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APRESENTAÇÃO 

O conhecimento científico é extremamente importante na vida do ser humano e 
da sociedade, pois possibilita entender como as coisas funcionam ao invés de apenas 
aceita-las passivamente. Mediante o conhecimento científico é possível provar muitas 
coisas, já que busca a veracidade através da comprovação. 

Sendo produzido pela investigação científica através de seus procedimentos, 
surge da necessidade de encontrar soluções para problemas de ordem prática da vida 
diária e para fornecer explicações sistemáticas que possam ser testadas e criticadas 
através de provas. Por meio dessa investigação, obtêm-se enunciados, leis, teorias 
que explicam a ocorrência de fatos e fenômenos associados a um determinado 
problema, sendo possível assim encontrar soluções ou, até mesmo, construir novas 
leis e teorias.

Possibilitar o acesso ao conhecimento científico é de suma importância para a 
evolução da sociedade e do ser humano em si, pois através dele adquirem-se novos 
pontos de vista, conceitos, técnicas, procedimentos e ferramentas, proporcionando o 
avanço na construção do saber em uma área do conhecimento. 

Na engenharia evidencia-se a relevância do conhecimento científico, pois o seu 
desenvolvimento está diretamente relacionado com o progresso e disseminação deste 
conhecimento. 

Neste sentido, este E-book, composto por dois volumes, possibilita o acesso 
as mais recentes pesquisas desenvolvidas na área de Engenharia, demonstrando a 
importância do conhecimento científico para a transformação social e tecnológica da 
sociedade.

Boa leitura!

Marcia Regina Werner Schneider Abdala
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CAPÍTULO 1

DESENVOLVIMENTO DE ARCABOUÇOS DE PLGA 
E PLDLA COM POROS INTERCONECTADOS 

DIRECIONADOS PARA ENSAIOS DE CULTURA DE 
CÉLULAS ÓSSEAS

Joelen Osmari Silva
Universidade Federal de São Carlos – UFSCar 

Sorocaba - São Paulo

Anna Maria Gouvea Melero 
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Juliana Almeida Domingues
Universidade Estadual de Campinas, Instituto de 

Biologia - UNICAMP, Campinas - São Paulo

Adriana Motta de Menezes
Pontifícia Universidade Católica de São Paulo 
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Moema de Alencar Hausen
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RESUMO: Os avanços das ciências 
médicas e dos materiais possibilitam o 
desenvolvimento de materiais capazes de 
regenerar tecidos, auxiliando no avanço 
tecnológico dos biomateriais e favorecendo a 
interdisciplinaridade, que como consequência, 
passa a ser a principal ferramenta para a 
produção de novos biomateriais para pesquisas 
em engenharia tecidual. Desta forma, este 
trabalho visa obter arcabouços de PLDLA e 
PLGA com poros interconectados a partir do 
processo de liofilização, para serem utilizados 
para ensaios de cultura de células ósseas. A partir 
dos resultados obtidos, verificou-se que ambos 
materiais podem ser utilizados como biomaterial 
para engenharia tecidual óssea. O arcabouços 
de PLDLA e PLGA foram obtidos com viabilidade 
celular satisfatória, cuja avaliação pode ser feita 
a partir da morfologia celular dos osteoblastos 
aderidos nos arcabouços.  Provavelmente 
há poros interconectados, atingindo assim o 
objetivo inicial. Outros ensaios estão sendo 
realizados para possível publicação desse 
trabalho e principalmente para atender as novas 
aplicações desses arcabouços.
PALAVRAS-CHAVE: PLDLA, PLGA, Células 
osteoblásticas, Poros interconectados.

ABSTRACT: The advances of medical 
sciences and of the materials makes possible 
the development of materials that are able to 
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regenerate tissues, assisting the technologic advance of the biomaterials and favoring 
the interdisciplinarity that, as consequence, becomes the main tool to the production of 
new biomaterials for researches in tissue engineering. From this way, this work aims to 
obtain PLDLA and PLGA frameworks with interconnected pores from the Freeze-dryng 
process to be used as bone cells culture tests. From the obtained results, was verified 
that both materials can be used as biomaterials for bone tissue engineering. The PLDLA 
and PLGA frameworks were obtained with satisfactory cell viability, which avaliation can 
be made from cellular morphology of adhered osteoblasts in the frameworks. Probably, 
there are interconnected pores reaching, thus, the initial aim. Another tests are being 
realized to possible publication of this work and, mainly, to attend the new applications 
of this frameworks.
KEYWORDS: PLDLA, PLGA, Osteoblastic cells, Interconnected pores.

1 | 	INTRODUÇÃO

Com o desenvolvimento de inúmeros materiais poliméricos para auxiliar nas 
demandas médicas, é possível observar diversas pesquisas na engenharia de tecidos 
que buscam novas técnicas para substituir ou restaurar tecidos danificados e para 
cultura celular, desenvolvendo então matrizes tridimensionais sintéticas que possam 
suportar atividades celulares cruciais, tais como ligação e proliferação celular e 
posterior formação de tecidos (J. LIU et al., 2016).

Para aplicação como arcabouço, diversos materiais estão sendo desenvolvidos, 
dentre eles o poli (L-ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA) e o poli (L-co-D, L ácido 
láctico) PLDLA, que pertencem a uma classe de poliésteres alifáticos sintéticos, 
chamados de poli (α-hidróxi ácidos), pois são biodegradáveis e biorreabsorvíveis 
(BARBANTI, S. H. et al., 2005). 

Tanto para a fabricação de arcabouços direcionados à cultura de células ósseas, 
quanto para matrizes 3D para implantes, a arquitetura é fundamental para garantir 
compatibilidade e desenvolvimento celular, sendo necessário que o material seja 
biocompatível, e no caso de utilização in vivo, deve ser biorreabsorvível, osteocondutor 
e se possível, osteoindutor e com poros interconectados (SENGERS, B.G., et al., 
2007) (BUCKLEY, C.T., O’KELLY, K.U., 2004).

O PLGA possui algumas vantagens sobre outros polímeros bioreabsorvíveis, 
como o poli (L-ácido láctico) PLLA, que requer menor tempo de degradação completa, 
sendo assim, esse copolímero apresenta probabilidade de reduzir reações adversas, 
que ocorrem muitas vezes através de fragmentos cristalinos liberados por polímeros 
com tempo de degradação excessivamente longo (BENDIX, 1998), assim, aplicações 
como liberação controlada de fármacos, suturas, aplicações em periodontia e 
regeneração guiada de tecido em contato com o osso são algumas das funções já 
confirmadas utilizando o PLGA (MOTTA; DUEK, 2007).

A estrutura química do PLGA apresenta melhor capacidade de reação de 
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hidrólise, pois possui em sua cadeia polimérica o mero proveniente do ácido glicólico, 
que é mais resistente ao ataque das moléculas de H2O quando comparado ao PLLA 
por exemplo, que possui uma cadeia polimérica formada exclusivamente por meros 
provenientes do ácido láctico (BERGSMA et al., 1995). Outro fato importante, é que o 
PLLA apresenta aumento da cristalinidade durante o processo de degradação, o que 
pode gerar intensa resposta inflamatória (MESSIAS et al., 2014), além de apresentar 
estrutura amorfa e possuir características mecânicas semelhantes às do PLLA, mas 
sem o inconveniente de longos tempos de degradação e alta cristalinidade (MESSIAS 
et al., 2014).

O tamanho dos poros do material são de grande importância, pois a formação do 
tecido desejado in vivo depende diretamente deste parâmetro. Poros com tamanhos 
entre 10 e 75 μm apenas permitem a penetração de tecido fibroso, colaborando com a 
fixação mecânica de peças, mas não permite regeneração tecidual. Poros com tamanhos 
entre 75 e 100 μm resultam no crescimento de tecido osteóide e não mineralizado. 
Segundo Karageorgiou e Kaplan, o tamanho mínimo necessário para o crescimento 
de células ósseas é de 100 a 200 μm. Pesquisadores como Klawiter et al. e Whang 
et al., produziram materiais com poros de 5 μm que permitem a neovascularização, 
poros entre 5 e 15 μm são ideais para crescimento de fibroblastos, de 40 a 100 μm 
para crescimento da matriz osteóide e entre 100 e 350 μm para regeneração óssea, 
contudo, no presente estudo, verifica-se que houve um bom desenvolvimento de 
osteoblastos também com poros de 500 μm. 

	 Uma estrutura com poros interconectados favorece a distribuição uniforme das 
células, o que é fundamental para obter um bom desenvolvimento celular e através 
da liofilização, é possível conseguir matrizes com alta porosidade. De acordo com Ma 
& Zhang, é possível conseguir extensas interconectividades nos poros controlando a 
estrutura do material através da temperatura de congelamento do sistema polímero/
solvente e concentração do polímero na solução.

A liofilização é um processo que tem sido amplamente utilizado para fabricação 
de materiais cuja aplicação será em cultura celular ou regeneração óssea. Tal processo 
consiste em remover o solvente ou o meio de suspensão do material, cristalizando-os 
a baixas temperaturas e após são sublimados diretamente do estado sólido para a 
fase vapor sob vácuo constante. Assim, devido à sublimação dos cristais que resulta 
em espaços vazios, é possível gerar poros, contudo, preservando as características 
originais do material (Oetjen et al., 2004; Abdelwahed et al., 2006).

Por esse motivo, o objetivo principal deste trabalho é não só conhecer as 
características biocompatíveis do PLDLA, como também obter um arcabouço com 
poros interconectados tanto com o PLDLA como com o PLGA, utilizando sacarose e 
liofilização.
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2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Obtenção dos arcabouços de PLDLA e PLGA

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados poli(L-ácido láctico-co-
D,L ácido láctico) - PLDLA 70/30 (Mw = 275.000 g/mol) sintetizado conforme descrito 
por Motta e Duek et al (MOTTA; DUEK, 2007) e poli(ácido lático-co-ácido glicólico) 
- PLGA 80/20 (Mw = 17.819 g/mol) sintetizado conforme descrito por Motta e Duek 
(MOTTA; DUEK, 2006), em contato com células osteoblásticas de calota craniana 
de ratos Wistar. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi confeccionar arcabouços 
de PLGA e PLDLA interconectados, utilizando a técnica de evaporação de solvente 
com adição de 70% (w/v) de sacarose com granulometria aproximada de 500μm. 
Posteriormente as amostras foram liofilizadas com o intuito de interconectar os poros 
dos materiais e durante ensaio de cultura celular, verificar se as células se proliferam 
dentro dos poros ou apenas na superfície dos arcabouços. Após a liofilização, as 
amostras foram lavadas com dois banhos de PVA 1% e em água destilada para a 
retirada da sacarose.

2.2	Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)

Antes da microscopia, devido à natureza orgânica das amostras, estas foram 
metalizadas com plasma de ouro e paládio por 80 segundos utilizando equipamento 
Denton Vacuum Desk V Platinum DV-85N-250. A Microscopia Eletrônica de Varredura 
foi efetuada em um equipamento de modelo JEOL JSM-6010. Tanto a metalização 
das amostras quanto MEV foram realizadas no laboratório de Plasma da Universidade 
Estadual de São Paulo no campus de Sorocaba (UNESP).

2.3	Ensaio mecânico de compressão

A análise de compressão, foi efetuada em equipamento Stable Micro Sistems 
TAXT plus 50 Kg texture analyser, no laboratório de nanomateriais da UNISO – 
Universidade de Sorocaba, localizado no Parque Tecnológico de Sorocaba. Foram 
analisadas duas amostras cilíndricas, em temperatura ambiente, comprimindo-as por 
2mm após reação de 5g de força.

2.4	Ensaio de viabilidade celular

A análise de citocompatibilidade do material foi realizada a partir de células 
osteoblásticas primárias,obtidas por “explante” da calota craniana de ratos Wistar e 
foram cultivadas em frascos de cultivo celular contendo meio DMEM padrão (Meio 
Eagle modificado por Dulbeco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 
1% de solução antibiótica penicilina/estreptomina. As células foram mantidas em estufa 
umidificada com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Para a realização dos experimentos, 
os arcabouços de PLDLA e PLGA foram esterilizadas em UV por uma hora cada lado 
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da amostra, posteriormente as células foram semeadas sobre as amostras e inseridas 
em placas de Poliestireno de cultivo de 96 poços de fundo chato, sob concentração 
de 104 células/mL. A troca do meio de cultivo foi realizada periodicamente, três vezes 
na semana.

2.5 Laser Scanning Confocal Microscopy (LSCM)

As amostras de membrana PLGA e PLDLA foram cortadas em tiras e colocadas 
em microtubos e subsequentemente imersas em água destilada. Foram sonicados 
por 5 minutos e depois lavados em água destilada. Posteriormente as amostras foram 
colocados em uma lâmina de vidro e analisadas em Microscopia de Varredura de 
Confocal à Laser (LSCM) por modo de defl exão com baixo aumento sem fl uorescência. 
As imagens de alta resolução foram obtidas através de cortes ópticos, que foram 
agrupados para fazer uma reconstrução tridimensional da topografi a da membrana. 
As amostras foram analisadas na Universidade Federal de São Carlos (Sorocaba), 
utilizando o equipamento de varredura a laser Confocal Scanning Leica TCS SP5.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÕES

3.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)

A análise da superfície dos arcabouços apresentou poros com tamanhos 
uniformes, tanto na superfície quanto na região de fratura, o que demonstra que a 
técnica empregada para a produção de poros foi efi caz. É possível observar na fi gura 
1C, que houve alguns poros apresentam aspectos de interconectados, porém ainda é 
necessário mais ensaios para confi rmar. No entanto, a formação de poros na superfície 
já foram sufi cientes para possibilitar adequada adesão celular por osteoblastos.

Figura 1: Imagens das amostras de PLDLA feitas por MEV, onde A está ampliado em 37X, B em 120X, 
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C em 140X, D em 2500X e E foi analisado com EDS.

Figura 2: Imagens das amostras de PLGA feitas por MEV, onde A está ampliado em 37X, B em 
140X, C em 430X, D em 1500X e E foi analisado com EDS.

Fazendo uma comparação visual com ambos arcabouços é possível observar 
que o PLDLA apresentou poros mais defi nidos, mais uniformes e melhores que os 
poros formados pelo PLGA, como pode ser visto na fi gura 2.

Em todas as análises o PLDLA apresentou maior porosidade em relação ao 
PLGA, conforme ilustrado nas fi guras 1 e 2.

Figura 3: Gráfi co de MEV/EDS das amostras de PLDLA, onde o pico C representa a quantidade 
de carbono e O representa a quantidade de oxigênio presentes na amostra.
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Figura 4: Gráfi co de MEV/EDS das amostras de PLGA, onde o pico C representa 
a quantidade de carbono e O representa a quantidade de oxigênio presentes na 

amostra.

Os gráfi cos de EDS foram realizados somente para verifi car a estrutura fi nal dos 
materiais, comprovando a existência apenas de estruturas de carbono e oxigênio, 
como já era esperado para ambos os materiais, após o desenvolvimentos dos poros.

3.2 Ensaio Mecânico de Compressão

A análise de compressão demonstrou que o PLGA possui maior taxa de tensão/
deformação, pois as duas amostras deformaram-se em torno de 50% a uma tensão 
de aproximadamente 0,28 MPa e 0,33 MPa para as amostras 1 e 2 respectivamente, 
enquanto as amostras de PLDLA atingiram em média 43% de deformação a uma tensão 
de aproximadamente 0,18 MPa e 0,25 MPa para as amostras 1 e 2 respectivamente.

Estes resultados devem-se ao fato do PLDLA ser mais poroso, o que reduz sua 
resistência à compressão.

Figura 5: Gráfi cos de compressão do PLDLA e PLGA

3.3 Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular apresentou resultados interessantes quanto 
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a adesão celular das células osteoblásticas sobre o material, onde os arcabouços 
de PLDLA com poros interconectados, apresentaram resultados superiores aos 
do PLGA. No entanto no primeiro dia de cultura celular, o PLDLA não apresentou 
mudança estatística com relação ao arcabouço de PLGA, mas após 5 dias, houve 
mudança estatística considerável, demonstrando que as células se adaptaram melhor 
ao PLDLA, como pode ser visto na figura 6:

 

Figura 6: Viabilidade celular

3.4	Laser Scanning Confocal Microscopy (LSCM)

A morfologia celular das células osteoblásticas pode ser observada com a 
utilização da Microscopia de Confocal à Laser, onde na Fig. 7 é possível observar o 
crescimento celular e a adesão celular sobre o arcabouço de PLDLA, onde em 1 dia 
apresentam poucas células aderidas ao material, enquanto que nos tempos de 5 e 
7 dias as células apresentam adaptação ao material, que pode ser observado pela 
morfologia espraiada das células e adesão em monocamada.
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Figura 7: No dia 1 é possível observar poucos núcleos e morfologia em processo de adesão 
celular, enquanto que nos dias 5 e 7, as células apresentam morfologia adequada e total 

adesão sobre o arcabouço de PLDLA.

No arcabouço de PLGA, que já é amplamente conhecido na literatura, é possível 
observar o mesmo tipo de crescimento celular observado no PLDLA, porém, durante 
a quantificação mostrou obter resultados estatisticamente inferiores, o que não 
desqualifica o arcabouço de PLGA, porém aumenta nosso interesse em continuar as 
pesquisas com o PLDLA, cujos resultados são promissores. Como pode ser observado 
na Fig XX, as células aderidas ao arcabouço de PLGA, durante o primeiro dia, também 
apresentou morfologia celular em processo de adesão, com pequena quantidade de 
células, enquanto que nos tempos de 5 e 7 dias, as células se apresentam espraiadas 
na superfície do material, porém comparado ao arcabouço de PLDLA, em menor 
quantidade e com morfologia de adesão celular menos espraiada e com grandes 
espaços entre a monocamada formada.
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Figura 8: No dia 1 é possível observar poucos núcleos e morfologia em processo de adesão 
celular, enquanto que nos dias 5 e 7, as células apresentam morfologia adequada, porém é 

possível observar espaços entre a monocamada formada.

4 | 	CONCLUSÕES

O arcabouços de PLDLA e PLGA foram obtidos com poros, utilizando a sacarose 
e liofilização, o que demonstrou ter seu objetivo atingido, uma vez que provavelmente 
há poros interconectados, o que pode ser verificado por MEV e viabilidade celular 
satisfatória, podendo ser quantificado e avaliado a partir da morfologia celular dos 
osteoblastos aderidos nos arcabouços. Outros ensaios estão sendo realizados para 
possível publicação desse trabalho e principalmente para atender as novas aplicações 
desses arcabouços.
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