alteragdes que sugerissem reagao inflamatéria se-
cundaria. Além disso, as membranas propiciaram prote¢ao
contra agentes estranhos e traumatismos.

Conclusoes

Os resultados do estudo in vitro mostraram que a Tg das
membranas de PLGA diminui como conseqiiéncia da adi¢ao
de plastificante e do tempo de degradagdo. Analises de DSC
e de difratometria de raios-X mostraram que, com o avango
da degradacao, ha o aparecimento de regides cristalinas nas
membranas de PLGA que, inicialmente, eram amorfas. A
cristalinidade contribui para uma maior permanéncia da mem-
brana implantada. Além disso, observou-se a formacao de
poros durante a degradagdo, o que proporciona maior
interacdo tecido-matriz.

O estudo in vivo mostrou que as membranas contribuiram
para manutengdo da hidratagdo local e levaram a um processo
inflamatorio mais rapido comparado ao controle. De modo
geral, as membranas oferecem boas perspectivas na protecao
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de traumatismos de pequena e média intensidade em queima-
duras superficiais e ulceras cutineas cronicas de dificil trata-
mento como as que ocorrem em membros inferiores como
conseqiiéncia de diabetes, hipertensao e insuficiéncia vascular.
Além disso, o uso destas membranas no recobrimento de gran-
des superficies pode melhorar o prognostico de pacientes, pro-
porcionando protecao nas fases agudas e propiciando melhores
condigdes clinicas para posteriores transplantes de pele.
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