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RESUMO

LORENSKI FERREIRA, Cristina. Sintese de nanocompdsitos poliméricos
PCL/PLGA/nanofibras de polipirrol para aplicacdo em conduto biocompativel
para regeneracdo nervosa. Porto Alegre. 2017. Dissertacdo. Programa de Pés-
Graduac&o em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Lesado de nervos periféricos continua sendo um importante tema de pesquisas
no meio cientifico, podendo causar deficiéncia no paciente por toda a vida.
Polimeros biocompativeis sdo materiais potencialmente capazes de auxiliarem a
regeneracdo de nervos periféricos sendo utilizados para a producdo de tubos
biocompativeis. O objetivo deste trabalho é preparar e caracterizar nanocompadsitos
poliméricos baseados em policaprolactona (PCL), poli(acido lactico-co-glicélico)
(PLGA) e nanofibras de polipirrol (PPy) capazes de atuarem como conduto guia na
regeneracdo de nervos periféricos. PPy foi sintetizado via polimerizacdo quimica
oxidativa com acido p-toluenosulfénico monohidratado (APTS) como agente
dopante. Foram preparados filmes de blendas PCL:PLGA e de nanocompdsitos
PCL:PLGA:nanofibras de PPy pelo método de evaporacédo de solvente, nas razdes
de PCL:PLGA 100:0, 90:10, 80:20 e 70:30 (m/m); aos filmes com a nanocarga,
foram adicionados 10% de PPy. Para caracteriza-los, foram utilizadas as técnicas:
MEV, DSC, TGA, determinacdo da condutividade elétrica e do angulo de contato,
teste de citotoxicidade e de degradacao hidrolitica, in vitro, com base na norma
ASTM F1635-11. As nanofibras de PPy apresentaram condutividade elétrica igual a
2,010 S.cm™ A presenca de PLGA e de PPy ndo modificou, significativamente, as
propriedades térmicas dos filmes. Porém, no processo de degradacdo, houve uma
tendéncia a maior perda de massa para as blendas com maior percentual de PLGA
guando submetidas a maiores tempos de incubacédo (150 dias); ao adicionar PPy as
blendas, a perda de massa ocorreu em menores tempos (90 dias). Os filmes dos
nanocompdésitos apresentaram superficie atéxica e de morfologia porosa, com
carater hidrofilico intermediario, boa estabilidade térmica e tempo de degradacao

adequado para o potencial uso no tratamento de lesbes em nervos periféricos.

Palavras-Chaves: poli(acido lactico-co-acido glicdlico), policaprolactona, nanofibras

de polipirrol, nanocompasitos.
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ABSTRACT

LORENSKI FERREIRA, Cristina. Synthesis of polymeric nanocomposites
PCL/PLGA/polypyrrole nanofibers for application in biocompatible conduit for
nerve regeneration. Porto Alegre. 2017. Master Project. Graduation Program in
Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF
RIO GRANDE DO SUL.

Peripheral nerve injury continues to be an important research topic in the
scientific community as it may cause lifelong disability. Biocompatible polymers are
materials potentially capable of aiding the regeneration of peripheral nerves being
used for the production of biocompatible tubes. The aim of this work is to prepare and
characterize polymeric nanocomposites based on polycaprolactone (PCL),
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and polypyrrole nanofibers (PPy) capable of
acting as a guidewire in the regeneration of peripheral nerves. PPy was synthesized
by oxidative chemical polymerization with p-toluenesulphonic acid monohydrate
(PTSA) as a doping agent. PCL:PLGA blends films and PCL:PLGA:PPy nanofibers
nanocomposites films were prepared by the solvent casting method, in the ratio of
PCL:PLGA 100:0, 90:10, 80:20 and 70:30 (m/m); to the films with nanoload were
added 10% PPy. In order to characterize the films, the following techniques were
used: SEM, DSC, TGA, determination of electric conductivity and contact angle,
citotoxicity test and hydrolytic degradation test, in vitro, based on ASTM F1635-11
standards. The PPy nanofibers presented electrical conductivity equal to 2.0.10™
S.cm™. The presence of PLGA and PPy did not change, meaningfully, the thermal
properties of the films. However, in the degradation process, there was a tendency to
a greater loss of mass for the blends with higher percentage of PLGA when
submitted to longer incubation periods (150 days); when PPy was added to these
blends, mass loss occurred in shorter periods (90 days). The nanocomposites films
showed nontoxic and porous morphology surface, with hydrophilic intermediary
character, good thermal stability and adequate degradation time for potential use in

the treatment of injury in peripheral nerves.

Key Words: poly (lactic-co-glycolic acid), polycaprolactone, polypyrrole nanofibers,

nanocomposites.



1. INTRODUCAO

A lesdo do nervo periférico € um problema clinico mundial que atinge de 2,8 a
5% na populacdo. Pode ser considerado um importante problema econdémico e
social, uma vez que frequentemente atinge a faixa etaria mais produtiva e a
populacdo jovem. Além do evidente prejuizo econémico causado por todos os dias
em que o paciente fica desabilitado para o trabalho, o maior 6nus das transeccdes
nervosas € o dano causado a qualidade de vida das pessoas (Midha et al., 2006;
Nan et al., 2012; Fonseca et al., 2016).

As lesdes completas raramente apresentam recuperagdo sem intervencao
cirirgica e as técnicas atuais de reparacdo oferecem resultados aleat6rios e
frequentemente insatisfatorios. Frente a essas limitacdes, muitos pesquisadores
buscam alternativas terapéuticas, como o0 uso de biomateriais, para aperfeicoar o

reparo de nervos periféricos danificados (Oliveira et al., 2004).

Buscando a reabilitacdo do paciente, a medicina regenerativa tem utilizado o
transplante de enxerto de nervo autdlogo, no qual se utiliza material do proprio
paciente no tratamento em lesdes de grande extensao nervosa. Entretanto, essa
técnica possui muitas desvantagens, como: a necessidade de cirurgia para a
extracdo do nervo doador, a incompatibilidade entre o nervo defeituoso e o diametro
do enxerto, a quantidade limitada do enxerto doador e a perda da funcao do local
doador (Oliveira et al., 2004; Midha et al., 2006; Rodrigues et al., 2012).

Na medicina regenerativa, polimeros biodegradaveis tém sido avaliados como
materiais potencialmente capazes de auxiliarem a regeneracdo de nervo periférico
(Arslantunali et al., 2014).



O processo de construcdo de tubos biodegradaveis depende de diversos
fatores que sdo fundamentais para uma maior eficacia do tubo. Devem possuir
microporos interconectados que facilitem a adesao e a proliferacdo celular por meio
da permeabilidade de nutrientes, devem ter baixa resposta imune e ser
biodegradaveis, a fim de evitar uma segunda abordagem cirargica e evitar
complicagBes como a dor cronica (Erbetta et al., 2012). Além disso, o material deve
ser biocompativel, suficientemente flexivel e com tempo de degradacdo conveniente
com intuito de minimizar o inchaco e a inflamacdo. Também é desejavel que o
material apresente propriedades capazes de atuarem sinergicamente na
regeneracao nervosa, tais como, canais intraluminares para guiamento, atividade
neurotréfica e estimulo elétrico (Schmidt et al., 2003; Chiono et al., 2009; Erbetta et
al., 2012; Daly et al., 2012).

Para satisfazer os requisitos necessarios a esses tubos biodegradaveis sao
utilizados sistemas poliméricos de componentes multiplos (Armentano et al., 2010).
Polimeros sdo combinados, criteriosamente, para conseguir um sistema com
propriedades ndo atingiveis por qualquer um dos constituintes isoladamente (Jose et

al., 2012). Para tanto, sédo utilizados blendas e compositos.

Vérios polimeros séo utilizados para a producdo de tubos biodegradaveis,
entre eles estdo o poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), a policaprolactona (PCL) e
combinacgdes entre ambos (Erbetta et al., 2012; Daly et al., 2012; Arslantunali et al.,
2014; Keane et al., 2014).

O PLGA, pertencente a familia dos polimeros biodegradaveis aprovados pelo
FDA (Food and Drug Administration), € um poliéster alifatico absorvido pelo
organismo. Materiais baseados no PLGA que apresentem microporos na superficie
aumentam a permeabilidade a nutrientes, favorecendo a adeséo, a proliferacao
celular e a producao de matriz extracelular aumentando, portanto, a vascularizagao e
o crescimento tecidual (Park et al.,, 2005; Oh et al., 2008). O PLGA tem sido
amplamente utilizado na engenharia de tecidos, como matriz para encapsulamento e
confeccdo de farmacos e na preparacdo de suportes biomédicos aplicados a
regeneracao nervosa (Makadia et al., 2011; Jianh et al., 2014).



A policaprolactona (PCL) também € um polimero adequado para a confeccao
de tubos guias para o crescimento de nervos, pois € um material biodegradavel e
bioabsorvivel aprovado pelo FDA e amplamente estudada in vitro e in vivo (Diaz et
al., 2014).

Também sdo considerados materiais atraentes para aplicacbes médicas os
polimeros condutores (PCs), j& que Varios tecidos bioldgicos respondem a campos e
estimulos elétricos. Estudos mostram que os PCs possuem uma boa capacidade
para suportar e modular o crescimento de varias células, como as células nervosas e

também células 6sseas (Wang, X. et al., 2004; Lee et al., 2012).

O polipirrol (PPy) é um polimero condutor e tem sido muito investigado em
virtude de sua biocompatibilidade e de sua facil sintese, além da possibilidade de ser
polarizado eletricamente, o que melhora os indices de regeneracdo (Gomez et al.,
2007; Lee et al., 2012). E um dos polimeros condutores mais estudados, 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 (Lee et al., 2012).

Na literatura, sdo encontrados diversos sistemas poliméricos para aplicacao
médica, entre eles: blendas poliméricas de PCL e PLGA na forma de fibras
preparadas por eletrofiacdo (Hiep et al., 2010; Subramanian et al., 2012; Li, X. et al.,
2015; Chou et al., 2017), blendas poliméricas de PCL e poli(L-acido lactico)(PLLA)
(Pierucci et al.,, 2008) e de PCL e poli(acido lactico) (PLA), preparadas via
evaporacao de solvente (Mobasseri et al., 2013) e blendas de PLGA e PLA na forma

de nanofibras preparadas via eletrofiagao (Liu, H. et al., 2012).

Na literatura, também s&o encontrados sistemas em que fibras do polimero
biodegradavel (PLGA, PLA, PCL, entre outros) sdo recobertas pelo polimero
condutor (polipirrol e polianilina) na forma particulada. Destacam-se 0s seguintes
estudos com o polipirrol: fibras de PLGA revestidas por PPy (Lee et al., 2012), tubos
biodegradaveis com camada interna de copolimero de polipirrol-co-policaprolactona

(PPy-PCL) e com camada externa de PLGA (Nguyen et al., 2013) e ainda,



compositos baseados em matrizes de poli(D,L-lactico) (PDLLA) (Wang, Z. et al.,
2003), PLLA e PCL (Boutry et al., 2013) com nanoparticulas de PPy dispersas.

Neste trabalho, pretende-se polimerizar o polimero condutor (PPy) com a
morfologia de nanofibras e dispersa-lo em um sistema polimérico biodegradavel.
Tubos de polimeros biodegradaveis com nanofibras de PPy podem promover a
formacdo de microambiente que estimula o processo de regeneragdo nervosa. A
morfologia de nanofibra é interessante, pois a dimensdo na escala hanométrica
permite a adicdo de uma menor quantidade da carga para que as propriedades
desejadas sejam observadas. Além disso, a morfologia de fibras se assemelha aos
tecidos biolégicos e essa semelhanca pode vir a favorecer o tratamento e a
aceitacdo do material pelo organismo (Armentano et al., 2010; Leung e Ko, 2011;
Spivey et al., 2012).

No presente trabalho, a mistura da PCL com o PLGA foi chamada de blenda
polimérica e, de nanocompdsito, o resultado da dispersdo das nanofibras de

polipirrol na blenda.



2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo preparar nanocompdsitos baseados em PCL,
PLGA e nanofibras de polipirrol capazes de atuarem como conduto guia na
regeneracao de nervos periféricos.
2.1. Objetivos Especificos

- Sintetizar nanofibras de PPy via polimerizacédo quimica oxidativa,

- Preparar filmes a partir de blendas com diferentes razbes de PCL:PLGA
contendo nanofibras de PPy dispersas;

- Caracterizar os nanocompositos em relacdo a morfologia e as propriedades

térmicas e elétricas;

- Avaliar a degradagédo dos nanocompasitos in vitro;

- Avaliar a citotoxicidade dos nanocompdsitos preparados, utilizando técnica

de cultivo celular in vitro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo tem como objetivo a apresentacao da revisao da literatura sobre
o trabalho a ser desenvolvido, destacando as pesquisas realizadas na area dos
compositos empregados na regeneracdo do nervo periférico lesionado, bem como
novas técnicas de regeneracao que utilizam polimeros biodegradaveis. Além disso,
serdo apresentados os principais resultados divulgados e as tendéncias de linhas de

pesquisa.

3.1. Lesdo de Nervos Periféricos

Os nervos periféricos sdo extensées do Sistema Nervoso Central (SNC) e
responsaveis pela integracdo das atividades das extremidades, em suas fungbes
sensitiva e motora. O nervo periférico consiste em feixes de fibras nervosas, os
fasciculos nervosos. Cada fibra é envolvida por uma camada protetora de tecido
conjuntivo chamado endoneuro. Cada fasciculo é envolvido por um tecido conjuntivo
denso e forte que o protege de traumas e compressdes externas, chamado
perineuro. Os fasciculos caminham de forma relativamente organizada dentro do
nervo periférico, envoltos por tecido conjuntivo denominado epineuro (Mattar et
al.,1999) (Figura 3.1.).

Lesado de nervos periféricos continua sendo um importante tema de debates e
de pesquisas no meio cientifico, pois se trata de um problema de salde grave para a
sociedade, sendo considerado um problema clinico mundial (Rodrigues et al., 2012;
Arslantunali et al., 2014), j& que afeta de 2,8% a 5% da populacdo que podem
permanecer com a deficiéncia por toda a vida (Midha et al., 2006; Fonseca et al.,
2016).
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Figura 3.1. Microanatomia do nervo periférico (Adaptado, Boezaart et al.,2010).

Em geral, as lesGes do nervo periférico sdo causadas por danos mecanicos,
térmicos, quimicos ou isquémicos resultantes, principalmente, de acidentes
trauméticos ou de alguma doenca degenerativa (Arslantunali et al., 2014). Rodrigues
et al. (2012) relataram que essas lesdes sdo comumente causadas por acidentes de

transito, laceracdes com vidro ou sdo decorrentes de traumas esportivos.

A lesdo do nervo periférico pode levar a perda da comunica¢do neuronal ao
longo dos nervos sensoriais e motores, bem como entre o Sistema Nervoso Central
(SNC) e os orgédos periféricos resultando, muitas vezes, em neuropatias dolorosas

devido a reducéo das fungbes motoras e sensoriais (Arslantunali et al., 2014).

3.2. Terapias de Regeneracao do Nervo Periférico Lesionado

O reparo poés-trauméatico do nervo periférico € um dos principais desafios da

medicina reparadora e de microcirurgia (Chiono et al., 2009; Durgam et al., 2010).



Apesar dos recentes avancos no campo da Engenharia de Tecidos, a
recuperacdo funcional apés lesdes nervosas graves €, geralmente, parcial e
insatisfatéria (Chiono et al., 2009). A transecc¢ao do nervo periférico resulta na perda
da funcdo do orgdo-alvo que raramente pode ser recuperada sem reparacao
cirdrgica (Oliveira et al., 2004). Destaca-se que mesmo apos intervencdo cirdrgica,

0s nervos periféricos apresentam pobre recuperacao (Rodrigues et al., 2012).

Varias abordagens clinicas estdo em uso para tratar a lesdo do nervo
periférico, dependendo da gravidade da mesma (Durgam et al., 2010).

A principal terapia médica para lesdes completas é a reparacdo pelo
realinhamento cirdrgico das extremidades cortadas por religacdo, via sutura,
extremidade-a-extremidade dos cotos do nervo (Oliveira et al., 2004; Durgam et al.,
2010; Arslantunali et al., 2014). Esse método é inadequado para lesdes com lacunas
(gaps) longas devido a possibilidade de a sutura causar tensdo no nervo que, por

sua vez, inibe sua regeneracdo (Durgam et al., 2010).

No caso de uma lacuna significativa, em que a reparagcdo extremidade-a-
extremidade néo seja possivel, sdo utilizados condutos nervosos (Arslantunali et al.,
2014) ou enxertos autdlogos de nervos periféricos, através dos quais 0S cotos
nervosos seccionados séo reconectados e servem de apoio para o recrescimento do
axonio (Kweon et al., 2003; Oliveira et al., 2004; Chiono et al., 2009; Durgam et al.,
2010; Arslantunali et al., 2014).

No entanto, a simples reconexdo dos cotos ndo € suficiente para que a
reinervacdo seja bem sucedida, uma vez que nao permite um controle preciso da

orientacdo dos fasciculos e das suas subestruturas (Oliveira et al., 2004).

S&o trés os parametros mais importantes a serem considerados na reparacao
de lesdes dos nervos periféricos: o comprimento da lacuna do nervo formada, o
tempo decorrido entre a leséo e o reparo e a idade do paciente (Arslantunali et al.,
2014).

Intervengdes cirdrgicas que envolvem auto-enxerto sao restritas a lacunas de

cerca de cinco centimetros de comprimento de nervo e apresentam desvantagens



como: a necessidade de uma segunda cirurgia (Oliveira et al., 2004; Durgam et al.,
2010; Arslantunali et al., 2014), a limitacdo na fonte de nervo doador, a perda de
sensibilidade na area do nervo doador (Kweon et al., 2003; Oliveira et al., 2004;
Durgam et al., 2010), a incompatibilidade de tamanho do nervo doador, o potencial
de infeccdo e a formacdo de doloroso neuroma (Arslantunali et al., 2014). Além
disso, ndo permite a recuperacao funcional completa (Kweon et al., 2003; Chiono et
al., 2009), sendo esta raramente alcancada, especialmente em relacdo a nervos
motores; 0S nervos sensoriais costumam ter melhores resultados (Rodrigues et al.,
2012).

As limitacBes de auto-enxertos incentivaram os pesquisadores a investigacao
de métodos alternativos como a fabricacdo de novos condutos nervosos para a
regeneracdo dos nervos periféricos lesionados (Kweon et al., 2003; Arslantunali et
al., 2014).

A recuperacéao total da funcionalidade do nervo pode ser conseguida de forma
gue a regeneracao do ax6nio seja guiada até os tecidos-alvo, através da utilizacdo
de Condutos de Guiamento de Nervos (CGNs) — Nerve Guidance Channels (NGCs)
(Kweon et al., 2003; Chiono et al.,, 2009). CGNs artificiais tém sido produzidas
utilizando uma variedade de polimeros naturais e sintéticos, biodegradaveis e nao
biodegradaveis (Chiono et al., 2009).

3.3. Engenharia de Tecidos e Condutos de Guiamento de Nervos

3.3.1. Materiais utilizados na Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos € um campo multidisciplinar emergente que envolve
biologia, medicina e engenharia e vai contribuir com as formas de zelar pela saude
por restaurar, manter ou melhorar as fun¢cdes dos tecidos e dos érgaos (Hiep et al.,
2010; Keane et al., 2014).

A utilizacdo de biomateriais representa uma opgao promissora, sendo 0s
biomateriais componentes fundamentais para a engenharia de tecidos (Oliveira et
al., 2004; Keane et al., 2014).
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Biomaterial é toda substancia (exceto drogas) ou combinacdes de
substancias, de origens sintéticas ou naturais, que durante um periodo de tempo
indeterminado € empregada como um todo ou em parte integrante de um sistema
para tratamento, ampliacdo ou substituicdo para qualquer tecido, 6rgdos ou funcdes
corporais (Williams, 2008).

A funcdo de um biomaterial na regeneracdo de tecidos é prestar apoio e
suporte mecanico necessario até que ocorra o crescimento suficiente do tecido
natural. Uma vez que isso tenha acontecido, o novo tecido deve ser capaz de
suportar varias tensdes (Bosworth et al., 2010; Keane et al., 2014). A investigacdo
de biomateriais tem sido, em grande parte, destinada a imitar a estrutura nativa e a
composicdo da Matriz Extracelular (ME) que fornece ndo sO suporte fisico e
organizagdo espacial, mas também um microambiente bioativo que apoia e promove

funcdes celulares (Keane et al., 2014).

Varios tipos de biopolimeros tém sido utilizados como condutos nervosos,

com resultados comparaveis aos auto-enxertos (Oliveira et al., 2004).

3.3.2. Condutos de Guiamento de Nervos

A Engenharia de Tecidos tem fornecido CGNs (Rodrigues et al., 2012) que
sao aprovados pelo FDA como dispositivos usados para preencher a lacuna no
nervo gerada pela lesdo e auxiliar os axénios a brotarem do coto proximal ao coto
distal (Kweon et al., 2003; Durgam et al., 2010). Acelerar a reinervacao do tecido &
considerado o fator mais importante na reparacao de nervos, por isso, a introducao
de sinais de crescimento adicionais elétricos, como a estimulagdo por campo elétrico
e sinais biolégicos, podem ser a chave para melhorar a regeneracdo do nervo
(Kweon et al., 2003; Gomez et al., 2007).

A principal caracteristica que deve apresentar um material para ser utilizado
como CGN é a biocompatibilidade (Oliveira et al., 2004; Bosworth et al., 2010;
Keane et al., 2014). Segundo Williams (2008), biocompatibilidade refere-se a
capacidade de um biomaterial em desempenhar a sua funcdo desejada no que diz

repeito a uma terapia médica, sem suscitar quaisquer efeitos indesejaveis locais ou
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sistémicos para o destinatario daquela terapia, mas gerando a mais apropriada e

benéfica resposta celular ou tecidual, numa situacéo especifica.

Além de biocompativel, o material a ser utilizado como CGN deve satisfazer
uma variedade de critérios que sao relatados na literatura e sdo destacados a

seqguir.

O material deve apresentar uma taxa 6tima de degradacéo que deve ser lenta
o suficiente para fornecer um suporte para o crescimento celular, mas rapida o
suficiente para ndo impedir o processo de regeneracdo (Oliveira et al., 2004,
Bosworth et al., 2010; Keane et al.,, 2014). E ainda, o material deve estimular a
migracdo de células, bem como o crescimento axonal, acelerando assim a

regeneracao (Oliveira et al., 2004).

Além da biodegradabilidade, é desejavel que os condutos nervosos sejam
flexiveis, apresentem caracteristicas topograficas, como alta porosidade e a
capacidade de estimulacdo elétrica aliada a fatores de crescimento (Oliveira et al.,
2004; Gomez et al., 2007; Arslantunali et al., 2014, Diaz et al., 2014).

Adicionalmente, o material deve ser nao citotoxico, ndo carcinogénico, nao
imunogénico e ndo mutagénico, e ainda, apresentar permeabilidade e facilidade de

aplicacéo cirdrgica (Durgam et al., 2010; Lu, X. et al., 2010).

3.3.2.1. Suportes biodegradaveis e ndo biodegradaveis

Tubos sintéticos tém sido construidos a partir de material biodegradavel e nédo
biodegradavel (Midha et al., 2006).

Os principais polimeros biodegradaveis de origem sintética sdo alguns
poliésteres, moléculas que apresentam um grupo funcional éster na sua cadeia
principal, sendo que os mais utilizados na fabricagdo de condutos nervosos Sao:
poli(acido lactico)(PLA), poli(L-a4cido lactico) (PLLA), poli(acido glicélico) (PGA) e
poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) (Oliveira et al., 2004; Midha et al.,, 2006;
Durgam et al., 2010; Lu, X. et al., 2010; Arslantunali et al., 2014), policaprolactona
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(PCL) e varios copolimeros desses materiais (Durgam et al., 2010; Lu, X. et al.,
2010).

Os materiais ndo biodegradaveis utilizados para produzir suportes séo
silicone, hidrogéis a base de metacrilato, poliestireno, e poli(tetrafluoroetileno)
(Midha et al., 2006; Arslantunali et al., 2014).

Suportes artificiais ndo biodegradaveis, construidos de silicone, por exemplo,
auxiliam o crescimento do nervo e proporcionam resultados benéficos. Em estudos
pioneiros, relatados no inicio da década de 1990, Lundborg et al. (1991; 1994)
demonstraram a viabilidade e o sucesso na reconstrucdo do nervo ulnar e mediano
usando condutas curtas de silicone. No entanto, essas condutas podem levar a
inflamacé&o crénica e a compressao dos tecidos e, portanto, devem ser removidas
cirurgicamente quando a cicatrizacdo neural for concluida (Midha et al., 2006;
Bosworth et al., 2010; Rodrigues et al., 2012).

Para evitar as dificuldades de uma segunda cirurgia no local da lesao,
suportes biodegradaveis sao os preferidos pelos médicos (Bosworth et al., 2010;
Rodrigues et al.,, 2012). Nesse contexto, materiais biodegradaveis proporcionam
melhores resultados em comparacdo com as substancias nao reabsorviveis (Oliveira
et al., 2004).

3.4. Poli(acido lactico-co-glicdlico)

Desde as duas ultimas décadas, o copolimero poli(acido lactico-co-glicélico)
(PLGA) tem sido um dos polimeros mais interessantes para aplicacdes médicas
(Makadia et al., 2011; Erbetta et al., 2012; Arslantunali et al.,, 2014; Keane et al.,
2014; Zhao et al., 2016).

Esse polimero € um dos candidatos poliméricos mais atraentes usados como
suportes para a Engenharia de Tecidos, sendo amplamente utilizado como um
material de guia de nervo (Makadia et al., 2011; Erbetta et al., 2012; Arslantunali et
al., 2014; Keane et al., 2014) e na fabricacdo de dispositivos para administracao
controlada de medicamentos, de proteinas e de varias outras macromoléculas, tais
como DNA, RNA e peptideos (Makadia et al., 2011).
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O PLGA é um copolimero sintético, pertencente a classe dos poliésteres,
composto por unidades monoméricas de poli(acido glicdlico) - (PGA) e poli (acido
lactico) - (PLA) (Figura 3.2.).

Figura 3.2. Estrutura do PLGA: x é o numero de unidades de &cido lactico e y, o nimero de unidades

de &cido glicolico (Makadia et al., 2011).

O PLGA é um polimero biocompativel, bioabsorvivel e biodegradavel em
subprodutos ndo toxicos (acido lactico, acido glicélico, dioxido de carbono e agua)
apresentando baixa resposta inflamatoria. Além disso, € relativamente hidrofébico e
apresenta boa resisténcia mecanica (Makadia et al., 2011; Erbetta et al., 2012;
Arslantunali et al., 2014; Keane et al., 2014; Zhao et al., 2016).

Embora o PLGA néo seja téxico, o acumulo de produtos de degradacéo e o
inchaco do polimero durante o processo de degradacdo podem alterar o pH em
torno dos suportes. Tal alteragdo pode causar a irritagdo mecanica do tecido
circundante que, as vezes, resultam em resposta inflamatéria. Para resolver esse
problema, foram estudadas estratégias para o uso de farmacos anti-inflamatoérios
(Zhaoet al., 2016).

3.4.1. Propriedades fisicas do Poli(acido lactico-co-glicolico)

As propriedades fisicas do PLGA dependem de multiplos fatores, como: a
massa molar, a propor¢ao entre PLA e PGA, a topologia da superficie que influencia

a exposicdo a agua e a temperatura de armazenamento (Makadia et al., 2011).

O grau de cristalinidade e o ponto de fusdo dos polimeros estdo diretamente
relacionamos a massa molar, sendo este bastante dependente da propor¢do molar
dos mondmeros (Makadia et al., 2011).
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A massa molar e o grau de cristalinidade influenciam diretamente a
resisténcia mecéanica do polimero, o comportamento de inchamento, a capacidade

do mesmo em submeter-se a hidrélise e subsequentemente a sua taxa de
degradacéo (Makadia et al., 2011; Erbetta et al., 2012).

Quanto a temperatura de transicao vitrea (Tg), o PLGA apresenta valores na
faixa de 45 a 55 °C (Jones, 2004), portanto, encontra-se no estado vitreo na
temperatura fisiolégica de 37 °C, apresentando, assim, a estrutura da cadeia
bastante rigida (Makadia et al., 2011).

Os polimeros de PLGA comercialmente disponiveis sdo normalmente
caracterizados em termos de viscosidade intrinseca, que esta diretamente

relacionada as massas molares (Makadia et al., 2011).

3.4.2. Degradacdo hidrolitica

A taxa de degradacdo de polimeros biodegradaveis € significativamente
afetada por fatores, como: estrutura quimica, composicdo do sistema, presenca de
mondmeros e oligbmeros, tamanho e forma da superficie, morfologia dos
componentes do sistema, mecanismo de hidrolise e massa molar. Os polimeros com
elevadas massas molares, por apresentarem cadeias mais longas, requerem mais
tempo para degradarem-se do que os polimeros de cadeias poliméricas curtas
(Makadia et al., 2011; Erbetta et al., 2012).

Em agua, o PLGA sofre degradacao por hidrélise das suas ligacdes éster,

como mostrado na Figura 3.3. (Makadia et al., 2011).
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Figura 3.3. Reac¢édo de Hidrélise do PLGA (Makadia et al., 2011).
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A degradacdo do PLGA é um processo uniforme que ocorre principalmente no
“‘bulk” da matriz polimérica. Erosao e difusdo superficial também fazem parte do
processo de degradacao do PLGA. Nesse processo, a penetracédo de agua na matriz
€ maior do que a taxa de degradacao do polimero (Makadia et al., 2011).

A hidrélise, in vitro, do PLGA é acelerada em pH alcalino e fortemente acido
devido a autocatalise dos grupos terminais carboxilicos, resultado da degradacéo, e

menos pronunciada em pH ligeiramente &cido e neutro (Makadia et al., 2011).

O PLGA é Lutilizado para a fabricacdo de dispositivos para administracdo
controlada de farmacos. A Figura 3.4. apresenta curvas para liberacdo de farmaco
como resultado da degradacdo de PLGA. As curvas mostram que a taxa de
liberacdo diminui com o aumento da concentracdo do &cido lactico (Makadiaet al.,
2011).

Raz&do de entrega do farmaco

80 100 120 140

Dias

Figura 3.4. Curvas de libertacéo de farmaco, in vivo, para PLGA 50:50, 65:35, 75:25 e 85:15. PLGA
65:35 significa 65% de &cido lactico e 35% de &cido glicdlico (Makadia et al., 2011).

A cinética de degradacdo do PLGA pode ser modificada pela taxa de
copolimerizacdo dos monémeros PLA e PGA que o constituem (Erbetta et al., 2012;
Arslantunali et al., 2014; Keane et al., 2014; Zhao et al. 2016).

A presenca de grupos metila no PLA torna-o mais hidrofébico em relagéo ao

PGA. Copolimeros de PLGA ricos em PLA sdo menos hidrofilicos, logo absorvem
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menos agua e, consequentemente, degradam-se mais lentamente (Lu, L. et al.,
2000; Makadia et al., 2011; Erbetta et al., 2012; Zhao et al., 2016). As faixas de
tempo de degradacdo dos copolimeros de PLGA 50:50 e 85:25 sdo de 1 a 2 meses

e de 5 a 6 meses, respectivamente (Ozdil e Aydin, 2014).

Essas caracteristicas distintas dos monémeros constituintes do PLGA o
fazem um atraente copolimero para a fabricagao de “suportes” com os mais variados
tempos de degradacéo. Pode-se investigar o melhor tempo para o efeito terapéutico
do “suporte”, conforme cada necessidade clinica, e assim, proporcionar a fabricagao

de materiais de rapida até lenta degradacao (Barbanti et al., 2008).

3.5. Policaprolactona

A policaprolactona (PCL) tem sido investigada para aplicacdes biomédicas
devido a sua boa biocompatibilidade e baixa imunogenicidade. Além disso, é
conhecida como um material biodegradavel, ja que os produtos da degradagcdo sao
rapidamente metabolizados pelo corpo e eliminados sem toxicidade (Diaz et al.,
2014; Li, Z. et al., 2014).

A PCL é usada no Capronor, um dispositivo contraceptivo implantavel
disponivel comercialmente desde o ano de 2013. A toxicologia da PCL tem sido
estudada na avaliagéo da seguranca do Capronor e o material tem sido considerado
seguro (Li, Z. et al., 2014).

As vantagens da PCL para aplicacdes de liberacdo do farmaco, em
comparacdo com outros tipos de poliésteres alifaticos, tais como PLA e PGA,
incluem a sua alta permeabilidade para medicamentos e a geragao de produtos de

degradacdo menos acidos (Li, Z. et al., 2014).

A policaprolactona € um poliéster alifatico linear que sofre degradacéo
hidrolitica devido a susceptibilidade das suas ligacdes ésteres a hidrdlise. Além
disso, apresenta elevada solubilidade em solventes organicos, baixas temperaturas
de fusao (55°C — 60°C) e de transicao vitrea (-60°C) (Lu, X. et al., 2010; Arslantunali
et al., 2014; Diaz et al., 2014).
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A PCL é um polimero semicristalino e, portanto, apresenta regiées cristalinas
dispersas em uma matriz amorfa. A degradacdo hidrolitica ocorre,
preferencialmente, nessas regides amorfas do polimero, nas quais 0s grupos éster
estdo mais expostos ao ataque das moléculas de 4gua. A degradacao hidrolitica
resulta na formacao de um acido carboxilico conhecido como acido capréico (acido
6-hidroxi-hexanoico) (Bosworth et al., 2010; Diaz et al., 2014), como mostra a Figura
3.5.
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Figura 3.5. Degradacéo hidrolitica da PCL resultando no acido caproico (Bosworth et al., 2010).

Os produtos de degradacdo sdo metabolizados através do ciclo do acido
tricarboxilico ou eliminados via secrec¢do renal direta (Diaz et al., 2014).

As cadeias clivadas podem rearranjar-se de forma ordenada, mantendo ou
aumentando o nivel de cristalinidade do polimero. O acido carboxilico gerado como
subproduto, se nédo for removido, pode aumentar a acidez circundante promovendo
a autocatalise que acelera a taxa de degradacéo. O tipo de grupo funcional presente
ao longo do comprimento da cadeia do polimero afeta a taxa de absorcéo de agua e,
consequentemente, a taxa de degradacéo hidrolitica. A natureza hidrofébica da PCL
deve limitar a taxa de absor¢cédo de agua, diminuindo a taxa de degradacéo que varia
com a sua forma estrutural e morfologica, bem como depende da area de superficie

em relacdo ao volume (Bolgen et al., 2005; Bosworth et al., 2010).

A PCL foi ignorada por mais de duas décadas devido, parcialmente, ao fato
de sua degradacédo ocorrer em longo prazo (até 1 ano), considerado inadequado

para algumas aplicacfes médicas (Diaz et al., 2014).
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3.6. Polipirrol

Biomateriais que apresentam multiplos estimulos sdo atraentes para
aplicacbes biomédicas. Em particular, sinais elétricos e biolégicos sdo fatores
importantes para aplicagdes tais como condutos nervosos e sondas neurais (Gomez
et al., 2007).

Os neurdnios sado altamente influenciados por estimulos elétricos devido a
sua natureza inerente na transmissdo eletroquimica de sinais ao longo do sistema
nervoso. Como consequéncia, dispositivos capazes de estimular as células nervosas
via mecanismos elétricos tém sido investigados (Gomez et al., 2007). Os polimeros
eletricamente condutores sdo materiais promissores devido a sua elevada
biocompatibilidade e condutividade elétrica (Fahlgren et al., 2015), sendo capazes
de transferir carga elétrica na mesma extensdo que um condutor elétrico ou um

semicondutor (Jeeju et al., 2012).

O polipirrol (Figura 3.6.) é um polimero inerentemente condutor que vem
despertando interesse crescente na area dos biomateriais desde o ano de 2000,
devido ao efeito positivo que a estimulacéo elétrica mostrou ter na regeneracédo do
tecido (Runge et al., 2010). Portanto, corresponde a um material atraente para ser
utilizado na fabricacédo de proteses neurais para a regeneracdo nervosa (Fonner et
al., 2008).
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Figura 3.6. Estruturas quimicas: (a) Pirrol e (b) Polipirrol.

De todos os polimeros condutores conhecidos, o PPy é um dos mais
estudados, devido a facilidade de polimerizacédo, através da oxidacdo do mondémero
pirrol (Jeeju et al., 2012).
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Esse polimero é biocompativel, apresenta boa condutividade elétrica e
potencial para ter elevadas areas de superficie, ja que o arranjo estrutural pode ser
facilmente controlado. Além disso, pode ser facilmente sintetizado, apresenta boa
estabilidade ambiental e térmica (Xia et al., 2011; Jeeju et al., 2012; Nguyen et al.,
2013).

O método de sintese do polimero condutor e os tipos de dopantes utilizados
influenciam a topografia da superficie, a molhabilidade e as propriedades
mecanicas. A utilizagdo de um polimero condutor com moléculas biologicas ativas
ou farmacos em combinacdo com a estimulacéo elétrica corresponde a estratégias

para a libertacdo controlada de farmacos (Fahlgren et al., 2015).

O polipirrol pode ser sintetizado via oxidagdo quimica do mondmero pirrol.
Dentre os agentes oxidantes disponiveis, o cloreto férrico € o preferido, pois
proporciona maiores valores de condutividade elétrica. Apesar de a polimerizacao
ser possivel na temperatura ambiente, a sintese deve ser realizada mantendo-se a
temperatura a 0 °C ja que, em temperaturas na faixa de 0 °C — 5 °C, reac0es laterais

sao controladas (Reza et al., 2006; Patil et al., 2012).

Filmes finos ou grossos nao citotoxicos de PPy podem ser fabricados
eletroquimicamente. No entanto, a falta de biodegradabilidade desses condutos de

polipirrol continua sendo um problema durante a regeneragéo (Durgam et al., 2010).

Além de nédo ser biodegradavel, o PPy apresenta outras limitacbes, como a
baixa solubilidade na maioria dos solventes e propriedades mecéanicas pobres, que

torna os materiais frageis e quebradicos (Runge et al., 2010).

Para superar essas limitacbes e promover a possibilidade de incorporar
polimeros eletricamente condutores em biomateriais, foram desenvolvidos materiais
compositos (Runge et al., 2010). Esses compoOsitos incorporam uma peguena
guantidade de polipirrol em uma matriz polimérica com propriedades adequadas
para fins biomédicos (Lu, X. et al., 2010; Runge et al., 2010). Devido ao fato de o
PPy ser insoluvel, infusivel e ndo biodegradavel, a carga de PPy nos filmes de

compaositos deve ser mantida tdo baixa quanto possivel.



20

Para produzir compdsitos poliméricos de PPy altamente condutores, as
particulas de PPy devem ser adequadamente dispersas nas matrizes poliméricas
para que sejam construidas redes condutoras controladas pelas cargas de PPy e

pelas microestruturas das matrizes (Lu, X. et al., 2010).

Nas matrizes de polimero cristalino, estudos tém apontado que as cargas
guase sempre residem nas regides amorfas da matriz do polimero cristalino devido

as forcas de repulséo que derivam do processo de cristalizacdo (Lu, X. et al., 2010).

Os dominios cristalinos presentes em compadsitos com polimero condutor com
matriz cristalina funcionam como isoladores, pois quebram alguns possiveis
caminhos condutores existentes no interior do compadsito. Portanto, um aumento dos
dominios cristalinos em um composito com polimero condutor pode resultar na

diminuicdo da condutividade (Lu, X. et al., 2010).

Para utilizar o PPy em um implante de biomaterial, € importante reproduzir e
controlar as propriedades elétricas, bem como a topografia fisica e quimica da
superficie do polimero. A rugosidade das superficies do implante (medida na escala
nanométrica e micrométrica) afeta a adesdo celular alterando a area superficial
percebida pela célula. O angulo de contato € uma medida relativa da energia de
superficie, que também afeta fortemente a adesao celular (Fonner et al., 2008).

Estudos tém demonstrado o papel da estimulacdo elétrica na orientacdo do
crescimento, na diferenciagcdo, na migracdo e na proliferacdo de varios tipos de
células (Durgam et al.,, 2010). Quigley et al. (2009) e Durgam et al. (2010)
demonstraram que substratos de PPy eletricamente condutores foram capazes de
estimular o crescimento de células PC12 neuronais e ganglios da raiz dorsal (DRG)

in vitro.

Nguyen et al. (2013) também estudaram a estimulagdo do PPy usando
correntes direta/alternada (+/-1 mA) aplicando um potencial elétrico constante de
100 mV durante 2 a 8h. Nesse estudo, foi constatado que a producédo de um campo
elétrico através de um substrato pode acelerar a cicatrizacdo dos nervos,

possivelmente através do aumento da adsorcao de proteinas na superficie conduto,
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aumento do crescimento celular polarizado ou através da alteracdo das vias de

sinalizacéo celular.

Ha estudos sobre o uso do PPy, sem a aplicacdo de estimulagédo elétrica
externa. Destaca-se o trabalho de Zhao et al. (2016), o qual relata que fibras de
PLGA, sintetizadas por eletrofiacdo, ao serem revestidas pelo polimero PPy,
passaram a apresentar atividade elétrica e revelaram melhores interacdes celulares,

ao serem comparadas com as fibras de PLGA sem PPy depositado (Figura 3.7.).

Fibra de PLGA

/ﬂ

Revestimento
de PPy

Figura 3.7. Micrografia da fibra de PLGA revestida por PPy (Zhao et al., 2016).

3.7. Materiais Nanoestruturados

A Nanotecnologia € uma area que esta gerando novas expectativas
tecnoldgicas, pois possibilita o desenvolvimento de nanomateriais que imitam a
complexa estrutura dos tecidos biologicos (Duran et al., 2006; Armentano et al.,
2010). Em geral, os tecidos biolégicos assemelham-se a fibras, logo materiais na
forma de nanofibras podem vir a favorecer a aceitacdo do material pelo organismo
(Leung e Ko, 2011; Spivey et al., 2012).

Os materiais em nano escala tém despertado interesse, pois, além de
mimetizarem o tecido biolégico, exibem elevada area superficial, maior reatividade
guimica e melhor capacidade de penetracdo nas células em comparacdo com 0s

seus homadlogos volumosos (Goel et al., 2010; Kim, S. et al., 2011).
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O método da eletrofiagdo é um dos mais simples entre todos os métodos para
a preparacdo de esteiras fibrosas. Muitos trabalhos utilizam esse método para
preparar micro e nanofibras de polimeros, como: quitosana (Bhattarai et al., 2005;
Homayoni et al., 2009), PLA (Kim, K. et al., 2003;), PLGA (You et al., 2005; Wang, S.
et al., 2012; Puppi et al., 2010) e PCL (Pham et al., 2006; Cipitria et al., 2011). Esses
trabalhos mostraram que micro e nanofibras de polimeros sédo capazes de suportar a

adeséo celular e melhorar a proliferacao celular.

Além desses materiais, uma importante classe de polimeros que também
motivam pesquisas no ambito da Nanotecnologia é a de polimeros condutores.
Dentre os nanomateriais poliméricos condutores, o polipirrol tem sido considerado

um material promissor para area médica, como mencionado no item 3.6.

Para a preparacdo de nanofibras de PPy, podem ser utilizados métodos
guimicos ou eletroquimicos. A polimerizacao quimica oxidativa € um método simples
gue nao necessita de instrumentos especiais. A partir desse método podem ser
obtidas grandes quantidades de polipirrol (Reza, 2006; Goel et al., 2010; Xia et al.,
2011).

O meétodo utilizado para preparar as nanofibras de PPy deve ser capaz de
controlar o tamanho, a forma e a morfologia das nanoestruturas, uma vez que as
propriedades de materiais automontados (do inglés: self-assembled) sao fortemente
dependentes das suas interagdes intermoleculares e, assim, da sua estrutura

dimensional (Goel et al., 2010).

3.8. Condutos de Blendas e de Compoésitos para a regeneragcao nervosa

Condutos nervosos podem ser preparados de diferentes maneiras
correspondendo a tubos cilindricos com canais internos ou matrizes poliméricas,
com paredes porosas ou com incorporacao de células; o design pode incluir agentes
bioativos (Figura 3.8.) (Arslantunali et al., 2014).
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CONDUTOR NERVOSO

Coto proximal @, Coto distal
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Entrega de fatores
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Figura 3.8. Exemplos de designs para condutos nervosos (Arslantunali et al.,2014).

Esses tubos utilizados para aplicacdo na regeneracdo nervosa podem ser

constituidos de blendas poliméricas (Hiep et al., 2010; Zhao et al., 2016).

Hiep et al. (2010) e Zhao et al. (2016) prepararam blendas de PLGA/PCL
utilizando a técnica de eletrofiacdo. A PCL por ser flexivel, apresenta elevada
resisténcia mecanica, por isso, tem sido utilizada juntamente com o PLGA, por este
ser mais rigido, quebradico e, portanto, fragil, e apresentar baixas propriedades de
alongamento (Hiep et al., 2010; Zhao et al.,, 2016). No entanto, por ser mais
hidrofilico, o PLGA é melhor do que o PCL em relacdo a adesédo e a proliferacéo
celular. A PCL apresenta maior hidrofobicidade e, por isso, ndo apresenta quaisquer
sitios ativos fisiolégicos, o que a torna desfavoravel para o crescimento celular. Além
disso, a PCL apresenta menor taxa de degradagdo em relacdo ao PLGA (Sung et
al., 2004; Hiep et al., 2010).

O trabalho de Zhao et al. (2016) constatou que o suporte de PLGA/PCL pode
oferecer boa flexibilidade, porosidade desejada, degradabilidade lenta e topografia
da superficie com melhores propriedades biologicas. Além disso, a proliferacdo

celular nas nanofibras alinhadas €, significativamente, mais elevada do que em
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aleatérias. A blenda apresentou melhor biocompatibilidade do que os suportes de
PLGA puros.

Arslantunali et al. (2014) prepararam um conduto de PLGA, utilizando &cido
acético como solvente, com macroporos organizados em pacotes de canais de até
20um de largura, que, em seguida, foram usados como um canal do nervo. Esse
dispositivo, aliado a liberacdo de proteinas, aumentou a regeneracdo do nervo,

guiando e estimulado o crescimento do mesmo.

Em outro estudo, Arslantunali et al. (2014) fabricaram nanofibras de PLGA via
técnica de eletrofiacdo e as revestiu com PPy a fim de investigar o efeito combinado
de estruturas de nanofibras e estimulagdo elétrica. As malhas de PPy-PLGA,
aumentaram o crescimento e a diferenciacdo de células PC12 de rato. O efeito
combinado de estimulacédo elétrica e orientacdo topografica proporciona condutos

nervosos mais eficientes.

Lu, X. et al. (2010) prepararam membranas de PCL/PPy, quitosana/PPy e
PCL/quitosana/PPy e constataram que a cristalinidade das membranas PCL/PPy ou
guitosana/PPy €, significativamente superior, a das demais, o que significa que
existem mais dominios cristalinos nas membranas PCL/PPy ou quitosana/PPy; isso

justifica sua menor condutividade elétrica em comparacdo com PCL/quitosana/PPy.

Durgam et al. (2010) fabricaram o copolimero biodegradavel PCL-PPy, no
gual o PPy garante a estimulacao elétrica e a PCL a degradacé&o por hidrolise. Ao
longo de um periodo de duas semanas o copolimero PCL-PPy perdeu 26% da sua
massa original quando submetido a temperatura de 37°C e a solugéo de PBS. Esse
copolimero revestiu as paredes internas do conduto de guiamento de nervos (CGN)
feitas do polimero biodegradavel ndo condutor comercialmente disponivel poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato). Esse CGN foi implantado em um defeito de
10mm no nervo ciético de ratos e, apds oito semanas, foi constatado o crescimento
axonal. Os estudos indicaram que esse CGN tem boa biocompatibilidade, apoio,
proliferacdo e crescimento de neurdnios in vivo (sem estimulacdo elétrica) e de
células PC12 in vitro (sem estimulacdo elétrica e com estimulacéo elétrica), sendo
gue a aplicacdo de um potencial elétrico constante (100mV) em células PC12,

semeadas em PPy, quase duplica o crescimento do nervo (Durgam et al., 2010).
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Nguyen et al. (2013) fabricaram CGN'’s condutores, mecanicamente fortes,
suturaveis, biocompativeis e biodegradaveis. Esses CGN’s foram fabricados com
uma camada interna de copolimero PCL-PPy e uma camada externa de PLGA com
a finalidade de melhorar o suporte mecéanico. Os resultados apresentados nesse
estudo demonstram que, em condi¢des fisiolégicas, o conduto de PLGA/PCL-PPy é
um material promissor para aumentar o comprimento do axénio na reparacdo do
nervo ja que, quando estimulado eletricamente, é capaz de aumentar a taxa de
crescimento do comprimento do axénio em 21% quando medidos trés dias apdés

estimulacéo.

Assim, neste trabalho pretende-se preparar filmes a partir de polimero
biodegradavel (blendas de PCL/PLGA) e polimero condutor (PPy) nanoestruturado
na forma de fibra, que apresentem propriedades morfologicas, elétricas e térmicas,
bem como tempo de degradacao e citotoxicidade adequados para a preparagao de

tubos multifuncionais capazes de atuarem na regeneracao de nervo periférico.
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4. MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo, serdo abordadas as metodologias utilizadas para preparar as
nanofioras de PPy, os filmes das blendas de PCL:PLGA e os filmes dos
nanocompoésitos de PCL:PLGA:nanofibras de PPy. Além disso, serdo apresentadas
as metodologias utilizadas para avaliar a degradacdo hidrolitica e a citotoxicidade
dos filmes, bem como as técnicas de caracterizacdo dos filmes e das nanofibras de

PPy sintetizadas.

Os experimentos de sintese das nanofibras de PPy e de preparacdo dos
filmes foram realizados no Laboratério de Organometalicos e Resinas —
LOR/FAQUI/PUCRS. As amostras foram caracterizadas quanto a degradacéo
hidrolitica in vitro (FAQUI/PUCRS), a morfologia da superficie (Laboratério Central
de Microscopia e Microanalise — LabCEMM/PUCRS), a condutividade elétrica
(UNESP - Campus de llha Solteira), as propriedades térmicas (Laboratorio
Multiusuario de Analise Térmica — LAMAT/UFRGS), ao éangulo de contato
(FAQUI/PUCRS) e a citotoxicidade (Instituto de Toxicologia e Farmacologia—
INTOX/PUCRS).

4.1. Materiais

Na Tabela 4.1., sdo apresentados os dados sobre o0s reagentes e o0s

solventes utilizados nos procedimentos experimentais.

O PLGA foi adquirido da empresa PURAC na forma de pellets sendo
armazenado sob argonio e refrigeracéo (-15°C). O copolimero PLGA utilizado nesse
trabalho contém maior quantidade de unidades monoméricas de PLA em relacdo as
de PGA, contendo 85% de PLA e 15% de PGA. Além disso, apresenta viscosidade
inerente de 2,3 dL/g e massa molar (Mw) de 363.000 g/mol.
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A PCL, de massa molar (Mn) de 80.000 g/mol, foi adquirida da empresa

Sigma-Aldrich na forma de pellets sendo armazenada em temperatura ambiente.

Tabela 4.1. Caracterizacao dos reagentes utilizados

Produto
Poli(acido L-lactico-co-acido glicélico) — (PLGA Comercial)
Pirrol (Py)
Policaprolactona (PCL)
Acido p-toluenosulfénico monohidratado (APTS)
Acido Cloridrico (HCI)
Cloroférmio (CHCIs)
Etanol (C,HgO)
Cloreto Férrico (FeCls)

Solucéo tampéo fostato salino (PBS)

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlico
(MTT)

Dimetilsulféxido (DMSO)

Origem

PURAC (PLG8523;
85:15 L-Lactico:glicdlico)

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Vetec

Synth

Sigma- Aldrich

Sigma- Aldrich

Sigma- Aldrich

Sigma- Aldrich

Sigma- Aldrich

Pureza (%)

99,39

98

99,5

98,50

37

99,80

99,50

97

Para a confeccdo dos filmes dos experimentos foram utilizadas placas de

vidro Petri de 5 cm de diametro ou moldes retangulares nas dimensdes 5,2x9,2x2,0

cm e 5,2x10x2,0 cm. Agua deionizada e agua destilada foram utilizadas ao longo de

todos os experimentos.

4.2. Métodos

4.2.1. Sintese quimica do PPy

A preparacao das nanofibras de polipirrol foi baseada na metodologia descrita

por Valente (2014).
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O mondmero pirrol (Py) apresenta impurezas que devem ser removidas. Para
tanto, primeiramente foi realizada a destilacdo do mesmo até a obtencdo de um

liquido incolor. Os demais reagentes foram utilizados como recebidos.

A reacdo para obtencdo de nanofibras de polipirrol ocorreu por meio da
polimerizacdo quimica oxidativa, em meio aquoso, a 0°C, e na presenca do acido p-

toluenosulfénico monohidratado (APTS) como agente dopante.

Além de dopante, o APTS funciona como surfactante, pois, durante a sintese,
atua como soft-template ja que é capaz de controlar a morfologia do polipirrol
através da formacdo de micelas dentro das quais crescem as fibras. O APTS
também auxilia no aumento da estabilidade térmica e da condutividade elétrica do
produto (Osmatova et al., 2003; Goel et al., 2010; Xia et al., 2011; Valente, 2014).

A razdo molar [dopante]:[monbémero] foi igual a quatro. O agente oxidante
utilizado foi o cloreto férrico (FeCl3) e a razdo molar [oxidante].[mondémero] foi de
[1,7]:[1]. As condi¢cdes experimentais foram escolhidas devido aos resultados de

trabalhos anteriores do grupo (Valente, 2014).

Em uma sintese tipica, o pirrol (0,5mL; 7,2.10° mol) foi dissolvido em 20 mL
da solucdo aquosa do dopante (APTS), sob agitacdo, em temperatura de 0°C por 60
minutos. Essa mistura foi chamada de dispersdo A. Na sequéncia, foram
adicionados, gota a gota, 5 mL da solugdo aquosa do agente oxidante (solucéo B).
Ao término da adicdo da solucéo B, a reacao transcorre por 24 h sob repouso e em
banho de gelo nas 4 h horas iniciais. O produto corresponde a um sélido preto. A fim
de remover as impurezas, este solido foi filtrado e lavado com &agua destilada e
etanol. O PPy foi seco em estufa sob temperatura de 80 °C durante 4 h. A massa de
PPy obtida foi de 0,43200 g, que levou a um rendimento de 89%. A Figura 4.1.

apresenta um esquema representativo do procedimento experimental.

Para avaliar a influéncia da agitacdo na obtencao das nanofibras de polipirrol,
o procedimento foi repetido, porém mantendo-se a agitacdo até o término da reacao,
24 h. A massa de PPy obtida foi de 0,40830 g, cujo rendimento foi de 85%.
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Figura 4.1. Diagrama esquematico da sintese quimica do PPy sob repouso.

4.2.2. Preparacédo das Blendas e dos Nanocompdsitos

Foram preparadas

blendas de

PCL:PLGA e

nanocompositos
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de

PCL:PLGA:PPy com diferentes propor¢cées dos polimeros, conforme descrito na

Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Formulacdes das Blendas e dos Nanocompdsitos preparados.

Massas dos sistemas
Sistemas Siglas dos Sistemas % (m/m) poliméricos em placa
poliméricos poliméricos Petry (@ 5 cm)
PCL | PLGA| PPy [g]
PCL(100) 100 0 0 0,20
PCL:PLGA (90:10) 90 10 0 0,20
Blendas
PCL:PLGA (80:20) 80 20 0 0,20
PCL:PLGA (70:30) 70 30 0 0,20
PCL:PPy(100) 100 0 10 0,22
o PCL:PLGA:PPy (90:10) | 90 10 10 0,22
Nanocompdsitos
PCL:PLGA:PPy (80:20) | 80 20 10 0,22
PCL:PLGA:PPy (70:30) | 70 30 10 0,22

Os filmes das blendas foram preparados por meio da técnica de evaporacao

de solvente. Massas previamente determinadas de PCL e PLGA foram dispersas em

7 mL de cloroférmio. A fim de promover a dispersao da mistura, a mesma foi deixada

por 4 h, em temperatura ambiente, em banho de ultrassom de 40 kHz (Unique,

modelo USC-2500A). Apds, a dispersao dos polimeros foi vertida em placa de vidro
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Petri (@ 5 cm). Em uma bancada de nivel horizontal, o solvente foi evaporado por

48h em temperatura ambiente (Figura 4.2.).

Figura 4.2. Diagrama esquematico da preparacao dos filmes das blendas.

Além dos filmes das blendas de PCL:PLGA nas razoes 90:10, 80:20 e 70:30,
foram preparados filmes de PCL puro.

Os filmes dos nanocompdésitos de PCL:PLGA:PPy foram preparados em trés
etapas. Na primeira, as blendas de PCL:PLGA foram preparadas nas diferentes
proporcdes conforme a metodologia descrita anteriormente; na segunda etapa, ao
PPy foi adicionado cloroférmio e a mistura foi mantida por 4 h, em temperatura
ambiente, em banho de ultrassom de 40 kHz. Na ultima etapa, a dispersdo de PPy
foi adicionada as blendas de PCL:PLGA. Essa mistura foi mantida por 8h em banho
de ultrassom, devido a dificuldade de dispersdo da nanocarga. No preparo do filme
de PCL:PPy, a metodologia utilizada foi a mesma. Para todos os filmes dos
nanocompoésitos, a quantidade de PPy adicionada foi de 10% (m/m) em relacédo a

massa do polimero biodegradavel.

Além de placas Petry (@ 5 cm), moldes retangulares foram utilizados, nas
dimensdes 5,2x9,2x2,0 cm e 5,2x10x2,0 cm, para preparar algumas amostras de

filmes. Para tal, foi utilizada a mesma metodologia descrita anteriormente.

4.3. Técnicas de Caracterizacao

O estudo das propriedades dos nanocompdsitos preparados relacionado a
morfologia da superficie, a condutividade elétrica, ao processo de degradacao
hidrolitica, ao comportamento térmico e a citotoxicidade é fundamental para avaliar a

forma como o implante pode vir a interagir com o organismo.
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Para caracterizar as amostras produzidas foram utilizadas as seguintes
técnicas: Degradacao hidrolitica, Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Condutividade elétrica, Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), Analise
Termogravimétrica (TGA), Determinacdo do angulo de contato e Teste de

citotoxicidade. O fluxograma dessas técnicas € apresentado na Figura 4.3.

FILMES
BLENDAS NANOCOMPOSITOS — PPy
Angulo de Degradacao Citotoxicidade DSC TGA MEV Condutividade
contato hidrolitica elétrica

Figura 4.3. Fluxograma das técnicas de caracterizagdo utilizadas.

4.3.1. Degradacéo hidrolitica

Os testes de degradacao hidrolitica in vitro dos sistemas poliméricos foram
realizados conforme a Norma ASTM F1635-11 (2011). Esse método de ensaio
destina-se a avaliar a taxa de degradacao e as alteragbes nos materiais produzidos

com polimeros hidroliticamente degradaveis utilizados em implantes cirdrgicos.

O teste divide-se em trés partes: i) preparo das amostras e coleta de dados
antes da degradacéo; ii) incubagcdo em tempo determinado; iii) retirada das amostras

da incubadora e coleta de dados ap0s a degradacéo.

Os filmes foram cortados em amostras de 0,5 cm de diametro. Apds a
determinacdo da massa de cada amostra, as mesmas foram imersas em 5 mL de
solucdo tampao fosfato salino (PBS) e mantidas a 37 °C em tubos de polipropileno,
de 15 mL, em equipamento adaptado e termostatizado com agitacdo de 60 rpm.
Esse equipamento corresponde a uma mesa agitadora, modelo MA-140/CF e marca

Marconi, que simula uma incubadora.
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As amostras foram feitas em sextuplicata e removidas conforme os tempos de
degradacéao pré-definidos: 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias. Finalizado o tempo de
incubacdo, as amostras foram retiradas da incubadora e lavadas com agua
destilada. Na sequéncia, as amostras foram submetidas a secagem a vacuo e suas
massas foram medidas até a obtencdo de massa constante (Pt), para posterior
caracterizacdo por perda de massa, analise microscépica e medidas de pH da
solucdo salina na qual as amostras permaneceram submersas. A perda de massa

foi calculada através da Equacéo 4.1.

% Perda de Massa = [(PO — Pt)/ PO] x 100 (4.1)

Sendo PO correspondente a massa antes do teste de degradacdo e Pt
correspondente & massa seca apds cada tempo de degradacdo avaliado (Li, H. et
al., 2005).

Para a medicéo dos valores de pH das solu¢cdes remanescentes nos tubos de

polipropileno, foi utilizado um pHmetro, marca Digmed e modelo DM-20.

Uma balanca analitica de cinco casas decimais, marca Mettler Toledo e
modelo AG285, foi utilizada para realizar a medicdo das massas das amostras dos

filmes.

4.3.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As morfologias das amostras sélidas em p6 de PPy e dos filmes produzidos
foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para tanto, foi
utilizado um equipamento da marca Philips XL30. As amostras a serem
caracterizadas foram fixadas com uma fita de carbono dupla face condutora sobre
um suporte (stub) e, posteriormente, recobertas com ouro em um metalizador
BALTEC SCD 005. As micrografias foram registradas no modo de espalhamento
elétrico usando onda elétrica com 20 keV ou 30 keV (tensdo de aceleracdo). Os
aumentos variaram, em geral, de 200x até 20.000x para observacdo das

caracteristicas topografica dos materiais analisados.
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Para a determinacdo do didmetro das fibras de PPy, as micrografias foram
tratadas e analisadas através do programa ImageJ, software de analise e
processamento de imagens. Os resultados foram expressos como médiatdesvio

padréo.

4.3.3. Condutividade elétrica

Os valores de condutividade elétrica do polipirrol e dos filmes foram
determinados através do Método da Sonda quatro pontas (Figura 4.4.).

Fonte

|—~ Ip_‘h‘_:l' %ﬁf—l

Figura 4.4. Esquema para medidas de condutividade elétrica pelo Método da Sonda quatro pontas. A

letra “L” representa a distancia entre as pontas. (Adaptado, Girotto e Santos, 2002).

As sondas que monitoram a corrente e a tensdo sdo contatos pontuais,
usualmente montados em um suporte especial com as pontas das sondas dispostas
em linha, a uma distancia equivalente umas das outras. Uma corrente é aplicada
entre as sondas externas e a diferenca de potencial € medida entre as duas sondas
internas (Girotto e Santos, 2002).

Foi empregado o Equipamento Keithley, modelo 236, usado como medidor de
corrente, e o Multimetro, modelo HP 34401, usado como medidor de voltagem. Para
tal, a amostra de PPy é prensada e a pastilha obtida (13,4 mm de diametro e em
torno de 1 mm de espessura) é submetida ao teste. As medidas de condutividade
elétrica dos demais sistemas poliméricos foram realizadas diretamente sobre as

superficies dos filmes dos mesmos.
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4.3.4. Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As temperaturas de fusédo (Tf) e de cristalizacdo (Tc), bem como, a entalpia
de fusédo (AHf) dos filmes foram determinadas usando um equipamento de DSC
(modelo DSC Q200, TA Instruments). A faixa de temperatura utilizada foi de 0 a
350°C com taxa de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min, sob atmosfera de gas
nitrogénio. Um primeiro aquecimento foi realizado para retirar a historia térmica do
polimero. Os resultados foram obtidos pelas curvas de resfriamento e do segundo

aquecimento.

O percentual de cristalinidade foi determinado pela Equacédo 4.2. (Navarro-
Baena et al., 2016; Jeeju et al., 2012)

% Xc =[AHf/ (AHF° . W)] x 100 (4.2)

Onde % Xc é o grau de cristalinidade em porcentagem, W € a proporcéo
massica do homopolimero na blenda, AHf refere-se a entalpia de fusdo da amostra
obtida por DSC e AHf°® corresponde a entalpia de fusédo de referéncia da PCL 100%

cristalina, teoricamente, cujo valor é igual a 139,5 J/g (Barbanti et al., 2011).

4.3.5. AndliseTermogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica dos filmes foi avaliada utilizando o equipamento SDT
(modelo Q600, TA Instruments). A faixa de temperatura utilizada foi de 25 a 1000 °C

com uma taxa de aquecimento 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio.

4.3.6. Determinacdo do angulo de contato

Para medir o angulo de contato dos filmes, foi utilizado um gonidmetro
Phoenix 301 da SEO. As determinacbes das medidas do angulo de contato dos
filmes foram realizadas com agua deionizada e determinadas logo apds o contato da
gota com o material a ser analisado. Foram aplicadas seis gotas de agua deionizada
e realizada a média dos angulos, considerando um erro experimental de 2° entre as

medidas.
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4.3.7. Teste de citotoxicidade

A determinacdo da viabilidade celular é a metodologia mais comumente
utilizada na pesquisa de toxicidade. A viabilidade é definida como a percentagem de

células vivas ou saudaveis na amostra (Kwolek-Mirek, 2014).

A viabilidade celular foi analisada por método colorimétrico que mede a
atividade mitocondrial resultante da reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolico (MTT) em formazan (Figura 4.5.).
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MTT (amarelo) (Formazan) (violeta)
1

Figura 4.5. Reacdo de reducéo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélico (MTT)

A concentragéo celular foi determinada em contador automatico (Cell Counter,
Thermo Scientific) e 5 x 10° células/poco foram plagueadas em placas de 96 pocgos.
Apés 24 h, os filmes foram mergulhados no meio de cultura, na proporcédo de
6cm? por mililitro de meio. As células foram incubadas por 24 ou 48 h; os filmes
foram retirados dos pocos e as células incubadas com solucdo de MTT por 4 h a
37°C. ApOs esse periodo, a solugdo de MTT foi removida e os cristais de formazan
solubilizados com dimetilsulfoxido (DMSQO). A absorbancia foi medida em

espectrofotdmetro (Spectramax — Molecular Devices) a 595 nm.

O ensaio de MTT foi realizado seguindo as normas preconizadas pela 1SO
10993-5 (2009), a qual padroniza os testes de citotoxicidade de biomateriais em

cultura de células por contato direto ou indireto.
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Foram realizadas andlises para determinar os efeitos dos polimeros puros
(PLGA e PCL), das blendas e dos nanocompdésitos sobre linhagens celulares no que
diz respeito a viabilidade celular. As linhagens estudadas foram FGH, MRC-5 e RAW
gue correspondem, respectivamente, a fibroblasto bucal, a fibroblasto pulmonar e a

macrofago.

4.4. Andalise Estatistica

Foram realizadas analises estatisticas para todos os resultados quantitativos
gue foram expressos como médiazerro padrdo. Os resultados de perda de massa e
de pH foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni. As
medidas de angulo de contato e os resultados do teste de citotoxicidade foram
avaliados por ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni. Para todas as
analises, foi utilizado um intervalo de confianca de 95%, com diferencas
consideradas estatisticamente significativas para p<0,05. As analises estatisticas e
os graficos foram realizadas utilizando o programa GraphPad® (San Diego, CA,
USA, versao 5.0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao das Nanofibras de PPy

A metodologia utilizada para a obtencdo de nanofibras de polipirrol foi a
polimerizacdo quimica oxidativa em meio aquoso, a 0°C, na presenca do APTS

como agente dopante.

Neste trabalho, foi avaliada a influéncia da agitacdo magnética na morfologia,

no rendimento de reacao e na condutividade elétrica do polipirrol.

A morfologia das amostras de polipirrol sintetizadas foi avaliada por meio da
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Figura 5.1.

rdesensay ‘.---‘,\v-'x
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Figura 5.1. Micrografias das nanofibras de PPy obtidas: (a) e (b) agitacdo magnética; (c) e (d)
repouso. (e) ampliacdo da regido demarcada em (b). Ampliacdo: (a) e (c) 1.000x; (b) e (d) 10.000x;
(e) 20.000x.
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A partir da Figura 5.1, observa-se que, nas condi¢coes avaliadas, ambas as
metodologias resultaram em nanofibras homogéneas (indicadas na Figura 5.1 com
circulos) e em nanofibras com aglomerados na superficie (indicadas na Figura 5.1.
com setas). A morfologia de particulas globulares aglomeradas é resultado do
crescimento descontrolado da cadeia polimérica. A obtencdo de nanoestruturas de
forma mais controlada e ordenada por métodos de sintese mais simples, como o
caso do método quimico utilizado, € considerado um grande desafio (Liu et al., 2001;
Goel et al., 2010).

As fibras obtidas sob agitacdo apresentaram dimensédo média de 334166 nm
(Figura 5.1(b)). Para as fibras obtidas sob repouso, a dimensdo média foi de
5891144 nm (Figura 5.1(d)). As fibras tenderam a aglomerar-se em redes, criando

dificuldades na estimativa do comprimento das mesmas.

Neste trabalho, foram obtidas fiboras em ambas as condi¢cdes de sintese —
agitacao e repouso — porém, as fibras obtidas sob repouso apresentaram-se mais
espessas do que as obtidas sob agitacdo magnética. Porém, na literatura, Kaner e Li
(2006) relataram que quando o sistema é mecanicamente agitado, as nanofibras
inicialmente formadas colidem umas com as outras e uma nucleacdo heterogénea
acontece na superficie dessas particulas, resultando na agregacdo das nanofibras
inicialmente formadas. Quando o sistema é deixado em repouso € esperada uma
nucleacdo homogénea que resulta em nanofibras com superficie regular e tamanhos

uniformes.

Feng et al. (2009) ao avaliarem a influéncia da agitacdo na obtencdo de
nanofibras, constataram que € possivel obter nanofibras sob agitacdo durante a
polimerizagdo. Esse estudo revelou que micro e nanofibras mais espessas e com
aglomerados na superficie sdo obtidas quando a polimerizacdo ocorre sob agitacao,

devido a fuséo das fibras mais finas durante a agitacéo.

Na literatura, € mencionado que além da influéncia da agitacdo, o tempo de
reacdo, a temperatura e a razdo [mondmero]:[dopante] também interferem na
morfologia do polimero resultante (Masuda e Asano, 2003; Kaynak e Foitzik, 2010;
Valente, 2014).
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7

E valido salientar que a morfologia de fibras é um aspecto importante e
desejavel na preparacdo de biomateriais, devido a semelhanca com os tecidos
biolégicos que podem favorecer o tratamento e a aceitacdo do material pelo

organismo (Leung e Ko, 2011; Spivery et al., 2012).

O PPy é um polimero condutor que, quando dopado com variados dopantes,
apresenta um comportamento na faixa de semicondutores, 107~ 10> S/cm (Yang et
al., 2012).

A sintese quimica € uma das técnicas utilizadas para a sintese de polimeros
condutores, embora seja considerada de dificil reprodutibilidade de resultados, pois
a condutividade elétrica do polimero condutor sintetizado é extremamente sensivel a

pureza do solvente, a natureza do oxidante, a concentracdo dos reagentes, ao

tempo de reacao, a temperatura e a velocidade de agitacédo (Calvo et al., 2002).
A Tabela 5.1. apresenta os valores de condutividade elétrica determinados
para as amostras de PPy obtidas nas diferentes condi¢bes de sintese, bem como os

rendimentos obtidos.

Tabela 5.1. Condutividade elétrica e rendimento do PPy em diferentes condi¢fes de sintese.

. . Condutividade Elétrica Rendimento
Amostra Condicéao deSintese
(S/cm) (%)
Agitacdo 1,1x10™ 85
PPy- APTS 1
Repouso 2,0x10 89

A partir da tabela 5.1., observa-se que os valores de condutividade elétrica

encontram-se na faixa de semicondutores (107 — 10% S.cm™) e a agitacdo nao
resultou em uma diferenca relevante. Além disso, a agitacdo magnética durante 24h

de reacdo também néo influenciou significativamente o rendimento da sintese.

A estabilidade térmica do PPy foi avaliada através da analise

termogravimétrica (TGA), Figura 5.2.
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Figura 5.2. Curvas de TGA e DTG das nanofibras de PPy.

A partir do termograma, observam-se trés etapas de perda de massa. Na
primeira etapa, correspondente a faixa de temperatura de 23 — 120 °C, o polimero
perde 2,3 % de massa. Essa perda é referente a volatilizagdo de moléculas de agua
fisicamente adsorvidas (Omastova et al., 2003; Basavaraja et al., 2009; Goel et al.,
2010) e eliminacdo de oligbmeros e mondmeros que nao reagiram (Basavaraja et
al., 2009). E importante notar que as fibras nanométricas mostram dessorcdo a
baixa temperatura o0 que pode ser devido ao tamanho nanométrico da matriz de PPy

gue facilita o processo de dessorcao (Goel et al., 2010).

Até, aproximadamente, 265 °C, o polipirrol perde mais 4,7% relativo a
remocao de ions dopantes (para-tolueno sulfonatos) néo reagidos da superficie do
PPy e a possivel producéo e liberacdo de gases. A principal perda de massa, 39,2%,
ocorre na faixa de 265 — 800 °C, correspondendo a temperatura de degradacédo
maxima de 384 °C. Nessa etapa, a perda de massa € atribuida ao processo de
degradacdo do dopante e ao rompimento das cadeias de PPy. Na temperatura de
989 °C, o residuo obtido foi de 46% referente ao PPy que ndo se degradou

(Basavaraja et al., 2009; Goel et al., 2010). PPy dopado com acidos sulfénicos sao
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termicamente estaveis na faixa de temperatura de 10 a 400 °C. Além dessa faixa de

temperatura, o processo de decomposicao torna-se muito rapido (Goel et al., 2010).
5.2. Caracterizacdo das Blendas e dos Nanocompdésitos

Os filmes de PCL, das blendas de PCL:PLGA e dos nanocompdésitos de
PCL:PPy e PCL:PLGA:PPy foram obtidos pelo método da evaporacdo do solvente

conforme descrito no item 4.2.2.

A Figura 5.3. ilustra o filme de PCL puro e a Figura 5.4., os filmes dos

nanocompaositos.

Figura 5.3. Imagem do filme de PCL.

Figura 5.4. Imagens dos filmes dos nanocompdsitos: (a) PCL:PPy (100); (b) PCL:PLGA:PPy (90:10);
(c) PCL:PLGA:PPy (80:20) e (d) PCL:PLGA:PPy (70:30).

Observa-se que a dispersdo do PPy ndo € homogénea, mesmo apos 8 h de
sonicacao no PCL puro, e tende a melhorar com a adicdo do PLGA nas blendas. A
dificuldade de dispersdo do PPy se deve a sua forma nanoestruturada e, portanto, a

sua tendéncia em formar aglomerados de nanofibras.

A partir da Figura 5.5., fica mais evidente a influéncia do PLGA na dispersao

da nanocarga na matriz biodegradavel.
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Figura 5.5. Imagens dos filmes dos nanocompdsitos preparados em molde retangular:
(a)PCL:PLGA:PPy (70:30) e (b) PCL:PPy (100).

Nas blendas e nos nanocompositos, as interagdes intermoleculares entre o0s
polimeros controlam o nivel de miscibilidade. As interacfes intermoleculares
influenciam a homogeneidade da distribuicio de PPy na matriz de PCL ou de
PCL:PLGA. O centro mais provavel para interacdes especificas nestas misturas € a
ligacdo de hidrogénio entre a carbonila dos grupos ésteres do PCL e do PLGA e o
grupo —NH-— do PPy. (Corres et al., 2006). A Figura 5.6 mostra a interacdo

intermolecular por ligacdo de hidrogénio entre a PCL e o PPy.
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Figura 5.6. Demonstracao da interacéo intermolecular por ligacdo de Hidrogénio entre a carbonila da
PCL e o grupo —NH- do PPy.

O PPy interage com ambos os polimeros que compdem a matriz (PCL e
PLGA) por ligacdes de hidrogénio. Percebe-se que a adicdo de PLGA favorece a
disperséo do PPy no filme. Esse comportamento pode estar relacionado ao fato de a
carga se dispersar melhor na fase amorfa, conforme ja mencionado na literatura (Lu,
X. et al., 2010).
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5.3.1. Degradacéao hidrolitica
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Os comportamentos de degradacédo hidrolitica dos filmes foram investigados

em diferentes tempos de incubacéo. Foram avaliadas a composicdo das blendas e a

presenca do PPy no processo de degradacao dos sistemas poliméricos.

Na sequéncia, sdo apresentados os resultados de perda de massa, as

medidas de pH e as micrografias das superficies em funcdo dos tempos de

incubacao, nos quais os filmes estiveram em contado com a solucéao tampé&o fosfato

salino e sujeitos a degradacéo hidrolitica, descrito no item 4.3.1.

Tabela 5.2. Comportamento de perda de massa (%) até 180 dias de degradacéo.

Dias
Amostra

30 60 90 120 150 180

PCL (100) 218+087 | 2.8140.16| 175:051| 4,08+0,60| 4,62+071 NA

PCL:PLGA (90:10)] 1,9740,63 | 2,58+0.36 | 1,42+0,76| 3,98+1,24| 2,71%0,68 NA

PCL:PLGA (80:20)| 1,76%0,25| 2,79+0.32 | 0,80#0,40 | 3,92+0.84| 4,73%0,59 NA

PCL:PLGA (70:30)| 2,14#0,73 | 2,64+0,55| 0,65¢0,12| 3,96+0.47 | 5.11+0,67 NA
PCL:PPy (100) | 1,69#0,35| 2,620,72| 3,08£0.37| 2,72+0.20| 3,39+0,38 | 3,190,447
PCL&SC';%):PPV 1224043 | 2,7040,63| 3,75:058| 3,50:0,69| 3,89+063| 3,95+0,19
PCL&;%_%):PPV 1512048 | 3.94%0,62| 2,87+027| 3.70:028| 3,73+024 | 4.68+0,56
PCL&%_%):PPV 2394020 | 4,03+0,39| 3,75:073| 2.83t044| 2714030 | 4,70%0 44

NA: ndo avaliado

A Tabela 5.3. apresenta as faixas de perda de massa das blendas e dos

nanocompésitos em fungdo do tempo de degradacéo.
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Tabela 5.3. Resumo das faixas de perda de massa (%) para Blendas e Nanocompdésitos.

Dias Blendas Nanocompdsitos

30 1,39 -2,63 1,34-2,07

60 2,36 — 3,05 2,73-391

90 0,71-1,60 2,88 — 3,85
120 3,20 -4,77 2,79 - 3,59
150 3,63 -4,96 3,04 - 3,82
180 NA 3,72 -4,55

*NA: ndo avaliado

Os dados de perda de massa média foram avaliados em funcdo da
composicdo da blenda dentro de cada periodo de tempo de degradacédo avaliado.
Também foi avaliada a perda de massa média considerando uma mesma
composicdo nos diferentes periodos de tempo de degradacdo avaliados. Para todas
as anadlises, foram consideradas diferencas estatisticamente significativas para
p<0,05 (*) ou p <0,01 (**).

Os resultados de perda de massa das blendas também s&do mostrados na

forma de gréfico (Figura 5.7.).

A influéncia da adicdo do PLGA na matriz de PCL, dentro de um mesmo
periodo de tempo, foi verificada avaliando os percentuais de perda de massa dos
filmes PCL (100), PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30) no periodo de tempo que se
deseja investigar. Foi observado que apenas em 150 dias de incubagao houve uma
perda de massa duas vezes maior da blenda PCL:PLGA (70:30) em relacdo a
PCL:PLGA (90:10) (Figura 5.7.). Esses resultados indicam que a adicdo de PLGA,
em menores tempos de degradacdo, nao influencia, significativamente, 0 processo
de perda de massa do filme de PCL puro e das blendas. Alteragbes significativas,
devido a composicdo, comecam a ser percebidas somente a partir de maiores

tempos de degradacéo.
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Figura 5.7. Grafico do comportamento de perda de massa do filme de PCL puro e dos filmes das
blendas PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30).*p<0,05, entre PCL:PLGA (90:10) e (70:30) em 150 dias
e *p<0,05, entre 30 e 150 dias para PCL:PLGA (80:20) e (70:30).

Também foi avaliado o processo de perda de massa para a blenda com a
mesma composi¢cdo em funcéo do periodo de degradacdo. Por exemplo, a evolugéo
da perda de massa da blenda PCL:PLGA (70:30) em 30, 60, 120 e 150 dias de
incubacdo. Foi observado que perdas de massa significativas foram verificadas para
as blendas PCL:PLGA (80:20) e (70:30). Em 150 dias de degradacéo, essas blendas
perderam cerca de 2,5 vezes mais massa em relacdo as perdas obtidas em 30 dias
(Figura 5.7.). Observa-se que variacdes significativas, em processos de perda de
massa, s6 sdo verificadas em funcdo do tempo para as composi¢cdes com maior
percentual de PLGA.

A Figura 5.8. apresenta graficos que revelam a influéncia da adicdo do PPy

no filme de PCL puro e nas blendas em fun¢éao do tempo de degradacéo avaliado.

A andlise estatistica dos resultados, apresentados na Tabela 5.2 e na Figura
5.8., permite avaliar a influéncia da adicdo do polipirrol nos percentuais de perda de
massa dos filmes para cada composicdo de PCL e PLGA dentro de um mesmo
periodo de incubacao estudado. Esses resultados revelaram que a adicdo de PPy foi
significativa (p< 0,05) aos 90 dias de incubacéao para o filme com 80% de PCL e 20%
de PLGA. Nesse caso, a perda de massa do nanocompdsito revelou ser,

aproximadamente, quatro vezes maior que a da blenda (Figura 5.8. (c)). Para o filme
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com 70% de PCL e 30% de PLGA, houve diferenca significativa aos 90 dias (p<0,01)
e aos 150 dias de incubacéo (p<0,05). Aos 90 dias de incubacéo, a perda de massa
do nanocomposito revelou ser, aproximadamente, seis vezes maior. No entanto, aos
150 dias, o maior percentual de perda de massa foi verificado para a blenda,
aproximadamente, duas vezes maior (Figura 5.8. (d)). Para as demais blendas e
nanocompoésitos (Figura 5.8. (a) e (b)), ndo houve diferenca significativa nos tempos
de incubacado avaliados. Esse resultados permitem constatar que a adicdo de PPy
influenciou as perdas de massa das blendas com maior percentual de PLGA nos
periodos de tempo de 90 e 150 dias.

a) =3 PCL(100) = PCLPLGA (90:10)
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Figura 5.8. Grafico do comportamento de perda de massa dos filmes de PCL puro, das blendas
PCL:PLGA e dos respectivos hanocompdésitos PCL:PLGA:PPy: (a) 100, (b) 90:10, (c) 80:20 e
(d)70:30. *p<0,05 ou **p<0,01.

A Figura 5.9. apresenta o grafico que revela a influéncia da adicdo de PLGA

na matriz PCL:PPy, conforme o tempo de degradacéo avaliado.
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Figura 5.9. Grafico do comportamento de perda de massa dos nanocompoésitos: PCL:PPy (100) e
PCL:PLGA:PPy (90:10), (80:20) e (70:30).*p<0,05, entre 30 e 180 dias para PCL:PLGA:PPy (90:10),
(80:20) e (70:30).

Quanto ao estudo da influéncia da composi¢do dos nanocompoésitos na perda
de massa dentro de um mesmo periodo de tempo - por exemplo, todos os sistemas
no tempo de 60 dias de incubacédo - a andlise estatistica revelou que a adicdo de
PLGA néo influenciou, significativamente, a perda de massa da matriz PCL:PPy
(100) dentro de um mesmo tempo. Portanto, avaliando dentro de cada periodo de
tempo, a composi¢do do nanocomposito ndo influenciou estatisticamente a perda de
massa. Logo, todos os nanocompdsitos revelaram o mesmo comportamento de

perda de massa dentro de um mesmo periodo de tempo.

A mesma composicdo do nanocompoésito em diferentes tempos de
degradacdo também pode ser avaliada — por exemplo, PCL:PLGA:PPy (90:10) em
30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias. A andlise estatistica revelou que todos os
nanocompositos, exceto PCL:PPy (100), perderam cerca de 3 vezes mais massa

aos 180 dias comparado as perdas obtidas aos 30 dias de incubacédo (Figura 5.9.).

Os resultados de perda de massa indicam que a adicdo do PLGA a matriz de
PCL somente exerce influéncia significativa em maior tempo de degradacdo e

guando as composic¢des das blendas apresentam maior percentual de PLGA.
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Jéa a adicdo de PPy influenciou as perdas de massa das blendas com maior
percentual de PLGA, além de em maiores tempos de degradacéo, 150 dias, também

no tempo de 90 dias.

No caso do filme PCL:PPy (100), nao percebeu-se alteragdo no
comportamento de perda de massa com a evolucdo do periodo de degradacao,
entretanto, todos os demais nanocompdsitos que apresentam PLGA na sua
composicao, revelaram perda significativa de massa com a evolug¢édo do periodo de
degradacdo. Esse comportamento indica que a presenca de PLGA € responsavel
por provocar perdas de massa significativas com a evolucdo do processo de

degradacéo.

O estudo de degradacéo realizado no presente trabalho revela que os filmes
expostos por mais tempo no PBS tendem a apresentar maiores percentuais de
perda de massa, embora o0 processo de degradacdo seja lento. Esse
comportamento estd de acordo com a literatura, pois estudos de Barbanti et al.
(2011) mostram que a PCL é morfologicamente estavel até um ano de degradacao.
Quanto ao PLGA 85:15, utilizado no presente estudo, o processo de degradacédo

comeca no periodo de 5 a 6 meses (Ulery et al., 2011).

Da mesma forma, o presente estudo revela que a perda de massa dos filmes
€ lenta e parece ser definida pelo comportamento de degradacéo lento da PCL, que,
por ser um polimero semi cristalino e relativamente hidrofébico (Tang et al.,2005)

apresenta faixas lentas de degradacdo.

Com relacao a influéncia do tempo, é importante destacar que, aos 90 dias, o
percentual de perda de massa das blendas foi menor em relagdo ao observado aos
60 dias de incubacdo. Esse comportamento também foi observado no estudo de
Casarin et al. (2011). Estudo esse que consistiu na degradacéao, in vitro, da blenda
de policaprolactona (PCL) e poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) em
solugcéo tampéo fosfato salino. Esse estudo revelou que os arcaboucos de PCL e
PHBV perderam massa ao longo do tempo de contato com a solugcdo tampao
fosfato, porém, com reducéo na velocidade de perda de massa apés 60 dias. Esse
comportamento € resultado da reducao da fase amorfa dos polimeros a medida que

a degradacdao evolui, ja que o acesso das moléculas de agua as cadeias € mais facil



49

na fase amorfa, esta é consumida primeiro. No primeiro estagio de degradagéo, ha
penetracdo e difusdo da agua nas regi6es amorfas do polimero e cisdo hidrolitica
das ligacdes ésteres das cadeias poliméricas. O segundo estagio ocorre quando
parte consideravel da regido amorfa estd degradada, e prossegue no centro dos
dominios cristalinos. Dessa forma, h4d um aumento percentual do grau de
cristalinidade (Barbanti et al., 2006; Lucas et al., 2008).

5.3.1.1. Medidas de pH

Os filmes foram degradados em 5 mL de solucéo tampao fosfato salino (PBS;
pH ~7,4; a 37 °C e 60 rpm) e o pH do meio foi acompanhado em funcédo do tempo de
degradacéo. O uso da solucdo tamponada permite uma simulacdo de degradacéo
mais préxima do processo in vivo. Além disso, a solugdo pode neutralizar os
produtos acidos liberados pela hidrélise do PLGA impedindo uma aceleracdo na
degradacédo, porém, com o aumento na taxa de degradacao, esse controle torna-se
cada vez mais dificil e a tendéncia é o decaimento do pH (Renouf-Glauser et al.,
2005; Jahno, 2005; Alexis et al., 2006; Yoshioka et al., 2008).

Nesse estudo, foi avaliada a alteracdo do pH da solucdo tampéo isenta de

amostra. O pH dessa solucéo permaneceu em 7,4.

Os resultados das medidas de pH das solugcbes de PBS, nas quais as

amostras foram imersas, séao exibidos na Figura 5.10.

Os valores médios de pH revelaram-se na faixa de 7,33 a 7,34 para as
blendas e na faixa de 7,28 a 7,31 para 0os nanocompasitos até 150 e 180 dias de

incubacao avaliados, respectivamente.

Constata-se, portanto, que ndo houve alteracéo significativa dos valores de
pH nos tempos de incubacado avaliados. Esse resultado permite concluir que, entre
as blendas, a adicdo de PLGA néao influencia, de maneira relevante, os valores de
pH até os 150 dias de incubacdo e a adicdo de PPy nas matrizes de PCL:PLGA
também nao influencia, de maneira relevante, os valores de pH até os 180 dias

investigados.
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Figura 5.10. Valores de pH da solugdo PBS: (a) PCL (100), PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30) até
150 dias de incubacéo e (b) PCL:PPy (100), PCL:PLGA:PPy (90:10), (80:20) e (70:30) até 180 dias

de incubacéo.

Na literatura, as matrizes de PLGA 85:15, ao serem submetidas a degradacéao
hidrolitica sob as mesma condi¢des do presente estudo, revelam que, nas primeiras
semanas, o pH mantém-se constante, proximo de 7,4. Somente a partir de oito
semanas o valor do pH comeca a decair, consideravelmente, devido aos produtos
acidos que resultam do processo de hidrolise do PLGA (Alexis et al., 2006; Yoshioka
et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam que o processo de

degradacdo dos sistemas poliméricos estudados € lento, j& que os produtos acidos
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da hidrdlise do PLGA néo estdo presentes em quantidade suficiente para provocar

alteracéo no valor do pH na solucéo de PBS.

5.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As morfologias das amostras foram analisadas por Microscopia Eletrénica de

Varredura antes e apoés os periodos de 60, 90 e 150 dias de incubacéo.

Na sequéncia, sdo ilustradas as micrografias das amostras dos filmes das

blendas e dos nanocompdsitos submetidos a degradagéao hidrolitica.

A Figura 5.11. revela as micrografias dos filmes de PCL puro e das blendas
PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30) antes do processo de degradagao.

(a) (b) |

Figura 5.11. Micrografias das superficies dos filmes antes da degradacao: (a) PCL (100); (b)
PCL:PLGA (90:10); (c) PCL:PLGA (80:20) e (d) PCL:PLGA (70:30). Ampliag&o: 2.000x.

A Figura 5.11. (a) é uma ampliagdo da Figura 5.12. Nesta, é possivel
perceber a presenca de agregados esféricos caracteristicos com lacunas na forma

de vazios na superficie do filme de PCL.
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Figura 5.12. Micrografia da superficie do filme de PCL antes da degradacdo. Ampliagdo 500x.

A partir da Figura 5.11., verifica-se que a adicdo de PLGA na matriz de PCL,
altera a superficie do filme, pois a fase de PLGA imiscivel se dispersa na matriz
como dominios esféricos (indicados por setas na Figura 5.11.). Esses dominios
aumentam a medida que aumenta a concentracdo de PLGA. Isso indica uma
limitacdo na quantidade de PLGA adicionado, ja que ha tendéncia a formacao de
agregados maiores ao invés de ocorrer a dispersao homogénea do PLGA na matriz
polimérica. Resultados similares foram observados em filmes de PCL:PLGA
produzidos por Tang et al. (2005) pelo método de evaporacdo utilizando PLGA
65:35.

A Figura 5.13. mostra as micrografias do filme de PCL puro antes e apds o

processo de degradacéo.

A degradacdo da amostra de PCL puro evolui para desgastes superficiais
com aspectos de depressdes e erupgcbes, como observado aos 150 dias de
degradagdo (Figura 5.13. (d)). Esse comportamento também foi observado no
estudo de Ferreira et al. (2014).
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Figura 5.13. Micrografias das superficies dos filmes de PCL (100): (a) antes da degradacéo; (b) apos
60 dias de degradacéo; (c) apds 90 dias de degradacéo e (d) apds 150 dias de degradacao.
Ampliagdo: 2.000x.

As Figuras 5.14., 5.15. e 5.16. apresentam as micrografias das blendas
PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30), respectivamente, antes e apds 0 processo de
degradacéo.
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Figura 5.14. Micrografias das superficies dos filmes da blenda PCL:PLGA (90:10): (a) antes da
degradacéo; (b) apds 60 dias de degradacéo; (c) apos 90 dias de degradacéo e (d) apds 150 dias de
degradagéo. Ampliagdo: 2.000x

Figura 5.15. Micrografias das superficies dos filmes da blenda PCL:PLGA (80:20): (a) antes da
degradacéo; (b) apds 60 dias de degradacdo; (c) apos 90 dias de degradacéo e (d) ap6s 150 dias de
degradacgdo. Ampliacdo: 2.000x
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Figura 5.16. Micrografias das superficies dos filmes da blenda PCL:PLGA (70:30): (a) antes da
degradacéo; (b) apds 60 dias de degradacéo; (c) apos 90 dias de degradacéo e (d) apds 150 dias de
degradacdo. Ampliacdo: 2.000x

A partir da analise das micrografias dos filmes das blendas (Figuras 5.14.,
5.15. e 5.16.) pode ser observado que ndo houve alteragdo acentuada nas
superficies antes e apds a degradacdo dos filmes das blendas PCL:PLGA (90:10) e
(80:20). Para a blenda PCL:PLGA (70:30) observa-se a fase de PLGA dispersa na
matriz como dominios esféricos (indicados por setas na Figura 5.16.) e, apos 90 dias
de exposicdo na solugdo tampdo fosfato salina, observa-se que os dominios
apresentam-se intumescidos devido a primeira fase do processo de degradacéo que
corresponde a incorporacdo de moléculas de agua (indicados por circulos na Figura
5.16.(c)). Esse comportamento esta de acordo com os resultados de degradacao
descritos no item 5.3.1 a respeito da diminuicdo do percentual de perda de massa

aos 90 dias de degradacéo.

O PLGA tem a caracteristica de absorver a agua presente no meio devido a
interacdo entre as moléculas de agua com os grupos hidrofilicos da sua estrutura
guimica. Segundo Lucas et al. (2008), o estudo do mecanismo de degradacdo
hidrolitica revela que a agua, ao penetrar a matriz polimérica, pode provocar o
intumescimento do polimero. A intrusdo de agua inicia a hidrélise do polimero,
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levando a criacdo de oligdbmeros e monémeros. A degradacdo progressiva altera a
microestrutura da matriz devido a formacdo de poros, entdo os oligbmeros e

mondmeros sao liberados.

As micrografias ilustram que houve pouca alteragcdo das superficies dos
filmes, assim estdo de acordo com os resultados de perda de massa obtidos pelo
teste in vitro de degradacdo. Este resultado é interessante e indica que todas as
blendas propostas demonstram que s&o adequadas quando se planeja aplicacdes
terapéuticas de acdo prolongada e com pouca modificacdo do aspecto inicial do

filme.

A Figura 5.17. revela as micrografias das superficies dos filmes dos

nanocompaositos antes do processo de degradacao.

Figura 5.17. Micrografias das superficies dos nanocompdsitos antes da degradacéo: (a)PCL:PPy
(100); (b) PCL:PLGA:PPy(90:10); (c) PCL:PLGA:PPy(80:20) e (d) PCL:PLGA:PPy (70:30). Ampliacéo:
2.000x

Comparando as micrografias dos filmes de PCL e das blendas antes da
degradacédo (Figura 5.11.) com as dos seus respectivos nanocompositos (Figura
5.17.), observa-se 0 aspecto fibroso e irregular adquirido pelo material com a adicao
de PPy. A partir da Figura 5.17., pode-se observar que os filmes PCL:PLGA:PPy
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(90:10), (80:20) e (70:30) apresentam dominios esféricos de PLGA dispersos na

matriz (indicados por setas na Figura 5.17.).

A Figura 5.18. mostra as micrografias antes e apos a degradacgdo do filme de
PCL:PPy (100).

Figura 5.18. Micrografias das superficies dos filmes de PCL:PPy (100): (a) antes da degradacéo;
(b)apés 60 dias de degradacéo; (c) apos 90 dias de degradacéo e (d) apés 150 dias de degradacao.
Ampliacéo: 2.000x

A partir da Figura 5.18., verifica-se que, apds os periodos de incubacéo
avaliados, as superficies dos filmes de PCL:PPy tornaram-se ainda mais irregulares
e fibrosas.

As Figuras 5.19., 5.20. e 5.21. apresentam as micrografias dos filmes dos
nanocompositos PCL:PLGA:PPy (90:10), (80:20) e (70:30), respectivamente, antes e

apos o processo de degradacao.
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Figura 5.19. Micrografias das superficies dos filmes de PCL:PLGA:PPy (90:10): (a) antes da
degradacéo; (b) apds 60 dias de degradacéo; (c) apos 90 dias de degradacao e (d) apds 150 dias de
degradagéo. Ampliagdo: 2.000x

Figura 5.20. Micrografias das superficies dos filmes de PCL:PLGA:PPy (80:20): (a) antes da
degradacéo; (b) apds 60 dias de degradacéo; (c) apos 90 dias de degradacao e (d) apds 150 dias de
degradacédo. Ampliagdo: 2.000x
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Figura 5.21. Micrografias das superficies dos filmes de PCL:PLGA:PPy (70:30): (a) antes da
degradacéo; (b) apds 60 dias de degradacéo; (c) apos 90 dias de degradacéo e (d) apds 150 dias de
degradagéo. Ampliagdo: 2.000x

As micrografias mostram que as superficies dos filmes dos nanocompdsitos
néo sdo afetadas significativamente pelo tempo de degradacéo. E possivel observar
gue as Figuras 5.19., 5.20. e 5.21. revelam os dominios esféricos de PLGA

dispersos na matriz (indicados por setas nas Figuras 5.19., 5.20. e 5.21.).

As nanofibras de PPy mantiveram-se distribuidas de forma irregular na matriz
polimérica. Essas nanofibras proporcionam a presenca de poros com tamanhos
variados que podem servir de arcabougos para promover 0 crescimento e a
proliferagéo celular guiada pelas nanofibras de PPy e assim facilitar a formagao de

novos tecidos bioldgicos na engenharia tecidual.
5.3.3. Condutividade elétrica
A condutividade elétrica das blendas e dos nanocompadsitos foi determinada

pelo método da sonda quatro pontas. Os valores de condutividade elétrica, em

S.cm™, dos filmes s3o relatados na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4. Medidas de condutividade elétrica (S.cm™) das Blendas e dos Nanocompésitos.

. L Composigao (%m/m) Condutividade elétrica
Sistemas poliméricos

PCL PLGA PPy (Slecm)

100 0 0 1x10™

Blendas m
70 30 0 1x10

100 0 10 2x10°

_ 90 10 10 1x10°®

Nanocompésitos 3
80 20 10 5x10

70 30 10 5x10°

Os valores de condutividade elétrica exibidos na Tabela 5.4. mostram que o0s
filmes de PCL e das blendas de PCL:PLGA séo isolantes. O PPy, por ser um
polimero condutor, provoca 0 aumento da condutividade elétrica de sistemas
poliméricos ao ser adicionado como carga nos mesmos. Os resultados exibidos na
Tabela 5.4 mostram que a presenca de 10% de PPy na matriz de PCL aumenta a
condutividade da mesma em um fator de 10°. Na matriz de PCL:PLGA (70:30), a
mesma quantidade de PPy conferiu um aumento no valor da condutividade em um
fator de 10°. Portanto, constata-se que os valores de condutividade elétrica dos
nanocompésitos revelam-se maiores nos que apresentam maior proporcdo de
PLGA.

Segundo Lu, X. et al. (2010), a condutividade elétrica depende da dispersao
da nanocarga na matriz; logo, para produzir compdésitos poliméricos de PPy
altamente condutores, as particulas de PPy devem ser adequadamente dispersas
nas matrizes poliméricas para que sejam construidas redes condutoras controladas
pelas cargas de PPy e pelas microestruturas das matrizes. A Figura 5.22. ilustra os
filmes de PCL:PLGA:PPy (70:30) e PCL:PPy (100) a partir dos quais constatamos a

melhor dispersdo do PPy na matriz contendo 30% de PLGA, um polimero amorfo.

Esse comportamento também pode ser explicado a partir da cristalinidade dos
polimeros, conforme discutido anteriormente. As cargas tendem a se dispersarem
melhor nas regies amorfas da matriz polimérica semi cristalina, entdo os dominios
cristalinos funcionam como isolantes, pois interrompem possiveis caminhos
condutivos existentes no interior do composito. Portanto, um aumento dos dominios
cristalinos em um compésito com polimero condutor pode resultar na diminuicdo da
condutividade (Lu, X. et al., 2010).
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Figura 5.22. Imagens do comportamento de dispers@o das nanofibras de PPy na matriz polimérica:

(a)PCL:PLGA:PPy (70:30) e (b) PCL:PPy (100).

5.3.4. Propriedades térmicas
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As temperaturas de fusdo (Tf) e de cristalizacdo (Tc), bem como, as entalpias

de fusao (AHf) dos filmes foram determinadas pela analise calorimétrica diferencial

(DSC) (Figuras 5.23. e 5.24.).

Os valores de Tf, Tc e AHf bem como os percentuais de cristalinidade dos

filmes sdo reunidos na Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Dados calorimétricos das amostras obtidos a partir das curvas de DSC.

Amostra Tf (°C) Tc (°C) AHf (3/9) Cristalinidade
(%)
PCL (100) 53 29 40 29
PCL:PLGA (90:10) 53 26 32 25
PCL:PLGA (80:20) 55 26 21 19
PCL:PLGA (70:30) 54 26 19 19
PCL:PPy (100) 48 25 36 28
PCL:PLGA:PPy (90:10) 51 28 24 21
PCL:PLGA:PPy (80:20) 50 26 20 20
PCL:PLGA:PPy (70:30) 47 19 20 22

As curvas de DSC do PCL e das blendas PCL:PLGA (90:10), (80:20) e
(70:30) sao apresentadas na Figura 5.23.
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Figura 5.23. Curvas de DSC dos filmes de PCL (100) e das blendas PCL:PLGA (90:10), (80:20) e

(70:30): (a) ciclo de resfriamento e (b) segundo ciclo de aquecimento.
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O filme de PCL preparado apresentou Tf de 53 °C e Tc de 29 °C. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura (Tang et al., 2005; Navarro-Baena et al.,
2016). A adicdo PLGA néo resultou em alteragéo na temperatura de fusdo da PCL,
entretanto, a adicdo de 30% de PLGA, reduziu pela metade, aproximadamente, o
valor da entalpia de fusdo da PCL. Esse resultado corrobora com os obtidos por
Tang et al. (2005). A adicdo de PLGA, um polimero amorfo, diminui o percentual de

cristalinidade das blendas, conforme o esperado.

As curvas de DSC do PCL:PPy (100) e dos nanocompésitos PCL:PLGA:PPy
(90:10), (80:20) e (70:30) sdo apresentadas na Figura 5.24.

A adicdo de PPy reduziu a Tf das blendas, entretanto nao influenciou a
cristalinidade das mesmas. Embora se observe uma tendéncia a diminuicdo da Tf,

esse resultado nao é significativo.

As curvas de DSC dos nanocompdésitos ndo registraram quaisquer transi¢coes
com as quais a temperatura de transi¢ao vitrea do PPy pudesse ser associada. Esse
resultado € devido a baixa carga de PPy adicionada, de modo que a sua
contribuicdo é muito pequena para ser medida (Lu, X. et al., 2010). Embora, seja
evidenciado que a adicdo de PPy reduziu a Tf das blendas.
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Figura 5.24. Curvas de DSC do PCL:PPy (100) e dos nanocompdsitos PCL:PLGA:PPy (90:10),

(80:20) e (70:30): (a) ciclo de resfriamento e (b) segundo ciclo de aguecimento.
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A estabilidade térmica de suportes biocompativeis € um fator importante que
deve ser avaliado, ja que a degradacéao térmica pode gerar moléculas menores, bem
como subprodutos de degradacéao, que podem interferir com a composi¢cao quimica
do material e alterar sua citotoxicidade e biocompatibilidade (Barbantiet al., 2011). A
andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada a fim de avaliar a estabilidade térmica
das amostras. Para tanto, foi determinada a perda de massa com o aumento da

temperatura, bem como a temperatura de degradacdo maxima das amostras.

Os valores de Tonset (temperatura na qual a degradacdo comeca), Tengset
(temperatura na qual a degradacédo termina), Tmax (temperatura na qual a perda de
massa foi maxima), bem como os resultados de perda de massa e os percentuais

em massa de residuos obtidos sao reunidos na Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Propriedades térmicas das amostras obtidas a partir dos termogramas

Amostra Perdade | Tonset| Tmax | Tenaset| Residuo(%) | Residuo(%)

massa (%) | (°C) (°C) (°C) Tendset 600°C
PCL (100) 95 310 397 466 3,70 2,46
PCL:PLGA (90:10) 96 278 399 445 1,78 2,13
PCL:PLGA (80:20) 93 275 398 455 4,10 3,40
PCL:PLGA (70:30) 95 268 401 434 3,40 3,27
PCL:PPy (100) 92 343 406 462 4,07 2,52

PCL:PLGA:PPy (90:10) 83 348 407 462 12,55 10,87

PCL:PLGA:PPy (80:20) 78 346 409 458 17,96 15,83
PCL:PLGA:PPy (70:30) 94 346 408 465 0,31 ND

*ND: ndo determinado

As curvas de TGA dos filmes de PCL, das blendas PCL:PLGA (90:10), (80:20)

e (70:30) e dos seus respectivos nanocompdésitos sdo apresentadas na Figura 5.25.
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Figura 5.25. Sobreposicdo dos termogramas dos filmes: (a) PCL (100); PCL:PLGA (90:10), (80:20) e
(70:30) e (b) PCL:PPy (100); PCL:PLGA:PPy (90:10), (80:20) e (70:30).
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A partir da andlise dos dados exibidos na Tabela 5.6 e dos termogramas dos
sistemas poliméricos sem PPy (Figura 5.25 (a)), verifica-se que o filme de PCL
apresenta maior estabilidade térmica quando comparado as blendas, visto que a
adicdo de PLGA provoca a diminuicdo dos valores de Toneet das blendas. Esse
resultado indica que o polimero degrada-se mais rapidamente com o aumento do

percentual de PLGA, embora ndo se observe uma variacao significativa na Tmax.

A influéncia da adicdo do PPy na estabilidade térmica das blendas foi
investigada (Figura 5.25 (b)). O PPy aumentou a estabilidade térmica das blendas,
uma vez que 0s nanocompositos apresentaram maiores valores de Tgnset COmparado

agueles observados para as blendas.

O valor médio de Tnax determinado para os filmes das blendas foi de 394 °C
(Figura 5.25 (a)); para os nanocompdsitos, o valor médio de T sy obtido foi de 402°C
(Figura 5.25 (b)). Portanto, a temperatura de degradacdo maxima dos filmes nao foi

alterada, de forma relevante, com a adi¢cdo de PLGA e nanofibras de PPy.

Os termogramas e as respectivas derivadas (TGA/DTG) dos filmes de PCL,
PCL:PPy (100), PCL:PLGA (70:30) e PCL:PLGA:PPy (70:30) sédo apresentados nas

Figuras 5.26. e 5.27. Os demais termogramas séo apresentados na secao Apéndice.
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Figura 5.26. Curvas de TGA/DTG: (a) PCL (100) e (b) PCL:PPy (100).



69

120 2.0
(a) ,
400.62°C L
100 4 =267.62°C | /\ [
1.5
80 |
345.04°C ~1.0 .(:)
2 S
- =
m 60 - +
1)) %
[5}] \ o L i)
2 \ 95.28% m
. \ F05 =
\ Z
v g e
40+ @
r (]
\ L
\ 0.0
20+
\ L
Residue: o
3.399% 3.271% 599.13°C [
434.37°C (0.04122mg) L
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T -0.5
0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (0 G} Universal V4.1D TA Instruments
120 2.0
(b) s
100 + 407.83°C r
346.36°C k\- 15
80 |
r -
| F10 =
~ 60 L=
— 1 m
o 94.22% r Il
[5)] 5]
w L m
S 40+ =
= 1 F05 =
-
r [1H]
(W]
20 [
e
0.0
07 . |
] 464.55°C L
0.3095%
-20 L S L L L S —T r r [~ * °* [ r °r [t * " [t T T [t T T -0.5
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Temperatu ra (0 C} Universal V4.1D TA Instruments

Figura 5.27. Curvas de TGA/DTG: (a) PCL:PLGA (70:30) e (b) PCL:PLGA:PPy (70:30).
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As curvas TGA/DTG referente ao PCL e ao PCL:PPy (100) (Figura 5.26)
revelam um dnico evento de perda de massa relacionado ao processo de
degradacdo da matriz polimérica, cujos valores de temperatura maxima
correspondem, respectivamente, a 397 e 406 °C. Navarro-Baena et al. (2016)
estudaram a estabilidade térmica da PCL e constataram que a temperatura de
degradacdo maxima é em torno de 400 °C, conforme determinado no presente

estudo.

A Figura 5.27.(a) mostra dois eventos que correspondem a perda de massa
referente a degradacao da PCL, cuja temperatura manteve-se em torno de 400 °C, e
do PLGA, cujo valor apresentado foi de 325 °C. Esses resultados corroboram como
os estudos de Mainardes et al. (2006), que constataram que a decomposi¢cao
térmica do PLGA é caracterizada por evento endotérmico que inicia a 320°C. Ao
comparar esses resultados aos obtidos para o respectivo nanocompdsito,
PCL:PLGA:PPy (70:30), constata-se que a temperatura de degradacdo maxima do
filme de PCL manteve-se em torno de 400 °C, mas aumentou em 41°C, de 325 para
366 °C, para o PLGA. A partir desse resultado, € possivel supor que o PPy esta
disperso no PLGA, deslocando o pico caracteristico de degradacdo do PLGA para

temperaturas mais elevadas.

A degradacéo térmica de polimeros biocompativeis tem sido descrita como
um processo envolvendo varios estagios e mecanismos que dependem dos grupos
ésteres (Penco et al., 2000). Dessa forma, as diferencas das propriedades térmicas
entre 0s materiais sao atribuidas a composicao e cristalinidade do material, ja que
guanto maior o numero de cadeias carbonicas lineares, bem como as proximidades

das mesmas, maior sera a estabilidade térmica do material (Barbanti et al., 2011).

5.3.5. Determinacéo do angulo de contato

Para avaliar as superficies dos filmes quanto a hidrofilicidade, foram
determinados os valores do angulo de contato. Esses dados foram expressos como
médiaterro padrdao e analisados por ANOVA de uma via seguida do teste de
Bonferroni (Tabela 5.7.).
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Tabela 5.7. Medidas do angulo de contato entre a interface filme-agua.

Amostras Angulo de Contato (°)
PLGA 78,8+1,7
PCL 77,8+0,6
PCL:PLGA (90:10) 75,4+0,1
PCL:PLGA (80:20) 74,8+0,3
PCL:PLGA (70:30) 73,7+ 0,3
PCL:PPy (100) 69,6+0,3
PCL:PLGA:PPy (90:10) 73,610,3
PCL:PLGA:PPy (80:20) 73,1%0,4
PCL:PLGA:PPy (70:30) 72,6+0,7

A partir da analise estatistica realizada, verifica-se que as blendas de
PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30) apresentam valores de &ngulo de contato na
faixa de 74,4 a 74,9°. Para os nanocompoésitos, PCL:PLGA:PPy (90:10), (80:20) e
(70:30), os valores de angulo de contato estdo compreendidos na faixa de 72,6 a
73,6°.

Os valores obtidos para as blendas, PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30),
foram menores em relagdo ao valor do angulo de contato da PCL (Figura 5.28 (a) e
(b)). Esses resultados estdo de acordo com o que foi verificado com o estudo de
Tang et al. (2005), que indica que a adicdo de PLGA reduz o angulo de contato das

blendas de PCL:PLGA, provocando o aumento da hidrofilicidade das mesmas.

A adicao de 10% de PPy também influenciou o valor do &ngulo de contato do
filme de PCL provocando a reducédo desse valor em, aproximadamente, 8° (Figura
5.28 (a) e (c)).

O PPy dopado com acido p-toluenosulfénico apresenta angulo de contato
com a agua de 64,7° (Melo et al., 2005) e, portanto, seu carater hidrofilico tende a

aumentar a hidrofilicidade dos filmes.
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Figura 5.28. Imagem do angulo de contato de uma gota de agua deionizada na superficie de: (a)
PCL(100) 78°; (b) PCL:PLGA (70:30), 74° e (c) PCL:PPy (100) 70°.

As superficies dos polimeros puros, bem como dos sistemas poliméricos
preparados classificam-se como intermediarias, segundo a classificagdo proposta
por Toma (2016) (Tabela 5.8), j& que apresentam valores de angulo de contato na
faixa de 30 a 90°.

Tabela 5.8. Classificagcdo da superficie em funcdo do angulo de contato (°)

Angulo de Contato (°) Superficie
~0° Super-hidrofilica
< 300 Hidrofilica

30 —90° Intermediaria
90- 140 Hidrofobica
>140 Super-hidrofébica

A hidrofilicidade € uma propriedade importante para os biomateriais, pois
aumenta a adesao, a proliferacdo e o crescimento celular (Fonner et al., 2008; Liu,
H. etal., 2012).

Superficies hidrofébicas, no entanto, tém alta afinidade com uma ampla
variedade de proteinas. A adsorcdo de proteinas plasmaticas - por exemplo,
albumina e fibrinogénio - associadas ao implante e as mudancas conformacionais

promovem reacdes inflamatérias. Dessa forma, as superficies hidrofilicas podem
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aumentar a biocompatibilidade do material, ja que tem pouca afinidade com essas

proteinas (Thevenot et al., 2008).

5.3.6. Teste de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade, in vitro, foi realizado o ensaio de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolico), que mede a atividade mitocondrial
de células vivas e representa um parametro de suas atividades metabdlicas (Tang et
al.,2007).

A classificacdo de citotoxicidade de materiais conforme os niveis de

viabilidade celular (ISO 10993-5, 1999) € apresentada na se¢cao Anexo.

Os resultados dos testes de citotoxicidade dos homopolimeros puros (PCL
(100) e PLGA (100)) e das blendas, sdo apresentados na Figura 5.29.

A andlise da viabilidade das linhagens FGH, MRC-5 e RAW, apd0s 24h, nas
amostras de PCL (100), de PLGA (100) e das blendas PCL:PLGA (90:10), (80:20) e
(70:30) revelaram que os filmes de PCL (100) e da blenda PCL:PLGA (90:10)
causaram a diminuigdo significativa da viabilidade celular apenas da linhagem RAW
(p<0,001), comparada ao grupo controle. A linhagem RAW também revelou
diminuicao significativa (p<0,01) da viabilidade celular, em relacdo ao controle, para
a blenda PCL:PLGA (80:20) (Figura 5.29.).

Para as linhagens FGH e MRC-5, os percentuais de viabilidade celular
revelaram-se significativamente maiores (p<0,05) apds 24 h de cultivo com os filmes
da blenda PCL:PLGA (70:30) em comparacgéo ao controle. Esse resultado evidencia
0 aumento do percentual de PLGA nas blendas provoca o aumento da viabilidade
celular. Esse resultado corrobora com o estudo de Tang et al. (2005), a partir do qual
foi constatado que osteoblastos tendem a ligarem-se, preferencialmente, as blendas
PCL:PLGA com alta percentagem de PLGA.
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Figura 5.29. Analise da viabilidade das linhagens: (a) FGH, (b) MRC-5 e (c) RAW apés 24h de cultivo
com os filmes poliméricos puros ou blendas de PCL:PLGA nas proporc¢@es de (90:10), (80:20),
(70:30).**p<0,01 ou ***p<0,001 vs Controle.

Esses resultados indicam que apenas para a linhagem RAW, os filmes de
PCL (100) e de PCL:PLGA (90:10), revelam-se moderadamente citotdxicos e 0s
filmes PCL:PLGA (80:20), levemente citotdxicos, comparado ao controle, conforme a

classificagcao de citotoxicidade 1ISO 10993-5.

A PCL é conhecida, em geral, como sendo compativel com a viabilidade e
crescimento celular (Tang et al., 2005), porém, Calvert et al. (2000) caracterizou o
comportamento de osteoblastos de células estromais de medula éssea em filmes de
PCL, PLGA e suas blendas e esse estudo revelou que o filme de PCL puro foi o
material menos capaz de reter os osteoblastos, enquanto que o PLGA era
osteocondutor. Além disso, mostrou que os osteoblastos aderiram-se e espalharam-
se sobre os filmes das blendas PCL:PLGA e o filme PCL:PLGA (70:30) atraiu mais
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células do que os demais filmes nos trés primeiros dias. Comportamento também

observado no presente estudo para as linhagens de fibroblastos (FGH e MRC-5).

A Figura 5.30. apresenta os resultados de viabilidade celular das linhagens
FGH, MRC-5 e RAW, apés 24h e 48h, nas amostras contendo polipirrol. Apenas o
filme PCL:PPy (100) exibiu diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) na

viabilidade celular da linhagem FGH.

Os demais resultados néo revelaram diminuicdo estatisticamente significativa
na viabilidade celular das linhagens testadas, apresentando valores similares aos
das células cultivadas na placa de cultura (controle). Dessa forma, conclui-se que o
PPy, quando presente em blendas PCL:PLGA, ndo induz toxicidade as linhagens
estudadas.

Esses resultados sao corroborados com o estudo de Wang et al. (2004) que
constataram biocompatibilidade entre as células de Schwann e amostras de PPy,
sendo este, portanto, adequado para o crescimento de tecido nervoso de mamiferos.

Um dado importante a ser considerado € que o PPy modificou a morfologia
dos filmes preparados, deixando-0s mais rugosos e com superficie adequada para o
crescimento celular. A topografia de superficie de suportes poliméricos é um fator
importante que influencia a aderéncia de células que pode dificultar ou promover a
ligacdo de células. E geralmente conhecido que superficies mais rugosas promovem
a ligacdo das células e é importante poder controlar esta propriedade do suporte. A
escala para promover a ligacdo de células varia de 10 a 1000 nm (Runge et al.,
2010).
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Figura 5.30. Analise da viabilidade das linhagens: (a, d) FGH, (b, €) MRC-5 e (c, f) RAW apés (a-c)
24h ou (d-f) 48h de cultivo com os nanocompositos PCL:PPy (100) e PCL:PLGA:PPy (90:10), (80:20)
e (70:30).*p<0,05 vs Controle.
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6. CONCLUSOES

Nanofibras de PPy foram obtidas por meio da polimerizacdo quimica
oxidativa, sob agitacdo e sob repouso, usando &cido p-toluenossulfénico como
agente dopante. Ambas as metodologias resultaram em nanofibras homogéneas e
em nanofibras com aglomerados na superficie. As fibras obtidas sob agitacao
apresentaram dimensédo média de 334+66 nm e para as obtidas sob repouso, o valor
médio determinado foi de 589+144 nm. A agitacdo ndo influenciou,
significativamente, o rendimento da sintese e a condutividade elétrica das
nanofibras, cujos valores verificados foram na ordem de 10™ S.cm™, portanto, na

faixa de semicondutres (10”7 — 10 S.cm™).

Foram preparados filmes de PCL e de PCL:PLGA (90:10), (80:20) e (70:30)
com e sem a presenca de nanofibras de polipirrol. A dispersdo das nanofibras de
PPy na matriz polimérica biodegradavel resultou em um material com morfologia
rugosa e fibrosa contendo poros interconectados. Esse resultado é importante pois
essa morfologia favorece a permeabilidade de nutrientes e facilita a adesé@o e a
proliferacdo celular. Os sistemas poliméricos preparados apresentaram boa
estabilidade térmica, sendo que a adicdo do PPy melhorou a estabilidade térmica
dos filmes, bem como a condutividade elétrica dos mesmos. Os filmes com maior
percentual de PLGA revelaram-se mais condutivos e a explicacdo para esse
comportamento reside no fato de que a nanocarga tende a dispersar-se,
preferencialmente, na fase amorfa da matriz polimérica, nesse caso, na fase de
PLGA.

A incorporacédo de PLGA na PCL diminuiu o grau de cristalinidade, enquanto

gue a adicdo de PPy nao influenciou a cristalinidade das blendas.

Os resultados de perda de massa indicam que a adicdo do PLGA a matriz de
PCL somente exerce influéncia significativa em maior tempo de degradacédo, 150
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dias, e quando as composic¢des das blendas apresentam maior percentual de PLGA.
Ja a adicao de PPy tende a influenciar as perdas de massa das blendas com maior
percentual de PLGA e em maiores tempos de incubacgéo, 90 e 150 dias. No caso do
filme PCL:PPy, néo foi verificada alteracdo no comportamento de perda de massa
com a evolucdo do periodo de degradacéo, ao contrario do que foi observado para
os demais nanocompdsitos, que apresentam PLGA na sua composicdo. Esse
comportamento indica que a presenca de PLGA é responsavel por provocar perdas
de massa significativas com a evolugcédo do processo de degradacdo. Os resultados
do comportamento de perda de massa dos diferentes sistemas poliméricos
preparados demonstram que 0os mesmos revelam-se adequadas para o potencial
uso no tratamento de lesbes em nervos periféricos, pois sdo lesdes de lenta
recuperacao e necessitam que o material figue pelo menos seis meses sem sofrer

degradacao.

Os resultados de citotoxicidade permitiram concluir que a blenda de
PCL:PLGA (70:30) ndo demonstrou citotoxicidade em contato com os tipos celulares
avaliados, fibloblastos e macréfagos. O aumento do percentual de PLGA, portanto,
resultou em superficies que apresentam maior viabilidade celular. O PPy, quando

presente em blendas PCL:PLGA, nao induz toxicidade as linhagens estudadas.

A partir deste trabalho, foram produzidos filmes de nanocompdsitos com
superficie classificada como intermediaria quanto ao angulo de contato com a agua,
atoxica e de morfologia porosa que favorecem o crescimento celular guiado pelas
nanofibras de PPy. Além disso, esses filmes revelam boa estabilidade térmica e
tempo de degradacdo adequado para o uso no tratamento de lesbes em nervos
periféricos. Logo, suportes biocompativeis baseados em PCL e PLGA com
nanofibras de PPy dispersas correspondem a materiais que podem vir a contribuir
com o processo de regeneracdo nervosa e, portanto, Sdo promissores para

aplicacao na engenharia tecidual.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Em continuidade a este trabalho sugere-se:

- Avaliar a influéncia da incorporacdo de PLGA e PPy nas propriedades

mecanicas dos sistemas poliméricos preparados;

- Avaliar a microestruturacdo dos filmes de blendas e blendas/PPy no

processo de adesao e proliferacao celular;

-Testar in vivo a viabilidade e a eficacia do uso dos sistemas poliméricos
contendo as nanofibras de PPy funcionalizadas incorporando fatores de
crescimento (FK 506).
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Classificacao de citotoxicidade de materiais - niveis de viabilidade celular em

porcentagem segundo categorias de toxicidade dos materiais do documento 1SO

10993-5: 1999.

Citotoxicidade

Viabilidade celular (%)

Faixa
Nao citotoxico > 90
Levemente citotéxico 80 a 89
Moderadamente citotéxico 50a79

Severamente citotdéxico

<50
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