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RESUMO

RAMOS GARCEZ, Giovanna. Condutos poliméricos microestruturados
longitudinalmente para o reparo do nervo periférico . Porto Alegre. 2015.
Dissertacdo. Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Lesdes no nervo periférico sdo um problema clinico comum e a construcao de
novos dispositivos para auxiliar no seu reparo tem se mostrado uma area em
crescimento. A utilizacdo de condutos microestruturados vem sendo investigada,
com O objetivo de promover um crescimento celular guiado, auxiliando na
recuperacgdo do tecido lesado. Materiais biocompativeis e biodegradaveis podem ser
aplicados para a construcdo destes dispositivos eliminando a necessidade de um
segundo procedimento para remocao do implante. Este trabalho propbe a
preparacao de filmes microestruturados com canais longitudinalmente alinhados de
polidimetilsiloxano (PDMS) e blendas de policaprolactona (PCL) e poli(acido lactico-
co-glicdlico) (PLGA) para potencial aplicacdo em regeneracdo de nervo periférico.
Filmes de PDMS foram preparados pelo método de mistura da solucdo base de
oligdbmeros com agente de cura. Blendas de PCL (Mn = 80,00) e PLGA (85:15) com
diferentes razdes de PCL/PLGA (100/0, 90/10, 80/20 e 70/30) foram preparadas pelo
método de evaporagdo do solvente. O molde utilizado para produzir os filmes era
constituido de canais com diferentes larguras (5, 10, 15 e 20 um) e altura constante
(25 um). Os materiais foram caracterizados por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (ATR/FT-IR),
Andlise termogravimétrica (TGA), Microscopia de Forca Atomica (AFM). Para
verificar o tempo de degradacéo dos filmes foi realizado ensaio de degradacéao in
vitro das blendas de PCL e PCL/PLGA, observando-se perda de massa de 0,4-9,9 %
até o periodo de 90 dias de ensaio. Constatou-se que a adicdo de PLGA ao PCL é
uma forma efetiva de controlar a taxa de degradacdo das blendas e que ndo ha
diferenca significativa entre a degradacao dos filmes lisos e microestruturados.

Palavras-Chaves: nervo periférico, canais microestruturados, policaprolactona,

poli(acido lactico-co-glicélico), polidimetilsiloxano.
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ABSTRACT

RAMOS GARCEZ, Giovanna. Longitudinally microstructured polymers for
peripheral nerve repair. . Porto Alegre. 2015. Master. Graduation Program in
Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF
RIO GRANDE DO SUL.

Peripheral nerve injuries are a common clinical problem and the development
of new approaches to assist in its repair has been shown to be a growth area. The
use of microstructured channels has been investigated, in order to promote cell
growth guided by assisting in the damaged tissue recovery. Biocompatible and
biodegradable materials can be applied for the construction of these devices by
eliminating the need for a second procedure to remove the implant. This work
proposes the preparation of microstructured film along channels aligned with
polydimethylsiloxane (PDMS) and blends of polycaprolactone (PCL) and poly (lactic-
co-glycolic acid) (PLGA) for potential application in peripheral nerve regeneration.
PDMS films were prepared by the method of mixing the solution with oligomers
based curing agent. Blends of PCL (Mn = 80.00) and PLGA (85:15) with different
ratios of PCL / PLGA (100/0, 90/10, 80/20 and 70/30) were prepared by the solvent
evaporation method. The mold used to produce the films consisted of channels with
different widths (5, 10, 15 and 20 um) and constant height (25 um). The materials
were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Infrared Spectroscopy
Fourier Transform (ATR / FT-IR), thermal gravimetric analysis (TGA), Atomic Force
Microscopy (AFM). To evaluate the degradation time of the films was carried out in
vitro degradation test of PCL blends and PCL / PLGA observing weight loss 0.4 to
9.9% until 90 days testing. It was found that the addition of the PLGA PCL is an
effective way to control the degradation rate of the blend and there is no significant

difference in the degradation of flat and microstructured films.

Key-words: peripheral nerve, microstructured channels, polycaprolactone, poly

(lactic-co-glycolic acid), polydimethylsiloxane.
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1. INTRODUCAO

O ferimentos no nervo periférico € um problema clinico comum que afeta de
forma significativa a qualidade de vida dos pacientes. Embora o sistema nervoso
periférico tenha uma maior capacidade de regeneracdo axonal que o0 sistema
nervoso central, o reparo espontdneo do nervo periférico é quase sempre
incompleto, com pobre recuperacéo de fungéo, principalmente se o gap do ferimento
for muito longo. Por isso, varios tipos de terapias médicas tém sido exploradas na

tentativa de obter melhores resultados (GU et al., 2011).

O transplante de enxerto de nervo autélogo, no qual se utiliza material do
proprio paciente, tem sido utilizado como tratamento em lesbes de grande extensao
nervosa, entretanto, esta técnica possui muitas desvantagens, incluindo a
necessidade de cirurgia para a extragcao do nervo doador, incompatibilidade entre o
nervo defeituoso e o diametro do enxerto, quantidade limitada do enxerto doador,
perda da funcdo do local doador, entre outros. O uso de aloenxerto, quando o
implante é preparado a partir do material de um doador, como uma segunda opcao
terapéutica tem seus préprios complicadores, como a rejeicdo e o0 risco de
transmissao de doencas (GU; DING; WILLIAMS, 2014).

O uso de enxertos sintéticos através de condutos ou tubos poliméricos
biocompativeis para a regeneracdo nervosa tem se mostrado uma boa alternativa
para ligar os troncos defeituosos do nervo seccionado, fornecendo suporte mecanico
assim como um microambiente favoravel para a restauracdo do tecido danificado,
através da combinacdo de uma série de fatores fisicos, quimicos e biolégicos. O
principal material utilizado para a confeccdo do enxerto sintético (ou conduto/tubo
sintético) é o silicone, que possui a desvantagem de néo ser biodegradavel. Por
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conta disso, polimeros da familia dos materiais biodegradaveis vem sendo
testados para a fabricagdo de novos suportes na engenharia de tecidos, como por
exemplo a poli(Cl-caprolactona) (PCL) e o poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA)
(BATTISTON et al., 2005; BRAGA-SILVA, 1999; DODLA, 2007; GU et al., 2011; GU;
DING; WILLIAMS, 2014).

Dentro da classe de silicones, o polidimetilsiloxano (PDMS) é bastante
utilizado devido a sua estabilidade e inatividade no corpo humano, além de sua
elasticidade. Estudos em ratos utilizando tubos de PDMS mostram uma recuperacéo
de até 10 mm do nervo ciatico e, quando combinado com outros materiais, como
plasma e colageno, essa recuperacéo pode chegar a 15 mm. Seu principal problema
€ o fato de néo ser biodegradavel, o que ocasiona a realizacdo de uma segunda
cirurgia para remocao do implante apos a recuperacédo do tecido. Outro complicador

é a alta taxa de inflamacao tecidual (TSUJI et al., 2003).

A poli(CJ-caprolactona) € um polimero biocompativel e biodegradavel, de facil
preparo, com propriedades mecanicas adequadas para a fabricacdo de condutos
para o reparo do nervo. Possui uma taxa de degradacdo adequada para esta
finalidade, sem sofrer processos de modificacdo no seu formato, incluindo inchaco,
além de suportar o estresse mecanico durante a implantacdo (KWEON et al., 2003;
SOUTHGATE; CAMERON; BAKER, 2009; THI; LEE, 2010)).

O poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) é um copolimero sintético composto
pelas unidades monoméricas de poli(acido glicolico) (PGA) e poli(acido lactico)
(PLA). E um polimero biodegradavel, biocompativel e bioabsorvivel, conhecido pela
sua elasticidade. Sua taxa de degradacdo € controlada pela variagdo das
proporcdes de seus mondmeros, que resulta em uma ampla faixa de tempo,
podendo variar de dias a meses. A hidrélise do PLGA resulta na quebra de suas
moléculas em seus mondmeros iniciais, que s&o0 posteriormente eliminados

facilmente do organismo por via metabdlica (WANG, MAKITIE, 2011).
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Uma alternativa para melhorar o processo de regeneracdo do nervo é o uso
de microestruturas para guiar o crescimento do mesmo dentro do tubo. Diversas
pesquisas estao sendo realizadas na tentativa de determinar o tipo de estrutura mais
adequada e resultados promissores foram obtidos em estudos de suportes

(scaffolds) com microestruturas em formato de canais (JACCHETTI et al., 2014).

Apesar dos muitos avancos tecnoldgicos as terapias disponiveis atualmente
para a recuperacdo de nervos periféricos lesionados ainda sao precarias e
insatisfatorias, logo, uma alternativa é a busca e o desenvolvimento por enxertos
sintéticos mais eficientes a fim de facilitar a recuperacédo total deste tipo de dano

tecidual.

Nesse trabalho foram preparados filmes poliméricos com canais
microestruturados de diferentes larguras, utilizando PDMS e blendas de PCL e
PLGA (85:15), na busca pela combinacdo mais satisfatoria entre estrutura e

composicao para potencial aplicacao no reparo do nervo periférico.
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2. OBJETIVOS

Preparar filmes com canais longitudinalmente orientados de diferentes
matrizes: silicone (PDMS) e blendas de PCL e PLGA, para posterior aplicacdo como

condutos microestruturados para regenerac¢ao do nervo periférico.

2.1. Objetivos Especificos

* Preparar filmes microestruturados de PDMS e de blendas de
PCL/PLGA com diferentes composicoes;

e Variar a largura dos canais microestruturados dos filmes preparados;

* Preparar filmes lisos (sem microestruturas), dos mesmos materiais;

» Caracterizar a morfologia, estrutura e propriedades térmicas dos filmes;

» Avaliar o processo de degradacdo hidrolitica dos filmes produzidos

com material biodegradavel.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Sistema nervoso periférico

O sistema nervoso (SN) é a parte do nosso organismo responsavel por
coordenar ac¢des voluntarias e involuntérias, coordenando e regulando as atividades
corporais e transmitindo sinais entre as diferentes partes do nosso organismo. O SN
é dividido em dois grandes grupos: o sistema nervoso central e o sistema nervoso
periférico (GRAY, 1988; GUYTON, 2006; JONES et al, 2014).

O sistema nervoso periférico (SNP) inclui todo o tecido nervoso localizado
fora do sistema nervoso central (SNC). Desempenha um conjunto complexo de
funcbes que podem ser agrupadas em: sensitiva, integradora e motora. As fibras
nervosas que o constituem transmitem sinais entre o SNC e os efetores em todas as
partes do corpo (GRAY, 1988; GUYTON, 2006; JONES et al, 2014).

As fibras nervosas sdo agrupadas em fasciculos chamados nervos. O SNP
contém 43 pares de nervos: 12 pares de nervos cranianos e 31 pares de nervos
conectados a medula espinhal, como nervos espinais, sendo designados de acordo
com a posicao da vértebra de origem (cervical, toracica, lombar, sacral e coccigea)
(GUYTON, 2006).

O SN consiste apenas de dois tipos de células: neurdnios e neuroglia. Os
neurénios sao as unidades béasicas do processamento da informacdo, sendo
especializados na conducédo de impulsos nervosos. A neuroglia sustenta, nutre e
protege os neurbnios e mantem a homeostase no liquido intersticial que banha os
neurdnios (GUYTON, 2006).
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3.1.1. Nervo periférico

Consiste num feixe ou feixes de fibras nervosas formadas pelo axénio e
bainhas conjuntivas que o envolvem (o endoneuro). Essa bainha de colageno
protege o corpo celular do neurdnio de traumas mecanicos, permanecendo viavel,
na maioria das lesdes. A unido de varias fibras nervosas de diferentes tamanhos é
chamada de fasciculo (GRAY, 1988; GUYTON, 2006; JONES et al, 2014).

Os fasciculos sao envolvidos por uma camada forte e densa que protege de
traumas e compressfes externas, chamado perineuro, que tem como fungdes:
manter a pressao intrafascicular auxiliar na manutencao do fluxo endoplasmatico,
proteger as fibras nervosas e formar uma barreira entre elas e os demais tecidos. Na
maioria das vezes estdo organizados dentro do nervo envoltos por um tecido
conjuntivo denominado epineuro interno (GRAY, 1988; GUYTON, 2006; JONES et

al, 2014). Essa estrutura € apresentada na figura 3.1.

Epineuro <

N\

Perineuro

Endoneuro

Célula de Nédulo de Ranvier

Schwann &(

Figura 3.1. Anatomia do corte transversal do nervo periférico. Adaptado de LEE; WOLFE, 1999.
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3.2. Lesdes dos nervos periféricos

O primeiro relato de recuperacdo de funcdo completa de nervo periférico e
tenddes foi feito por Chauliac em 1393. Porém, até o século XIX o mecanismo desse
reparo manteve-se desconhecido. Em 1850, Augustus Waller apresentou seu
trabalho sobre a degeneragéo nervosa observada em sapos, onde concluiu que a
regeneracao era mais rapida nos jovens e que a estimulacéo elétrica galvanica nao
alterava a sua velocidade. Seu trabalho teve tanta importancia que foi dado o nome
de degeneracéo walleriana ao conjunto de fendmenos que ocorrem no axonio distal
apos uma lesao (AZZE; MATTAR JR., 2000).

Posteriormente, os trabalhos publicados em 1914 e 1928 por Ramon e Cajal
viriam a revolucionar os estudos na area, com a determinacdo de que as fibras
nervosas viaveis, em um nervo periférico degenerado, tem origem e crescem a partir
do coto proximal e ndo através de auto-regeneracdo da porcao distal regenerada.
Os principais avancos no estudo das lesdes do nervo periférico se deram nos
periodos de guerra. Weir Mitchell escreveu, durante a guerra civil americana, sobre
lesbes causadas por armas de fogo e descreveu, pela primeira vez, em artigo
publicado no ano de 1864, sobre a causalgia (AZZE; MATTAR JR.,2000).

Seddon e Woodhall estudaram as cirurgias realizando enxertos de ponte em
lesdes nervosas periféricas e, apds a Segunda Guerra Mundial, Sunderland resumiu
a anatomia interna detalhada dos nervos. Em 1975 Seddon classificou as lesoes,
apresentadas na figura 3,2, em: a) neuropraxias — lesao leve, com perda motora e
sensitiva, sem alteracdo estrutural, b) axonotmeses — comum em lesdes por
esmagamento, estiramento ou percussdo, ha perda de continuidade axonal e
subsequente degeneracdo walleriana do segmento distal e c) neurotmeses —
separacdo completa do nervo, com interrupcdo do crescimento axonal. Essas

classificacdes sao utilizadas até hoje para avaliar os ferimentos (SIQUEIRA, 2007).
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Figura 3.2. Classificagdo das lesdes periféricas (COLLI, 1993).

3.2.1. Degeneracéo periférica

Quando ocorre uma lesdo no nervo periférico, inicia-se o processo conhecido
como degeneragdo (Figura 3.3), no qual a por¢cdo do coto proximal do axdnio
degenera de maneira retrograda até chegar ao préximo nédulo de Ranvier do local
da lesdo. ApOs a transeccdo, o corpo celular morre e ocorre uma mudanca de
metabolismo, priorizando a producdo de materiais necessarios para 0 reparo e
crescimento do axénio, como RNA, lipidios, actina, tubulina, e proteinas associadas
ao crescimento (COLLI, 1993; SIQUEIRA, 2007).

A degeneracao walleriana se inicia de 48 a 96 horas ap0s a transeccéo, com
a deteriorizacdo da mielina e desorganizagdo do axénio. As células de Schwann se
proliferam e fagocitam os residuos de mielina e do axénio. Posteriormente elas se
alinham longitudinalmente, criando colunas chamadas bandas de Bungner. A
velocidade da degeneracao varia de acordo com a gravidade da lesdo, sendo mais
rapida nas lesdes completas, podendo chegar a 2 semanas para se completar no
caso de lesdes incompletas como as compressdes. Todo esse processo visa a



25

preparacdo do ambiente para que ocorra a regeneracéo, que tem velocidade em
humanos, de cerca de 1 a 2 milimetros de tecido recuperado por dia (COLLI, 1993;
SIQUEIRA, 2007).

Degeneracdo Degeneracéo
traumética Walleriana
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ful f ~Lamina muscular
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Figura 3.3. Degeneragéo e regeneragdo do nervo periférico. Adaptado de LEE; WOLFE, 1999.

Os brotos axonais tem papel fundamental na regeneragcao nervosa. Formados
nos primeiros dias apods a leséo, eles sdo prolongamentos protoplasmaticos que
surgem nos cotos proximais dos axonios e atravessam o0 segmento lesado atraves
de tubos formados por células de Schwann. Chamados bandas de Bungner, na fase
aguda da lesédo ficam responsaveis pela digestdo da mielina. Os brotos axonais
caminham por esses canais, atingem os tubos do endoneuro do segmento distal e
posterior a fibra muscular. Cada axénio de coto proximal origina até 30 brotos, mas
somente alguns, de 1 a 4, irdo encontrar o caminho correto até o tubo endoneural.
Apenas os brotos que alcangcarem o receptor distal e o reinervarem irdo desenvolver-
se e sofrer a mielinizacdo. No caso dos axbnios regenerados ndo encontrarem 0s
canais formados pelas bandas de Bungner no periodo de 3 a 4 meses, esses canais

se degeneram e sao substituidos por tecido cicatricial (COLLI, 1993).

3.2.2. Tipos de tratamento

O tratamento escolhido dependera da lesdo que ocorreu. Normalmente,

ferimentos causados por trauma mecanico com elemento cortante s&o de
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diagnostico mais simples e devem ser tratados com intervencao cirdrgica. Lesdes
causadas por arma de fogo de baixo calibre necessitam de um periodo de avaliacao,
que pode chegar a 60 dias para estabelecer a necessidade ou ndo de cirurgia.
Outros tipos de lesdo, como aquelas causadas por frio, calor, compressao, tumores

ou até imobilizacdo inadequada também necessitam de avaliagdo (COLLI, 1993).

A reconstrucao cirargica pode ser dividida em trés fases de acordo com
Robinson: imediata (um més), demorada (3 a 6 meses) e tardia (1 a 2 anos ou mais).
Normalmente ndo € necesséria a utilizagcdo de enxertos em lesdes com menos de
1,5 cm de espacgo entre os cotos. Em humanos, os enxertos sdo sempre indicados

nos espacos entre cotos maiores que 5 cm (SIQUEIRA, 2007).

O método classico para reparo cirargico € a sutura, que pode ser reparo
epineural, reparo de grupos fasciculares, reparo fascicular ou uma mistura desses
meétodos (Figura 3.4), sendo o epineural mais utilizado, pela facilidade, porém ele
nao garante bom reparo devido ao mau alinhamento das estruturas fasciculares
internas. Quando a sutura do nervo nao for possivel devido as tensdes, 0s enxertos
sao utilizados (LUNDBORG, 1987). Seus tipos mais comuns sdo 0s obtidos da
mesma pessoa (autoenxerto), de outro ser humano (aloenxerto), ou ainda de outra
espécie (xenoenxerto). O nervo mais utilizado para enxerto € o0 nervo sural,
localizado na parte inferior da panturrilha. Os enxertos sao ligados aos fasciculos
correspondentes e posteriormente suturados. Ainda € possivel a utilizacdo de cola
de fibrina para diminuicdo das suturas minimizando traumas. H& varios tipos de
enxerto de nervos (cabos, tronco, vascularizado, livre e interfascicular), e ainda
possibilidade do enxerto muscular, entretanto esta técnica sofre desvantagem
devido ao local fornecedor de tecido e necessita de uma combinacdo de outros
procedimentos para ser realizada (LEE, 1999).
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Figura 3.4. Tipos de tratamento: a) Sutura epineural externa; b) Sutura epineural interna; c) Sutura
perineural; d) Reconstru¢do com enxertos de nervo interfasciculares. Adaptado de MATTAR JR.,
2000.

Atualmente o uso de enxertos sintéticos é uma alternativa bastante utilizada
em casos onde a extensdo da lesdo impossibilita a simples unido dos cotos. Tubos
de silicone hoje em dia sdo vastamente empregados através de procedimento
cirirgico em que 0s cotos nervosos seccionados séo introduzidos e fixados dentro
da proétese tubular. O objetivo € propiciar um ambiente favoravel a regeneracdo do
nervo, assim como o direcionamento do crescimento nervoso das extremidades
rompidas ou seccionadas, protegendo as fibras nervosas do tecido cicatricial e
evitando a formagédo de neuroma. Essa técnica de tubulizagdo ou reparo tubular,
apesar de ser a melhor alternativa para alguns casos, tem 0 inconveniente da
necessidade de uma segunda cirurgia para a retirada do implante no final do
tratamento (SEBBEN, ET AL.,2011).

3.3. Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos é a criacdo de novos tecidos para reconstrucao
terapéutica do corpo humano pela estimulagdo deliberada e controlada de células
alvo selecionadas através de uma combinacgéo sistematica de sinais moleculares e
mecanicos, que deve ser realizada na forma de um veiculo que controle esses sinais

no tempo e espaco com precisdo. Usualmente esses veiculos tém sido descritos
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como scaffolds, uma estrutura inerte que auxilia na construcdo de objetos
inanimados, nédo influenciando nas caracteristicas finais do produto. Outro termo
empregado atualmente é template, que incorpora a ideia de uma estrutura ativa. A
figura 3.5 resume os elementos que podem ser incorporados a um scaffold neural

ideal, com sugestdes de formatos e modificacbes bioldgicas e fisicas (GU, 2014).

Tubo Filamentos internos Esponja Multicanais
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modificacdes
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e células ransduzidas|

Figura 3.5. Diagrama com sugestdes de modificacées em scaffold neural. Adaptado de GU, 2014.

Uma das possibilidades promissoras € a construcdo de um scaffold em
formato de tubo com canais alinhados na sua superficie interna. Esta técnica baseia-
se na teoria de que as células tendem a alinhar-se em areas de descontinuidade,
chamadas orientagcdes por contato, e este mecanismo influencia diretamente o
alinhamento e a proliferagcdo celular em superficies canalizadas (MOBASSERI,
2013). O material utilizado para construcéo do tubo € produzido em formato de filme
sob um molde de silicio ou resina epoxi. O molde é fabricado por litografia de UV e
corrosdo ibnica reativa (RIE), no qual se usa luz para transferir um padréo
geométrico de uma fotoméascara para um fotorresiste (polimero fotossensivel a luz
ultra-violeta) sobre o substrato. Além de reagir a exposicdo da radiacdo, o

fotorresiste deve proteger o substrato durante o processo de corrosdo. Apos a
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gravacao do padrdo uma camada antiadesiva é aplicada para facilitar a remocao da
réplica polimérica (GRISCOM et al., 2001).

De acordo com estudos realizados até o presente momento, o sucesso desta
técnica de construcao de microcanais ira depender da natureza do polimero utilizado
para fabricacéo do filme, altura e largura e formato dos canais da microestruturacao.
Filmes de PDMS produzidos com microestruturas de largura de 10-20 pm
mostraram-se uma alternativa promissora, pois este tamanho assemelha-se ao
tamanho médio do corpo das células. Quando tamanhos inferiores foram testados a
adesdo celular diminui em funcdo da plasticidade das células ndo se adaptarem a
estas dimensdes inferiores. A altura do canal também influencia no processo, sendo
1,5 um o valor minimo necessario para obter um guiamento efetivo. (BEDUER et al.,
2011; MOBASSERI, 2013; JACCHETTI et al., 2014; MOBASSERI et al., 2015).

Técnicas de engenharia tecidual vém sendo desenvolvidas para substituir os
implantes ja existentes. Entre os requisitos iniciais desejados para um novo material
a ser desenvolvido estdo o suporte a proliferacdo axonal, baixa antigenicidade
(capacidade de formar anticorpos), suporte a vascularizagdo, porosidade para
permissdo da difusdo do oxigénio, e que ele ndo se comprima a longo prazo. Além
disso, o material deve ser de facil preparo e esterilizacado e simples para realizar o

implante.

A biocompatibilidade de um composto refere-se a habilidade do mesmo servir
como substrato que suporta o comportamento celular apropriado, incluindo a
promocdo de sistemas sinalizadores moleculares e mecéanicos auxiliando na
regeneracao do nervo, sem evocar qualquer efeito indesejado em células neurais e
tecidos, ou induzir qualquer reposta local ou sistémica no eventual hospedeiro. A
biocompatibilidade de scaffolds neurais pode ser avaliada a partir de trés aspectos:
sanguineo, histolégico e mecéanico. Ao entrar em contato com o sangue, o scaffold
ndo deve induzir hemolise, destruir componentes do mesmo, ou levar a formacéo de
coagulos e trombos. Histocompatibilidade refere-se ao ndo ocasionamento de efeitos

toxicos nos tecidos em contato com o material, especialmente teratogénese, sem
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também que os tecidos induzam corrosao ou efeitos de rejeicdo imune no scaffold
(GU, 2011).

Além da biocompatibilidade o scaffold ideal deve possuir a habilidade de
controlar a sua degradacgdo in vivo. Materiais ndo degradaveis, como silicone e
polietileno, foram empregados para esta finalidade, o que permitiu resultados
satisfatorios até certo ponto, com eventual aparecimento de efeitos toxicos e
constricdo do remodelamento do nervo. Atualmente, pesquisadores tem voltado a
sua atencao para a utilizagdo de materiais degradaveis e reabsorviveis para eliminar
a necessidade de uma segunda cirurgia. Entretanto essa taxa de degradacao deve
ser compativel coma velocidade de regeneracdo do tecido, pois uma taxa muito
acelerada ocasionaria numa falta de protecdo aos axbnios regenerados, enquanto
uma velocidade muito lenta contribuiria para compressao. Portanto o scaffold ideal
deve permanecer intacto pelo tempo necessario para que 0s axénios se regenerem
ao longo do espaco entre os cotos e se degradem gradualmente sem ocasionar a

reacao de um corpo estranho (GU, 2011).

3.4. Biomateriais

Por definicdo, biomaterial é qualquer substancia ou combinacdo de
substancias, naturais ou ndo, que nao sejam drogas ou farmacos, utilizadas em
aplicacbes biomédicas e que interagem com sistemas biolégicos, que tratam,
aumentam ou substituem quaisquer tecidos, orgdos ou fun¢gbes do corpo (VON
RECUM; LABERGE, 1995; GIL; FERREIRA, 2006).

Materiais naturais, tais como veias, fibras musculares e tenddes séo utilizados
para construir scaffolds. Eles s&o Uteis por estimular a adesédo, migracao,
crescimento e proliferacdo das células, e ao mesmo tempo, inibem efeitos téxicos
devido a boa biocompatibilidade. Entretanto, podem apresentar problemas
mecanicos devido a tensdes criadas na regido do implante, por serem materiais

muito sensiveis.
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Outro grupo de materiais com aplicacdo nesta area sdo os derivados de
biopolimeros naturais, como colageno, quitina e quitosona. Além destes, polimeros
sintéticos biodegradaveis, como o acido poliglicélico (PGA) e a policaprolactona
(PCL), foram empregados na fabricacdo de scaffolds em engenharia de tecidos. O

quadro 3.1 resume o0s produtos comercialmente disponiveis para o reparo do nervo

periférico ja aprovados.

Quadro 3.1. Alguns dispositivos aprovados pelo governo norte americano disponiveis para

comercializagdo. Adaptado de GU, 2014.

Produto Biomaterial Diametro (d) e comprimento Tempo d~e
(L) degradacéao
Aci d=2,3-8
Neurotube® PG.A _(A:c_|do 578 M 6 a 12 meses
poliglicolico) L=2-4cm
d=15-7mm
NeuraGen® Colageno tipo | 36 a 48 meses
L=2-3cm
, . d=2-6 mm
NeuroFlex™ Colageno tipo | 4 a 8 meses
L=25cm
. . d=2-6 mm
NeuroMax™ Colageno tipo | 4 a 8 meses
L=25cm
d=1,5-10 mm
Neurolac® PCL 16 meses
L=3cm
, . d=3-10 mm
NeuroWrap™ Colageno tipo | 36 a 48 meses
L=2-4cm
. . d=4-12 mm
NeuroMend™ Colageno tipo | 4 a 8 meses
L=25-5cm
ECM descelularizado -
. d=1-5mm
Avanc(;egfi\lerve derivado de nervo de _ N/A
cadaver doado L=15-7cm
Salubridge™ Nerve PVA (Acetato de d=2-10 mm ~ ;
A N&o degradavel
Cuff polivinila) L=6,35cm
Submucosa de —
™ d=15-7mm
Axo(é%?]r;iect(lj\:erve intestino delgado _ N/A
porcina L=4cm
™ d=2-10 mm
SaluTunnel™ Nerve PVA NZo degradavel
Connector L =6,35cm

3.4.1. Polidimetilsiloxano

Tipo mais comum da categoria de polimeros sintéticos conhecidos como

silicone, o polidimetilsiloxano (figura 3.7) € um elastdbmero biocompativel utilizado em
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tratamentos médicos devido, principalmente, a sua estabilidade e inatividade no
corpo humano. Além disso possui propriedades fisico-quimicas interessantes como
transparéncia, permeabilidade gasosa, ndo toxicidade, superficie que permite
funcionalizacdo. Suas propriedades elastoméricas e rugosidade superficial podem
ser controladas variando o método de polimerizagdo (BEDUER et al., 2012;
GRISCOM et al.,, 2001, 2002; TSUJI et al., 2003). O primeiro relato de silicone
utilizado como implante em humanos vem de abril de 1946, quando o médico Frank
Lahey aplicou o material para reparar o duto biliar (COLAS; CURTIS, 2005).

CHj3

n

Figura 3.7. Estrutura do polidimetilsiloxano (COLAS; CURTIS, 2004).

Diversos trabalhos reportam sucesso no uso do silicone em formato de tubo
para reparacdo do nervo, sem causar interferéncia no tecido adjacente. Lundborg et
al publicou relato, em 1994, recuperacdo de funcdo motora mais rapida e
significativa em lesdes de 3 a 5 mm em nervo mediano ou ulnar. Embora condutos
de silicone tenham sido empregados em lesdes de até 30 mm de interrupcédo de
tecido, os melhores resultados foram obtidos com distancias menores, com
recuperagdo comparavel ao reparo microcirirgico de rotina. Uma preocupacao
recorrente no uso deste material como implante € o aparecimento de complicacdes
devido a fibrose, causada pelo material implantado e pela compressdo. Embora
problemas deste género tenham sido relatos, estudos com procedimentos cirlrgicos
exploratdrios em pacientes que tiveram tubos de silicone implantados demonstraram
sinais limitados de reacdes aos implantes (BATTISTON et al., 2005; BRAGA-SILVA,
1999; GU et al., 2011).

Na tentativa de obter resultados positivos em ferimentos com maior perda de
tecido, estudos recentes tém voltado seus esforcos na combinacédo de diferentes
técnicas a utilizacdo do silicone para reparo do nervo. Filmes com poliamida

orientada longitudinalmente foram capazes de recuperar 15 mm de tecido de nervo
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ciatico de ratos de forma mais eficiente quando comparado a tubos de silicone sem
melhoria. Outras combinacdes testadas, como preenchimento com solugéo salina
com fatores de crescimento, colageno, também obtiveram bons resultados (Gu et al,
2011). Em um desses estudos, um grupo de 30 pacientes com ferimentos no pulso
ou antebragco, com idade de 12 a 72 anos que tiveram ferimentos de 3-5 mm
tratados com tubo de silicone ou sutura, foram acompanhados pelo periodo de um
ano, sem diferenca estatistica constatada entre os dois tipos de tratamento adotados
(LUNDBORG et al, 2004).

3.4.2. Policaprolactona

Um dos polimeros sintéticos promissores e mais investigados para aplicacoes
em implantes, a e-Policaprolactona, material aprovado pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA) para uso desde em regeneracdo de tecido Osseo até
regeneracao do tecido nervoso, € um poliéster semicristalino, com baixa temperatura
de transicdo vitrea (Tg = -60CT), ponto de fusdo de 60T, e temperatura de
decomposicédo de 350C (MARIANI, 2005). Estas propri edades devem-se ao fato de
possuir cadeias de carbono muito extensas e de pouca mobilidade, o que confere ao
PCL propriedades mecéanicas que lhe permite o uso como um bom copolimero,
possuindo uma enorme elasticidade (SUN; DOWNES, 2009). Sua principal
vantagem em relacdo ao silicone € o fato de ser biodegradavel, eliminando a
necessidade de uma segunda cirurgia para remoc¢ao do implante. A cadeia principal
da caprolactona esta apresentada na figura 3.8.

1]
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Figura 3.8. Cadeia principal da policaprolactona (TAVARES, 2011).

O PCL é suscetivel a hidrolise in vivo, como mostrado na figura 3.9, e os
produtos da degradacédo podem ser metabolizados via ciclo de Krebs ou eliminados
diretamente por secrec¢ao renal. Esse processo ocorre, basicamente, em trés etapas.
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A primeira consiste na quebra da cadeia polimérica por hidrolise, que ocorre nas
ligacBes ésteres num processo que ndo envolve enzimas, no entanto a hidrolise
pode dar-se também devido a atuacdo de enzimas catalisadoras tais como a
esterase e a lipase. Na segunda etapa, formam-se cadeias curtas de oligbmeros, 0
gue resulta numa perda de massa molecular do PCL; a terceira etapa implica a
fagocitose do PCL pelos macrofagos. Embora a taxa de degradacédo dependa do
tamanho, peso molecular e cristalinidade do scaffold, € um material de lenta
degradacéao, levando cerca de 24 meses para se romper, por isso € indicado para

implantes de longa duracao (Salgado, 2011).

O
I
R-C-O0-R" —— R-COOH + R'-OH

Figura 3.9. Esquema da hidrélise do poliéster.

Sua forma comercial aprovada pelo FDA, o Neurolac®, um copolimero com o
poli(acido lactico), é o unico material transparente para implante, com recuperacao
de lesbes de 1,5-3 mm em sua primeira versao liberada em 2003, e de 4-10 mm na
liberacdo de 2005. A combinagéo dos dois materiais acelera o processo de
degradacéo do implante e minimiza os efeitos dos acidos produzidos na degradacéo
do PLA, que poderiam gerar processos inflamatorios. Nos estudos conduzidos
durante seu processo de aprovacao, obteve resultados semelhantes aos das
técnicas tradicionais para ferimentos com gap de até 20 mm. Além disso, é o
implante com maior numero de informacdes disponiveis sobre os testes pré-clinicos
entre todos 0s materiais aprovados para uso no reparo do nervo (KEHOE et al,
2012).

3.4.3. PLGA - Poli (acido lactico-co-acido glicélico)

O PLGA é um copolimero sintético composto das unidades monoméricas de
Poli(acido glicélico) (PGA) e poli(acido lactico) (PLA). E um polimero biodegradavel,
biocompativel e bioabsorvivel. Devido a essas caracteristicas, esses polimeros
estdo bastante presentes nas pesquisas de liberacdo controlada de farmacos, como

agentes transportadores de proteinas e até mesmo no transporte de moléculas de
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DNA. Seus componentes PGA e PLA sao os materiais mais preferidos na fabricagao
de substratos para o transplante de células na engenharia de tecidos.

O PLGA pode ser processado em varias formas e tamanhos, sendo soltvel
numa vasta quantidade de solventes, incluindo os clorados, tetrahidrofurano,
acetona ou acetato de etila. A presenca de grupos metil no PLA o tornam mais
hidrofébico que o PGA, tornando copolimeros de PLGA ricos em PLA menos
hidrofilicos, absorvendo uma quantidade menor de agua e degradando mais
lentamente. Devido a esse processo de hidrélise, parametros como a temperatura de
transicdo vitrea e peso molecular podem se modificar com o tempo (MAKADIA;
SIEGEL, 2011). Por exemplo, a diminuigéo da T4 (68-58C) e da T , (160-141<C) de
copolimeros de PLGA ocorre com a reducdo da porcdo de PLA de 90 para 70%
(AURAS, 2011).

A Figura 3.10 ilustra o copolimero PLGA constituido pelas suas unidades
monomericas de Poli (acido glicélico) (PGA) e (poli(acido lactico) (PLA). O acido
lactico apresenta maior hidrofobicidade que o acido glicélico, como consequéncia 0s
copolimeros de PLGA ricos em &cido lactico sdo menos hidrofilicos, absorvem

menos agua, e, consequentemente, degradam-se mais lentamente.

O O CH;

//\ /\\/\/\/\f\/‘//\
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Figura 3.10. Estrutura do PLGA (BARBANTI, 2005).

A degradacdo do PLGA também ocorre por meio da hidrélise. A vantagem
deste biopolimero estda no controle da variagdo das propor¢cdes dos seus
mondmeros, pois proporcdes diferentes irdo resultar em tempos de degradacao
diferentes, assim pode se escolher a propor¢cdo adequada para cada tipo de
aplicacéo especifica. Durante a hidrolise do PLGA ocorre a quebra da molécula em
suas unidades monoméricas: acido lactico e acido glicélico. Estes sao eliminados do

corpo por vias metabdlicas.
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Assim como o PCL, o PLGA também elimina a necessidade de procedimento
para remocdo do implante devido a sua biodegradabilidade, por este motivo € um
dos materiais extensamente investigados para confeccao de tubos para regeneracéo
do nervo. O PLGA permite a troca de nutrientes devido a sua microporosidade, € de
facil producdo, apresenta baixa resposta inflamatoria. Possui propriedades
mecanicas que Ihe conferem uma resisténcia no procedimento de sutura. O tipo de
PLGA utilizado varia conforme o objetivo do estudo, sendo encontrados na literatura
relatos de uso 50:50 (PLA:PGA) (PIQUILLOUD et al., 2007; MADDURI et al., 2010),
75:25 (Oh et al., 2008; He et al.; 2009), 85:15 (HADLOCK et al., 1999; CHANG et al.,
2005) e 90:10 (CHANG et al., 2007).

3.4.4. Preparacgao de blendas de PCL/PLGA e aplicacdes

Diferentes técnicas para preparacdo de filmes de PCL e PLGA foram
testadas. Uma alternativa € o uso do eletro-spinning, que permite a obtencédo de
fibras finas, da ordem de alguns nanbmetros, permitindo a funcionalizagcdo para
diferentes aplicacdes, propriedades mecanicas superiores e facil processamento.
Filmes de PCL/PLGA foram produzidos através desse método, comprovando que a
adicao de PLGA melhora as propriedades mecanicas, pois, este é mais quebradico
enquanto o PCL mais flexivel. Além disso, dependendo da propor¢do utilizada de
ambos, verifica-se melhora na biocompatibilidade, adesdo e proliferacdo celular
(THI; LEE, 2010).

A combinacgéo das propriedades fisico-quimicas do PCL e do PLGA mostra-se
como uma alternativa promissora na engenharia de tecidos, com potencial para
fabricar morfologias de superficies Unicas, como padrées de micropontos,
relativamente hidrofilicas, melhorando a adeséo celular e proliferacdo. Testes
mostraram que células de osteoblastos humanos tem bom crescimento quando
esses micropontos sdo formados por agregados de PLGA, que ao degradarem
produzem estruturas porosas, favorecendo a deposicdo de proteinas e
biomoléculas. A proporcdo de PLGA adicionado a essas blendas é uma forma

eficiente de controlar a adesédo das células ao material (TANG; HUNT, 2006).
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Devido a todas as caracteristicas apresentadas, este trabalho propée como
tema de investigacdo a utilizacdo de PDMS e blendas de PCL/ PLGA na producao
de filmes com microestruturas de diferentes tamanhos de largura entre canais
longitudinalmente alinhados, visando possivel uso como condutor para guia de
regeneracdo nervosa. Os sistemas construidos combinariam os beneficios da
técnica de guiamento do crescimento celular através da microestruturacdo com as
propriedades inerentes a cada um dos materiais (ou combinacdes de materiais)
empregados na confeccdo dos mesmos, visando criar uma alternativa para o

tratamento de ferimentos do nervo periférico.
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4.1. Materiais
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No quadro 4.1 sdo apresentados o0s reagentes utilizados na confeccdo dos

filmes de blendas de PCL/PLGA e PDMS.

Quadro 4.1. Reagentes utilizados.

Reagentes Marca
PLGA Comercial — PLGA (85:15 - Poli(acido lactico-co-acido glicolico) PURAC
Policaprolactona (Mn 80,000) Cﬁg:i(':srt]ry
Cloroférmio Synth
Solucéo tampéo fosfato salino (PBS) Merck
Sylgard® 184 Silicone Elastomer KIT Sylgard

O PLGA foi armazenado em freezer ( -8 a -15 ) dentro de tubos schlenks sob

atmosfera de nitrogénio.

4.2. Métodos

4.2.1. Molde microestruturado

Para confeccdo dos filmes microestruturados foi utilizado molde de silicio

(figura 4.1) fabricado pelo processo de fotolitografia no Centre Inter-universitaire de

Recherche et d’'Ingéniere des Matériaux (CIRIMAT) e cedido pela pesquisadora da

Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne (EPFL), Dra. Amelie Béduer. Possui

cerca de 8 cm de largura por 2,5 cm de comprimento e conta com quatro diferentes

estruturas de canais microestruturados que variam em sua largura entre 5-20 um,

sendo que todos os canais tem 25 um de altura. Cada uma dessas microestruturas

esta distribuida no formato de um retangulo de 0,9 x 1,2 mm.
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5um 10 pm 15 um 20 pm

Figura 4.1. Molde de silicio microestruturado.

4.2.2. Preparacao dos filmes de PDMS

Os filmes de silicone foram preparados a partir da mistura da solugao base de
oligbmeros de PDMS com o agente de cura (10:1) do KIT Sylgard® 184 Elastomer, a
qual foi distribuida sobre a superficie do molde (Figura 4.1) e deixada sob acéo do
vacuo para remocao de eventuais bolhas. O material é, entéo, levado a estufa a
100<C por 30 minutos. Apoés resfriamento, o filme é removido do molde, com auxilio
de um cortador e pinga.

4.2.3. Preparagéao dos filmes de PCL e PCL/PLGA microestrut  urados e
lisos

Através da técnica da evaporacdo do solvente foram preparados filmes com
as blendas de PCL/PLGA de diferentes razdes: 100, 90/10, 80/20 e 70/30 (esquema
de fluxograma da figura 4.2). Todas as misturas foram solubilizadas em cloroférmio
(10% m/v), deixadas em ultrassom de 40 kHz (Unigue, modelo USC-1600) a
temperatura ambiente por 3 horas e posteriormente distribuidas sob a superficie do
molde de silicio. ApoOs a lenta evaporacao do solvente em temperatura ambiente os
filmes foram removidos com auxilio de pinga. Também foram preparados filmes lisos
(sem microestruturas) utilizando-se placas de petri de vidro (5,5 cm de diametro)
como molde e com as mesmas condi¢cdes entre as blendas de PCL/PLGA utilizados

para a confeccao dos filmes microestruturados.
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Figura 4.2 Fluxograma de tipos de filmes preparados a partir de misturas de PCL/PLGA.

4.2.4. Ensaios de degradacao hidrolitica

O ensaio de degradacéo in vitro dos filmes foi realizado com base na norma
ASTM F1635 - 11 (2011). Este ensaio destina-se a auxiliar a avaliacdo da taxa de
degradacao (perda de massa) e as alteracbes no material ou propriedades
estruturais, ou ambos, de materiais poliméricos utilizados em implantes cirargicos

gue sofrem hidrélise.

Os filmes foram cortados em circulos de 0,5 cm de didmetro e colocados em
tubos falcon contendo 5 mL de solu¢do tampéo fosfato salino (PBS) a 37 °C em
equipamento com termostato com agitacdo de 60 rpm. O equipamento utilizado para
realizar o ensaio de degradacdo é uma mesa agitadora, modelo MA-140/CF -

Marconi, com controle da temperatura e niveis de agitacao.

As amostras foram feitas em triplicata e retiradas apés 7, 14, 28, 45 e 90 dias.
Apés, cada periodo, as amostras foram retiradas da incubadora e lavadas com agua

destilada para retirada de residuos de sais. Em seguida, foram feitas a pesagem de
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massa Umida. Apos a secagem sob vacuo, foram pesadas novamente até obterem

um valor de massa constante.

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. Foram aferidas dez vezes a espessura de cada filme para a reducédo da

incerteza estatistica.

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

4.3. Técnicas de caracterizacao

As caracterizagbes dos filmes de PDMS e PCL/PLGA preparados foram
analisadas pelas técnicas de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), microscopia eletrbnica de varredura (MEV), analise
termogravimétrica (TGA), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e microscopia
de forca atomica (AFM), com o intuito de verificar a morfologia, propriedades

térmicas e estruturais do material obtido.

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

As estruturas moleculares dos materiais confeccionados foram determinada
por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) com o
objetivo de verificar a obtencdo do material desejado por meio da identificagcdo das
ligacdes quimicas dos grupos funcionais presentes nos polimeros. As amostras
foram analisadas utilizando um acessorio de ATR (acessorio de refletancia
atenuada). Os espectros de absorcédo no infravermelho (IV) foram obtidos em
equipamento Perkin-Elmer modelo Spectrum 100 no intervalo de regido de 4000 a
650 cm-1, com resolucédo de 4 cm-1, utilizando-se amostras em forma de filme de

espessura de 200 a 300 pm.
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4.3.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise da superficie das amostras € necessaria para identificar a formacgao
das microestruturas alinhadas longitudinalmente na superficie dos filmes de PDMS,
PCL e PCL/PLGA e posteriormente para avaliacdo dos efeitos da degradacao das
estruturas confeccionadas, um dos objetivos deste trabalho.

As analises foram feitas num Microscépio Eletrébnico de Varredura por
emissdo de campo (MEV-FEG) no modo de elétrons secundarios (SE) equipado
também com um equipamento FEI Inspect F50 com auxilio de Espectrébmetro de
Raios-X por Energia Dispersa (EDS). Todas as amostras foram preparadas na forma
de filme e metalizadas com ouro. As imagens de MEV-FEG foram realizadas no

Laboratorio de Microscopia e Microanalises (LaCEMM da PUCRS).

4.3.3. Analise Termogravimétrica

As analises termogravimétricas (TGA), foram realizadas para verificar a
estabilidade térmica das amostras de PCL/PLGA. As analises de TGA e DSC foram
feitas no Laboratorio Multiusuéario de Andlise Térmica - LAMAT na UFRGS, utilizando
o aparelho SDT Q600 TA Instruments no Laboratorio Multi-Usuarios de Analises
Térmicas (LAMAT) da UFRGS. As amostras de PCL e PCL/PLGA foram aquecidas
de 20 a 600 T com fluxo de Nitrogénio (100 ml.min ™) a uma taxa de aquecimento
de 10 °C min ™.

4.3.4. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As temperaturas de fusao (Ty), cristalizacéo (T.) e entalpia de fusdo (AH;) dos
materiais foram determinadas em um equipamento de DSC da TA Instruments,
modelo Q20, em um intervalo de temperatura de 0°a 220T. As analises de DSC
foram realizadas em ciclos de aquecimento/resfriamento com taxa de 10T/min.
Pesou-se aproximadamente 4 mg de amostra em panela normal de aluminio. As T,
e AH; foram obtidas no 2° ciclo de aquecimento e T. em relacdo a etapa de

resfriamento. As analises foram feitas em triplicada no LAMAT da UFRGS.
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O grau de cristalinidade foi obtido através da equacdo 4.1 (QUENTAL et al,
2005):

AH
%y, = ——2—x100 4.1

1%

onde %X é o grau de cristalinidade em porcentagem, AH; € a entalpia de fusdo das
amostras obtidas por DSC e AHjg09 € a entalpia de fusdo do PCL 100% cristalino,
cujo valor é igual a 136 J/g (KESEL, et al, 1997).

4.3.5. Microscopia de forca atbmica (AFM)

A microscopia de forca atdbmica auxilia na caracterizacdo da morfologia das
amostras, fornecendo detalhes da topografia, com medidas da rugosidade da
superficie, do tamanho das microestruturas, além da distribuicdo de fases em
blendas. As andlises de AFM foram realizadas no modo de tapping, usando um
Bruker Dimension Icon PT equipado com uma sonda Scanasyst-air (Bruker,
frequéncia de ressonancia de 70 kHz e uma constante de mola de 0,4 N/m). O
equipamento foi calibrado antes das medicdes de amostras. A area varrida nas
imagens foi de 10 x 10 pm? com uma resolucdo de 512 linhas por &rea
(LabCEMM/PUCRS).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Preparacdo e caracterizacao dos filmes de PDMS

Neste trabalho, filmes de PDMS contendo canais microestruturados foram
preparados. Este material foi escolhido por ser um padrdo entre os implantes
fabricados para reparacdo do nervo, possibilitando uma comparacdo com o0s
produtos disponiveis na atualidade. Foram empregados moldes de silicio utilizando a
metodologia de mistura da solugédo base de oligdbmeros com agente de cura. A figura
5.1 mostra o aspecto dos filmes produzidos, sendo possivel diferenciar visualmente
as areas com 0s quatro tipos diferentes de microestruturas produzidas a partir de
cada filme fabricado.

Figura 5.1. Filme de PDMS com microestruturas de diferentes tamanhos de canais.

A morfologia das amostras preparadas foi analisada por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) a fim de verificar a similaridade dos filmes preparados
com o molde utilizado. A figura 5.2 mostra que foram obtidas estruturas
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longitudinalmente alinhadas na superficie do material, com diferentes larguras entre
0S canais, com valores proximos aos do molde: a) 5 um; b) 8,84 um; ¢) 13,5 um e d)
18,65 um. Também é possivel observar que a largura na parte mais profunda do
canal é igual a largura da parte mais alta. Imagens do corte lateral dos filmes (figura
5.3) comprovam que todos possuem a mesma altura, em torno de 24 um,
independente da variagédo da distéancia entre os canais. Desta forma, apenas o efeito
da largura do canal influenciara em estudos futuros para constatacdo de qual
membrana promove um melhor crescimento celular durante o processo de

regeneracao.

Electron Image 4

WD |det HV
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WD | de —1 1 111]
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Figura 5.2. Imagens de MEV de filmes de PDMS com microestruturas obtidas a partir de moldes com

diferentes tamanhos de canais do molde: a) 5 um; b) 10 um; ¢) 15 um e d) 20 pum.
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Figura 5.3. Imagens de MEV dos cortes laterais dos filmes de PDMS com microestruturas obtidas a

partir de diferentes tamanhos de canais do molde: a) 5 um; b) 10 um; ¢) 15 um e d) 20 um.

Esses resultados indicam que a técnica empregada para a fabricacdo dos
filmes se mostrou conveniente, pois € rapida, simples e de alta reprodutibilidade,
resultando em filmes microestruturados numa &rea de aproximadamente 1 cm2 A
espessura do filme produzido foi controlada através da pesagem da massa de
mistura adicionada ao molde antes do aquecimento em estufa. Nao foi verificada
diferenca nas estruturas dos filmes produzidos neste trabalho em comparacéo aos
produzidos por outras técnicas, como spin-coating (BEDUER et al., 2011;
JACCHETTI et al., 2014).

5.2. Preparacgao e caracterizacao dos filmes de PCL/PLGA
Os filmes com as blendas de PCL/PLGA lisos e microestruturados foram

obtidos pelo método de evaporacdo do solvente, conforme descrito no item 4.2.2

deste trabalho. A figura 5.4 mostra o aspecto visual dos filmes. Apesar da
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opacidade do material, ainda € possivel diferenciar as quatro diferentes areas
microestruturadas nas superficies dos filmes produzidos por evaporacdo no molde
(Figura 5.4 item a).

Figura 5.4. Filmes de PCL e PCL/PLGA: a) filmes produzidos em molde microestrturado e b) filme

produzido em placa de petri (liso).

Assim como os filmes de PDMS, os filmes de PCL apresentaram canais com
dimensdes compativeis com as do molde de silicio utilizado para sua fabricacgéo,
como mostra a figura 5.5, que detalha as larguras de filmes de PCL. Através da
técnica escolhida para realizar os experimentos, foram obtidos os seguintes
resultados aproximados de largura dos canais: a) 5,4 um; b) 10 um; 13,9 um e d)
20,1 pm.
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Figura 5.5. Imagens de MEV mostrando as larguras dos canais em filmes de PCL produzidos com

molde de silicio microestruturado: a) 5 um; b) 10 um; c) 15 pm e d) 20 pm.

Nas imagens de microscopia eletronica de varredura foi possivel observar a
formacao de dominios esferuliticos na superficie dos filmes lisos, como mostra a
figura 5.6 itens a e b, em diferentes ampliacdes. Além disso, na mesma figura, é
possivel perceber que os filmes produzidos por evaporacdo no molde
microestruturado, itens ¢ e d, também apresentam tais dominios esferuliticos,
portanto, a microestruturacdo ndo afeta o padrdo de crescimento das fibrilas e a

formacéo dos esferulitos.
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Figura 5.6. Imagens de MEV mostrando a estrutura dos esferulitos em filmes de PCL: a) e b) mostram

a formacéo dos dominios nos filmes lisos enquanto c) e d) nos filmes microesturados.

A morfologia dos filmes é modificada conforme a variagdo da razéo entre as
guantidades de polimeros que constituem a blenda é alterada (TANG; RHODES;
HUNT, 2007). Quando apenas policaprolactona é utilizada observa-se a formacao de
esferulitos, estruturas tipicas dos polimeros semicristalinos, nas quais as fibrilas
cristalinas dos polimeros crescem radialmente em direcdo de um nucleo, dando

origem a agregados cristalinos de formato esferoidal (ALVES, 2009).

A adicdo de PLGA na confeccdo dos filmes de matriz majoritaria de PCL,
independentemente da proporgcao utilizada, altera esse padrdo de crescimento e

ordenamento dos esferulitos. Isto ocasiona o desaparecimento do ordenamento
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radial da microesfera formada (Figura 5.7), e aparecimento de novas estruturas de
conglomerados de microesferas de formato arredondado e aparéncia mais lisa.
Resultados similares foram observados em filmes de PCL/PLGA produzidos pelo
método de evaporacao utilizando PLGA 65:35, nos quais essa aparéncia mais lisa
fica ainda mais acentuada, com o desaparecimento da ponta no centro das esferas
(TANG; CALLAGHAN; HUNT, 2005).

Figura 5.7. Microscopia 6ptica comparando filmes de PCL/PLGA: a) PCL puro; b) PCL/PLGA 80:20.

Além disso, o PLGA aparece na forma de pontos ou circulos, que ficam
maiores conforme a proporcao de PLGA adicionado aumenta de 10 para 20%, como
mostra a figura 5.8. Isso indica uma limitacdo na quantidade de PLGA adicionado,
gue tende a formar agregados maiores ao invés de se dispersar na matriz

polimérica.
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Figura 5.8. Imagens de MEV comparando filmes de PCL/PLGA: a) PCL puro; b) PCL/PLGA 90:10; c)
PCL/PLGA 80:20; d) PCL/PLGA 70:30.

As imagens de AFM (figura 5.9) mostram na amostra de PCL puro o
crescimento ordenado das fibrilas do polimero, que também podem ser observados
na imagem de PCL/PLGA 90:10, formando reentrancias na superficie, com
pequenas ondulagbes. Os poros verificados na figura 5.9 item b podem ser
provenientes do processo de evaporacao do solvente na fabricacdo dos filmes.
Estas estruturas se formam naturalmente, mesmo com a utilizacdo de outros
solventes, e por elas se iniciara o processo de degradacdo do material (SUN;
DOWNES, 2009). Ja na figura c realizada com amostra de PCL/PLGA 70:30 é
possivel identificar o aparecimento de estruturas esféricas aglomeradas, resultantes
da adicdo de PLGA a blenda. Ao observar a figura 5.10 de AFM da mesma amostra
abrangendo uma regido maior, constata-se que esses aglomerados estao dispersos

na matriz polimérica.
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Figura 5.9. Comparacéao entre Filmes de PCL/PLGA por AFM: a) PCL puro; b) PCL/PLGA 90:10; c)
PCL/PLGA 70:30.

500.0 rm

1
0.0 1: Height 50.0 pm

-500.0rm

Figura 5.10. Imagem de AFM de amostra de PCL/PLGA 70:30.

Foram obtidas através da técnica de AFM os valores de rugosidade
quadratica media (Rg), que acentua o efeito dos valores que se afastam da media e
rugosidade média (R,) (ALVES, 2011). A partir dos dados apresentados na tabela
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5.1 é possivel perceber a tendéncia de aumento da rugosidade com adi¢cdo de PLGA

a mistura. Isso se deve ao formato esférico dos agregados de PLGA que surgem na

superficie da amostra.

Tabela 5.1.Medidas de rugosidade das blendas de PCL/PLGA.

Amostras Rq (nm) Ra (nm)
PCL 100:0 36 28
PCL/PLGA

90:10 91 76
PCL/PLGA

20:30 132 93

As propriedades térmicas dos

sistemas poliméricos preparados foram

avaliadas TGA. A figura 5.11 apresenta o perfil de degradacdo com o aumento da
temperatura dos filmes de PCL e blendas de PCL/PLGA 90:10, 80:20 e 70:30.
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Figura 5.11. DTGA dos sistemas poliméricos.

O filme de PCL puro apresentou maior estabilidade térmica quando

comparado aos sistemas em que houve adicdo de PLGA. Quanto maior a

guantidade de PLGA adicionado as blendas, menor a estabilidade térmica,

comportamento ja esperado devido a menor temperatura de fusdo do PLGA quando
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comparado ao PCL. As curvas termogravimétricas dos materiais mostram que todos
0s sistemas preparados possuem boa estabilidade térmica até a temperatura de
300C, com acentuada perda de massa entre 300 a 450 C. Este fendmeno
relaciona-se a quebra das cadeias dos polimeros, resultando em residuos que

variaram entre 0,10 e 2%.

E possivel observar a ocorréncia de dois eventos de degradaco térmica nas
amostras de blendas de PCL/PLGA, um em torno de 300C decorrente da
degradacdo do PLGA, que ocorre numa Unica etapa, e outro que inicia por volta de
370C proveniente da degradacdo do PCL. No caso do PCL puro ,embora estudos
indiguem que a degradacao do PCL ocorre em apenas uma unica etapa (AOYAGI,
2002), Persenaire et al (2001) sugeriu a existéncia de duas etapas na degradacéo
desse material realizando estudos de TGA de alta resolugdo simultaneamente
acoplado a um espectrometro de massa e FTIR. De acordo com seus resultados, a
primeira etapa do mecanismo consiste na ruptura aleatéria das cadeias de poliéster
por reacdo de eliminacéo cis, produzindo H,O, CO; e acido 5-hexandico. A segunda
etapa consiste no processo de despolimerizagcdo no fim das cadeias com grupos
hidroxila para formar a e-caprolactona. Embora esses estudos tenham sido
realizados com diferentes técnicas, ele demonstra que sinais dessa divisdo de
etapas podem ser encontrados em analise pela técnica convencional de TGA,
dependendo das condicbes, como fluxo do gas e taxa de aquecimento, do

experimento.

As curvas termogravimétricas dos materiais mostram que todos os sistemas
preparados possuem boa estabilidade térmica até a temperatura de 300C, com
acentuada perda de massa entre 300 a 450C. Este fe nbmeno relaciona-se a quebra
das cadeias dos polimeros, resultando em residuos que variaram entre 0,10 e 2%.

As andlises de DSC (tabela 5.2) mostraram que nao existe variacao
significativa na temperatura de fusdo (T, das blendas produzidas, quando
comparada a caracteristica do PCL puro. Entretanto é possivel observar a
diminuicado do grau de cristalinidade (%X;) das amostras conforme adicdo do PLGA,

por este se tratar de um polimero amorfo.
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Tabela 5.2.Dados calorimétricos das blendas de PCL/PLGA.

Amostras | Tm () AH; (J/9) %X ¢
PCL 100:0 53 62 46
POPIOA 53 59 43
Pcé' (/)I:DZLOGA 52 56 41
PCLIPGA 53 46 34

A espessura dos filmes preparados foi aferida a fim de padronizar a
confeccao dos filmes preparados, para que este fator ndo influenciasse no processo
de degradacado. Foram realizadas dez medi¢des na superficie de cada amostra para
reduzir os erros eventuais. A tabela 5.3 resume os valores das médias das
espessuras das amostras. O controle desse parametro é dificultado devido a
viscosidade da solucéo de PCL/PLGA, ocasionando a perda de substancia na troca

do recipiente de preparagéo para o molde ou placa de petri na qual € evaporado.

Tabela 5.3.Medidas de espessura das blendas de PCL/PLGA.

Amostras Espessura
(Hm)

PCL 100:0 320 + 22
PCL/PLGA

90:10 280 + 33
PCL/PLGA

80:20 269 +10
PCL/PLGA

70:30 170 £ 13

5.3. Ensaios de degradagéao

Foram realizados ensaios de degradacdo com o0s sistemas poliméricos
PCL/PLGA. Estes ensaios tem como finalidade comparar o comportamento das

diferentes blendas preparadas em relagcdo aos tempos de degradacéo. Em cada
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periodo de degradacgdo (7, 14, 28, 45 e 90 dias) as amostras em triplicatas foram
secas e pesadas até a obtencdo da massa constante. A porcentagem da perda de
massa foi calculada utilizando a equacéo 5.1. (LI; CHANG, 2005):

(5.1)

PD—PI’) % 100
0

Perda semassa =

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

massa seca apos cada tempo de degradacéo.

Em ensaios de degradacgéo, o processo de erosdo do polimero pode-se dividir
em erosdo volumica e erosao superficial. No primeiro, a cisdo da cadeia polimérica
ocorre ao longo da amostra e a reducéo do peso molecular ocorre a partir do inicio
do processo de degradacao, enquanto que a perda de massa normalmente ocorre
posteriormente. Enquanto isso, na superficie, ocorre perda de tamanho e massa
desde o inicio, porém sem alteracdo de peso molecular e propriedades mecanicas.
Nesse processo a taxa relativa a perda de massa € proporcional a area superficial
(DE BOER, 2008). Isso indica que a perda de massa observada no inicio do ensaio
deve-se, provavelmente, ao processo de erosao superficial.

Na comparagdo entre ensaios in vivo e in vitro, além do processo de
degradacao hidrolitica, outro fator que acarreta na perda de peso molecular € a
influéncia dos radicais livres de oxigénio e de outras espécies geradas pelas células
inflamatoérias. Normalmente mais rapidos, os processos de degradacao in vivo ainda
contam com a contribuicdo dos transportes passivos de mondémeros e oligdmeros

por dissolucao e difuséo, e ainda transporte ativo por fagoécitos (DE BOER 2008).

O mecanismo de perda de massa do PCL varia de acordo com diversos
fatores. Amostras de PCL com grau de cristalinidade alto apresentam menor taxa de
degradacédo, devido a organizacdo de suas cadeias. Outro fator importante é o
tamanho e a homogeneidade dos esferulitos presentes na superficie da amostra,
pois quanto maiores e mais desorganizados, mais rapido ocorre a degradacao
(MOCHIZUKI et al, 1995; JANG et al, 1997; CHO et al, 2003; HOU et al, 2007). Além
disso, o tamanho e a espessura da amostra influenciam na quantidade de agua que

penetra na amostra acelerando o processo de hidrélise (BOLGEN, 2005). Isso
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explica as diferengas encontradas na comparagdo de estudos com 0 mesmo
material. Por exemplo, Aires (2012) ndo reportou perda de massa durante as
primeiras 6 semanas de ensaio com filmes de PCL produzidos por eletrofiacéo,
enquanto que Tang et al (2006) constataram perda de aproximadamente 1% para

filmes de PCL em ensaio de degradagéo de 7 dias.

A figura 5.12 apresenta o grafico comparando o comportamento de perda de
massa das matrizes lisas e microestruturadas produzidas somente com PCL que
foram submetidas a degradacdo. E possivel perceber que ndo ha tendéncia de
mudanca significativa de comportamento entre as amostras do mesmo grupo (lisas e
microestruturadas preparadas com mesma concentracdo) para o0 mesmo tempo de
degradacao. As variacbes encontradas na perda de massa entre os periodos
observados podem ser explicados pela forma com PCL degrada, iniciando pela fase
amorfa, seguida pela redugcéo do tamanho da cadeia molecular e da fase cristalina
antes de perder massa. Entretanto, esse grupo de amostras foi 0 que obteve os
maiores valores de desvio padrao, dificultando a comparacdo entre os resultados.
Uma das possiveis causas foi a obtencdo da massa final das amostras a partir de
medidas das amostras secas a temperatura ambiente, que mesmo apos a secagem
sob vacuo poderiam acumular certa umidade alterando a massa final medida.
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Figura 5.12. Gréafico do comportamento de perda de massa em fungéo do tempo de filmes de PCL.
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Os diferentes filmes preparados com a blenda de PCL/PLGA 90:10 (figura
5.13) apresentam a mesma tendéncia de ndo modificacdo da perda de massa para
amostras de um mesmo tempo, entretanto 0s valores para 0s cinco tempos
avaliados foram maiores em comparagcdo com os resultados obtidos do PCL puro.
Em geral, utiliza-se a proporgéo dos polimeros adicionados a blenda para controlar o
balanco entre as propriedades hidrofilicas e hidrofébicas e sua parte amorfa e
cristalina, obtendo taxas de degradacdo que podem variar de meses até anos
(LUCCHESI et at 2008). O PLGA (85:15) naturalmente tem maior taxa de
degradacdo que o PCL, acelerando o processo conforme € adicionado as blendas.
Novamente, o tempo de 45 dias de degradacgéao foi 0 que apresentou a maior perda

de massa em comparacdo aos demais tempos estudados.
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Figura 5.13. Grafico do comportamento de perda de massa em fungéo do tempo de filmes de
PCL/PLGA 90:10.

No grupo de amostras preparadas com PCL/PLGA 80:20 um comportamento
diferente foi verificado para o tempo de degradacdo de 14 dias, conforme dados
apresentados na figura 5.14, indicando um ganho de massa ao invés de perda
conforme processo de degradacédo. Este fato pode ser explicado pelo acumulo de
sais da solucdo de PBS na qual a amostra fica imersa durante o ensaio, nos poros
formados durante a degradacao da porcdo de PLGA do filme. Estes sais podem ter

permanecido mesmo apos processo de lavagem. Tal comportamento ja foi verificado
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em ensaios de degradacédo com a utilizacdo de meio de cultura, que fornecem um
ambiente complexo com a presenca de proteinas e aminoacidos, entre outros
componentes, que mostraram a tendéncia de se acumular nos primeiros dias de
degradacdo, ocasionando um comportamento de ganho para posterior perda de
massa, dentro do periodo de 28 dias de degradacao (TANG; HUNT, 2006).
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Figura 5.14. Gréafico do comportamento de perda de massa em fungéo do tempo de filmes de
PCL/PLGA 80:20.
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Figura 5.15. Grafico do comportamento de perda de massa em fungéo do tempo de filmes de
PCL/PLGA 70:30.

O comportamento de perda de massa das amostras preparadas de
PCL/PLGA 70:30 pode ser observado no grafico apresentado na figura 5.15.
Novamente observa-se que nao existe uma tendéncia definida com relacéo a perda
de massa para amostras de mesma composi¢cdo e com microestruturas de diferentes
tamanhos para um mesmo tempo de degradacdo. Ao contrdrio do ensaio com
amostras de PCL/PLGA 80:20 nao foram observados valores negativos (ou seja,
ganho de massa) para as amostras de 14 dias. Novamente observa-se uma perda
maior de massa nas amostras submetidas ao ensaio no tempo de 45 dias em

comparacao as de 90 dias, comportamento ja discutido nos paragrafos anteriores.

A figura 5.16 resume o comportamento de perda de massa das amostras
fazendo uma comparacdo apenas com relacdo a composicdo das blendas
preparadas. Nela fica evidente a tendéncia de aumento do processo da degradacao
conforme o PLGA ¢é adicionado a mistura, nos tempos de 7, 28 e 45 dias. Devido ao
comportamento diferenciado de parte das amostras para o tempo de 14 dias de
degradacédo, ja discutido anteriormente, ndo foi possivel perceber a mesma
tendéncia para este grupo, necessitando que um novo estudo de degradacédo seja

realizado para a mesma. Para amostras de 90 dias de ensaio, foi verificada a
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mesma tendéncia dos ensaios anteriores, entretanto de forma ndo tdo acentuada,

como nas amostras de 45 dias.
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Figura 5.16. Gréafico do comportamento geral de perda de massa em funcéo do tempo de filmes de
PCL/PLGA.

Uma possivel explicacdo para a diminuicdo da perda de massa das amostras
no periodo de 90 dias quando comparadas ao grupo de 45 dias, € o acumulo de sais
nas amostras de 90 dias, mesmo apos o processo de lavagem, como mostra a figura
5.17. Devido ao tempo de exposi¢cao dos filmes a solucdo de PBS e ao aumento da
porosidade do material com o processo de degradacdo, essas estruturas se
acumularam na superficie de alguns filmes, ocasionando num aumento da massa
guando na pesagem das amostras, indicando que nao houve perda de massa na

comparacao com o valor medido antes do ensaio.
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Figura 5.17. Imagem de MEV de filme de PCL/PLGA 90:10 ap6s tempo de degradacéo de 90 dias em

gue se observa acumulo de sais apo6s lavagem.

Os filmes de PCL e PCL/PLGA degradados foram analisados pela técnica de
ATR/FT-IR, importante ferramenta na caracterizacdo de polimeros, fornecendo
informacBes sobre composicdo, estrutura conformacional e forcas interatdmicas
associadas as ligacdes de valéncia ou interacdes moleculares. Na figura 5.18 estéo
destacadas as principais bandas que caracterizam os polimeros utilizados.
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Figura 5.18. Espectro dos filmes de PCL e blendas de PCL/PLGA.

As bandas caracteristicas das deformagfes axiais assimétricas de CH e CH,
podem ser observadas em 2943,1 cm™, enquanto as deformacdes axiais simétricas
podem ser observadas em 2865 cm™. Em 1722,5 cm™ é possivel observar um
intenso pico que corresponde a deformacao axial da carbonila (C=0) do grupo éster,
principal caracteristica do PLGA e do PCL. Em 1470 cm™ observa-se a deformagées
angulares simétricas do plano das ligacdes CH e CH,. O sinal em 1240 cm™ se
refere as vibracdes de deformacao axial de C-O do éster, que correspondem a duas
vibracdes assimétricas acopladas C—C(=0) —O e O—C—C (CUNHA, 2012). O sinal
por volta de 731,9 cm™ refere-se & ligacdo C-Ct indicando presenca de cloroférmio

na amostra.

E possivel constatar possiveis efeitos da degradacdo nos fiimes de PCL
através da comparacao entre as imagens de MEV-FEG das amostras de filmes com

canais de 5 um antes e ap0s o ensaio de degradacdo, como mostra a figura 5.19.
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Observa-se o surgimento de poros nas regides da amostra destacadas ao longo da
superficie do material, com eventual surgimento de alguns poros de maior diametro,

que poderiam ser resultado do processo de degradacéo dos filmes.
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Figura 5.19. Imagens de MEV de filmes microestruturados em molde com canais de 5 um: a) PCL

puro antes da degradacéo, b) e ¢) PCL puro ap6s degradacédo de 90 dias.

Imagens de micrografia eletrénica de varredura dos filmes de PCL/PLGA com
diferentes concentracoes (figuras 5.20, 5.21 e 5.22), comparando amostras antes da
degradacdo e apos periodo de 90 dias de ensaio, indicam o aparecimento de
pequenos poros na matriz, que podem ser resultado do inicio do processo de
degradacao da porcao de PLGA do filme. Esse processo de degradacao teria inicio
nas regides porosas resultantes do processo de fabricacdo dos filmes e pontos de
acumulo de PLGA.
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30 pm

Figura 5.20. Imagens de MEV de filmes de PCL/PLGA 90:10 microestruturados em molde com

canais: a) antes da degradacéo, b) e c) apos degradagédo de 90 dias.



66

b)

¥ AP C Ty =SS

IS - ST

Figura 5.21. Imagens de MEV comparando amostras de PCL/PLGA 80: 20 antes e ap6s degradacédo

de 90 dias: a) antes do ensaio, b) e c) pés degradacao.
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Figura 5.22. Imagens de MEV comparando amostras de PCL/PLGA 70:30 antes e ap6s degradacao

de 90 dias: a) antes do ensaio, b) e ¢) pos degradacao.

N&o foi possivel, através da analise das micrografias, constatar diferenca no
processo de degradagcao entre as blendas preparadas com diferentes razdes de
PCL/PLGA. Isso se deve a proximidade dos percentuais de perda de massa
encontrados no ensaio, indicando que estudos com tempos superiores ao avaliado
neste trabalho devem ser realizados com o objetivo de avaliar a influéncia da adi¢cédo
de PLGA.

Outro indicativo de aparecimento de poros na superficie das amostras apos o

7z

processo de degradacdo é a comparacdo de imagens de AFM realizada entre
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amostras de mesma composi¢cado (PCL/PLGA 100), antes e apds o ensaio (figura
5.23). Foi possivel identificar regibes com esse tipo de formagéo, que podem ser
poros surgidos no processo de preparacao, durante a evaporacédo do solvente, que

aumentaram de tamanho devido a degradacdo do material.
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Figura 5.23. Imagens de AFM comparando amostras de PCL puro antes e apos degradacédo de 90

dias: a) antes do ensaio, b) pés degradacao.

Estudos relatam que problemas na avaliacdo da degradacéo para intervalos
de tempo similares aos realizados nesse estudo sdo comuns, devido ao acumulo de
massa em testes realizados com poliésteres (LARRANAGA et al, 2014; TANG:
HUNT, 2006). Estudos com PCL puro até o periodo de 132 dias indicaram uma
tendéncia de perda de massa maior apos o periodo de 76 dias, quando aumenta a
guantidade de agua absorvida pelo material. Com relagéo a estudos utilizando PLGA
a variacdo da perda de massa no ensaio de degradacdo € maior, dependendo da
razdo de PLA:PGA utilizada, da técnica de fabricacdo escolhida, que podem levar a
perdas de massa significativas em periodos que variam de poucos dias até meses
de ensaio (MAKADIA; SIEGEL, 2011).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que as metodologias empregadas na producao
dos filmes de PDMS, PCL e blendas de PCL/PLGA foram eficientes com relacéo ao
propdsito inicial do trabalho, que era a producdo dos filmes microestruturados
longitudinalmente de forma simples e com reprodutibilidade.

As analises morfolégicas indicaram que o PLGA se dispersou na matriz
polimérica de PCL, evitando que o processo de degradagdo ocorra em pontos
especificos da matriz, j& que o PLGA tem uma taxa de degradagdo mais rapida que
o PCL.

Os ensaios de degradacgdo até o tempo de 90 dias indicaram que o tamanho
das microestruturas néo influencia no processo de degradacao dos filmes de PCL e
PCL/PLGA, mesmo quando comparados aos filmes lisos (sem microestruturas).
Além disso, foi possivel constatar através dos ensaios que a quantidade de PLGA
adicionado as blendas é uma forma de controlar a taxa de degradacéo das blendas,
possibilitando a confec¢cdo de materiais com diferentes tempos de degradacéo para

cada uso.

As imagens de MEV-FEG indicaram que o processo de degradacao pode ser
acompanhado através do surgimento de poros na superficie dos filmes submetidos

aos testes de degradacéo.

O principal desafio € encontrar uma combinacdo que alie os dois principais
parametros no controle da adesao celular: a largura ideal dos canais da
microestrutura e a proporcdo de PLGA adicionada ao PCL que ira reduzir a

hidrofobicidade e controlar a taxa de degradacao.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Na continuidade desse trabalho sugere-se:

Avaliar solventes diferentes do cloroférmio capazes de solubilizar ambos
polimeros (PCL e PLGA), a fim de testar a rugosidade do material produzido;

Utilizar PLGA com diferentes razdoes entre PLA:PGA, modificando a

degradacgéao das blendas;

Realizar ensaios de molhabilidade para verificar a capacidade do PLGA

adicionado as blendas de alterar a hidrofobicidade do material;

Avaliar a degradagcdo do material em sistemas mais dinamicos, como meios

de cultura, com a presenca de proteinas;

Avaliar da adesao celular e citotoxicidade dos filmes;

Ampliar do periodo dos ensaios de degradacao;

Testar outros formatos e tamanho de canais do molde de silicio.
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