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RESUMO

DIAS PILAR, Fabiana. Preparagdo de filmes de quitosana e PLGA com
polipirrol para aplicagdo na regeneragao nervosa. Porto Alegre. 2014.
Dissertacdo. Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO
SUL.

A finalidade desta pesquisa foi preparar filmes biocompativeis e
reabsorvieis de compositos poliméricos de quitosana (QT) e poli (acido latico-
co-acido glicolico) (PLGA) com nanofibras de polipirrol (PPy) para aplicagao na
regeneracao de nervos periféricos. Os filmes de QT e PLGA foram preparados
pelo método de evaporacao do solvente e a polimerizagado do PPy foi realizada
via polimerizagdo quimica oxidativa usando APTS como agente dopante. Com
o intuito de verificar o tempo de degradacdo dos filmes, foram realizados
ensaios de degradagao in vitro. As nanofibras de PPy e os filmes produzidos
foram caracterizados por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV),
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (ATR/FT-IR),
Andlise termogravimétrica (TGA), Microscopia de Forca Atémica (AFM),
Microtomografia Computadorizada de Raios X (Micro CT), Espectroscopia de
Impedancia Elétrica (EIE) e Eletrdbmetro. As nanofibras de PPy sintetizadas
apresentaram uma condutividade 8x10# S/cm e o filme de PLGA-PPy
apresentou uma condutividade de 1x107 S/cm. A adicdo das nanofibras de
PPy acelerou a degradacdo dos filmes compoésitos em relagdo a matriz e
modificou significativamente a morfologia dos fiimes de PLGA e QT formando

arcaboucgos que podem vir a favorecer a regeneragéo nervosa.

Palavras-Chaves: quitosana; nanofibras de polipirrol; nervos periféricos; PLGA.
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ABSTRACT

DIAS PILAR, Fabiana. Preparation of PLGA and chitosan films with polypyrrole
for application in nerve regeneration. Porto Alegre. 2014. Master Thesis.
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The purpose of this research was to prepare biocompatible and absorbable
polymeric composites films of chitosan and PLGA with PPy nanofibers for application
in peripheral nerve regeneration. The QT and PLGA films were prepared by solvent
evaporation technique and PPy was synthesized by chemical oxidative
polymerization using PTSA as dopant agent. In order to check the degradation time
of the films, were performed a in vitro degradation tests. The nanofibers and PPy
films produced were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Infrared
Spectroscopy Fourier Transform (ATR / FT-IR), Thermal Gravimetric Analysis (TGA),
Atomic Force Microscopy (AFM), X-ray Computed Microtomography (UCT), Electrical
Impedance Spectroscopy (EIS) and Electrometer. The PPy nanofibers synthesized
showed a conductivity of 8x10# S/cm and the PLGA - PPy film produced showed a
conductivity of 1x107 S/cm. The addition of PPy nanofibers accelerated the
degradation of the composite films when compared to the array and significantly
changed the morphology of the films of PLGA and QT, forming frameworks that may

promote nerve regeneration.

Key-words: chitosan ; polypyrrole nanofibers ; peripheral nerves e PLGA.
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1. INTRODUCAO

A recuperagéao funcional de nervos periféricos lesionados € uma das tarefas
mais dificeis na neurocirurgia. Os nervos periféricos sdo extensdes do Sistema
Nervoso Central e os mesmos sao responsaveis pelas conexbes com as
terminagdes nervosas das extremidades, em suas fungbes sensitiva e motora [1, 2,
3]. Sao suscetiveis a traumas como: contusdo; compressao; esmagamento;
estiramento; avulsdo e laceragao [2]. A interrupgao da continuidade da estrutura do
nervo, por algum tipo de trauma, resulta na parada de transmisséo dos impulsos
nervosos € na desorganizacao de suas atividades funcionais com consequente
perda parcial ou total das fungbes motoras, sensoriais e fun¢des autonbmas do

segmento do corpo humano [1].

O método mais utilizado atualmente na regeneragédo nervosa é o enxerto de
nervo autélogo (do préprio organismo) o qual ainda apresenta desvantagens como
um rendimento insuficiente de transplantes, morbidade no local doador e um
didmetro inadequado de nervos doadores [4]. Uma alternativa ao enxerto autdégeno
do nervo é o desenvolvimento de tubos artificiais que servem como um guia para o

crescimento do nervo.

Nos ultimos anos um numero crescente de artigos de pesquisa relata a
utilizacdo de tubos artificiais para reparar defeitos nos nervos periféricos. O
desenvolvimento de um tubo artificial como guia para a regeneragcéo de nervos é
uma alternativa aos enxertos autdégenos. Este método é atualmente foco de

interesse para a reparagao de nervos periféricos.
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Um material em formato de tubo é importante porque impede a formacgao de
tecido fibroso no corte do nervo e funciona como um guia para que o0 nervo cresga e
a regeneragao ocorra ordenadamente. Quando este dispositivo é fabricado de um
material biorreabsorvivel, apés o nervo ser reparado, o tubo que é absorvivel
degrada-se e os produtos degradados s&o eliminados pelo corpo por rotas
metabdlicas. A vantagem neste método é evitar um segundo procedimento cirurgico

para remover o tubo implantado [5].

Pesquisas na area de entrega controlada de farmacos tém apresentado
grandes beneficios para os pacientes, tais como a melhoria do efeito terapéutico,
toxicidade reduzida e efeitos colaterais reduzidos. Um exemplo €& a grande
quantidade de materiais poliméricos em nano escala que estao sendo testados na

pesquisa de sistema de liberagéo controlada de farmacos [5, 6].

Nesta area, surgem os polimeros condutores (PCs) que chamam a atencgao
para potencial utilizagcdo no campo biomédico, pois sdo capazes de auxiliarem o
deslocamento de sinais elétricos para os locais de destino (orgdo-alvo) e podem,
simultaneamente, fornecer suporte fisico para o crescimento celular [7, 8]. A
unidade funcional do nervo periférico € o neurbnio, neste caso os polimeros
condutores podem acelerar a regeneragdo nervosa conduzindo sinais elétricos ao
longo da regido a ser reparada, auxiliando o crecimento da fibra nervosa de uma

extremidade a outra [8].

O polimero condutor polipirrol (PPy) vem sendo estudado no campo da
medicina, em particular na area da engenharia de tecidos aplicada a regeneracéo de
células neurais devido a sua biocompatibilidade e por ser um material de facil
sintese [9, 10]. A obtencdo de PPy na morfologia fibrilar é importante porque os
tecidos humanos sao organizados em forma de fibras. Para a aplicagédo do PPy na
regeneragao nervosa € necessario uma matriz polimérica biocompativel [8]. Assim,

materiais poliméricos como o PLGA — poli (acido lactico-co-acido glicélico) - e a
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Quitosana (QT) na forma de filmes compdsitos com o PPy séo fortes candidatos

para a aplicagdo em regenerag&o nervosa.

Inimeras pesquisas em busca de métodos avancados em regeneragéo
nervosa vém sendo realizadas com materiais poliméricos, principalmente com o
biopolimero PLGA. O PLGA é um polimero sintético biocompativel produzido por
policondensagao ou por polimerizagéo de abertura de anel, processos que tornam o
PLGA uma matéria prima muito cara. Em alternativa ao PLGA, ha a quitosana que é
um material biocompativel, renovavel, pois € proveniente de residuos de crustaceos,
portanto mais barato e de facil acesso que o PLGA. Assim, torna-se justificavel
testar a quitosana como um material que seja aplicado na regeneragao nervosa [11,
12].

A quitosana € um biomaterial potencial para a aplicacédo na regeneragao
nervosa, pode ser facilmente confeccionada em forma de tubos, devido as suas
propriedades de formacao de filme. Tubos de quitosana expandidos em solugdes
aquosas apresentam grande elasticidade e proporcionam um bom suporte mecanico
para a regeneragdo do nervo. Além disso, os produtos da degradacéo da quitosana

sao atéxicos [13].

O presente trabalho tem como objetivo preparar sistemas poliméricos
baseados em polimeros biodegradaveis (PLGA e Quitosana) e condutores (PPy)

capazes de atuarem como condutos artificiais para regeneragao nervosa.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa é preparar compdsitos poliméricos de quitosana
(QT) e poli (acido lactico-co-acido glicélico) - (PLGA) com nanofibras de polipirrol

(PPy) e avaliar o processo de degradacgao desses sistemas poliméricos.

2.1. Objetivos Especificos

Sintetizar nanofibras de PPy via polimerizagdo quimica oxidativa;
Preparar filmes de QT e PLGA com e sem a adi¢cao de nanofibras de PPy;
Caracterizar a morfologia, a estrutura e as propriedades térmicas dos filmes;

Realizar o estudo de degradacéo in vitro dos filmes e compdésitos preparados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Nervos Periféricos

O Nervo periférico consiste num feixe de fibras nervosas de diferentes
tamanhos. A Figura 3.1. ilustra um desenho esquematico da anatomia interna de um
nervo periférico, formado pelo conjunto de fibras nervosas envoltas por tecido

conjuntivo.

Figura 3.1. Anatomia interna de um nervo periférico (adaptado de 2).

Um trauma pode provocar lesdes nas fibras nervosas. Cada fibra é
completamente envolvida por um tecido conjuntivo elastico e resistente que protege
as fibras nervosas de traumas mecanicos. Apo6s o nervo sofrer um trauma, ocorre o

processo degenerativo em alguns milimetros préximo ao local da lesao.
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A Figura 3.2. mostra um nervo lesionado. Durante a regeneracao, as células
de Schwann em desenvolvimento formam as bandas de Bilingner que s&o condutos
longitudinais internos das célula de Schwann que estdo em crescimento. As células
de Schwann s&o células que envolvem os axénios dos neurdnios dentro dos nervos
periféricos. Se o local ndo sofrer uma intervengéo cirurgica, as células do tecido
endotelial, ou seja, células externas ao nervo irdo fagocitar as células nervosas,

dificultando a regeneracao.

Fagocitose

Células de Schwann formando
As bandas de biingner
A

Figura 3.2. Processo de regeneracao nervosa (adaptado de 2).

Sem um invélucro, ocorrera o crescimento desordenado do nervo, formando
neuromas, que sao regibes com alta densidade de ramificagbes nervosas que

causarao dor ao paciente.

Um enxerto tubular juntamente com uma estrutura fibrilar € importante devido
as semelhancgas aos tecidos biologicos naturais, e essa semelhanga pode vir a

favorecer o tratamento e a aceitagdo do material pelo organismo [14, 15].
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Experimentos em animais demonstram que ocorre um crescimento axonal de
2,0 a 4,5 mm/dia. Em humanos, a taxa de crescimento axonal ndo é linear, estima-

se que a taxa de crescimento seja de aproximadamente 1 a 2 mm/dia [16].

3.2. Quitosana

A quitosana € um polimero fascinante para inUmeras aplica¢cdes devido as
suas propriedades que sdo de extrema importancia no desenvolvimento de
biomateriais: polimero catidnico, atdxico, biocompativel, biodegradavel e renovavel
[17]. A importancia quimica e bioquimica esta fortemente relacionada com os grupos
amina distribuidos regularmente através da sua cadeia molecular, os quais
permitem personalizar a sua funcionalidade [18]. Assim, a quitosana tém sido o foco
de um grande numero de estudos que relataram suas potenciais aplicacées nas
areas médicas, regeneracado de nervos, 0ssos, cartilagens, curativos epidérmicos,
terapias génicas, entrega de farmacos, tratamento de &guas, produgédo de
cosméticos, aditivos alimenticios, membranas semipermeaveis e desenvolvimento
de biomateriais [17, 18, 19, 20, 21].

A quitosana é um polimero natural obtido pela desacetilacdo da quitina em
meio alcalino. A quitina é o principal constituinte do exoesqueleto de crustaceos e
insetos, material bastante abundante na natureza. As unidades monoméricas que as

compdem sao representadas na Figura 3.3.

CH.0H NI,
g H ]
[N o/
THs CH,OH n
(GleNAc) (GleN)

Figura 3.3. Representacbes da estrutura priméarias da quitosana, onde n é o grau de polimerizagéo
(adaptado de 22).
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A quitosana € um polissacarideo composto das unidades monoméricas 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose
(GIcN) [18, 20, 22].

O tratamento da quitina com uma solugéo aquosa 40-45% (m/v) de hidréxido
de sbédio (NaOH) a uma temperatura de 90-120°C durante 4-5h resulta na
desacetilacdo da quitina. As condigdes utilizadas para a desacetilagéo
determinam o peso molecular do polimero e o grau de desacetilacdo (GD) da
quitosana, que representa a porcentagem de grupos NH: livres. Quando GD da
quitina alcanga aproximadamente 50%, o polimero torna-se soluvel em solugdes
aquosas de acidos fracos e passa a ser intitulado de quitosana. Todavia, a
solubilidade da quitosana também depende de outros parametros como peso
molecular e concentracdo do acido utilizado [23]. A massa molecular da quitosana
varia de 100.000g/mol a 1.000.000 g/mol. As classificagbes quanto a massa séao:
Baixa Massa Molecular (100.000g/mol); Média Massa Molecular (500.000 g/mol) e
Elevado Peso Molecular (1.000.000 g/mol) [24].

A grande vantagem da quitosana esta relacionada a presenca dos grupos
amino, pois estes permitem que este biopolimero facilmente se dissolva em
solugdes de acidos fracos diluidos, devido a protonacéo, sendo o acido acético o
solvente mais empregado [19]. Quanto maior a quantidade destes grupos, maior a
repulsédo eletrostatica entre as cadeias e também maior a solvatacdo em agua [18,
19, 25]. Estes grupos, em alta quantidade distribuidos na matriz polimérica facilitam
inumeras modificagcbes quimicas, como exemplo: imobilizacdo de agentes
quelantes, quaternizacao, carboxilagéo, acilagdo, sulfonagdo, amidagéo, formacéo
de complexo polieletrolitico, entre outros. A quitosana também apresenta uma alta
hidrofilicidade, devida ao grande numero de grupos hidroxila e grupos amino
presentes na cadeia polimérica [18, 19, 21, 25]. A Figura 3.4. mostra o mecanismo

da degradacao sofrida pela quitosana durante a hidrélise.
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Figura 3.4. Mecanismo da degradacgdo da quitosana (adaptado de 26).

Durante a degradagdo, ocorre a quebra das ligagdes entre os anéis

glicosidicos, resultando na separagao dos mondémeros.

3.2.1. Quitosana na Engenharia de tecidos

Membranas finas e flexiveis de quitosana estdo sendo testadas em

tratamentos de queimaduras e mostram-se eficientes quando comparadas a gaze

no tratamento de feridas. Curativos de quitosana contendo farmacos ja foram
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testados em seres humanos, e apresentaram bons resultados no controle de
infeccbes e reduziram o tempo de cicatrizacdo de feridas. A quitosana possui uma
estrutura que favorece o crescimento celular, a organizagcdo dos tecidos e o
fornecimento de proteinas para a cicatrizacdo. A quitosana atua como barreira
contra agentes infecciosos, minimiza a deformacgéo cutanea, além de estimular a
coagulacao sanguinea natural. Esse biopolimero absorve os fluidos provenientes da

ferida e bloqueia as terminagbes nervosas, reduzindo a dor [27].

A quitosana também ¢é utilizada combinada com outros polimeros
biocompativeis como PLGA. O PLGA é um polimero sintético conhecido por ter
excelente biocompatibilidade e elasticidade [28]. Pesquisas relatam a preparacao de
membranas mistas de QT/PLGA, as quais sdo criadas por meio de eletrofiagdo
onde nanofibras sdo geradas através da aplicagdo de um campo elétrico em uma
solugdo polimérica, para a potencial utilizacao na liberagao controlada de farmacos.
Essas fibras também séo utilizadas na constru¢cdo de vasos sanguineos artificiais
[28, 29, 30]. As nanofibras formadas por meio de eletrofiacdo formam uma
superficie que apresenta uma elevada area superficial, de alta porosidade, e
estrutura reticular tridimensional, a qual € semelhante ao tecido natural da matriz
extracelular, podendo aumentar a adesdo, e consequentemente a proliferacéo
celular [30, 31]. Nos ultimos anos, os sistemas de liberacdo controlada de farmacos
apresentaram grandes beneficios para os pacientes, como: melhoria do efeito
terapéutico, toxicidade reduzida, diminuicdo da dose do farmaco e reducdo dos
efeitos colaterais [29]. A quitosana também vem ganhando destaque na area
vascular devido a sua semelhancga estrutural com os glicosaminoglicanos, que séo

0s principais componentes da matriz extracelular do tecido vascular [32, 33].

Dentro da area da engenharia de tecidos, estudos indicam que as
propriedades bioldgicas uteis da quitosana como aumento da cicatrizagao de feridas
e o efeito antibacteriano sédo favoraveis para a confec¢cdo de tubos guias para o
crescimento de nervos. Estudos indicam que tubos de quitosana implantado em
ratos ndo produziram inflamacdo nos animais e promoveram a regeneragdo do

tecido ao longo da parede do tubo, do inicio ao fim [34].
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Estudos em ratos indicam que a incorporagao do farmaco FK506 (tacrolimus),
durante a fabricagédo dos tubos de quitosana semipermeaveis, resulta em um efeito
eficaz e favoravel a resposta inflamatdéria minima. Além de favorecer uma
reinervagdo mais rapida gerando fibras mielinicas que apresentaram um perfil
morfométrico mais maduro em oito semanas [35]. O Farmaco FK506 pertence a um
grupo de antibidticos com potente atividade imunossupressora aprovada pelo FDA.
E amplamente utilizado para a prevencdo da rejeicdo do enxerto apds o transplante
de o6rgéos, e representou um importante avango no controle de receptores de
orgaos [35,36].

Na area de alimentos a quitosana também é um polimero muito utilizado
devido a sua propriedade bactericida natural. O crescimento microbiano na
superficie dos alimentos é a causa principal da deterioragdo dos mesmos. Tem
ocorrido uma evolugédo notavel nos ultimos anos nas embalagens de filmes
poliméricos incorporados com agentes antimicrobianos para a melhoria da
conservacao dos alimentos embalados [37]. Uma das razbes para a eficacia
antimicrobiana da quitosana é o seu grupo amino carregado positivamente que
interage com células microbianas que possuem grupos carregados negativamente
em suas membranas, conduzindo a fuga proteica e outros constituintes
intracelulares dos microrganismos. Filmes a base de quitosana sido excelentes
barreiras de oxigénio, no entanto, devido a sua natureza hidrofilica, eles possuem

uma pobre propriedade de barreira a umidade [18, 37].

O emprego de quitina e quitosana, assim como a pesquisa por novas
aplicacbes tém aumentado exponencialmente em diversas areas, como na
agricultura e industria de alimentos, mas especialmente, na industria farmacéutica,
no desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, tais como géis, filmes e

membranas poliméricas [21].
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3.3. PLGA - Poli (acido lactico-co-acido glicolico)

O PLGA é um copolimero sintético composto das unidades monomeéricas de
Poli (4cido glicolico) - (PGA) e poli (acido lactico) - (PLA). E um polimero
biodegradavel, biocompativel e bioabsovivel. Devido a essas caracteristicas, estes
polimeros estdo muito presentes nas pesquisas de liberagdo controlada de
farmacos, como agentes transportadores de proteinas e até mesmo no transporte
de moléculas de DNA [38]. Seus componentes PGA e PLA s&o os materiais
preferidos na fabricagcdo de substratos para o transplante de células na engenharia
de tecidos [39].

A Figura 3.5. ilustra o copolimero PLGA constituido pelas suas unidades
monomeéricas de poli (acido glicolico) e poli (acido lactico). O acido lactico apresenta
maior hidrofobicidade que o acido glicélico. Dessa forma os copolimeros de PLGA
ricos em 4acido lactico sdo menos hidrofilicos, absorvem menos agua, e,

consequentemente, degradam-se mais lentamente [40].

‘O o CH;
I
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Figura 3.5. Estrutura quimica do PLGA (adaptado de 38).

Pesquisadores tém explorado a utilidade dos biopolimeros como o PLA e o
PGA desde os anos 60, obtendo bons resultados ao utiliza-los como materiais de
sutura tornando-os candidatos atraentes para as aplicagbes biomédicas, como na
reconstrugcdo de ligamentos, substituicdo traqueal, curativos cirurgicos, enxertos
vasculares, reparagbes nervosas, odontoldgicas e de fraturas [40]. Membranas

porosas de polimeros absorviveis sdo confeccionadas com o objetivo de servirem
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como um substrato para que células isoladas possam fixar-se e crescer até formar o
tecido. Este tipo de matriz polimérica pode agir tanto como apoio fisico, quanto
como um substrato aderente para as células isoladas durante cultura in vitro ou
subsequente implante para promover a regeneracédo natural de tecidos,

especialmente ossos e cartilagens [41].

A degradacédo do PLGA ocorre por meio da hidrélise. A vantagem deste
biopolimero esta no controle da variagdo das proporgdes dos seus mondmeros, pois
propor¢cdes diferentes irdo resultar em tempos de degradacao diferentes, assim
pode se escolher a propor¢do adequada para cada tipo de aplicagao especifica [40,
41, 42]. Durante a hidrolise do PLGA, ocorre a quebra da molécula em suas
unidades monomeéricas: acido lactico e acido glicélico. Estes sao eliminados do
corpo por vias metabdlicas. O mecanismo da degradacéo hidrolitica do PLGA pode

ser observado na figura 3.6.
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Figura 3.6. Hidrélise da ligacdo Ester do PLGA (adaptado de 43).

A cadeia do PLGA, durante a degradacéo hidrolitica, sofre a quebra das
ligagbes ésteres hidrolisaveis, resultando nos mondmeros acido lactico e acido

glicélico, que sao eliminados do corpo por vias metabdlicas [43].

3.3.1. O PLGA aplicado a regeneragao nervosa

Estudos recentes relatam a utilizagdo do PLGA em forma de tubo, cujo qual

serve como guia na regeneracdo nervosa. Os tubos de PLGA podem ser
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desenvolvidos por meio de filmes enrolados e soldados com cloroférmio. Outra
forma é a producado de tubos por eletrofiagdo. O efeito da solda com cloroférmio
forma um tubo de espessura irregular, gerando um ponto de fragilidade e redugéo
na quantidade de poros. Essa irregularidade no tubo pode comprometer a
integridade estrutural do substrato antes do desejado, além de reduzir a infiltragédo

de células e fluidos necessarios nesta regido [44, 45].

Os implantes absorviveis, como os de PLGA, sdo importantes porque
permitem que as células cresgcam e se organizem enquanto o polimero se degrada.
Posteriormente os produtos da degradacao séo eliminados do organismo pelas vias
metabdlicas, enquanto ocorre um crescimento natural do tecido, n&do sendo
necessaria uma nova intervengao cirurgica para sua remoc¢éo do implante [40, 41,
46].

3.3.2. Blendas e revestimentos de PLGA e QT

Os sistemas de entrega controlada de farmacos em microparticulas,
atualmente, sdo dominados pelo uso do PLGA. No entanto, o PLGA apresenta uma
auséncia de grupos funcionais em sua superficie, impedindo a modificacdo da
superficie para fins biomédicos. Para resolver este problema, pesquisadores usam
blendas de PLGA/QT para proporcionar a possibilidade de conjugacéo com ligantes
bioativos, por exemplo: agucares, anticorpos ou peptideos, para a superficie através

de ligagdes covalentes [47].

O PLGA e a quitosana estao sendo testados no desenvolvimento de uma
metodologia para a entrega controlada de farmacos onde a quitosana reveste
nanoesferas de PLGA contendo nanoparticulas de dexametasona de modo a formar

uma casca para que o farmaco nao seja liberado de imediato [48].

Substratos de multiplas camadas compostas por policaprolactona (PCL) -

gel/poli (acido lactico-co-acido glicolico) - (PLGA)-gel/PLGA-QT estdo sendo
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fabricados usando um sistema de eletrofiacdo de injecdo dupla para aplicagédo em

vasos sanguineos artificiais mostrando bons resultados [8].

3.4. Polimeros condutores nanoestruturados

Para auxiliar a difusdo do farmaco, através da matriz polimérica, polimeros
condutores nanoestruturados estdo sendo estudados com o objetivo de transportar
diferentes farmacos ou moléculas ativas para libera-los nos locais de interesse. A
liberacédo do farmaco ocorre em resposta a pequenos estimulos ambientais, como
exemplo: temperatura, forga idnica, pH, luz, influéncia do campo eletromagnético.
Essa tecnologia oferece promessas de melhorias em varias areas como em
engenharia de tecidos, diagnostico e sistemas especificos de liberagdo controlada

de farmacos [49].

Devido ao seu tamanho reduzido, nas ultimas décadas, os nanomateriais tém
sido de grande interesse em aplicagbes para areas bioldgicas. Os materiais em
nano escala apresentam propriedades diferenciadas como: elevada area superficial,
maior reatividade quimica, e grande capacidade de penetragdo celular em

comparagéo com os seus homoélogos em dimemsdes normais [50, 51].

Os polimeros estruturados em forma de fibras estdo se tornando cada vez
mais atraentes, pois em geral a forma de fibra € uma estrutura que apresenta
semelhanga em relacao os tecidos biolégicos fibrosos naturais. Essa semelhanca
pode vir a favorecer o tratamento e a aceitacdo do material pelo organismo [14, 52].
Assim sendo, as nanofibras sdo as estruturas mais desejaveis para as aplicagdes

biomédicas, principalmente para a engenharia de tecidos [14, 53].

A caracteristica do tecido humano responder a estimulos elétricos faz dos

polimeros condutores um material interessante para as mais variadas aplicagdes
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nas areas biomédicas [7, 54]. Neste trabalho, escolnemos o emprego do polipirrol
em forma de nanofibras por ser considerado um polimero condutor biocompativel e

de baixa toxicidade.

3.4.1. Polipirrol

O PPy é atualmente um dos polimeros condutores conhecidos mais
investigados pois, destaca-se por apresentar uma elevada condutividade elétrica,
baixa toxicidade ambiental, elevada flexibilidade, boas propriedades mecanicas e
facilidade de sintese [55, 56, 57, 58].

Os métodos de polimerizacdo do PPy mais usados sdao a sintese
eletroquimica ou quimica, sendo que a oxidagdo do mondmero pirrol (Py) pode
ocorrer em varios solventes organicos e também em meio aquoso [55, 57, 58]. A
polimerizagdo quimica oxidativa do pirrol por oxidantes quimicos em solventes
aquosos ou Nao aquosos € bastante usada quando se deseja uma maior rendimento
da reagao [58, 59].

A condutividade no polipirrol ocorre devido a sua estrutura apresentar
ligacdes simples e duplas alternadas entre os atomos de carbono ao longo da
cadeia polimérica, como mostra a Figura. 3.7. Sendo Assim, acaba originando um
caminho para o fluxo de elétrons o que resulta na ocorrencia de conducao elétrica
[60].
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Figura 3.7. Estrutura quimica do polipirrol [61].
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O PPy jutamente com a quitosana esta sendo estudado para aplicacdo na
formacado de hidrogéis. Os resultados indicam que hidrogéis de PPy/QT sé&o
compostos sensiveis ao pH, mostram boa absorsdo de agua em solugdo aquosa e
solugao salina destilada. A formacao de hidrogéis pode abrir uma nova oportunidade
para a fabricagcdo de compdsitos associando a biomacromoléculas e polimeros
condutores, resultando em um papel mais importante na bioquimica e eletroquimica
[20].

Pesquisas com compoésitos de PLGA/PPy preparadas por eletrofiacdo para
uma promissora aplicagédo na confecgédo de estruturas de nanofibras, as quais séo
capazes de suportar adesao e orientar extensao de neurdnios na regeneragdo do
nervo, estdo sendo realizadas. Relatos afirmam que este método permite formar
estruturas de nanofibras condutoras adequadas para o uso como substrato de

tecidos nervosos [62].

Ensaios em ratos demonstraram que a regeneragcdo do nervo ciatico de
cobaias utilizando tubos de silicone revestidos com PPy apresentaram uma melhora
mais significativa em relagédo aos que usaram tubo de silicone sem o PPy [63]. Os
resultados da pesquisa mostraram uma boa biocompatibilidade do PPy com o tecido
nervoso periférico das cobaias, o que indica que o PPy pode ser um bom material
para ser aplicado na regeneracao de nervos periféricos danificados [49]. O PPy nao
causou efeitos adversos sobre culturas celulares e animais testados. Os resultados
nao apontaram nenhuma evidéncia de toxicidade aguda e subaguda. As células de
Schwann apresentaram uma melhor taxa de sobrevivéncia e proliferacdo quando

em contato com o PPy [63].

O projeto de novos sistemas poliméricos biodegradaveis para a preparacao
de tubos artificiais, capazes de atuarem como guia para a regeneragao nervosa
exige que importantes caracteristicas sejam consideradas: uma delas é que devem

permanecer no organismo tempo suficiente para que o nervo lesado seja
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reconstruido, além de estimular a fibra nervosa a crescer de uma extremidade a
outra a fim de acelerar a regeneracgao; outra caracteristica importante € que durante
o processo de degradacdo n&o deve ocorrer interagcdo e compressao do nervo
lesionado. Quando se tem a liberagao de fatores de crescimento durante o processo
de regeneragdo € necessario ter um controle sobre a dosagem e o tempo de

liberacéo do farmaco.

A avaliacdo da relagao estrutura/morfologia com o tempo de degradacéo,
permite que seja determinado qual sistema polimérico é mais eficiente para a
preparagao de tubos artificiais. Este ensaio permite estimar o tempo de liberagéo do
farmaco e avaliar a dosagem que no futuro serdo testados na regeneragédo de

nervos periféricos in vivo.
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Neste capitulo serdo descritos os materiais utilizados na preparacdo das

nanofibras de PPy e na confecg¢do dos filmes de PLGA e QT, juntamente com os

procedimentos, equipamentos e analises que foram realizadas durante o trabalho.

4.1. Materiais

Na tabela 4.1. sdo apresentados os reagentes utilizados na confecgéo das

nanofibras de PPy e das membranas de PLGA e Quitosana.

Tabela 4.1. Reagentes utilizados.

Reagentes Marca Pureza
Poli(acido Iéctico—co-écid_o glicdlico) — (PLGA PUR.AC o (85:15 99.4%
Comercial) Lactico:glicolico)
Quitosana de Baixa Massa Molecular Fluka -BioChemika 85%
Quitosana de Alta Massa Molecular Fluka BioChemika 93%
Pirrol (Py) Sigma- Aldrich 98%
Acido p-toluenosulfénico (APTS) Sigma- Aldrich 98,5%
Cloroférmio (CHCI3) SYNTH 99,8%
Diclorometano (CH2Cl2) Sigma- Aldrich 99,5%
Etanol (CHsCH20H) Sigma- Aldrich 99,5%
Cloreto Férrico (FeCls) Sigma- Aldrich 97%
Acido acético (CH3COOH) Neon 99,93%
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O PLGA foi armazenado em freezer dentro de tubos Schlenks sob atmosfera
de argbnio. O cloroformio e o diclorometano foram destilados por 8 horas na
presenca de pentoxido de fésforo e foram armazenados em atmosfera de argdnio

antes do uso. Os filmes foram preparadas em placas de Petri de 9 cm de diametro.

4.2. Métodos

4.2.1. Sintese do polipirrol

O reagente pirrol (mondémero) foi previamente destilado para a eliminagdo dos
mondmeros oxidados e remocdo das impurezas [64]. A polimerizacdo das
nanofibras de ppy ocorreu pelo método da polimerizagdo quimica oxidativa em meio
aquoso e em temperatura de 0°C [57]. O monémero pirrol (0,5 mL; 7,2 x10-3 mol) foi
adicionado em 20 mL de agua deionizada juntamente com 5,48g do agente dopante
APTS (acido p-toluenosulfonico monohidratado; 28,8x10-3 mols) em banho de gelo.
O agente dopante APTS foi utilizado com o objetivo de aumentar a condutividade da
nanofibra de PPy preparada. A solucdo foi mantida em agitacdo e temperatura de 0
°C durante 1 hora. Uma segunda solugédo (solu¢do B), contendo 2g do agente
oxidante cloreto férrico (FeCl3;12,24x10® mols) foi solubilizado em 5 mL de agua
deionizada e adicionada gota a gota a primeira solugéo (ap6s transcorrida uma hora
de agitacdo). A reacdo € mantida em banho de gelo durante as primeiras 4h e

permanece em repouso durante 20 horas.

A razdo molar entre o [oxidante]:[mondmero] foi [1,7]:[1]. Transcorridas as
24h o PPy formado, na forma de um precipitado preto, foi filtrado e lavado com agua
destilada e etanol em um sistema de filtragcdo & vacuo. Apés, o PPy é seco em

estufa a 80°C durante 4 horas.

O organograma da Figura 4.1. esquematiza as etapas da sintese do PPy.



4.2.2 Preparacgao de filmes de quitosana em camadas com PLGA.
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Figura 4.1. Organograma da sintese do polipirrol.
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Diferentes sistemas poliméricos baseados em polimeros biodegradaveis

(quitosana e PLGA) e condutores (PPy) foram preparadas. A seguir sdo descritos os

procedimentos experimentais na preparagdo de cada um dos sistemas poliméricos

avaliados.

Apds a preparacao, todos os filmes séo retirados da placa de Petri,
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armazenados em Schlenks, mantidos em atmosfera de argbnio e posteriormente

guardados no freezer.

Filme 1 (QT EM 02): 0,2g de quitosana de Elevada Massa Molecular (EM)
foram adicionada em 20 mL de uma soluc¢ao (1%,v/v) de acido acético [19]. Para
que ocorresse a total dissolugdo da quitosana em acido acético, foi necessaria a
utilizacao de 5 horas em banho de ultrassom de 40 kHz (Unique, modelo USC-1600)
a temperatura ambiente, e mais 12 horas de agitagdo com agitador magnético.
Antes de ser vertida em placas de Petri, a solugdo foi filtrada para a retirada de
material ndo soluvel e algum resquicio de impurezas [19]. Apods, o filme de
quitosana foi seco em estufa durante 24 horas, na temperatura de 50°C. Depois de
seco, o filme foi lavado com uma solugéo (1%, m/v) de hidroxido de sédio para
neutralizar o acido remanescente na superficie [11]. Em seguida, a superficie do

filme foi lavada com agua destilada e seca novamente em estufa durante 24 horas.

Filme 2 (QT BM 02): um filme de 0,2g de quitosana de Baixa Massa
Molecular (BM) foi preparado com base na mesma metodologia descrita na

preparacao do filme 1.

Filme 3 (QT EM 04): uma solugdo de quitosana foi preparada com base na
mesma metodologia descrita na preparagao do filme 1, porém 0,4g de quitosana
foram dissolvidos em 20 mL de uma solugéo (1%, v/v) de acido acético, resultando

numa concentracéo de 2% (m/v).

Filme 4 (QT EM 06): Uma solugdo de quitosana foi preparada com base na
mesma metodologia descrita na preparacao do filme 1, porém 0,6g de quitosana
foram dissolvidos em 20 mL de uma solugéo (1%, v/v) de acido acético, resultando

numa concentracéo de 3% (m/v).

Filme 5 (PLGA): Usando a técnica da evaporacao do solvente, 0,2 gramas de
PLGA foram adicionados em 20 mL cloroféormio previamente seco. O PLGA foi

solubilizado em banho de ultrassom durante 8 horas e mais agitacéo por 12 horas.
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Apds, foi vertido em uma placa de Petri, onde ocorreu a evaporagéo do solvente. A

placa contendo o filme ficou sob atmosfera ambiente durante 24 horas.

Filme 6 (PLGA-PPy): 0,2 gramas de PLGA foram adicionados em 20 mL
cloroférmio previamente seco. Primeiramente o PLGA foi solubilizado em banho de
ultrassom durante 4h, apés, adicionou-se a solugdo 0,02g PPy previamente
sintetizado, conforme descrito no item 4.2.1. A solugéo ficou em banho de ultrassom
por mais 2 horas, e depois sob agitacdo por mais 12 horas. Apos, & solucao foi
vertida em uma placa de Petri, onde ocorreu a evaporagédo do solvente. A placa

contendo o filme ficou sob atmosfera ambiente durante 24 horas.

Filme 7 (QT EM 02 - PPy): 0,2g de quitosana (EM) foram adicionadas em 20
mL de uma solu¢do (1%,v/v) de acido acético durante 4 horas em banho de
ultrassom. Apéds, 0,02g de PPy, previamente sintetizado pelo método quimico, foi
adicionado a solugdo, a qual permaneceu mais 2h em banho de ultrassom.
Posteriormente a solugdo ficou sob 12h de agitacdo magnética. A solugéo foi
vertida em placas de Petri e apds, o compdésito foi seco em estufa durante 24 horas
na temperatura de 50°C. Depois de seco, o filme foi lavado com uma solugéo (1%,
m/v) de hidroxido de sédio para neutralizar o acido remanescente na superficie [11].
Em seguida, a superficie do filme foi lavada com agua destilada e seca novamente

em estufa durante 24 horas.

Filme 8 (QT EM 04 - PPy): 0,4g de quitosana (EM) foi adicionado em 20 mL
de uma solugao (1%,v/v) de acido acético durante 4 horas em banho de ultrassom.
Apbs o processo de dissolugdo da quitosana em acido acético, o PPy sintetizado foi
adicionado a solugdo que permaneceu mais 2h em banho de ultrassom.
Posteriormente a solugdo permaneceu sob agitagdo magnética durante 12h. A
quantidade de PPy adicionado foi de 10% (m/m) em relacdo a massa de quitosana,

ou seja 0,04q.

Filme 09 (QT EM 06 - PPy): Uma solugado foi preparada com base na

metodologia da preparacéo do filme 8, porém com uma massa de 0,6g de quitosana
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dissolvidas em 20 mL de acido acético (1%, v/v). A quantidade de PPy adicionado

foi de 10% (m/m) em relagdo a massa de quitosana.

Filme 10 (QT/PLGA): Um fiime de quitosana foi preparado usando a
metodologia descrita no preparo do filme 1. Apés a secagem em estufa, verteu-se
sobre o filme de quitosana uma solugéo de PLGA, preparada conforme descricao no
preparo do filme 5. Apos, o filme foi retirado da placa e armazenado em Schlenk sob

atmosfera de argdnio no freezer.

Filme 11 (QT/PLGA- PPy): Foi preparado um filme de QT usando a mesma
metodologia do filme 1. Apés a secagem em estufa, foi vertido sobre ele uma
solugédo de PLGA- PPy, idéntica a preparada conforma a descrigdo do preparo do

filme 6.

Filme 12 (QT EM - PPy in situ): foi preparado um filme de quitosana com a
mesma metodologia usada na preparacdo do filme 1. Posteriormente realizou-se
uma polimerizacgéao in situ do pirrol, conforme a descri¢cdo no item 4.2.1. Neste caso,
para manter o banho de gelo, a placa de Petri foi colocada dentro de um copo de
béquer para que nao ocorresse a entrada de agua na reacdo. Apds o tempo de
reagdo do PPy, o filme foi lavado com agua deionizada para retirada dos residuos
da sintese e por 24h permaneceu em estufa a temperatura de 50 °C. A Figura 4.2.

mostra a placa de Petri dentro do copo de béquer.

Figura 4.2. Reacao in situ do PPy.
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Filme 13 (QT/QT-PPy/QT): Foi preparado um filme de quitosana com a
mesma metodologia de preparo do filme 1. Ap6s a secagem em estufa, verteu-se
sobre o filme de quitosana uma solugdo de QT-PPy, preparada com a metodologia
utilizada no preparo do filme 7. Apds a secagem ocorreu mais uma vez a adicdo de
uma solugéo de quitosana preparada conforme descricdo do filme 1. O sistema foi

seco em estufa a 50°C, durante 24h.

A confeccao dos filmes foi realizada no Laboratério de Organometalicos e
Resinas - LOR/FAQUI/PUCRS.

O organograma da Figura 4.3. esquematiza os diferentes filmes preparados

neste trabalho.

Sistemas
Pcoliméricos
Preparados
I ]
Polimeros Compositos de Sistemas em
Biodegradaveis Polimeros camadas

Biodegradaveis

I I I

/C—]T EM 02 - Filme J:\' /QT EM 02-PPy _\ QT/PLGA - Filme 10
Filme 7
QT BM 02 - Filme 2. QT/PLGA-PPy -
QT EM 04-PPy - Filme 11
QT EM 04 - Filme 3. Filme 8
QT/QT-PPY/QT -
QT EM 06 - Filme 4 QT EM 06-PPy - Filme 13
Filme 9
PLGA - Filme 3
QT EM 02-PPy.in
'\ / sty - Filme 12

\ PLGA:PPy-Filme§ )

Figura 4.3. Organograma dos sistemas poliméricos preparados.



42

4.2.3. Ensaio de degradacao hidrolitica

O ensaio de degradacgao in vitro dos sistemas poliméricos foi realizado com
base na norma ASTM F1635 — 11 (2011) — Anexo B [65]. Este ensaio destina-se a
avaliar a perda de massa, as alteragcbes sofridas no material, alteragdes nas
propriedades estruturais de materiais poliméricos utilizados em implantes cirurgicos
que sofrem hidrélise. Na Figura 4.4. estdo as etapas da preparacao dos filmes para

o ensaio de degradacéo hidrolitica.
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Figura 4.4. Etapas da preparacao da amostra para a degradacéao.

Os filmes foram cortados em circulos de 0,5 cm de didmetro e pesados.
Apos, a espessura foi aferida e as amostras foram colocados em tubos Falcon
contendo 5 mL de solug¢ao tampéao fosfato salino (PBS). Os tubos foram colocados
em uma mesa agitadora com agitacdo de 60 rpm e termostato mantendo a
temperatura a 37 °C [66]. De cada filme foram retiradas 6 amostras circulares de
mesmo didmetro. Apds cada semana (7, 14, 21, 28 e 35 dias) as amostras foram
retiradas da incubadora e lavadas com agua destilada para retirada dos residuos de
PBS. Em seguida, foi realizada a pesagem da massa umida (pesagem da amostra
umida que é realizada logo apés a retirada da amostra da solugéo). Depois de secas
sob vacuo, as amostras foram pesadas novamente até as medidas obterem uma

massa constante.
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O equipamento utilizado para realizar a degradacéo foi uma mesa agitadora,

modelo MA-140/CF - Marconi, com controle da temperatura e niveis de agitacéo.

O aferimento da espessura de cada filme foi realizado antes e depois da
degradagdo em um medidor digital de espessura (MDE), marca Hanatek, modelo n°
8020. A espessura de cada amostra foi aferida dez vezes, com o objetivo de reduzir

a incerteza estatistica.

Para as medidas de massa utilizou-se uma balanga analitica de 5 casas

decimais da marca Metter Toledo (modelo AG 245).

O pHmetro utilizado neste trabalho foi o de marca Digmed (modelo DM-20).

4.3. Técnicas de Caracterizagao

As nanofiboras de PPy e os sistemas poliméricos preparados foram
caracterizadas por meio das técnicas de Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (ATR/FT-IR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Analise Termogravimétrica (TGA), Espectroscopia de Impedancia Elétrica (EIE),
Microscopia de Forga Atdmica (AFM), Microtomografia Computadorizada de Raios X
(Micro CT) e Eletrébmetro. Essas analises foram realizadas com o intuito de verificar
a morfologia, propriedades térmicas, elétricas e estrutural dos polimero e sistemas

poliméricos obtidos.

4.3.1. Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR).

As estruturas moleculares dos materiais confeccionados foram determinadas
por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) com o
objetivo de verificar a obtencdo do material desejado por meio da identificagdo das
ligagbes quimicas dos grupos funcionais presentes nos polimeros sintetizados. Os
espectros de absor¢cdo no infravermelho (IV) foram obtidos no Espectrometro da

Perkin-Elmer (modelo Spectrum One FTIR Spectrometer) na regido de 400 a 4000
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cm™, com resolugdo de 4 cm'. As amostras das nanofibras de PPy foram
preparadas em pastilhas de KBr sob pressdo de 10 toneladas, em uma prensa
Perkin-Elmer Instruments. As pastilhas foram preparadas com 200mg de KBr
previamente seco em estufa. Também foi necessario um acessorio de refletancia
total atenuada (Universal ATR - Sampling Acessory), para a analise dos sistemas

poliméricos confeccionados.

4.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise da morfologia das amostras é necessaria para identificar a
formacéao de estrutura porosa ou lisa na superficie dos filmes de PLGA e quitosana
e posteriormente para avaliagdo dos efeitos da degradacdo das estruturas
confeccionadas. Essa caracterizagdo também é importante para a verificacao da

formacao de nanofibras de PPy.

As analises foram realizadas no |Instituto Tecnolégico em Ensaios e
Seguranga Funcional — ITT-FUSE da Unisinos, utilizando um Microscépio Eletronico
de Varredura da ZEISS (modelo EVO LS 15). Também foram realizadas analises no
Laboratério Central de Microscopia e Microanalise do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da PUCRS em um microscépio Philips XL30. As amostras foram
fixadas no suporte com uma fita dupla face condutora de carbono, e posteriormente
metalizadas com ouro em um equipamento BALTEC SCD 005. As imagens foram
registradas no modo de espalhamento elétrico 15 kV. A camada de ouro depositada

foi de 20 nm. Os aumentos em geral variaram de 200x até 30.000x.

4.3.3. Analises Termogravimétricas (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizada para verificar a
estabilidade térmica das amostras de PPy e dos filmes preparados. As anélises de

TGA foram feitas no Laboratorio Multiusuario de Analise Térmica - LAMAT na
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UFRGS, utilizando o aparelho SDT Q600 fabricado pela TA Instruments. As
amostras de PPy foram aquecidas de 20 a 600 °C com fluxo de Nitrogénio (100
mL/min) a uma taxa de aquecimento de 10 °C min-'. Foi utilizado gas nitrogénio
ultra-puro com vazao de 100 mL/min. As amostras foram pesadas com massas

entre 20 mg e 26 mg e colocadas em panelinhas herméticas.

4.3.4. Espectroscopia de Impedancia Elétrica (EIE)

A espectroscopia de impedancia € uma técnica utilizada para caracterizar o
comportamento elétrico de materiais. Nas amostras de PPy foram realizadas
medidas de espectroscopia elétrica para verificar se o polimero formado era
condutor. Essa técnica consiste em aplicar um sinal elétrico no material sob estudo
e medir as partes reais e imaginarias de sua impedancia em fung¢édo da frequéncia
do sinal aplicado, obtendo, dessa forma, o seu espectro de impedancia. A partir
dele, é possivel inferir algumas das caracteristicas elétricas do material, como a

condutividade.

Amostras das nanofibras do PPy foram prensadas em forma de disco (2 x 12
mm) em um pastilhador e foram posteriormente utilizadas para realizacdo das
medidas de espectroscopia elétrica. Utilizou-se um porta amostras com eletrodos
circulares de prata para introduzir a onda senoidal proveniente de um gerador de
funcdes (Agilant), modelo 33210Ae um osciloscédpio (Minipa) modelo MO-2300.
Este ultimo foi usado para analisar os parametros da onda e medir a defasagem
entre a corrente e a tensao [67]. Foi aplicada uma tensdo senoidal de 5V pico-a-
pico, de frequéncia variando entre 10Hz e 100kHz, em escala logaritmica, com 18
valores por década. O ruido experimental foi minimizado usando-se gaiola de
Faraday aterrada, filtro de linha e estabilizador de tens&o. A incerteza estatistica foi

reduzida tomando um minimo de trés medidas para cada amostra.
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4.3.5. Eletrometro

A resistividade dos filmes de PLGA e PLGA-PPy foi determinada com a
utilizacédo de um eletrdmetro Keithley, modelo 6517A. As medidas foram realizadas
com a aplicagdo de duas tensdes: primeiramente, 400V e, ap6s, 10V, fornecidos
pelo proprio eletrdmetro. A polaridade da tenséao foi invertida a cada 0,5 segundos
para evitar o acumulo de carga na superficie da amostra, o que causaria um efeito
capacitivo na amostra, com consequente aumento da resistividade medida. Para
cada tensdo aplicada, a medida foi repetida cinco vezes. Ao final, foi tomada a

média dos valores encontrados.

4.3.6. Microcopia de Forga Atomica (AFM)

As analises topograficas foram realizadas em um microscépio de Forca
Atébmica (marca Bruker), modelo Dimension icon. Foi utilizada uma sonda de silicio
(scansyst.AIR) com forca de 0.4 N/m e taxa de escaneamento de 70kHz. As
imagens foram obtidas com o microscépio de forga atdmica operando no modo de

contato Peak Force Tapping.

4.3.7. Microtomografia Computadorizada (Micro CT) de Raios X

A Microtomografia Computadorizada é uma técnica que permite obter
informacgdes sobre a forma tridimensional (3D) e a estrutura interna do material. Isso
permite verificar a ocorréncia de porosidade no material examinado. Esta analise foi
realizada a partir de centenas de proje¢cdes do corpo de prova, por meio do
rotacionamento do mesmo em relagdo a direcédo da radiagdo. Cada projecao foi
adquirida com o objeto rotacionado em um determinado angulo em relagdo a
posi¢ao original, assim, foi obtido uma proje¢cdo para cada angulo. As imagens
microtomograficas foram obtidas por meio de um microtomoégrafo (marca Bruker e
modelo SkyScan 1173) com uma tensdo de operacao de 50kV e uma corrente

elétrica de 0,3mA, gerando imagens de 6 pym.



47

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Preparacgao e Caracterizagdo das nanofibras de PPy

Nanofibras de PPy foram sintetizadas por meio da polimerizagdo quimica
oxidativa conforme descrito no item 4.2.1 deste trabalho. Em um trabalho anterior do
grupo de pesquisa, diferentes agentes dopantes como: acido p-toluenosulfénico
monohidratado (APTS), acido dodecilbenzenosulfénico (ADBS), p-toluenosulfonato
de sodio (PTS) e Acido Cloridrico (HCI) e diferentes condicdes experimentais foram
avaliadas. A partir dos resultados obtidos neste trabalho optou-se por preparar as
nanofibras de PPy usando como agente dopante o APTS, pois resultou em
morfologia de nanofibras e o polimero apresentou melhor estabilidade térmica [68].
A obtengdo da morfologia de nanotubos ou nanofibras de PPy &€ um processo
dependente da concentragcdo do dopante e da relagdo molar entre o pirrol e o
dopante [46, 56]. Inicialmente, a morfologia das amostras de polipirrol sintetizadas
com a propor¢ao molar [dop]:[Py] = 4, foi verificada por meio da microscopia
eletrénica de varredura (MEV). A figura 5.1. mostra a morfologia fibrilar do polipirrol
dopado com APTS sintetizado neste trabalho com diametros entre 61.76 nm a 262

nm.

10 png

Figura 5.1: Imagem de MEV das nanofibras de PPy (5.000X).
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Figura 5.2. Espectro de FTIR das fibras de PPy.

Em 3400-3500 cm™ observa-se uma banda larga associada a ligacdo do

grupo N-H [57, 69, 70]. O espectro apresenta uma

banda de estiramento em

aproximadamente1644 cm-', correspondente a ligagcdo C=C [69, 70, 71]. A banda

de estiramento em 1543 cm™' também corresponde a ligagdo C=C no anel do pirrol

[43, 71, 72, 73]. Em 1453 cm™' encontra-se a banda de estiramento relacionada a

ligagdo N-C no anel do polipirrol [57, 71, 72, 74]. A banda larga em 1300 cm™ a

1400 cm™' é atribuida as ligagdes C-H e C-N dentro do plano de deformacéo do anel

[57, 73, 75]. As bandas préximas a 1192 cm™ e 899 cm-
estado dopado do PPy [73,76, 77].

1 estdo relacionadas com o
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As propriedades térmicas do polipirrol foram avaliadas por TGA. O
termograma apresentado na Figura 5.3. mostra o perfil de degradagcédo do PPy com

aumento de temperatura da amostra.
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Figura 5.3. Termograma do PPy.

Inicialmente, o polimero perde 6 % de massa até alcancgar a temperatura de
100 °C, referente a volatilizacdo de moléculas de agua, oligdmeros e monémeros
que nao reagiram [78]. Até os 300 °C o polipirrol perde mais 9 % em massa
referente a degradacdo dos ions dopantes que interagiram com o PPy e a possivel
producao e liberacao de gases volateis. Entre as temperaturas de 300 °C - 400 °C, o
polipirrol perde mais 11 % referente ao inicio do processo de degradacéo do
dopante e da quebra das cadeias poliméricas do polipirrol, até chegar a um residuo

final de 57 % de massa restante de polipirrol que ndo se degradou [69, 78].

A condutividade elétrica das nanofibras de PPy foi avaliada usando a técnica
espectroscopia de impedancia elétrica. A classificagdo de condutividade elétrica

encontra-se em uma ampla faixa, passando de isolantes para semicondutores e até
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condutores de valores elevados. Na literatura estudos indicam um desempenho na
faixa de semicondutores (107 — 102 S/cm) para os PPy dopados com diferentes
dopantes [73]. Autores relatam que a condutividade dos polimeros quando
sintetizados pelo método quimico apresentam sempre valores mais baixos do que

seus homologos via sintese eletroquimica [79].

O PPy dopado com APTS, e sintetizado com o método descrito no item 4.2.1
deste trabalho, apresentou uma condutividade de 8x10* S/cm. Os valores
encontrados neste estudo estdo de acordo com a faixa de semicondutores
referenciada em outros trabalhos [56, 63]. Em estudo sobre a polimerizagdo do
pirrol com diferentes dopantes, foram obtidos valores de condutividade para o PPy
que variam de 25x10# a 4x102 S/cm [57].

A obtencao de elevados valores para a condutividade elétrica para o polipirrol
quando a sintese é realizada por meio do método quimico € dificil, pois além da
influéncia da estrutura do dopante nas propriedades, o produto também é sensivel
as condi¢des de sintese [57, 69] Portanto, as condigdes estabelecidas neste estudo
para a sintese de PPy foram favoraveis para obtencédo de PPy com condutividade

elétrica na faixa de semicondutores.

5.2. Preparacgao dos filmes de quitosana, PLGA e compdsitos

Foram preparados diferentes sistemas poliméricos baseados em polimeros
biocompativeis (QT e PLGA) e condutores (PPy) com potencial aplicagdo na
preparacao de condutos artificiais para a regeneragdo nervosa. O aspecto dos
filmes pode ser observado na Figura 5.4. Os filmes de quitosana preparados séo
transparentes e levemente amarelados, ja os filmes de PLGA apresentaram-se
transparentes e incolores. A adigdo das nanofibras de PPy aos filmes alterou a

coloragc&o dos mesmos para preto.
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Figura 5.4. Aspecto dos filmes confeccionados.

Na pagina 92 deste trabalho, encontra-se um quadro com a descrigao
resumida da confeccdo dos sistemas poliméricos preparados que auxilia a

relacionar a simbologia utilizada durante a leitura do trabalho.

Diferentes quantidades de polimeros biocompativeis (0,2; 0,4; 0,6g) num
mesmo volume de solvente foram utilizados a fim de preparar filmes com diferentes
espessuras. A espessura do filme pode auxiliar no controle da liberagdo do farmaco
e portanto ajustar, por exemplo, a liberagcao de um farmaco conforme a necessidade

da regeneragao do nervo.

A morfologia da superficie dos filmes preparados foi avaliada por meio de
MEV. Resultados semelhantes foram obtidos para os diferentes filmes de QT e QT —
PPy preparados. A partir da Figura 5.5. é possivel observar a modificagcédo na
superficie dos filmes produzidos. Os filmes de QT apresentaram uma morfologia
lisa, sem presenca de poros ou rugosidades em sua superficie. No entanto, quando
confeccionado na presenca de PPy os filmes passaram a apresentar uma
morfologia com relevos, formando arcabougo que podem vir a favorecer o

crescimento celular. A Figura 5.5. ilustra as diferentes formas superficiais dos filmes.
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Figura 5.5. Microscopia dos filmes de quitosana (10.000x): (A) Filme QT EM 02; (B) Filme QT EM 02 —
PPy; (C) QT EM 04; (D) QT EM 04 — PPy; (E) QT EM 06; (F) QT EM 06-PPy.

O Filme QT EM 04 PPy, Figura 5.5. (D), apresentou um pouco menos de
relevo em relagdo aos demais filmes de QT - PPy. Essas diferencas morfologicas
entre os filmes compdsitos podem estar relacionadas a dificuldade da dispersédo das
nanofibras nas solugbes de diferentes concentragdes de quitosana que séo

altamente viscosas.
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A preparagdo de filme de PLGA na presenca PPy também modificou
significativamente a morfologia do material. A partir da Figura 5.6. é possivel
observar que o PLGA cobriu as fibras de PPy, formando uma superficie rugosa e

irregular.

Figura 5.6. imagem de MEV dos filmes de PLGA e PLGA — PPy (10.000x): (A) PLGA; (B) PLGA -
PPy.

A utilizacdo de materiais poliméricos que servem como guia para crescimento
nervoso necessita de uma superficie irregular que favoregca o desenvolvimento
celular, sendo assim, a simples adicdo de nanofibras de PPy modifica a superficie
dos filmes. O diferencial deste método € que o PPy na morfologia de fibras é
adicionado na matriz polimérica, enquanto na literatura, o que se encontra sao
condutos artificiais de PLGA produzidos por eletrofiacdo, onde o PPy na morfologia

aglomerada é incorporado a fibra [8].

A fim de preparar um sistema polimérico com uma maior concentracéo de
fibras na superficie, foi realizada uma polimerizagéo in situ do pirrol em um filme de
quitosana, previamente preparado e seco. A morfologia da superficie do filme QT
EM — PPy in situ foi avaliada por MEV, figura 5.7. Podemos observar nas imagens

que nao ocorreu a formagéo de nanofibras de PPy in situ.
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Figura 5.7. Imagem de MEV do filme QT EM — PPy in situ (5.000x): (A) Filme QT EM — PPy in situ; (B)

Aglomerado de PPy recuperado na lavagem.

A partir das imagens de MEV da Figura 5.7. (A) podemos observar que a
polimerizacao in situ na superficie do filme nao resultou em nanofibras, mas sim em

PPy aglomerado com a morfologia particulada aderida a superficie.

Foi realizada uma etapa de lavagem para remover o excesso de polipirrol que
ficou aderido a superficie do filme de QT. As imagens de MEV do PPy recuperado a

partir da solugdo de lavagem também mostraram morfologia particulada, Figura 5.7

(B).

Em um trabalho anterior do grupo, a polimerizagdo in situ do pirrol foi
realizada na superficie do PLGA, e foi observado que na superficie do filme ficou
PPy aderido na morfologia particulada, Figura 5.8. (A). No entanto, na agua de

lavagem foi recuperado PPy na morfologia fibrilar, Figura 5.8. (B) [68].
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Figura 5.8. Imagem de MEV do filme PLGA — PPy in situ: (A) superficie do PLGA (15000x); (B)
nanofibras de PPy (10.000x) [68].

Assim, neste trabalho foi verificado que essa abordagem para a producao
de composito polimérico in situ, para se obter uma maior concentragcéo de polimero

condutor na superficie ndo parece ser satisfatoria.

Além dos filmes de quitosana, PLGA e dos compésitos com nanofibras de

polipirrol, foram preparados trés sistemas poliméricos estruturados em camadas:

1°) a uma camada de quitosana foi adicionado mais uma camada de nanofibras de
PPy dispersas em PLGA (QT/PLGA-PPYy);

2°) a uma camada de quitosana adicionou-se mais uma camada de PLGA
(QT/PLGA);

3°) a uma camada de quitosana foi adicionado uma camada de PPy disperso em
quitosana e sob essa segunda camada, foi adicionada mais uma camada de
quitosana (QT/QT-PPy/QT).

O objetivo da preparacao destes sistemas em camadas foi avaliar a influéncia

de diferentes arquiteturas no controle do processo de degradagao.

A morfologia desses sistemas em camadas também foi observados por MEV,
entretanto a superficie de cada uma delas ndo apresentou diferenca em relagéo aos

flmes de camada Unica.
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As propriedades elétricas dos compoésitos de PLGA preparados foram
avaliadas por meio de um eletrdbmetro. Para essa analise, foram preparados filmes
com 10 cm de didmetro utilizando uma massa de 2g de PLGA e 0,2g de PPy,
respeitando a proporcao de 10% da massa da matriz, que foi a propor¢ao utilizada
para a preparagdo de todos os compoésitos poliméricos neste trabalho. O filme de
PLGA apresentou uma condutividade de 1x10'* S/cm, usando ambas as tensées
(400V e 10V), apresentando-se bem isolante. Ja o filme de PLGA-PPy mostrou-se
mais condutor, pois usando a tensao de 400V, ele apresentou uma condutividade de
aproximadamente 1,6x10° S/cm. Quando aplicado uma tensdo de 10 V, sua

condutividade aumentou para cerca de 1x107 S/cm.

As propriedades térmicas dos sistemas poliméricos preparados foram
avaliadas por TGA. A Figura 5.9 apresenta o perfil de degradagdo com o aumento
de temperatura dos sistemas QT BM 02; QT EM 02; QT EM 02 — PPy; PLGA e
PLGA - PPy.

& QTBMO2
B - QTEMO02-PPy
4 QTEMO2 A

3 ©O—-- PLGA-PPy |
. B PLGA /f T

Deriv. Weight {%/°C)

50 100 150 200 250 300 350 400 450
Temperature ("C) Universal

Figura 5.9. DTGA dos sistemas poliméricos.

O Filme PLGA-PPy apresentou a maior resisténcia térmica quando

comparado com os demais filmes. O Filme QT EM 02 apresentou maior resisténcia
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térmica que o filme QT BM 02 e o compdsito QT EM 02- PPy. Como esperado, o
filme de baixa massa molecular sofre degradagdo em uma temperatura menor que o
de elevada massa molecular. O filme compésito QT EM 02 — PPy degradou sob
influéncia de menor temperatura. Ao contrario do que foi observado para o PLGA a
adicdo das nanofibras de PPy diminuiu a estabilidade térmica da quitosana, esse
fendbmeno pode ocorrer devido a interacdo da quitosana com as nanofibras.
Materiais estruturados em forma de nanofibras apresentam uma maior superficie de
contato e com isso suas propriedades fisico-quimicas podem gerar respostas

diferentes quando disperso em matrizes diferentes.

A Figura 5.10 apresenta o termograma dos sistemas preparados PLGA;
PLGA-PPy; QT BM 02; QT EM 02; QT EM 02 — PPy; QT EM 04; QT EM 04 — PPy;
QT EM 06; QT EM 06 — PPy;
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Figura 5.10. Termograma dos sistemas poliméricos.

As curvas termogravimétricas da quitosana e dos compositos de QT mostram
uma perda de massa em duas etapas [80]. A primeira perda de massa, que ocorreu
até os 100°C, para os filmes de quitosana sao referentes a perda de umidade da

amostra e residuos de acido acético utilizado na produgdo do filme, portanto,
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variacbes nessa etapa estao relacionadas com a capacidade de retencdo de agua
no material. A segunda perda de massa inicia em torno de 200°C terminando em até
350°C esta etapa esta relacionada ao processo de decomposi¢cdo, que ocorre
através das quebras das ligagdes glicosidicas seguida da decomposicdo das

unidades monomeéricas do polimero [80, 81].

O filme PLGA-PPy inicialmente perde até 100°C pouca massa, referente ao
residual de cloroférmio utilizado na confeccdo do filme e a umidade presente na
amostra. As amostras de PLGA apresentam uma boa estabilidade térmica até 300
°C e uma perda de massa acentuada de 300 a 400°C. Esta perda esta relacionada
a quebra das cadeias do polimero, chegando a um residual de 0,03% do PLGA puro
e 10% de residual para o PLGA — PPy. O residuo de 10% pode ser referente a

carga de PPy adicionada que nao degrada até 600°C.

As amostras de quitosana retém mais umidade que as de PLGA, por isso a
primeira perda de massa € maior. O residuo final maior das amostras PLGA- PPy,
QT EM 02 — PPy e QT EM 06 — PPy em relagdo as suas matrizes puras devem

estar relacionadas ao fato do PPy ndo se degradar totalmente até 600 °C.

5.3. Ensaios de Degradacgao

Foram realizados ensaios de degradagdo com os sistemas poliméricos QT
EM 02, QT BM 02, QT EM 04, QT EM 06, PLGA, PLGA — PPy, QT EM 02 — PPy, QT
EM 04 — PPy, QT EM 06 — PPy, QT/PLGA, QT/PLGA - PPy. A finalidade desses
ensaios foi acompanhar o processo de degradacgéo dos diferentes filmes preparados
quando submersos numa solugcéo de PBS. Este tipo de solugéo simula o pH e as
trocas fluidicas do corpo humano. Apds cada periodo de degradacao (7, 14, 21, 28

e 35 dias), o processo de degradacéao foi avaliado por meio da perda de massa dos
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filmes preparados. Desta forma, 6 réplicas de cada amostra foram secas e pesadas

até a obtencao da massa constante. A porcentagem da perda massa foi calculada

utilizando a equacéo (5.1) [66].

da massa seca apoOs cada tempo de degradacao.

Perda de massa = (

(5.1)

Onde PO = peso da massa antes do teste de degradacéo e PT = peso

A Figura 5.11. exibe o grafico de perda de massa obtidos para os filmes QT
EM 02, QT BM 02, QT EM 04, QT EM 06, PLGA, PLGA — PPy, QT EM 02 — PPy, QT
EM 04 — PPy e QT EM 06 — PPy durante o periodo de degradagao.
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Figura 5.11. Gréafico do comportamento de perda de massa.
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Apesar da dificuldade de executar o processo de medidas que se refletiu no
desvio padrao, a partir do grafico podemos observar que os filmes de quitosana de
alto e baixo peso molecular degradaram-se mais rapidamente que os filmes de
PLGA. Entre os filmes de PLGA, foi possivel observar que o filme de PLGA-PPy
apresentou uma perda de 40% de massa, enquanto o PLGA puro apresentou
somente 7% de perda de massa. Os filmes compésitos apresentaram uma
degradacao maior que o filme do biopolimero puro, denotando que a adicdo do
polipirrol favorece a degradacdo da matriz polimérica. A adigdo de uma carga em
uma matriz pode reduzir a cristalinidade do material, a reducdo da cristalinidade
favorece a degradagcdo do mesmo, pois grau de organizagdo das cadeias e a massa
molecular do material influenciam diretamente no perfil de degradacédo do material
[81]. Esse resultado também pode ser relacionado a morfologia mais rugosa das
superficies dos filmes, devido a presenca das nanofibras que podem favorecer o

processo de degradacéo.

As amostras dos filmes contendo as nanofibras de PPy que ficaram durante
35 dias em solucao, apresentaram uma média 28% maior de perda de massa em

relacao aos filmes puros.

A quitosana de baixo peso molecular pura (QT BM 02) perde em média 9,7%
a menos de peso, em 35 dias, quando comparada aos filmes compoésitos de
quitosana e PPy. No entanto, quando comparada aos filmes de quitosana de alto
peso molecular sem a adigdo de PPy, a quitosana de baixo peso molecular
degradou-se mais rapidamente. As cadeias poliméricas menores degradam mais

rapidamente e, portanto o processo de degradagao € mais rapido, neste caso.

Os filmes puros de quitosana de elevado peso molecular perdem 18% mais
peso que o PLGA puro, aos 35 dias. Isso ocorre porque a quitosana absorve uma
quantidade maior de agua que o PLGA, acelerando assim a degradacao por

hidrolise.

Quando avaliamos a perda de massa do PLGA e a QT EM 04, observamos
que ocorreu uma diminuicdo na perda de massa em relagdo aos 7 e aos 14 dias.

Este fato pode estar relacionado ao processo de lavagem para a remogéo dos sais
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da solugdo de PBS da superficie do filme néo ter sido adequada. Na massa total
final da amostra pode estar somada ao peso adicional de cristais de sais da solugéo
de PBS que ficaram aderidos a superficie das membranas mesmo ap6s a lavagem.
Na Figura 5.12. observa-se que cristais de sais de fosfato salino da solugao tampéao
ficaram em grande quantidade aderidos a superficie da amostra de quitosana de 21

dias de degradacao.

Figura 5.12. Filme de quitosana pura (QT EM 04) ap6s 21 dias de degradagéo (2.000x).

Apesar dos demais filmes degradados ndo apresentarem um comportamento
linear os valores entdo dentro do desvio padrao. Os erros associados a este ensaio
podem estar relacionados as baixas massas das amostras utilizadas que variaram
de 1mg a 4mg. Além disso, também devemos considerar a dificuldade de dispersar
as nanofibras de polipirrol nas solu¢gdes mais concentradas de quitosana, resultando

em filmes com diferentes distribuigcdes.

Os filmes em camadas QT/PLGA PPy e QT / PLGA foram retirados do
grafico, pois durante a degradacéo algumas amostras descolaram, dificultando a
analise da degradacao. Além disso, a quitosana sofre uma hidratacdo muito maior
que o PLGA em meio aquoso, como consequéncia a quitosana dilata e deforma o

sistema polimérico. Devido ao fato dos dois polimeros ndo possuirem o mesmo
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coeficiente de absorcdo de agua, este sistema polimérico torna-se inviavel. O

coeficiente de absorgao foi calculado pela equacéo (5.2) [66].

MtU — Mt5
—) X 100

Ab o de i =(
sorcido de agua MES

Onde M{U = Massa umida e MtS = Massa seca.

Resultando em uma media de absor¢ao de agua de 206% para os filmes de

quitosana e 23% para os filmes de PLGA.

A pesagem da massa umida foi realizada retirando o excesso de agua sobre
a amostra colocando a sobre um papel filtro. A amostra é pesada contendo a

umidade absorvida durante a submerséo na solugao tampéo.

O Filme QT/ QT — PPy/ QT n&o participou do processo de degradagéo, pois
ao adicionar cada camada, a camada de baixo do filme foi solubilizada pelo acido
acético, tornando o filme enrugado, como pode-se observar na Figura 5.13. Além
de rugoso o filme apresentou rigidez e aderéncia muito grande a placa de Petri,
quebrando ao ser destacado da placa. Devido a essas caracteristicas apresentadas,

o filme n&o € adequado ao que o trabalho propde.

Figura 5.13. Filme QT QT/ QT — PPy/ QT.
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O Filme QT EM - PPy in situ também nao participou do processo de
degradagao pois ao ser seco, ap0s a lavagem para a retirada dos residuos da
reacao in situ ele se degradou. Na figura 5.14. pode ser observado o aspecto final
do filme. Devido a essas caracteristicas apresentadas, o filme ndo é adequado ao

que propde o trabalho.

Figura 5.14. Reacéo in situ. (A) Aspecto do filme durante a Reacéo. (B) aspecto final do filme.

Alteracdes no pH da solucéo de PBS (pH ~7,4) foram monitoradas em funcgéo
do tempo de degradacgéo. O uso da solugdo tamponada permite uma simulagédo de
degradagao mais préxima do in vivo, e a solugdo pode neutralizar os radicais acidos
liberados pela hidrélise impedindo uma aceleragdo geral na degradacdo. No
entanto, com o aumento na taxa de degradacado esse controle fica cada vez mais
dificil, e a tendéncia € o decaimento do pH [82, 83, 84, 85].

Neste trabalho, ndo ocorreu mudancgas significativas nos valores de pH das
solugdes de PBS ap6s os periodos de degradagdo. A solugdo contendo somente a
solugdo tampao fosfato exposta as mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacao
(branco) manteve um comportamento de pH na faixa de 7,35-7,58, enquanto que as

solugbes dos demais filmes ficou na faixa de 7,35- 7,57. Desta forma, o
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comportamento da solugédo PBS na presencga dos filmes foi similar a solugao branco,
logo a degradacgao dos filmes até o periodo avaliado ndo acarretou em mudancgas

ao pH do meio.

O processo de degradacao das amostras foi também acompanhado por meio
de MEV. Na Figura 5.15. observa-se a degradacéao dos filmes QT EM 02 e QT EM
04 em 21 e 35 dias. Antes da degradacéo, os filmes apresentaram uma superficie
lisa e homogénea, sem relevos aparente em um aumento de 10.000 vezes. No 21°
dia a superficie comegou a apresentar relevos, como pode ser observado na Figura
5.15. (B) e (E). Ao final dos 35 dias de degradacao, a superficie apresentou relevos
protuberantes e estruturas semelhantes a bolhas bem diferentes a imagem inicial e

a imagem da degradacédo de 21 dias.

Figura 5.15. Imagens de MEV da superficie de filmes de quitosana (10.000x): (A) QT EM 02 antes da

degradacéo; (B) QT EM 02 depois de 21 dias de degradacéo; (C) QT EM 02, 35 dias da degradagéo;

(D) QT EM 04 antes da degradagéo; (E) QT EM 04 depois de 21 dias da degradagéo e (F) QT EM 04
35 dias de degradacéao.
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Os filmes compositos de quitosana também apresentaram alteragbes na
superficie ao longo da degradacao, como pode ser observado nas Figuras 5.16. e
5.17.

Figura 5.16. Imagens de MEV do Filme QT EM 02 — PPy (10.000x): (A) QT EM 02 - PPy antes da
degradagéo; (B) QT EM 02 - PPy 35 dias de degradagéo.

Em geral, a amostra apresentou menos arcabougos em relagdo a amostra
nao degradada, no entanto apresentou uma superficie com relevos. Isso pode ser
devido ao fato de que durante a degradagdo da amostra, ela passa a degradar a
superficie diminuindo a rugosidade. Deve-se levar em conta também, que as
amostras de quitosana com polipirrol apresentaram maior perda de massa em

relacéo aos outros filmes.

Na Figura 5.17 pode ser observado a degradacao gradual do filme QT EM 04
- PPy aos 21 e 35 dias. Antes da degradac&o a amostra apresentou arcabougos,
porém o recobrimento da quitosana € mais liso. Esse recobrimento ficou mais
rugoso ao longo da degradacéo e apds 35 dias, essa superficie apresenta uma

superficie mais rugosa.
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Figura 5.17. Imagens de MEV do Filme QT EM 04 — PPy, (10.000x): (A) QT EM 04 - PPy antes da
degradacéo; (B) QT EM 04 - PPy 21 dias de degradagéo; (C) QT EM 04 - PPy 35 dias de
degradacgéo.

Na Figura 5.18. (B) pode ser observada a superficie do fiime QT EM 06 e o
filme de QT EM 06 — PPy apés 35 dias de degradagdo. O comportamento, nesse

caso, foi o mesmo apresentado nos casos anteriores.

Figura 5.18. Imagens de MEV de Filmes de QT antes e ap6s a degradagéo (10.000x): (A) QT EM 06
antes da degradacao; (B) QT EM 06 35 dias de degradacao; (C) QT EM 06 - PPy antes da
degradacéo; (D) QT EM 06 - PPy 35 dias de degradagéo.
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A degradacéo do filme QT BM 02 em 35 dias pode ser observada na Figura

5.19. (B). Observa-se que ocorreu um aumento do relevo da superficie e o

surgimento de estruturas semelhantes a bolhas.

Figura 5.19. Filme QT BM 02 (10.000x): (A) QT BM 02 antes da degradacao; (B) QT BM 02 depois de
35 dias de degradacao.

Na hidratacdo da quitosana, s&o hidratados, primeiramente, grupos
hidrofilicos. Apdés um longo periodo de hidratagéo, a estrutura polimérica incorpora
uma maior quantidade de agua que acaba preenche os espacos existentes entre as
cadeias. Apds a retirada das amostras na solugdo de PBS, elas séo submetidas a
secagem sob vacuo, o que pode resultar nessa morfologia de bolhas na superficie

do filme.

O filme de PLGA também passou a apresentar relevos em sua superficie
apo6s 35 dias da degradacédo. As alteragcdes nas superficies podem ser observadas

na Figura 5.20.
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Figura 5.20. Imagens de MEV do filme de PLGA (10.000x): (A) PLGA antes da degradagéo; (B) PLGA
apos 35 dias de degradacao. (C) PLGA — PPy antes da degradacao; (D) PLGA — PPy ap6s 28 dias de

degradacéo.

Na Figura 5.20. (D) pode-se observar que ap6s 35 dias a amostra apresentou
uma leve diminuicdo na camada de PLGA que recobre o PPy na superficie mais

externa.

Os filmes de PLGA e PLGA-PPy degradados foram analisados pela técnica
de ATR/FT-IR. Na figura 5.21. estdo destacadas as principais bandas que
caracterizam o PLGA. Por meio do espectro de IV foi possivel observar que a
degradacgao ocorreu, pois a diminuicao de intensidade das bandas fica evidente de
acordo com o material degradado. Foi observado que o processo de perda de
massa do PLGA- PPy (Espectro a), foi mais acentuado do que no PLGA puro, ap6s

35 dias de degradacao (Espectro b).
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Entre 2996-2850 cm™' observou-se as bandas caracteristicas de estiramentos
simétricos e assimétricos de grupos CH2 e CHs [42]. Em 1750cm™, visualizou-se
uma banda intensa e aguda, causada pelo alongamento da ligacdo C=0O dos
ésteres, caracteristica principal dos compostos de PLGA. No espectro estdo
presentes as bandas de deformacao assimétrica de CHsz em 1382 cm-1e de CHz2 em
1452 cm™' [42, 86].
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Figura 5.21. Espectro de IV dos filmes PLGA, PLGA apés 35 dias de degradacgéo e e PLGA- PPY

apos 35 dias da degradacao.

As espessuras dos sistemas poliméricos preparados foram aferidas antes e
apos a degradacao. A determinacédo da espessura do filme preparado, a partir de
cada percentagem de massa usada, € um meio de padronizar o processo da
confecgédo do filme. O processo é de dificil reprodutibilidade devido a elevada
viscosidade das solugdes que dificulta a confeccdo de filmes com espessuras

homogéneas, considerando toda a area do filme. A partir da Tabela 5.2., mesmo
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considerando o desvio padrao de algumas amostras, € possivel observar um
aumento da espessura dos filmes com o aumento da concentragdo de quitosana e
PLGA e ainda com a adicao das nanofibras de PPy. A Tabela 5.2. apresenta uma

meédia dos valores das espessuras dos filmes preparados.

Tabela 5.2. Espessura dos sistemas poliméricos preparados.

Espessuras (micrometro)

Filme Espessura (um) Espessura (um)
Antes da Degradacao Depois da Degradacéo
QT EM 02 42+ 3 463 £ 49
QT EM 04 61+9 1020 + 44
QT EM 06 89+9 1224 + 84
QT EM 02 - PPy 55+ 6 597 + 95
QT EM 04 - PPy 94 +5 328 + 69
QT EM 06 - PPy 124 £ 8 158 + 95
QT/PLGA -PPy 118+ 9 666 + 73
QT/PLGA 119+ 9 423 £ 76
QT BM 02 70 £ 11 227 £ 15
PLGA 57 £10 69 £ 11
PLGA/PPy 265 + 14 1254 + 97

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, ndo foi possivel verificar uma

relacao entre a espessura do filme e o tempo de degradacéo.

Apdés a degradacgéo, os filmes apresentam valores mais elevados de
espessura, pois as amostras degradadas deformam-se apresentando formas
enrugadas, inchadas, abauladas ou formas tubulares, dificultando o procedimento

do aferimento correto das espessuras (Figura 5.22 e Figura 5.23.).
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—>

Amostra seca

QT PPy 35 dias

Figura 5.22. Formato de uma amostra de QT EM 02 — PPy ap6s a degradacéo.

Figura 5.23. Imagem de MEV de uma amostra de QT EM 02 — PPy ap6s a degradacgéo.

O aumento da espessura dos filmes pode estar relacionado também ao
processo de intumescimento das amostras em meio aquoso, pois ao absorver agua
o filme dilata e as moléculas de agua incorporadas ao sistema continuam retidas na
rede polimérica do filme até que sejam secas sob vacuo. Esse procedimento pode
originar porosidades no material. As amostras de PLGA puro sdo as que menos

deformam, pois absorvem menos agua durante a degradacéo.



72

Com o intuito de investigar a ocorréncia do aumento da espessura dos filmes
de PLGA — PPy foi realizada uma analise topografica por meio de Microscopia de
Forca Atdmica, no modo Peak Force Tapping. Foram analisadas amostras dos
filmes de PLGA — PPy antes da degradacdo e apds 35 dias de degradacdo. A
topografia dos filmes foi observada em uma area de 20x20 um2 As imagens
produzidas estao apresentadas na Figura 5.24 e Figura 5.25. A topografia do PLGA
— PPy, Figura 5.24. (A) apresenta a imagem em 2D e (B) apresenta a imagem em
3D. Na figura 5.24. (A) foi possivel observar uma superficie irregular com a presenca
de relevos. Na figura 5.24. (B) foi possivel observar um relevo com altura maxima de
3,5 nm.

Figura 5.24. Imagens de AFM do filme de PLGA- PPy antes da degradacao: (A) imagem em 2D; (B)
imagens em 3D.

A figura 5.25. mostra a topografia do PLGA — PPy ap6s 35 dias de
degradacgao. Na figura 5.25. (A) foi possivel observar uma superficie com bolhas,
muito diferente da amostra observada antes da degradagédo. Na figura 5.25. (B) foi
possivel observar um relevo de altura maximo de 8,3 nm, confirmando que o
processo de degradagdo ocasiona o aumento da espessura do filme devido a

irregularidades formadas na superficie.
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Figura 5.25. Imagens de AFM do PLGA- PPy apés 35 dias da degradacéo: (A) imagem em 2D; (B)
Imagem em 3D.

Com o objetivo de investigar a formacgéo de porosidades no filme PLGA-PPy
durante o processo de degradacéo, foi realizada posteriormente uma analise por
meio da técnica de Microtomografia Computadorizada em uma amostra de PLGA -
PPy ap6s 35 dias de degradacao. Na figura 5.26. podemos observar a imagem do
polimero gerada pelo microtomografo. Nesta amostra, o polimero apresentou 32%

de massa e 68% de porosidade.

Figura 5.26. Imagem gerada por MicroCT de Raio X da Amostra de PLGA-PPy degradada ao longo de
35 dias.
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Na figura 5.27. podemos observar a imagem da porosidade presente no

polimero gerada pelo microtomaografo.

Volume de porosidade: 68%

Figura 5.27. Imagem da porosidade do PLGA-PPy degradado durante 35 gerada pelo MicroCT de
Raio x.
As analises de espessura juntamente com as caracterizagbes do material
realizadas por AFM e Microtomografia Computadorizada sugerem que do processo
de degradacédo até a secagem da amostra ocorre 0 aumento da espessura e

porosidade.
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6. CONCLUSOES

Foram sintetizadas nanofibras de PPy via polimerizagdo quimica oxidativa. A
polimerizagado quimica oxidativa do pirrol utilizando o APTS como agente dopante
resultou em nanofibras de PPy com condutividade elétrica de 8x10* S/cm. A adigdo
de 10% de nanofibras de polipirrol a matriz isolante de PLGA (1,6x10° S/cm)
resultou em um compédsito com uma condutividade elétrica de semicondutor (1x107
S/cm).

A dispersdo das nanofiboras de PPy em PLGA ou QT modificou
significativamente a superficie dos filmes produzidos, formando arcaboucgos que
podem vir a favorecer a regeneragédo nervosa. Isto porque formam uma estrutura
artificial que mimetiza a estrutura morfolégica e a fungédo do tecido biologico,

favorecendo o crescimento celular.

A polimerizacao do pirrol na superficie dos filmes de quitosana (polimerizagao
in situ) resultou em PPy com morfologia particulada e a reagdo danificou o filme,
indicando que este ndo € o método adequado para a obtengdo de um filme com

maior concentracao de nanofibras na superficie.

O estudo da degradagao in vitro dos compdsitos preparados demonstrou que
a adi¢do das nanofibras de PPy favoreceu a degradacao da matriz polimérica, sem

acarretar em alteragcdes de pH para o meio da degradacgao.
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Considerando os compdésitos analisados neste estudo, os filmes PLGA-PPy e
QT EM 04 — PPy apresentaram os resultados apropriados para o desenvolvimento
de um conduto que venha a servir como guia para o crescimento de tecido nervoso.
Esses filmes apresentaram uma morfologia adequada para o desenvolvimento
celular e a perda massica dos mesmos foi menor quando comparado aos outros

compositos avaliados neste estudo.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Na continuidade deste trabalho sugere-se:

Preparacéo de blendas de Quitosana e PLGA a fim de aumentar o tempo de

degradacgao do material para 12 meses.

Avaliar a influéncia da adicao de quantidades diferentes de PPy no processo

e degradacgao dos compdésitos.
Analisar a degradacao do material em formato de tubo.
Ampliar o periodo de degradacao in vitro dos sistemas poliméricos.
Avaliar a adesao celular as membranas.

Avaliar a regeneragao nervosa in vivo.
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9. ANEXO A
Relacao de filmes produzidos.

N° Filme Descricao

1 QT EM 02 0,2g de quitosana de Elevada Massa molecular solubilizada em &cido acético.
Seco em estufa em temperatura de 50°C.

2 QT BM 02 0,2g de quitosana de Baixa Massa.

3 QT EM 04 0,4g de quitosana de Elevada Massa molecular.

4 QT EM 06 0,6g de quitosana de Elevada Massa molecular.

5 PLGA 0,2 g de PLGA solubilizados em cloroférmio. Técnica da evaporacdo do
solvente em atmosfera ambiente.

6 PLGA-PPy 0,2 g de PLGA e 0,02g de PPy sao solubilizados em cloroférmio. Técnica da
evaporacgao do solvente em atmosfera ambiente.

7 QT EM 02 - PPy 0,2g de QT e 0,02g de PPy foram solubilizados em 4cido acético.

8 QT EM 04 - PPy 0,49 de quitosana e 0,04g de PPy foram solubilizados em &cido acético.

9 QT EM 06 - PPy 0,6g de quitosana e 0,06g de PPy foram solubilizados em acido acético.

10 QT/PLGA Foi preparado um filme usando a metodologia descrita no preparo do filme 1.
ApoOs a secagem em estufa é vertido sobre o filme de quitosana uma solugéo
de PLGA preparada conforme descrigdo no preparo do filme 5.

11 QT/PLGA - PPy Um filme de quitosana é preparado usando a mesma metodologia do filme 1.
Apéds a secagem em estufa é vertido sobre ele uma solugdo idéntica preparada
conforma a descri¢cao do preparo do filme 6.

12 QT EM - PPy in situ | Em um filme de quitosana com a mesma metodologia usada na preparagéo do
filme 1, realizou-se a polimerizagéo in situ do pirrol.

13 QT/QT-PPy/QT Foi preparado um filme de quitosana com a mesma metodologia de preparo do

filme 1. Ap6s a secagem em estufa, verteu-se sobre o filme de quitosana uma
solugdo preparada com a metodologia utilizada no preparo do filme 8. Apds a
secagem ocorreu mais uma vez a adicdo de uma solugcdo de quitosana

preparada conforme descri¢éo do filme 1
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original sdoplinn or, in the case of mevision, the year of fs) revision, A number in paremheses indicoes. the: yeor af last reapproval, A
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1. Scope

1.1 This test method covers in vitro degradation of hydm-
Iytically -degradable polymers (HDF) intended for ose in
surgical implanis.

1.2 The requirements of this test method apply to HDPs in
various forms:

2.1 Virgin polymer resing, or

122 Any form fabricated from virgin polymer such as a
semi-finished component of a finished product, a finished
product. which may include packaged and sterilized implants,
or & specially fabricated test specimen.

1.3 This test method provides guidence for mechanical
loading or fluid fiow, or both, when relevant (o the device being
evaluated. The specifics of loading type, magnitude. and
frequency for a given application are beyond the scope of this
test method.

14 The values stated in 51 units are to be reparded as
stapdard. No other units of measurement are included in this
stamdard.

15 This standard does acl purport fo address all of the
safety comcerns, If any. associated with s wse It iy the
respaasibilicy of the wser of this standard to exiablish appro-
prigte safety and health practices and determine the applica-
bility of regalatory limitations prior o use.

2. Referenced Documents

2.1 ASTM Standards:
D638 Test Method for Tensile Properties of Plastics
D671 Test Method for Flexural Fatigue of Plastics by

" This Iexl meibaod &= umdcr the jurisdiction of ASTM Committes Fld on Modical
anid Burpical Materidls and Devioesand is tho dirocd responsibilily of Seboommitios
P15 om Maberinl Test Methods.

Current edition spprovod March 1, 2011, Fublished March 2001, Originadly
approved im 1995 Last previoms edition approved in 2004 os F1635 — 0da [0H:
0.1 S2MFT63S-11,

* For relcronced ASTM . standands, visia the ASTM wobsiag, WWWLELTLOTE, ar
contsct ASTM Cestomer Service at ervicc@mimoorg. Bar Ameas] Book of ASTMW
Seowedaroly wolume information. refor io the sandord™s Docomeal Summery page on
the ASTM wehsite.

Constant- Amplitude-of-Force (Withdrawn 2002)°

D695 Test Method for Compressive Propertiss of Rigid
Fiastics

D747 Test Method for Apparent Bending Modulus of Plas-
tics by Means of a Cantilever Beam

D70 Test Methods for Flexural Properiies of Unreinforced
and Reinforced Plastics and Electrical Insulating Matern-
ls

DEE2 Test Method for Tensile Properfies of Thin Plastic
Sheeting

21708 Test Method for Tensile Properties of Plastics by Use
of Microtensile Specimens

D822 Test Method for Temsile-Impact Enersy o Break
Plastics and Electrical Insulating Materials

P2857 Practice for Dilute Solution Viscosity of Polvmers

F748 Practice for Sefecting Generic Biological Test Methods
for Materials and Devices

22 Mher Referenced Standard:

IS0 31 -8 Physical Chemistry and Molecular Physics - Part
& Quantities and Linits

IS0 1059931 Biological Evaluation of Medical Devices—
Part | Evaluation and Testing”

IS0 105493-9 Biological Evaluation of Medical Devices—
Part 9 Framewerk for ldentification and Quantification of
Fotential Degradation Products®

NIST Special Publication SP811 Guide for the Use of the
International §ystem of Units (S17

3. Terminology

il Definitions:

311 absorbable, adi—in the bodv—an imitially distinct
foreign materigl or substance that either directly or through
intended degradation can pass through or be assimilaled by
cells andfor lissue.

"The  last spproved wersion of this kisorical sianderd s reforenced. on
WWW RSLImLOTE.

* Available from Amcrican Noticna] Stendurds Institute (ANST}, 25 W, 430 Se,
4ib Pioor, Mow Yook, NY 10036, hupcfwww.ansiong.

* Availoble from National Irstiute of Sundards snd Tochnobagy (NIST) 100
Burcan Dr, Stop 1070, Gaithorsbarg, M 20800, af hipetiphysics nisl gow
couLnitsfhibliography himl_

Copyrighl © ASTN miamalional. $00 Barm Harbor Orive, PO Box TR0, Wesl Conshohookan, PR 14082950, Unlind Eales

Dowmzleadad:

Copyrizht by ASTM Inf] (all rights reserved); Thu Aug 15 14:5718 EDT 2013 |
i

oy
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95

451# Fi635 - 11

Mo 1—See Appendic X2 for a discussion regarding the usage of
tbsorbable and other relsed terms.

312 hydredvtically degradable polvmer (HDP b—any poly-
meric material in which the primary mechanism of chemical
degradation in the body is by hydrolysis (water reacting with
the polymer resulting in cleavage of the chain).

313 resin—any polymer that is a basic material for plas-

tics®

4. Summary of Test Method

4.1 Samples of polymer resins, semi-finished components.
finished surgical implants, or specially designed test specimens
fabricated from those resing are placed in buffered saline
solution at physiclogic [emperatures. Samples are periodically
removed and tested for varions material or mechanical prop-
eries al specified intervals. The required test intervals vary
greatly depending on Lhe specific polymeric composition. For
example, poly(i-lactide) and poly(e-caprolactone) degrade very
slowly and can reguire two or more years for complete
degradation. Polymers based substantialty on glycolide can
completely degrade in two to three months depending on the
exact composition and on the size of the specimen. Degrada-
tion time i5 also strongly affected by specimen size, polymer
molar mass, and crystallinity.

More 2—The term molecular weight {abboeviated MW ix ohsolele and
should be reploced by the 81 (Systéme Internotionale} equivalent of either
relative molecular mass (ML which reflects the dimensionless nutio of the
mass of a single molecule to an stomic mass unit [5ee 150 31-8), or molar
mass (M), which refers (o the mass of 3 mole of o sobstince and is
typically oxpressed as - grams/molo. For polymers ond other
macromodecules, use of the symbols M, M, and M, continoe, referring
o mass-average molar mass; number-average molar mass. and z-average
maolar mass, respectively. For more information reparding proper wtiliza-
tion of SI units. see NIST Special Publication SPE1]

5. Slgnificance and Use

5.1 This test method is inténded (o belp assess the degrada-
Lion rates {that is, the mass loss rate) and changes in material or
structural properties., or both, of HODP materials used in surgical
implanis. Polyvmers thot gre known (0 desrade primarily by
hydrodysis include but are nol timited o homopolymers and
copolymers of [lactide. &-lactide. o i-lactide glycolide.
caprolactone, and p-dioxanone.”

5.2 This test method may not be appropriate for all types of
implant applications or for all known absorbable polymers.
The user is cantioned to consider the appropriateness of the test
method in view of the materials being tested and their potential
application (see X1.1.1L

53 Since 1 is well known that mechamical loading can
increase the degradalion rate of absorbable polymers, the
presence and extent of such loading needs to be considersd
when comparing ia vifro behavior with that expected or
observed i vive.

5.3, Mechanivally Unfoaded Hyvdridytic Evalaation—
Conditioning of a hydrolysable. device undeér mechanically

* Potymer Technodogy Bictionery, Tony Whelan od, Chapman & Hall, 1994,
! Handbhowk ef Biodepraduble Polymers, AJ. Domb ed_, Harwoed Acadomic
FPublishore, 1947,

Cogrymight by ASTM Tnr't {all rizhts reserved): Thu Aug 15 145718 EDT 2013 5
Dowloaded primted by

unchallenped hydrolytic conditions at 37°C in buffered saline
is 0 common means [ oblain a Arst approximation of the
degradation profile of an absorbable material or device. It does
not necessarily represent actual in vive service conditions,
which can include mechanical loading in & variety of forms (for
example.. static tensile, cyclic tensile. shear, bending, and so
forth). I the performance of a device under its indicated use
inclodes loading. hydrolytic aging alone is NOT sufficient to
fully characterize the device.

5.3.2 Mechanivally Loaded Hydrolyiie Evaluation—The ob-
jective of leading i= Wo approximate (at 37°C in buffered saline)
the actunl expected device service conditions so as to hetter
understand polential physicochemical changes that may occur.
Such testing can be considered as necessary if loading can be
regsonably expected under in vive service conditions. When
feasible, test specimens should be loaded in a manner that
simulates in vivie conditions; both in magnitude and type of
loading, Clinically relevant cyclic load tests may include
lesting Lo failure or for a specified number of cycles followed
by testing to evaluste physicochemical properties.

5321 Static Loading—It is notable that for some poly-
meric materials it has been shown that a constant load resulis
in the same failure mechanism (for example, creep) and is the
worst case when compared to a cyclic load (where the
maximum amplitude of the cyclic load is equal to the constant
loed). Thus, in specific cases il may be acceplable to simplify
the t2st by using a constant load even when the anticipated in
vive loading is cyclic. IUis encumbent upon the user of this test
method 1o demonstrate throogh experiment or specific refer-
ence that this simplification is applicable (o the polymer under
investization and does nod alter the failure mode of the test
specimen. If such evidence is nod available it is necessary to
recopnize that static loading and cyelic loading are measoring
different material properies and are nol comparable, Using one
1o replace the other could lead to misinterprettion of the
resulis,

Meme 3—Caution mast be takem o ensure that fixturing does not
introduce  antifechal performace or depradotion soes. or both, An
example is the use of rigid foam block, which resiricts swelling &
expansin and can elevain pull out strength test resulis from sample
compression within the block: Additonally, restricted perfusion due to the
closed cell nature of the foam can result m concentration of acidic
byprodocts thal result in sccelembed degradation when companed 1o a
normally perfused ond buffered in vive condition.

Nome 4—When performing depradation westing onder load. i may be
nmecessary o consider and monitor polymer creep during testing, which
may be significant

5.4 Absorbable devices subjected to fow condilions (for
example, vascular stents, particulardy those with a drug eluting
component) may degrade more rapidly than the same device
muaintained under static degradation test conditions. When it is
feasible o estimate the flow conditions that an implant will be
sohjected to in vive and replicate them in witro the degradation
study should be comfucied under flow conditions. Howeaver,
details regarding appropriate flow modeling are beyond the
scope of this test method.

3.5 Sterlization of HDP materials should be expected to

cause changes in molar mass or structure: or both, of the
polymers. This can affect the initial mechanical and physicad

Pomrifin Universidade Carfica do Rio Grande dio Sl parsuant to License Azrecment. Mo firther reproductions mttorized
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properties of a material or device, as well as its subsaquent rate
of degradation. Therefore. if a test is intended to be represen-
tative of actual performance in vive. specimens shall be
packaged and sterilized in 4 manner consistent with that of the
final device. Mon-sterilized specimens may be included for

comparalive purposes.
6. Materials and Apparatus

6.1 Physiclogic Soaking Solution—A  phosphate-bofered
saline (PBS) solution shall be used. The pH of the solution
shall be maintained al 74 = 02 (see X1.3) unless il is
determined through documented literature or self-advised
study that the pH should be different due (o the physiological
conditions of the intended application (this may require use of
an alternate buffer system). Limited excursions outside of the
specified pH range are lolerable provided the time weighted
average pH after buffer replenishment is maintained within this
range (see X1.3.1). The ionic concentralion should be in the
phivsiological range for the inlended application (for example.
a sofution Lt contains 0.1 M phosphate buffer and 0.1 M NeCl
would be appropriate for most tissue or blood contact devices).
The solution-to-HDP mass ratio shall be as high a5 practcal.
Although there is some experience with ratios as low as 20:],
the experimenter is cautioned that at fower ratios (that iz, less
buffering capacity) the solution pH may change more guickly.
In accordance with 9.13 and X1.4, apingftesting is o be
terminated if the solution temperature or pH are allowed to
drift outside of the specified ranges. Higher solution/specimen
ratios (for example, 100:1) will be more likely to facilitate
maintenance of stable aging conditions.

6.1.1 Over the course of the stdy, the pH should be
monitored frequently and the sobution shall be changed peri-
odically in order to maintain the pH within the acceptable
limits. Refer to X 1.5 for additional information.

6.1.2 Other physiologic solulions, such as boving serom.
may be substituled provided the solution is properly buffered.
An anli-microbial additive shoold be used Lo inhibit the growth
of microorganisms in the solution during the lest period but the
investigator must demonstrate through litersture reference or
experimentation thal the chosen anlimicrobial does nol affect
the degradation mate. Section X 1.6 provides additional infor-
mation. The appropriste MSDS should alwavs be consulted
concerning toxicity, safe use, and disposal of such additives.

62 Jample Comtoiner—aA self-contained, inert container
(bottle, jar, vial, snd so forth) capable of holdimg the test
sample and the required volume of physiclogic soaking solu-
tion (see X1.7). Multiple samples may be stored in the same
container proyvided that soitabie sample separation is main-
tained to allow fludd sccess to each sample surface and to
preclude sample-to-sample contact. Each container must be
seafable against solution loss by evaporation.

63 Constant Temperatire Batl or Cheen—An aqueous bath
or heated air oven capable of maintaining the samples and
containers at physiologic tempersteres, 37 = 2°C, for the
specified testing periods.

64 pH Meter—A pH metering device sensitive in the
physiological range (pH 6 (o pH &) with a precision of (.02 or
better.

Copyright by ASTM Inr! {all righrs resemved), Thu Aug 15 14:5T-18 EDT 2013
Downloadsd prz

6.5 Halance—A calibrated weighing device capable of mea-
suring the weight of a sample to a precision of 0.1 % of is
initial weight. A balance having precision to 0.05 % or 0.01 %
will facilitate establishment of an approprate specimen drying
period.

6.6 Other—Additional equipment as deemed appropriaie by
the specific test méthod.

7. Sampling

7.1 Weight Loss—A minimum of three samples shall be
tested per time period.

7.2 Molar Mass—A minimum of three samples shall be
fested per time pariod.

1.3 Mechanical Testing—A minimum of six samples shall
be tested per time period.

Meme 5—Statistical significance may require more than the minimaem
number of samples to be tested.

7.4 Solution Temperafure and pH—S5oaking solutions shall
be tested on o periodic basis throughout the 1est duration. The
required test perod i5 dependent on the degradation rate of the
l2st polvmer, the solution/specimen mass ratio, and the solu-
tion’s buffering capacity; once per week is generally practical
and suggested. In cases where no prior knowledge of the
degrdation rate is avaitable, il is sugeested that the pH be
tested at least doily uonotil 4 baseline is established. This
increased sampling frequency may nesd (o be repeated during
periods of elevated mass loss (that is. pH change).

8. Sample and Test Specimen

B.l Al test samples shall be representative of the material
under evaluation.

8.1.1 For most HDP resins, inter-lot variations in the molar
mass and residual monomer content can be significant. Since
these factors can strongly affect degradation rales, molar mass
{or inherenl viscosityy and residual monomer content of the
source resin and fabricated test paris need to be nnderstood.

B.1.2 Where evaluation sims allow, it is recommended that
samples comparing variations in design be produced from the
same material 1ot (or batch) and under the same fabrication
conditions.

B.1.3 When lesting for inter-lot variability in degradation
rate (fior example; for process validation purposes). 2 minimum
of three resin lots shoold be used.

B.2 If a test is intended to be representative . of actual
performance in vive, specimens shall be packaped and steril-
ized in a manner consistent with that of the final device.
Unsterilized control specimens may be included for compara-
tive purposes showing. the effects of sterilization.

9. Procedure

9.1 Test A, Weight Loss:

1.1 Test samples. in either resin or fabricated form. shall
be weighed (o a precision of (L1 % of the total sample weight
prior o placement in the physiclogical solution. Samples shall
be dried 1o & constant weight before initial weighing (ses Note
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& and X1.8). Drying conditions, including final relative humid-
ity (if applicable), shall be reported and may include the use of
a desiccator, partial vacoum, or elevated temperatures (see
MNoie 71

9.1.2 Test samples shall be fully immersed in Lhe physi-
ological solution for & specified period of time as discussed in
4.1 {for example, | week. X weeks. and so Forth).

9.13 Upon completion of the specified time period, each
sample shall be removed, gently rinsed with sufficient distillad
water to remove saling, placed in a lared container, and dried Lo
a constant weight (see Note 6 and X1.8). The weight shall ba
recorded [0 a precision of 0.1 % of the original total sample
weight.

Mome 6—Drying to a copstant weight may be guantified e= less than
0.1 % weighl chanpge over a period of 48 h, or less than 0.05 % change in
24 b if the balance used is capeble of such precision. Section X1
provides additional information.

Mo 7—Elevated temperntures may be used to assist drying of the
spmple provided thal the temperaiure used does not induce materizl or
chemical chanpes in the sample. Vacuom drying with & dry pas purge can
alternalely be used without concern for matenal degradation. The drying
conditions wsed for the sumples prior to aging and for the saomples
reirieved af each lesl interval shall be identical. The actual drying
conditions used are to be reporied.

9.1.4 After weiphing. the samples shall not be returned to
the phvsiological solution and shall be retired from the study.

9.2 Test B, Moelar Mass:

9.2.1 Prior to placement of samples in the physiological
solution, determine the molar mass of representative samples
using either inherent viscosity (logarithmic viscosity number)
testing following the recommendations of Test Method D2E57
or size exclusion chromatography. Testing shall be done in a
solvent appropriate for the test polymer and al a lemperature
sufficient to allow solubility and lemperature control. For
example, the molar mass of poly(l-lactide) should be deter-
mined in chloroform at 30°C. The sample dilution ratio
(mg/cm’) and test lemperature shall be reporied. Alternative
mean: of molar mass delermination may be used when
feasible.

922 Test samples shall be fully immersed in the physi-
ological solution for the specified period of me (for example,
1 wesk, 3 weeks, 52 weeks, and so forth).

92,3 Samples shall be removed al each specified time
peried throughout the doration of the test. dried as in 9.1, 1. and
tested for inherent viscosity as above. For polymers that
undergo very rapid degradation, the molir mass may change
significantly during the drying procedure, causing an overesti-
mate of the depradation rate. Therafore the user should exercise
caution in interpretation of this data. This caulion does not
generally apply to mass loss measurements. since continued
degradation after the samples sre placed in tared containers
will mot affect the spmyple mass unless the depradation products
are volatile. For rapidly degrading HDF materials, alternative
procedures such as vacuum drying should be considerad.

93 Test C, Mechanical Testing:

3.1 Determine the appropriate mechanical properties of
representative samples of resin or fabricated forms using
lensile, compressive, lorque, bendimg or other appropriate
mechanical tests prior o placement of the samples in the

Copyright by ASTM Int'l (allrights reserved); Thu Aug 15 14:57-18 EDT 2013
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physiclogical =olution (ime zero). Relevant ASTM test meth-
ods may include one or more of the following:

Test Method D638

Test Method D671

Test Method D693

Test Method D747

Test Method D790

Test Method DE&2

Test Method D708

Test Method D822

9.3.2 Fully immerse test samples in the physiological solu-
tion al 37°C for the specified period of time (for example, |
week, 2 weeks, and so forth).

9.3.3 Remove samples at each specified time period
throughout the duration of the study and test using the
originally selected mechanical test methods and conditions.
Unless otherwise deemed relevant, samples should be tested in
a non-dried or wet condition. Section X 1.9 provides additional
information. Testing conditions. wet versus dry, lesting
tempersture, gnd so forh, should be reporied.

934 Unless specifically germane to the testing scheme,
samples shall be retired after the completion of esch test.

G4 Other Testing:

9.4.1 The charscterization of other material properties and
use of other test methods (for example, thermal properties
measured using Differential Scanning Calorimetry) may also
be performed al each test interval. Conditioning and lesting
parameters, as well as (est resulis, shoald all be recorded and
reported.

9.42 The degradation products of the HDP under invest-
gation may be analyzed. IS0 109939 provides puidelines for
identification and gquantification of degradation products.

9.43 Biological response 10 HDP malerials or their depra-
dation products may be investigated. Practice F748 and IS0
109931 provide puidelines for the selection of in vitroe and in
vivie biocompatibility tests for medical devices and materials.

1. Test Termination

1.1 Testing of samples shall be terminated when one or
more of the following has occumad:

10.1.1 A predetermined end point has been reached, that is,
elapsed fime (for example, 2 years). percent weight loss,
minimum molar mass, percent strength loss, and =so forth

10.1.2 Sample imegrity has been compromised by the
progression of degradation or by mechanical damage to the
point that meamingfol and reliable data may no longer be
obiained.

10,13 The soaking solotion temperature of pH has drifted
outside of the ranges specified in Section 6. Any sample
properties obtained since the last in-range temperature and pH
megsurements shall be considered invalid and so noled in the
study report (sec X140

1i. Report

11.1 Repor the following information:

11.1.1 Test material description, balch or kol number and
dimensions (as appropriate).

11.1.2 Solution composition and preparation procedures.
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11.1.3 Measurements of solution temperstare and pH with
time. if applicable.

11.1.4 Sample weighis expressed 45 an average percentape
loss, initial and subsequent by time period.

11.1.5 Molar mass, initial and subsequent by fime period,

11.1.6 Mechanical properties (tensile strenpth, comprassive
strength, stiffness. elongation at break, and so forth) appropri-
ate for tests performed, at lime zero and at each time period.

11.1.7 (ether material properties measured.

I1.1.8 Reason{s) for test termination.

12. Precision

121 Intralaboratory umd interfaboratory reproducibility has
not been systematically determined.

13. Keywords

3.1 absorbable: bioabsorbable; degradation; in wirro:: hy-
drolytically degradable polymer; hydrolysis; PLA, poly({-lactic
acidy; polyid-lactide); poly(d./-lactide); PGA., palylaiycolide):
polyicaprolactone); polvip-dioxanone); surgical implant

APPENDIXES

(Nonmandatory Information )

Xl RATIONALE

X1.1 With the development of absorbahle polymers for use
in implantable devices. there is a méed to defing standard
testing methods that aid in characterizing material and me-
chonical properties with time in a simolated physiological
environment. This test method is intesded only as a fremework
for assessing degradation of implant materials and devices.

XL.1.1 This test method is written for use in chamcterizing
hydrolytically degradable polymer resins and devices. Given
the wide variety of absorbablg polymer compositions cormently
available or under investigation, it is incumbent upon the
resenrcher o show through reference or experimentation that
other degradation mechanisms are not dominant for the mate-
rial and the intended use. For example, certain bio-polymers
(for example. collagen based malerials such a5 pelating are
known to degrade in vive primarily by engymatic afteck and the
use of this method would give a serfious underestimation of the
degradation rate. It has also béen hypothesized thal enzymatic
degradation may play a role in the degradstion of some
synthetic polymers. in vilre studies: have shown that in suffi-
clenl conceniration certain enzymes (for example. esterases)
may increase degradation rates of specific polymers with
susceptible bonds. However, when comparisons have been
made between in vilro and in vive depradation rates of
equivalent samples of hvdrolytically degradable polymers
under unioaded conditions, the results have consistently shown
that in vive accelerntion of degradafion is either nol present or
is within the error of measurement.”

XLZI It is recognized that the use of test coopons or
specimens in forms other than final implant configurations may
be helpful in assessing relevanl polymer properties. For
example, rectangular or round rods may be necessary o
measure flexural properties, while a screw geéometry may be
required o evaluate the performance of a specific implaniable
device. However, specimen sive, surface area, and process
considerations must be addressed in order to relate in vitro
degradation of test specimens to in vive behavior of implant
devices.

X133 The pH level specified for the buffered saline solution
(that is, 74 = 0.2) was selected on the basis of information

Copyrizht by ASTM Il {all rights reserved), Thu Aug 15 14:57-18 EDT 2013 5
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received from two consullants (o the Task Group that this range
of pH values was representative of that found in human blood
and extra-ceflular Avid. For devices intendad for use in
applications where the fuid eavironment has & different pH
(for example. urethral stents exposed to uringl, a different pH
specification may be more approprigie. It is then incumbent
upon the researcher to properly document the choice of
environmental conditions. The range of +0.2 should be main-
tained regardless of the chosen tarpet value of pH.

X1.3.1 For this application, the time weighted average
(TWA) pH is computed using the following equation:

(pH, £, )+ (pH, £)# (pH, 1)+ (pH 1)

FWE = I, T+ )
where:
pH = messured pH al the respective sampling poinl.
f; = elapsed Gme from buffer replenishment, and
Iy = elapsed ime from the prior sampling point.

X132 It is also recommended that the starding pH of the
solution be made as close to the upper end of the chosen range
a5 possible since all known HDP systems generate degradation
produocts that are acidic.

X133 Information regarding the actual impact both alka-
line (pH = 1004 and acidic (pH = 325) pH has on the
mechanical properties of absorbable sutures (as observed at pH
= 7.44) can he found in Chy.®

X1.4 Termination of esting. following a significant change
in solution lemperatare or pH, is indicated in 10,13 in order o
aviid the generation of invalid results once meaningful loss of
control over soaking conditions has occumed.

X135 A wide variety of PBS compositions iz available and
in common use. The components are tarpeted to achigyve final
solutions that exert near-physiological osmotic pressures of

" Chu, C. C., “The Efcct of pH on the i vitro Degradation of Poly{ghecalide

lsctide) Copolymer  Absorbeble: Sutores™ Jeurrnel of Héiowsedical Matersuls
Researciy, 16, T982, ppc 157-124,
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approximately 280 (o 300 mOsm. Common buifer concentri-
tions rangs from approximately 0.01 1o 0.1 M with the higher
concentrations providing greater buffering capacity. Additienal
information about the composifion and preparation of pH
proportioned monobasic-dibasic phosphate buffer solutions
may be found in a handbook available from Calkiochem Inc.
a division of EMD Biosciences.”

X1.6 Addition of sodium azide al a concendration of (.1 %
iz common. Other anitimicrobials that are commonly used
include penicillin { 100 UfmL), streptomycin ( 100 pg/ml ). and
amphotericin {0.23 to 2.5 pg/ml.). Regardless of the antibiotic
or antimicrobial agentis) that 1s used. it is incumbent opon the
investigator to determine that their use does not affect the
degradation rate of the HDP under investipation. These mate-
fials may be harardous @nd all persons wsing them should
review the MSDS before handling and use all recommended
safely precautions.

XL7T The inen containers used to hold the samples and
solution are psually glass or plastic. However, for some (short
duration) tesis, stainless sieel containers may be appropriate.

X1.8 Revision or further specification of requirements for
drying (o a constant weizht are intended (o be developed from

¥ Ayailehle from EMIY Bioscionoos, Inc. B304 Pacific Cionier £4., San cpo,
CA9212]. hitpfwerw comibioscences.com

round robin testing to follow ssugnce of this test method. The
requirements stated in Mote & are based on experience with
extruded 3.2-mm diameter rods of [-PLA dried onder nominal
full vacuum at room temperatgre. Conslant weight was
achieved afier 3 1o 4 days.

X1.9 Task Group members have observed the use of wet
versus dry lest conditions Lo result in significant differences in
some mechanical propeny measurements. It i recommended
that testing be performed on specimens thal are immersed in
water at 37T"C at the time of testing. Report whichever
conditions wre actually used.

X1.10 This test method does nol suggest the use of apitation
during soaking for the following reasons. First, in the majority
of applications for absorbable polymers, implantation occurs in
issues that will not expose the implants (0 measurable duid
fiow. Even in cases where urnover of Aoids occurs, such as in
the abdominal cavity. the device will become encapsulated in
fibrous tissue within two weeks of implantation. The presence
of the fibroos capsole will shigld the material from fuid Aow
and limit trapspon mechanisms (o diffusion. Furthermore,
studies comparing static in vifro degradation rales (o in vive
degradation rates for several HDP materials have shown that
the in vitno results are predictive of the in wive degradation
rates.”

X1 TERMINOLOGY

X2:1 Synthetic implants fabricated from hydrolysable
alpha-hydroxy polyesters have been described as “absorbable™
since the first polyelycolide based sutures were commencial-
ized in the United Siates in the 1970s. At that Gme, both
poly(plyealide) (DEXON - Davis & Geck) and polyiglycolide-
co-lactide) copolymer (WVICRYL - Ethicon) based sutures were
claszified as “Absorbable Surgical Suture”™ by the United States
Pharmacopeia (USF) und the United States Food & Drug
Administration (US-FDA), a designation that remains (o this
day. In contrast with “Nonabsorbable Surpical Sufure” syn-
thetic givoolide-lactide and collagen based sutures undergo
hydrolytic and'or enrymatic driven chain scission, generating
byproducts that are then absorbed by the body. Since
designation, other lerms such as “degradable” and “resorbable™
have been used interchangeably to describe absorbable
implants, with the prefix “bic-"" often applied to all these terms.

K22 Based on historical usage and regulatory precedent
this document preferentially utifizes the term wbsorb/

Copyrizht by ASTMInt! (a1l rights reserved); Thu Aug 15 14:57:18 EDT2013
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absorbable/absorption to describe implantable synihetic hydro-
Iysable polymers & devices. The prefix “bio™ is avoided since
it iz redundant in the context of implant applications. “Resorh™
and its derivatives are avoided since they are accepted madical
terms routinely utilized to describe natural resorption processas
present in dynamic tissue. such as osteoclastic driven bone
remodeling. “Degrade” and ils various derivatives are avoided
when refeming o either an implantable device or raw material
since common ulilization is routinely applied broadly o
include composting and other natural processes (including
ultra-violet radiation) that cause materials (o aither intention-
ally or wnintentionally break down into chemical andfor
particulate mitier, However, use of the term “degrade™ and its
derivatives is considered acceptable when referring Lo chain
scission within the implantable device or polymer (e.g. "The
absorbable implant degrades through hydrolysis™ or “During
extrusion, absorbable polyglycolide i= prong to thermal
degradation.”™).
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