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RESuUMO

A reparacdo de nervos periféricos lesionados € uma das tarefas mais dificeis na
neurocirurgia. Entre as técnicas utilizadas destaca-se a utilizacdo de tubos artificiais
para orientar o nervo durante o processo de regeneracdo. A preparagdo de
compositos baseados em polimeros biodegradaveis e polimeros condutores,
associados a fatores de crescimento, tém sido proposta como uma abordagem
promissora para melhorar a regeneracao de nervos periféricos lesionados. Porém,
deve ser considerado que durante o processo de regeneracao € necessario ter um
controle sobre a dosagem e o tempo de liberacdo do farmaco em questdo para nao
prejudicar o processo de recuperacdo. Assim, neste trabalho foram preparadas
membranas baseadas em PLGA (poli-acido lactico-co-glicolico), polipirrol (PPy) e
Tacrolimus como fator de crescimento. Foi avaliado o processo de degradacéo e a
relacdo entre a composicdo de membranas de PLGA/PPy/Tacrolimus com a
liberacdo do farmaco nos primeiros dias de incubacao. Foi verificado que membrana
com maior quantidade de PLGA, mais espessa, resultou numa menor perda massa e
retardou a liberacdo do tacrolimus. Neste trabalho de pesquisa membranas de PLGA
contendo nanofibras de polipirrol (PPy) e Tacrolimus, como fator de crescimento,
foram preparadas por meio da metodologia da evaporacdo do solvente. O processo
de degradacdo e a liberacdo do farmaco foram avaliados durante 28 dias de

incubacédo. Foi observado que membranas com uma maior concentracdo do PLGA.

Palavras Chaves: Regeneracdo Nervosa,Tubulizacdo, PLGA, Tacrolimus, Polipirrol.



Abstract

The repair of injured peripheral nerves is one of the most difficult tasks in
neurosurgery. Among the techniques used is distinguished using the artificial tube for
nerve guidance during the regeneration process. The preparation of composites
based on biodegradable polymers and conducting polymers related to growth factors,
have been proposed as a promising approach for improving regeneration of injured
peripheral nerves. However, it should be considered that during the regeneration
process is necessary to have a control over the dosage and the time of release of the
drug in question not to jeopardize the recovery process. In this work were based
membranes prepared PLGA (lactic-co-glycolic poly-acid), polypyrrole (PPy) and
Tacrolimus as a growth factor. Was reported as a factor of the process of
degradation and the relationship between the composition of membrane PLGA / PPy
/ Tacrolimus with the release of the drug in the first days of incubation. It was found
that membranes with higher PLGA thicker, resulting in a lower weight loss and
delayed release of Tacrolimus. In this work PLGA membranes containing search
polypyrrole nanofibers (PPy) and Tacrolimus, as a growth factor, were prepared by
the solvent evaporation method. The process of degradation and drug release were
assessed 28 days of incubation. It was observed that membranes with a higher
concentration of PLGA.

Key Words: Nerve regeneration, tubing, PLGA, growth factor, Polypyrrole.
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1. INTRODUCAO

1.1 Histologia do Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso periférico (SNP) esta localizado fora do sistema nervoso
central (SNC) e inclui os nervos cranianos, que emergem do encéfalo, os nervos
espinhais, que partem da medula espinhal, e os ganglios associados a eles. O SNP
€ uma via de comunicacdo entre o SNC e o organismo e conduz tanto informacdes
sensitivas (aferentes), como motoras (eferentes), sendo, portanto, classificados
como nervos mistos (Amabis, et. al., 2001; Rustemeyer, et. al., 2010).

A unidade funcional do nervo periférico € o neurdnio (Figura 1), constituido por:

dendritos, corpo celular, axdnio e terminais pré-sinapticos (Siqueira, 2007).

FIGURA 1. Esquema representativo do neurdnio

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Complete_neuron_cell_diagram_pt.svg Acessado em 18/10/2014.

Existem neurdnios envoltos por uma camada de mielina, produzida pelas células
de Schwann, e neurdnios ndo mielinizados. Nos mielinizados existem estreitamentos
denominados nodulos de Ranvier onde ocorrem as trocas idnicas na conducao sal-
tatéria do estimulo nervoso (figura 2) (JUNIOR, R.M; AZZE, R.J).



15

Células de
Schwann

Regido
despolarizada

Potencial de agéo

FIGURA 2. Esquema representativo do impulso nervoso.

Fonte: AMABIS, José Mariano; MARTHO, Gilberto Rodrigues. Conceitos de Biologia. Sdo Paulo, Ed. Moderna,
2001. vol. 2.

1.2 Leséo e regeneracdo de Nervo Periférico

Como os nervos do Sistema Nervoso Periférico sdo extensdes do Sistema Nervo-
so Central e sdo responsaveis pela integracao das atividades das extremidades, em
suas func¢bes sensitiva e motora, estes sao suscetiveis aos mesmos traumas que
afetam os outros tecidos. Por esse motivo, a interrup¢ao da continuidade da estrutu-
ra do nervo por algum tipo de trauma, resulta na parada de transmissédo de impulsos
nervosos e na desorientacao de suas atividades(JUNIOR, R.M; AZZE, R.J.).

Grupos de fibras nervosas, em diferentes niveis, podem ser lesados por trauma
mecanico, térmico, quimico, por isquemia entre outros; o progndstico da lesao de-
pende tanto do mecanismo do trauma, quanto do nivel em que a estrutura nervosa
foi lesada. ApGs o nervo sofrer um trauma, ocorre o processo degenerativo em al-
guns milimetros proximo ao local da lesdo (JUNIOR, R.M; AZZE, R.J).

As lesdes no tronco do nervo podem ter consequéncias funcionais e mudancas de
vida para o individuo devido a perda sensorial e motora, dor e desconforto. Com a
desenervacdo, o tecido muscular sofre alteracdes histolégicas a partir da terceira

semana e rapidamente se tem atrofia (Batista, 2009). Apos 2 anos, as fibras podem
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fragmentar e desintegrar. No primeiro més ha uma perda no peso muscular de 30%
a 60% no segundo més e, com a atrofia muscular, essa perda chega de 60% a 80%
em 4 meses (Shaocheng zhang, et. al., 2012).

A Figura 3 mostra um nervo lesionado. Durante a regeneracao, as células de S-
chwann em desenvolvimento formam as bandas de Biingner que sao condutos lon-
gitudinais internos das células de Schwann que estdo em crescimento. As células
de Schwann sédo células que envolvem os axénios dos neurdnios dentro dos nervos
periféricos. Se o local ndo sofrer uma intervencéo cirdrgica, as células do tecido en-
dotelial, ou seja, células externas ao nervo irdo fagocitar as células nervosas, dificul-

tando a regeneracgéo.

Fagocitose

Células de Schwann formando (( G s
As bandas de biingner A

Figura 3. Processo de regeneragcao nervosa

Fonte: JUNIOR, R.M; AzzE, R.J. Atualizagdo em Traumatologia do Aparelho Locomotor. Lesdo dos Nervos Periféricos.
Celebra, Faculdade de Medicina da Universidade de Sado Paulo, Sdo Paulo-SP, pag 10. Disponivel em:

www.ronaldoazze.com.br/fasciculo/fasciculo3.PDF Acessado em 24/11/2013

Sem um involucro, ocorrera o crescimento desordenado do nervo, formando
neuromas, que sao regides com alta densidade de ramificacGes nervosas que
causam dor ao paciente.

Um enxerto tubular juntamente com uma estrutura fibrilar € importante devido

as semelhancas aos tecidos bioldgicos naturais, e essa semelhanga pode vir a


http://www.ronaldoazze.com.br/fasciculo/fasciculo3.PDF%20Acessado%20em%2024/11/2013
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favorecer o tratamento e a aceitacdo do material pelo organismo(Leung, V, 2011,
Spivey, E.C. et.al, 2012).

1.3 Técnicas de Reconstrucéo

Quando a estrutura biolégica de um 6rgéo ou tecido ndo pode ser reparada, a al-
ternativa viavel para o restabelecimento das fun¢gdes normais do paciente é repb-la
com um implante construido a partir de um biomaterial (Shin, H. et. al, 2003).

Uma leséo de nervo periférico pode ser tratada através de reconstrucao por neu-
rélise, suturas, enxertos e outras formas. A neurdlise € o procedimento cirdrgico de
liberacdo e descompressdo de um nervo periférico submetido a compresséo que po-
de causar lesdo mecanica ou isquémica.

As reconstrucdes também podem ser realizadas através de suturas perineurais,
epiperineurais e epineurais internas e externas. O meétodo de sutura epineural é o
mais tradicional, sendo de facil realizacdo e sem trauma, mas ndo assegura uma
correta juncdo das estruturas internas fasciculares devido ao mau alinhamento des-
tas.

O reparo neural, deve ser realizado logo ap6s o trauma, preferencialmente nas
primeiras seis horas. Toby et al. (2011) verificaram que o retardo no reparo neural de
uma a duas semanas estd associado a maior rigidez e, consequentemente, maior
tensdo na linha de sutura. Além disso, ocasionam piores resultados, maior tempo
para recuperacao e retorno as atividades de vida diaria e trabalho.

Os enxertos de nervo também sdo muito utilizados para o reparo cirdrgico. Esse
método é proposto como escolha, quando a sutura do nervo nao for possivel sem
uma tensédo indevida. Estes podem ser obtidos da mesma pessoa (autoenxerto), de
outro ser humano (aloenxerto) ou de outra espécie (xenoenxerto). O nervo mais utili-
zado para enxerto € o nervo sural. Os enxertos séo ligados aos fasciculos corres-
pondentes e suturados com monofilamento de nylon com suturas epineurais (Junior,
R.M; Azze, R.J.; Dahlin,I. B, 2008).

Ha varios tipos de enxerto de nervo: cabos, tronco e enxerto de nervo vasculari-
zado, enxerto nervoso livre, enxerto de nervo interfascicular (Siqueira,R.,2007).

Quando o enxerto de nervo ndo é possivel, um outro material a ser usado é o en-

xerto de masculo. Uma desvantagem da técnica € o local fornecedor de tecido, mas
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essa técnica pode ser adicionada ao arsenal dos cirurgiées no reparo do nervo peri-
férico, especialmente para se construir uma ponte sobre lesdes curtas ou quando os
autoenxertos de nervos nao puderem ser empregados(Siqueira, 2007)..

Apesar dessas técnicas de reparo de uma lesédo de nervo periférico serem ainda
muito utilizadas, ainda ha intercorréncias comuns que podem ocorrer apos uma in-
tervencdo cirurgica. Neuroma doloroso no local doador de enxerto nervoso, tensdo
na linha de sutura levando a um aumento na formacao de tecido cicatricial, dificul-
tando a regeneracdo axonal e hematoma no local do enxerto podendo destruir o
mesmo, sendo necessaria, hesse caso, uma revisdo do reparo para evacuacao do
hematoma e inspecdo do enxerto para eventualmente repetir o procedimento cirdrgi-
co (Shaochengzhang, et. al.; 2012) aumentando assim a agressao ao paciente.

Entretanto, quando ocorre a perda de tecido nervoso ndo é possivel realizar a li-
gacdo terminal entre os cotos proximal e distal, pois origina-se um “gap” (espaco),
sendo necessério tensionar o nervo, provocando microlesdes no mesmo. Para Ljke-
ma-Paassen (2004) as tensfes elevadas nas extremidades unidas podem provoca
efeitos inibitérios na regeneracdo neural, provavelmente devido a isquemia. Assim,
muitas vezes a técnicas cirargicas supracitadas ndo podem ser aplicadas.

Sendo assim, para minimizar esses danos e proporcionar métodos mais precisos
para as intervencdes cirdrgicas, uma vez que a simples ligacdo dos cotos lesionados
nao garante o sucesso da reinervacao, varias técnicas vém sendo estudadas a fim
de aumentar a taxa de regeneragdo nervosa, proporcionando assim maior
assertividade na aproximacdo dos cotos e seu alinhamento. Dentre essas, estédo
disponiveis técnicas moleculares e celulares aliadas a nanotecnologia para

producado de tubos, o que melhora consideravelmente as taxas de regeneracado das

técnicas operatdrias (Sariguney et. al., 2008; SHORES, 1996).

1.4 Tubulizagéo

A técnica de tubulizacdo vem sendo bastante estudada com a finalidade de
minimizar as sequelas de uma lesdo muscular. A técnica de tubulizagdo ou
entubulagéo, consiste em um procedimento cirdrgico no qual os cotos do nervo
seccionado sédo introduzidos e fixados em uma protese tubular com uma lacuna

mantida entre as extremidades nervosas para proporcionar um ambiente favoravel
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para o crescimento do nervo (Sebben, 2011), proporcionando ainda o
direcionamento do crescimento nervoso das extremidades rompidas ou seccionadas

(Oliveira, et al., 2004; Ichihara et al.,2008), conforme ilustrado na figura 4.

Figura 4 — Representacdo da técnica de tubulizagdo. Ambas as extremidades
nervosas sao suturadas as paredes do turbo, que realiza a ligacdo entre os cotos
seccionados.(OLIVEIRA; PIERUTI;PEREIRA, 2004)

O uso de tubos para guiar o crescimento axonal € hoje clinicamente aprovado e
utilizado como método alternativo para autoenxerto podendo ser otimizado com a
adicdo de fatores neurotréficos bem como componentes da matriz extracelular
(MEC). Héa vaérias vantagens da técnica de tubulizacdo em relacdo ao uso de
enxertos em geral, as quais pode-se citar: limitado numero de infiltracdo
miofibroblastica, reduzida formacdo de neuroma e tecido cicatricial, reducdo de
crescimento lateral com espalhamento do material nervoso. Além disso, ha a
formacéo de um ambiente favoravel para a concentracéo de fatores neurotréficos. E
justamente esta Ultima vantagem que chama a atencéo e concentra os esforcos de
muitos pesquisadores atualmente, ja que a elucidacdo de diferentes rotas de
regeneracao nervosa proporcionou e proporciona a descoberta e busca por novas
drogas que atuem nessas vias (Dahlin,l. B., 2008; Rustemeyer et. al.,2010;
Siqueira,R.,2007).

Desde a década de 1960, tubos confeccionados de polimeros bioreabsorviveis,
ganharam uma importancia crescente na area médica, sendo utilizados em um
amplo namero de aplicagbes no corpo humano, tais como: suturas cirdrgicas,

sistemas para liberacdo controlada de droga e dispositivos ortopédicos. Atualmente
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fazem parte do cotidiano dos centros cirargicos no mundo inteiro (BARBANTI, S.H,
2005).

Ao encontro dos tubos confeccionados com polimeros bioreabsorviveis, a técnica
de tubulizacdo também vem sendo associada ao uso de farmacos e também de
células, que sao introduzidas no interior do tubo com o objetivo de melhorar a taxa
de regeneracdo. Quando os biomaterais poliméricos sdo combinados com fatores
neurotréficos, ocorre a formacédo de um microambiente que estimula o processo de
regeneracado nervosa. Desse modo, o foco principal das pesquisas envolvendo
regeneracao nervosa e tubulizacdo esta na busca por alternativas que oferecam
resultados melhores ou semelhantes aqueles obtidos com o enxerto autdlogo, porém
livre de suas desvantagens (Oliveira et. al., 2012).

Dessa forma, a tubulizacdo proporciona um meio de concentrar esses farmacos
diretamente no tecido nervoso lesado, sendo extremamente Gtil no sentido de
chegar a taxas mais elevadas de regeneracdo nervosa. Mesmo assim, ainda ndo ha
resultados consistentes da tubulizacdo, se comparada ao autoenxerto. Assim, com a
finalidade de cada vez mais aumentar as taxas de regeneracdo nervosa a partir da
melhora dos proprios tubos, alguns itens devem ser observados: apresentar baixa
resposta imune, ser biodegradaveis (para evitar segundo acesso cirdrgico para
retirada do tubo, inflamacédo crénica e dor), limitar infiltracdo tecidual, mas permitir
entrada de nutrientes, se possivel sem permitir sua saida, e ter um suporte mecanico
adequado. E importante ressaltar que nos casos em que ha extensa perda de
substancia nervosa, a técnica mais indicada é o transplante de enxerto autélogo,
sendo considerado o procedimento padrdo, mas sempre levando em consideracéo
as desvantagens do uso desta técnica (Dahlin,l. B., 2008; Rustemeyer et. al.,2010;
Siqueira,R.,2007).

1.5 Biomateriais

A definicdo de biomateriais mais utilizada e aceita é da Conferéncia de Consenso
de Biomateriais para aplicagbes clinica, a qual define um biomaterial como toda
substancia (exceto drogas) ou combinagfes de substancias, de origens sintéticas ou

naturais, que durante um periodo de tempo indeterminado € empregada como um
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todo ou em parte integrante de um sistema para tratamento, ampliacdo ou
substituicdo para qualquer tecido, 6rgaos ou fungées corporais (Williams DF, 2008).

A inexisténcia de materiais de sutura adequados que fossem comparados a auto
enxertia de nervo levou a testes de varios tipos de materiais para a formacéo do tubo
(Costa, 2001).

Vérios estudos vém sendo desenvolvidos ao longo dos anos a fim de avaliar o
material mais apropriado para a formacdo dos tubos. Através desses estudos, tor-
nou-se evidente que o tipo de material formador do tudo teria influéncia direta na re-
generacao nervosa. Substitutos de nervos ndo absorviveis permanecem no local le-
vando a uma reacao e consequentemente levando a formacao de tecido cicatricial, o
que dificulta a regeneracao neural e a recuperacao funcional do nervo (Mackinnon et
al., 1984).

A alternativa encontrada, um substituto absorvivel, teria 0 mesmo objetivo de unir
0S cotos proximais e distais e auxiliar o crescimento axonal, entretanto sem causar
Impactos negativos ao paciente. Nesse aspecto, torna-se essencial conhecer as
propriedades dos materiais utilizados: tensdo do material, toxicidade e tempo de ab-
sorcao (Costa, 2001).

Os tubos podem ser de natureza sintética, podendo ser biodegradaveis ou néo
biodegradaveis, e bioldgicos. Entre biodegradaveis e ndo biodegradaveis, os tubos
sintéticos geralmente sédo feitos de materiais como acrilicos, silicone, copolimero po-
li(L-acido lactico-co-acido glicdlico), PLGA, polipirrol (PPy), entre outros. Ja os tubos
biolégicos sao geralmente provenientes de colageno, submucosa de intestino delga-
do e veia (Dahlin,l. B., 2008; Makadia et. al., 2011).

Em relacéo aos tubos fabricados com materiais ndo-absorviveis, Merle et al, rela-
taram casos clinicos com tubos de silicone onde os pacientes apresentaram evolu-
¢céo com piora da funcao neural por compressao, o que obrigou a retirada dos tubos
por intervencédo cirdrgica (Merle et al,1989). Isso acontece, pois os tubos que nao
sdo absorviveis permanecem no local ocasionando uma reagdo corpo-estranho no
organismo, ocasionando assim, formacao de tecido cicatricial o que dificulta a rege-
neracao neural e a recuperacao funcional do nervo (Cunha, 2013).

Ja os materiais biodegradaveis, podem ser naturais ou sintéticos sendo degrada-
dos in vivo, sdo biocompativeis e toxicologicamente seguros onde sao eliminados

pelas vias metabdlicas normais. Quando os tubos séo biodegradaveis, ha a vanta-
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gem, de que apoés o tempo de reabsor¢cédo ndo restara mais nenhum residuo do tubo
no local da leséo, evitando que se faca um segundo procedimento cirdrgico ou evi-

tando complicac6es como a dor crénica (Dahlin,l. B., 2008; Makadia et. al., 2011).

1.5.1 PLGA - Poli (4cido lactico-co-acido glicdlico)

O PLGA é um copolimero sintético composto das unidades monoméricas de Poli
(4cido glicélico) - (PGA) e poli (acido lactico) - (PLA). E um polimero biodegradavel,
biocompativel e bioabsovivel. Devido a essas caracteristicas, este polimero esta
muito presente nas pesquisas de liberacdo controlada de farmacos, como agente
transportador de proteinas e até mesmo no transporte de moléculas de DNA (Maka-
dia, H. K; Siegel, S. J, 2011). Seus componentes PGA e PLA sdo os materiais prefe-
ridos na fabricac&do de substratos para o transplante de células na engenharia de te-
cidos (Sultana, N.; Khan, T.H, 2012).

O uso de copolimero poli (lactico-co-acido glicélico), PLGA, vem sendo bastante
utilizado nas técnicas de tubulizacdo para regeneracdo muscular, pois faz parte da
familia dos polimeros biodegradaveis com boa resisténcia mecanica e altamente bi-
ocompativel e bioabsorvivel tornando-se bastante promissor, pois sofre degradacéo
por hidrélise, ndo envolvendo atividade enzimatica, gerando produtos que sao ab-
sorvidos pelo organismo, seus mondmeros o acido lactico e o acido glicolico. Este
tem sido utilizado pela baixa toxidade, baixa capacidade alergénica, além de ser fa-
cilmente processado em diferentes dispositivos (Makadia et. al.,2011; Motta et. al.,
2006).

Além das vantagens citadas acima, o copolimero PLGA pode variar a propor¢ao
entre suas unidades monomeéricas e assim variar e otimizar o tempo de degradacao
do material conforme a necessidade e especificidade da aplicacéo, ja que o PLA é
menos hidrofilico, absorve menos agua e consequentemente degrada mais lenta-
mente (Jain, 2000; Rezende et al., 2005; Motta e Duek, 2006). Esse menor tempo de
degradacéo, implica em uma menor probabilidade de reacdes adversas uma vez que
o restante dos polimeros que possuem maior tempo de degradacdo podem liberar
fragmentos cristalinos (Motta e Duek, 2006).

Essas caracteristicas distintas dos monémeros constituintes do PLGA o fazem um

atraente copolimero para a fabricagao de “suportes” com os mais diferentes tempos
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de degradacao, permitindo explorar o melhor tempo para o efeito terapéutico do “su-
porte” conforme cada necessidade clinica, e assim, proporcionando a fabricacdo de
materiais de r4pida até lenta degradacédo (Fialho et al., 2003; Barbanti et al., 2005).

Os implantes absorviveis, como os de PLGA, sdo importantes porgue permitem
gue as células crescam e se organizem enquanto o polimero se degrada. Posterior-
mente os produtos da degradacdo sao eliminados do organismo pelas vias metabo-
licas, enquanto ocorre um crescimento natural do tecido, ndo sendo necessaria uma
nova intervencgao cirdrgica para sua remoc¢ao do implante (Jain, R, 2000; Rezende,
C.A, 2005).

1.5.2 Polipirrol

Os polimeros estruturados em forma de fibras estdo se tornando cada vez mais
atraentes, pois em geral a forma de fibra € uma estrutura que apresenta semelhanca
em relac@o aos tecidos biolégicos fibrosos naturais. Essa semelhanga pode vir a fa-
vorecer o tratamento e a aceitacdo do material pelo organismo (Leung, V. 2011). As-
sim sendo, as nanofibras sdo as estruturas mais desejaveis para as aplicacées bio-
médicas, principalmente para a engenharia de tecidos (Yoo, H.S.2009).

A caracteristica do tecido humano responder a estimulos elétricos faz dos polime-
ros condutores um material interessante para as mais variadas aplicacdes nas areas
biomédicas (Guimard, N.K.; 2007). Neste trabalho, escolhemos o emprego do polipir-
rol em forma de nanofibras devido a sua estrutura assemelhar-se a encontrada nos
tecidos humanos e por ser considerado um polimero condutor, biocompativel e de
baixa toxicidade.

O material Polipirrol (PPy) est4 sendo bastante explorado em virtude de suas pro-
priedades fisico-quimicas como capacidade de troca-ibnica, biocompatibilidade, facil
sintese, potencial para ter grande area superficial, além da possibilidade de ser pola-
rizado eletricamente (Schmidt et. al.,2006) e potencial de alterar facilmente as suas
propriedades elétricas, quimicas e fisicas para atender melhor a natureza da aplica-
cao especifica desejada. Estas caracteristicas sao Uteis em muitas aplicacdes bio-
médicas, como, engenharia de tecidos, sondas neurais, dispositivos de liberacéo de
drogas sao alguns exemplos (Guimard et al., 2007). O PPy pode ser sintetizado

guimicamente ou eletroquimicamente, podendo apresentar-se em varias formas, in-
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cluindo filmes finos, pés, particulas coloidais ou ocas e nanotubos (Slimane et. al.,
2009; Jakab et al., 2007).

Desse modo, 0 uso destes materiais de escala nanométrica esta sendo bastante
explorado porque fornece mdltiplos estimulos para o processo de regeneracao, co-
mo: guia de regeneracédo (topogréfico), atividade neurotréfica em virtude da incorpo-
racao de substancias que promovam o crescimento axonal as paredes do tubo, bio-

degradabilidade e atividade elétrica do tubo, atuando sinergicamente na regenera-

cdo nervos (Rustemeyer et al.,2010).

Ensaios em ratos demonstraram que a regeneracao do nervo ciatico de cobaias
utilizando tubos de silicone revestidos com PPy apresentaram uma melhora mais
significativa em relacdo aos que usaram tubo de silicone sem o PPy. Os resultados
da pesquisa mostraram uma boa biocompatibilidade do PPy com o tecido nervoso
periférico das cobaias, o que indica que o PPy pode ser um bom material para ser
aplicado na regeneracdo de nervos periféricos danificados. O PPy néo causou efei-
tos adversos sobre culturas celulares e animais testados. Os resultados n&o aponta-
ram nenhuma evidéncia de toxicidade aguda e subaguda. As células de Schwann
apresentaram uma melhor taxa de sobrevivéncia e proliferacdo quando em contato
com o PPy (Wang, X.;2004).

1.6 Tacrolimus

O imunossupressor macrolideo tacrolimus (FK506) é um poderoso e seletivo a-
gente anti-linfécito T descoberto em 1984. Este € um farmaco freqientemente utili-
zado por sua atividade imunossupressora em transplantes de érgdos. FK506 € uma
molécula aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) purificada dos metabo-
litos do fungo Streptomyces tsukubaensis (Shores A., 1996). A FK506 atravessa a
barreira hematoencefélica, e a descoberta de que ha imunofilinas (como a FKBP-52)
presentes no sistema nervoso introduz um novo nivel de complexidade na regulacao
do processo de regeneracdo neural (Gold, B. G., 1997; Rustemeyer et. al.,2010;

Zheng et. al.,2010).
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A FK506 revela acdes neuroprotetoras e neurotréficas em modelos experimentais
por aumentar o alongamento nervoso e por acelerar a taxa de regeneragdo nervosa
in vivo e in vitro. A administracao sistémica dose-dependente de FK506 tambéem
provou acelerar a resposta funcional em ratos pos-esmagamento de nervo ciatico.
Sua administracao sistémica, em conjunto coma técnica de tubulizacdo ou utilizacéo
de enxerto autélogo, promove um aumento da taxa de regeneracdo do nervo e grau
de recuperagdo funcional (Gold, B. G., 1997; Rustemeyer et. al.,2010; Zheng et.
al.,2010). Chunasuwankul et al. investigou a aplicacdo sistémica da droga com dose
baixa (0,5mg.kg-1/dia) e demonstrou que o tacrolimus aumenta a recuperacdo de
nervo periférico de roedor apos transeccdo. Os dados apontam o tacrolimus como

um eficaz agente neuroprotetor no reparo nervoso em pequenas concentrac;ées.

Jéa foi descrito que a afinidade da FK506 é dependente de concentracdo. Ainda
assim, os efeitos do espectro efetivo ndo sdo completamente conhecidos, mas ha
conclusdes de que a administracdo intramuscular de baixa dose de FK506 apés o
transplante de enxerto nervoso pode fornecer regeneracao nervosa funcional e mor-
fométrica superior a verificada emisoenxertos ou aloenxertos sem tratamento com
FK506 e quase comparavel aquela em animais nao-operados (RUSTEMEYER et.
al., 2010; GOLD, 1997; YU et al, 2009).

O projeto de novos sistemas poliméricos biodegradaveis para a preparacao de tubos
artificiais, capazes de atuarem como guia para a regeneragao nervosa exige que im-
portantes caracteristicas sejam consideradas: uma delas é que devem permanecer
no organismo tempo suficiente para que o nervo lesado seja reconstruido, além de
estimular a fibra nervosa a crescer de uma extremidade a outra a fim de acelerar a
regeneracao; outra caracteristica importante € que durante o processo de degrada-
cdo nado deve ocorrer interacdo e compressao do nervo lesionado. Quando se tem a
liberacdo de fatores de crescimento durante o processo de regeneracao € necessa-

rio ter um controle sobre a dosagem e o tempo de liberacdo do farmaco em questéo.

Assim, no presente estudo, foi realizada a incorporacdo do farmaco Tacrolimus
em membranas poliméricas, que serao utilizadas em uma préxima etapa para con-
feccionar tubos e, desta forma, havera uma liberagcdo continua do medicamento na

medida em que o tubo for sendo degradado. Ser& avaliado o comportamento da libe-
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racdo in vitro do farmaco Tacrolimus/FK506, que atua como fator neurotréfico, a
partir de membranas sintéticas de PLGA e PPy. O tubo, além de servir como matriz

para o farmaco Tacrolimus, também auxiliard no processo de regeneracao nervosa.
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2. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho de pesquisa esta inserido num projeto maior que esta
sendo executado desde 2012 em cooperacgéo entre o grupo de pesquisa da FAQUI
“‘Sintese de Materiais Nanoestruturado” e o da FAMED “Clinica Cirurgica”
coordenado pelo Prof. Jefferson Braga. O projeto de cooperacédo tem como objetivo
desenvolver novos sistemas poliméricos para preparacéo de tubos que sirvam como
guia e como estimulo para a regeneracdo de nervos periféricos.

O grupo de pesquisa ja desenvolveu metodologia para a preparacdo de
nanocompositos de PLGA/PPy com o fator de crescimento FK506. Na continuidade
do projeto é necessario fazer um estudo da cinética de liberacdo do fator de
crescimento em funcdo da espessura e estruturacdo das matrizes poliméricas
preparadas

Espera-se preparar sistemas poliméricos capazes de promoverem a liberacao
continua no local da lesdo, que resulta num estimulo continuo para a regeneracao,
considerando que a simples liberacdo do farmaco ndo garante a permanéncia do

mesmo no sitio de lesao devido a difusdo nos fluidos extracelulares.

Além do mais, na preparacdo dos sistemas poliméricos investigados neste
projeto, tem sido considerada que a liberacdo do farmaco deve comecar a partir do
14° dia. Nos primeiros quatorze dias apdés uma lesdo com perda de substancia
ocorre uma tentativa de regeneracao natural do corpo desencadeando um processo
gue chamamos de Degeneracéao Walleriana. Se o fator comecar a ser liberado antes
desse tempo, estudos mostram que isso afeta esse processo natural fazendo com
que o fator atue, entdo, como inibidor da regenerag¢do ao invés de estimular. Em
outras palavras, faz-se necessario aguardar esse tempo para deixar 0 corpo reagir
naturalmente e, apds, atuar com fatores endoégenos que possam auxilia-lo nesse

processo (Kline, et. al., 1982).

Para manter a concentracao ideal dos fatores de crescimento durante todo o
processo de regeneracdo do nervo, a liberagdo controlada destas proteinas - tanto
ao que se refere a dosagem e ao tempo, quanto a localizagdo exata das mesmas - €

necessaria para uma aplicacdo segura e mais eficiente.
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Avaliar a relacdo da estrutura/morfologia com a taxa de liberacdo do farmaco
é importante por que mostrard quais sistemas poliméricos sdo mais eficientes para
preparacdo dos tubos que no futuro serdo testados na regeneragdo de nervos

periféricos in vivo.
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4. Objetivos

4.1 Objetivos Gerais
Avaliar in vitro a biodegradacéo e o processo de liberacdo de fator de crescimento

em membranas de compdésitos de PLGA e nanofibras de PPy.

4.2 Objetivos especificos
e Avaliar o processo de degradacdo de membranas de PLGA/PPy com a
incorporacdo do farmaco FK506 por meio da variacdo na espessura e
perda de massa da membrana .
e Relacionar o processo de liberacdo do farmaco Tacrolimus com a
espessura e com a composicado das membranas de PLGA/PPy-FK560.
e Avaliar a membrana mais adequada para utilizagdo em tubos de reparo

neural.
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AVALIACAO IN VITRO DO PROCESSO DE LIBERACAO DE
TACROLIMUS EM COMPOSITOS DE PLGA E DE POLIPIRROL

Maiana P. Melo?, Cristhiane A. Valente®, Carlos E. Leite?, Lucas D. Weber® , Marlise
A.Dos Santosa,®, Jefferson B. da Silva', Nara R.S. Basso "
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A reparacdo de nervos periféricos lesionados é uma das tarefas mais dificeis na
neurocirurgia. Entre as técnicas utilizadas destaca-se a utilizagdo de tubos artificiais
para orientar o nervo durante o processo de regeneracdo. A preparacdo de materiais
baseados em polimeros condutores biodegradaveis associados com um fator de
crescimento tém sido proposta como uma abordagem promissora para melhorar a
regeneracao de nervos periféricos lesionados. Este estudo investiga a liberacédo do
farmaco (Tacrolimus) a partir de sistemas poliméricos baseados no PLGA (acido
poli-lactico-co-glicélico) e polipirrol visando o desenvolvimento de tubos artificiais

para regeneracdo de nervo periférico.

Descritores: Regeneracgéo nervosa, PLGA, fator de crescimento, polipirrol.
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IN VITRO STUuDY OF TACROLIMUS RELEASE FROM PLGA AND
POLYPYRROLE COMPOSITES

Abstract

The repair of injured peripheral nerves is one of the most difficult tasks in
neurosurgery. Among the techniques used there is the artificial tubes that guide the
nerve during the regeneration process. The preparation of material based on
biodegradable conducting polymers and a growth factor has been proposed as a
promising approach for improving regeneration of injured nerves. This study
investigates the drug (Tacrolimus) release from polymeric syistems based on PLGA
(poly-lactic-co-glicdlic acid) and polypyrrole for development of artificial tubes for

peripheral nerve regeneration.

Descriptors: Nerve Regeneration, PLGA, growth factor, Polypyrrole.



34

Introducao

A lesdo de um nervo periférico gera muitos impactos negativos, tanto na vida
profissional do paciente quanto nas atividades relacionadas ao lazer do mesmo.
Embora os custos de lesdes nervosas sejam um fardo para a saude publica,
principalmente a perda de produtividade, uma vez que um grande nuamero de
pacientes com lesdes de nervos estd em idade produtiva e esse tipo de lesdo causa
défcitis na movimentacdo, sensibilidade e alteracdes autonémicas, originadas da
interrupcdo funcional dos prolongamentos do nervo. Levando-se em consideracao
essas caracteristicas, a recuperacéo de um nervo lesado leva tempo?’. Perante esse
quadro, a regeneracdo nervosa tem sido amplamente estudada nas Ultimas
décadas?.

Troncos nervosos sdo estruturas muito delicadas, onde sua regeneragao torna-se
bastante complexa®, uma vez que compreende grande nimero de células nervosas
e vasos sanguineos que reagem a lesdo. Varias técnicas de reconstrucdo sao utili-
zadas, onde podemos citar a sutura direta, que visa a aproximacao dos cotos a fim
de proporcionar a passagem das fibras em regeneracéo e é sem duvida a melhor e a
mais simples maneira de reparar uma lesdo de nervo periférico®. Entretanto, quando
nao é possivel a aproximacao direta dos cotos, devido a uma grande perda de subs-
tancia do nervo, a técnica de auto enxerto € indicada. O enxerto implica na utilizacédo
de segmento de nervo retirado de um nervo sensitivo, geralmente o nervo sural, que
sofrera um processo de degeneracdo e funcionard apenas como conduto para que
0s axdnios em regeneracao atinjam o coto distal do nervo lesado®®.

Entretanto a simples ligacdo das extremidades lesionadas ndo é a garantia de
uma boa reinervacdo, uma vez que esta ndo garante a orientacao precisa dos cotos.
Outro ponto a ser citado é o tamanho da lesdo exposta, pois 0 sucesso da regenera-
cao nervosa € inversamente proporcional ao tamanho da lesdo’.

Nesse contexto, a técnica de tubulizacdo ou entubulacdo, que consiste em um
procedimento cirdrgico no qual os cotos do nervo seccionado séo introduzidos e
fixados em uma protese tubular com uma lacuna mantida entre as extremidades
nervosas para proporcionar um ambiente favoravel para o crescimento do nervo,
vem sendo cada vez mais estudada®. A regeneracdo dentro da prétese tubular é

dependente da formacgao precoce de uma ponte néo celular para ligar os dois cotos.
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Esta ligagdo é composta por uma matriz que fornece o substrato inicial para a
migracao das células n&do-neuronais’.

Para garantir o sucesso da técnica, o material constituinte do tubo deve conter
algumas caracteristicas para assegurar que a regeneracao nervosa seja realizada
corretamente. O material deve ser biocompativel, uma vez que ndo deve causar
nenhuma interacdo com o nervo, garantindo assim sua regeneracdo. Outra
caracteristica importante a ser citada é que o material deve durar o tempo
necessario, em torno de 90 dias, para que todo o nervo lesado seja reconstruido
novamente e deve estimular a fibras nervosas a migrarem de uma extremidade a
outra, de modo a acelerar a regeneracdo. O tubo pode ser constituido de varios
materiais, como por exemplo silicone associado a acido poliglicélico, sendo estes 0s
mais comumente utilizados na clinica médica, entretanto este tipo de material pode
trazer alguns resultados indesejaveis, uma vez que o préprio tubo pode comprimir o
nervo lesionado, causando uma degeneracao tardia através da desmielinizacédo do
axonio’.

Vindo de encontro aos efeitos negativos desta técnica, polimeros bioabsorviveis
sintéticos vém sendo cada vez mais estudados como agentes promissores na
regeneracao, uma vez que nao interagem com o nervo lesado e séo absorvidos pelo
organismo apds a recontrucdo nervosa causando o minimo ou nenhum dano as
células neurais®.

Varios polimeros estdo sendo testados para este fim, um deles € o PLGA (poli-
acido lactico-co-glicdlico), pertencente a familia dos polimeros biodegradaveis
aprovados pelo FDA, sendo altamente biocompativel, que tem sido amplamente
estudado na engenharia de tecidos. PLGA é mais popular entre os varios disponiveis
polimeros biodegradaveis. Este polimero possui propriedades favoraveis de
degradacdo e vem sendo explorado para a entrega de farmacos, bem como na
regeneracao de tecidos’.

Recentemente tem sido relatado que compdsitos biocompativeis preparados a
partir de PLGA e do polimero condutor polipirrol (PPy) s&o materiais promissores
para aplicacdo na engenharia neural, isto por que combinam a vantagem da

condutividade elétrica e a biodegradabilidade, além de melhorar as propriedades

mecanicas do PPy7.
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O PPy é biocompativel, apresenta boa condutividade elétrica e facil sintese. E um
dos polimeros condutores mais estudados nos estudos in vitro e in vivo para
regeneracao nervosa e outras aplicacdes em engenharia de tecido, pois é capaz de
gerar sinais elétricos para locais alvo e pode simultaneamente proporcionar suporte
fisico para o crescimento celular’.

Somando-se aos beneficios dos polimeros supracitados, uma abordagem
promissora que vem ganhando espaco para melhorar a regeneracao nervosa € a
funcionalizacdo do(s) polimero(s) condutor(es) com um fator de crescimento nervoso
(FCN)°.

O farmaco Tacrolimus (TK560), muito utilzado como imunossupressor em
pacientes trasplantados, vem sendo bastante estudado na engenharia de tecidos
uma vez que possue propriedades neuroregenerativas e neuroportetoras. Portanto o
desenvolvimento de Condutos Artificiais de Orientacdo Nervosa, associados a
fatores de crescimento nervoso, vem tornando-se uma alternativa bastante atraente,
pois sdo materiais que proporcionam multiplos estimulos, tais como: orientacdo de
contato, atividade neurotrofica, porosidade e atividade elétrica, contribuindo para a
regeneracéo de feridas em tecidos nervosos”®.

Porém, a dificuldade da acdo do FCN estad relacionada com a cinética de
liberacdo, pois alguns sistemas exibem uma elevada taxa de liberacdo inicial o que
pode prejudicar a regeneracdo. Nos primeiros dias da lesdo ja comecam a aparecer
0s primeiros sinais da degeneracdo do nervo e a maior parte degenerada €
removida até o 12-14° dia ap6s a leséo’. A presenca do FCN nesse periodo inicial,
pode provocar a contragcdo do nervo ao invés de guiar a regeneracdo do mesmo
através do tubo.

O nosso grupo de pesquisa vem preparando compdésitos de PLGA e nanofibras
de PPy contendo o fator de crescimento, o famaco Tacrolimus (TK560), com o
objetivo de preparar tubos que funcionem como guias para a regeneracdo de
nervos. Tubos de biopolimero com nanofibras de polimero condutor e fator de
crescimento permite a formagdo de microambiente que estimula o processo de
regeneracao nervosa. Pretende-se que a degradacdo do biopolimero controle a
liberacdo do farmaco diretamente no tecido nervos no periodo de tempo mais

adequado durante o processo de recuperagao.
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Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o processo de
degradacdo e a relacdo entre a composicdo de membranas de
PLGA/PPy/Tacrolimus com a liberacéo do farmaco nos primeiros dias de incubacao.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacdo da Membrana

Sintese quimica do PPy
As reacOes para obtencao de nanofibras de polipirrol (foi destilado antes de sua

10-11 & os detalhes

utilizac@o) ocorreram por meio da polimerizagdo quimica oxidativa
do procedimento experimental sdo dados em VALENTE, C. A. 2014 *?. Uma solucéo
contendo 7,2x10° mol de pirrol (Py) e 3,2x102 mol do dopante APTS (4cido p-
toluenosulfénico monohidratado), sob agitacdo na temperatura de 0°C, recebeu gota
a gota uma solucéo de 12,3x10 mol do agente oxidante (FeCls). Apds 24h de rea-
cdo o produto é filtrado e lavado com agua destilada e etanol para a remocao das
impurezas. O sdlido preto de PPy é seco em estufa (80°C) e armazenado em desse-

cador. Todos os reagentes foram adquiridos através da Sigma-Aldrich.
Preparacao dos filmes de PLGA/PPy/FK506

Filmes de PLGA/PPy/FK506 foram preparados por meio da metodologia da eva-
poracdo de solvente®® e o procedimento experimental adaptado de VALENTE, C. A.
20142, O PLGA utilizado foi o de razdo 85:15 fornecido pela PURAC (PURASORB®
PLG 8531; Holanda). Foram preparadas solucdes de PLGA em cloroférmio (Sigma-
Aldrich) com concentra¢des de 0,11 g/mL e 0,033g/mL para obter filmes com dife-
rentes espessuras. Nas solucbes de PLGA adiciona-se 10% de nanofibras de PPy
(m/m) previamente sintetizadas. As solu¢des de PLGA/PPy séo dissolvidas e mistu-
radas em banho de ultrassom de 40 kHz (Unique, modelo USC-1600) por sete ho-
ras. Apoés, adiciona-se em cada solu¢do de PLGA/PPy uma solugcédo em cloroférmio

do farmaco tacrolimus (FK506; pureza> 98,0%; Sigma-Aldrich) de concentracdes
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0,26 pg/mL ou 1,22 pg/mL. A solucao final fica por mais uma hora em banho de ul-
trassom e depois de totalizar oito horas no banho de ultrassom as solugbes de PL-
GA/PPy/FK506 sao vertidas em placas de vidro petri (3 5,5 cm) e o solvente evapo-
rado por 48h em temperatura ambiente em bancada de nivel horizontal. Todos os

materiais foram utilizados conforme recebidos.

Tabela 1: Membranas de PLGA/PPyY/FK506 preparadas por evaporacéo do solvente

Amostras Massa de PLGA Massa de PPy Massa de FK506
A 0,209 0,02¢g 1,30 ug
B 0,20 g 0,029 6,09 ug
C 1,009 0,10g 1,30 ug

Degradacéo hidrolitica

Para uma avaliacdo mais proxima do comportamento de degradacdo de um mate-
rial com potencial aplicagdo na area médica se faz necessério o uso de um protocolo
qgue leve em consideracdo as condicfes mais préximas de pH do ambiente in vivo.
Portanto, os testes de degradacéo in vitro hidrolitica dos materiais foram baseados
na norma ASTM F1635 - 11 (2011)*.

A partir de cada uma das membranas preparadas (A, B e C) foram recortadas
amostra com 0,5 cm de diametro, em triplicata, para cada um dos tempos avaliados.
As amostras foram mantidas em 2 mL de solu¢édo tampéo fosfato salino, PBS (pH =
7,4; Sigma -Aldrich), a 37 °C dentro de tubos de polipropileno de 15 mL em uma in-
cubadora termostatizada com agitacao de 60 rpm. As amostras foram removidas em
tempos pré-determinados (1, 4, 7, 14, 21, 28 dias). A Tabela 2 apresenta a média

das massas e espessuras iniciais das amostras incubadas.

Tabela 2: Massa e espessura inicial das membranas incubadas PLGA/PPy/FK506

Amostras Massa (g) Espessura (um)

A 0,00263 + 0,00028 102,4 + 13,8
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B 0,00288 + 0,00052 112,3+10,3

C 0,01266 + 0,00207 384,5+60,1

Adaptou-se uma mesa agitadora, modelo MA-140/CF e marca Marconi, para si-
mular uma incubadora com controle da temperatura e poder manter os nives de agi-

tacao e temperatura no interior do equipamento durante os testes.

Para medir as espessuras dos filmes pré e pos-periodos de degradacéo 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 solucdes utilizou-se pHmetro, marca Digmed e modelo DM-
20.

Para as medidas das massas dos filmes utilizou-se uma balanca analitica de 5
casas decimais, marca Mettler Toledo e modelo AG285, para uma maior precisao.

A perda de massa foi calculada através da Equacao 1:

% Perda de Massa = {M]x 100
PO

1)

Sendo PO correspondente ao peso da massa antes do teste de degradacéo e
Pt 0 peso da massa seca apds cada tempo de degradac&o avaliado™.

Extracao

ApoOs a incubacao, aliquotas do meio de incubacdo em cada um dos periodos
avaliados em triplicata foram preparadas para analise em HPLC. Numa preparacao
tipica, foram retirados 500 uL de amostra em um tubo de 2,0 mL e adicionados 1 mL
de Acetato de Etila (grau HPLC; Merck). O tubo foi mixado por 1min e apds foi centri-
fugado por 10 min a uma velocidade de 5000 rpm. Separou-se 0,8 mL da fase orga-

nica e a essa foram adicionadas 0,8 mL de Metanol (grau HPLC; Merck) sendo mi-
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xado por 1min. Novamente centrifugou-se por 10min a uma velocidade de 5000 rpm
onde separou-se 1,5 mL (2 x 0,750 mL). A amostra foi evaporada e reconstituida
com 500 pL de metanol. Apds a reconstituicdo as amostras foram mixadas por 1 mi-
nuto, filtrando-se as mesmas em membrana 0,45 um (Durapore, Millipore®, Billerica,
Estados Unidos) e transferindo 200 uL para vial para posterior injecéo.

Para a preparacao a obtencéo da solucdo estoque de 5 pg/mL, pesou-se 500 nug
do farmaco Tacrolimus em balanca de 7 casas e colocou-se a barca de metal em um
baldo de 100 mL. Completou-se o volume com metanol grau HPLC. Tratou-se a so-

lucdo estoque com a mesma técnica descrita acima para injecao.

CondicGes Cromatograficas

A determinacéo do analito de interesse, foi realizada através de Cromatografia Li-
quida de alta eficiéncia, utilizando HPLC, do inglés Hight-Performance Liquid Chro-
matography - UHPLC 1290/ MS 6460 TQQQ — Agilent Technologies no Instituto de
Toxicologia e Farmacologia da PUCRS..

A coluna utilizada foi Zorbax-SB-C18 2,1x50mm 1.8 Micron (Agilent Technologi-
es). As condicdes iniciais foram de 50:50 (v / v) fase mével A: B. Apés a injecéo da
amostra, a eluicdo foi realizada por meio de um gradiente de 50 a 100% de fase mo-
vel B durante 1 min, seguido de 100% de fase mével B, realizada por 30 segundos.
Manteve-se a fase mével a 0,6 mL / min, a uma temperatura de em 55 -C.

Apoés a corrida, a coluna foi reequilibradas para as condi¢des iniciais e mantida

durante 1,5 minutos antes da injecao seguintes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios de Degradacao

O PLGA 85:15 € um polimero biocompativel adequado para ser utilizado como
suporte na regeneracéo de nervo periférico pois permanece tempo suficiente para a

recuperacdo nervosa, conforme trabalhos encontrados na literatura®®’

. Porém,
guando é incorporado na membrana um fator de crescimento é desejavel que a

liberagdio comece somente a partir do 12-14°! pois a liberagdo do farmaco antes
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desse periodo pode prejudicar a recuperacdo da lesdo. Assim, acompanhar a
variacdo da massa e a espessura das membranas durante o periodo de degradacéo
serve como um guia para conhecer a melhor composicao a fim de que a liberacdo do
farmaco seja impedida ou minimizada durante os primeiros dias de incubacéo.

Foram realizados ensaios de degradacdo em solucdo de PBS com as membranas
A, B e C, com as especificacbes conforme exposto na tabela 1. A solugcdo de PBS
possui caracteristica de simular o pH do corpo humano, assim pode-se aproximar de
resultados in vivo'®. Apds cada periodo de incubacdo (1,4, 7, 14, 21 e 28 dias), o
processo de degradacao foi avaliado por meio da medida de espessura, perda de
massa das membranas, bem como determinacdo do pH da solucéo de PBS.

As espessuras dos sistemas poliméricos preparados foram aferidas antes e apés
a degradacdo. A concentracdo de PLGA utilizada para preparar os compadsitos de
PLGA/PPy pode ser relacionada com a espessura das membranas e portanto pode
ser usado como critério para avaliar a membrana mais adequada para a preparacdo
dos tubos. As membranas A e B apresentaram praticamente a mesma espessura,
enquanto que a C apresentou uma maior espessura. A partir dos resultados apre-
sentados na Tabela 3 observa-se que para as 3 membranas ocorre um aumento da
espessura até o 14° dia e depois uma diminuicdo. O processo de degradacdo do
PLGA ocorre por uma reacgao de hidrélise, onde o mecanismo de degradagéo hidroli-
tica pode ser classificado como degradacéo de superficie, com perda de massa’® e
reducado de espessura. Porém a caracteristica hidrofilica do PLGA, e a exposi¢cdo em
meio aquoso pode levar ao intumescimento das amostras na etapa inicial do proces-
S0, pois ao absorver agua o filme acaba por dilatar. Um maior percentual no aumen-
to da espessura foi verificado para a membrana que apresentou uma maior concen-
tracdo do farmaco, indicando que a presenca do FK506 pode facilitar o processo de

intumescimento.

Tabela 3: Espessuras membranas A, B e C em micrometros (um)

Dias Membrana A Membrana B Membrana C
0 102,4 + 13,8 112,3 +10,3 384,5+60,1
1 108,7 +8,1 160,7 + 62,0 398,4+54.2

4 132,8 + 14,4 132,8 + 14,4 339,5+20,4
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7 1011+ 7,6 119,0+ 14,6 402,7 £ 41,6
14 110,1 +129 115,8 + 15,6 411,2 £ 17,7
21 999+7.3 127 + 13,2 433,6 £92,5
28 97,2+ 8,7 100,4 +9,5 360,4 + 24,6

A figura 1 apresenta o gréafico da perda de massa das membranas A, B e C duran-

te o periodo de degradacao hidrolitica.

Figura 1. Comportamento de perda de massa
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O desvio padréo associado as medidas de perda de massa € variado. Este resulta-
do pode ser relacionado com a dificuldade de preparacdo das amostras de compadsi-
tos poliméricos por evaporacdo do solvente. Para as solu¢des mais diluidas, uma
diferenca de massa nas diferentes regides de uma mesma membrana pode resultar
num maior desvio padrdo ou num comportamento andmalo da perda de massa, con-

forme foi verificado para as membranas A e B.
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Uma maior concentracdo de PLGA (1,09) resultou em membranas mais uniformes
devido a facilidade de distribuicdo da solugédo polimérica na placa e assim uma ten-
déncia no grafico de perda de massa € mais facilmente verificada. Porém, é possivel
verificar que a perda de massa da membrana C é cerca de 50% menor do que a ve-
rificada para as membranas A e B no 14° dia. Esse comportamento esta diretamente
ligado a espessura ja que a membrana C, por apresentar uma maior concentracdo
de polimero, consequentemente demora mais tempo para se degradar.

Os filmes foram degradados em 2 ml de solucéo tampéo fosfato salino (PBS; pH
~7,4; & 37 °C e 60 rpm) e o pH do meio foi acompanhado em funcédo do tempo de
degradacdo. Os valores médios, de cada amostra em cada periodo de tempo séo
exibidos na Tabela 4.

Tabela 4: Evolucdo do pH da solucéo de degradacao

pH DIA(S)
Amostras 1 4 7 14 21 28
A 7,40+0,04 | 7,39+0,02 | 7,60+0,02 | 7,53+0,02 | 7,51+0,01 | 7,44+0,14
B 7,39+0,01 | 7,38+0,03 | 7,55+0,01 | 7,52+0,02 | 7,49+0,02 | 7,41+0,12
C 7,43+0,07 | 7,39+0,02 | 7,32+0,07 | 7,29+0,07 | 7,23+0,12 | 7,42+0,13
BRANCO | 7,46+0,02 | 7,48+0,01 | 7,59+0,01 | 7,5620,01 | 7,55+0,01 | 7,54+0,01

Analisando a tabela 4 observa-se que n&o ocorreu mudancgas significativas nos
valores de pH das solucbes de PBS apds os periodos de degradacdo. O
comportamento da solu¢do PBS na presenca dos filmes foi similar a solucao branco,
logo a degradacéo dos filmes até o periodo avaliado ndo acarretou em mudangas ao
pH do meio. Diminui¢do acentuada no valor de pH é verificado somente apdés o inicio
da clivagem das ligacbes dos grupos ésteres da cadeia principal do polimero
resultando em &cido latico e acido glicélico’®. Para o PLGA 85:15 este processo

deve comecar em torno da 8 semana®’.

Avaliacéo da Liberacao In Vitro de Tacrolimus
A liberacao de Tacrolimus in vitro a partir das membranas foi avaliada por meio da

determinacao da concentracdo do farmaco na solucdo de PBS durante o periodo de
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incubacdo. A andlise da concentracdo de Tacrolimus liberada foi realizada por
HPLC.

A fim de avaliar a linearidade do método, foi obtida a equacao da curva analitica,
com 7 pontos, por meio de regressao linear, no intervalo de concentracédo entre 0,5 a
500 ng/mL. O Coeficiente de correlacdo (r) obtido foi de 0,99928, Figura 2. Este
valor indica a boa linearidade de resposta uma vez que demonstra que o método
que os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito

na amostra dentro de um intervalo especifico.

Figura 2: Curva de linearidade
ZK-506 - 9 Levels, 5 Levels Used, 27 Points, 25 Points Used, 0 QCs
2 41047 v = 127.801967 " x + 0:0DO0DDE+000
2 R
g 6.5
£ &

5.5+

54

45

351

a4

25

24

1.5

dp 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 30 380 400 420 440 460 480 500 520
Concentration (ng

A Tabela 5 apresenta a quantidade de Tacrolimus que foi detectada na solugéo

de PBS a medida que as membranas degradaram durante o periodo de incubacao.

Tabela 5: Avaliacdo da liberacdo de FK506 nas membranas A, B e C em ng/mL

Dias Membrana A Membrana B Membrana C
1 1,429295 +1,380091 | 18,67733 £ 4,469058 | N&o foi detectado
4 1,70356 + 0,597626 14,6294 + 3,380169 N&o foi detectado
7 1,795071 +0,626278 14,16514 + 1,683151 | N&o foi detectado
14 1,39278 + 0,066853 16,04566 + 1,871608 | Néo foi detectado
21 0,39123 + 0,094868 5,505914 + 1,522491 | Nao foi detectado
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28 4,070535 + 1,55445 2,63056 + 2,097138 | 1,420666+ 0,911478

As membranas A e B tiveram uma perda de massa mais acentuada nos primeiros
dias de incubacdo e, portanto tiveram o maximo de liberacdo nesse periodo. O
processo de degradacdo da membrana C, observada por meio da perda de massa e
da variacdo de espessura, ndo foi suficiente para iniciar a liberagdo do farmaco
antes do 14° dia. Esse resultado € promissor quando se considera a necessidade da
preparacdo de um material em que se tenha o controle na liberacdo dos farmaco nos

primeiros dias do implante.

Concluséao
A avaliacao do processo de degradacado de membranas de PLGA\PPy\Tacrolimus
indicaram que é possivel relacionar a espessura da amostra com o retardamento
da liberacdo do farmaco nos primeiros dias de incubacdo. As membranas A e B
com espessuras iniciais de aproximadamente 107 um liberaram o farmaco a partir
do primeiro dia de incubacéo. J& a membrana C com 385 um de espessura iniciou
o processo de liberacdo no 28° dia, sendo, portanto, o sistema mais adequado pa-

ra a preparacao de tubos que serdo avaliados in vivo.
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DISCUSSAO GERAL
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5. Discusséo geral

Traumatismo em nervos periféricos resultam em déficit sensitivo e disfungéo
funcional, e raramente o reparo nervoso ocorre sem a intervencao cirargica. Quando
ha perda de substancia nervosa, as sequelas sdo mais graves e muitas vezes
permanentes; observa-se o aumento da dor e morbidade dos pacientes, diminuindo
substancialmente sua qualidade de vida, ocasionando incapacitagéo fisica, perda
parcial ou total das atividades produtivas e gerando grande impacto socioeconémico.

Nos casos em que a extensao da lesdo impossibilita a simples reunido dos cotos,
uma técnica de reparo disponivel e vastamente empregada € a tubulizacdo. Essa
técnica, também chamada entubulagdo, € um procedimento cirrgico em que 0s
cotos nervosos seccionados (Oliveira, et al., 2004) sao introduzidos e fixados dentro
de uma camara tubular, com a finalidade de propiciar um ambiente favoravel a
regeneracao. Proporciona, ainda, o direcionamento do crescimento nervoso das
extremidades rompidas ou seccionadas, protegendo as fibras nervosas do tecido
cicatricial e evitando a formacdo de neuroma. A tubulizacdo apresenta outra
caracteristica interessante: ela pode ser otimizada com acréscimo de fatores
regenerativos (Mauri, et. al., 2010).

Ha uma grande variedade de materiais, biodegradaveis ou ndo, que podem ser
utilizados como alternativas terapéuticas para promover a regeneragao por meio da
tubulizac&o, dentre eles podemos citar acrilicos, silicone, copolimero poli(L-acido
lactico-co-acido glicdlico), PLGA, polipirrol (PPy), entre outros, entretanto, nem todos
apresentam caracteristicas favoraveis a regeneracdo neural, como por exemplo o
silicone, que pode vir a comprimir 0 nervo, causar resposta inflamatodria etc.

Adicionalmente, a utilizagdo de um guia artificial permite a criagdo de um
microambiente favoravel a utilizacéo de substancias neurotréficas e neuroprotetoras,
enriguecendo a camara de regeneracao. Atualmente os estudos tém se concentrado
na escolha dessas substancias e vias de aplicacdo que possam maximizar seu efeito

localmente. A combinacdo do polimero PLGA e do farmaco tacrolimus se encaixa
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nesse contexto, podem otimizar o crescimento axonal e recuperacdo funcional de
lesdes em nervos periféricos.

O presente trabalho avaliou diferentes filmes contendo PLGA e PPy, com a
adicdo do farmaco Tracrolimus, quanto a sua taxa de biodegradacéo, correlacionou
a taxa de liberacdo do FK506 com a espessura dos filmes em um periodo de
degradacdo hidrolitica em um periodo de 1, 4, 7, 14, 21, 28 e 35 duas a fim de
verificar qual seria a membrana mais adequada para a utilizagdo em tubos para
reparo neural.

Em relacdo a morfologia, as membranas A e B apresentaram um comportamento
nao linear em relacdo a perda de massa. Isso pode ser justificado uma vez que,
como h&d uma conhecida dificuldade na preparacdo dos filmes, uma vez que a
suspensao ndo deposita se uniformemente na placa, e como as amostras de cada
membrana foram retiradas de pontos diversos da mesma, consequentemente a
perda de massa apresentou-se desuniforme ao longo da degradacéo.

A membrana C que apresenta concentracdes dos polimeros PLGA e PPy maiores
se comparados com a membrana A e B, apresentou perda de massa uniforme.
Observa-se que no décimo quarto dia, a membrana C apresentou cerca de 50%
menos perda de massa se comparado com as membranas A e B. Esse resultado
esta de acordo com dados previamente descritos na literatura que reportam ao uma
perda de massa maior em filmes contando maior concentragcdo de PLGA (Lichun et.
al., 2000; Linbo et. al., 2004). Esse resultado também torna-se importante uma vez
que o farmaco so6 deve ser liberado a partir do 14° dia, uma vez que a maior parte
dos restos da mielina regenerada é removida até o0 12° ao 14° dia (Kline et. al.,1982)
e, se for liberado antes desse periodo, o farmaco pode provocar a contracdo do
nervo ao invés de guiar a regeneracéao através do tubo.

Em relacdo a espessura avaliou-se que ndo houve uma diferenca significativa na
variacdo da mesma. Observa-se também que em alguns dias do periodo de
degradacgdo, ha um aumento na espessura das membranas. Isso pode ser justificado
uma vez que o polimero PLGA apresenta caracteristica hidrofilica (Linbo et. al.,
2004), e a exposicdo em meio aquoso pode levar ao intumescimento das amostras,
pois ao absorver agua o filme acaba por dilatar.

Em relacdo ao pH, os filmes foram degradados em 2 ml de meio de solucao

tampéo fosfato salino (PBS; pH ~7,4; a 37 °C e 60 rpm) e o pH do meio foi
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acompanhado em funcdo do tempo de degradacédo. Observou-se que o pH nao foi
sofreu alteracédo significativa.

Quanto a liberacdo, as membranas A e B apresentaram picos do farmaco
Tacrolimus desde o primeiro dia de degradacao até o ultimo, uma vez que a variacao
apresentada entre as duas membranas foi da concentracdo do farmaco. A
membrana C apresentou liberacdo apenas no 28° dia, ndo apresentando liberagao
nos demais dias de degradacdo, o que vem de encontro a perda de massa a qual
também apresentou menor perda de massa em relacdo ao restante dos filmes,
concluindo-se ser a membrana mais apropriada para ser utilizada em tubos de

reparacao neural.
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