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Resumo: O estudo da degradagio in vitro de polimeros bioreabsorviveis em solugdes alcalinas vem sendo proposto nos
ultimos anos como alternativa aos estudos tradicionais feitos em tampao fosfato. Este trabalho descreve a degradagdo
acelerada de poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(D,L-acido lactico-co-acido glicdlico) (50/50) (PLGAS0), polimeros
biodegradaveis e bioreabsorviveis, amplamente estudados em aplicagdes biomédicas. Amostras foram preparadas pelo
método de fusdo seguido de inje¢do em molde cilindrico (2 mm didmetro), a 160 °C, e submetidas & degradagdo em
solugdes de NaOH em pH 12, 13 ¢ 13,7 a 37 °C. Por meio da caracterizagdo da variagdo da massa, morfologia e proprie-
dades térmicas, por calorimetria exploratéria diferencial, os resultados mostraram que as amostras de PCL sdo mais
estaveis quando comparadas as de PLGAS0. Pela taxa de variagao das propriedades térmicas foi possivel extrapola-las em
fungo do tempo em pH fisioldgico, 7,4. Validado, o estudo da degradagao acelerada em meio alcalino mostrou-se como
uma técnica 1til e de baixo custo para avaliar o comportamento em curtos periodos de degradacao.

Palavras-chave: Polimeros bioreabsorviveis, biodegradagao, meio alcalino.

Accelerated Degradation of Poly(e-Caprolactone) and Poly(D,L-Lactic Acid-co-Glycolic Acid) Scaffolds in Alkaline Medium

Abstract: The in vitro degradation studies of bioresorbable polymers in alkaline medium have been proposed as alternative
to the traditional studies in phosphate buffer solution. This work describes the study of the accelerated degradation of the
poly(e-caprolactone) (PCL) and poly(D,L-lactic acid lactic-co-glycolic acid) (50/50) (PLGAS50), a biodegradable and
bioresorbable polymer widely studied for biomedical applications. Samples were prepared with the melt compression
method in a cylindrical mold (2 mm diameter), at 160 °C, and submitted to the degradation in solutions of NaOH in pH
12, 13 and 13.7 at 37 °C. The results from the characterization of the mass variation, morphology and thermal properties,
using differential scanning calorimetry, showed that the samples of PCL are stable compared to the one of PLGAS0. The
thermal properties could be extrapolated as a function of time in the physiological pH, 7.4. Once validated, the accelerate
study of degradation in alkaline medium proved to be a useful, low cost technique for evaluation of samples with short
degradation times.

Keywords: Bioresorbable polymers, degradation, alkaline medium.

Introducao

Polimeros bioreabsorviveis como implantes tempora-
rios ganharam uma importancia crescente na area médica
e odontolodgica sendo utilizados em um amplo numero de
aplicagdes no corpo humano, tais como as suturas cirdrgi-
cas!!l, sistemas para liberagdo controlada de drogas®],
stentsB, dispositivos ortopédicos!*! e como suporte na en-
genharia de tecidosl!,

Dentre os principais polimeros biodegradaveis e
bioreabsorviveis encontram-se os poliésteres alifaticos sin-

téticos, dos quais fazem parte o poli(acido glicolico) (PGA),
poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL), seus
copolimeros e outros. Exposto aos fluidos aquosos do cor-
po, inicialmente os materiais sofrem hidratagdo. Com a
presenca das moléculas de dgua, o processo de degradagio
da-se por meio da hidrélise das ligagdes ésteres, originan-
do produtos na forma de oligdmeros, ou mondémeros, so-
Iuveis e nao toxicos. A degradagdo prossegue entdo por
processos biologicamente ativos ou pela clivagem
hidrolitica passival®7l.
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Figura 1. Mecanismos de reagdo de substitui¢do nucleofilica, reagdo de
hidrolise acida e hidrdlise alcalina dos poliésteres!!?.

Buscando uma avaliagdo inicial do comportamento des-
ses materiais, a degradagio in vitro mostra-se como uma boa
alternativa quando comparada aos estudos in vivo, fundamen-
tais e necessarios na sua avaliacdo como biomateriais. Nos
testes in vitro, 0s custos s20 menores, 0 processo pode ser
acelerado e as condigdes do ensaio, como temperatura, pH,
produtos e subprodutos de degradacdo, podem ser quanti-
ficadas e monitoradast®. Aplicados aos polimeros bioreabsor-
viveis os ensaios sdo, na grande maioria, feitos em solugao
tampao fosfato, pH 7,4, simulando as condigdes de
osmolaridade e pH fisiologicoll.

A degradagdo in vitro em solugdes de NaOH vem sendo
proposta nos ultimos anos como uma alternativa aos estudos
tradicionais em meio de tampao fosfato. Conforme mostra a
Figura 1, a ligagao éster apresenta uma tipica reagao de substi-
tuicao nucleofilica, com o ataque no carbono carbonilico e
conseqiiente substitui¢do do grupo -OR’ por -OH, -OR” ou
-NH,. Catalisada por meios acidos ou basicos, a hidrolise alca-
lina dos ésteres mostra-se mais rapida quando comparada ao
meio acido!'%. A presenga do ion OH", um reagente fortemente
nucleofilico, faz a reagdo ser irreversivel, pois o ion carboxilato
¢ estabilizado por ressonéncia, tendo pouca tendéncia a reagir
com os alcoois terminais formados!!!). Dessa forma, a hidrdlise
alcalina de poliésteres nao s6 permite acelerar o processo de
degradacao desses materiais, como vem sendo utilizada para
simular condigdes especificas do ambiente bioquimico celu-
lar pela presenca de radicais livres como a hidroxila, presen-
te nos processos de reagdo de corpo estranho quando
implantados!'>131,

Por meio da degradagdo in vitro de amostras de PCL ¢
PLGA (50/50) em solugdes de NaOH, este trabalho busca
predizer de forma acelerada o comportamento da variagdo
de massa, das propriedades térmicas e morfologicas em pH
fisiologico, 7,4.

Experimental

Preparo das amostras

Amostras de polimeros bioreabsorviveis foram prepara-
das utilizando-se poli(D,L-acido lactico-co-acido glicolico)
(50/50) (PLGAS0) (Mw 65.000 g/mol), fornecido pela Purac
(Groningen, Holanda) e poli(e-caprolactona) (PCL) (Mw
100.000 g/mol), fornecido pela Sigma (St. Louis, EUA). Uti-
lizando-se uma mini injetora Mini Max Molder (LMM-2017),
com sistema de inje¢do manual, os materiais foram fundidos
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a 160 °C durante aproximadamente 3 min. Apos a fusio inje-
tou-se com pressao manual a massa polimérica no molde ci-
lindrico de 2 mm de didmetro.

Caracterizagdo

A caracterizagdo das amostras foi realizada pela variagao
da massa normalizada, obtida pela relagdo entre a massa ini-
cial e a massa experimental, em oito réplicas. A morfologia
da superficie das amostras foi caracterizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) utilizando-se microscépio Jeol
JXA 840A, com tensdo de operagao em 10 kV. As amostras
foram fraturadas em N, liquido e recobertas com ouro-paladio
com metalizador Sputer Coater (Bal-Tec — SCD 050) com
corrente de 40 mA durante 200 s.

Analises de DSC (STA 409C da Netzsch — Geratebau
Gmbh Thermal Analysis) foram realizadas utilizando dois
aquecimentos no intervalo de varredura de 25 a 200 °C, com
taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de Hélio.
Foram avaliados os valores da temperatura de transi¢ao vi-
trea (Tg), cristalizagdo (Tc), fusdo (Tm), variagdo da entalpia
de cristalizagdo (AHc) e fusdo (AHm). Para o calculo do grau
de cristalinidade das amostras de PCL considerou-se a rela-
¢do: Grau de Cristalinidade = (AHm - AHc)/AH,,, onde
AHm = entalpia de fusdo experimental (J/g), AHc = entalpia
de cristalizagdo experimental (J/g) ¢ AH,, = 139,5 J/g
(entalpia de fusdo para um polimero teoricamente 100% cris-
talino)['41.

Degradagao in vitro em NaOH

Apds o preparo e caracterizagdo inicial, as amostras fo-
ram submetidas ao estudo da degradacdo in vitro em solu-
¢oes aquosas de hidroxido de soédio (NaOH) (Merck) com
concentra¢des 0,01 mol/L (pH = 12,0), 0,1 mol/L (pH = 13,0),
0,5 mol/L (pH = 13,7) e agua destilada para controle. O acon-
dicionamento das amostras foi feito em tubos de ensaio manti-
dos em banho a 37 °C + 0,5 °C. Apds periodos de 1,2,4, 8 ¢
15 semanas para PCL e 1, 2 e 3 semanas para PLGAS0, as
amostras foram retiradas, lavadas abundantemente com agua
destilada, posteriormente com etanol, secas por aproximada-
mente 2 h em dessecador a vacuo, ¢ caracterizadas pelas
técnicas descritas anteriormente.

Resultados e Discussao

Variagdo de massa

A variagdo da massa ¢ comumente utilizada na caracte-
rizagdo da degradagdo de polimeros bioreabsorviveis!!*l. A
massa normalizada em fungio do tempo de imersao em solu-
¢oes alcalinas mostra um comportamento distinto entre os
materiais: as amostras de PCL (Figura 2a) sdo significativa-
mente mais estaveis quando comparadas as de PLGAS0
(Figura 2b). Nao ha variagao significativa da massa das amos-
tras de PCL imersas em agua destilada. Nas amostras de
PLGASO0 o decaimento da massa ocorre a partir da primeira
semana, com uma relagdo diretamente proporcional a con-
centragdo do meio alcalino.
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Buscando estabelecer o mecanismo de degradacao in vitro
de amostras de poli(acido lactico) e PLGA (50/50) na presenga
de H" e OH-, Jong et al.l'®l, descrevem a reagdo de hidrolise
através de um modelo de reagdo secundaria de eliminagdo de
monodmeros. Apos o rompimento da ligagao éster, o terminal
alcool, das macromoléculas resultantes da degradagdo, reage
com o meio alcalino, promovendo a eliminagdo de um
mondmero lactato ou glicolato, conforme a composi¢do do
material. Este mecanismo sugere ocorrer de forma semelhante
ao descrito pela degradagdo térmica das amostras de PCL!7,
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Catalisada pela presenca da hidroxila, a cinética da reagio de
hidrdlise, e conseqiiente perda de massa, possui uma relagdo
direta entre a concentragdo de OH™ e os grupamentos ésteres
do material, em menor concentragdo nas cadeias de PCL.
Estabelecendo-se uma variagdo linear da variagdo da mas-
sa normalizada em fung@o do tempo, a taxa de decaimento
(semanas™) é dada pelo coeficiente angular da reta de ten-
déncia. Representada de forma grafica (Figuras 2c e 2d), a
curva da taxa de variagdo da massa em fungdo do pH permi-
te a interpolagdo dos valores em pH 7,4, fornecendo uma
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Figura 2. Massa normalizada na degradagao alcalina de amostras de PCL e PLGAS0. (a), (b) Variagdo da massa normalizada em solugdes de NaOH (pH
12, 13 ¢ 13,7). (¢), (d) Taxa de decaimento da massa normalizada em fungao do pH. (e), (f) Variagdo da massa em pH 7,4 comparada aos dados da literatura.

Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 16, n° 2, p. 141-148, 2006

143



Barbanti, S. H. et al. - Degradacéo acelerada de suportes de PCL e PLGA em meio alcalino

estimativa da degradagdo em meio fisioldgico. A interpolacdo
em pH = 7,4 para amostras de PLGAS50 mostra uma taxa de
decaimento em -0,0852 semanas™' e -0,0025 semanas ! para
amostras de PCL, indicando que as amostras do copolimero
possuem uma velocidade de perda de massa 40 vezes supe-
rior as de PCL.

Com base na taxa de decaimento em pH 7,4 obtido pelo es-
tudo acelerado em meio alcalino, o decaimento da massa foi
extrapolado e apresentado em funcao do tempo (Figuras 2e e
2f). Os resultados desta predigao da perda de massa mostram-se
semelhantes aos estudos descritos por Li e al.!'®], Kweon et al.l'),
Agrawal et al.?" ¢ El-Amin et al.?" na degradagio em tampdo
fosfato, pH 7,4. Apesar do ambiente quimico distinto e, do meio
fisiologico apresentar tamponamento, a hidrolise dos polimeros
bioreabsorviveis vem sendo descrita com mecanismos seme-
lhantes nesses ambientes!'3]. Os trabalhos comparados sugerem
que a estimativa da perda de massa em pH 7,4 obtida pela de-
gradagdo acelerada proposta neste trabalho possui validagao.

Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As analises térmicas de DSC demonstram que o PCL ¢
um material semicristalino. O material nao envelhecido apre-
senta picos endotérmicos de fusdo (Tm) entre 63 e 64 °C, no
primeiro aquecimento e picos de cristalizagdo (Tc) em 25 °C
durante resfriamento padronizado (10 °C/min). Num segun-
do aquecimento, foi possivel obtermos a Tg das amostras de
PCL em valores de -63 °C. Prosseguindo o segundo aqueci-
mento, obteve-se novo pico de fusdo em 56 °C. Por outro
lado, termogramas referentes as amostras de PLGAS50 sdo
tipicos de materiais amorfos, identificado pela presenga de
Tg (44 °C no primeiro e 42 °C no segundo aquecimento) e
pela auséncia de Tm.

Durante o periodo de 15 semanas de degradacao in vitro,
amostras de PCL imersas em agua destilada ndo apresenta-
ram variagoes significativas nos valores de Tg e Tm. Nas so-
lucdes alcalinas o decaimento de Tg foi proporcional a
concentragao da solugao de NaOH (Figura 3a), mostrando
serem semelhantes nos valores de pH entre 13 ¢ 13,7
(decaimento de aproximadamente 3 °C). Nas amostras de
PLGAS5O0 a analise da variagao das propriedades térmicas fo-
ram feitas usando-se os valores do segundo aquecimento, pois
foi observada a presenca da relaxagdo de tensdo molecular
no primeiro aquecimento, podendo deslocar o valor da tem-
peratura na curva de DSCP2, O decaimento de Tg durante o
processo de degradagdo mostra-se acentuado com 3 semanas
de degradacao (Figura 3b).

A diminuigao dos valores de Tg tem sido atribuida funda-
mentalmente a dois fatores: diminui¢ao da massa molar e, o
conseqiiente aumento da flexibilidade das cadeias, e também
pela presenca da agua proveniente do meio de imersao, atu-
ando como um agente plastificante no material(?*],

Obtidas pela regressao linear da variagdo de Tg em funcao
do tempo de degradagao, a taxa de decaimento de Tg (°C/se-
mana) correlacionada com o pH ¢ apresentada pelas Figuras
3c e 3d. A interpolagdo do valor em pH 7,4 nos permite inferir
sobre o comportamento de decaimento para valores em pH
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fisiologico. Obtido o valor de -0,011 °C/semana em pH 7,4
para as amostras de PCL, os valores sdo apresentados em com-
paragio aos dados descritos por Coombes et al.>* e Barbanti
et al ™! com longo tempo de degradagio em tampdo fosfato
(Figura 3e). Nas amostras de PCL, o comportamento de Tg
mostra nao ter um padrdo linear que permita predizer sobre
longos tempos de degradacdo (Figura 3¢). A comparagao en-
tre os valores apresentados neste trabalho com a literatura fica
prejudicada, ora pela auséncia de dados especificos na biblio-
grafia com longos tempos de degradacao de amostras de PCL,
ora pela grande variagdo de meios, tipos de amostras de PCL e
métodos de preparagdo nos estudos de degradagdo in vitro.
Nas amostras de PLGAS50, os dados do decaimento de Tg
extrapolados em pH 7,4 comparados aos dados de Barbanti et
al.?>2%1 ¢ Deng et al.l*"], mostram que a curva obtida acompa-
nha a tendéncia de decaimento (Figura 3f).

A avaliagdo de Tm e do grau de cristalinidade das amostras
foram realizadas de maneira analoga as descritas anteriormen-
te. Nas amostras de PCL, Tm apresenta uma tendéncia de au-
mento durante o processo de degradagio e demonstra ser mais
acentuado com o aumento da concentragdo de NaOH (Figuras
4a e 4c). Apesar do aumento de Tm ndo demonstrar uma boa
correlagdo linear (linha continua em comparagdo a linha
tracejada), os valores foram correlacionados para padronizagao
das analises. Em estudos da degradagao de fibras de polimeros
bioreabsorviveis em meio alcalino NaOH, Yuan et al.l*®! atri-
buem o aumento na temperatura de fusdo a mobilidade das
cadeias de menor massa molar e ao conseqiiente aumento na
“perfeicao” dos cristais. A comparagao dos resultados obtidos
pela degradacdo in vitro em NaOH, e calculado para pH 7,4,
mostra valores intermediarios entre o estudo da degradagdo
em tampdo fosfato apresentados por Barbanti et al.’ e os dados
de Coombes et al.?¥ (Figura 4¢) .

Conforme descrito anteriormente, o grau de cristalinidade
das amostras de PCL foi obtido pela relagio entre as variagdes
de entalpia. Com excegdo das amostras imersas em agua desti-
lada, os resultados indicam um aumento do percentual do grau
de cristalinidade (Figura 4b) diretamente proporcional ao au-
mento da concentra¢do da solugdo de NaOH. Nao ha diferen-
cas significativas entre as amostras imersas em pH 13 e 13,7.

A literatura tem atribuido o aumento do grau de
cristalinidade dos polimeros bioreabsorviveis semicristalinos
a influéncia da disposigdo das cadeias poliméricas na taxa de
absorcao de agua pelo material. O primeiro estagio de degra-
dag@o consiste na penetragao e difusdo das moléculas de agua
nas regides amorfas do material, e subseqiiente cisao
hidrolitica das ligagdes ésteres das cadeias poliméricasi?’. O
segundo estagio se da quando parte consideravel da regido
amorfa esta degradada, e prossegue no centro dos dominios
cristalinos. Dessa forma, ha um aumento porcentual da por-
¢do cristalina e pela formagdo de novos cristais, através do
rearranjo das cadeias de menor massa molar, originadas no
processo de degradagiol?3-26],

Utilizando-se a mesma metodologia empregada anterior-
mente foi obtida, pela interpolagdo dos dados, a taxa de au-
mento do grau de cristalinidade em fungdo do pH das amostras
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(Figura4d). A interpolagao dos dados mostra uma taxa de acrés-
cimo de 0,077 %/semana em pH 7,4. Comparado com os re-
sultados de degradagio em tampao fosfato>! e com os valores
publicados por Coombes et al.**l, 0 modelo proposto neste
trabalho apresenta um comportamento mais proximo ao des-
crito por Coombes. A validade dos resultados poderia ser me-
lhor avaliada pela presenga de um maior numero de amostras
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em diferentes tempos de coleta, ou pela analise de outros valo-
res de pH, concentrados neste trabalho entre 12 e 13,7.
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura das amostras de
PLGAS0 e PCL est8o representadas pela Figura 5. Devido
ao grande nimero de amostras e micrografias optou-se por
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Figura 3. Temperatura de transigao vitrea (Tg) na degradacdo alcalina de amostras de PCL e PLGAS0. (a), (b) Variagdo de Tg em solugdes de NaOH (pH
12, 13 e 13,7). (c), (d) Taxa de decaimento de Tg em fungdo do pH. (e), (f) Decaimento de Tg em pH 7,4 comparado aos dados da literatura.
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apresentar as que melhor representavam o processo de
alteragdo morfol 6gica.

A Figura 5a apresenta amostras de PLGAS50 previamente
a degradacdo. O material mostra-se com morfologia densa,
compacta, sem a presenga de poros em sua extensao. Duran-
te o processo de degradagdo in vitro, amostras com uma se-
mana de degradagdo, em pH 13, apresentaram erosao
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superficial (Figura 5b), gradativa e proporcionalmente ao
tempo de imersdo. A erosdo interna pode ser observada no
interior das amostras (Figura 5c), sendo mais acentuado no
periodo de 3 semanas (Figura 5d).

O mecanismo da degradagdo in vitro dos polimeros
bioreabsorviveis tem sido avaliado nos ultimos anos e demons-
tra ser um processo heterogéneo na extensao do material. Den-
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Figura 4. Temperatura de fusdo (Tm) e Grau de Cristalinidade (%) na degradagio alcalina de amostras de PCL ¢ PLGASO0. (a), (b) Variagao de Tm e Grau
de Cristalinidade em solugdes de NaOH (pH 12, 13 e 13,7). (¢), (d) Taxa de acréscimo de Tm e Grau de Cristalinidade em fungao do pH. (e), (f) Acréscimo

de Tm e Grau de Cristalinidade em pH 7,4 comparado aos dados da literatura.
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tre os produtos da hidrélise das ligagdes ésteres, a presenca de
terminais acidos catalisa a reagao de degradacao. E o chamado
efeito autocatalitico dos poliésteres bioreabsorviveis. O pro-
cesso ¢ homogéneo inicialmente, gerando oligdmeros soluveis
em agua em toda a extensao do material. Os produtos presentes
na superficie da matriz sdo difundidos para o meio, entretanto,
a baixa taxa de difusdo dos produtos da reacao no interior do
material gera um acimulo de acidos, fazendo com que estrutu-
ras densas tenham uma erosao inicial na superficie, mas apre-
sentando uma degradagio mais acentuada no centro®®). Em
nosso estudo, o efeito autocatalitico das amostras de PLGAS50
¢ também verificado na degradagdo em meio alcalino.

As amostras de PCL durante o processo de degradacao
mostraram-se mais estaveis quando comparadas as de
PLGAS50. A morfologia das amostras nao degradadas (Figu-
ra 5e) é semelhante as amostras de PLGAS0: densas, sem a
presenga de poros na superficie e no interior do material. Com
4 semanas de degradagdo in vitro, em pH 13, (Figura 5f), as
amostras apresentam uma degradacao superficial, verificada
também com 8 semanas (Figura 5g) de degradacdo. Em 8
semanas, a degradagao ¢ superficial, entretanto em maior
intensidade. Apos 15 semanas de degradagdo em meio alca-
lino, as amostras de PCL apresentaram-se com diversas zo-
nas de erosdo (Figura 5h).

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura (MEV) da se¢do transversal de amostras de PLGAS50 e PCL na degradagao em NaOH, pH = 13. Tempos de
degradagdo: (a, e) 0 semana; (b) 1 semana; (c) 2 semanas; (c) 3 semanas; (f) 4 semanas; (g) 8 semanas; (h) 15 semanas.
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A analise das amostras por microscopia eletronica de var-
redura no estudo da degradagdo in vitro em meio alcalino
mostrou-se com variag@o dos resultados significativa, e em
alguns grupos, conflitantes com os resultados de variagao de
massa. Entretanto, os resultados morfologicos em compara-
¢ao com a literatura tém mostrado aplicagdes promissoras na
modificacdo da superficie de polimeros bioreabsorviveis tra-
tados com NaOH. Num recente estudo, Park et al.13" avalia-
ram suportes de PLGA (50/50) tratados previamente com
NaOH nas fungdes celulares de condrocitos. Amostras poro-
sas foram preparadas pelo processo de evaporagio do solvente
com adicao e lixiviagdo do sal (particulas superiores a 250
um), com imersao em solugao 1 mol/L de NaOH por 10 min.
A caracterizagdo do material mostrou um aumento significa-
tivo da porosidade e da area superficial. Usando as amostras
como suporte para cultura de condrocitos, o estudo mostrou
um aumento na adesdo, proliferagdo e sintese de matriz
extracelular, como o colageno total e glicosaminoglicanas
(GAGsS) durante 7 dias de cultura. Gao et al.B'l mostraram
que o tratamento de amostras de PGA com NaOH promove a
exposicdo dos terminais carboxi-acidos na superficie do ma-
terial, aumentando assim a sua hidrofilicidade.

Conclusoes

O estudo da degradagao in vitro em meio alcalino representa
uma alternativa aos tradicionais estudos de degradagao com tam-
pao fosfato. O baixo custo do ensaio e a possibilidade de varia-
¢ao das concentragdes tornam seu uso versatil na avaliagao das
propriedades dos suportes de polimeros bioreabsorviveis. O
método proposto neste trabalho buscou suprir a necessidade de
uma avaliagdo mais rapida do processo de degradagao de mate-
riais com longo tempo de degradagdo, como o PCL. As predi-
¢oes da variagdo de massa e das propriedades térmicas das
amostras de PCL mostraram-se mais proximas da validagao
quando comparadas as de amostras de PLGAS0.
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