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RESUMO: O estudo objetivou preparar scaffold (SCF) laminado composto por poli (L-co-D,L &cido
lactico) (PLDLA), policaprolactona (PCL), polietilenoglicol 400 (PEG400) e colageno (COL). O SCF
foi obtido pelo método de evaporacgdo de solvente. A caracterizacdo da morfologia de superficie foi
realizada por microscopia 6ptica (MO). A analise fisico-quimica foi realizada por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). As propriedades fisiomecanicas foram avaliadas
por ensaios de relaxacao, resiliéncia, perfuracdo e resisténcia a tragdo. A analise morfolégica mostrou
que o SCF possui poros na estrutura de superficie. O FTIR mostrou que ocorreram interacdes quimicas
entre os componentes do SCF. Os resultados das propriedades fisiomecénicas do SCF para 0s ensaios
de relaxagdo, resiliéncia, perfuracéo e resisténcia a tragdo foram 0,869+0,046 (N), 1,108+0,013 (N),
1,584+0,023 (N) e 1,541+0,117 (N), respectivamente. Os resultados obtidos indicam que o SCF
laminado tem potencial para aplicacdo na engenharia de tecido traqueal.

PALAVRAS-CHAVE: Estenose traqueal; scaffold; poli (L-co-D,L acido lactico); policaprolactona;
colageno; engenharia de tecido.

LAMINATED SCAFFOLD FOR APPLICATION IN TRACHEAL TISSUE ENGINEERING:
PHISICAL-CHEMICAL, MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION
OF PHYSIOMECHANICAL PROPERTIES

ABSTRACT: The study aimed to prepare laminated scaffold (SCF) composed of poly (L-co-D,L
lactic acid) (PLDLA), polycaprolactone (PCL), polyethylene glycol 400 (PEG400) and collagen
(COL). The SCF was obtained by the solvent evaporation method. The surface morphology
characterization was performed by optical microscopy (OM). Physico-chemical analysis was
performed by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Physiomechanical properties were
evaluated by relaxation, resilience, perforation and tensile strength tests. Morphological analysis
showed that SCF has pores in the surface structure. The FTIR showed that chemical interactions
occurred between SCF components. The results of SCF physiomechanical properties for the
relaxation, resilience, perforation and tensile strength tests were 0.869 + 0.046 (N), 1.108 £ 0.013 (N),
1.584 + 0.023 (N) and 1.541 + 0.117 (N), respectively. The results obtained indicate that laminated
SCF has potential for application in tracheal tissue engineering.

KEYWORDS: Tracheal stenosis; scaffold; poly (L-co-D,L lactic acid); polycaprolactone; collagen;
tissue engineering.



INTRODUCAO

A estenose traqueal é uma patologia geralmente causada por fatores congénitos, traumas,
inflamacdes e neoplasias malignas dentro da via aérea (JING et al., 2018). A causa mais comum
corresponde a complicacBes apos processo de intubacdo prolongado, o aumento deste procedimento
por meio da intubacdo orotraqueal, nasotraqueal ou tubos de tragqueostomia, tem ocasionado lesdes
significativas na regido laringe-traqueia, com diversos graus e por vezes de dificil tratamento
(AVELAR et al., 2011; FILHO; MACHADO; JANISZEWSKI, 2005).

A engenharia de tecido traqueal surge como tendéncia da medicina regenerativa, utilizando
estruturas tridimensionais e porosas capazes de mimetizar a matriz extracelular (MEC), denominado
scaffolds (SCF), favorecendo adesdo e proliferacdo celular, subsequentemente, formacdo do novo
tecido in vivo ou in vitro. Este método é considerado uma alternativa potencial para tratamento de
estenose traqueal (GILEVICH et al., 2018).

SCF fabricados com biomateriais tem temporariamente substituido a MEC, estes biomateriais
podem ser de origem natural, alguns exemplos, como coladgeno (COL), celulose, alginato, quitosana,
fibroina de seda, &cido hialurdnico sdo muito utilizados (BHAT; KUMAR, 2013). Os polimeros e
copolimeros sintéticos biocompativeis e biodegradaveis também tem sido investigado, por exemplo,
policaprolactona (PCL), polietilenoglicol (PEG), poliuretano, acido lactico e seus copolimeros, com
destaque ao poli (L-co-D,L &cido lactico) (PLDLA) (FERREIRA; MOUSAVI, 2018).

Assim, este estudo teve como objetivo preparar e avaliar propriedades fisico-quimicas,
fisiomecanicas e morfolégicas de SCF laminado composto de PLDLA-PCL/PEG400/COL como
potencial para aplicacdo na regeneracdo de tecido cartilaginoso.

MATERIAL E METODOS
Preparacdo de scaffold laminado PLDLA-PCL/PEG400/COL

O SCF foi preparado pelo método de evaporacdo de solvente. O PDLA e PCL foram
solubilizados separadamente em diclorometano obtendo duas solugdes & 8% (m/v) e vertidas (PLDLA-
PCL proporgao 67:33). Apo6s solubilizacdo destes polimeros foi adicionado o PEG400 e em seguida o
COL (pd). As dispersBes foram homogeneizadas por agitacdo magnética (Fisatom — Mod. 753A, Séo
Paulo, Brasil) utilizando barra magnética revestida em teflon (5x15 mm). A dispersdo polimérica
PLDLA-PCL/PEG400/COL (1:2:2 m/m) foi transferida para um extensor com 19 m®, previamente
calibrado para vazdo de 0,25 mL.s®. A formulacio foi estendida sobre uma placa de vidro,
previamente desengordurada. A secagem foi realizada a temperatura de 23+2 °C, em ambiente
ventilado, protegido de impurezas do ar. A secagem foi controlada por gravimetria.

Avaliacdo macroscépica
Os SCF foram avaliados de acordo com suas caracteristicas macroscépicas em relacdo a
integridade, homogeneidade, auséncia de bolhas de ar e resisténcia a manipulacéo.

Processo de lixiviacdo

Apdbs a secagem, o SCF foi recortado igualmente no formato quadrado com as seguintes
dimensdes 2 x 2 cm, com espessura 0,1 cm e dividido em dois grupos. Um dos grupos foi submetido a
um processo de lixiviagdo do agente porogénico com éagua ultrapura (18,2 MQ. cm™) sob agitagéo
orbital (Incubadora com agitacdo orbital, TE-4200, TECNAL. Piracicaba, Brasil) durante 2 h (371
°C, agitacdo em 50 rpm). O outro grupo foi armazenado em recipiente hermeticamente fechado e
utilizado como controle do processo de lixiviagdo e formacdo de poros.

Microscopia 6ptica (MO)

A andlise da estrutura de superficie foi realizada por ensaio de MO (Microscopio Optico, Alpha
phot-2-YS2. Nikon. Téquio, Japdo) com magnificacdo em 40x e 100x antes (tempo zero) e ap0s
lixiviacdo (2 h). A amostra foi disposta sobre lamina de vidro para microscopia e as imagens foram
capturadas utilizando camera fotografica com resolucéo de 5 megapixels.

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — FTIR
A andlise de FTIR (Shimadzu, FTIR IRAffinity-1S. Kyoto, Japdo) no modo de refletancia total
atenuada (ATR) ou por pastilha de brometo de potassio (KBr) foi utilizada para caracterizar os grupos



quimicos correspondentes de cada componente das formulagGes e do SCF. Os espectros foram obtidos
em transmitancia, realizado na faixa de 4000 a 600 cm™, resolucdo de 4 cm™ com varredura de 128
scans.

Propriedades fisiomecanicas

As propriedades mecanicas (relaxacdo, resiliéncia, perfuragdo e resisténcia a tracdo) foram
avaliadas utilizando analisador de textura (Stable Micro Systens — TA-XT Plus, Surrey, Reino Unido),
no modo de compressdo ou tensdo, previamente calibrado com carga de 5Kg. Para medida de
relaxacio e resiliéncia a velocidade de deslocamento foi de 0,5 mm.s™ e para medida de perfuracéo e
resisténcia a tracéo a velocidade de deslocamento foi de 2 mm.s™. E para ambos, forca de 0,049 N. Os
resultados foram registrados pelo software Exponent Texture Analysys. (n=3)

RESULTADOS E DISCUSSAO

O SCF laminado ap6s evaporacdo do solvente foi removido da placa de vidro e
macroscopicamente apresentou aspectos positivos, atendendo aos requisitos de integridade,
homogeneidade, auséncia de bolhas de ar e resisténcia a manipulacdo (Figura 1A). Na andlise da
morfologia de superficie do SCF por MO em tempo zero (Figura 1B-C), foi possivel verificar uma
superficie regular, indicando uma dispersdo homogénea dos granulos do COL como agente
porogénico. Estas micrografias confirmam os resultados observados macroscopicamente. Na Figura
1D-E sdo apresentas imagens micrograficas ap6s processo de lixiviagdo por 2 h, foram observados a
formacg&o de poros heterogéneos, constatando a remogdo dos granulos da superficie para o meio. No
entanto, parte dos granulos do COL permanecem, devido a afinidade pelos componentes poliméricos,
ndo ocorrendo apenas uma mistura fisica, como demostrado nos espectros de FTIR (Figura 2A), este
resultado indica uma remocdo controlada dos granulos.

(magnificacdo em 40 e 100x); D e E- micrografias do scaffold apds 2h de lixiviagdo (magnificagdo em
40 e 100x).

As caracteristicas morfolégicas da superficie de um material ou dispositivo biomimético é um
fator crucial, influenciando de maneira direta o comportamento das células, auxiliando em sua adesao,
permitindo assim o crescimento e a distribuicdo celular de forma organizada em toda a area de contato
(BERNER et al., 2014). Ja a porosidade e interconectividade dos poros sdo importantes para a difusdo
fisioldgica de nutrientes, gases e para remoc¢do dos residuos metabdlicos resultantes da atividade
celular (RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015).

Os espectros de FTIR dos componentes e do SCF séo apresentados na Figura 2A. Na estrutura
guimica do PLDLA foram observados picos de transmitdncia caracteristicos na regido entre 2995-
2931 cm™ correspondente a deformagao axial simétrica (CH>) e assimétrica (CH3), respectivamente. O
pico em 1751 cm™ ¢ timico de poliésteres, o qual corresponde a deformacdo axial do grupo da
carboxila (C=0). Em 1448 cm™ e 1365 cm™ s&o observados picos referentes a deformagcéo angular das
ligagBes CH no grupamento CHs. Ja os picos em 1269 cm™ e 1087 cm™ séo referentes ao alongamento
de =C-O. Em 1184 cm™ atribuido a ligagio C-C e por fim o pico em 736 cm™ relacionado ao grupo
CH (LEAL et al., 2019; AMARAL et al., 2019).



A anélise espectral do PCL apresentou picos caracteristicos em 1047 cm™ e 1240 cm™
referente ao alongamento C-O-C, ja o pico de alongamento C-O foi observado em 1168 cm™. Os picos
localizados em 1365 cm™ e 1419 cm™ s&o atribuidas as vibragOes caracteristicas de flexdo de -CH,. Em
1724 cm correspondente ao alongamento C=0 e por fim foram observados os modos de alongamento
do grupo -CH; assimétrico e simétrico nos picos em 2866 cm™ e 2945 cm™, respectivamente (SHARIF
etal., 2019).

No espectro do PEG 400 podem ser observados picos de transmitancia caracteristicos na
regido 1103 cm™ referente ao estiramento harménico do grupamento C-O-C, em 2868 cm™ atribuido
ao alongamento de grupo CH,, ja o pico em 3452 cm™ correspondente ao grupamento hidroxila
terminal da cadeia do PEG associada por liga¢6es de hidrogénio (PEREIRA et al., 2016).

O COL é uma proteina constituida basicamente pelos aminoacidos prolina, hidroxiprolina e
glicina. O espectro desta proteina apresentou picos de transmitancia caracteristicos em 1242 cm™
tipico da amida Il1, consistindo em componentes de alongamento C-N e deformacgdo N-H. O pico em
1537 cm™ tipico da amida Il, atribuido as vibragdes no plano da ligagdo N-H e ao estiramento C-N.
Em 1648 cm™ correspondente a absorgéo tipica da amida 1, referente ao alongamento da carbonila
(C=0) e o pico em 3302 cm™ correspondente ao grupamento hidroxila (OH) (ALVES, et al., 2018;
SLIMANE; SADOK, 2018).

De acordo com o resultado apresentado por FTIR, o SCF laminado obtido com PLDLA-
PCL/PEG400/COL apresenta mudangas no espectro quando comparado com os polimeros puros,
evidenciando leves deslocamentos, reducdo na intensidade e auséncia de picos caracteristicos. Estes
resultados confirmam intera¢Ges quimicas entre os componentes da formulacdo, evidenciando ligacdes
entre o grupamento funcional OH presentes no PEG400 e no COL com o grupamento C=0O do
PLDLA-PCL, ocasionado a reorganizacao da estrutura quimica espacial. Esta associacdo de polimeros
facilita a moldagem e a formag&o de poros in situ.
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FIGURA 2. A- FTIR dos componentes PLDLA, PCL, PEG400, COL e SFC PLDLA-
PCL/PEG400/COL. B- Propriedades fisiomecénicas do SFC PLDLA-PCL/PEG400/COL (M%DP).
(n=3)

As propriedades fisiomecanicas sdo determinadas por meio de uma forca de deformacédo ou na
aplicagdo de uma tenséo sobre o material. Estes ensaios fornecem informagGes determinantes para
entender as caracteristicas mecénicas limite do material estudado (CASSU; FELISBERTI, 2005). As
propriedades do SCF foram avaliadas por ensaio de relaxacéo, resiliéncia, perfuragdo e resisténcia a
tracdo (Figura 2B). No ensaio de relaxagdo foi obtido um valor de 0,869+0,046 (N), esta propriedade
é diretamente relacionada com a conformacéo das cadeias poliméricas do SCF. Para resiliéncia foi
obtido o valor de 1,108+0,013 (N), essa propriedade esta relacionada com a capacidade do
material passar por deformacdo externa sem causar alteracdo em sua condicdo inicial. No ensaio
de perfuracdo é avaliado a forca necessaria na distancia maxima de compressao ou a forca
méxima alcancada antes de uma fatura, neste ensaio o valor obtido foi de 1,584+0,023 (N).



Enquanto que a resisténcia a tracdo é a medida da forca ou tensdo necessaria para alongar o
scaffold até alcancar o ponto de ruptura ou antes do resultado permanente da deformacédo, neste
ensaio o valor obtido foi de 1,541+0,117 (N) (ALVES et al., 2018).

CONCLUSOES

O SFC laminado composto por PLDLA-PCL/PEG400/COL foi preparado com sucesso pelo
método de evaporacdo de solvente. As analises realizadas por MO mostrou que o scaffold possui
porosidade superficial. A andlise dos resultados de FTIR confirmaram a ocorréncia de interacdes
qguimicas entre os polimeros. Dos ensaios de propriedades fisiomecéanicas avaliados, a maior
resisténcia foi confirmada respectivamente, para perfuracdo, tracdo, resiliéncia e relaxacdo. Os
resultados fisico-quimicos, morfoldgicos e fisiomecanicos indicam que o SCF laminado tem potencial
para aplicacdo na engenharia de tecido traqueal.
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