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RESUMO

SCHARDOSIM, Mariane Giacomini. Confecc&o de estruturas tubulares

permeéaveis de PLGA para regeneracao nervosa. Porto Alegre. 2012.
Dissertacdo. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Danos a nervos periféricos sdo formas comuns de les6es que podem causar
perda de mobilidade e diminuir a qualidade de vida. Apesar dos avan¢os no campo
biomédico, existem poucos casos em que ha recuperacao funcional completa de um
nervo danificado. A aplicacdo de polimeros biodegradaveis tais como PLGA,
apresenta uma alternativa viavel no tratamento de lesbes de nervos periféricos por
possuir resisténcia mecanica, biocompatibilidade e degradacdo controlada. Uma
matriz de PLGA deve apresentar poros na ordem de micrémetros e nanémetros,
oferecendo a possibilidade de inclusdo de fatores de crescimento e possivelmente
promovendo uma libertacdo constante destas estruturas bioldgicas. O objetivo desta
pesquisa é produzir matrizes porosas de PLGA. Isto foi realizado através da
dissolucdo do polimero em cloroférmio, seguida da adicdo de um composto
porogénico. Uma haste de titanio com 2mm de diametro foi imersa na suspensao
obtida e quando retirada, foi seca em capela, obtendo uma camada de PLGA/agente
porogénico na superficie da haste. Na sequéncia, a haste foi imersa em uma
solucéo de PLGA com cloroférmio. Apos seca durante 2h em capela, as hastes de
titnio foram submersas em agua deionizada durante 48h, durante as quais, a agua
foi trocada a cada 8h, para remoc¢do do agente porogénico. ApOs este processo, as
estruturas tubulares formadas sao facilmente removidas das hastes. Finalmente, os
tubos confeccionados foram divididos em grupos, e tratados com diferentes
concentracbes de hidroxido de sodio, para criagdo de poros na ordem de
nandmetros, sendo, subsequentemente, secos em forno a vacuo durante 48h. As
estruturas obtidas foram caracterizadas por XRD, FTIR, MEV e a degradac&o in vitro

foi acompanhada por GPC.

Palavras-Chaves: PLGA, estrutura tubular, nanoestrutura, nervos periféricos.
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ABSTRACT

SCHARDOSIM, Mariane Giacomini. Confection of permeable tubular scaffolds of
PLGA for nerve regeneration. Porto Alegre. 2012. Master. Graduation Program in
Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF
RIO GRANDE DO SUL.

Peripheral nerve injury accident is a common type of lesion that can cause
loss of mobility and decrease the quality of life. Despite advances in the biomedical
area, there are few cases where there is complete functional recovery of a damaged
nerve. The application of biodegradable polymers such as poly(lactide-co-glycolide)
(PLGA), shows a viable alternative of treatment in peripheral nerves injuries for
presenting mechanical strength, biocompatibility and controlled degradation, being
also an excellent material for drug delivery. A PLGA scaffold should be porous with
pore sizes on the order of micro-and nanometer, which offers the possibility to insert
growth factors, promoting a constant release of these biological structures. The aim
of this research is to produce porous scaffolds of PLGA. This was achieved by
dissolving the polymer in chloroform, adding a porogenic compound. A titanium rod
with 2mm in diameter was deeped in the suspension obtained and dried in a hood,
obtaining a layer of PLGA / porogen agent on the surface of the rod. In sequence, the
rod was immersed in a solution of PLGA with chloroform. After dried for 2 hours in a
hood, the titanium rods were submerged in deionized water for 48 hours, during
which the water was changed every 8 hours in order to remove the porogenic agent.
After this process, the tubular structures formed were easily removed from the rods.
Finally, the prepared tubes were divided into groups and treated with different
concentrations of sodium hydroxide, to create pores in the order of nanometers, and
subsequently vacuum dried for 48 hours. The structures obtained were characterized
by XRD, FTIR, SEM and the in vitro degradation was monitored by GPC.

Keywords: PLGA, scaffold, nanostructure, peripheral nerves.
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1.  INTRODUGAO

Danos a nervos periféricos sdo formas comuns de traumas causados por
acidentes de trafego, remocdes de tumores, efeito colateral de diversos tipos de
cirurgias, incluindo intervencfes ortopédicas e cirurgias cosméticas faciais, entre
outros. Traumas a nervos periféricos complicam cerca de 5% dos ferimentos nas
extremidades causados por esportes ou acidentes, podendo levar a perda completa
ou parcial da funcao do nervo [1]. A forma mais comum de tratamento consiste em
suturar as duas pontas do nervo [2]. Entretanto, em casos criticos em que as duas
pontas do nervo estdo distantes, esta técnica ndo pode ser aplicada. Nestes casos,
enxertos autdlogos oferecem bons resultados na regeneracdo nervosa. No entanto,
existem desvantagens Obvias na utilizacdo desta técnica, como a perda de funcao
no sitio doador, formacdo de neuromas potencialmente dolorosos e a falta de
material para enxerto, sdo somente algumas das desvantagens reportadas [3, 4].
Uma alternativa € a utilizacdo de enxertos poliméricos que viabilizem a recuperacao

do nervo rompido fornecendo sustentagdo durante a regeneragao nervosa [1].

Silicone foi o primeiro material sintético a ser utilizado em rompimentos de
nervos por ser inerte e elastico. Porém, estudos mostram que se acumulam fatores
neurotréficos e células inflamatérias no interior dos mesmos, o que indica reacfes
imunologicas, levando a um segundo procedimento para a remocao da protese.
Enxertos bioabsorviveis apresentam vantagens significativas sobre implantes
permanentes, uma vez que as chances de inflamacdes cronicas séo reduzidas e
uma nova cirurgia para remocao da protese nao se faz necesséria. Além disso, em
proteses poliméricas sintéticas ou naturais € possivel incorporar medicamentos,
células-tronco, fatores de crescimento entre outras moléculas bioativas para a

liberacdo durante a degradacdo do material polimérico. Esse processo permite
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biodisponibilidade prolongada do farmaco durante o processo de regeneragdo
nervosa [5].

O PLGA, copolimero sintético constituido de PLLA e PGA, tem sido o
polimero sintético mais utilizado para liberacdo controlada de farmacos [6, 7, 8]. A
utilizacdo deste material como um guia, em associacdo a liberagcdo de farmacos,
para regeneracdo nervosa em substituicdo ao silicone tem sido amplamente
reportada [1, 2, 7, 8,]. Para esta finalidade uma matriz deve apresentar algumas

caracteristicas indispensaveis:

I) Apresentar degradacdo controlada [9]; Quando materiais sdo implantados
em tecidos vivos, uma reacado a estes materiais € iniciada. Esta resposta pode ser
atil para integracdo do implante a principio, porém, implantes perpétuos podem levar
a inflamagbes cronicas, perdendo assim, sua fungdo. Quando sao utilizados
materiais degradaveis, a resposta imunologica é afetada ainda pelos produtos
gerados durante a degradacdo [10]. O PLGA é degradado através de hidrélise
gerando como produtos o acido latico e o acido glicélico, ambos metabolitos naturais
[8, 11, 12]. O mecanismo de degradacdo hidrolitica da ligacdo éster presente no
PLGA pode ser observado na figura 1.

H

/7
OM’""O\ ——— OH +  HO~Amw
o |

0

Figura 1. Hidrélise da ligacéo éster do PLGA [13].

O tempo de permanéncia do implante no corpo pode ser controlado, para que
ocorra na mesma velocidade em que o nervo se regenera, simplesmente variando
as fracdes de seus mondmeros durante a copolimerizacdo [14]. Se o biomaterial n&o
for totalmente reabsorvido, forma-se um tecido fibroso no seu interior, 0 que

prejudica ainda mais a maturacdo do nervo regenerado. Ja a degradacao rapida
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pode provocar sofrimento mecanico ou danos bioquimicos aos axénios regenerados
[14].

II) Apresentar estrutura porosa, com alta interconectividade entre os poros,
conferindo caracteristicas de semipermeabilidade; Troca controlada de fluidos,
difusdo de nutrientes, transferéncia de produtos da degradacdo do polimero do
interior para o exterior do suporte sdo caracteristicas importantes devido a
propriedade autocatalitica do PLGA, que torna a degradacdo do polimero mais
rapida por estar em contato com os produtos da degradagcdo [15]. Estas
caracteristicas também sao significativamente relevantes para a ampla regeneracdo
do nervo. Além disso, estruturas porosas na ordem de micrémetros e nanémetros
facilitam uma infiltracédo rapida de células, promovendo assim uma difusdo constante

dessas estruturas bioldgicas [5,10,16].

Ja foi reportado por Rossela et al [17] que o tamanho dos poros determina a
adesdao celular no suporte, além de ser inversamente proporcional a area superficial
do implante. Em seu trabalho, reportou a utilizacao de cloreto de sddio como agente
porogénico em matrizes de PLGA para aplicacbes na engenharia de tecidos e
obteve estruturas poliméricas com alto grau de porosidade. A utilizacdo deste agente
gerou mudancas nas propriedades mecanicas do material, tendo sido relatado um
aumento na resiliéncia do polimero, além de resultar em uma matriz com maior

resisténcia a deformagéo [18].

[II) Apresentar composi¢do quimica e morfologia da superficie adequada; As
propriedades superficiais do implante devem favorecer a adesdo e diferenciacéo
celular [5, 19]. Como a topografia natural de tecidos do corpo humano resulta de
proteinas (tendo nandmetros de comprimento e largura) [20], os suportes
desenvolvidos a partir de materiais poliméricos devem incorporar caracteristicas
rugosas na superficie [21]. Além disso, grande parte dos polimeros sintéticos
apresenta carater hidrofobico, fator que n&o favorece a adeséo celular [22]. Espera-
se que um material biocompativel, que mimetiza a topografia nanométrica dos
tecidos, aumente a reposta celular, levando a uma melhor integragéo in vivo. Com

esta finalidade, é possivel nanofuncionalizar a matriz polimérica, através de

tratamentos quimicos (hidréxido de sédio), aumentando assim a area superficial e a
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hidrofilicidade do implante de PLGA por meio da hidrélise dos grupos éster na
superficie do implante [19, 22]. A quebra da cadeia polimérica através de tratamento
quimico acarreta a formacao de acido carboxilico e grupos hidroxila na superficie
polimérica. A literatura relata apoio a esta alegacdo e demonstra que as superficies

naonotexturizadas reforgam as fungdes celulares [22].

IV) Possuir estrutura tubular tridimensional; Orientacao fisica € um fator critico
durante a recuperacao eficiente de um nervo danificado, portanto uma matriz tubular
deve prover sustentacdo adequada para regeneracdo axonal [1]; O tubo deve
proporcionar uma sustentacio adequada para a regeneracdo do nervo danificado. E
amplamente aceito que a orientacdo fisica dos axoénios é fundamental para uma
eficiente reparacdo de nervos periféricos. Se um tubo utilizado para ligar dois pontos
de um nervo rompido ndo apresentar boas propriedades mecénicas, é possivel que
ocorra uma ruptura, devido a pressdo exercida pelos tecidos circundantes. Em
contra partida, se o tubo for pouco maleavel, danos a tecidos préximos, como vasos

sanguineos, podem ocorrer [1].

Assim sendo, o objetivo deste trabalho é desenvolver e caracterizar estruturas
tubulares de PLGA para aplicacdo na regeneracdo nervosa e administracdo de
medicamentos que apresentem as caracteristicas citadas anteriormente. Por
consequéncia, este dispositivo seria ideal para completa regeneracdo de nervos
periféricos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver membranas e estruturas
tubulares dotadas de micro e nanoporosidades para aplicacdo na engenharia de

tecidos.
2.1. Objetivos Especificos

- Desenvolver matrizes tubulares superficialmente porosas através das
técnicas de evaporacdo de solvente e solda das extremidades para utilizagdo em
lesBes de nervos periféricos;

- Desenvolver matrizes porosas tubulares através da técnica de adicdo de
particulas de cloreto de sodio para sustentacdo de lesbes em nervos periféricos e
liberacdo controlada de farmacos e moléculas bioativas;

- Avaliar a morfologia e a composi¢ao das estruturas formadas;

- Avaliar as modificacdes sofridas pelo polimero ao longo de sua degradacéo,

in vitro, assim como o seu potencial para utilizacédo na liberacao de farmacos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomateriais

A utilizagdo de biomateriais como se conhece hoje teve inicio na década de
60’s e, desde entdo, tem-se observado grandes evolu¢cdes nas areas meédica,
odontoldgica e biomédica [23]. Existem exemplos da tolerancia do corpo humano a
implantes desde a pré-histéria, ainda de forma nédo intencional. Restos mortais
datados de 9000 anos continham a ponta de uma lanca incorporada no quadril [24],

aparentemente curado e nao impedindo a sua locomogéo.

Os etruscos, povo que habitou a peninsula italica entre 1200 e 700 a.C.
desenvolveram um método para substituicdo de dentes perdidos por pontes feitas
com o0ssos de boi esculpido [25]. Em 600 a.C. a integracdo Ossea foi alcancada a
partir de conchas do mar, pelo povo maia, (figura 2) e, em 200 a.C. utilizando ferro,
ambos como implantes odontolégicos. Améalgamas dentarias foram utilizadas pela
primeira vez em 659 d.C. pelos chineses com o objetivo de reparar dentes
deteriorados. Contudo, grande parte dos implantes produzidos falhava devido a falta

de conhecimento a respeito da toxicidade dos materiais utilizados [24].

Figura 2. Fragmento de mandibula do povo Maia encontrada na Playa de los
Muertos em 1931 [25].
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Evidéncias historicas indicam a utilizacdo de suturas hd 32000 anos, quando
feridas ja eram fechadas por meio de sutura ou cauterizacdo. No Egito antigo a
realizacdo de suturas era feita utilizando linho, e na Europa, durante a idade média
se utilizava categute (Fio animal, geralmente de intestino de carneiro ou gato, usado
em cirurgias como suturas). Relatos encontrados na literatura grega descrevem a
utilizacao de fios de ouro para suturas entre 130-200 d.C. e em 1816 Philip Physick

sugeriu a utilizacéo de fios de chumbo, notando porém, reacfes adversas [24].

Estudos a respeito da bioreatividade de ouro, prata, chumbo e platina
comecgaram a ser realizados em 1829 em cachorros, por H. S. Levert, obtendo
resultados favoraveis na utilizacdo de platina. [24]. Zierold publicou em 1924 um
estudo referente a testes de diversos materiais, também em cachorros, concluindo
que, entre todos os materiais testados, ouro, prata, chumbo e aluminio sdo os Unicos
tolerados pelo organismo, porém ndo apresentam as propriedades mecanicas

necessarias para aplicacao.

A ineficiéncia de alguns biomateriais se deve principalmente a sua
capacidade de resposta, comparando a tecidos naturais e 6rgdos, em relacdo a
flexibilidade e a reatividade [24]. Com base neste argumento, Larry Hench
desenvolveu no inicio de 1960 implantes contendo fosfato de célcio e obteve bons
resultados com relacdo a integracdo Ossea. Estes materiais ndo cumprem
perfeitamente as funcbes mecanicas de 0ssos, mas sao estudados até os dias de

hoje devido a sua habilidade de desencadear a formacgéo 0ssea. [24]

Os primeiros relatos da utilizacdo de polimeros na éarea biomédica
surgiram em 1939 com celofane sendo aplicado como involucro para vasos
sanguineos, provocando reacdes fibroticas e, nos anos subsequentes fios de nylon e
poli(metil metacrilato) foram utilizados como suturas. Ingrahan et al descreveram em
1947 a utilizacdo de polietileno como implante de material sintético, obtendo bons
resultados quanto as reacdes imunoldgicas a corpo estranho, que foram
caracterizadas como leves. Em 1954 foram publicados estudos toxicoldgicos
realizados com silicone, sendo titulado como inofensivo por ndo apresentar toxidade
[23]. Akutsu et al exploraram as possiveis utilizacdes de poliuretano, principalmente

como valvulas cardiacas, em 1959 [24].
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Kulkarni et al publicaram o primeiro estudo referente a utilizacdo de acido
poli (latico) pela medicina em 1966. Os autores demonstraram em animais de
pequeno porte (ratos e porquinhos da india) que a degradacédo do polimero ocorre
lentamente apos ser implantado e, ainda é tolerado pelo organismo. Gester et al
foram os primeiros pesquisadores a utilizarem PLA em cirurgia e traumatologia buco-
maxilo-facial, em 1972. Os autores utilizaram placas de PLA para fixacao interna de
fragmentos 6sseos, concluindo que este polimero produz reacgdes inflamatorias
tardias, bem como formacgdo de capsula fibrosa [26]. Placas de PLLA de alto peso
molecular foram colocadas em dez pacientes para reducao de fraturas isoladas do
0SS0 zigomatico em 1993, por Bergsma et al. Em um periodo de acompanhamento
de trés anos, dois destes pacientes submeteram-se a uma nova cirurgia para
remocao das placas, sendo constatada presenca de material fibroso, facilmente
separado do tecido adjacente e de consisténcia firme. Foram encontradas particulas
de PLLA neste material, demonstrando que a aplicacdo de PLLA como implante
pode gerar inflamacdes em decorréncia provavelmente de sua cristalizacdo, se
mantendo no corpo mais tempo do que o necessario. Este efeito € descrito na
literatura e se deve a semicristalinidade do polimero. A principio, a &gua em contato
com o polimero degrada a regido amorfa, gerando um aumento percentual na
porcdo cristalina devido ao rearranjo das cadeias originadas no processo de
degradacdo [27, 28]. Em contrapartida, algumas décadas atras o acido poli
(glicdlico) (PGA) foi desenvolvido. A primeira apicacao deste polimero foi em suturas
por apresentar baixa resisténcia mecéanica quando comparado a outros polimeros e

alta taxa de degradacao.

3.1.1. PLGA

A descoberta de polimeros derivados de acido latico e glicélico de baixo
peso molecular ocorreu ha algumas décadas, sendo utilizados principalmente como
suturas [29]. A grande aceitacdo deste material devido a sua excelente
biocompatibilidade, propriedades mecéanicas adequadas e biodegradabilidade
acabou por torna-lo atraente para outras aplicacdes [30]. PLGA é considerado o
melhor biomaterial disponivel para aplicacfes na liberacdo controlada de farmacos.

Este copolimero pode ser processado gerando quase qualquer forma desejada, é
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soluvel em diversos solventes, e em contato com agua é degradado através de

hidrolise de ligagcbes éster.

Bryan et al em 2000 produziu um conduto poroso deste polimero e reportou o
sucesso na regeneracao do nervo ciatico de ratos com espacgo de 10 mm apos doze
semanas da aplicacdo in vivo. Em 2003 os mesmos autores publicaram a sequéncia
do estudo, salientando a importancia da infiltracdo celular no material polimérico,
que foi mantido na regido subcutanea durante sete dias antes de ser implantado,
obtendo melhores resultados quando comparados aos suportes implantados
imediatamente apos a leséo [4].

Em 2002, Dorta et al publicaram a aplicagcéo de filmes de PLGA em liberagéo
de medicamentos in vitro, salientando que estas estruturas poderiam ser utilizadas
para liberar agentes farmacéuticos de diversos tipos como hormdnios, proteinas,
peptideos, antibidticos entre outros. Os filmes foram construidos a partir de trés
membranas prensadas juntas, das quais somente a do meio possuia o0
medicamento. Os resultados apresentados mostram uma liberagdo vigorosa no
inicio, sendo liberado cerca de 20% da quantidade de medicamento colocado no
filme, seguido de uma liberacdo gradual ao longo de 20 dias [8].

A preparacdo de um compaosito tubular poroso de PLGA para aplicacées na
engenharia de tecidos foi reportada por Boccaccini et al em 2005. Filmes de
polimero com biovidro foram preparados utilizado a metodologia de separacéo
sélido-liquido induzido por nitrogénio liquido. Os filmes formados foram na sequéncia
enrolados e soldados com cloroférmio na forma de tubos, gerando um ponto de
fragilidade e reducéo na quantidade de poros. Este efeito pode vir a comprometer a
integridade estrutural do suporte antes do desejado além de reduzir a infiltracdo de

células e fluidos necessarios nesta regiao [31].

Fatores que influenciam o periodo de degradacédo do PLGA

Existem fatores que afetam o periodo de degradacdo do polimero, entre 0s

principais se encontram:
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Vascularizacdo do local do implante — Segundo Hollinger et al (1986) a
localizacdo do implante, e portanto a vascularizacédo do local é determinante para o
tempo de degradacdo de um implante, ocorrendo de forma mais rapida num local
com alta vascularizacdo. Em contrapartida, trabalhos mais recentes indicam que
devido a propriedade autocatalitica do PLGA, a concentracdo dos produtos da
degradacdo hidrolitica (acido latico e acido glicélico) em contato com o polimero

acelera a degradacéo [13].

Razao entre acido glicolico e &cido latico — PGA é um polimero com alto grau
de cristalinidade em relagdo ao PLA por ndo conter grupos metila ligados a cadeia

principal, como pode ser observado na figura 3 [13].

Figura 3. Estrutura quimica do PLGA (x se refere as unidades de acido latico e y as

unidades de acido glicolico) [32].

A presenca do grupo metila no PLA, além de influenciar a cristalinidade, o
torna mais hidrofébico em relagcdo ao PGA. Portanto, copolimeros ricos em PLA
apresentam carater menos hidrofilico, o que diminui a quantidade de agua
absorvida, tornando o periodo de degradacdo mais longo. Além disso, as estruturas
de PLGA 50:50 apresentam o menor periodo de degradacdo. Este dado esta
relacionado a cristalinidade do material. A relagdo entre composicédo e meia vida do

polimero pode ser observada na figura 4 [32].
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0 PLA = 100
100 = PGA 0
Copolymer ratio

Figura 4. Periodo de degradacdo em razéo das diferentes concentracdes de
acido latico e glicolico [13].

Composicédo quimica da superficie do implante — A composicdo quimica da
superficie do implante tem grande influéncia na hidrofilicidade do mesmo. Este fator,
como ja foi mencionado, altera a quantidade de &gua absorvida pelo polimero,

afetando assim o tempo de degradacao [13].

Morfologia do implante — A influéncia da morfologia do suporte polimérico é
relatada como um fator determinante no tempo de degradacdo do implante.
Implantes densos, que ndo apresentam porosidade, sofrem degradacédo devido ao
efeito autocatalitico do PLGA, enquanto implantes com alto grau de porosidade néo
apresentam este problema pois 0s poros existentes sao responsaveis pela difuséo
dos produtos de degradacdo. Barbanti realizou em 2001 estudos referentes a
degradacdo hidrolitica de PLLA e PLGA em membranas densas, membranas
porosas (com adicdo de cloreto de sodio) e suportes esféricos (ndo porosos). Nao
foram encontradas diferencas no comportamento de degradacdo das membranas
densas em relacdo aos suportes esféricos, sendo que estes sofreram uma
degradacédo mais acentuada quando comparados as membranas porosas devido ao
efeito autocatalitico. Este efeito também € descrito como sendo relativo a espessura

da parede dos poros [13].
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3.2. Engenharia de tecidos

Nas ultimas décadas pesquisadores na area de biomateriais tem voltado a
sua atencdo a uma nova técnica para desenvolvimento e substituicdo de tecidos
danificados. O desenvolvimento de tecidos pertencentes ao préprio paciente,
produzidos fora do organismo através da coleta de células sadias que sao cultivadas
sobre estruturas poliméricas bioreabsorviveis, € chamado de engenharia de tecidos
[33]. E valido lembrar que células isoladas ndo formam tecidos ou 6rg&os, por isso é
necessaria a utilizacdo de uma matriz como suporte para o crescimento celular [24],
[34]. E estudada ainda a utilizagdo de células-tronco e fatores de crescimento nesta
técnica. A engenharia de tecidos apresenta vantagens também na area de
transplantes de 6rgaos devido a possibilidade de expansado celular in vitro. Desta
forma, somente algumas células precisariam ser retiradas do doador, para
diferenciacdo e formag¢do de um novo 6rgdo sobre um material polimérico, sendo

evitada a necessidade de doacéo de um 6rgéao [13].

Engenharia de Tecidos

Tecido Doador Suporte Polimérico

Cultura de Células
in vitro

Figura 5. Técnica utilizada pela Engenharia de tecidos [35].
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A figura 5 ilustra os procedimentos béasicos realizados pela engenharia de
tecidos para o desenvolvimento de novos tecidos.

Os primeiros relatos alusivos a aplicacdo da engenharia de tecidos bem
sucedidos foram publicados em 1980. Contudo, a primeira referéncia histérica a
esta técnica data de 1440, pela pintura de Fra Angelica, "Healing of Justinian", figura
6, na qual sédo representados os Santos Cosme e Damido implantando um membro

em um soldado ferido [36].

Figura 6. Pintura de Fra Angelica, "Healing of Justinian™ [37].

Ensaios relacionados a engenharia de tecidos foram realizados no inicio de
1970 pelo médico e pesquisador W. T. Green que tinha como objetivo criar uma
nova cartilagem a partir da insercdo de condrécitos em espiculas de ossos e na
sequéncia implanta-la em ratos [36]. Apesar de seu fracasso neste experimento, o
autor concluiu que, com o desenvolvimento de novos biomateriais e avanco da

ciéncia, novos tecidos e 6rgados poderiam ser criados utilizando esta técnica.

Polimeros naturais biodegradaveis como soro albumina bovino (BSA),
gelatina, colageno, soro albumina humano (HSA) foram estudados para aplicacdes
na engenharia de tecidos. Entretanto, estes materiais apresentam pureza
questionavel, o que limita 0 seu uso, assim como os altos precos [38], [39]. No final

da década de 1990, células-tronco comecaram a ser pesquisadas pelo doutor Una
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Chen na Alemanha, porém existem questdes éticas que devem ser levadas em

consideragao na utilizagdo destas.

Vacanti e Langer, em 1999, procuraram desenvolver matrizes equivalentes a
tecidos naturais especificas para insercao de moléculas bioativas e adeséao celular, a
partir de uma gama de polimeros sintéticos biocompativeis e biodegradaveis [30].

Um polimero sintético foi implantado pela primeira vez em 1991 em um
paciente com malformacgdo congénita do térax e auséncia de esterno, devido a uma
sindrome. A matriz confeccionada a partir deste polimero sintético passou pelo
processo de insercdo de células condrdcitas autdlogas (do proprio paciente) sendo

implantada para formar o esterno [36].

3.3. Nervos periféricos

Nervos periféricos sao responsaveis pelas fungdes sensitiva e motora das
extremidades, portanto, lesbes causadas por acidentes de trafego, resseccdo de
tumores, efeitos colaterais de diversos tipos de cirurgias, entre outros [23], podem

gerar perda parcial ou completa de funcéo.

Augustus Waller descreveu a degeneragdo nervosa que ocorre apds uma
lesdo em 1850 trabalhando com sapos. O seu estudo mostrou a degeneracao do
axonio distal e também o processo de regeneracao nervosa, que é mais rapida em
sapos jovens. Este pesquisador foi de tal importancia para a compreensao deste
fendmeno que a degeneracdo axonal ficou conhecida como degeneragcao walleriana
[40].

Brown (1972) descreveu os principais fatores influentes na regeneracao
nervosa: a formacao de neuromas; a idade do paciente; a extensao da leséo; o “gap”

nervoso; os fatores troficos e a técnica empregada para reparacao nervosa [40].

Seddon classificou em 1943 as lesfes nervosas em 3 tipos: neurapraxia,

axonotmese e neurotmese [41].
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Neurapraxia é caracterizada por uma lesdo na bainha de mielina do nervo,
mantendo o restante de sua estrutura intacta. Este tipo de lesdo provoca perda

temporaria da funcdo motora do nervo, porém nao ocorre degeneracéo walleriana.

Axonotmese ¢é caracterizada pela interrupcdo do ax6nio, mantendo a
membrana epineural (bainhas conectivas) intacta. Estes danos a nervos periféricos

provocam degeneracado walleriana provocando um blogueio na conducao nervosa.

Neurotmese é caracterizada pelo bloqueio da condugdo nervosa. Neste tipo
de lesdo todo o nervo e suas estruturas estdo danificados e a Unica forma de

reparacao € atraves de cirurgia [41].

Epnewio

Endoneurio

Perineuro

Figura 7. Estrutura interna de um nervo periférico [42].

O objetivo desta secéo é apresentar a evolucdo nos processos utilizados para

reparacao de nervos periféricos e suas falhas.

3.3.1 Sutura

Os primeiros relatos que indicam a recuperacdo de lesbes em nervos
periféricos datam de 1393 por Chauliac, porém a utilizagdo de sutura para reparacao
de rompimentos de nervos periféricos nao foi aceita até 1850. Em 1847, Paget
descreveu a utilizagdo de sutura em uma lesao no nervo mediano em um paciente
de 11 anos [42].
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As principais técnicas de sutura utilizadas sdo: epineural, na qual a sutura
passa através do epneuro; e fascicular, quando a sutura € realizada através do

perineuro de cada fasciculo [43, 44, 45, 46].

Tupper et al realizaram em 1988 um estudo comparativo entre as duas
técnicas de sutura, concluindo, junto a outros pesquisadores, que a técnica de
reparacao epineural, tem vantagens sobre a fascicular por promover potencialmente

um alinhamento axonal, obtendo melhores resultados em relagdo a regeneracao

nervosa [46]. Apesar disso, a recuperacao sensorial e motora nunca € completa [47].

3.3.2 Transplantes

Em 1964, Smith introduziu as técnicas microcirdrgicas no reparo de nervos
periféricos, representando o inicio de grandes avanc¢os na area. O objetivo destas
técnicas é realinhar o nervo, favorecendo a regeneracdo, com 0 menor trauma
possivel [48].

Utilizando estas técnicas, Millesi [49] demonstrou em 1967 ser possivel
realizar enxertos interfasciculares com nervos cutdneos autologos. Este tipo de
transplante é uma das praticas mais utilizadas hoje em dia, sendo conhecida como o
padrdo ouro da cirurgia reconstrutiva. Apesar disso, ha maior parte das lesées em
que este tipo de tratamento é aplicado, parte das funcdes ndo € recuperada,
gerando incapacidades. Ademais, existem desvantagens Obvias na utilizacdo de
materiais autélogos em implantes, devidas principalmente a mudanca na posicao de
determinado tecido, que pode produzir mudancas bioldégicas devido as novas
interacdes deste material no local implantado e a perda de fung¢édo no sitio doador
[23, 50].

3.3.3 Estruturas tubulares

Para suprir as deficiéncias dos enxertos autélogos, nas ultimas décadas
houve o desenvolvimento de materiais artificiais como alternativa [23]. Baldini et al
analisaram em 1984 novos métodos para a regeneragdo nervosa. Entre os principais

métodos avaliados estao os condutos nervosos artificiais.
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Heath et al apresentaram, em 1998, uma revisao sobre o desenvolvimento de
enxertos artificiais para regeneracdo nervosa, por possibilitarem a concentracao e
liberacdo controlada de fatores neurotréficos, quando utilizados enxertos
biodegradaveis, além de prevenirem a formacdo de neuromas [51]. Vasconcelos
(1999) concluiu que a utilizacdo de enxerto em rupturas nervosas € recomendada

guando existe perda significativa da substancia [52].

llikema-Paasen et al. (2004) descreveram a utilizacdo de diferentes técnicas
tradicionais no reparo de nervos, assim como, 0 uso de tubulizacdo biolégica,
sintética, biodegradavel e nao biodegradavel. Foi possivel entdo concluir, a
superioridade dos enxertos degradaveis quando comparados aos enxertos
autdgenos em relacdo a velocidade de regeneracédo. No entanto, nao foi observada
recuperacdo funcional completa, sugerindo ainda, que possivelmente sejam
atingidos melhores resultados com a utilizacdo de fatores neurotroficos associados

aos enxertos biodegradaveis [53].

Em 2005, Boccaccine et al desenvolveram um suporte tubular de PLGA a
partir de filmes porosos do polimero enrolados e soldados. Os resultados obtidos
demonstram fragilidade e diminuicdo na porosidade do ponto da solda, além de
reducdo na espessura, podendo comprometer a integridade do suporte

prematuramente durante a degradacéo [31].

3.3.3.1 Liberacao de fatores de crescimento

Fatores de crescimento sédo de extrema importancia ao longo da regeneracgéo
nervosa por aumentar significativamente a viabilidade de neurdnios motores. A sua
administracdo em grande quantidade quando ocorre a lesdo ndo é indicada, pois
ocorreria uma difusdo rapida destes fatores do alvo, assim como a perda da
bioatividade [55]. Aléem disso, a liberacédo controlada de moléculas bioativas por um
periodo prolongado é necessaria para recuperacao do tecido danificado, guiando a
sua regeneracdo quando associadas a um suporte reabsorvivel [55]. O periodo

considerado critico para administracdo de fatores de crescimento € durante a
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primeira semana apos a lesdo, sendo estendido por quatro ou até mesmo oito

semanas dependendo da gravidade da lesao [47].

Os fatores de crescimento sao liberados pela combinacdo entre difusdo das
moléculas e degradacdo do polimero. Para retardar este processo, pode-se
imobilizar as moléculas bioativas no suporte, tornando a degradacdo do suporte
determinante na liberacdo destas. Este efeito pode ser atingido com a utilizacao de
compostos quimicos para adesao dos fatores de crescimento ao suporte como a
heparina, ou através de uma modificacdo quimica na superficie, possivelmente
gerando ligacdes covalentes entre o suporte e os fatores [55]. Levando em
consideracdo que um suporte polimérico tubular poroso constituido de PLGA,
utilizado como matriz para regeneracdo nervosa e liberacdo de fatores de
crescimento sofre degradacdo hidrolitica tanto na superficie interna como na
externa, a liberacdo destes fatores ocorre tanto na direcdo do nervo rompido ou
lesionado quanto para os tecidos circundantes. Neste caso, seria interessante a
aplicacdo de uma protecdo na parte externa do tubo, quando o mesmo é

extremamente poroso, para diminuir o efeito de difuséo para o meio externo [54].

Lee et al, em 2004, publicaram a utilizacdo de fatores de crescimento na
regeneracao de lesdes em nervos ciaticos de ratos. Com os resultados obtidos foi
possivel concluir que a adicdo destes fatores a suportes biodegradaveis produz
resultados melhores com relacdo a regeneracao nervosa, quando comparado ao

tubo sem fatores, sendo dependente da dosagem inserida [55].

Em 2008, Savignat et al avaliaram a regeneracao de um nervo lesionado por
esmagamento em ratos utilizando membranas poliméricas funcionalizadas com
fatores de crescimento nervoso. Com este estudo os autores puderam concluir que a
administracdo de fatores de crescimento melhorou a regeneragdo do nervo
danificado com relagdo ao grupo controle. Todos os neurbnios sensores foram
regenerados um meés apos a lesdo no grupo que recebeu o tratamento com fatores

de crescimento [47].
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3.3.3.2 Nanofuncionalizagéo

Alguns materiais podem vir a falhar quando utilizados como suporte in vivo
por ndo apresentarem caracteristicas similares as biolégicas, ndo favorecendo a
proliferacdo celular [22, 56]. A topografia natural de tecidos biolégicos resulta de
proteinas (tendo nandmetros de comprimento e largura), portanto, para melhorar a
interacdo entre suporte e células, um tratamento quimico com hidréxido de sodio
pode ser realizado, tornando a topografia do polimero mais rugosa, € com poros na
ordem de nandmetros [22]. Esta textura nanométrica é criada através da hidrolise
das ligacbes éster na superficie, expondo assim grupos funcionais de acido
carboxilico e hidroxila, gerando também um aumento no carater hidrofilico do
polimero. E esperado que este tratamento quimico funcione também para imobilizar
moléculas bioativas inicialmente soltveis, como os fatores de crescimento, conforme
descrito na secéo 3.3.3.1.

Thapa et al publicaram em 2003 um estudo referente a aplicagdo de
polimeros bioreabsorviveis em substituicdo a tecido da bexiga. Seus resultados
mostraram que as membranas poliméricas tratadas quimicamente com maiores
concentracbes de hidroxido de sodio apresentaram nanotextura e rugosidade na
superficie. Como resultado a este tratamento quimico, as membranas tratadas
guimicamente apresentaram um numero de células aderidas até 109% maior do que

nas membranas sem tratamento [22].

3.4Técnicas de caracterizacdo

Analisar a estrutura dos implantes formados, a composicao final e a
morfologia da superficie € de extrema importancia para prever a interacdo do
implante com o organismo. Portanto, esta secdo descrevera a importancia da
realizagdo das técnicas empregadas, descrevendo o principio de funcionamento de

cada uma.
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3.4.1 Difracéo de raios X

Difracdo de raios X (XRD) é uma técnica versatil, ndo destrutiva que revela
informacdes referentes a composicdo quimica e estrutura cristalina de materiais
naturais e sintéticos. A estrutura cristalina € uma distribuicdo regular de &tomos no
espaco. Estes sdo dispostas de modo a formarem uma série de planos paralelos.
Esta técnica baseia-se na emissao de raios X na superficie da amostra, seguido da
deteccao dos fotons difratados [57].

Esta técnica foi utilizada em 2003 por Boccaccini para caracterizacdo de
membranas de PLGA com biovidro [5].

3.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

O principio fisico de operagdo de um microscépio eletrénico de varredura é
baseado na emissdo de elétrons por um filamento em alto vacuo, varrendo a
superficie da amostra. A interacdo da superficie da amostra com o feixe de elétrons
provoca modificacdes no sinal destes elétrons de acordo com as modificagbes da
superficie da amostra. Desta forma, sao emitidos elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados, fétons, raios X caracteristicos, elétrons Auger, etc. para formacéo
da imagem detalhada da topografia da amostra sdo detectados os elétrons
secundarios, enquanto para determinar a composicdo, sdo detectados o0s
retroespalhados [57].

Quando amostras condutoras sao analisadas néo é requerido nenhum tipo de
preparacdo ou tratamento prévio. Entretanto, no caso de amostras isolantes se faz
necessaria a cobertura da superficie da amostra com uma fina camada de ouro ou
outros metais [57].

Esta técnica foi utilizada por Boccaccini et al para identificar a formacao de
estrutura porosa no interior de membranas de PLGA e posteriormente para analise

de estruturas tubulares confeccionadas a partir destas membranas [5].

3.4.3 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier

O objetivo desta técnica é a identificacdo dos grupos funcionais presentes em

determinada amostra. Diferentes tipos de ligacbes absorvem frequéncias
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caracteristicas de radiacdo infravermelha. Os &tomos unidos em uma molécula
podem realizar trés tipos de movimento: translacéo, rotacdo e vibragdo molecular.
Quando radiacdo infravermelha atinge a amostra, a energia absorvida é
transformada nestes tipos de movimentacdo. Estas energias sdo quantizadas e
geram um espectro onde as ligacdes presentes no composto analisado podem ser
identificadas [57, 58].

Além de fornecer informacfes qualitativas, a analise pode ser utilizada para
obter informagdes quantitativas, avaliando a intensidade e o formato dos picos no
espectro. A largura dos picos € uma funcdo da homogeneidade da ligacdo quimica
[57].

Esta caracterizacao foi utilizada por Jayasuriya em 2006 para identificacdo de
ligagbes quimicas presentes no PLGA assim como as mudangas causadas pela
adicdo de um componente [59].

3.4.4 Cromatografia de permeacao em gel

A cromatografia de permeacdo a gel € uma das técnicas mais utilizadas para
determinacdo da massa molar de polimeros, sendo relativamente rapida e segura.
Esta técnica permite a separacdo de componentes de uma mistura através de
fracionamento em coluna por tamanho das moléculas em solucdo. A solucéo
contendo o material a ser analisado percola por um leito estacionario poroso, onde
as moléculas sdo fixadas conforme a sua massa molar. Desta forma, as primeiras
moléculas a serem eluidas sdo as de maior tamanho, que ndo sao fixadas nos poros
da coluna. As moléculas menores sao retidas por periodos de tempo
progressivamente maiores por ficarem detidas em poros cada vez menores, sendo
carreados em fragdes consecutivas de tamanhos decrescentes [60, 61].

Desai publicou em 2007 um estudo referente a degradacédo de estruturas de
PLGA. A cinética de degradacdo deste material foi acompanhada por cromatografia

de permeacgao em gel [62].

3.4.5 Angulo de contato
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A andlise de angulo de contato pode ser realizada utilizando um gonidémetro
para medir o angulo de contato do material desejado com um determinado fluido.
Esta técnica foi utilizada por Croll em 2004 para avaliagdo de variacbes na
molhabilidade do polimero durante a degradacéo [63]. Este dado é obtido através da
observacdo do perfil de uma gota do fluido em contato com o material a ser
analisado, medindo posteriormente o angulo de contato. Quanto menor o angulo de
contato medido entre a superficie do material sélido e o liquido maior a
molhabilidade, ou seja, mais o liquido molha esta superficie, conforme € mostrado

na figura 8.

Oy

BT

Figura 8. Relac&o entre angulo de contato e molhabilidade. Imagem adaptada [64].
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4. MATERIAIS E METODOS

Nesta secao serdo abordadas as metodologias de preparacdo das estruturas

poliméricas e as técnicas de caracterizacao utilizadas.

4.1. Preparacdo das estruturas poliméricas

O PLGA utilizado para confec¢cdo das amostras foi adquirido da empresa
PURAC (LACTOSORB® 8218 contendo 82% de PLLA e 18% de PGA) na forma de

pellets.
4.1.1 Membranas

Primeiramente, foram preparadas membranas com o objetivo de enrola-las
formando tubos através da soldagem das pontas. Além disso, pode-se analisar suas
propriedades como porosidade e cristalinidade, antes mesmo de serem

confeccionados os tubos.

Membranas lisas: Estas membranas foram preparadas através da
metodologia de evaporacédo de solvente sem fluxo de ar. Rapidamente o polimero foi
dissolvido em ultrassom de 40 kHz (Unigue, modelo USC-1600) a temperatura
ambiente utilizando cloroférmio (Merck) como solvente. A solucdo foi vertida em
placas de Petri e o0 solvente evaporado em capela sem fluxo de ar por

aproximadamente 2h.

Membranas superficialmente porosas: Estas membranas foram preparadas
através da metodologia de evaporacao de solvente com fluxo de ar. As membranas
foram confeccionadas de maneira analoga as membranas lisas, porém, durante o

periodo de evaporacdo de solvente, a placa contendo a solugdo de PLGA em



39

cloroférmio foi mantida em capela com fluxo de ar durante duas horas, viabilizando

assim a formacgédo de poros na superficie da membrana.

Membranas porosas: Estas membranas foram preparadas através da
metodologia de adi¢cdo de cloreto de sodio e posterior lixiviagdo. Apos a completa
dissolugdo do polimero, foi adicionado cloreto de sodio triturado (Merck) com
granulometria final entre 2-50 micrémetros, como agente porogénico na proporcao
massica de 1:16 (polimero/cloreto de sédio). Essa suspenséo foi entdo colocada em
uma placa de Petri em capela com fluxo de ar para completa evaporagcéo do
solvente durante 2 horas. As membranas confeccionadas foram colocadas em agua
deionizada por um periodo de 48h em ultrassom, sendo que, a agua foi trocada a
cada 8h.

4.1.1.1 Tratamento quimico

Foram realizados tratamentos quimicos com solucdes aquosas com hidroxido
de sodio (Merck) em diferentes concentracdes (entre 0,1 e 1M), de forma similar ao
realizado por Thapa et al [20], para nanofuncionalizagdo das membranas porosas,
durante cinco minutos. Apds este processo, as membranas foram lavadas com agua
destilada até que o efluente apresentasse pH préximo a 6,0. As membranas ainda
foram mantidas durante 1h em ultrassom para remocao de qualquer residuo da
solucdo de hidroxido de sédio. Ainda, as membranas confeccionadas foram
mantidas durante 48h em um forno a vacuo com pressao reduzida de 10 Pa para

remocao do solvente residual.

O quadro 1 apresenta os processos utilizados na confeccdo de cada

membrana e a denominacéao recebida, além dos tratamentos realizados.
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Quadro 1. Classificacdo dos grupos de membranas, de acordo com o0s

procedimentos utilizados para confeccéo e tratamentos realizados.

Grupo Confeccéo e tratamentos realizados

M1 Membranas lisas

M2 Membranas superficialmente porosas

M3 Membranas porosas

M3a Membranas porosas com tratamento quimico (0,1M)
M3b Membranas porosas com tratamento quimico (0,3M)
M3c Membranas porosas com tratamento quimico (0,5M)
M3d Membranas porosas com tratamento quimico (0,7M)
M3e Membranas porosas com tratamento quimico (1M)

4.1.2 Estruturas tubulares

Foram preparados tubos de PLGA a partir de diferentes metodologias,

seguindo alguns dos padrdes ja utilizados na confeccdo das membranas.

Primeiro processo: Os tubos foram confeccionados partindo das membranas
M1. As membranas foram enroladas e uma haste de titanio com 2 mm de diametro,
e tiveram suas extremidades sobrepostas e dissolvidas superficialmente utilizando
uma segunda haste umedecida com cloroférmio, de forma similar a metodologia
descrita por Boccaccini et al [5]. Apdés a evaporacdo do solvente, as duas
extremidades dissolvidas juntas ficaram soldadas, resultando em uma estrutura

tubular com 2 mm de diametro interno.

Segundo processo: Os tubos porosos de PLGA foram preparados pela
dissolucéo do copolimero em cloroférmio e adicdo de microcristais de NaCl (analogo

a metodologia utilizada na confeccdo das membranas M3). A fim de obter
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uma estrutura tridimensional, foi utilizada como base, novamente, uma haste de
tithnio com diametro de 2mm, que foi mergulhada na suspenséo. Estas hastes com
polimero e NaCl depositados foram, ainda, mergulhadas em uma solucdo de
PLGA/Cloroformio sem adicdo de NaCl para obter uma cobertura protetora na
superficie para evitar a difusdo rapida de medicamento inseridos na parte porosa
para o exterior da estrutura tubular. Apés a evaporagdo do solvente a temperatura
ambiente, as hastes foram submersas em agua deionizada para remocao dos
cristais de NaCl durante 48 horas. A agua foi trocada a cada oito horas e o sistema
foi mantido em ultrassom. Apés este periodo, os tubos foram removidos das hastes
e parte deles foram separados e tratados com uma solucéo de NaOH, seguindo os

mesmos padrdes utilizados para as membranas porosas com ataque quimico.

4.1.2.1 Tratamento quimico

Os tubos confeccionados a partir do segundo processo foram tratados de
forma analoga as membranas. ApOs os procedimentos citados serem realizados,
todos os tubos foram submetidas a secagem em forno a vacuo durante 48 h, a uma
presséo reduzida de 10 Pa para a remocéao de solvente residual.

O quadro 2 mostra os processos utilizados na confeccdo de cada tubo e a

denominacéo recebida, além dos tratamentos realizados.

Quadro 2: classificagdo dos grupos de tubos, de acordo com os procedimentos

utilizados para confeccgao e tratamentos realizados.

Grupo Confeccao e tratamentos realizados

T1 Primeiro processo

T2 Segundo processo
T2a Segundo processo com tratamento quimico (0,1M)
T2b Segundo processo com tratamento quimico (0,3M)
T2c Segundo processo com tratamento quimico (0,5M)
T2d Segundo processo com tratamento quimico (0,7M)

T2e Segundo processo com tratamento quimico (1M)
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4.2. Degradacéo hidrolitica

A degradacédo dos tubos T2, T2a e T2c foi realizada in vitro, seguindo a
metodologia utilizada por Li et al [65], norma ASTM F1635 (2010), para avaliar a
influéncia do tratamento quimico realizado durante 0s primeiros 2 meses de
degradacgéo. Primeiramente, os tubos de PLGA com 5 mm de comprimento foram
separados em triplicatas por periodo avaliado. Os tubos foram pesados e
acondicionados em frascos de polipropileno contendo 4mL de PBS, preparado com
reagentes de alta pureza, funcionando como um tampao para degradacdo do
polimero em estufa a 37°C. Apds os periodos de 3, 7, 14, 28, 45 e 60 dias as
amostras foram lavadas com agua deionizada e secas em forno a vacuo durante
48h. ApOs este periodo, os tubos foram pesados novamente. Os parametros
avaliados nos tempos definidos foram: massa de agua absorvida no periodo inicial,
perda massica, variagdo da massa molar ponderal média, e mudancas na

topografia.

4.3. Impregnacgéo/liberagdo de amido

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos tratamentos quimicos realizados na
guantidade massica de um determinado produto que as estruturas poliméricas
conseguem carregar e liberar durante o processo de degradacao foi realizada a
insercdo de amido nos tubos confeccionados a partir do segundo processo, em
diferentes concentragcbes em suspengdo com Aagua para posterior pesagem e
liberacdo in vitro. O amido foi escolhido para estes testes por ndo ser sollvel em
agua, sendo possivel, portanto, analisar a liberacdo que ocorre devido a degradacéo

do polimero e difusdo do mesmo no meio.
4.3.1. Impregnacéo de amido
Este teste foi realizado com o objetivo de simular a quantidade de um

determinado medicamento insolivel em agua ou fixado a matriz polimérica que as

estruturas poliméricas sdo capazes de carregar. Também é possivel avaliar através
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desta metodologia, se a realizagdo de tratamentos quimicos com diferentes
concentragOes afeta de alguma forma estas quantidades.

Foram preparadas 3 suspensdes de amido em &gua deionizada com
diferentes concentragdes (12,5mg/mL; 37,5mg/mL; 75mg/mL). As amostras testadas
(T2, T2a, T2b, T2c, T2d, e T2e) foram pesadas e colocadas individualmente em
contato com as suspensfes de amido com agitacdo constante durante duas horas.
ApOs este processo, os tubos foram individualmente secos em forno a vacuo durante
48 horas e pesados novamente. A quantidade percentual de amido aprisionado nos
tubos foi calculada a partir da férmula:

Pa = [(Pt-P0)/P0] x 100

Onde Pa é o percentual de amido aprisionado, Pt € a massa do tubo com

amido e PO é a massa inicial do tubo.

4.3.2. Liberacéo de amido

O ensaio de liberacdo de amido foi realizado para simular a liberagdo de
medicamentos, fatores de crescimento ou outras moléculas bioativas insollveis ou
fixadas ao suporte, em PBS, durante as primeiras semanas de degradacdo das

estruturas tubulares porosas.

Foram escolhidos 3 tipos de tubos para realizacédo deste teste, sendo elas T2,
T2a e T2c para avaliar possiveis diferencas no comportamento de liberacdo com
relagdo ao tratamento quimico sofrido. A inser¢cdo de amido nestes tubos foi
realizada conforme metodologia descrita na secdo 4.3.1., sendo na sequéncia
pesados em balanca analitica e colocados individualmente em tubos de
polipropileno contendo 4mL de PBS em estufa a 37°C, em triplicatas. Ao final de
periodos predefinidos (3, 7, 14, 21, 28, 45 e 60 dias) os tubos foram retirados do
PBS, que é descartado, lavados com agua deionizada, e colocados em forno a
vacuo para secagem durante 48 horas. Os tubos foram entdo pesados novamente
individualmente e colocados em 4mL de PBS mais uma vez para dar sequencia ao

processo de liberagcdo de amido. A porcentagem de amido liberado foi calculada
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levando em consideragdo a massa de amido Impregnada e a massa final do tubo

conforme a seguinte formula apresentada:

Pl = [MI / Mi] x 100

Onde PI é a porcentagem de amido liberado, Ml é a massa de amido liberado

em cada periodo da degradacéo e Mi € a massa inicial de amido.

4.4. Preparacdo das amostras para realizacdo das caracterizagdes

Para analise de DRX as membranas foram confeccionadas diretamente sobre
uma bolacha de silicio com duas polegadas de diametro utilizando a metodologia
descrita na secdo 4.1.1. As cinco concentracbes de tratamento quimico também
descritas acima foram realizadas nos filmes obtidos, sem que eles fosse removidos
da superficie de silicio. A caracterizacéo foi feita utilizando radiacdo Kagc, com A =
0,15406 nm com uma geometria Bragg-Brentano variando em 26 entre 3° e 50° com

passo de 0,02° e 1 s por ponto em um equipamento Shimadzu XRD 7000.

Para analisar as ligacbes quimicas das estruturas formadas (membranas e
tubos) por FTIR, foram construidos 2 porta amostras, com as medidas indicadas na
figura 8, que serviram de suporte para as amostras durante a analise. Amostras de
membranas medindo 2 x 2 cm foram presas no porta amostras 1, enquanto 0s
tubos, medindo 5mm de comprimento e 2mm de diametro interno, foram
seccionados somente de um lado, formando filmes de 5mm x 6,3mm, sendo
analisados no porta amostras 2. O espectro foi obtido através de 100 varreduras
variando em 1/ desde 450 até 4000 cm™.

As analises de XRD e FTIR foram realizadas no grupo de estudos de

superficies e interfaces localizado no prédio 96-A do TECNOPUC.
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Figura 9. (a) Porta amostra 1 e (b) Porta amostra 2, sendo utilizados na

caracterizacao de FTIR, para membranas e tubos respectivamente.

As analises de microscopia eletrénica de varredura das membranas e das
estruturas tubulares foram realizadas no Centro de Microscopia e Microandlise —
CEMM - da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, em um
equipamento marca Phillips, modelo XL 30. Antes da realizacdo das analises, as
amostras tubulares foram mantidas durante trés minutos em nitrogénio liquido para
manter a integridade estrutural durante a fratura para analise da seccao transversal.
Por se tratar de implantes confeccionados a partir de material polimérico, foi

necessaria a deposicdo de ouro antes das analises na superficie das amostras.

A variacdo na massa molar do polimero foi acompanhada por cromatografia
de permeacdo em gel ao longo do processo de degradacéo in vitro. Para tanto, as
estruturas tubulares submetidas ao processo de degradacao, foram dissolvidas em
cloroférmio e na sequéncia, a solucdo obtida foi ainda, diluida com THF até 2 mL
obtendo a concentragéo de 15 mg/mL, para posterior injecdo no cromatografo HPLC
pump-1515 isocrético utilizando detector de indice de refracdo Waters Intruments
2412 e THF como eluente. Esta analise foi realizada no laboratério de cromatografia
na Faculdade de Quimica da PUCRS.

Para a realizacdo da andlise de angulo de contato foi utilizado um gonidmetro.

As membranas poliméricas com ataque quimico foram seccionadas para obtencéo
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de amostras com &rea igual a 1 cm?, e mantidas em dessecador até a realizacdo da

andalise.
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5. RESULTADOS PREVIOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo das membranas

5.1.1. Difracédo de raios X

Foram realizadas analises de difracdo de raios X para avaliar possiveis
mudancas ocorridas na estrutura do polimero durante o processamento e tratamento
quimico. A andlise de DRX realizada na amostra M2 (figura 10) mostrou, mesmo
apos o processamento sofrido, uma amorfizacdo entre os angulos 26 igual a 11° e
16° referente aos picos caracteristicos do acido glicélico. Este resultado indica que o

polimero ndo sofreu mudancgas na sua estrutura.

Intensidade [u.a.]

T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35

20 [°]
Figura 10. Difratograma da amostra M2 mostrando uma amorfizagcdo em 260
entre 11° e 25°.
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Figura 11. Difratograma das amostras M3 e M3a mostrando uma amorfizacdo em 26
entre 11° e 25°.

A figura 11 mostra difratogramas das amostras M3 e M3a. E possivel
observar uma amorfizacdo entre 11 e 25°, caracteristica ao PLGA. Estes resultados
indicam que ndo ocorre degradacdo do polimero apés o tratamento quimico com

menor concentracao de hidréxido de sddio sofrido.
5.1.2. Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier

A realizacdo da analise de FTIR teve como objetivos principais detectar a
presenca de solvente residual, ou ainda, mudancas na estrutura quimica do
polimero quando realizado tratamento quimico em diferentes concentracdes e
utilizado NaCl como agente porogénico. E possivel observar nos espectros de FTIR
apresentadas na figura 12, bandas de éster presentes no filme entre 1100-1300 cm™
e em 1700 cm™, e entre 1340-1460 cm™ e em 2870 cm™ e 2980 cm™ as bandas da
metila. Entre 540 e 760 cm™ é possivel observar uma reducéo na quantidade de
ligacdes centre carbono e cloro, o que indica uma reducdo na quantidade residual de

cloroférmio durante as 48h em vacuo.
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Figura 12. Espectro de FTIR da amostra M2 antes (a) e depois (b) do

processo de vacuo.
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Figura 13. Espectro de FTIR das amostras M3 (a) e M3a (b).
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Na figura 13 sdo mostrados espectros obtidos por FTIR das amostras M3 e
M3a. As bandas caracteristicas de éster sdo encontradas, porém é possivel notar
um alargamento nos picos com relacdo aos espectros apresentados na figura 13,
provavelmente devido a maior espessura das membranas, com elevada porosidade.
Entre os espectros a e b, ndo sdo observadas diferengas conclusivas com relacdo a
mudancas quimicas provocadas pelo tratamento com hidroxido de sddio,
possivelmente por se tratar do tratamento quimico com menor concentracdo. Nao
sdo observadas também variagcdes nas bandas referentes a presenca de ligagcbes

entre cloro e carbono.
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Figura 14. FTIR das membranas M3b (a) e M3e (b) mostrando o surgimento de uma

banda caracteristica a ligacbes O-H.



51

Na figura 14 é possivel observar uma banda mais pronunciada referente a
hidroxila gerada pelo rompimento da ligagéo éster pertencente ao PLGA. Esta € uma
indicacdo da eficiéncia do tratamento quimico realizado com hidréxido de sodio em

amostras tratadas com solucées de NaOH em concentracdes superiores a 0,3 M.

5.1.3. Morfologia superficial

As amostras confeccionadas sem a utilizagdo de fluxo controlado de ar

apresentam-se como membranas densas, sem porosidade superficial, como pode

ser observado na figura 15.
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Figura 15. Micrografias da amostra M1 em magnificacdes de 250x (a) e
10000x(b).

As micrografias realizadas mostraram diferencas significativas na estrutura da

membrana superficialmente porosa em relagdo a membrana porosa, conforme o

esperado.

As amostras superficialmente porosas apresentam poros somente na
superficie formados pela evaporacdo do solvente em fluxo de capela, néo

apresentando interconectividade entre 0s poros.

As micrografias obtidas por MEV da amostra superficialmente porosa (figura
16) mostram grau elevado de porosidade e distribuicio homogénea. Em

magnificacdes maiores € possivel observar poros na ordem de poucos micrometros.
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Figura 16. Micrografias obtidas no modo SE da amostra M3c em

magnificacdes de 500x (a) e 20000x (b) respectivamente.

As membranas confeccionadas com adicdo de agente porogénico
apresentam alta interconectividade entre os poros, conforme é possivel observar na

figura 17.
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Figura 17. Micrografias obtidas no modo SE da amostra M3 em

magnificacdes de 250x (a) e 20000x (b), respectivamente.
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Figura 18. Micrografias obtidas no modo SE da amostra M3c em
magnificacdes de 500x (a) e 20000x (b) respectivamente.

Ambas as amostras analisadas por MEV, e mostradas nas figuras 17 e 18,
M3 e M3c respectivamente, apresentam elevado grau de porosidade. E possivel
observar a formacédo de poros na ordem de nanémetros na membrana M3c, gerados
através do tratamento quimico realizado. Com a formacéo de poros em nano escala,
se obtém uma membrana mais proxima a topografia dos tecidos naturais, com maior
area superficial, favorecendo assim a insercdo de farmacos e fatores de
crescimento, além de possibilitar uma maior adesao celular. Na figura 19 é possivel

observar a topografia da membrana M3e.
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Figura 19. Micrografias obtidas no modo SE da amostra M3e em

magnificacdes de 1000x (a) e 2000x (b) respectivamente.
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5.1.4. Angulo de contato

A andlise de angulo de contato foi realizada nas membranas poliméricas
porosas com diferentes tratamentos quimicos através da mensuracao do angulo de
contato com o objetivo de avaliar a influéncia do ataque quimico na hidrofilicidade do

polimero.

Figura 20. Imagens das gotas de agua sobre as amostras M3a (a), M3b (b), M3c (c),
M3d (d) e M3e.
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A figura 20 exibe a forma como a gota de 4gua interage com a superficie do
polimero mostrando maior espalhamento, logo, menor angulo de contato nas
membranas tratadas com maiores concentracdes de hidréxido de sodio. Este efeito
indica eficiéncia do tratamento quimico realizado com o objetivo de aumentar a

hidrofilicidade do polimero.

O grafico mostrado na figura 21 exibe o angulo médio de contato entre as
amostras e as gotas de liquido. Esta média foi obtida a partir de 12 analises em cada
membrana. é possivel observar a reducao no angulo de contato com o aumento da
concentracdo do tratamento quimico utilizado. Isto € valido entre as amostras M2a e
M2d, apesar de nao ser linear. A amostra M2e, que sofreu o tratamento quimico com
a maior concentracdo utilizada ndo segue esta tendéncia, provavelmente devido as
modificacdes topograficas sofridas durante o tratamento quimico que gera uma alta

degradacg&o nestas membranas.
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Figura 21. Variagdo do angulo de contato nas membranas conforme o

tratamento quimico sofrido.

A figura 21 mostra também que a eficiéncia do tratamento realizado é
dependente da concentracdo da solucdo basica utilizada, ja que o periodo de
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exposi¢cdo foi 0 mesmo para todas as amostras. Além do aumento na hidrofilicidade
do material provocado pelo rompimento de ligacdes éster gerando grupos funcionais
menos hidrofébicos na superficie do polimero, o tratamento quimico utilizado em
diferentes concentracbes altera a topografia das membranas. Este fator pode
contribuir para as diferencas de angulos de contato encontradas em amostras com
diferentes concentragfes de tratamento com hidréxido de sédio.

5.2. Caracterizacdo das estruturas tubulares

5.2.1 Morfologia

As micrografias realizadas nos tubos confeccionados com solda, figuras 22 e
23, mostram eficiéncia na realizacdo da solda com cloroférmio no filme
superficialmente poroso (amostra M1). O reprocessamento deste ponto do tubo
pode vir a reduzir a sua capacidade de liberacdo de farmacos no local, devido a
possivel diminuicdo da porosidade no ponto da solda, além de criar um ponto de

fragilidade.
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Figura 22. Tubo confeccionado a partir de uma membrana superficialmente

porosa em magnificacdo de 75x.



57

AceV  Spot Magn Uet WO P 200 pym AceV  Spet Magn Der WO f—‘ 50 pm
20048V 30 300x Sk 102 2004V 3.0 000 S 128

Figura 23. Micrografias do tubo T1 mostrando a solda (a) e a seccédo do
suporte (b).

Estas estruturas sdo comparaveis as obtidas por Boccaccini et al em 2005
utilizando a metodologia de liofilizacdo do polimero com biovidro na forma de
membrana, para posteriormente realizar a solda de forma analoga a realizada neste
trabalho. Foi relatado por este autor que a solda € um ponto de fragilidade e reducéo
de poros, o0 que pode comprometer a integridade estrutural do suporte ao longo da

degradacéo.

Esta caracteristica foi minimizada nos condutos superficialmente porosos
obtidos neste trabalho conforme pode ser observado na figura 23 (a). E possivel
observar ainda que a porosidade é restrita a superficie da amostra, apresentando a
parte inferior da membrana e portanto, o exterior do tubo de forma lisa e regular,
sem a existencia de poros. Este efeito é gerado pelo contato entre o plimero e a
placa de petri. A imagem da sec¢ao da estrutura tubular indica ainda a auséncia de
interconectividade, o que poderia comprometer a adesdo celular e a infiltracao de

nutrientes para o interior do nervo.

Os tubos obtidos com NaCl em haste de titdnio, por outro lado, nao
apresentam necessidade se solda, ndo sendo observado, portanto, nenhum ponto
de fragilidade ou com reducédo na porosidade. Além disso, a interconectividade entre
0s poros obtidos com a utilizacdo de cloreto de sédio como agente porogénico &

favorecida.
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Com o objetivo de evitar a difusdo de farmacos ou fatores de crescimento
para o exterior do tubo, regido ndo lesionada, devido a grande interconectividade
entre os poros, foi criada uma camada de polimero na superficie do implante. Desta
forma, a superficie do tubo apresenta as mesmas caracteristicas dos filmes

superficialmente porosos (figura 24).
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Figura 24. Micrografias do exterior do tubo T2 com protecdo de PLGA com
magnificacdes de 2000x (a) e 5000x (b) respectivamente.
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Figura 25. Detalhe dos poros formados no interior do tubo T2 de PLGA em
magnificacao de 500x (a) e 2000 (b).

A figura 25 mostra alto grau de porosidade e interconectividade no interior da
amostra T2. Os poros estdo distribuidos de forma assimétrica, caracteristica que
possivelmente favorece a regeneracdo nervosa [66]. A figura 26 mostra seccao
transversal do tubo T2, evidenciando a interconectividade entre os poros, gerada
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pela adicdo de agente porogénico nas proporcdes adequadas. Na superficie externa

da estrutura tubular € mostrado o revestimento aplicado as amostras.
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Figura 26. Micrografia da seccéo transversal do tubo T2 em magnificacbes
de 45x (a) e 250x (b).

O processo utilizado para confeccdo do tubo analisado por microscopia
eletrbnica de varredura foi eficiente em criar interconectividade entre 0s poros no
interior do suporte e uma cobertura superficialmente porosa no exterior. Estas
caracteristicas sdo encontradas também nos suportes com tratamento quimico,

como pode ser observado na figura 27.
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Figura 27. Micrograias das amotras T2a (a), T2b (b) e T2c (c) em aumentos de
250x, 500x e 200x respectivamente.

5.2.2 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier

Na figura 28 sdo apresentados os espectros referentes as amostras T2a e
T2c, que apresentam bandas bastante evidentes indicando a existéncia de hidroxilas
na estrutura do polimero. Esta caracteristica corrobora o aumento da hidrofilicidade

constatado em amostras poliméricas tratadas com solucéo de hidréxido de sédio.
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Figura 28. FTIR das amostras T2a (a) e T2c (b).
E importante ainda ressaltar que estes espectros sdo gerados a partir das

amostras confeccionadas, sendo que, estas apresentam diferentes de porosidade e

outras caracteristicas fisicas como a espessura.
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5.2.3 Degradacao in vitro

No primeiro periodo de degradacéo (3 dias) as amostras foram pesadas logo
apos serem retiradas do PBS para que fosse avaliada a quantidade de PBS
absorvida por cada estrutura tubular com diferentes tratamentos quimicos. A figura
29 mostra os resultados obtidos em porcentagem de PBS absorvido com relacdo a

massa inicial do suporte.
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Figura 29. Porcentagem massica de PBS absorvido apds trés dias de degradacao.

Em cada periodo de degradacdo, foram secas e pesadas amostras em
triplicata. A porcentagem de perda massica foi calculada utilizando a férmula ja
citada e os valores médios, assim como o desvio padrdo de cada amostra em cada

periodo de tempo séo exibidos na figura 30.



63

m T2
0 10 20 30 40 50 60 ° T
100 —————¥7—1 1004 T2C
80 - 480
5
o 60 - 460
8
C
(]
e 40 - 40
@]
o ] ]
3 20 -4 20
O
k! } .
© 1 ® 1
e 0 § u A ® § —40
©
=
& 204 420
-40 4 -40
T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de degradacao (Dias)

Figura 30. Perda massica dos tubos de PLGA ao longo do periodo de

degradacéo.

E possivel observar na figura 30, a falta de linearidade na reducéo da massa
ao longo da degradacédo até 60 dias. Na amostra T2 ocorre uma perda massica de
aproximadamente 20% na primeira semana, enquanto nas amostras T2a e T2c é
constatado um ganho de massa em 7 dias de degradacéo. Este efeito se deve ao
intumescimento que ocorre normalmente durante a degradacéo hidrolitica de um

poliéster.

Analisando o periodo inicial de degradacdo das estruturas tubulares porosas
nota-se um aumento de aproximadamente 30% em massa nhas amostras T2c, com
tratamento quimico em maior concentracdo, em 7 dias de degradacdo, algo que
ocorre com menor intensidade nas amostras T2a e ndo ocorreu nas amostras sem
tratamento quimico. Isto se deve provavelmente as diferencas de hidrofilicidade das

estruturas com diferentes tratamentos quimicos [32].
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Apés cada periodo de degradacao a integridade estrutural das amostras foi
analisada por microscopia eletronica de varredura. A figura 31 mostra as amostras

T2, T2a e T2c ap0s o primeiro periodo de degradacao hidrolitica (3 dias).
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Figura 31. Imagens de microscopia das amostras T2 (a, b); T2a (c, d); e T2c (e, )
em aumentos de 50 e 300X respectivamente apos 72h de degradacéo eletrolitica.

Conforme é possivel observar na imagem 31, ndo sdo observadas mudancas

estruturais nas estruturas tubulares apos 3 dias de degradacéo, apresentando
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elevada porosidade, independentemente do tratamento quimico sofrido. Estas
caracteristicas sdo observadas nas amostras degradadas até 28 dias.

Ja em amostras retiradas do meio de degradacao apos 45 dias, € possivel observar

reducdo na porosidade micrométrica, e formacao de bordas irregulares no interior
das paredes em estruturas tubulares, como é possivel observar na figura 32.
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Figura 32. Imagem da amostra T2c apoés 45 dias de degradacéao.
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E possivel observar na figura 33 imagens das estruturas tubulares porosas

apos 60 dias de degradacéo.
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Figura 33. Imagens das amostras T2 (a,b), T2a (c,d) e T2c (e,f) apds 60 dias
de degradacéo.



67

As figuras x e 33 exibem micrografias de estruturas tubulares porosas d PLGA
ap6s 45 e 60 dias de degradacdo em PBS respectivamente. E possivel constatar
gue nestes periodos, nenhuma fragilizacéo significativa € observada, ndo ocorrendo
falhas ou mudancas significativas, ndo apresentando, portanto, comprometimento
como suporte.

Apos 45 dias de degradacéao é possivel observar, no entanto, o surgimento de
uma textura de fibra, ja descrita por outros autores durante a degradacao do PLGA.
Esta textura é criada pela eroséo sofrida pelo polimero durante este periodo é pode
ser identificada no interior dos poros e também na camada de protecao externa.

Ja quando analisadas as imagens de degradacdo de 60 dias, € possivel
constatar uma reducdo na microporosidade, criada pelo desaparecimento de
algumas paredes de poros ao longo do suporte. Este efeito é observado em todas as
estruturas degradadas ate este periodo, ndo havendo diferencas relevantes quando
diferentes concentracdes de tratamento quimico sdo utilizadas.

Wu et al descreveram em 2004 a degradacdo de uma estrutura porosa de
PLGA durante 24 semanas. Neste trabalho foi demonstrado que a degradacao do
PLGA ocorre de forma lenta, sem mudancas morfologicas significativas, nas
primeiras 14 semanas, porém ap0s este periodo o processo ocorre de forma mais
acelerada. Estes autores ainda dividiram o processo de degradacdo em trés etapas
de acordo com as propriedades apresentadas pelo polimero durante a sua
degradacédo. A nomenclatura utilizada, portanto, para cada estagio foi: fase quase
estavel para o estagio I, fase de reducdo de propriedades mecéanicas para o estagio

Il e fase de perda de massa e ruptura do suporte como estagio Il

O primeiro estagio de degradacao inclui duas fases, I-1 e I-2. I-1 caracteriza-
se por uma diminuicdo das dimensdes das estruturas porosas, € um aumento nas
propriedades mecanicas, enquanto que o peso se manteve constante. De acordo
com 0s autores isto ocorre pois uma redugdo nas dimensdes do suporte tende a
deixa-lo mais denso, favorecendo assim as propriedades mecéanicas. Na fase [-2,
todas as propriedades mantem-se constantes, exceto o peso molecular. Esta fase é
caracterizada por uma diminuicdo nas propriedades mecanicas e o surgimento de
mais de 1 pico em analises de peso molecular, demonstrando a criagdo de produtos

de baixo peso molecular durante esta etapa da degradacdo. A fase Il é
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caracterizada por perda de peso e possivel rompimento da matriz polimérica. Esta
reducdo de peso gera uma reducéo pronunciada no pH da solucéo de PBS.

5.2.3 GPC

Através da analise de cromatografia por permeacdo em gel realizada nas
amostras antes do processo de degradacédo € possivel constatar uma reducdo na
massa molar ponderal média apds o tratamento quimico. Isto ocorre devido ruptura
de ligacdes éster na superficie do polimero, gerando mondémeros e oligbmeros.
Estas mudancas sao pouco significativas e o erro do equipamento gera um desvio
padrdo elevado, indicando somente uma tendéncia, conforme pode ser observado

na figura 34.
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Figura 34. Massa molar ponderal das amostras T2, T2a e T2c antes do processo

de degradacgéo.
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Este resultado ja era esperado devido ao efeito causado pelo hidroxido de
sédio utilizado no tratamento quimico. A figura 35 mostra a redu¢cado na massa molar

sofrida pelo polimero durante o processo de degradacao até 28 dias.
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Figura 35. Massa molar média ponderal das amostras T2, T2a e T2c ao longo do

processo de degradacéao hidrolitica até o periodo de 28 dias.

Nos primeiros periodos de degradacdo (3 e 7 dias) a diferenca na massa
molar das amostras tratadas para as ndo tratadas se mantém, sendo que, O
polimero sem tratamento quimico apresenta massa molar mais elevada quando
comparada as estruturas poliméricas tratadas. Essa caracteristica é observada
também entre as amostras com tratamentos quimicos em diferentes concentragoes.
Quando analisados os resultados obtidos para 14 dias, porém, nota-se uma
aproximacao entre os valores de massa molar das amostras T2a e T2c e em 28 dias
as massas molar das estruturas com e sem tratamento quimico se encontram
bastante préximas. Esta mudanga no comportamento do polimero se deve,
provavelmente, a maior infiltracdo de solucdo tampao nos poros dos tubos com
maior tratamento quimico com relacdo ao néo tratado, que gera uma difusdo mais

rapida dos produtos de degradacdo. Quando os produtos da degradacdo do PLGA
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sdo mantidos em contato com a matriz polimérica, ocorre o efeito auto catalitico, no

qual os &cidos glicdlico e latico aceleram o rompimento das ligagdes éster, reduzindo

a massa molar. Este efeito € minimizado quando ha uma difusdo mais eficiente dos

produtos de degradacao do interior para o exterior do tubo [32].

5.2.4 Insergéo de amido

A insercdo de amido em 3 diferentes concentracdes foi realizada para avaliar

a quantidade de um medicamento insoluvel em agua é possivel inserir nos suportes

para posterior liberacdo, obtendo assim informacfes referentes a localizacdo do

farmaco no suporte, assim como a possivel influéncia do tratamento quimico neste

fator, que pode ser observado na figura 36.
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Figura 36. Quantidade de amido inserido em estruturas porosas tubulares (T2, T2a e

T2c) em porcentagem com relagdo a massa inicial do tubo em 3 diferentes

concentracoes.

O gréfico apresentado pela figura 37 mostra a eficiéncia de impregnacéo de

amido nas estruturas tubulares porosas através da normalizacdo das massas de
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amido. E possivel concluir que esta eficiéncia é inversamente proporcional a
concentracdo de amido utilizada em suspencdo. Este calculo foi realizado através da

divisdo da massa de amido impregnada pela concentracéo utilizada.
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Figura 37. Grafico normalizado da insercdo de amido em 3 concentracdes diferentes

mostrando a eficiéncia obtida.
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Figura 38. Micrografias das amostras T2(a) e T2e(b) apods inser¢do de amido
(12,5mg/mL).



72

£ 5 -

= .~ -~ et -
AceV  Spot Magn  Det WD 1 100 pm Det WD 100 pm
200V 3.0 400x Sk 7 e Sk "a
3 . 4 ~,

Figura 39. Micrografias das amostras T2 e T2e ap0s insercao de amido (37,5

mg/mL).

As figuras 38 e 39 apresentam imagens dos tubos T2 e T2e apds a insercao
de 2 concentracdes diferentes de amido. E possivel observar nas imagens
referentes a amostra T2e a presenca de amido no centro da parede do tubo,
indicando um maior contato entre o polimero e a suspencdo de amido durante o
processo de insercdo quando comparado a amostra T2, provavelmente devido a

maior hidrofilicidade do polimero com tratamento quimico.

5.2.5 Liberagdo de amido

Amido foi inserido nas estruturas tubulares com o objetivo de simular o
comportamento de um farmaco insolivel em agua durante a degradacao hidrolitica

do suporte polimérico.

A figura 40 exibe os graficos de reducdo massica durante a degradacéo das
estruturas poliméricas com diferentes tratamentos quimicos expostos a diferentes
concentracbes de amido. Nas trés concentracbes de amido analisadas € possivel
observar que ha uma reducdo na massa, logo liberagdo de amido, mais intensa no
periodo inicial. Além disso, também é observado nos gréaficos apresentados,
diferencas no comportamento de liberagdo de amido quando comparadas amostras

com e sem tratamento quimico (hidroxido de sodio).
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Figura 40. Perda massica das estruturas tubulares com amido em 3 concentragdes,

12,5mg/mL(a); 37,5 mg/mL(b); 75 mg/mL(c).
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Nas duas menores concentracdes de amido utilizadas as amostras com maior
tratamento quimico utilizado perdeu massa mais rapidamente em comparagcdo com
as amostras nao tratadas quimicamente. Este comportamento pode ser atribuido ao
aumento da hidrofilicidade das estruturas tubulares poliméricas através do
tratamento quimico, que gera, portanto uma difusdo maior de PBS no interior dos
suportes. Quando utilizada uma concentracdo maior de amido, as estruturas nao
tratadas quimicamente sofrem reducédo de massa com maior velocidade em relagéo
as estruturas tratadas. E possivel que este efeito seja observado devido a maior
degradacdo das estruturas tubulares sem tratamento quimico devido a caracteristica

autocatalitica exibida pelo polimero.
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Figura 41. Micrografias das amostras T2, T2a e T2c com concentragéo de 75mg/mL

de amido apos 7 dias de degradacéo.

A figura 41 exibe micrografias das amostras T2, T2a e T2c com 7
concentragdes de amido utilizadas. E possivel constatar a eficiéncia dos poros no
suporte em reter o amido. Na figura 42, referente a amostras com amido apés 14
dias de degradacéo, é possivel identificar a presenca de amido retido nos poros das

estruturas poliméricas.
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Figura 42. Micrografias das amostras T2 (a,c) e T2a (b,d) apos 14 dias de
degradacéo ( 75mg/mL).

Nas figuras 43 e 44 sao apresentadas micrografias da amostra T2a com a
maior concentracéo de amido utilizada. E mostrada a presenca de amido na amostra
T2a apos 28 dias em contato com uma solucdo de PBS a 37°C no estudo de
degradacdo. Este resultado indica que estruturas ou farmacos insollveis em agua

ou fixados ao suporte sédo liberados gradativamente ao longo do processo de
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degradacéo, sendo dependente da difusdo dos mesmos e da degradacdo do suporte

[32].
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Figura 44. Micrografia da amostra T2 ap0s 28 dias de degradacao

(75mg/mL).

O aumento na concentracdo de fatores de crescimento apos uma lesdo pode

ter a capacidade de manter a regeneracdo de axbnios que sofreram um

desligamento. Portanto, a liberacéo prolongada de fatores de crescimento exdgenos

diretamente na lesdo, pode sustentar a regeneracdo do nervo em periodos que

fatores de crescimento enddgenos ndo sdo o suficiente. Contudo, a liberagéo

continua destas moléculas bioativas ainda é um desafio devido a meia-vida
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extremamente curta dos fatores de crescimento quando liberados, exigindo um
grande numero de aplicacdes continuas para atingir a dose terapéutica eficiente. A
fixacdo destes fatores ao suporte pode representar uma forma eficiente de liberacao,
guando os suportes utilizados forem porosos e eficientes na retencao de farmacos.
Foi demonstrado por Tannemaat et al em 2008, utilizando ratos, que a
liberacdo de fatores de crescimento em um nervo ciatico rompido por pelo menos 4
semanas favorece a regeneracdo nervosa, mostrando ainda que animais tratados
com fatores de crescimento nervoso (NGF) obtiveram uma recuperacao mais rapida,
respondendo a estimula¢gdes nervosas, um efeito que ndo é geralmente observado

durante a primeira semana apos a leséo [67].
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6. CONCLUSOES

Foram confeccionadas membranas lisas, superficialmente porosas e com alto
grau de porosidade. As membranas porosas passaram por tratamentos quimicos
em diferentes concentracfes, apresentando mudancas morfoldégicas, como menor

espessura de parede e quimicas, indicativas de eficiéncia da nanofuncionalizacéo.

As membranas tratadas com hidroxido de sbdio apresentam maior
hidrofilicidade quando comparadas as sem tratamento. A relacdo entre
molhabilidade e tratamento quimico é proporcional, exceto para amostra tratada com

a maior concentracao de hidréxido de sédio.

A partir de membranas superficialmente porosas foram confeccionadas
estruturas tubulares utilizando o processo de solda com cloroférmio. Estas estruturas
apresentaram aumento na espessura da parede do tubo no local da solda, porém
ndo foi constatada uma perda significativa de porosidade na superficie interna do
tubo.

Estruturas tubulares altamente porosas revestidas externamente por uma
camada superficialmente porosa de PLGA foram confeccionados com sucesso.
Tratamentos quimicos com hidroxido de sédio em diferentes concentracdes foram
realizados, obtendo mudancas semelhantes as sofridas pelas membranas na
estrutura quimica do polimero. Estas mudancas quimicas caracterizadas pelo
aparecimento e maior pronunciamento de bandas indicativas da presenca de
ligagbes O-H tendem a aumentar a hidrofilicidade do polimero. Nos tubos tratados
com concentracdes mais altas de hidroxido de sodio a absortividade é maior,
apresentando-se de forma linear em relacdo ao tratamento sofrido, comprovando

assim um aumento na hidrofilicidade do polimero apds o tratamento quimico.
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Foi realizado um teste in vitro de degradacdo com duracdo de 60 dias, e a
perda massica sofrida pelas estruturas tubulares porosas com 2 tipos de tratamento
qguimico e sem tratamento foi analisada. A perda de massa destas estruturas nao
ocorre de forma linear com o periodo de degradacdo devido ao intumescimento do
polimero. As amostras com tratamento quimico prévio sofreram um maior
intumescimento quando comparadas as amostras sem tratamento devido a maior
hidrofilicidade.

As amostras utilizadas na degradacao in vitro foram caracterizadas por GPC
antes do teste e em cada periodo de degradacdo. Foi possivel constatar que o
tratamento quimico realizado reduziu a massa molar ponderal média do polimero
antes do estudo de degradacéo iniciar. Durante as primeiras duas semanas do
processo de degradacao esta relagcdo foi mantida, porém apds este periodo a massa
molar ponderal média das estruturas poliméricas tornou-se proxima, indicando uma
aceleracdo na degradacdo das estruturas sem tratamento quimico, devido
possivelmente a infiltracdo de PBS nos poros do tubo, 0 que aconteceu em menor

periodo de tempo nas amostras com tratamento quimico.

Analisando os resultados obtidos através do teste realizado com diferentes
concentracbes de amido em amostras tubulares porosas com diferentes
tratamentos, é possivel concluir que a dose de amido inserida nas estruturas
tubulares pode ser alterada variando a concentracdo do mesmo em suspencao,
porém a eficiéncia de insercdo € inversamente proporcional a concentracdo de

amido utilizada.

A liberacdo de amido ocorre de forma mais lenta em amostras tratadas com
hidréxido de sédio quando a mais alta concentragdo de amido é avaliada. Isto ocorre
possivelmente devido a maior hidrofilicidade exibida pelo PLGA ap6s sofrer
tratamento quimico com hidroxido de sédio, 0 que gerou uma maior absorcédo de
PBS ao longo da degradacéao, facilitando a difuséo dos produtos de degradacéo para
0 exterior do suporte. Quando avaliada a degradacdo de amostras com menores

guantidades de amido, o mesmo ndo é observado, provavelmente devido a maior
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absorcdo de PBS pelas amostras tratadas quimicamente, gerando assim maior
difuséo de amido para o exterior do suporte.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

- Analisar a degradagdo das estruturas porosas tubulares por maiores

periodos de tempo.

- Avaliar quantitativamente a porosidade e a area superficial das membranas

porosas com diferentes tratamentos quimicos.

- Avaliar a adeséo celular as membranas e identificar a sua relacdo com a

porosidade e o tratamento quimico sofrido.

- Realizar a insergdo de fatores de crescimento nos suportes utilizando
heparina e tratamentos quimicos para ligacdo dos fatores a matriz para

posteriormente avaliar a liberacao in vitro e in vivo.

- Avaliar a regeneragcdo nervosa in vivo obtida utilizando as diferentes

estruturas tubulares propostas neste trabalho.
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