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“Te podés caer 20 veces. Y te
volvés a levantar. Y que en la
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RESUMO

ALVIM VALENTE, Cristhiane. Sintese de nanofibras de polipirrol para potencial
aplicacdo em conduto biodegradavel para regeneracdo nervosa. Porto Alegre.
2014. Dissertacdo. Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Lesdes dos nervos periféricos por acidentes de trabalho ou doméstico sédo
comuns e suportes de polimeros biodegradaveis com funcao estrutural temporaria
para auxiliarem na regeneragdo de tecidos vivos lesados vém sendo explorados.
Polimeros condutores, como o polipirrol (PPy), também tém sido investigados devido
facilidade de sintese e biocompatibilidade.Condutos Atrtificiais de Orientagdo Neural
multifuncional com fatores de crescimento (FC) vém sendo estudados para
aperfeicoar a regeneracdo de feridas em nervos periféricos. O objetivo principal
deste trabalho € preparar compdsitos poliméricos de poli (acido lactico-co-acido
glicdlico) - (PLGA) com nanofibras de PPy capazes de atuarem como conduto guia
na regeneracdo de nervos periféricos. Nanofibras de PPy foram sintetizadas via
polimerizacdo quimica oxidativa com diferentes agentes dopantes. Filmes de
PLGA/nanofibras PPy/Tacromilus (FK506) foram preparados pelo método do
sanduiche por evaporacéo do solvente. As nanofibras de PPy foram caracterizadas
por FTIR, MEV, espectroscopia de impedancia elétrica e TGA. Também foi avaliada
a degradacao in vitro dos filmes compdsitos de PLGA/PPy. As nanofibras de PPy
com condutividade elétrica de 8.10™ S/cm foram obtidas com dopante &cido p-
toluenosulfénico (APTS) na razao [dop]:[Py] = 4 e na temperatura de 0°C. Filmes de
PLGA/PPy-nanofibras apresentam morfologia superficial irregular fibrosa com poros
aleatérios que podem servir de arcaboucos para o crescimento celular. A
degradacéo dos filmes PLGA/PPy nédo alteraram o pH do meio, houve aumento de
espessuras e as perdas de massas ficaram na faixa de 7-21 % até os 28 dias de
degradacéo avaliados. A adicdo das nanofibras favoreceu o processo de perda de
massa cerca de 4% para os filmes PLGA/PPy mais espessos (= 0,69 de PLGA) e

6% para filmes mais finos (0,2 g de PLGA) até os 28 dias de degradacéao.

Palavras-Chaves: nanofibras de polipirrol; nervos periféricos; poli (acido lactico-co-

acido glicdlico); nanocompaésito.



ABSTRACT

ALVIM VALENTE, Cristhiane. Synthesis of polypyrrole nanofibers for potential
application in biodegradable conduit for nerve regeneration. Porto Alegre. 2014.
Master. Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Injury of peripheral nerves of accidents at work or home are common carriers
and scallfolds of biodegradable polymers with temporary structural function to assist
in the regeneration of damaged living tissue are being explored. Conducting
polymers such as polypyrrole (PPy), have also been explored because of
biocompatibility to various cell types and ease of synthesis. Atrtificial Nerve Guidance
Conduits with multifunctional growth factors (GF) have been studied to improve the
regeneration of injured peripheral nerves. The main objective is to prepare polymer
composites of poly (lactic - co - glycolic acid) - (PLGA) with PPy nanofibers able to
act as a conduit in peripheral nerve regeneration. PPy nanofibers were synthesized
via chemical oxidative polymerization with different dopants. Films PLGA / nanofiber
PPy / tacrolimus (FK506) were prepared by sandwich solvent casting method. The
PPy nanofibers were characterized by FTIR, SEM, electrical impedance
spectroscopy and TGA. In vitro degradation of PLGA/PPy composite films was also
evaluated. PPy nanofibers of electrically condutive 8.10* S / cm were obtained with
dopant p-toluenesulfonic acid (PTSA) in the ratio [dop]: [Py] = 4 and 0 ° C. Films
PLGA / PPy-nanofibers exhibit irregular surface morphology with voids that can
serve as framewoks for cell growth guided. The degradation of PLGA / PPy films did
not alter the pH of the buffer solution, an increase of thickness and mass loss was in
the range of 7-21% until 28 days of degradation reviews. The addition of nanofibers
favored the process of mass loss of about 4% for the PLGA / PPy thicker (= 0.6g of
PLGA) films and 6% for thinner films (0.2 g PLGA) until 28 days degradation.

Key-words: polypyrrole nanofibers, peripheral nerves, poly (lactic-co-glycolic acid);

nanocomposite.
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1. INTRODUCAO

Nos dultimos anos tem ocorrido um vasto progresso no campo da
nanotecnologia e um significativo desenvolvimento em nanoestruturas de uma
dimensdo (1D) com propriedades em nanoescala e escala molecular como, por
exemplo, os nanotubos de carbono, os nanotubos/fios de semicondutores
inorganicos e metalicos, nanofibras/tubos de polimeros conjugados, etc (Tran et al.,
2007; Long et al., 2011). Essas nanoestruturas tém provocado profundos impactos
nas mais diferentes areas da ciéncia devido as suas potenciais aplicacbes na
nanoeletrénica ou eletrénica molecular, em nanodispositivos e sistemas, materiais
nanocompaositos, bio-nanotecnologia e medicina (Long et al., 2011). Os polimeros
semicondutores e metalicos sdo a quarta geracdo de materiais poliméricos, que
também podem ser chamados de polimeros condutores (PCs) ou metais organicos,
ou ainda como polimeros condutores intrinsecos (PCls) ou “metal sintético” (Zoppi e
De Paoli, 1993; Long et al., 2011). Os PCs possuem um mecanismo especial de
conducéo que lhes confere propriedades elétricas Unicas, tais como o0 processo de
dopagem reversivel, propriedades eletroquimicas e processabilidade (Long et al.,
2011). Nas ultimas décadas estdo sendo amplamente estudadas as nano estruturas
1D (nanotubos, nanofios, nanofibras) de PCs como o poliacetileno, a polianilina
(PANI) e o polipirrol (PPy), pois com a diminuicdo da escala dos materiais, tanto a
area de superficie e a energia de superficie sdo consideravelmente aumentadas,
tornando-se cada vez mais Uteis para as mais diversas aplicagOes industriais
(Guimard et al., 2007; Goel et al., 2010; Long et al., 2011; Leung e Ko, 2011). Neste
contexto, métodos de preparacdo de PCs nanoestruturados para obté-los em forma
de nanofibras, nanotubos, nanofitas, etc estdo sendo amplamente investigados
(Goel et al., 2010).
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Os PCs tém chamado atencao para aplicagBes biomédicas, porque eles sao
capazes de auxiliar o deslocamento de sinais elétricos para os locais de destino
(orgédo-alvo) e podem, simultaneamente, fornecer suporte fisico para o crescimento
celular (Guimard et al.,, 2007; Lee et al.,, 2012). Em particular, o PPy e seus
derivados tém sido explorados para utilizacdo como materiais de engenharia de
tecidos neurais devido a sua biocompatibilidade e facilidade de sintese (Guimard et
al., 2007; Xia et al., 2011; Lee et al., 2012).

A lesdo do nervo periférico € um problema clinico muito comum e muitas
vezes leva a perda da funcdo sensorial e motora, causando uma diminuicdo na

qualidade de vida dos pacientes (Nan et al., 2012).

Os nervos periféricos sdo normalmente expostos a lesfes fisicas, que sao
geralmente causadas por algum acidente em consequéncia do aumento da violéncia
urbana, dos acidentes de transitos, acidentes profissionais e domésticos, lesbes
esportivas, desastres naturais ou por danos de guerra, entre outros traumas, bem
como os de efeitos secundarios iatrogénicos de cirurgia (Silva e Camargo, 2010; Gu
et al.,, 2011). Cada vez mais estas lesdes tornam-se frequentes na rotina dos
atendimentos nas emergéncias dos hospitais € numerosas cirurgias sao realizadas
a cada ano na tentativa terapéutica de se conseguir a regeneracao e a restauracao

da funcéo do nervo danificado (Gu et al., 2011).

Entre os varios tipos de lesGes do nervo periférico sdo os ferimentos de
transeccdo que podem ter um impacto mais significativo na qualidade de vida dos
pacientes, pois sao 0s que resultam em grandes lacunas neurais onde o tronco do
nervo € completamente interrompido (Gu et al., 2011). Apesar dos varios avangos
tecnologicos, ainda hoje a reparacdo de nervos periféricos € um campo desafiador,
pois 0S processos bioquimicos envolvidos na regeneragdo de lesdes nervosas
periféricas € de alta complexibilidade e os atuais tratamentos e técnicas disponiveis
para a reconstrucado de 6rgdos e tecidos lesados ainda necessitam de otimizacéo
para que possam ter melhores respostas e uma recuperacédo funcional completa do
local ferido (Silva e Camargo, 2010; Gu et al., 2011).
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A utilizacdo de polimeros biodegradaveis e biocompativeis capazes de atuar
como suporte de orientacdo na regeneracdo nervosa tem sido uma abordagem

promissora na area de Engenharia de Tecidos (Barbanti et al., 2005).

O poli acido lactico-co- acido glicélico (PLGA), tem sido um candidato
polimérico biodegradavel bastante atraente e explorado na fabricagcdo de
dispositivos para administracdo de farmacos e para aplicagcbes na engenharia de
tecidos, pois este polimero derivado do acido latico e acido glicolico é biocompativel
e possui uma ampla faixa de tempos de degradacdo, propriedades mecéanicas
ajustavéis e é aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para utilizacao
em clinica humana (Jain, 2000; Makadia e Siegel, 2011).

A regeneracdo de nervos periféricos envolve um complexo desafio biolégico
de mecanismos mediados por numerosos sinais celulares e moleculares e o uso de
fatores de crescimento (FC) esta despertando grande interesse dos pesquisadores
por sua atuacdo como moduladores celulares e efeitos bioquimicos Unicos sobre a
regeneracao e restauracdo da funcédo do nervo (Silva e Camargo, 2010; Sebben et
al., 2011; Gu et al., 2011).

Os atuais tratamentos clinicos disponiveis, especialmente para lesdes de
grande extensao nervosa, ainda envolvem a utilizacdo de auto-enxertos e suturas
dessas lacunas; porém estes recursos sdo muitas vezes ineficientes devido a
incompatibilidade de tamanhos entre os tecidos do doador e do receptor, formacéo

de neuromas e pela perda de funcéo do local doador (Lee et al., 2012).

A utlizacdo de terapias utilizando os FC tem aumentado nos ultimos anos
porque a presenca local dos FC sdo importantes no controle da sobrevivéncia,
migracao, proliferacdo e diferenciagéo de varios tipos celulares que estao envolvidos
no processo de reparo tecidual (Gu et al., 2011). Os FC devem ser administrados de
forma local para que possam atingir um efeito terapéutico mais adequado e para
uma menor ocorréncia de reacdes adversas e para isso estdo em desenvolvimento
muitos estudos que utilizam os FC combinados em condutos poliméricos sintéticos
para auxiliarem na regeneracao de nervos lesados (Sebben et al., 2011; Gu et al.,
2011). A complexidade biologica envolvida no processo de regeneracdo nervosa faz

com que outras moléculas bioativas com agfes semelhantes aos FC também
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estejam sendo investigadas. Os farmacos com acdo neuroregenerativa e
neutroprotetora sdo uma alternativa de substancias bioativas bastante exploradas,
por exemplo, o uso do Tacrolimus (FK506) no tratamento de lesdes de nervos
periféricos (Muramoto et al., 2003; Gu et al., 2011; Phan e Schuind, 2011). Portanto,
o desenvolvimento de Condutos Artificiais de Orientagcdo Nervosa (do inglés artificial
nerve guidance conduits - NGCs) associados as moléculas bioativas vem sendo
uma alternativa bastante atraente e estudada, pois s&0 materiais que proporcionam
multiplos estimulos, tais como: orientacdo de contato, atividade neurotréfica,
porosidade e atividade elétrica, contribuindo para a regeneracdo de feridas em

tecidos nervosos (Lee et al.,, 2012).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo preparar compésitos
poliméricos de PLGA contendo nanofibras de polipirrol e o farmaco Tacrolimus
(FK506) para auxiliarem como condutos guias na regeneragao nervosa de nervos
periféricos. A investigacdo da sintese e a preparacdo de condutos artificiais
poliméricos se justificam quando se considera a simplicidade dos procedimentos
envolvidos na sintese para obtencdo das nanofibras de PPy e da evidéncia clinica
que sugere que a nano e microtopografia incorporada aos “suportes” (do inglés
“scaffolds”) (Barbanti et al., 2005) nao se limita apenas a melhorar a regeneracao de
nervos periféricos, mas é um pré-requisito para a restauracao significativa da fungéo
nervosa (Goel et al., 2010; Xia et al., 2011; Lee et al., 2012; Spivery et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal preparar compaositos poliméricos de
PLGA com nanofibras de polipirrol capazes de atuarem como conduto guia na

regeneracao de nervos periféricos.

2.1. Objetivos Especificos

O objetivo principal divide-se nos objetivos especificos descritos a seguir:

- Sintetizar nanofibras de PPy via polimerizacdo quimica oxidativa em meio

aquoso e na presenca de diferentes agentes dopantes;

- Caracterizar a morfologia, estrutura molecular, propriedades térmicas e

elétricas das nanofibras de PPy preparadas;

- Preparar sistemas poliméricos de PLGA com nanofibras de PPy e o farmaco
Tacrolimus (FK506) estruturado em forma de sanduiche pelo método da

evaporacao de solvente;
- Caracterizar a morfologia dos sistemas poliméricos formados;

- Avaliar o comportamento de degradacéo in vitro dos sistemas poliméricos

preparados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo busca apresentar um relato da literatura sobre os elementos
responsaveis pelo direcionamento da pesquisa a fim de auxiliar na compreenséao de

palavras-chaves que foram utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho.

3.1. Polipirrol (PPy)

A descoberta do poliacetileno dopado e os relatos sobre sua condutividade
elétrica intrinseca na ordem de grandeza de alguns metais a temperatura ambiente
fez surgir uma nova area de interesse: os polimeros condutores intrinsecos (PCIs) —
polimeros que conduzem corrente elétrica sem a incorporacao de cargas condutoras
(Zoppi e De Paoli, 1993; Zoppi e De Paoli, 1995). Os PCls sdo materiais organicos
que apresentam propriedades elétricas e dpticas similares aquelas apresentadas
pelos metais e semicondutores inorganicos, e ao mesmo tempo exibem as
propriedades atraentes dos polimeros convencionais, tais como a facilidade de

sintese e flexibilidade no processamento (Guimard et al., 2007).

Os PClIs tém atraindo cada vez mais a atencdo da comunidade cientifica
devido as suas propriedades elétricas especificas e por apresentarem inUmeras
aplicagbes no setor industrial de microeletronicos, incluindo a tecnologia de bateria,
dispositivos fotovoltaicos, diodos emissores de luz (LED), monitores eletrocrémicos
e mais recentemente no campo biologico (Zoppi e De Paoli, 1995; Guimard et al.,
2007).

A polianilina (PANI), o polipirrol (PPy) e o politiofeno sédo os PCls que tém
sido intensamente estudados nas Ultimas décadas, devido a sua alta condutividade
elétrica e boa estabilidade ambiental. Entre os PCls, os baseados em PPy tém

atraido um interesse especial devido a alta condutividade elétrica, flexibilidade e
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facilidade na sintese, por sua estabilidade ambiental e boas propriedades
mecanicas, sendo um promissor candidato ha varias aplicagcdes industriais
(Thiéblemont et al., 1993; Yang et al., 2002; Osmatova et al., 2003; Reza, 2006).

Os PCls apresentam ligacdes simples e duplas alternados entre os atomos
de carbono ao longo da cadeia polimérica, oferecendo um caminho para o fluxo de
elétrons responsavel pela boa conducao elétrica (Rocha-Filho, 2000). A Figura 3.1

apresenta as estruturas de alguns dos PCIs mais estudados.

W/\//\//\ﬁ
= n
Poliacstileno
7 :< \ @\
%&:}—N __:N FN J%W
Polianilina "
¥,|. | i |
L H H n
Folipirmol
YIS )
\_4 \ 4
L n
Paliticfeno
N = = |
Yy TN l/’_ , /
[ <\ =) @) {\(\» '
Poli(p-fenileno)

o~ oO4

Poli(p-fenilena vinilena)

Figura 3.1. Estrutura dos polimeros condutores intrinsecos mais estudados. Adaptado de: (Rocha-
Filho, 2000).

Em 1980 estudos com os PCs para fins biomédicos expandiu grandemente
devido a descoberta de que estes materiais sdo compativeis com muitas moléculas

bioldgicas e cada vez mais investigacdes foram surgindo na area meédica. Pesquisas
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revelam que os PCs mostram-se, através de estimulacdo elétrica, com atividades de
modulador celular sobre a adesdo celular, migracdo, sintese de &acido
desoxirribonucléico - ADN (do inglés deoxyribonucleic acid - DNA) e secre¢do de
proteinas. Muitos destes estudos envolveram nervos, 0Ssos, musculos e células
cardiacas, que respondem a Iimpulsos elétricos. Grande parte dos PCs
apresentaram importantes vantagens para aplicacbes biomédicas tais como
biocompatibilidade, capacidade de prender (aprisionar) e controladamente liberar
moléculas biolbgicas (isto €, a dopagem reversivel), capacidade de transferir cargas
a partir de uma reacdo bioquimica e o potencial de alterar facilmente as suas
propriedades elétricas, quimicas e fisicas para atender melhor a natureza da
aplicacdo especifica desejada. Estas caracteristicas Unicas sdo Uteis em muitas
aplicacbes biomédicas, tais como biossensores, engenharia de tecidos, sondas

neurais, dispositivos de liberacdo de drogas e bio-actuadores (Guimard et al., 2007).

O fato de varios tecidos responderem a campos e estimulos elétricos faz dos
PCs um atraente material para as inumeras aplicacdes bioldégicas e médicas.
Embora ainda existam muitas perguntas nao respondidas, particularmente em
relacdo aos mecanismos pelos quais a conducéo elétrica através dos PCs afeta as
células, existem evidéncias convincentes para demonstrar o impacto significativo
qgue os PCs estdo comecando a fazer no campo biomédico (Ateh et al., 2006;
Guimard et al., 2007).

Os PCs podem ser sintetizados por diferentes técnicas, sendo por trés
métodos de polimerizacdo: quimica, eletroquimica e fotoeletroquimica, os mais
comuns (Kumar e Sharma, 1998). Dentre estes métodos, a sintese quimica é a mais
utilizada e a forma mais vantajosa para as industrias, pois permite a producdo do

material em maior escala (Faez et al., 2000; Guimard et al., 2007).

A polimerizagdo quimica necessita de um agente oxidante, o qual quando
introduzido no meio reacional provoca a oxidagdo do mondmero para a geragao de
seu cation-radical e ele por sua vez seguido de seu acoplamento para gerar
dicétions (dimeros). A repeticdo deste processo gera uma propagacao da cadeia
(oligbmeros) e a formacdo do polimero (Monika et al., 2010). As sinteses da

polianilina e do polipirrol podem ser realizadas de maneiras semelhantes sob a acéo
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de um forte agente oxidante que deve possuir um potencial de reducao suficiente

para a oxidacdo do mondémero (Faez et al., 2000; Hocevar, 2011).

Os métodos de polimerizacdo do PPy mais usados sdo a sintese
eletroquimica ou quimica, sendo que a oxidacdo do mondémero pirrol (Py) pode
ocorrer em varios solventes organicos e também em meio aquoso e por esse motivo
destaca-se entre os demais PCs (Thiéblemont et al., 1993; Osmatova et al., 2003;
Reza, 2006).

O método de polimerizacdo quimica é o mais utilizado por ser um processo
simples e rapido, sem a necessidade de instrumentos especiais como para o
método eletroquimico. A polimerizacdo quimica oxidativa do mondémero por
oxidantes quimicos em solventes aquosos ou ndo aquosos € bastante usada
guando se requer maiores quantidades de PPy e que sédo obtidos na forma sélida

como um po fino e preto (Reza, 2006; Kaynak e Foitzik, 2010).

Na literatura o cloreto férrico tem sido comentado como o melhor oxidante
quimico e a agua o melhor solvente para a polimerizagdo quimica no que diz

respeito as caracteristicas de condutividade elétrica mais favoraveis (Reza, 2006).

A Figura 3.2 ilustra a estequiometria global do PPy resultante da
polimerizacdo quimica do Py com o cloreto férrico como agente oxidante (Osmatova
et al., 2003).
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Figura 3.2. Estequiometria global da oxidacéo do pirrol com cloreto férrico como agente oxidante
formando polipirrol. Para cada trés unidades constituidas uma é protonada. Adapatado de: Osmatova
et al., 2003.



32

Quando os polimeros sdo produzidos, seja pelo método quimico ou
eletroquimico por oxidacdo do mondémero, ha a incorporacdo concomitante de uma
molécula dopante carregada negativamente (A). Ao selecionar moléculas bioativas
como os dopantes carregados negativamente, os polimeros podem em seguida,
serem modificados para uma funcionalidade especifica, por meio da incorporacao
de proteinas, peptideos ou de componentes da matriz extracelular (MEC) (Gilmore
et al., 2009).

Além da variedade de reagentes e concentracdes que podem ser utilizadas e
modificadas, outros parametros de sintese tais como tempo, temperatura e pH,
durante o processo de polimerizacdo quimica ou eletroquimica também vao
influenciar nas propriedades do polimero resultante e por isso varios estudos ja
foram feitos para avaliar as melhores condi¢cdes experimentais de polimerizacdo do
PPy (Masuda e Asano, 2003; Kaynak e Foitzik, 2010).

Yang et al. (2002) estudaram a polimerizacéo do pirrol na presenca do acido
B-naftaleno sulfénico (B-ANS) e do p-toluenosulfonato de sddio (PTS) como agentes
dopantes pelos métodos quimico e eletroquimico. Os autores observaram que a
morfologia (nanotubos, nanofibras), o tamanho e as propriedades elétricas das
estruturas obtidas sao fortemente dependentes da metodologia, da concentracdo do

agente dopante e da relacdo molar entre o pirrol e o dopante utilizado.

A polimerizacdo do pirrol na presenca de surfactantes tais como acido
dodecilbenzeno sulfénico (ADBS), dodecilbenzenossulfonato de sodio (DBSNa),
dodecil sulfato de sédio (SDS), acido canforsulfénico (CSA), resultou no aumento da
estabilidade térmica, do rendimento e da condutividade elétrica, além de influenciar
na morfologia (particulas globulares, fibrilares, tubulares) do produto (Osmatova et
al., 2003; Goel et al., 2010).

Os surfactantes podem afetar a preparagcdo do PPy de trés modos
fundamentais: (1) agentes tensoativos anidnicos podem formar uma ligagao ibnica
com o polication PPy , incorporando-se na estrutura do polimero como um anion de
dopagem, (2) a parte hidrofébica das moléculas de surfactante podem adsorver

sobre o polimero condutor produzido, e (3) as micelas do surfactante, se presentes,
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podem afetar a distribuicdo dos reagentes entre a fase micelar e aquosa, alterando

assim o local e o curso da polimerizagéo do pirrol (Osmatova et al., 2003).

A biocompatibilidade do PPy preparado por meios quimicos e eletroquimicos
foi avaliado por Wang et al. (2003) que mostrou que o PPy ndo apresentou qualquer
evidéncia de toxicidade aguda e subaguda, reacdo pirogénica, hemdlise, efeito
alergénico e mutagénico, e as células de Schwann apresentaram uma melhor taxa

de sobrevivéncia e proliferacdo quando em contato o PPy.

A biocompatibilidade ndo é uma propriedade intrinseca de um material, mas
depende do ambiente bioldgico e da tolerabilidade que existe das interacdes

especificas entre droga-polimero-tecido (Makadia e Siegel, 2011).

O estudo de Wang et al. (2003) também mostrou que a regeneracdo do nervo
ciatico de ratos utilizando-se tubo de silicone revestido com PPy foi melhor do que
em tubo de silicone sem a presenca do polimero. Os resultados do estudo
mostraram uma boa biocompatibilidade do PPy com o tecido nervoso periférico de
rato indicando que o PPy pode ser um bom material para ser aplicado na

regeneracao de nervos periféricos danificados (Wang et al., 2003).

Os PCs sao bastante atrativos para a confec¢do de “suportes” na Engenharia
de Tecidos, pois estdo demonstrando boa capacidade para suportar e modular o
crescimento de varias células, como as células nervosas e células dsseas
(Ghasemi-Mobarakeh et al., 2011).

A biocompatibilidade e as propriedades funcionas versateis do PPy vem
contribuindo para uma nova geracao de biomateriais e possibilitando seu uso na
medicina de forma isolada ou em combinag¢do com biopolimeros (Wang et al., 2003;
Ateh et al., 2006; Martino et al., 2012).

Considerando este fato, € de interesse fundamental desenvolver métodos
mais adequados para sintetizar estruturas de PPy mais controladas, definidas e
homogéneas a fim de explorar melhor o potencial desse polimero e de outros PCs
(Goel et al., 2010).
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3.2. Biomateriais nano estruturados

As atuais terapias da medicina moderna envolvem principalmente a
prevencado, manipulacdo e controle de doencas por meio de produtos quimicos ou
moléculas biolégicas. A restauracdo e substituicdo direta de células e tecidos
doentes estdo se tornando uma possibilidade clinica devido aos avancos na area de
biomateriais e atualmente sdo os polimeros os candidatos de maior interesse para o
desenvolvimento dessa nova geracao de materiais, os chamados biomateriais "mais

inteligentes” (Hodgson et al., 1994; Dawson et al., 2008).

Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origens naturais ou
sintéticas que sao toleradas de forma transitéria ou permanente pelos diversos
tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos. Eles séo utilizados como um todo
ou parte de um sistema que trata, restaura ou substituiu algum tecido, 6rgdo ou
funcdo do corpo, ou ainda como material vidvel utilizado em um dispositivo médico,

com intencao de interagir com sistemas biologicos (Jahno, 2005).

O avanco na area de biomateriais estd diretamente ligado ao dominio e
crescimento da nanotecnologia, pois é uma area de pesquisa que esta
revolucionando o meio cientifico e gerando novas expectativas tecnoldgicas, por
exemplo, o desenvolvimento de nanomateriais impulsionada pela possibilidade de
se obter novas ou melhores propriedades com a diminuicdo da escala dos materiais
(Duran et al., 2006; Leung e Ko, 2011).

Os nanomateriais, principalmente para fins de aplicagcdes em campos
bioldgicos, estdo sendo bastante estudados porque em escala nanométrica exibem
uma elevada area superficial, maior reatividade quimica e uma melhor capacidade
de penetracdo nas células em comparagdo com os seus homologos volumosos (Kim
et al., 2011).

Diferentes nanosistemas inteligentes podem ser desenvolvidos com base em
polimeros biodegradaveis, possibilitando melhorias no valor terapéutico de varias
moléculas bioativas soliveis e nao soliveis em &agua, melhorarando a
biodisponibilidade, a solubilidade e o tempo de retencéo (Martino et al., 2012). A

degradacdo é consequentemente 0 mecanismo para a liberacdo das moléculas e
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que podem ser moduladas pelas propriedades do polimero, tais como peso
molecular, composicao do polimero ou copolimero e da cristalinidade (Monika et al.,
2010; Martino et al.,, 2012). Nanosistemas inteligentes poliméricos estdo sendo
explorados, principalmente, com o propdsito de transportar varios farmacos ou
moléculas ativas para libera-los nos sitios de interesse através de alteracbes
conformacionais em resposta a pequenos estimulos ambientais, tais como:
temperatura, forca idnica, pH, luz ou do campo eletromagnético, oferecendo
promessas de melhorias revolucionarias em varias areas como em engenharia de
tecidos, diagnostico e sistemas de liberacdo de farmacos especificos (Martino et al.,
2012).

Afirma-se em um relatério que as oportunidades comerciais para 0s materiais
nanoestruturados em aplicacfes biomédicas sdo estimados como sendo da ordem
de 180 bilhdes de dolares americanos em 2015 (Lu e Ding, 2008).

Os “Suportes” e demais estruturas de aplicacdo biomédica podem ser
definidos como uma estrutura artificial que deve imitar a estrutura morfolégica e a
funcdo do tecido circundante. Por isso a morfologia dos “suportes” em termos de
interconectividade, tamanho de poros e forma sé&o pontos-chave para uma melhor

interacdo célula-biomaterial (Barbanti et al., 2005; Martino et al., 2012).

Uma estratégia que vem sendo utilizada na busca de melhores resultados
terapéuticos € a combinacdo de diferentes nanoestruturas, afim de integrar as
funcdes dos componentes e obter-se materiais multifuncionais ou sistemas multi-
hibridos com adaptagdo de bioatividade, integridade estrutural e mecanica, bem
como modificagbes na condutividade elétrica. Misra et al. (2007) pela primeira vez,
incorporou nanotubos de carbono de multi-paredes (MWCNT) num composto
biorreabsorvivel e bioativo. O Poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)) sendo a matriz
polimérica biorreabsorvivel e as particulas esféricas de Bioglass® (derivado de uma
massa fundida de p6 de vidro) como o componente bioativo foram combinados com
os MWCNT para o desenvolvimento de um “suporte” nanocompadsito ternario devido
a combinacdo de trés materiais diferentes. A adicdo de MWCNTs em materiais
compasitos bioativos proporciona um novo material altamente condutor, pois 0s
compositos de MWCNT obedecem a lei de Ohm e exibem uma conducdo 6hmica
classica (Misra et al., 2007; Martino et al., 2012).
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Nanotubos, nanofios, nanofitas, nanofibras de PCs podem ser preparados por
meétodos fisicos, como eletrofiacdo (do inglés electrospinning), e vias quimicas, tais
como sintese guiada por molde fisico duro (do inglés hard physical template-guided
synthesis) e sintese de molde quimico mole (do inglés soft chemical template
synthesis), por exemplo, a polimerizacao interfacial, o0 método isento de molde (do
inglés template-free), a polimerizacéo diluida, a polimerizacdo em emulséo inversa,
reacoes de mistura rapida etc., e uma variedade de técnicas de litografia (Long et
al., 2011).

As fibras poliméricas estdo se tornando cada vez mais atraentes quando 0s
didametros das fibras diminuem a nanémetros devido as diversas caracteristicas que
sdo oferecidas devido a pequena escala, tais como: elevada area e energia de
superficie em relacdo ao volume, alta porosidade, flexibilidade em funcionalidades
de superficie e propriedades mecanicas superiores, permitindo uma aderéncia
melhorada do material com as células, poteinas e farmacos (Lu e Ding, 2008; Leung
e Ko, 2011).

As tecnologias para a fabricagdo de nanofibras tem chamado cada vez mais a
atencdo dos pesquisadores como uma solucdo potencial para os desafios na area
biomédica, pois de um ponto de vista estrutural, quase todos os tecidos e 6rgaos
humanos sdo depositados e organizados em formas ou estruturas de nanofibras,
como pele, 0ssos, nervos, dentina, colageno e cartilagem (Lu e Ding, 2008; Leung e
Ko, 2011). Em geral, fibra € uma estrutura com importante semelhanca aos tecidos
biologicos naturais e essa semelhanca pode vir a favorecer o tratamento e a

aceitacdo do material pelo organismo (Leung e Ko, 2011; Spivery et al., 2012).

A Figura 3.3 ilustra a estrutura de um nervo periférico formado pelo conjunto

de fibras nervosas envoltas por tecido conjuntivo.
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Figura 3.3. Estrutura de um nervo periférico formado pelo conjunto de fibras nervosas envoltas por

tecido conjuntivo. Fonte: MedicinaNET

Na Engenharia de Tecidos as nanofibras sdo as estruturas mais desejaveis
para as aplicacdes biomédicas devido a nanofibra ser a estrutura mais préxima de
imitar a estrutura nativa de uma MEC, que é composta principalmente de nanofibras

de colageno (Yoo et al., 2009; Leung e Ko, 2011).

O intesse em nanofibras ndo se destina apenas para as aplicacdes
biomédicas (liberacdo de farmacos, engenhraia de tecidos e cosméticos), estende-
se a materiais funcionais e dispositivos (compositos reforcados, filtros, roupas de
protecdo, tecidos inteligentes) como também na area de energia e eletrénica (

baterias, pilhas, capacitores, sensores, catalisadores) (Lu e Ding, 2008).
3.3. Poli (acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA)
Vérios biomateriais de polimeros biodegradaveis, bioceramicas e

biocompdsitos sdo fabricados como “suportes” para a aplicacdo em regeneracao de

tecidos. O Poli (acido glicdlico) (PGA), poli (4cido lactico) (PLA) e os seus
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copolimeros de poli (acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) sao os materiais mais
frequentemente utilizados na fabricagao dos “suportes” para o transplante de células

na Engenharia de Tecidos (Sultana e Khan, 2012).

O copolimero PLGA faz parte da familia dos polimeros biodegradaveis com
boa resisténcia mecénica e altamente biocompativel e por isso tem sido bastante
estudado e utlizado como um veiculo transportador de farmacos, proteinas e outras
macromoléculas, tais como ADN, acido ribonucléico — ARN (do inglés ribonucliec
acid - RNA) e peptideos (Jain, 2000; Makadia e Siegel, 2011).

Desde os anos de 1960 os pesquisadores tém explorado a utilidade dos
polimeros PLA / PGA e os bons resultados como materiais de sutura fizeram-lhes
candidatos atraentes para outras aplicacdes biomédicas, como na reconstrucdo de
ligamentos, substituicdo traqueal, herniorrafia ventral, curativos cirdrgicos, enxertos

vasculares, reparacdes nervosas, odontoldgicas e de fraturas (Jain, 2000).

A Figura 3.4 ilustra o copolimero PLGA constituido pelas suas unidades
monomeéricas de PGA e PLA. O acido lactico é mais hidrofébico que o é&cido
glicélico e, portanto, os copolimeros de PLGA ricos em acido lactico sdo menos
hidrofilicos, absorvem menos &gua, e, consequentemente, degradam-se mais
lentamente (Jain, 2000).
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Figura 3.4. Estrutura quimica de PLGA (x € o numero de unidades de PGA e y € o nimero de
unidades de PLA. Fonte: Adaptado de (Duran et al., 2006; Makadia e Siegel, 2011).
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O processo de degradagcdo do PLGA é por hidrélise e ndo envolve atividade
enzimatica. Uma importante vantagem deste copolimero € poder variar a propor¢cao
entre suas unidades monoméricas e assim variar e ajustar o tempo de degradacao
do material conforme a necessidade e especificidade da aplicacdo (Jain, 2000;
Rezende et al., 2005; Motta e Duek, 2006).

Tanto “in vitro” como em ”in vivo” o PLGA sofre degradacdo em ambiente
aguoso (degradacédo hidrolitica (hidrélise) ou biodegradacao) através da clivagem
das suas ligacOes ésteres hidrolisaveis ao longo da cadeia (Jain, 2000; Wu e Wang,

2001). Na Figura 3.5 esta ilustrada a hidrolise de um grupo éster.
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Figura 3.5. Reagéo de hidrélise de um grupo éster. Fonte: Duran et al., 2006.

O PLGA no seu processo de degradacao é quebrado em unidades menores
por hidrolise e seus produtos, acido lactico e acido glicélico, sdo eliminados do corpo
por vias metabdlicas (Jr Santos e Wada, 2007). O &cido lactico entra no ciclo do
acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) e sofre metabolizagdo para ser eliminado como
diéxido de carbono e agua (Jain, 2000). O acido glicélico é excretado via renal, mas
eventualmente entra no ciclo de Krebs para ser eliminado como di6xido de carbono
e agua (Jain, 2000; Barbanti et al., 2005; Jr Santos e Wada, 2007). A Figura 3.6

ilustra 0 mecanismo de degradacao dos produtos gerados da hidrolise do PLGA.
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Figura 3.6. Mecanismo da rota metabdlica dos produtos de degradacéo gerados por hidrolise do
PLGA. Adaptado de: Barbanti et al., 2005.

A velocidade de degradacdo de um polimero pode variar de dias a meses e
depende de alguns fatores, como da sua estrutura e composicdo quimica,
distribuicdo da massa molecular, presenca de monémeros e oligbmeros, tamanhos
e forma da superficie do sistema, morfologia dos componentes do sistema (amorfo,
semicristalino, cristalino), local de implantagéo do sistema e mecanismo de hidrélise
(Fialho et al., 2003; Yoshioka et al., 2010). Logo, a taxa de biodegradacdo dos
copolimeros de PLGA é dependente da propor¢cdo molar do PLA e PGA na cadeia
do polimero, peso molecular do polimero, grau de cristalinidade e da temperatura de
transicao vitrea (Tg) do polimero (Jain, 2000; Yoshioka et al., 2010).

O PLA e PLGA apresentam uma Tg que se encontra acima da fisiologica
(37°C) e, nessa condicao, eles se encontram na forma cristalina. Desse modo, a
cadeia se apresenta como uma estrutura relativamente rigida, proporcionando uma

forca mecéanica significativa, permitindo que sejam usados na formulagédo de
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suportes que exijam um maior desempenho mecanico. O PGA apresenta uma Tg
inferior ou até mesmo proxima a corporal, sendo este um fator que o torna
inadequado para a utilizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos quando se
necessita de um elevado tempo para obter-se o feito terapéutico desejado, pois ele
é rapido e facilmente degradado pelo organismo. A Tg é um fator importante na
velocidade de degradacdo dos polimeros, pois esta relacionada ao grau de
cristalinidade e a organizacdo das cadeias poliméricas. Portanto, o polimero que
apresenta uma maior Tg, geralmente se degrada mais lentamente (Fialho et al.,

2003; Yoshioka et al., 2010).

Essas caracteristicas distintas dos mondmeros constituintes do PLGA o
fazem um atraente copolimero para a fabricacdo de “suportes” com os mais
diferentes tempos de degradacdo, proporcionando materiais de rapida até lenta
degradacéo, e assim, permitindo explorar o melhor tempo para o efeito terapéutico
do “suporte” conforme cada necessidade clinica (Fialho et al., 2003; Barbanti et al.,
2005).

A ideia dos implantes de biomateriais de polimeros biodegradaveis, como os
de PLGA, é permitir que as células crescam e se oganizem enquanto o polimero se
degrada e os produtos secundarios biocompativeis e toxicologicamente seguros sao
eliminados do organismo pelas vias metabdlicas, levando a uma substituicdo natural
do suporte por novo tecido no sitio lesado e assim evitando a insercdo de implantes
que venham ter a necessidade de uma nova intervencgdo cirdrgica para sua remocao
pos-efeito terapéutico desejado ou por motivos de reacbes inflamatérias
indesejaveis (Jain, 2000; Sousa et al., 2000; Rezende et al., 2005).

O Quadro 3.1 apresenta um resumo das propriedades que sao importantes e

necessarias no planejamento de biomateriais biodegradaveis ( Mayer et al., 2000).



42

Quadro 3.1. Resumo das propriedades importantes e necessarias no planejamento de biomateriais

biodegradaveis.

Biomaterial biodegradavel

* Atéxico e livre de toxina, com o objetivo de minimizar indesejadas respostas de corpo estranho

sobre a implantacéo.

* Tempo de degradacgao deverao ser compativeis para a regeneragao ou o tempo de terapia

necessario.
* Propriedades mecanicas devem ser adequadas para a tarefa desejada.
* Produtos de degradacédo devem ser facilmente eliminados do corpo e ndo devem ser toxicos.

» Material deve ser facilmente processado para permitir a adaptagéo para a tarefa desejada.

Fonte: Mayer et al., 2000.

3.4. Engenharia de Tecidos

Os atuais tratamentos disponiveis para a regeneracao tecidual geralmente
envolvem auto-enxertos e aloenxertos, sendo preferenciamente os auto-enxertos o
tratamento de escolha devido a sua origem genética idéntica. A desvantagem desta
técnica é a sua dependéncia sob a disponibilidade das areas doadoras, tornando-se
um grande desafio quando ocorrem casos de grandes areas lesadas. Outra
problemética é a compatibilidade de tamanho entre a area doadora e receptora,
sendo que o sitio doador sempre sofre danos devido a remocdo de tecidos
saudaveis. Para os aloenxertos a desvantagem é a grande chance de serem
rejeitados pelo organismo receptor devido as respostas imunitarias contra a

introducéo de um material de origem genética diferente (Leung e Ko, 2011).

A Engenharia de Tecidos é um campo interdisciplinar que busca novos
conhecimentos e técnicas para a reconstrucao de érgéaos e tecidos, juntamente com
outras areas de nicho, tais como neuroproteses, biossensores e liberacdo de drogas
(Barbanti et al., 2005; Guimard et al., 2007).

Os desafios e as dificuldades na Engenharia Tecidual € bastante ampla,
sendo necessario o desenvolvimento de novas tecnologias para a regeneracao de
tecidos através da obtencdo de materiais biocompativeis que sirvam de “suporte” e

gue possam atuar como um hospedeiro temporario para que as células do tecido
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danificado possam se anexarem, proliferarem, e diferenciar-se no tecido especifico,

aguele que necessita ser reparado (Leung e Ko, 2011).

Os avancos na area da biologia molecular combinados com os relatos
biofisicos das propriedades de superficie dos materias vem contribuindo para uma
melhor compreensdo das interacbes entre células, superficie e microambientes
(poros) desses novos suportes; porém é um campo complexo que ainda precisa ser

melhor investigado (Guimard et al., 2007).

A Engenharia de Tecidos ainda ndo possui técnicas e/ou fabricacdo padréao
de materiais adequados para facilitar, por exemplo, o crescimento direcional de
nervos. A terapia mais atual para a regeneracdo de nervos periféricos consiste na
utilizacdo de um conduto/tubulagdo que serve como um guia de orientacédo para o
crescimento do nervo lesado, proporcionando uma via para auxiliar na sua
regeneracdo, o chamado Conduto Artificial de Orientacdo Nervosa (NGC) para a
reparacdo e regeneracdo de nervos periféricos (Martino et al., 2012; Lee et al.,
2012). A primeira geracdo desses condutos artificias disponiveis para utilizacdo na
clinica foram os tubos de silicone ndo reabsorviveis e que ainda hoje sdo bastante
utilizados por falta de alternativas terapéuticas mais acessiveis e pela escasses de

novos produtos para este tipo de lesédo (Nectow et al., 2012).

Atualmente no que diz repeito ao crescimento de tecidos em bio-reatores
artificiais e tempodrarios sdo o0s polimeros biodegradaveis que estdo sendo
explorados e utilizados para o desenvolvimento de uma nova geracao de “suportes”
de apoio celular, podendo ser de biopolimeros de origem sintética ou natural, tais
como PLA, PGA, PLGA, PCL (Poli (e-caprolactona)), colageno, fibrina e quitosana
(Martino et al., 2012; Nectow et al., 2012).

Apesar da atraente atividade elétrica dos PCs sempre existe o desejo de se
aperfeicoar a obtencdo e a preparagdo de um material, principalmente quando se
visa uma aplicagdo especifica. Para otimizar as propriedades biologicas dos PCs
esta sendo adotado a estratégia de incorparacdo de moléculas bioativas em suas
estruturas, tais como os fatores de crescimento, que podem ter efeitos benéficos

sobre o comportamento celular (Ateh et al., 2006; Guimard et al., 2007).
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Chun-Yang Wang et al. (2011) demonstraram que um suporte com nanofibras
alinhadas de fibroina de seda misturadas com uma blenda de nanofibras de Poli
(acido L-lactico- co- e-caprolactona) (P (LLA-CL)), promoveram uma regeneracdo do
nervo periférico significativamente melhor do que quando na presenca do alinhado
puro de P (LLA-CL).

Cada vez mais biomoléculas ativas estdo sendo utilizadas tais como as
enzimas peroxidase de rabano, fosforilases, lactato desidrogenase polifenoloxidase,
glicose oxidase e desaminases que foram presas em filmes de PCs para
aperfeicoarem o funcionamento de biossensores. Tais moléculas podem ser
incorporadas através de algumas técnicas que incluem a adsorcdo fisica,

aprisionamento, dopagem e ligacdo covalente (Guimard et al., 2007).

A adsorcéo fisica é a técnica mais simples, mas a sua desvantagem é que a
molécula adsorvida pode dissociar-se e deixar o material "inativo". O aprisionamento
€ outro método ndo-covalente que pode ser conseguido tendo a molécula desejada
presente na solucdo do monémero durante a sintese. O processo de dopagem dos
PCs também pode ser explorado para modificar os PCs de forma nao covalente,
desde que o dopante selecionado esteja carregado. Para uma funcionalizacdo mais
permanente dos PCs os métodos covalentes sdo mais utilizados. O monémero pode
ser sintetizado com grupos funcionais desejados e, em seguida polimerizado. Pés-
polimerizacdo a modificacdo covalente é possivel, porém é mais dificil para os
polimeros insoluveis. A funcionalizagdo de PCs com diferentes biomoléculas esta
permitindo a obtencdo de PCs com acdo melhorada devido a presencga de sensiveis
elementos bioldgicos que lhes conferem a capacidade de “ligar” e “desligar”
diferentes vias de sinalizagdes, melhorando a sua acéo de adeséo e proliferagéo de
uma variedade de tipos de células e da sua biocompatibilidade (Guimard et al.,
2007).

Adaptar propriedades especificas dos materiais, em volume e superficie,
poderia fornecer novas solugdes para os sistemas de Engenharia de Tecidos, como
o controle de montagem celular em micro e nano superficies padronizadas,
liberacdo de farmacos (polimeros biodegradaveis), liberacdo do tecido (polimeros
termossensiveis) e biossensoriamento integrado (polimeros eletroativos). Além

disso, estes materiais proporcionam o avan¢go em estudos de base fundamental
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relacionados com as interagcbes de superficie de tecidos e materiais. Em
reconhecimento a complexibilidade da area meédica e tantas exigéncias especiais,
pesquisadores estdo envolvidos com classes Unicas de materiais para uso
experimental em aplicacGes biologicas e os PCs, como o PPy, oferecem uma nova

classe de material a este respeito (Ateh et al., 2006).

3.4.1. Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento (FC) referem-se a uma variedade de proteinas e
polipeptidios que possuem a capacidade de regular a proliferacdo e diferenciacéo
celular, sendo responsaveis por promover o reparo tecidual apés alguma lesdo (Gu
et al., 2011).

Os fatores neurotroficos (FN) ou neurotrofinas sdo uma importante classe de
FC de uma familia de polipeptidios que auxiliam no processo de sobrevivéncia de
populacdes neuronais distintas, estimulando e controlando a neurogénese (Johnson
et al., 2008; Gu et al.,, 2011). As neurotrofinas estdo restritas a quatro fatores
estruturalmente relacionados: fator de crescimento do nervo (NGF), fator
neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina - 3 (NT-3) e neurotrofina - 4/5
(NT-4/5). As neurotrofinas promovem uma série de respostas neurais por receptores
de ligacdo especificos da superficie celular, que geralmente sdo classificados em

duas classes: p75 e da familia do receptor tirosina quinase (TrK) (Gu et al., 2011).

Muitos estudos estdo descrevendo a importancia do papel de FN na
sobrevivéncia neuronal, tanto durante o desenvolvimento e apés a lesdo tecidual
(Allodi, 2012).

No estado normal tais fatores sdo na sua maioria sintetizados por tecidos alvo
e sdo utilizados para a viabilidade dos corpos de células nervosas. Apés a lesédo do
nervo, os FN sdo sintetizados por células néo-neuronais (células de Schwann e
fibroblastos) no tronco do nervo e agem para apoiar a sobrevivéncia e o crescimento
dos ax6nios na regeneracao e reinervacado de orgaos-alvo desenervados (Johnson
et al., 2008; Allodi, 2012).

A regeneracado do nervo € modulada por diversas interagcdes complexas entre

as células, moléculas da MEC e dos FC. A presenca localizada dos FC nos sitios de
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lesdo nervosa exerce um papel vital e complexo para controlar a sobrevivéncia,
proliferacdo, migracado e diferenciacdo de varios tipos de células envolvidas no

processo de regeneragao nervosa (Gu et al., 2011).

Um corpo de prova indicou que ap6s a lesdo do nervo os fatores de
crescimento enddgenos secretados por ceélulas neurais no coto distal do nervo
podem apoiar a regeneracdo do axonio, mas que esta acdo natural de apoio nao é
sustentada indefinidamente devido a um declinio evidente com o tempo na
producédo dos fatores de crescimento no interior celular. Portanto, o fornecimento de
FC no local da lesdo de forma continua e controlada torna-se uma preocupacao
importante na pesquisa. Além dos efeitos neurotroficos que séo indiretamente
fornecidos por células de suporte no interior do “suporte” neural, o uso de fatores de
crescimento exdgenos integrados ao suporte neural podem servir como um
componente de base para a Engenharia de Tecidos Nervosos a fim de suprir a

ineficiéncia da producéo enddgena (Gu et al., 2011).

Estudos apontam efeitos favoraveis ao uso de fatores de crescimento para a
regeneracao de nervo periférico, porém os resultados séo variaveis e dependentes
do tipo e da dose de fatores utilizados. Neste sentido, muitos grupos de pesquisa
fazem a utilizacdo conjunta de dois ou mais fatores de crescimento na tentativa de
obter efeitos sinérgicos sobre a regeneracdo do nervo periférico, e tais fatos ja foram

evidenciados por alguns estudos (Gu et al., 2011).

A complexidade e a importancia dos sinais bioquimicos que abrangem a
Engenharia de Tecidos para o desenvolvimento de enxertos artificiais de tecidos
nervosos, fazem com que outras moléculas bioativas que possuam acdes
semelhantes aos fatores neurotréficos tipicos e naturais, também estejam sendo
testados e avaliados quanto a sua possibilidade de servirem como aditivos aos
“suportes” (Gu et al., 2011).

Apesar de evidéncias favoraveis ao uso de FC ainda existem numerosos
problemas associados com as aplicacdes clinicas dos FC, pois ainda ndo ha um uso
adequado para fins terapéuticos humanos. Por isso ha um grande empenho de
pesquisadores para desenvolver novos medicamentos artificiais ou agentes modelos

utilizando-se os fatores de crescimento e cada vez mais se faz necessario o
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emprego de farmacos com atividade neurotrofica, mas que possam exibir melhores

propriedades farmacocinéticas (Gu et al., 2011).

3.4.2. Tacrolimus (FK506)

O tacrolimus (TAC), também denominado FK506, foi descoberto por
pesquisadores japoneses a partir do caldo de fermentagcédo da bactéria Streptomyces
tsukubaensis encontrada no solo da cidade de Tsukuba, no Japéo. (Kino et al.,
1987; Muramoto et al., 2003; Pereira, 2006).

Sua férmula e massa molecular foi determinada como CasHgoNO12.H,O €
822,05 g/mol, respectivamente. E uma molécula que apresenta propriedades
imunossupressoras, pois suprimiu respostas imunes tanto em estudos in vitro como
in vivo com ratos (Kino et al., 1987; Ardenghi e Ceresér, 2000; Gold et al., 2004).

O agente imunossupressor FK506 € uma molécula aprovada pelo FDA para
utilizacdo clinica e esta sendo bastante empregada no controle e prevencdo da
rejeicdo de aloenxertos, tal como é com a ciclosporina A (CsA), pois atua no
bloqueio da ativagdo de linfocitos e outras células do sistema imunolégico (Gold,
1997; Muramoto et al., 2003; Kaminska et al., 2004).

O tacrolimus possui propriedades imunossupressoras potentes, porém a
molécula FK506 quando sozinha € inativa e necessita ligar-se a sua proteina de
ligagéo intracelular, a proteina 12 ligadora de FK506 (FKBP-12, ou inumofilina)
formando assim um complexo para exercer seu efeito terapéutico. Esse complexo
FK506-FKBP inibe a atividade da calcineurina (ou serina/treonina proteina fosfatase
2B), base da acdo imunossupressora do FK506 (Gold et al., 2004; Kaminska et al.,
2004). O complexo FK506-FKBP ao inibir a calcineurina ndo permite que ela seja
capaz de desfosforilar o NF-AT de células T (do inglés Nuclear factor of activated T
cells), um fator de transcricdo que ativa o gene da IL-2 (interleucina-2) e de outras
citocinas inflamatodrias. Assim, ndo havendo ativagdo do NF-AT, ndo ocorre a
producédo de IL-2 e, consequentemente, a ativacdo da célula T para proliferacéo de

células T especificas (Costa et al., 2006; Morais de Souza, 2012).
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A Figura 3.7 ilustra 0 mecanismo de acdo da sintese de citocinas na célula T
e a acao do FK506 inibindo esta sintese pela inibicdo da calcineurina (Costa et al.,
2006; Morais de Souza, 2012).

catt

o |
.. . *
'G' Calcineurina + célcio Calcineurina + calcio
@b- Calcineurina + célcio + imunofilinas FK506 ——» m Calcineurina + célcio + imunofilina
Ativacdo do NF-AT > - Ativaghn do NF-AT

— Sintese de
Nicleo  citocinas

CNE-AT Sintese de
Nicleo citocinas

| IF = imunofilina; NF-AT = fator de transcricdo; P = fosforo; PLC = fosfolipase C; TK = tirosino quinase. |

Figura 3.7. Mecanismo de ativacéo do fator de transcricdo NF-AT via calcineurina na célula T (A) e
mecanismo de acdo do FK506 inibindo a funcdo da calcineurina (B). Fonte: Adaptagéo de (Costa et
al., 2006; Morais de Souza, 2012).

A descoberta de que as imunofilinas também estdo presentes no sistema
nervoso proporciona um novo nivel de complexidade no processo de regulacdo da

funcdo neural. (Muramoto et al., 2003; Pereira, 2006).

Estudos mostram que a administracéo sistémica dose- dependente de FK506
acelera a regeneracéo nervosa e a recuperacao funcional do nervo ciatico em ratos
apos lesdo por esmagamento. O efeito parece resultar de um aumento da taxa de
regeneracao axonal e frequentemente o imunossupressor vem sendo utilizado com
fins de efeitos neuroregenerativos, pois tem sido relatado efeitos neuroprotetores
em modelos animais de isquemia cerebral focal e global, bem como em modelos de
doencas neurodegenerativas (Muramoto et al.,, 2003). Os mecanismos
neuroregenerativos e neutroprotetores de FK506 independem da sua atividade
imunossupressora, 0 que sugere que o FK506 pode estimular a regeneracdo do
nervo a doses mais baixas do que sado necessarios para induzir a imunossupressao;
porém 0 mecanismo da acgdo neuroprotetora do FK506 ndo € totalmente
compreendido (Kino et al., 1987; Muramoto et al., 2003; Gold et al., 2004).
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A atividade imunossupressora do FK506 esta relacionado com sua ligacéo
com uma imunofilina (FKBP-12), conforme ilustrado na Figura 3.7; porém este
caminho parece ndo ser 0 Unico envolvido nas suas propriedades
neuroregenerativas, pois sabe-se que FK506 pode se ligar em outra imunofilina,
como por exemplo a FKPB-52, levando a ativacdo de varios outros caminhos para
seus efeitos terapéuticos. Um dos caminhos mais estudados € com relacdo ao
aumento da sintese de GAP-43/B50, que estimula a atividade de progressao do
cone de crescimento do axénio através da interacdo com 0s seus microfilamentos
de actina. Outros caminhos também estao envolvidos, mas ainda ndo séo claros. A
ativacdo de varias outras vias bioquimicas que envolvem diferentes quinases e
receptores que regulam o fluxo de calcio intracelular podem também desempenhar
um papel na transducdo de sinal de fatores de crescimento. Ligante de imunofilina
como o FK506, pode por varios caminhos complexos, aumentar o niumero e a
maturidade dos ax6nios durante a regeneracdo (Gold et al., 2004; Phan e Schuind,
2011).

E muito importante a descoberta de novos farmacos com efeitos
neuroprotetores e a compreensdao do mecanismo a nivel molecular que os
envolvem e para atingir este objetivo se faz necessario estabelecer um modelo in
vitro no qual o FK506 tenha acéo protetora contra a morte celular neuronal, todavia
estabelecer um modelo in vitro ndo € uma tarefa muito facill. Além do FK506, outros
ligantes para imunofilinas representa um importante campo de estudos para o
desenvolvimento de uma nova classe de agentes terapéuticos e de novos
tratamentos para uma variedade de distabios neurolégicos (Muramoto et al., 2003;
Gold et al., 2004). No presente estudo pretende-se preparar sistemas poliméricos
de PLGA com nanofibras de PPy e o farmaco Tacrolimus na forma de filmes
estruturados tipo sanduiche capazes de proporcionarem uma liberacdo local e
controlada do farmaco FK506 através da degradacdo da matriz polimérica, sendo

uma fonte continua de estimulo para a regeneracéo axonal.
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4. MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo abordadas as metodologias utilizadas para preparar as
nanofibras de PPy, os filmes de PLGA com nanofibras de PPy e o fator de
crescimento (FK506) e as técnicas para a caracterizacdo das amostras. Também
sera apresentada a metodologia utilizada para avaliar a degradacéo hidrolitica dos

filmes nanocompdsitos preparados.

Os experimentos de sintese e preparacdo dos filmes foram realizados no
Laboratério de Organometédlicos - LOR/FAQUI/PUCRS e as caracterizacbes das
amostras foram feitas no Laboratério de Espectroscopia/FAQUI/PUCRS, no
Laboratério Central de Microscopia e Microanalise - LabCEMM da PUCRS, no ITT
FUSE - Instituto Tecnoldgico em Ensaios e Seguranca Funcional da UNISINOS, no
Centro de Microscopia Eletrénica - CME e no Laboratorio de Microscopia Eletrdnica
do CNANO/UFRGS, ambos na Universidade Federal do Rio Grande do Sul —
UFRGS.

O experimento de degradacdo in vitro foi realizado no Laboratorio de
Pesquisa de Habilidades Médicas da PUCRS.

As analises de TGA foram feitas no Laboratorio Multiusuario de Analise
Térmica - LAMAT na UFRGS.

4.1. Materiais

Na Tabela 4.1 sdo apresentados os dados sobre os reagentes e solventes

utilizados nos procedimentos experimentais.



Tabela 4.1. Caracterizag&o dos reagentes utilizados.
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Produto

Poli(4cido lactico-co-acido glicélico) — (PLGA Comercial)

Pirrol (Py)

Acido p-toluenosulfénico (APTS)
p-toluenosulfonato 95% de soédio (PTS)
Acido dodecilbenzenosulfénico (ADBS)
1-(2-carboxietil)pirrol (Py- COOH)
Acido Cloridrico (HCI)

Cloroférmio (CHCls)

Diclorometano (CH,Cl,)

Etanol (CH;CH,OH)

Cloreto Férrico (FeCls)

Tacrolimus (FK506)

Solugéo tampao fostato salino (PBS)

Origem

PURAC (PLG8523;

85:15 L-Lactico:glicélico)

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Vetec

SYNTH
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich

Sigma- Aldrich

Pureza

99,39%

98%
98,5%
95%
90%
97%
37%
99,8%
99,5%
99,5%
97%

98%

Placas de vidro Petri de 5,6 cm de diametro foram usadas para a confeccao

dos filmes de todos os experimentos. Agua deionizada e agua destilada foram

utilizadas ao longo das experiéncias.

O PLGA para a confeccéo dos filmes foi adquirido da empresa PURAC na

forma de pellets sendo armazenado sob argbnio e refrigeracdo (-15 °C). O

copolimero PLGA utilizado neste trabalho possui maior quantidade de unidades
monomeéricas de PLA em relacdo ao PGA, contendo 85% de PLA e 15% de PGA.

Com o farmaco Tacrolimus também se teve o cuidado do armazenamento sob-

refrigeracao (-15 °C).
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4.2. Métodos

4.2.1. Sintese quimica do PPy

O mondmero pirrol foi primeiramente destilado até obten¢éo do liquido incolor
para a remocao de impurezas (Patil e Pandey, 2012). Os demais reagentes foram
utilizados como recebidos.

As reacOes para obtencdo de nanofibras de polipirrol ocorreram por meio da
polimerizacdo quimica oxidativa em meio aquoso a 0°C e na presenca de diferentes
agentes dopantes (Osmatova et al., 2003; Goel et al., 2010; Xia et al., 2011).

Os dopantes testados foram: acido cloridrico (HCI), &cido p-toluenosulfénico
monohidratado (APTS), acido dodecilbenzenosulfénico (ADBS), p-toluenosulfonato
de sddio (PTS). Foram avaliadas diferentes raz8es [dopante]:monémero]. O agente
oxidante para todas as sinteses foi o cloreto férrico (FeCls) e a razdo molar
[oxidante]:[monGmero] foi de [1,7]:[1] (Xia et al., 2011).

O pirrol (0,5mL; 7,2.10° mol) é dissolvido em 20 mL de meio aguoso com um
determinado dopante sob agitacdo na temperatura de 0°C por 60 minutos. Esta
mistura € chamada de solucdo A. Apés adicionou-se, gota a gota, a solu¢do aquosa
de 5 mL contendo o agente oxidante, solugdo B. Ao término da adicdo da solugéo B

a reacao transcorre por 24h em repouso e banho de gelo nas 4h horas iniciais.

Ambas as soluc¢des foram preparadas com agua deionizada. O produto final,
um solido preto, foi filtrado e lavado com agua destilada e etanol para a remocéo
das impurezas até obtencdo da agua de lavagem incolor. O solido preto de PPy é

seco em estufa (80°C) por 4h.

O diagrama esquematico da sintese do PPy é ilustrado na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Diagrama esquematico da sintese quimica do PPy.

Sinteses com 24h de agitacdo, temperatura abaixo de 0°C (-8 a -5°C) e
temperatura ambiente também foram avaliadas. Tais alteragbes foram feitas

isoladamente, sem alteracdo dos outros parametros ao mesmo tempo.

4.2.2. Preparacao de filmes de PLGA

Através da técnica de evaporacdo de solvente foram preparados filmes de
PLGA com diferentes concentracdes do polimero para a obtencédo de filmes com

diferentes espessuras (Rezende et al., 2005).

Primeiramente, o polimero foi dissolvido em banho de ultrassom de 40 kHz
(Unique, modelo USC-2500A) por 2 horas a temperatura ambiente utilizando-se
cloroféormio como solvente. Apos total solubilizacdo, a solucdo de PLGA é vertida em
placas de vidro petri (6 5,6 cm). Em uma bancada de nivel horizontal, o solvente é
evaporado por 24h em temperatura ambiente. Também foram preparados filmes na

presenca de fluxo de nitrogénio (N;) na primeira hora da evaporagéo do solvente.

A Figura 4.2 ilustra o sistema de preparacéo dos filmes de PLGA sem e com

a presenca de fluxo de nitrogénio.
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Figura 4.2. Diagrama esquematico da evaporacao do solvente sem fluxo de nitrogénio (a) e com fluxo

de nitrogénio (b).

A Tabela 4.2 ilustra as quantidades de PLGA utilizadas no preparo dos filmes
de PLGA sem fluxo de gas N,. No preparo dos diferentes filmes as massas descritas

na Tabela 4.2 foram solubilizadas em 6 mL de cloroférmio.

Tabela 4.2. Relagcbes de massas (g) de PLGA utilizadas para preparacéo dos filmes puros de PLGA.

FILME Massa (g) de PLGA

PLGA1 ~1,0
PLGA2 ~0,6
PLGA3 ~0,2

4.2.3. Preparacédo de nanocompoésitos de PLGA com PPy pelo método

sanduiche por evaporacédo de solvente

Um diagrama esquematico dos processos de fabricacdo pelo método
sanduiche por evaporacédo de solvente € ilustrado na Figura 4.3 (Khang et al., 2003).
Em uma primeira etapa, diferentes quantidades de massas de PLGA foram
dissolvidas em cloroférmio conforme mencionado no topico 4.2.2, a fim de se obter

filmes de PLGA com diferentes espessuras. Apds, uma segunda camada do
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sanduiche, camada do meio ou recheio, foi preparado por meio de duas

metodologias diferentes:

Método A: o pirrol € polimerizado diretamente sobre a primeira camada de
PLGA, conforme descrito no item 4.2.1; porém com algumas adaptacdes na
montagem do sistema reacional. O dopante e a razdo [dopante]: [monOGmero]
estabelecida nesta etapa foi aquela em que a morfologia de fibra neste estudo foi
obtida. Neste caso € o dopante APTS e a razao entre o dopante e monémero € igual
a quatro. Apés o tempo de reacdo do PPy o filme foi lavado com agua deionizada e
etanol para retirada dos residuos da sintese e por 24h deixada em temperatura
ambiente para evaporacdo dos solventes da lavagem. Uma mesma quantidade de
concentracdo de solucdo de PLGA que foi utilizada na 12 camada de PLGA é
novamente vertida sobre o filme, isto é, a camada da reac¢do de PPy foi recoberta
(“sanduichada”) entre duas camadas de PLGA, formando um filme de camadas com
estrutura tipo sanduiche. Apds evaporacdo do solvente durante 24h a temperatura
ambiente, o flme de PLGA/PPy é armazenado em atmosfera inerte de N, até a sua

utilizacao.

Método B: inicialmente preparou-se nanofibras de polipirrol conforme
descrito no item 4.2.1 e apds o p6 das nanofibras de PPy sdo dispersas em 3 mL
de cloroférmio e adicionadas a uma solu¢do de PLGA em cloroférmio de mesma
concentracdo utilizada no preparo da 12 camada. A quantidade de PPy utilizado
corresponde a 10% em massa com relacdo a massa de PLGA. A solucédo de
PPy/PLGA é sonificada durante 8h a temperatura ambiente, e apds a solucdo é
vertida sobre a 12 camada de PLGA. Depois de 24h de evaporacéo a ultima camada
de PLGA de mesma concentracdo utilizada na 12 camada € vertida sobre a camada
de PPy/PLGA, isto é, a camada de PPy/PLGA foi recoberta (“sanduichada”) entre
duas camadas de PLGA, formando um filme de camadas com estrutura tipo
sanduiche. ApoOs evaporacdo do solvente durante 24h a temperatura ambiente, o
filme de PLGA/PPy estruturado na forma de sanduiche é armazenado em atmosfera

inerte de N, até a sua utilizacao.
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Método A

1% camada de PLGA

solugdo 1 [PLGA + solvente]

2 camada de PPy

i reagdo de PPy sobre 1°camada de PLGA

3° camada de PLGA

solugdo 2 = solugéo 1

Método B

ll 1# camada de PLGA

solugao 1 [PLGA + solvente]

>\

2° camada de PPy " U p6 PPy + solvente

solugéo 3 solugao 2 = solugéo 1
[pé PPy + PLGA+solvente]

3° camada de PLGA

solugao 4 = solugéo 1

Figura 4.3. Diagrama esquematico da preparacao dos filmes de PLGA com PPy pelo método

sanduiche por evaporacgéo de solvente. Fonte: Adaptado de (Khang et al., 2003).

A Tabela 4.3 ilustra os valores em massa dos filmes estruturados na forma de

sanduiche que foram preparados pelos métodos A e B.

Tabela 4.3. Relagbes de massas (g) de PLGA utilizadas para preparagéo dos filmes estruturados na

forma de sanduiche preparados pelos métodos A e B.

Sanduiche Método A Massa (g) total aproximada de PLGA
1A ~0,50 g de PLGA por camada ~1,0
2A ~0,30 g de PLGA por camada ~0,6
3A ~0,15 g de PLGA por camada ~0,3

Sanduiche Método B Massa (g) aproximada total de PLGA
1B ~0,60 g de PLGA por camada ~1,8
2B ~0,20 g de PLGA por camada ~0,6
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A Tabela 4.4 ilustra os valores utilizados na segunda camada dos filmes

preparados pelo método B.

Tabela 4.4. Massas utilizadas para preparar a 22 camada dos filmes em estrutura de sanduiche pelo

método B e para os filmes de camada Unica de PLGA com PPy-APTS.

Massas dos filmes estruturados na forma de sanduiche e camada Unica

22 camada e camada Unica Massa (g) de PLGA Massa (g) de PPy-APTS
1B e 1B-UNC ~0,6 ~0,06
2B e 2B-UNC ~0,2 ~0,02

A Figura 4.4 ilustra a estrutura final na forma de sanduiche dos filmes

preparados.

PLGA

Método A Método B

Sanduiches

PPy obtido por meio da
polimerizagdo do Py

sobre a camada de PLGA p6 de PPy + PLGA

PLGA

Figura 4.4. Diagrama esquematico dos filmes de PLGA/PPy estruturados na forma de sanduiche.

Filmes de PLGA/PPy correspondente a 22 camada (camada intermediaria do
sanduiche ou recheio) do sistema polimérico preparado pelo Método B foram
preparados isoladamente a fim de caracterizar o filme compdsito de PLGA/PPy
como uma camada unica e direta, sem o recobrimento das camadas externas de

PLGA. A Tabela 4.4 também corresponde as quantidades de PLGA e PPy utilizados



58

para a preparacdo dos compositos de PLGA/PPy em filmes de camada Unica
(recheio). Os procedimentos de preparo destes filmes de Unica camada foram os
mesmos mencionados neste mesmo item de numero 2.4.3 (método B); porém sem
as etapas correspondentes as camadas externas do sistema polimérico em forma
de sanduiche (12 e 32 camada de PLGA).

A sigla UNC foi utilizada para identificar as amostras de Unica camada,

como 1B -UNC e 2B- UNC, respectivamente.

4.2.4. Sintese quimica para funcionalizacdo de nanofibras PPy

A funcionalizagdo das nanofibras de PPy com o 1-(2 carboxietil)pirrol tem

como objetivo fixar o FC (Tacrolimus- FK506) diretamente nas nanofibras de PPy.

As reagbes para obtencdo de nanofibras de polipirrol funcionalizadas
ocorreram por meio da polimerizagcdo quimica oxidativa conforme descrito no item

4.2.1; porém com adi¢ao do reagente funcionalizador na preparacéo da solugéo A.

Na primeira abordagem o pirrol (0,05mL; 7,2.10™ mol) e o funcionalizador 1-(2
carboxietil)pirrol sdo dissolvidos em meio aquoso com o dopante APTS sob
agitacao na temperatura de 0°C por 60 minutos. Esta mistura € chamada de solucao
A. Apo6s adicionou-se, gota a gota, a solucdo B contendo o agente oxidante. Ao
término da adicdo da solucdo B a reacdo transcorre por 24h em repouso e com

banho de gelo nas 4h horas iniciais.

Agua deionizada foi o solvente utilizado na sintese e o produto final foi filtrado
e lavado com agua destilada para a remocéo das impurezas até obtencdo da agua

de lavagem incolor. ApGs a amostra é seca em estufa (80°C) por 4h.

O dopante e a razdo [dopante]: [mondmero] estabelecida nesta etapa foi
aguela em que a morfologia de fibra neste estudo foi obtida. Neste caso é o APTS e
a razao de valor igual a quatro, correspondente a um excesso de dopante durante a
sintese. As razbes [funcionalizador]: [monémero] avaliados foram [1]:[1], [0,5]:[1] e
[1,5]:[1]. O agente oxidante para todas as sinteses foi o cloreto férrico (FeCl3) e a

razao molar [oxidante]:[monémero] de [1,7]:[1].
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A Figura 4.5 ilustra o diagrama esquematico da sintese quimica para

obtencao de nanofibras de PPy funcionalizadas com 1-(2 carboxietil)pirrol.

! [func]:[Py] ..;.

Solucéo B
1,2240° mol
FeCls

Solugdo A
[dop]:[Py]
4:1

Figura 4.5. Diagrama esquematico da sintese quimica para obtencéo de nanofibras de PPy

funcionalizadas com 1-(2 carboxietil)pirrol.

Uma segunda abordagem foi testada utilizando-se de nanofibras pré-prontas
pelo método descrito no item 4.2.1. Nesta 22 abordagem uma quantidade de
nanofibras de PPy correspondente a 40% em massa com relacdo a quantidade de
mondmero foi adicionada no preparo da solugédo A, formando uma solugéo contendo
o funcionalizador, pirrol (Py) e as nanofibras de PPy-APTS. As demais etapas da
sintese transcorreram conforme descrito para 12 abordagem deste mesmo item de
namero 4.2.4 e avaliou-se apenas a razdo molar [funcionalizador]:[monémero]

correspondente a [1]:[1].
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4.2 5. Mistura direta do farmaco Tacrolimus em PLGA com nanofibras de

PPy

No preparado dos filmes de PLGA com nanofibras de PPy estruturados na
forma de sanduiche, descrito no item 4.2.3, a adicdo do farmaco Tacrolimus foi
realizada durante o preparo da 22 camada da estrutura pelo método B. Prepara-se
uma solucdo de FK506 em cloroformio que € diretamente misturada na solugéo

correspondente a 22 camada da estrutura final.

A Figura 4.6 ilustra o diagrama esquematico da adicao direta da solucéao de
FK506 na preparacao de filmes de PLGA/PPy-APTS/FK506 estruturados na forma

de sanduiche.

Método B

- 1® camada de PLGA

solugéo 1 [PLGA + solvente]

N

2° camada de PPY pd PPy + solvente

) solugéo 3 \ solugéo 2 = solugéo 1
06 PPy + PLGA+solvente]

3% camada de PLGA

solugéo 4 = solugéo 1

Figura 4.6. Diagrama esquematico da preparacao do filme estruturado como sanduiche de PLGA

com PPy pelo método B . Fonte: Adaptado de (Khang et al., 2003).

Preparou-se filmes de PLGA/FK506 e PLGA/PPy-APTS/FK506 sem a
estrutura final de sanduiche, correspondente aos filmes sem as camadas externas
de PLGA. Os filmes preparados correspondem a formagéo da 22 camada da Figura
4.6. Utilizou-se 0,2 g de PLGA para o filme de PLGA/FK506 e 0,2 g de PLGA com
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0,02 g de nanofibras de PPy-APTS para o filme de PLGA/PPy-APTS/FK506. Para
ambos os filmes utilizou-se uma solucdo de 0, 00126 g de FK506 em 5 ml de

cloroférmio.

A quantidade de FK506 utilizado foi determinada considerando resultados
anteriores encontrados na literatura por meio da administracdo subcutanea de

5mg/kg de FK506 para o tratamento de nervo ciatico de ratos (Costa et al., 2006).
4.3. Técnicas de Caracterizacao

O estudo das estruturas formadas, propriedades fisico-quimicas e da
morfologia da superficie, assim como o comportamento de degradacdo dos
sistemas poliméricos sdo de extrema importancia para compreender o desempenho
da interacdo do implante com o organismo. Portanto, as técnicas de caracterizagédo
auxiiam na compreensdo e descricdo de informacbes importantes do
comportamento dos sistemas formados.

As caracterizacfes das amostras produzidas foram feitas utilizando-se
técnicas de espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
microscopia eletronica de varredura (MEV), andlise termogravimétrica (TGA), e
espectroscopia de impedancia elétrica, a fim de verificar as propriedades térmicas,

elétricas, morfolégicas das amostras obtidas.

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

A estrutura molecular dos materiais produzidos foi determinada por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) com o objetivo
de identificar os grupos funcionais presentes nas amostras. Os espectros de
absorcdo no infravermelho (V) foram obtidos no espectrdbmetro da Perkin-Elmer
modelo (Spectrum One FT-IR Spectrometer) na regido de 400 a 4000 cm™, com
resolucao de 4 cm™, utilizando-se amostras do po de PPy preparadas em pastilhas
de KBr sob pressdo de 10 toneladas, em uma prensa Perkin-Elmer Instruments.
Para avaliar os flmes nanocompdsitos de PLGA/PPy utilizou-se o espectrometro da

Perkin-Elmer modelo (Spectrum 100 FT-IR Spectrometer) na regido de 650 a 4000
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cm™ com acessério de refletancia total atenuada universal (Universal ATR -

Sampling Acessory - UATR).
4.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras solidas em p6 de PPy e dos filmes produzidos
foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) em diferentes

centros de microscopia.

As andlises quando realizadas no Centro de Microscopia e Microanalise da
PUCRS utilizou-se um aparelho Philips XL30 e as amostras produzidas foram
fixadas com auxilio de uma fita dupla face condutora de carbono sobre um suporte
(stub) e posteriormente recobertas com ouro em um metalizador BALTEC SCD 005.
As imagens foram registradas no modo de espalhamento elétrico usando uma onda
elétrica com 20 KeV ou 30 KeV (tensdo de aceleracdo). Os aumentos em geral
variaram de 200x até 30.000x para observacao das caracteristicas topogréafica dos

materiais.

O equipamento utilizado no CME da UFRGS foi o Microscépio Eletrénico de
Varredura JEOL JSM 6060.

O equipamento utilizado no ITT-FUSE da Unisinos foi o Microscépio
Eletronico de Varredura da ZEISS modelo EVO LS 15.

O equipamento utilizado no CNANO/UFRGS foi o Microscopio Eletrénico de
Varredura EVO50 — Carl Zeiss.

4.3.3. Analise Termogravimétrica (TGA)

Analise termogravimétrica (TGA) foi realizada para uma melhor
compreensao sobre a estabilidade térmica das amostras de PPy preparados. As
amostras foram aquecidas de 20 a 600 °C com fluxo de Nitrogénio (100 mI.min‘l) a
uma taxa de aquecimento de 10 °C min™, utilizando-se o aparelho SDT
Q600 fabricado pela TA Instruments no Laboratorio Multi-Usuarios de Analises
Térmicas (LAMAT) da UFRGS.
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4.3.4. Espectroscopia de Impedancia Elétrica

Amostras do p6 de PPy foram prensadas em forma de disco (2 x 12 mm) e
foram utilizadas para realizacdo das medidas de espectroscopia elétrica. Utilizou-se
uma porta amostras com eletrodos circulares de prata para introduzir a onda
senoidal proveniente de um gerador de funcdes (Agilant) e um osciloscépio (Minipa)
foi usado para analisar os parametros da onda e medir a defasagem entre a
corrente e a tensdo. Detalhes do procedimento experimental sdo dados em
Chinaglia et al. (2008). O ruido experimental foi minimizado usando-se gaiola de
Faraday aterrada, filtro de linha e estabilizador de tensdo. A incerteza estatistica foi

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

Para uma avaliacdo mais préxima do real comportamento de degradacdo de
um material com potencial aplicacdo na area médica se faz necessario 0 uso de um
protocolo que leve em consideracdo as condi¢cdes mais préximas do pH do ambiente
in vivo. Portanto, os testes de degradacao hidrolitica in vitro dos materiais foram
baseados na nhorma ASTM F1635 - 11 (2011).

As amostras de 0,5 cm de diametro foram mantidas em 5 mL de solucéo
tampao fosfato salino, PBS, a 37 °C dentro de tubos de polipropileno de 15 mL em
equipamento adaptado e termostatizado com agitacdo de 60 rpm. As amostras
foram feitas em triplicatas e removidas em tempos pré-determinados (7, 14, 21 e 28
dias de incubacéo). Apos, sdo lavadas com agua destilada e secas sob vacuo e
suas massas medidas até obterem massa constante (Pt), para posterior
caracterizacdo por perda de massa, espessura, MEV e medida de pH da solucéo

salina (Li e Chang, 2005). A biodegradacéo foi calculada através da Equacéo 4.1:

% Perda de Massa = {M]x 100
PO

(4.1)
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Sendo PO correspondente ao peso da massa antes do teste de degradacao e
Pt 0 peso da massa seca ap0s cada tempo de degradacéo avaliado (Li e Chang,
2005).

Este método de ensaio destina-se a avaliar a taxa de degradacéo (isto €, a
taxa de perda de massa) e as altera¢cées no material ou propriedades estruturais, ou
ambos, de materiais de polimeros hidroliticamente degradaveis utilizados em
implantes cirargicos (ASTM F1635 - 11 (2011)).

Adaptou-se uma mesa agitadora, modelo MA-140/CF e marca Marconi, para
simular uma incubadora com controle da temperatura e poder manter os nives de
agitacdo e temperatura no interior do equipamento durante os periodos de

degradacéo.

Para medir as espessuras dos filmes pré e pos-periodos de degradacao
utilizou-se o aparelho medidor digital de espessura (MDE), marca Hanatek e modelo
n° 8020. A incerteza estatistica foi reduzida tomando um minimo de dez medidas
para cada amostra.

Para medir o pH das solugdes utilizou-se pHmetro, marca Digmed e modelo
DM-20.

Para as medidas das massas dos filmes utilizou-se uma balanca analitica de
cinco casas decimais, marca Mettler Toledo e modelo AG285.

A Figura 4.7 mostra o equipamento adaptado para simular uma incubadora

termostatizada utilizada nos testes de degradacao hidrolitica in vitro.

Figura 4.7. (a) e (b) Incubadora termostatizada adaptada. (c) Triplicadas das amostras em

degradacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Preparagao de nanofibras de PPy

A metodologia utilizada para a obtencdo de nanofibras de polipirrol foi a
polimerizacdo quimica oxidativa em meio aquoso a 0°C e na presenca de diferentes
agentes dopantes, conforme descrito no item 4.2.1 (Osmatova et al.2003; Goel et
al., 2010; 2003; Xia et al.,2011).0s dopantes testados foram: acido cloridrico (HCI),
acido p-toluenosulfénico monohidratado (APTS), acido dodecilbenzenosulfénico
(ADBS), p-toluenosulfonato de sédio (PTS). Foram avaliadas diferentes razdes
[dopante]:[mondmero] conforme valores indicados na Tabela 5.1. Exceto o HCI, os

demais agentes dopantes podem também ter acdo de surfactantes.

Tabela 5.1. RazBes molares utilizadas de [dop]:[Py].

Relacdo Molar [dop]:[Py]
A 1,13
B 4
C 2
D 0,05
E 6

Obs.: A e B avaliados com os dopantes HCI; APTS, PTS e ADBS; C avaliado apenas com APTS; D

avaliado apenas com ADBS; E avaliado apenas com PTS.

Na literatura tem sido muito discutido a influéncia da natureza do dopante e
das condicdes de reacdo na morfologia do polipirrol resultante (Zang et al., 2006;
Yin e Yang, 2011).
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A morfologia das amostras de polipirrol sintetizadas foram inicialmente
avaliadas por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Na Figura 5.1 séo
apresentadas as imagens de MEV correspondentes as superficies das amostras de
PPy com diferentes agentes dopantes. Em todas as amostras a relacdo molar
[dop]:[ Py] foi igual a 1,13.

Al o DM T

5 a " W

Ace¥ SpotMagn Det WDgb———1 2;m AccV  SpotMagn Det WD 1 2um "AcgVSpot Magn  Det WD F—————1 2um
200KV 3.0 20000x.St 10 200 kv 39 30000x SE 109 80 20000x SE 102 >
Y 3 » - A T 2 .

Figura 5.1. Imagens de MEV das amostras de PPy com diferentes agentes dopantes: a) HClI b)ADBS
¢) APTS. Raz&o molar [dop]:[Py] = 1,13.

A partir da Figura 5.1 pode ser observado que nas condi¢cbes avaliadas néo
foi possivel a obtencdo das nanofibras de PPy para nenhum dos dopantes. Em
todas as amostras observa-se a formacdo de PPy com morfologia particulada

globular com regifes de maiores aglomeramentos.

O mesmo procedimento experimental foi utilizado novamente para o0s
dopantes (HCI, ADBS, PTS, APTS), porém a razdo molar [dop]:[Py] avaliada foi
igual a 4 (Xia et al., 2011). Na Figura 5.2 é possivel observar as diferentes
morfologias obtidas com a alterag@o no valor da razdo molar para cada dopante. A
modificacdo da razdo molar [dop]:[Py] para um excesso de dopante no meio
reacional proporcionou a obtencao de diferente morfologias, estando de acordo com
a literatura que aponta uma alta influéncia dos dopantes nas formas resultantes dos
produtos nos processos de sinteses, tanto pelo método quimico como pelo
eletroquimico (Osmavoté et al., 2003; Anzari, 2006; Goel et al., 2010).
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Figura 5.2. Imagens de MEV das amostras de PPy com diferentes agentes dopantes e razao molar
[dop]:[Py] = 4; a) HCI; b)ADBS; c) APTS; d) PTS.

A partir da Figura 5.2 observamos que a modificagdo na razdo molar
[dop]:[Py] em 4 vezes mais elevada favoreceu a morfologia de fibras para o dopante
APTS. Resultados similares e dependentes da concentragcdo do surfactante foram
relatados por Liu e Wan (2001) ao verificar que a concentracdo de acido p-naftaleno
sulfénico (B-ANS) afetou fortemente as morfologias de PPy-ANS. Baixas
concentragdes resultou em PPy-ANS granular e ao aumentar a concentragao de (-
ANS, mais e mais estruturas fibrosas apareciam como morfologia predominante,
porém esse aumento foi possivel até uma concentragdo especifica do surfactante
durante o estudo e quando ultrapassada retornavam a predominar os blocos
aglomerados de particulas granulares no lugar das fibras (Liu e Wan, 2001). Outro
dado interessante do estudo de Liu e Wan (2001) é que a morfologia fibrosa
inicialmente observada se revelou por imagens de MET como ocas, sendo algumas
fibras sem preenchimento, caracterizando a formacao de estruturas tubulares devido
ao seu interior ndo preenchido (Liu e Wan, 2001). Yang et al. (2002) relatou a

obtencdo de PPy com estruturas de tubos ou fibras e também observou que a
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morfologia resultante € dependente da concentracdo do dopante e da relagdo molar

entre o pirrol e o dopante.

O impedimento do crescimento descontrolado da cadeia polimérica, que
resulta na morfologia de particulas globulares aglomeradas é uma tarefa dificil,
sendo ainda um grande desafio a obtencéo de estruturas nanoestruturas de forma
mais controlada e ordenada por métodos de sintese mais simples, como o caso do
método quimico (Liu e Wan, 2001; Goel et al., 2010).

Neste trabalho nanofibras de PPy foram obtidas somente quando o APTS foi

0 agente dopante e a razdo molar [dop]:[Py] igual a 4.

Nas Figuras 5.3 , 5.4 e 5.5 observar-se as micrografias de outras amostras de
PPy dopado com APTS que foram obtidas em diferentes sinteses a fim de verificar a
reprodutibilidade da morfologia de nanofibras usando-se o mesmo procedimento

experimental.
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Figura 5.3. a) e b) Imagens de MEV da obtenc¢é&o das primeiras fibras de PPy na presenca do dopante

APTS e razdo molar [dop]:[Py] = 4.
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Figura 5.4. a) b) e c) Imagens de MEV em diferentes magnitudes das fibras de PPy com dopante
APTS e raz&o molar [dop]:[Py] = 4 , 32 tentativa de reprodutibilidade.
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Figura 5.5. a) b) e c) Imagens de MEV e, diferentes magnitudes das fibras de PPy com dopante
APTS e razdo molar [dop]:[Py] = 4, 22 tentativa de reprodutibilidade.
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Apbs obtencdo das primeiras fibras de PPy na presenca do dopante APTS,
outros parametros experimentais foram modificados a fim de verificar a influéncia na
obtencdo da morfologia de fibras com o dopante APTS. O primeiro parametro
alterado foi o tempo de agitacdo. O tempo de agitacdo de 2 minutos no tempo inicial
de reacdo, tempo necessario para gotejar a solucdo oxidante, passou a ser
constante durante as 24h de reacdo. A Figura 5.6 ilustra as fibras obtidas na
presenca de agitacdo magnética nas 24h de reacdo, demonstrando que foi possivel
a formacao das fibras, porém elas se apresentam mais aglomeradas e com maior

diametro.

Feng, Yan e Zhang (2009) também observaram que a agitacdo durante a
polimerizagdo do Py exerce uma influéncia na morfologia da nano estrutura
formada. Por agitacdo, micro e nanofibras apresentaram-se de forma mais grosseira
e aglomerada devido a fuséo das fibras mais finas, consequentemente resultando
em fibras mais espessas quando a polimerizacdo ocorre em agitacdo do que

quando no estado estatico (Feng, Yan e Zhang, 2009).
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Figura 5.6. a) e b) Imagens de MEV das fibras de PPy com dopante APTS, razdo molar [dop]:[Py] = 4

e reacao com 24h de agitagdo magnética.

Outro parametro modificado foi a temperatura de reacdo e o procedimento
inicial foi repetido em temperatura abaixo de 0°C e posteriormente em temperatura
ambiente. O sistema reacional foi colocado dentro de um congelador com
temperatura entre -10 e -5 °C e na Figura 5. 7 (a) podemos observar no centro da
imagem a formacé&o de fibra, mas a estrutura particulada foi a predominante, logo a
temperatura abaixo de 0° C né&o favoreceu a formagao de nanofibras, assim como

para a sintese na temperatura ambiente (Figura 5.1.7 (b)) que também néo resultou
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na formacgédo de fibras. A temperatura de 0 °C é a mais adequada para a obtencéo
da morfologia desejada neste estudo quando se utiliza o dopante APTS em excesso
no meio reacional, sendo a temperatura mais um importante parametro para

obtencdo da morfologia fibrilar desejada.

’ 9" - g
Acc.V SpotMagn Det WD F——— 10um

200kV 30 5000x SE 103 Mag= 10.00 KX
g WD =115mm Signal A = SE1

Figura 5.7. Imagens de MEV da amostra de PPy com dopante APTS e razao molar [dop]:[Py] =4 .
(a) sintese na temperatura entre -10 e -5 °C; (b) sintese na temperatura ambiente.

Foi avaliada uma quantidade intermediaria do dopante APTS, razdo molar

[dop]:[Py] = 2, e a Figura 5.8 ilustra que nao foi possivel a formacédo de fibras,

demonstrando a necessidade de um excesso mais elevado do dopante no meio

reacional.

Acc.V SpotMagn Det WD —————— 10m
200kV 4.0 7000x SE 102

Figura 5.8. Imagens de MEV das amostras de PPy com dopante APTS e razdo molar [dop]:[Py] = 2.

Sabendo-se que as propriedades dos materiais resultantes de automontagem

sédo fortemente dependentes das interacdes intermoleculares, dos métodos e das
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condicdes de sintese, por isso foram feitas modificagbes nas sinteses para o0s

demais dopantes em estudo na tentativa de obter PPy na morfologia de fibras.

A Figura 5.9 ilustra a morfologia da sintese de polimerizacdo do Py na
presenca de PTS. Em ambos os parametros modificados nos procedimentos de
sintese, temperatura e agitacdo da reacdo quimica, a morfologia predominante foi a

particulada.

AccV SpotMagn'! Det WD F————1"20 um ™ AccV SpotMagn Det WD F—1 2m
20.0kV 3.0 2000x “SE 103 20.0kV 3.0 20000x SE 10.6

Figura 5.9. Imagens de MEV das amostras de PPy com dopante PTS e raz&o molar [dop]:[Py] = 4.

a) Reacéo por 24h em temperatura ambiente b) Reacéo com agitacdo 24h.

Outro parametro modificado na sintese com o PTS foi a relacdo molar entre
dopante e monémero. Na Figura 5.10 observa-se a predominancia de estruturas
particuladas do PPy dopado com PTS obtidas da sintese com razao molar [dop]:[Py]
= 6.

=5 ﬁ. ~ 1
Mag= 10.00KX  EHT=20.00kV
: Druse

WD= 85mm Signal A= SE1 e |

Figura 5.10. Imagens de MEV da amostra de PPy com dopante PTS e raz&o molar [dop]:[Py] = 6.
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A Figura 5.11 ilustra os particulados resultantes da sintese do Py na presenca
do dopante ADBS, sendo possivel verificar que as formas resultantes ficaram um
pouco menos compactadas com a reducdo na quantidade de ADBS no meio

reacional; porém ndo houve a formacéao de fibras.

AccV SpotMagn Det WD ———————— 2um
200kv 30 30000x SE 103

X38. 888 8. Sum

Figura 5.11. Imagens de MEV das amostras de PPy com dopante ADBS. a) razao molar [dop]:[Py] = 4
e b) razdo molar [dop]:[Py] = 0,05.

A partir das micrografias de MEV é possivel observar que a morfologia do
PPy €& fortemente influenciado pelo controle das condicdes experimentais:
temperatura, tempo de agitagcdo, concentracdo e natureza do dopante. O tipo e a
concentracdo de dopante parecem ser fatores determinantes na formacdo de
nanofibras, pois nas mesmas condigcbes experimentais avaliados neste estudo
somente foram obtidas nanofibras quando o APTS foi utilizado como o agente

dopante.

A estrutura molecular das amostras de PPy com os diferentes dopantes
preparados neste estudo foram avaliados por meio da espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) no intervalo de 400-4000 cm 1A
Figura 5.12 ilustra o espectro de infravermelho das amostras obtidas que evidéncia

0s principais sinais associados a estrutura do PPy (Wang et al., 2011).
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Figura 5.12. Espectroscopia de Infravermelho do Polipirrol com diferentes dopantes.

A partir da Figura 5.12 verifica-se uma banda larga na regido de 3400-3500
cm™ correspondente ao estiramento da ligacdo de N-H (Osmatova et al., 2003; Goel
et al., 2010; Gupta et al., 2011; Jeeju et al.,2012; Chandrasekaran et al., 2013). Na
regido de 2850-2925 cm™ observa-se para os espectros PPy-ADBS e PPy-APTS
uma banda com baixa intensidade associada a vibracao da ligacdo C-H na presenca
de dopante no produto da polimerizacédo (Yang e Liu, 2010). Os espectros de PPy-
PTS, PPy-HCI e PPy-FeCl; ndo possuem o sinal na regido de 2850-2925 cm™
devido aos diferentes graus de dopagem que o PPy pode ter e das condi¢cdes de

sintese (Osmatova et al., 2003).

Na Figura 5.13 verificam-se varios sinais semelhantes, porém com alguns
pequenos deslocamentos nas regidbes das bandas e também com diferentes
intensidades de absorcdo dos sinais que podem ser atribuidos ao grau de dopagem
(interagBes do produto com o ion de dopagem), a estrutura do dopante ou qualquer
alteracdo na morfologia do produto (por exemplo, a formacdo de nanoestruturas),
pois se sabe que as vibracdes que envolvem elétrons 1 deslocalizados na cadeia

polimérica séo afetadas pela dopagem do polimero (Osmatova et al., 2003; Gupta et
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al, 2011). Os espectros ilustram um sinal em 1633-1644 cm™ correspondente a
vibrac&o caracteristica do estiramento da ligacado C=C (Shen e Wan, 1998), assim
como em 1536-1560 cm™ que também é uma regido referente & absorcdo da
vibracdo de estiramento da ligacdo C=C do anel do pirrol (Lee et al, 1995; Shen e
Wan, 1998; Kang e Geckeler et al, 2000; Liu e Wan, 2001; Reung-u-rai et al., 2008;
Wei e Lu, 2009 ; Xia et al.,2011; Jeeju et al., 2012), identificando a existéncia de
compostos contendo anéis aromaticos e neste estudo as bandas confirmam a
presenca das vibracdes das ligacbes do anel de pirrol (Shen e Wan, 1998; Liu e
Wan, 2001; Kim et al.,2008; Xia et al.,2011). A vibracdo de estiramento da ligagéo
N-C no anel do pirrol esta relacionado com a regido 1445-1475 cm™ dos espectros
(Osmatova et al., 2003; Kwon et al., 2008; Xia et al.,2011; Jeeju et al.,2012) e a
regido da banda larga em ~1300 cm™ para 1400 cm™ é atribuida a deformacéo da
ligagdo C-H ou C-N dentro do plano do anel (Osmatova et al., 2003; Xia et al.,
2011).

As bandas nas regides de aproximadamente 1550 cm™, 1200 cm™ e 900 cm™
caracterizam as vibracdes de PPy no estado dopado e variagdes nas posicoes dos
sinais séo reflexo do efeito do ion dopante sobre as vibrag6es do anel de PPy (Tran
et al., 2007; Xue et al., 2010; Yang e Liu, 2010; Goel et al., 2010; Su et al., 2012;
Yang et al., 2012). Para o espectro de PPy-APTS as bandas de absorcédo em 1543
e 1453 cm™ (vibracdes de estiramento das ligacdes do anel de pirrol), 900 e 1192
cm™ (vibracbes de estiramento do PPy dopado), 1041 e 1317 cm™ (vibracbes de
defomacdes do estiramento das ligagbes C-N e C-H, respectivamente) indicam que
as nanofibras de PPy compartiham da mesma estrutura molecular que o PPy

convencional ( Tran et al., 2007; Feng, Yan e Zhang, 2009).

Os sinais de absorcdo em 1037 e 1041 cm™ para os espectros de PPy-PTS,
PPy-ADBS e PPy-APTS correspondem a vibracdo de alongamento simétrico de
S=0 (Reung-u-rai et al., 2008; Yang e Liu, 2010; Yang et al., 2012) e para estes
mesmos espectros a regido em 1194 — 1164 cm™ corresponde as vibracdes de
estiramento assimétrico de O=S=0 (Reung-u-rai et al., 2008), sendo uma regido que
a vibracdo de estiramento de -SO3; se sobrepde a vibracéo das ligacdes do anel de
pirrol. Em ~ 670-684 cm™ corresponde a deformacao da ligacdo C-C fora do anel ou
do “balanco” da ligacéo C-H (Xia et al., 2011).
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Figura 5.13. Espectroscopia de infravermelho do Polipirrol com diferentes dopantes

A partir da Figura 5.13 observa-se varias bandas e sinais comuns a todos os
PPy sintetizados, indicando que o PPy dopado com os diferentes dopantes possuem
uma estrutura de cadeia polimérica principal muito semelhante (Shen e Wan, 1998).
Os sinais observados nas amostras de PPy dopados neste estudo estdo de acordo
com os relatos disponivéis na literatura, confirmando que ocorreu a formacao de
polipirrol. Os suaves deslocamentos dos sinais apresentados nos espectros sao
comuns e causados pelas diferentes estruturas dos dopantes participantes da
sintese e dos diferentes graus de dopagem que os produtos de PPy obtiveram neste

estudo (Osmatova et al., 2003).

As propriedades térmicas dos polimeros preparados foram avaliadas por TGA
e a Figura 5.14 mostra o perfil de degradacdo com o aumento de temperatura das

amostras de PPy que foram sintetizados com quatro diferentes dopantes.
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Figura 5.14. Termogramas do polipirrol com os diferentes dopantes.

Observa-se através dos diferentes decaimentos das curvas da Figura
5.14 que as perdas de massas dos diferentes PPy sintetizados séo dependentes do
ion dopante presente na estrutura do produto (Osmatova et al., 2003; Goel et al.,
2010).

Segundo a literatura a perda de massa abaixo de 150 °C se deve a
volatilizacdo de moléculas de agua e dopantes adsorvidos fisicamente na cadeia
polimérica, além de oligbmeros e mondémeros livres (Basavaraja et al., 2007,
Basavaraja et al., 2009; Goel et al., 2010). Com o passar do tempo a temperatura é
gradativamente elevada permitindo analisar o processo de degradacéo de cada
amostra e observa-se uma segunda perda de massa entre 150 e 350 °C que esta
relacionada com a decomposicdo das cadeias de PPy e dos ions dopantes que
estavam quimicamente ligados ao PPy (Osmatova et al., 2003; Basavaraja et al.,
2007; Goel et al., 2010). As curvas confirmam a influéncia dos ions dopantes na
estabilidade térmica do PPy e indicam que a decomposicdo de todas as amostras

comecam em temperaturas superiores a temperatura fisioldgica de 37 °C e que a
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partir dos 200 °C o processo de degradacao fica mais rapido (Basavaraja et al.,
2007; Basavaraja et al., 2009; Goel et al., 2010).

A Tabela 5.2 resume o comportamento de degradacao das amostras de PPy

doapados com diferentes dopantes.

Tabela 5.2. Porcentagem de residuo até 600° C do PPy com diferentes dopantes.

Temperatura (°C) 100 200 300 400 500 600
Amostras Residuo (%)
PPy — FeCl, 94 87 77 68 58 50
PPy — HCI 92 86 77 66 55 47
PPy — ADBS 81 74 70 53 32 31
PPy — APTS 94 92 87 76 67 61
PPy - PTS 94 87 77 68 58 50

Obs: PPy — APTS com morfologia de nanofibras.

A partir da Figura 5.14 e da Tabela 5.2 verificou-se neste estudo que o PPy
dopado com APTS mostrou-se ser 0 mais estavel, pois € a amostra com a menor
perda de massa e com o maior % de residuo até os 600°C avaliados neste estudo,
estando de acordo com outros estudos que apontam a influéncia do dopante nas
propriedades do produto final e de resultados de melhor estabilidade térmica para o
PPy dopado com APTS (Goel et al.,, 2010). O segundo PPy mais estavel foi o
dopado com o dopante PTS, o sal do dopante APTS, no qual apresentou um
termograma bastante similar ao PPy dopando com APTS. Apds o PPy-FeCl; (sem
dopante adicional na sintese), seguido do PPy-HCI apresentaram o0s
comportamentos mais estaveis, respectivamente. Por ultimo o PPy dopando com o
ADBS foi 0 que apresentou uma perda de massa mais acentuada e o menor valor %

de residuo aos 600 °C de analise, sendo o0 menos estavel. A ordem de estabilidade
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térmica dos PPy deste estudo € PPy-APTS> PPy-PTS> PPy-FeCl;> PPy-HCI> PPy-
ADBS.

As diferengas significativas no padréo e percentual de perda de massa esta
diretamente relacionado com a presenca e o tipo dos diferentes dopantes na
estrutura do PPy (Goel et al.,2010), confirmados pelos termogramas apresentados
na Figura 5.14 que ilustram comportamentos similares para aqueles PPy dopados
com o mesmo ion dopante. O PPy-APTS e PPy-PTS, dopados com o mesmo ion
aniénico (PTS), apresentam suas curvas térmicas bastante similares, assim como o
PPy-FeCl; e o PPy-HCI. Os ions dopantes para o PPy na reacdo sem dopante
especifico sdo os ions CI' provenientes do oxidante (FeCls) que dopam a cadeia do
PPy, por isso a similaridade de comportamento térmico entre o PPy-FeCl; e PPy-
HCI. O PPy-ADBS ¢é o0 que apresenta a mais drastica diferenca de comportamento
com relagao aos demais, afirmando a influéncia direta dos dopantes na estrutura do
PPy e estando de acordo com a literatura que evidéncia que os dopantes alteram as
propriedades quando presentes no produto (Yang et al., 2002; Goel et al., 2010).
Portanto os comportamentos térmicos apresentados reforcam os resultados da
andlise de infravermelho de que os dopantes anidénicos incorporam na estrutura do
PPy (Osmatova et al., 2003).

A Figura 5.15 ilustra os termogramas dos PPy dopados com o APTS a partir
de sinteses com pequenas alteracdes em suas condicdes reacionais e observa-se
que as curvas apresentam comportamentos bastante semelhantes, porém o PPy-
APTS que resultou na morfologia de fibras apresentou apés 400 °C um menor
decaimento na quantidade de perda de massa e nos 600 °C possui 0 maior % de
residuo, logo possui a melhor estabilidade térmica com relacdo as demais amostras.
O PPy-APTS (da sintese c/agitacdo e morfologia de fibras) apresenta uma curva
termogravimétrica com leve diferenca de decaimento com relacdo ao PPy-APTS
(reacdo padrao de obtencéo das fibras que ocorre em repouso), evidenciando que
as condicdes reacionais também podem influenciar, mesmo que de modo timido,
nas propriedades térmicas do produto (Yang et al., 2002; Goel et al.,2010; Balint,
Cassidy e Cartmell, 2014).

A curva do particulado PPy-APTS obtido da sintese em temperatura ambiente

apresentou o maior decaimento térmico apos 250 °C e o menor % de residuo no



final da analise, assim indicando que as sinteses em temperatura

favoreceram um produto com melhor estabilidade térmica.
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Figura 5.15. Termogramas dos PPy-APTS de reacfes com pequenas modificacdes. PPy-APTS e

PPy-APTS (c/agitacdo) tém morfologia de fibra e os demais PPy dopados tem forma particulada.

A Tabela 5.3 resume o comportamento térmico dos PPy dopados com APTS.

Tabela 5.3. Porcentagem de residuo até 600° C do PPy dopado com APTS.

Temperatura (°C) 100 200 300 400 500 600
Amostras Residuo (%)

PPy — APTS * 94 92 87 76 67 61

PPy — APTS * (c/agitacdo) 92 89 84 2 63 o7

PPy — APTS (< 0 °C) 94 91 87 77 66 60

PPy— APTS(Temp. ambiente) 95 92 86 71 60 54

Obs: PPy — APTS* com morfologia de nanofibras.
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A ordem de estabilidade térmica dos PPy dopados com APTS com pequenas
modificacdes nas condicdes de sintese neste estudo € PPy-APTS > PPy-APTS (<

0°C) > PPy-APTS (c/ agitacédo) > PPy-APTS (Temp. ambiente), respectivamente.

Neste estudo as fibras de PPy-APTS obtiveram o melhor comportamento
térmico com relacdo as demais amostras de PPy, indo de encontro com resultados
apresentados por Goel et al. (2010) que também obteve nanofibras de PPy na
presenca do dopante APTS de melhor estabilidade térmica com relagdo a outras

nanofibras de PPy dopadas (outros dopantes).

As diferentes morfologias apresentadas nas imagens de MEV em conjunto
com os diferentes comportamentos de estabilidade térmica apresentados pelos PPy
dopados neste estudo estdo de acordo com as evidéncias apresentadas na
literatura que indicam a forte influéncia dos dopantes e das condi¢cdes reacionais
especificas nas propriedades térmicas e morfoldgicas finais do produto (Kang e
Geckeler et al, 2000 ; Yang et al.,2002; Osmatova et al., 2003; Goel et al.,2010;
Balint, Cassidy e Cartmell, 2014).

A condutividade elétrica é outra propriedade sensivel e afetada pela estrutura
dos dopantes e condi¢cBes de sintese (Kang e Geckeler et al, 2000; Yang et al.,2002;
Osmatova et al., 2003; Goel et al.,2010; Rahman et al., 2012; Balint, Cassidy e
Cartmell, 2014). No geral encontra-se uma ampla faixa de comportamento da
condutividade elétrica, passando de isolantes para semicondutores e até condutores
de altos valores. Na literatura alguns estudos apontam para os PPy dopados com
variados dopantes um comportamento na faixa de semicondutores entre 107 - 107
S/cm (Yang et al., 2012). Infelizmente autores relatam que a condutividade elétrica
dos polimeros quando sintetizados pelo método quimico apresentam sempre
valores mais baixos do que seus homodlogos via sintese eletroquimica (Balint,
Cassidy e Cartmell, 2014).

A Tabela 5.4 resume os valores de condutividade elétrica encontrados para

os PPy dopados com os diferentes dopantes deste estudo.
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Tabela 5.4. Condutividade elétrica para o PPy dopado com diferentes dopantes.

Amostras Condutividade elétrica (S/cm)
PPy-APTS 8.10™
PPy- PTS 3.10"
PPy-ADBS 4.10°
PPy-FeCl, ND
PPy-HCI ND

Obs: PPy-APTS com morfologia de nanofibras; ND: ndo determinado.

Os resultados de condutividade elétrica encontrados neste estudo indicam
uma melhor condutividade para o PPy-PTS, seguido do PPy-ADBS e PPy-APTS,
respectivamente. Os PPy avaliados neste estudo apresentam valores na faixa de
semicondutores, porém valores mais proOximos seriam esperados para 0os PPy dos
dopantes APTS e PTS que possuem o mesmo ion dopante, mas ndo foi verificado
tal similaridade neste estudo. Estes pequenos desvios de resultados de
condutividade elétrica podem ser atribuidos a extrema sensibilidade da propriedade
as condicfes de sintese e influéncia dos reagentes (Kang e Geckeler et al., 2000;
Yang et al., 2002; Osmatova et al., 2003; Goel et al., 2010; Rahman et al., 2012;
Balint, Cassidy e Cartmell, 2014), pois sabe-se que a condutividade elétrica do
polimero resultante € extremamente sensivel a escolha da pureza do solvente, da
natureza do oxidante, da concentracdo relativa dos reagentes, tempo de reacéo,
temperatura, velocidade de agitacdo, etc, tornando a sintese quimica uma via de
dificil reprodutibilidade de resultados (Calvo et al., 2002). Outros detalhes mais sutis,
como a ordem de adi¢do dos reagentes, velocidade de agitacdo, tempo de trabalho,
solvente utilizado para a limpeza do produto, pureza dos solventes e das condi¢des
de trabalho (inertes ou atmosféricas) parecem ter efeitos ainda mais graves sobre os
resultados e devido a estas condicbes experimentais bastante especificas e

delicadas que séo varios 0os grupos de pesquisadores que reivindicam e ressaltam
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problemas para a reproducdo de alguns resultados (Kang e Geckeler et al, 2000;
Calvo et al., 2002).

A obtencdo de elevados valores para a condutividade elétrica para os
PCs quando a sintese € pelo método quimico é dificil, pois além da influéncia da
estrutura do dopante nas propriedades, o produto também é sensivel as condi¢des
de sintese (Goel et al., 2010; Osmatova et al., 2003; Balint, Cassidy e Cartmell,
2014). Portanto, as condicdes estabelecidas neste estudo para a sintese de PPy
foram favoraveis para obtencdo de PPy com condutividade elétrica na faixa de
semicondutores.

Apesar dos baixos valores para a condutividade elétrica dos produtos de PPy
neste estudo, o método quimico € o mais simples e barato com relacdo a outros
métodos de sintese para obtencdo de polimeros condutores e os valores
encontrados estdo de acordo com a faixa de semicondutores referenciada por

alguns autores (Yang et al., 2002; Yang et al., 2012).

5.2. Preparacéo dos filmes de PLGA

Filmes de PLGA foram obtidos pelo método da evaporacdo do solvente e
foram avaliadas as superficies obtidas quando preparadas com e sem fluxo de
nitrogénio. As Figuras 5.16 e 5.17 mostram as superficies dos filmes obtidos,
verificando-se uma superficie porosa quando preparada com o fluxo de nitrogénio e
uma superficie lisa quando a etapa da evaporacdo do solvente transcorreu sem a

corrente continua de gas de N.

Acc.V Spot Magn Det WD 1 200 um
200 kV 40 200x SE 119 200kV 40 5000x SE 119

Figura 5.16. a) e b) Imagens de MEV da superficie de filmes de PLGA (0,2g) sob fluxo de nitrogénio.



84

AccV SpotMagn Det WD 1 200 um Acc.V SpotMagn Det WD ——— 10m
200KV 40 200x SE 121 20.0kV 4.0 5000x SE 12.1

Figura 5.17. a) e b) Imagens de MEV da superficie de filmes de PLGA (0,2g) sem fluxo de nitrogénio.

Devido a grande porosidade irregular apresentada pelo fiime de PLGA
quando preparado na presenca de fluxo de gas de N, e com o objetivo de evitar a
difusdo de farmacos ou fatores de crescimento (FC) para o exterior do suporte
polimérico que sera preparado a partir de filmes poliméricos (matriz de PLGA)
utilizando-se o método da evaporacdo do solvente, optou-se pelo método de
preparo dos filmes sem o fluxo de gas de N,. A porosidade irregular apresentada
pelo filme quando na presenca de fluxo de gas N, pode vir a facilitar a difuséo do FC
e por isso os filmes preparados neste estudo foram confeccionados sem o fluxo de

gas N, pois a porosidade € um parametro que deve ser melhor explorado em

futuros estudos.

5.3. Preparacédo dos nanocompésitos de PLGA/PPy

5.3.1. Método A

Na preparacdo dos nanocompasitos de PLGA/PPy pelo método A descrito no
item 4.2.3, as nanofibras de PPy foram diretamente polimerizadas sobre a matriz de
PLGA. Na preparacao dos compaositos de PLGA/PPy o PPy foi sintetizado utilizando
0 APTS como dopante na razéo [APTS]:[Py] de 4:1, pois somente nestas condi¢des

foram obtidas as nanofibras conforme descrito anteriormente.

Na tentativa de verificar a influéncia da superficie de PLGA na sintese de

nanofibras, foram caracterizadas por MEV, separadamente, o PPy removido pelo
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processo de lavagem com agua e etanol e a surperficie do filme de PLGA contendo

o PPy aderido, isto é, o que ndo foi removido pela lavagem.

A Figura 5.18 ilustra as fibras de PPy que foram removidas da superficie da
12 camada de PLGA por meio da lavagem com agua e etanol. Observa-se que a
reacdo de polimerizagdo do pirrol na superficie do PLGA resultou na morfologia de

fibras, indicando a formacao das fibras diretamente sobre o filme de PLGA.

V»-x o N
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20.0 kV 4.0 200x SE 1038
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Figura 5.18. Imagem de MEYV de fibras de PPy com dopante APTS removidas da polimerizagdo sobre

filme de PLGA. Técnica descrita no item 4.2.3.

Com o auxilio da Figura 5.19 que ilustra as fibras da Figura 5.18 com maior
ampliacao é possivel verificar que as fibras formadas apresentam particulados em
toda a sua estrutura fibrosa. Segundo Huang e Kaner (2004) na polimerizagdo da
polianilina (PANI) a unidade morfol6gica basica inicialmente formada parece ser
nanofibras com didmetro médio de 30-35 nm; porém quando as condicbes
experimentais ndo sdo adequadamente controladas as nanofibras inicialmente
formadas tornam-se suporte para o crescimento secundario da PANI resultando em
aglomerados com forma irregular, contendo pequenas quantidades de nanofibras e
principalmente particulados aglomerados. A Figura 5.19 parece indicar o inicio de
um processo semelhante a sintese da PANI quando a polimerizacdo do Py ocorre

na superficie do filme de PLGA.
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Figura 5.19. a) b) e c) Imagens de MEV em diferentes magnitudes das fibras de PPy com dopante

APTS removidas da polimerizacao sobre o filme de PLGA. Técnica descrita no item 4.2.3.

A Figura 5.20 ilustra o filme de PLGA com PPy aderido depois da remocao
do excesso de nanofibras de PPy sobre a superficie do filme. Nao foi possivel
verificar a morfologia de fibras no PPy aderido diretamente na superficie do filme, ao
contrario do que foi verificado no restante do PPy removido pela lavagem com agua

e etanol, conforme as Figuras 5.18 e 5.19.
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Figura 5.20. a) e b) Imagens de MEV em diferentes magnitudes do filme de PLGA com o pé resultante

da reacdo de PPy com dopante APTS que ficou aderido sobre o filme. Técnica descrita no item 4.2.3.

Na tentativa de obter a morfologia de fibras aderida na superficie de filmes de

PLGA a técnica (método A) foi repetida varias vezes.

A Figura 5.21 ilustra a superficie de outro flme de PLGA com PPy aderido na
superficie e observa-se que a dispersdo do PPy na superficie do filme nao é

homogénea, assim como na imagem anterior (Figura 5.20).
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A partir das imagens das Figuras 5.20 e 5.21 também é possivel observar que
a superficie dos filmes de PLGA néo sofreram modificacbes pds-reacdo quimica do
PPy diretamente em suas superficies, pois as regides que ndo estdo cobertas com o
PPy permanecem com suas superficies lisas, assim como na Figura 5.17 que se

refere a superficie lisa de filme de PLGA.

EHT = 15.00 kv V-
i H WD = 6.5mm Signal A = SE1 4

Figura 5.21. Imagens de MEV do filme de PLGA com o p6 resultante da reacdo de PPy com dopante

APTS que ficou aderida sobre o filme. Técnica descrita no item 4.2.3.

A Figura 5.22 apresenta a imagem de MEV ampliada do PPy aderido sobre o
filme de PLGA ilustrado anteriormente na Figura 5.21, confirmando que a morfologia

que ficou aderida na superficie do flme de PLGA é a particulada globular.

Mag= 5.00KX EHT = 15.00 kV ] Mag= 1500KX EHT=15.00kV
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(D ruse

Figura 5.22. a) e b) Imagens de MEV em diferentes magnitudes do po resultante da reacéo de PPy

que ficou aderida sobre o filme de PLGA. Técnica descrita no item 4.2.3.

A Figura 5.23 novamente ilustra a morfologia fibrilar tipica do PPy presente
na solucdo de lavagem em todas as polimerizacdes realizadas por meio do meétodo

A. Portanto, os resultados de MEV indicam que as nanofibras de PPy se formam na
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solucéo da reacgéo de polimerizagdo que ocorre em contato com os filmes de PLGA
(5.18 e 5.23), porém o PPy que ficou aderido na superficie do filme apresenta a
morfologia particulada (globular). Assim, indicando que na regido de contato entre a
superficie do filme de PLGA e a solucédo da reacdo quimica é mais dificil a formacgéao

da morfologia de fibras.
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Mag= 3.00KX  EHT=15.00kV
WD = 6.5mm Signal A = SE1

| 2um Mag= 2000KX EHT=1500kV FUSE |
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Figura 5.23. a) e b) Imagem de MEV de nanofibras de PPy com dopante APTS removidas da

polimerizacdo sobre filme de PLGA. Técnica descrita no item 4.2.3.

As diferencas morfoldgicas nas fibras formadas sobre o filme de PLGA pode
estar relacionado com a temperatura adequada do sistema reacional, pois no topico
5.1 observou-se que a temperatura foi um importante parametro para obtencéo de
nanofibras de PPy com o dopante APTS, sendo a condi¢céo ideal a temperatura de
0°C.



90

Lembrando que a escolha de solventes, tempo de reagdo e temperatura,
como as técnicas utilizadas na polimerizacdo sao importantes fatores que
influenciam nas propriedades finais do PPy (Rahman et al., 2012). Logo, o sistema
reacional pelo método A adotado neste estudo ndo favoreceu o controle da
temperatura ideal devido a solu¢éo da sintese ndo estar em contato direto com o
banho de gelo como ocorre com o sistema padrao de sintese descrito no item 4.2.1.
A Figura 5.24 ilustra todo o sistema reacional do método A adotado nesta etapa do
estudo e observa-se que a solucdo da sintese de PPy pelo método A possui uma
diferenca de contato com o banho de gelo, pois além da barreira de vidro do frasco
de Becker ha também a superficie de vidro da placa de petri com uma camada do
filme de PLGA e essas barreiras podem ter dificultado que a solu¢do da sintese
sobre o filme ndo mantivesse a temperatura adequada de 0°C e assim contribuindo

e modificando as caracteristicas das fibras obtidas nesta etapa.

Método A

Sclugac B
12,2.10° mal
FaCl:

f[i“]ﬁnta aGota

Solugéo A Sintese de PPy

[dopl:IFy]

Figura 5.24. Diagrama esquematico do sistema reacional para sintese de polipirrol sobre filme de
PLGA. Método A descrito no item 4.2.3.
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5.3.2. Método B

Considerando que a morfologia de nanofibra ndo foi verificada para o PPy
aderido na superficie do filme de PLGA pelo método A, outra metodologia foi

avaliada: Método B.

Na preparacdo dos nanocompoésitos de PLGA/PPy pelo método B descrito no
item 4.2.3, inicialmente as nanofibras de PPy s&o obtidas pela sintese descrita no
item 4.2.1, para depois serem dispersas na matriz de PLGA com o auxilio do banho
de ultrassom. O p6 de PPy utilizado nesta etapa foi aquele obtido da sintese com o
dopante APTS e razdo molar [dop]:[Py]=4, pois foi o dopante que neste estudo

obteve-se a morfologia de fibra desejada para o PPy resultante.

Inicialmente preparou-se filmes de PLGA/PPy correspondente a 22 camada
(camada intermediaria do sanduiche ou recheio) do sistema polimérico pelo Método
B, a fim de caracterizar o flme compdsito de PLGA/PPy como uma camada Unica
(sem o recobrimento das camadas externas de PLGA) e para verificar o
comportamento de dispersdo das nanofibras de PPy na matriz de PLGA antes de

montar todo o sistema polimérico em estrutura de sanduiche.

A Figura 5.25 mostra as fibras de PPy que ficaram recobertas por PLGA
guando o tempo de dispersdo do PPy em PLGA foi de 1h, sendo possivel observar
regibes concentradas de fibras de PPy ndo dispersos na matriz polimérica. A fim de
melhorar a dispersao das fibras de PPy na matriz de PLGA o tempo de suspenséo

de PLGA e PPy em cloroformio no banho de ultrassom foi estendido.
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Figura 5.25. Imagens de MEV das fibras de PPy recobertas com PLGA. a) b) e ¢) 1h de dispersédo em
banho de ultrassom do PPy em 0,2 g de PLGA.

A Figura 5.26 mostra as imagens dos filmes nanocompdsito de PLGA/PPy
com diferentes tempos de dispersao das fibras de PPy em PLGA e observa-se que
um maior tempo de banho de ultrassom (8h) resulta numa melhor dispersao do pé
de PPy na matriz polimérica, mas ainda sendo possivel observar a presenca de

pequenas regides de concentrados de PPy em todos os tempos avaliados.

a 1

i z :":/J"'Ad - : AA‘
Figura 5.26. Imagens de nanocompésitos de PLGA (0,2 g) com fibras de PPy. Tempo de dispersao:
a) 1h; b) 4h; c) 8h.

A Figura 5.27 mostra as micrografias de MEV obtidas para os filmes com 4h
de dispersédo no ultrassom. Pode-se observar o PLGA recobrindo as fibras de PPy

nas regides de maior aglomeramento das fibras de PPy.
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Figura 5.27. Imagens de MEV de fibras de PPy recobertas com PLGA (0,2 g). a) b) e c) Disperséo de

4h de banho de ultrassom do PPy em PLGA.

A Figura 5.28 ilustra os filmes obtidos com 8h de disperséo das fibras de PPy
em PLGA (0,2 g) e as regides de nanofibras de PPy apresentam-se mais recobertas
pela matriz. Observa-se uma superficie com rugosidade e uma superficie com mais
imperfeicbes quando comparada as imagens de filmes puros de PLGA ilustrado na
Figura 5.17.

o (Deusk [ Mo oo X st ((DEUSE
Figura 5.28. Imagens de MEV de fibras de PPy recobertas com PLGA (0,2 g). (a) e (b) Disperséo de
8h de banho de ultrassom.
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A fim de testar a dispersao de PPy na forma particulada se preparou um filme
de PLGA/PPy utilizando-se o PPy-APTS com morfologia predominantemente
particulada e observou-se que a dispersdo do PPy particulado é mais simples com
relacdo a forma fibrilar. A Figura 5.29 ilustra o flme de PLGA/PPy (particulado) com

disperséo bastante homogénea e sem regides visiveis de aglomerados do PPy.

Figura 5.29. Imagem do filme de PLGA (0,2 g) com PPy-APTS na morfologia particulada (4h de

banho de ultrassom).

As Figuras 5.30 e 5.31 ilustram uma superficie mais porosa para o filme
preparado com a forma particulada do PPy e com 4h de ultrassom. Observar-se
uma superficie mais heterogénea e com poros, ndo € possivel observar a forma
particulada do PPy como acontece com a morfologia fibrilar, indicando que a
dispersdo da forma particulada do PPy é mais facil e requer menos tempo para

disperséo.

Figura 5.30. a) e b) Imagens de MEV do filme compdsito de particulados de PPy em PLGA (0,2 g)
com 4h de dispersao em banho de ultrassom. Camada representante da camada interna do filme

guando estruturado em forma de sanduiche (técnica descrita no item 4.2.3).
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Figura 5.31. Imagens de MEV do filme compésito de particulados de PPy em PLGA com 4h de
dispersdo em banho de ultrassom. Camada representante da camada interna do filme quando

estruturado em forma de sanduiche (técnica descrita no item 4.2.3).

Para a dispersdao do PPy na forma fibrilar adotou-se neste estudo o
tempo minimo de 8h em banho de ultrassom para se conseguir uma maior

disperséo e distribuicdo das fibras de PPy na matriz de PLGA.

A estrutura molecular dos filmes de PLGA/PPy foram avaliadas por

Infravermelho por Transformada de Fourier com acessoério de reflexdo UATR,

conforme ilustrada na Figura 5.32.
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Figura 5.32. Espectroscopia de IV dos filmes de PLGA e do nanocompdésito de PLGA/PPy (Gnica

camada).
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A partir da Figura 5.32 observa-se um sinal forte em 1748 cm™
correspondente ao grupo carboxil (-COO-) presente na estrutura do copolimero
PLGA. As outras bandas e sinais que caracterizam o PLGA estdo de acordo com
valores apresentados na literatura (Erbetta et al., 2012). As bandas em 3450 e 1640
cm™ sdo caracteristicos de PPy (Shen e Wan, 1998; Osmatova et al., 2003; Goel et
al., 2010; Xia et al., 2011; Yu, Dai e Lan, 2011) e a auséncia de sinal na regido de
3450 cm™ (caracteristico do grupo hidroxil) indica que o filme de PLGA é anidro
(Erbetta et al., 2012); deste modo reforcando que o sinal na regido de 3450 cm™ é
referente ao PPy presente no sistema compoésito de PLGA/PPy. N&o se observa
nenhum novo sinal no espectro do compdsito, indicando que houve apenas

interacdes do tipo Van der Waals entre o PLGA e o PPy (Yu, Dai e Lan, 2011).

Os MEVs das superficies dos filmes preparados estruturalmente na forma
de sanduiche pelo Método B seréo apresentados no item de numero 5.6, pois serdo
apresentados juntamente com os resultados do comportamento de degradacao

destes sistemas poliméricos.

5.4. Preparacdo de nanofibras de PPy funcionalizadas com fator de

crescimento

A funcionalizacéo do polipirrol com o fator de crescimento (FC) envolve duas
etapas de sintese. Na primeira etapa o pirrol é polimerizado na presenca do 1-(2
carboxietil)pirrol (Py-COOH) a fim de inserir na cadeia do polipirrol grupos funcionais
de carboxila (PPy-COOH). Na etapa seguinte o FC, FK506, é incorporado na cadeia
polimérica por meio de reacdo com os grupos de carboxila (COOH). A Figura 5.33
ilustra um esquema das etapas de reacéo para a incorporacéo do FC na cadeia do

PPy-COOH (polipirrol funcionalizado).
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Figura 5.33. Esquema das etapas de preparacdo do PPy funcionalizado e ligado com FC. NHS: N-
Hidroxisuccinimida; EDS:1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; FC: FK506. Adaptado de Lee et
al., 2006.

A metodologia utilizada para a obtencdo de nanofiboras de PPy
funcionalizadas com o Py-COOH ocorreu por meio da polimerizagcdo quimica
conforme descrito no item 4.2.1. O dopante utilizado foi o APTS e razdo molar
[dop]:[Py] = 4. Na primeira tentativa de funcionalizacdo foi utilizado uma relagéo
molar entre o [Py-COOH]:[Py] de [1]:[1]. A Figura 5.34 mostra as micrografias da
amostra do PPy (PPy-COOH) obtido na presenca do funcionalizador (Py-COOH)
durante a sintese e observa-se a presenca da morfologia particulada apesar do uso
da mesma metodologia e condi¢des reacionais que foram obtidas as fibras de PPy-
APTS. A morfologia de PPy na presenca do Py-COOH foi predominante de

particulados (particulas globulares).

Figura 5.34. Imagens de MEV do PPy-APTS na presenca do 1-(2 carboxietil)pirrol na razdo de [1]: [1]

do [funcionalizador]:[monémero]. Técnica descrita no item 4.2.4.
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Na tentativa de obtencédo de fibras de polipirrol funcionalizadas (PPy-COOH)
com o grupo funcional carboxila duas outras raz6es molares entre funcionalizador e
pirrol foram avaliadas: [1,5]: [1] e [0,5]: [1].

Figura 5.35. Imagens de MEV do pd resultante da sintese quimica para funcionaliza¢éo de nanofibras
de PPy. Razao [funcionalizador]: [mondmero] em a) [1,5]: [1] e b) [0,5]: [1]. Técnica descrita no item
4.2.4.

A partir das Figuras 5.34 e 5.35 é possivel observar que ndo houve a
formacédo de nanofibras de PPy na presenca do 1-(2 carboxietil)pirrol em nenhuma

das razdes molares avaliadas neste trabalho.

A estrutura molecular das amostras de PPy-COOH, PPy sintetizado na
presenca do funcionalizador (Py-COOH), foram avaliados por meio da
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) no intervalo de
400-4000 cm . A Figura 5.36 ilustra o espectro de infravermelho do funcionalizador
puro para a verificagdo do pico caracteristico do grupo da funcionalidade carboxila (-
COOH) (Lee et al., 2006).
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Figura 5.36. Espectroscopia de infravermelho do funcionalizador 1-(2 carboxietil)pirrol (Py-COOH).
Espectro A: funcionalizador puro misturado com KBr anidro. Espectro B: funcionalizador puro
analisado com 4 vezes mais quantidade de KBr anidro (diluido em KBr).

A Figura 5.37 ilustra o espectro de infravermelho das amostras de PPy-COOH
obtidas e todos os resultados demonstraram posicbes dos sinais similares as
principais bandas de IV que estdo associadas a estrutura de PPy (Wang et al.,
2011), porem n&o foi possivel observar o sinal caracteristico do grupamento
funcional -COOH em ~1703 cm'l(Lee et al., 2006), sugerindo que o grupo funcional

nao incorporou na estrutura do produto final.
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Figura 5.37. Espectroscopia de Infravermelho do Py sintetizado com APTS na presenca do 1-(2-
carboxietil)pirrol (Py-COOH). Razao Molar [funcionalizador]:[pirrol] presente na legenda dos espectros

4 a 7. Espectro 7: Sintese na presenca de nanofibras de PPy-APTS.

Na Figura 5.37 verificam-se varias regides com sinais semelhantes aos
espectros das sinteses anteriores e que também apresentam alguns pequenos
deslocamentos dos sinais e diferentes intensidades de absorcdo que podem ser
atribuidos ao grau de dopagem, morfologia e as condi¢des de sintese (Osmatova et
al., 2003). Verifca-se sinais e bandas das principais vibracbes de PPy em
aproximadamente 1545, 1300, 1166, 1041 e 900 cm™ para todos 0s espectros.
Porém, ndo se observa o sinal caracteristico atribuido ao grupo —COOH em
aproximadamente 1709 cm™, mesmo quando a razdo entre o pirrol e o 1-(2
carboxietil)pirrol foi elevada para [1,5]:[1]. Estes resultados sugerem que o grupo —

COOH nao foi incluido na cadeia do PPy.
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Na busca por nanofibras de PPy funcionalizadas ( PPy-COOH) uma segunda
abordagem foi testada e a sintese para funcionalizac&o foi realizada na presenca
de fibras de PPy-APTS preparadas previamente. A intencdo era que ocorresse 0
depdsito do PPy-COOH nas fibras presentes no sistema reacional, porém a falta do
sinal caracteristico do grupo funcional -COOH no espectro 7 da Figura 5.37,
referente a estd nova tentativa de sintese, sugere que por essa via de sintese

alternativa também n&o houve a inser¢do do grupo —COOH no produto final.

A Figura 5.38 mostra o comportamento térmico da amostra PPy-COOH obtida
da sintese para funcionalizacdo do PPy com o grupamento —COOH e observa-se
gque o decaimento da curva €& bastante similar ao comportamento térmico
apresentado pelo produto PPy-APTS. Tal comportamento reforga o resultado
encontrado na espectroscopia de infravermelho de que ndo houve a insercdo do
grupamento funcional, logo justifica o comportamento térmico do PPy que deveria
estar funcionalizado (PPy-COOH) sendo muito préximo ao comportamento

apresentado pelo PPy-APTS.
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Figura 5.38. Termogramas de diferentes PPy dopados. PPy-COOH corresponde a amostra da sintese
de obtenc&o de PPy na presenca do funcionalizador com grupamento —COOH, conforme descrito no
item 4.2.4.
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A Tabela 5.4 detalha o comportamento térmico do PPy-COOH (ndo foi
funcionalizado devido a falta do grupamento funcional desejado em sua estrutura)
com relagcédo aos PPy dopados com APTS e FeCls,

Tabela 5.4. . Porcentagem de residuo até 600° C do PPy dopado com APTS, PPy- FeCl; e do PPy
funcionalizado (PPy-COOH)

Temperatura (°C) 100 200 300 400 500 600
Amostras Residuo
PPy — FeCl; 94 87 77 68 58 50
PPy APTS 94 92 87 76 67 61
PPY-COOH 93 91 85 74 61 55

Obs: PPy — COOH amostra obtida da sintese de funcionaliza¢éo do PPy (item 4.2.1); porém sem o

grupamento —COOH na estrutura final.

A partir da Tabela 5.4 observa-se que o PPy-APTS manteve-se com 0 maior
% residuo quando comparado com o PPy-COOH que deveria ter presente em sua
estrutura o grupo funcional -COOH. Até os 400 °C o decaimento de perda de massa
se manteve igual para o PPy-APTS e PPy-COOH, reforcando que o grupamento
funcional de fato nado foi inserido na cadeia polimérica do produto. As diferencas
finais nas curvas podem estar atribuidas a presenca do reagente funcionalizador no
meio reacional, uma vez ja mencionado que além das condi¢cbes de sintese, os
reagentes e suas purezas também alteram as propriedades do produto (Kang e
Geckeler et al, 2000; Yang et al.,2002; Osmatova et al., 2003; Goel et al.,2010;
Balint, Cassidy e Cartmell, 2014).

Considerando que a reacao de polimerizagéo do pirrol na presenca do 1-(2
carboxietil)pirrol ndo resultou em nanofibras, assim como nao acorretou na insergao
do grupo —COOH na cadeia polimérica e nem o depésito de PPy-COOH sobre as
fibras pré prontas de PPy-APTS, uma outra abordagem foi adotada para preparacéo

dos sistemas poliméricos contendo o FC desejado.
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O sistema polimérico alternativo pode ser considerado como um sanduiche
formado por duas camadas externas de PLGA e uma camada intermediaria formada
por nanofibras de PPy e o FC dispersos no PLGA. A diferenga em relag&o a primeira
abordagem é que o fator de crescimento ndo esté ligado quimicamente na cadeia do
PPy. Filmes de PLGA com fator de crescimento disperso diretamente também tem
sido descrito na literatura para aplicacdes biomédicas (Muramoto et al., 2003; Gu et
al., 2001; Phan e Schuind, 2011; Sebben et al., 2011).

5.5. Preparacdo dos nanocompositos de PLGA/PPy/Tacrolimus

A preparacdo do filme nanocompdésito de PLGA/PPy/FK506 e PLGA/FK506
foram preparados conforme descrito no item 4.2.5. Nesta abordagem alternativa a
colocacdo do FC no sistema polimérico foi pela adicdo direta de uma solucao do
farmaco FK506 na solucdo de nanofibras de PPy com PLGA em cloroférmio e na

solucéo pura de PLGA.

As Figura 5.39 e 5.40 ilustram os filmes preparados para verificagdo do
comportamento da dispersdo do FK506 nas solucdes de PLGA e PLGA/PPy. Uma
regido esbranquicada ndo visualizada no filme de PLGA puro é claramente
observada no filme de PLGA com FK506 (Figura 5.39). A presenca do farmaco
alterou o comportamento de dispersdao do PPy no PLGA e regibes com maiores
aglomeramentos das fibras de PPy sao facilmente observados no filme de
PLGA/PPy com FK506 (Figura 5.40). Optou-se por usar uma pequena dosagem de
FK506 nesta etapa, pois o farmaco é um material de alto valor por miligrama e
outros testes na continuidade deste trabalho pretende-se avaliar novas e melhores

condi¢gbes experimentais para a inser¢cao do FC no sistema PLGA/PPy/FC.
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Figura 5.39. Imagens de fiimes de PLGA. (a) PLGA (0,29); (b) PLGA (0,2 g) com FK506.

Figura 5.40. Imagens do filme de PLGA (0,29)/PPy(0,02g)/FK506.

5.6. Teste de Degradacéo

A fim de verificar o comportamento de degradacéao prepararam-se diferentes
filmes poliméricos pelo método da evaporacdo do solvente conforme descrito nos
itens 4.2.2 e 4.2.3.

A sequir, sdo apresentados os resultados da perda de massa, medidas de pH
e espessuras, e a morfologia das superficies conforme o tempo de incubacdo em
gue os filmes estiveram sob acdo da degradacédo hidrolitica em contado com uma

solucéo tampéo fosfato salino (descrito no item 4.3.6).
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Foram avaliados filmes puros de PLGA, filmes de PLGA/PPy-APTS
estruturados na forma de sanduiche pelo método B e filmes de PLGA/PPy-APTS

sem as camadas externas de PLGA (filmes de Unica camada - UNC).

5.6.1. Perda de Massa

Em cada periodo de degradacdo as amostras em triplicatas foram retiradas
da solucéo de incubacao, lavadas com agua destilada e secas para posteriormente
serem pesadas até massa constante. A porcentagem de perda massica foi
calculada utilizando a férmula citada no item 4.3.6 e os valores médios, assim como
o desvio padrdao de cada amostra em cada periodo de tempo sdo exibidos na
Tabela 5.5.

Tabela 5.5: Comportamento de Perda de Massa (%) até 28 dias de degradacéo.

Comportamento de perda de massa (%) em dias

Filme 7 14 21 28
PLGA 1 7,24 £1,16 9,49+2,46 11,01+0,70 13,70+8,13
PLGA 2 8,48+0,42 9,53+0,73 9,96+0,67 11,13+0,33
PLGA 3 7,38+0,29 8,90+1,12 10,09+0,80 14,90+2,50

2B 11,41+1,05 12,26+0,51 12,51+0,52 13,68+0,74
1B 8,65+0,48 9,49+0,70 10,98+0,38 11,25+1,08
2B - UNC 10,46+0,80 12,66+1,01 13,12+1,43 15,19+1,01
1B - UNC 7,28+0,58 13,54+0,59 18,12+5,23 21,29+1,28

A Figura 5.41 ilustra o grafico sobre as alteragcdes nas massas dos filmes
(PLGA e PLGA/PPy-APTS estruturado na forma de sanduiche pelo método B) com
o tempo de incubacao.
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Comportamento de Perda de Massa (%)
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Figura 5.41. Comportamento de Perda de Massa (%) até 28 dias de degradacgéo dos filmes de PLGA
e compositos de PLGA/PPy estruturado na forma de sanduiche pelo método B.

Observa-se que todos os filmes perdem massa de forma lenta (pouco
acentuada) e tendem a aumentar a perda de massa (%) com o decorrer dos dias de
incubacdo. A faixa de degradacao até 7 dias foi de 7,24-11,41 (%), para 14 dias de
8,90-12,26 (%), 21 e 28 dias as faixas sdo de 9,96-12,51 e 11,13-14,90 (%),
respectivamente. Nao ocorre um comportamento de perda de massa muito diferente
para os filmes puros de PLGA e os filmes estruturados como sanduiche
(PLGA/PLGA+PPy-APTS/PLGA), logo a presenca de PPy na camada interna dos
filmes sanduiches néo influenciou no comportamento de degradacdo do PLGA até
os 28 dias de incubacéo, sendo a caracteristica mais hidrofébica do PLGA (85:15) a
causa predominante no comportamento de perda de massa pouco acentuado até os
28 dias (Wu e Ding, 2004).

A Figura 5.42 ilustra o gréfico de comportamento de perda de massa dos
filmes de PLGA e dos filmes de camada Unica de PLGA/PPy-APTS (camada
recheio).
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Figura 5.42. Comportamento de Perda de Massa (%) até 28 dias de degradagéo dos filmes de PLGA
e compasitos de PLGA/PPy - UNC (filme de camada Unica).

A partir da Figura 5.42 observa-se que os filmes de camada Unica, sem
as camadas externas de PLGA, também apresentam uma tendéncia de perda de
massa bastante similar aos demais filmes. A amostra menos espessa contendo PPy
(2B-UNC) apresenta maior porcentagem de perda massica ao longo dos dias,
apresentando um comportamento de degradacdo mais acentuado com relacdo ao
comportamento dos demais filmes. Ebrahimian-hosseinabadi et al. (2011) em seus
estudos também verificou uma maior e mais rapida degradacédo dos seus suportes
compdsitos quando comparados ao suporte puro de PLGA. A incorporacdo de
particulas (tipo ceramicas de fosfato de calcio) na confec¢do do suporte causou um
aumento na hidrofilicidade e maior absorcdo de agua, consequentemente maior e
mais rapida degradacao do filme (Ebrahimian-hosseinabadi et al., 2011).

Observa-se entre os filmes de camada Unica que o filme 2B-UNC também
se destaca no comportamento mais acentuado na perda de massa com relacédo ao
outro filme de camada unica (1B-UNC), sugerindo que a presenca das nanofibras de
PPy em filmes de PLGA de menor espessura (menor quantidade de PLGA na

confeccdo do filme) facilitam a degradacdo do PLGA. Portanto, a adicdo das
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nanofiboras de PPy favoreceram o processo de perda de massa em
aproximadamente 4% para os filmes mais espessos (= 0,6 g de PLGA) e em 6%
para os filmes mais finos (0,2 g de PLGA) até os 28 dias de incubacao avaliados.

Imagens de MEV no item 5.6.4 no seguimento deste trabalho concluira a
compreensdo desses resultados de perda de massa dos filmes de camada unida
(1B-UNC e 2B-UNC).

As figuras 5.43 e 5.44 ilustram algumas amostras utilizadas nos testes de
degradacdo e observa-se que no aspecto visual os filmes ndo sofreram alteracdes
significativas e apresentam coloragao, tamanho e forma muito similar as de suas
referéncias denominadas Zero (P0), aquelas que ndo passaram pelo processo de
degradacéo. Neste estudo o resultado surgere que o tempo de degradagéo nao foi o

suficente para modificar as amostras de forma significativa.

Wu e Ding (2004) que avaliaram a degradacao de suportes porosos de PLGA
85:15, mesma razdo utilizada neste estudo, e observaram mudancas de forma e
dimensdes dos suportes avaliados a partir de 8 semanas de incubagéo (Wu e Ding,
2004). Portanto, o comportamento de degradagéo deste estudo esta coerente com
outros relatos da literatura que apontam uma mudanca estrutural macroscoépica para
tempos mais longos de incubacdo de suportes fabricados com PLGA pobres em
PGA, portanto mais hidrofébicos (Lu et al., 2000; Wu e Ding, 2004).

Figura 5.43. Amostras da Perda de Massa (%) até 28 dias de degradacao dos filmes de PLGA/PPy-
APTS. UNC = filme de camada Unica.



109

Figura 5.44. Amostras da Perda de Massa (%) até 28 dias de degradacao dos filmes de PLGA.

Os PLGAs sao conhecidos por serem polimeros com comportamento
higroscopico variado, sendo possivel variar o tempo de degradacdo variando a
relacdo dos seus mondmeros constituintes. A degradacdo € mais lenta quanto
menor a presenca do PGA, logo materiais de matriz de PLGA que possuem maior
dificuldade de difusdo com a agua e mudancas nos seus aspectos fisicos de
coloragédo, alterando-se de transparentes para branco e turvo possuem uma
degradacdo mais lenta quanto menor a presenca de PGA (mondmero higroscépico)
(Vey et al., 2008). Na figura 5.44 comprova esse comportamento, pois as amostras
da degradacdo do PLGA continuam com a mesma transparéncia visual inicial
durante todo o tempo de degradacgéo avaliado neste estudo, estando de acordo com
outros estudos que mostram mudancas fisicas rapidas quanto maior o teor de PGA.
Neste estudo a relagdo dos mondmeros de PLA:PGA é de 85:15 e mudancas
visuais na coloracdo dos filmes avaliados até 28 dias ndao foram observadas,
estando de acordo com a literatura que aponta uma menor acdo de hidrélise em

PLGA de alto teor de PLA (Jain, 2000; Fialho et al., 2003; Vey et al., 2008).

5.6.2. Controle do pH

O uso da solugcdo tamponada permite uma simulacdo de degradacao
mais préxima do in vivo e a solugdo pode neutralizar os radicais &cidos liberados
pela hidrélise do PLGA impedindo uma aceleracdo geral na degradagdo, mas com o

aumento na taxa de degradacdo esse controle fica cada vez mais dificil e a
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tendéncia é o decaimento do pH (Renouf-glauser et al, 2005; Jahno, 2005; Alexis et
al., 2006; Yoshioka et al., 2008)

Os filmes foram degradados em 5 ml de meio de solugéo tampéo fosfato
salino (PBS; pH ~7,4; a 37 °C e 60 rpm) e o pH do meio foi acompanhado em
funcdo do tempo de degradacgdo. Os valores médios, assim como o0 desvio padrao

de cada amostra em cada periodo de tempo séo exibidos na Tabela 5.6.

Tabela 5.6: Comportamento do pH da solucdo de degradacao.

pH da solucdo PBS (duracéo em dias)

Filme 7 14 21 28
PLGA 1 7,42+0,02 7,48+0,01 7,36+0,01 7,39+0,01
PLGA 2 7,4240,02 7,30+0,03 7,36+0,01 7,5840,02
PLGA3 7,43+0,01 7,48+0,01 7,34+0,01 7,39+0,01
1B-UNC 7,3940,01 7,41+0,01 7,32+0,01 7,51+0,01
2B-UNC 7,3940,02 7,42+0,01 7,3310,02 7,5240,01

1B 7,31+0,01 7,45+0,01 7,33+0,01 7,50+0,01
2B 7,38+0,00 7,41+0,01 7,32 0,01 7,50 £0,01
Branco 7,42+0,01 7,46+0,01 7,39+0,01 7,54+0,01

Analisando a Figura 5.45 observa-se que nao ocorreu mudancas
significativas nos valores de pH das solu¢cdes de PBS ap6s os periodos de
degradacdo. A solucédo branco (somente com solucdo tampao fosfato exposta as
mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacdo) manteve um comportamento de pH
na faixa de 7,39-7,54 e as solugdes dos demais filmes na faixa de 7,31- 7,58. O
comportamento da solucdo PBS na presenca dos filmes foi similar a solu¢ao branco,
logo a degradacédo dos filmes até o periodo avaliado ndo acarretou em mudancas

ao pH do meio.
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Evolucdo do pH do meio (PBS) de degradacao
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Figura 5.45. Controle do pH das solucdes de degradacéo (PBS) dos filmes puros de PLGA e os

nanocompésitos de PLGA/PPy. Branco: apenas solucdo de PBS.

O comportamento das solucBes de PBS na presenca dos filmes de
PLGA/PPy-APTS, tanto na forma estruturada em sanduiche como para os filmes de
camada Unica, mantiveram suas faixas de pH em 7,31-7,50 e 7,39 — 7,52,
respectivamente. Os filmes com PPy na estrutura também ndo alteraram
significativamente o pH da solucdo de degradacado, logo a presenca do PPy na
estrutura dos filmes ndo acarretou em modificacbes para o meio até os 28 dias de

degradacédo avaliados neste estudo.

Os pHs encontrados e a faixa estreita dos valores para todos 0s meios
dos filmes avaliados estdo de acordo com outros estudos que mostram que nas
primeiras semanas o pH se mantém constante e proximo de 7,4 para matrizes de
PLGA de alto teor de PLA. Mudangas significativas no pH podem ser observadas
apos um dia de incubacdo, por exemplo, quando se utiliza PLGA de 50:50
(PLA/PGA) (Vey et al., 2008), enquanto para composi¢cbes de PLGA de 75:25 e
85:15 (PLA/ PGA) as mudancas de pH véo ser observadas a partir de 8 semanas e
entdo o valor de pH comeca a decair consideravelmente devido ao processo de
hidrolise (Wu e Ding, 2004; Alexis et al.,2006; Yoshioka et al., 2008). A faixa de
comportamento do pH em 7,30-7,58 indica que os produtos da hidrélise do PLGA
nao se fazem presentes em quantidade suficiente no meio para alterarem o valor de

forma significativa, assim como a presenca do PPy, indicando que a incubacéo em
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condi¢cbes fisiolégicas simulada se manteve linear, estando de acordo com a
literatura que aponta uma degradacdo mais lenta para o PLGA rico em PLA e
mudanc¢as no meio apartir de 8 semanas de incubacao (Jain, 2000; Yoshioka et al.,
2008; Vey et al., 2011).

Neste estudo a solugdo tampao permaneceu inalterada e com valores
relativamente constantes, sem resultar em alteracfes significativas no pH do meio

até os 28 dias de degradacdo para todas as amostras avaliadas.

5.6.3. Espessura

Em cada periodo de degradacdo as amostras em triplicatas foram secas
e suas espessuras medidas antes e apés cada periodo de incubacdo. Os valores
médios, assim como o desvio padrdo de cada amostra em cada periodo da

avaliacdo da degradacao sao exibidos na Tabela 5.7.

Tabela 5.7: Comportamento das espessuras dos filmes antes e ap6és periodo de degradacao.

Espessuras (um) em dias de degradacdo

Filme 0 7 14 21 28
PLGA 1 216,2+43,6  281,1+7,0 281,8+31,4  312,4+6,7 248,1+22,1
PLGA 2 157,5+£7,9 221,6145,8 161,1+5,6 163,2+10,5 190,17+45,7
PLGA 3 61,9+4,3 139,9+474,8 120,5+33,5  90,5+26,1 96,9+25,9

1B 573,8489,0 611,8+116,5 602,8+41,0 591,5+53,4 704,7+58,7
2B 223,8+26,0 398,3+96,0 357,7+48,4 437,2455,9  420,2+66,5
1B-UNC 147,3+25,3 175,0£19,0 164,1459,2 203,8£25,3 176,7+41.6
2B-UNC 141,3+13,7 180,7+26,3 151,0+155 160,5+155 162,5+21,5

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5.7 observa-se uma
variacdo no desvio padrdo entre as amostras e este resultado pode estar
relacionado com a dificuldade de reprodutibilidade das condi¢cées experimentais de
preparacao dos filmes gerando diferentes defeitos estruturais durante a confecgao
dos filmes, sendo uma limitagcdo da técnica.

O gréfico da figura 5.46 ilustra os dados da Tabela 5.7, sendo possivel
verificarmos que os filmes tendem a aumentar a sua espessura apos contato com o

meio aquoso (solucéo PBS) devido ao processo de degradacao por hidrdlise.
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Espessuras pré e pds-degradacgao
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Figura 5.46. Controle da espessura pré e pés periodos de degradacéo dos filmes de PLGA,
PLGA/PPy-APTS estruturados tipo sanduiche e PLGA/PPy-APTS de camada Unica. Unidade de

medida: um.

A grande variagdo no comportamento da expanséo dos filmes pode ser
atribuida a diferenca da homogeneidade nas espessuras ao longo da extensdo dos
mesmos, provenientes do processo de preparo. A ténica aplicada neste estudo
mostra-se limitada na garantia da reprodutibilidade das espessuras, sendo uma das
limitacdes da técnica, que se inclui dentro das perpectivas de melhorias a serem
desenvolvidas na continuidade de trabalhos futuros. Tais irregularidades podem ter
ocasionado diferentes interacdes entre o meio e o filme, sendo assim, pequenas
imperfeicbes podem influeciar e modificar a interacdo do solvente-filme acarretando
em diferentes comportamentos de expansao obtidos neste estudo. No estudo de Lu,
Garcia e Mikos (1999) sobre a biodegradacéo de filmes de PLGA relataram que o
processo de fabricacdo deve ser cuidadosamente controlado, tais como a espessura
e a relacdo PLA:PGA, onde tais parametros foram observados ter grande efeito
sobre a degradacéo do filme.

Na continuidade deste trabalho é importante desenvolver técnica e
material de laboratério apropriado para garantir o controle na preparacao dos filmes
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de PLGA. Pode-se citar como exemplo o nivelamento da bancada, a prensagem do

filme logo apds a preparacédo e vidraria especifica.

5.6.4. MEV das matrizes de degradacao

ApoOs alguns periodos de degradacdo as integridades estruturais das
amostras foram analisadas por microscopia eletronica de varredura.
A Figura 5.47 ilustra o comportamento de superficie de um filme de PLGA

puro antes e pés o periodo de degradacao.

Mag= 1000KX EHT=1500kV @ Mag= 1000KX EHT=1500kV @ 2pm Mag= 1000KX EHT=1500kV m
‘ WD=100mm  Signal A= SE1 &E. — WD=100mm  Signal A= SE1 @ = WD= 95mm Signal A= SE1 &

Figura 5.47. MEV do filme de PLGA 2. a) antes da degradacéo; b) 7 dias p6s degradacéo e c) 28 dias
p6s degradacéo.

Os demais filmes de PLGA puro apresentaram imagens semelhantes ao
filme de PLGA 2 e mantiveram suas superficies lisas, sem grandes alteracfes até os

28 dias de degradacao.

As Figuras 5.48 e 5.49 ilustram as superficies dos filmes estruturados na
forma de sanduiche, 1B e 2B, respectivamente. Observam-se superficies sem
grandes modificacbes com o passar dos dias de degradacdo, sendo similares as
imagens apresentadas pelos filmes de PLGA puros. Algumas impurezas devido aos
sais presentes na solugcdo PBS podem estar presentes em algumas amostras
(Figura 5.48 (b) e (c); Figura 5.49 (b) e (c)).
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Figura 5.48. MEV do filme 1B (PLGA/PPy-APTS) estruturado na forma de sanduiche. a) antes da

degradacéo; b) 7 dias pos degradacao e c) 28 dias p6s degradacéo.
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Figura 5.49. MEV do filme 2B (PLGA/PPy-APTS) estruturado na forma de sanduiche. a) antes da

degradacdo; b) 7 dias pos degradacao e c) 28 dias p6s degradacéo.

A Figura 5.50 ilustra a superficie do filme 2B-UNC, correspondente a
camada de PLGA com PPy sem as camadas externas de PLGA. Observa-se uma
superficie de morfologia irregular fibrosa evidenciando uma dispersao aleatoria das
nanofibras de PPy que ficaram recobertas com o PLGA. A distribui¢do irregular das
nanofibras de PPy na matriz de PLGA proporcionaram a presenca de espacos
vazios (poros) com tamanhos variados que podem servir de arcabougos
“tridimensionais” para promover o crescimento e a proliferacdo celular guiada por
nanofibras de PPy e assim facilitar a formacdo de novos tecidos biolégicos na

engenharia tecidual.
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Figura 5.50. MEV do filme 2B-UNC (PLGA/PPy-APTS) de camada Unica; a) b) e c) antes da
degradacao.

A Figura 5.51 ilustra a superficie do filme 2B-UNC po6s 7 e 28 dias de

degradacao e ndo se observa diferencas de estruturas com o passar dos dias.



117

A 4
% -—l {
2 Yol
3

> L .
Mag= 10.00KX EHT=1500kV
WD= 85mm  Signal A= SE1

;\;7 :_.L W q‘

=

. E % \* < A Y A
2 . 3 S B "
Mag= 500X EHT = 15.00kV 2pm Mag= 10.00KX EHT=1500kV
9 {Dreuse | P 9

WD = 85mm Signal A= SE1 WD = 85mm Signal A= SE1

D

Figura 5.51. MEV do filme 2B-UNC (PLGA/PPy-APTS) de camada Unica (a) e (b) pés 7 dias de
degradacéo, (c) e (d) 28 pds degradagéo.

A irregularidade da superficie do filme 2B-UNC, sem as camadas
externas de PLGA, devido a distribuicdo irregular do PPy apresenta regibes com
aglomeracao das fibras de PPy e arcaboucos que podem ter contribuido para um
maior contato do filme com o meio de incubacéo (PBS), assim facilitando a hidrélise
do PLGA e favorecendo a perda de massa mais acentuada para este filme,
conforme apresentado no item 5.6.1. Porém a perda de massa mais acentuada com
relacdo aos demais filmes ndo foi o suficiente para mudar significativamente suas
caracteristicas de superficie e nem o pH do meio de degradag&o, conforme visto no
item 5.6.2 .

A Figura 5.52 ilustra a superficie do filme 1B-UNC antes do inicio da
degradacdo e observa-se uma superficie mais lisa e homogénea, com menor
rugosidade e presenca de poros do que o filme 2B-UNC (Figura 5.51), pois as
nanofibras de PPy estdo mais recobertas pelo PLGA. Este fato pode ser justificado
considerando que o filme 1B-UNC apresenta maior espessura e, portanto o PLGA
recobre melhor as nanofibras de PPy.
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Figura 5.52: MEV do filme 1B-UNC (PLGA/PPy-APTS) de camada Unica (a) e (b) antes da
degradacéo.

A figura 5.53 ilustra a superficie do filme 1B-UNC apé6s 28 dias de
degradacédo e observa-se uma superficie similar aquela inicial (antes do processo de

degradacéo).

. ‘-_.,
Dreust |
Figura 5.53. MEV do filme 1B-UNC (PLGA/PPy-APTS) de camada Unica (a) e (b) ap4s 28 dias de
degradagéo.
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A partir da imagem (a) da Figura 5.52 observa-se que a superficie continua
irregular, porém com as fibras mais recobertas deixando-as um pouco menos em
alto relevo quando comparadas com a imagem (a) da Figura 5.50 e (a) da Figura
5.51. Isso é possivel, pois o filme 1B-UNC é feito com mais quantidade de PLGA e
assim possibilitando um maior recobrimento das fibras e consequentemente uma

maior espessura.
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As imagens de MEV (Figuras 5.50 e 5.51) ilustram bem a presenca de
variados poros criados através da adicao das fibras de PPy na matriz de PLGA. A
presenca de porosidade facilita a penetracdo da solucdo de PBS no filme, que por
sua vez promove a acao de clivagem das ligacdes ésteres da matriz polimérica (Oh,
Kang e Lee, 2006), além de fornecer uma &rea de superficie mais elevada para
facilitar a adesao das células e as interacfes célula-suporte, oferecendo um espaco

para a proliferacao, diferenciacdo e crescimento celular (Shum, Lie Mark. 2005).

O desenvolvimento de suportes mais adequados para as aplicacdes na area
da Engenharia de Tecidos sdo aqueles que tentam imitar a funcdo estrutural e
bioldgica do tecido a ser curado, pois esta sendo cada vez mais evidenciada a
importancia da morfologia para a producédo dos dispositivos artificiais, pois devem
apresentar a maior similaridade estrutural com os tecidos humanos alvos para que
as respostas dos tecidos doentes ao tratamento sejam cada vez melhores (Faez,
2000; Xia et al.,, 2011; Leung, 2011; Spivery et al.,, 2012). Logo, os filmes
nanocompositos de PLGA/PPy-nanofibras demonstram uma morfologia topogréafica
fibrosa bastante interessante para aplicacdo na regeneracdo de nervos periféricos,
pois tem as vantagens da biodegradabilidade do PLGA e a semelhanca das
nanofiboras de PPy com a organizacdo tecidual natural dos nervos periféricos,
portanto os filmes nanocompoésitos de PLGA/PPy-nanofibras € uma sugestdo de
suporte biodegradavel nanoestruturado com potencial aplicagdo no campo

biomédico, especialmente na Engenharia de Tecidos.



120

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

- As nanofibras de polipirrol séo obtidas quando as condicbes experimentais como
temperatura, tempo de agitacdo, razdo molar entre [dopante]:[mondmero] e tipo de
dopante sao controlados. Neste estudo nanofibras de PPy foram obtidas
preferencial na presenca do dopante APTS em excesso no meio reacional e na

temperatura de 0° C. A razao [dopante]:[mondémero] ideal foi de raz&o 4:1.

- As nanofiboras de PPy-APTS apresentaram estabilidade térmica até
aproximadamente 205 °C (perda de 10% de massa) e condutividade elétrica na

faixa de semicondutores (8.10™ S/cm).

- A presenca do reagente funcionalizador 1-(2 carboxietil)pirrol na sintese para a
introducéo do grupo carboxila na cadeia das nanofibras de PPy impediu a formacéo
da morfologia de fibras para o PPy e as condi¢des reacionais avaliadas neste
estudo ndo favoreceu a introducdo do grupo funcional na cadeia polimérica do

produto;

- As nanofibras de PPy sdo mais dificeis de dispersar na matriz de PLGA quando
comparado com a sua morfologia particulada globular, proporcionando o
desenvolvimento de filmes nanocompoésitos de superficies irregulares com a
presenca de poros aleatorios que podem servir de arcaboucos para o crescimento
celular guiado por nanofibras de PPy. A irregularidade superficial dos filmes
nanocompositos de uUnica camada (PLGA com nanofibras de PPy) apresentam a
morfologia mais adequeda para aplicagdo desejada devido a vantagem da

biodegradabilidade do PLGA e da semelhanca das nanofibras de PPy com a
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organizagéo tecidual do tecido biologico alvo. Assim, filmes biodegradaveis de PLGA
e nanofibras de PPy sdo uma alternativa adequada para preparacdo de suportes

tubulares para aplicacdo na regeneracdo de nervos periféricos.

- Durante os testes de degradacao in-vitro dos filmes nanocompdsito de PLGA/PPy
de camada Unica a presenca das fibras mostrou acelerar a perda de massa em
relacdo aos filmes puros de PLGA. A perda de massa aumentou cerca de 4% para
os filmes PLGA/PPy mais espessos (= 0,6 g de PLGA) e 6% para os filmes mais
finos (0,2 g de PLGA) até os 28 dias de degradacdo. A morfologia topogréfica
fibrosa com arcaboucos apresentada por estes filmes favoreceu a interacéo do filme
com o0 meio de incubacédo, acelerando o processo de degradacdo por hidrélise dos

sistemas poliméricos.

- Os filmes estruturados na forma de sanduiche pelo método B demonstram ser
mais adequados para a aplicacdo desejada, pois garante a presenca das nanofibras
no sistema polimérico e os filmes ndo sofrem uma degradacao inicial acelerada
devido o recobrimento da camada intermediaria de PLGA com nanofibras de PPy
(recheio) por camadas externas de PLGA, assim o processo inicial de degradacéo é

dependente apenas das caracteristicas do PLGA.

- N&o se observou alteracdo do pH do meio de incubacgdo durante todos os periodos
de degradacdo avaliados para todos os sistemas poliméricos deste estudo. Todos
os filmes obtiveram expansdo de suas espessuras em contato com a solugcao
tampéo e a perda de massa dos filmes de PLGA e PLGA/PPy ficou na faixa de 7-

21% até os 28 dias de degradacao avaliados.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Em continuidade a este trabalho sugere-se estudar aspectos
metodologicos, que visem a obtencdo de resultados mais representativos e
principalmente, que tornem a obtencdo de nanofibras de PPy mais atrativas
(bioativas) para serem aplicadas em condutos biodegradaveis para a regeneracdo

de nervos periféricos. Para isso, sdo propostos os itens abaixo:

- Pesquisar as condic¢des ideais de sintese para obtencdo de nanofibras de polipirrol
com os demais dopantes deste estudo (HCI; PTS e ADBS);

- Pesquisar as condi¢cbes ideais de sintese para obtencdo de nanofibras de PPy

funcionalizadas com 1-(2 carboxietil)pirrol ;

- Avaliar novas condi¢cbes experimentais para a inser¢cdo do fator de crescimento
(FC) no sistema PLGA/PPyY/FC;

- Ampliar os testes de degradacdo in vitro dos sistemas poliméricos.
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