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RESUMO

Lesões em nervos periféricos podem causar inúmeros problemas na vida dos paci-
entes, tais como alterações sensoriais, dor e paralisias. O autoenxerto é considerado
o reparo mais eficaz em casos de lesões graves em que a sutura direta não é apli-
cável. No entanto, o autoenxerto causa a perda de funcionalidade do sítio doador, e
ainda, existe uma limitada disponibilidade de nervos doadores. Os conduítes de ner-
vos surgem como uma alternativa ao autoenxerto. Alguns conduítes encontram-se
disponíveis para o uso clínico, no entanto, ainda precisam ser otimizados para uma me-
lhor resposta funcional do nervo. Assim, nesta tese, foram desenvolvidas membranas
eletrofiadas constituídas de fibras alinhadas de poli (ácido láctico-co-ácido glicólico
(PLGA) contendo três tipos de aditivos condutores, polipirrol (PPy), montmorilonita-
polipirrol (Mt-PPy) e nanotubos de carbono (NTC), com microestrutura, propriedades
elétricas, mecânicas e biológicas favoráveis para serem utilizados como conduítes de
nervos. As membranas eletrofiadas foram preparadas a partir de duas rotas distintas:
i) recobrimento da membrana eletrofiada de PLGA com PPy a partir da polimerização
oxidativa in situ do monômero; ii) eletrofiação direta, em que as membranas foram
obtidas a partir da eletrofiação de uma solução contendo o PLGA e os aditivos PPy, Mt-
PPy dopados com ácido dodecil benzeno sulfônico (DBSA) e os NTC. Foi investigado
os parâmetros apropriados para a eletrofiação do PLGA, as condições apropriadas
para um recobrimento homogêneo das fibras de PLGA com PPy e o efeito de diferen-
tes frações mássicas de PPy, Mt-PPy e NTC na microestrutura, nas propriedades e
na viabilidade celular in vitro das membranas eletrofiadas. Ademais, foi investigada
a degradação in vitro das membranas de PLGA e PLGA/NTC. As rotas utilizadas no
preparo das membranas eletrofiadas influenciaram diretamente nas propriedades elé-
tricas e na citotoxicidade das membranas. As membranas de PLGA recobertas com
polipirrol (PLGA-rec) apresentaram os maiores valores de condutividade elétrica, com
aumento de 15 ordens em relação as membranas de PLGA. Também apresentaram
aumento da hidrofilicidade e nas propriedades mecânicas. No entanto, foram citotó-
xicas pelos resultados de viabilidade celular in vitro. As membranas eletrofiadas de
PLGA e PLGA/NTC degradaram-se in vitro em até 60 % em 12 semanas. Membranas
eletrofiadas de PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-DBSA e PLGA/NTC obtidas por eletro-
fiação direta apresentaram propriedades mecânicas e biológicas apropriadas para a
aplicação. O aumento da fração mássica dos aditivos contribuiu para o aumento das
propriedades térmicas e mecânicas das membranas. Os três grupos apresentaram
viabilidade celular, entretanto, não houve diferença significativa na resposta biológica
entre os grupos. Os maiores valores de condutividade elétrica foram apresentados
pela membrana de PLGA/Mt-PPy.DBSA contendo 5 e 7,5 %m de Mt-PPy.DBSA, com
aumento de 6 e 7 ordens de grandeza, respectivamente. Essa resposta foi atribuída
à formação de uma rede condutora facilitada pela alta razão de aspecto do aditivo
Mt-PPy.DBSA. Considerando as significativas mudanças na condutividade elétrica e
as satisfatórias propriedades mecânicas e biológicas, as membranas eletrofiadas de
PLGA/Mt-DBSA contendo 5 e 7,5 %m de Mt-PPy.DBSA apresentam grande poten-
cial para serem utilizadas como conduítes eletrofiados para a regeneração de nervos
periféricos.

Palavras-chave: Eletrofiação, conduítes de nervos, polipirrol, montmorilonita, polimeri-
zação oxidativa in situ, nanotubo de carbono.



ABSTRACT

Peripheral nerve injuries can cause numerous problems in patients’ lives, such as sen-
sory changes, pain, and paralysis. Autograft is considered the most effective repair
in cases of severe injuries where direct suturing is not applicable. However, autograft
causes loss of functionality at the donor site, and still, there is limited availability of the
donor nerves. Nerve conduits appear as an alternative to autograft. Some conduits
are available for clinical use, however, still need to be optimized for a better functional
nerve response. Thus, in this thesis, were developed electrospun membranes with
aligned fibers, based on poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) containing three types
of conductive additives, polypyrrole (PPy), montmorillonite-polypyrrole (Mt-PPy) and
carbon nanotubes (NTC) with microstructure, electrical and mechanical properties and
biologically favorable to be used as nerves conduits in peripheral nerve regeneration.
The electrospun membranes were prepared from two different routes: i) coating the
electrospun PLGA membrane with PPy from the in situ oxidative polymerization of the
monomer; ii) direct electrospinning technique, in which the membranes were obtained
from the electrospinning of a mixture containing PLGA and the additives PPy, Mt-PPy
doped with dodecyl benzene acid sulfonic acid (DBSA) and NTC. The appropriate
electrospinning parameters of the PLGA were investigated, as well as, the appropriate
conditions for a homogeneous coating of PLGA fibers with PPy and the effect of the
amount of PPy, Mt-PPy and NTC, on the microstructure, on the properties and cell
viability of the electrospun membranes. Additionally, it was investigated the degradation
in vitro of PLGA and PLGA/NTC membranes. The route of preparation of the electro-
spun membranes directly influenced on the electrical properties and the cytotoxicity
of membranes. Polypyrrole-coated PLGA membranes (PLGA-rec) showed the highest
electrical conductivity values among all groups, with an increase of 15 orders compared
to PLGA membranes. Also, showed increase in hydrophilicity, and mechanical prop-
erties suitable for this application. However, they were cytotoxic according to in vitro
cell viability results. Electrospun PLGA and PLGA/NTC membranes degraded by up to
60% in 12 weeks. Electrospun PLGA/PPy.DBSA and PLGA/Mt-DBSA and PLGA/NTC
membranes obtained by direct electrospinning showed appropriate mechanical and bi-
ological properties for application as nerve conduits. The increase in the mass fraction
of the conductive additives contributed to an increase in the thermal and mechanical
properties of the membranes. All three groups presented cellular viability, however,
there was no significant difference in the biological response between the groups. The
highest values of electrical conductivity were obtained by PLGA/Mt-PPy.DBSA mem-
brane containing 5 and 7.5 wt% of Mt-PPy.DBSA, with an increase of 6 and 7 orders of
magnitude, respectively. This behavior was attributed to the formation of a conductive
network facilitated by the high aspect ratio of the additive Mt-PPy.DBSA. Consider-
ing the significant changes in electrical conductivity and satisfactory mechanical and
biological properties, electrospun PLGA/Mt-DBSA membranes containing 5 and 7.5
wt% of Mt-PPy.DBSA have great potential to be used as electrospun nerve conduits in
peripheral nerve regeneration.

Keywords: Electrospinning, nerve conduits, polypyrrole, montmorillonite, in situ oxida-
tion polymerization, carbon nanotube.
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1 INTRODUÇÃO

Lesão em nervos periféricos é um problema que prejudica a qualidade de vida
de pacientes em todo o mundo (BELKAS et al., 2004). Estima-se que anualmente
um milhão de pessoas no mundo são afetadas com esta lesão (DALY et al., 2011).
Identifica-se, dentre as causas que podem gerar danos aos nervos, acidentes auto-
mobilísticos, lacerações, desastres naturais e demais traumas. Esse tipo de lesão,
frequentemente, resulta em dolorosas neuropatias, que são ocasionadas pela redução
da função motora e da percepção sensorial do paciente. Em casos graves, em que há a
completa ruptura do nervo, um reparo cirúrgico torna-se necessário para restabelecer
a funcionalidade do nervo (ARSLANTUNALI et al., 2014).

A estratégia de reparo cirúrgico adotada relaciona-se ao tamanho do defeito do
nervo. Quando é possível a aproximação dos segmentos rompidos sem gerar tensão
no nervo, a técnica de sutura direta é utilizada para religar os segmentos (CHIONO;
TONDA-TURO, 2015). No entanto, em caso de defeitos largos (> 5 mm) ou quando
existe tensão durante a sutura, a técnica mais eficaz a ser empregada é o autoenxerto
(BELKAS et al., 2004). Nesta técnica, uma seção de nervo, que é retirada do próprio
paciente (nervo autólogo), é inserida com o objetivo de atuar como uma ponte entre os
segmentos rompidos. Utiliza-se o autoenxerto em defeitos de até 5 cm de comprimento
(ARSLANTUNALI et al., 2014). Devido às características de nervo autólogo, o autoen-
xerto provem propriedades que biomimetizam o ambiente, favorecendo a regeneração
do nervo. Contudo, o nervo autólogo é retirado de outra parte do corpo do paciente,
submetendo-o a mais um procedimento cirúrgico. Esta retirada ocasiona na perda da
função do sítio doador e outras complicações pós-operatórias. Adicionalmente, existe
a disponibilidade limitada de sítios doadores e a incompatibilidade de diâmetros entre
o nervo do sítio doador e do sítio receptor (GAUDIN et al., 2016).

Para superar as desvantagens provenientes do autoenxerto, o uso de conduítes
de nervos surgiu como uma proposta promissora na regeneração de nervos periféricos.
Os conduítes foram inicialmente baseados em tubos ocos não porosos ou tubos ocos
porosos, os quais tinham a finalidade de religar os segmentos de nervo e fornecer su-
porte estrutural para a regeneração. Estes conduítes são classificados como conduítes
de primeira e segunda geração, respectivamente. A FDA aprovou o uso de alguns des-
tes conduítes, sendo considerados os mais relevantes o NeuraGen®, o Neurotube® e
o Neurolac® (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). Estes conduítes comerciais, apre-
sentam resultados clínicos comparáveis com o autoenxerto em defeitos de até 2 cm.
Entretanto, apresentam algumas desvantagens, tais como, relacionadas ao tempo de
degradação e a microestrutura. No caso do NeuraGen®, que possui um longo tempo
de degradação (36 - 48 meses), há a possibilidade de compressão do nervo e con-
sequente reação inflamatória (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). Por outro lado,



Capítulo 1. Introdução 21

em curto tempo de degradação como no Neurotube® (3 meses), há a redução das
propriedades mecânicas, podendo comprometer a função estrutural do conduíte. Es-
tes conduítes apresentam microestrutura de tubos ocos não porosos ou tubos ocos
porosos. No entanto, essa microestrutura apresenta limitações na biomimetização do
ambiente em regeneração. Essas limitações restringem suas aplicações e podem resul-
tar em uma recuperação funcional limitada quando comparada ao autoenxerto (DALY
et al., 2011).

Para suprir as limitações dos conduítes comerciais, e além disso, atingir ou ul-
trapassar a eficácia do autoenxerto, diferentes combinações de materiais e técnicas
de processamento são consideradas na produção de conduítes. Isto caracteriza a
chamada terceira geração de conduítes (GAUDIN et al., 2016). No que diz respeito
ao material utilizado na obtenção destes conduítes, primeiramente espera-se que o
mesmo seja biocompatível e biodegradável. Dessa maneira, evita-se uma resposta
inflamatória exacerbada e elimina-se a necessidade de uma segunda cirurgia para
a retirada do conduíte (GAUDIN et al., 2016). Outro fator importante é o tempo de
degradação do material. As primeiras 10 - 12 semanas após a lesão do nervo são
consideradas críticas para uma recuperação funcional satisfatória. Assim, o material
deve ter tempo de degradação de no mínimo 12 semanas (YU et al., 2011). Portanto,
deve ser considerado um material com tempo de degradação compatível com o pro-
cesso de regeneração. Quanto à técnica de processamento, é interessante que seja
capaz de produzir estruturas flexíveis, para assim evitar que haja a compressão do
nervo. A estrutura obtida também deve ser porosa, a fim de possibilitar a difusão de
biomoléculas essenciais, e ao mesmo tempo, atuar como barreira celular, impedindo a
infiltração de tecidos fibrosos. Ainda, a estrutura deve ser mecanicamente resistente
para suportar a regeneração e o procedimento cirúrgico (YU et al., 2011). Espera-se
que o conduíte apresente resistência mecânica próxima a de um nervo autólogo hu-
mano (6,5 - 8,5 MPa) (CHIONO; TONDA-TURO, 2015). Além destes fatores, estudos
na literatura, consideram promissor o desenvolvimento de conduítes com estrutura
alinhada e com propriedades elétricas (LEE, Jae et al., 2009; WANG, J. et al., 2018).

Os materiais comumente utilizados na terceira geração de conduítes são os
polímeros sintéticos biodegradáveis, como o poli (ácido láctico) (PLA), o poli (ácido
glicólico) e o poli (ácido láctico-co- ácido glicólico (PLGA). Estes materiais são con-
siderados principalmente por apresentarem biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades mecânicas satisfatórias (ARSLANTUNALI et al., 2014). Dentre eles, o
PLGA destaca-se em virtude de possuir tempo de degradação ajustável de acordo
com a isomeria e proporção de seus monômeros. O tempo de degradação do PLGA
pode variar de semanas até vários meses, o que o torna um material relevante para
aplicação em regeneração de nervos periféricos (LUIS et al., 2007).
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A respeito das técnicas de processamento, identifica-se como as mais recor-
rentes no desenvolvimento de conduíte de terceira geração, as técnicas de lixiviação
(KOKAI et al., 2009), liofilização (HUANG, J. et al., 2012) e eletrofiação (PANSERI
et al., 2008). Dentre elas, a técnica de eletrofiação destaca-se devido principalmente
a versatilidade em eletrofiar diversos polímeros naturais e sintéticos, além de prover
microestrutura em micro e nano escala. A eletrofiação possibilita a produção de conduí-
tes constituídos de fibras com estrutura altamente porosa e mecanicamente resistente.
Além disso, essa técnica ainda permite o alinhamento das fibras eletrofiadas, o que é
favorável para a regeneração de nervos periféricos. Segundo o que é apresentado em
Kim et al. (2016), verificou-se que fibras alinhadas de PLGA apresentaram maior alon-
gamento celular em comparação com fibras não alinhadas. Em um estudo similar, foi
verificada uma maior maturação de quando semeadas sobre fibras alinhadas de PCL
(CHEW et al., 2008). Dessa maneira, o uso de fibras eletrofiadas alinhadas contribui
positivamente no processo de regeneração do nervo.

A terceira geração de conduítes considera também como uma estratégia rele-
vante agregar propriedades elétricas aos conduítes. As células neurais são suscetíveis
à estímulos elétricos, assim conduítes condutores apresentam potencial em propagar
estes estímulos elétricos e, consequentemente, estimular a regeneração de nervos.
Isto porque os estímulos elétricos podem favorecem a diferenciação e proliferação
celular (SHRESTHA, B. K. et al., 2018). Ainda, é possível aplicar estímulos elétricos
provenientes de uma fonte externa, com intuito de potencializar a resposta elétrica dos
conduítes. Para a obtenção de conduítes condutores são utilizados materiais condu-
tores em combinação com polímeros biodegradáveis. Essa combinação é necessária
devido à natureza frágil dos materiais condutores (SUN et al., 2018). Dentre os mate-
riais condutores mais empregados, destacam-se o PPy.DBSA e o NTC , por apresen-
tarem excelentes propriedades elétricas e biocompatibilidade (SUDWILAI et al., 2014;
WANG, J. et al., 2018). Já para a obtenção de conduítes eletrofiados condutores, duas
rotas são comumente utilizadas: o recobrimento das fibras via polimerização química
oxidativa in situ do pirrol ou a incorporação de aditivos condutores, como o PPy.DBSA
ou NTC , à solução polimérica e posterior eletrofiação.

Lee et al. (2009) analisaram o efeito da combinação de fibras alinhadas de
PLGA recobertas com PPy.DBSA submetidas ao estímulo elétrico externo em teste
in vitro. Foi observado o aumento da extensão e proliferação celular com a aplicação
de estímulo elétrico externo. No entanto, não foi localizado estudo posterior in vivo.
Wang et al. (2018), incorporaram NTC em fibras eletrofiadas alinhadas de PLGA e
as submeteram ao estímulo elétrico externo em teste in vitro. Houve um aumento da
diferenciação celular e da mielinização de SCs com aplicação de estímulo elétrico ex-
terno. Da mesma maneira, não foi localizado estudo posterior in vivo. Outros estudos
obtiveram resultados promissores em conduíte eletrofiados condutores sem estímulo
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elétrico externo (SHAFEI et al., 2017; SHRESTHA, B. K. et al., 2018; JING et al., 2018).
Por esse motivo, não existe um consenso da necessidade do uso do estímulo elétrico
externo. Shafei et al. (2017), constataram o aumento da diferenciação e crescimento
celular em fibras eletrofiadas alinhadas de PCL recobertas com PPy.DBSA sem es-
tímulo elétrico externo. Jing et al. (2018) inseriram fibras eletrofiadas alinhadas de
PLGA recobertas com PPy.DBSA dentro um conduíte tubular oco não poroso de PLGA
/PPy.DBSA . Os resultados dos ensaios in vivo, sem estímulo elétrico externo, foram
comparáveis ao autoenxerto. Apesar deste conduíte ser constituído internamente de
fibras eletrofiadas alinhadas, sua estrutura exterior é rígida e não porosa. E como
discutido anteriormente, uma estrutura flexível e porosa é essencial para potencializar
a regeneração. No entanto, não foram identificados estudos detalhados sobre o uso
conduíte constituídos apenas de fibras eletrofiadas alinhadas de PLGA recobertas
com PPy.DBSA. Também foi identificada a ausência de estudos que consideram a
incorporação de aditivos condutores em fibras eletrofiadas, principalmente os aditivos
PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver membranas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos nanoestrutura-
dos condutores com microestrutura, propriedades físico-químicas, elétricas, mecânicas
e biológicas favoráveis para serem utilizados como conduítes para a regeneração de
nervos.

1.1.2 Objetivos Específicos

• Investigar os parâmetros apropriados para a obtenção de fibras eletrofiadas
de PLGA alinhadas, homogêneas e sem defeitos.

• Avaliar a viabilidade de revestimento de membranas eletrofiadas alinhadas
de PLGA com PPy através da polimerização oxidativa in situ do pirrol e
mensurar as mudanças de propriedades térmicas, elétricas, mecânicas e bi-
ológicas ocasionadas pelo revestimento de polipirrol na superfície das fibras
de PLGA.

• Avaliar a influência do uso de diferentes tipos e frações mássicas dos aditi-
vos condutores, PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC, em membrana obtidas a
partir da eletrofiação direta da solução de PLGA contendo os aditivos condu-
tores, na microestrutura, nas propriedades térmicas, elétricas, mecânicas e
biológicas das membranas.
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• Avaliar a influência da rota de processamento nas propriedades, na microes-
trutura e na resposta biológica das membranas eletrofiadas.

• Investigar o tempo de degradação in vitro das membranas eletrofiadas de
PLGA e PLGA contendo nanotubos de carbono por ensaios de cromatografia
por exclusão de tamanho (SEC).

• Avaliar a citotoxicidade de todos os grupos de membranas eletrofiadas.

• Desenvolver um protótipo de um conduíte eletrofiado de acordo com os
dimensões obtidas de conduíte comercial.
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2 NERVOS PERIFÉRICOS

2.1 ANATOMIA DE NERVOS PERIFÉRICOS

Os nervos periféricos (NPs) estabelecem a conexão entre o corpo e o sistema
nervoso central (SNC). Esses nervos estendem-se por todo o corpo, sendo compo-
nentes essenciais do sistema nervoso autônomo e somático. As terminações dos NPs
encontram-se em músculos, tecido conectivo, pele e outros órgãos. Sendo assim, sem
os NPs não existiriam movimentos ou sensações (ZOCHODNE, 2008). No entanto,
como os NPs estão presentes em tecidos por todo corpo, são frequentemente lesiona-
dos devido à traumas ou doenças (CIRILLO et al., 2018).

O SNC é formado pelo encéfalo e pela medula espinal, enquanto o SNP é
formado por nervos, gânglios e terminações nervosas. Os nervos são classificados
em dois tipos: nervos cranianos e nervos espinais. Nervos cranianos estão ligados ao
encéfalo, e nervos espinais, estão ligados à medula espinal (WRIGHT, 2016). Quanto
a sua constituição, os nervos são constituídos por longas fibras nervosas 1 que podem
estender-se a mais de um metro de distância do núcleo do neurônio (CIRILLO et al.,
2018). Os núcleos dos neurônios motores espinais localizam-se dentro da medula
espinal, enquanto os núcleos dos neurônios sensoriais espinais localizam-se dentro
de gânglios. Os nervos espinais são nervos mistos, ou seja, constituídos de axônio
motores, provenientes de uma raiz ventral e axônios sensoriais, provenientes de uma
raiz dorsal, conforme apresentado na Figura1 (MACHADO; HAERTEL, 2014).

Figura 1 – Anatomia da medula espinal e de suas raízes (WRIGHT, 2016).

1 As fibras nervosas são formadas pelo prolongamento citoplasmático de neurônio motores ou senso-
riais, chamado axônio, que por sua vez são envoltos por camadas de bainha de mielina
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A seção transversal de um nervo periférico é apresentada na Figura 2. Os
nervos apresentam um envoltório de tecido conjuntivo rico em vasos sanguíneos, cha-
mado epineuro. Em seu interior, fibras nervosas agrupadas em feixes, denominados
fascículos, são envoltas por uma camada de tecido conjuntivo chamada perineuro
(GRINSELL; KEATING, 2014). A quantidade de fascículos em um nervo pode variar
de um a mais de 100, dependendo do tamanho e da complexidade do nervo (CIRILLO
et al., 2018). Dentro de cada fascículo o endoneuro envolve cada fibra nervosa. As
fibras nervosas, por sua vez são envoltas por camadas de bainha de mielina. No SNP a
bainha de mielina é sintetizada pelas SCs, que são espaçadas entre si por nódulos de
Ranvier. As células de Schwann (SCs) juntamente com os nódulos de Ranvier facilitam
a rápida condução do impulso nervoso (CIRILLO et al., 2018).

Figura 2 – Anatomia do nervo periférico, adaptada de (GRINSELL; KEATING, 2014).

2.2 LESÕES EM NERVOS PERIFÉRICOS

Os NPs, diferentemente do SNC, não estão protegidos pela caixa craniana ou
pela coluna vertebral, sendo assim, estão mais susceptíveis a lesões. As causas mais
comuns de lesões nos nervos são acidentes automobilísticos, lacerações procedimen-
tos iatrogênicos2 (BRAGA SILVA et al., 2017). Essas condições resultam em dolorosas
neuropatias, redução ou perda da função motora e da percepção sensorial, o que pode
afetar consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes (MOBINI et al., 2017).
2 Procedimentos iatrogênicos efeitos adversos ou complicações causadas por ou resultantes do trata-

mento médico
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As lesões podem ser classificadas em: neuropraxia, axonotmese e neurotmese.
A neuropraxia caracteriza-se pela desmielinização da bainha de mielina, normalmente
devido à esforços de compressão, o que compromete a transmissão dos impulsos
nervosos. Nesse tipo de lesão a continuidade do axônio é preservada. Já na axonot-
mese ocorre o rompimento do axônio, e consequentemente ocasiona a degeneração
Walleriana (LEE, S. K.; WOLFE, 2000). A neurotmese é a lesão com maior grau de
severidade. Nesse tipo de lesão há ruptura completa do nervo, formando um defeito
no nervo (ARSLANTUNALI et al., 2014). Em lesão neurotmese, não há regeneração
espontânea do nervo sem intervenção cirúrgica (LEE, S. K.; WOLFE, 2000).

Quando um nervo periférico sofre uma lesão do tipo axonotmese ou neurot-
mese, todos os axônios distais ao sítio da lesão sofrerão degeneração Walleriana. A
degeneração Walleriana acontece em 24 - 48 horas após a lesão do nervo periférico
e caracteriza-se principalmente pela degeneração dos segmentos distais do axônio e
da bainha de mielina (GRINSELL; KEATING, 2014). O segmento proximal também se
degenera, de maneira retrógrada, em direção ao nódulo de Ranvier adjacente. Esse
nódulo de Ranvier será o sítio que subsequentemente brotará o axônio. Os eventos
de degeneração Walleriana ocorrem devido a separação do axônio do corpo celular
do neurônio, que é sua fonte trófica (nutritiva), localizada na medula espinal ou nos
gânglios (BELKAS et al., 2004). Após esta etapa, as SCs e os macrófagos infiltrantes
surgem para a remoção de detritos axonais, mielínicos e teciduais. Além disso, as
SCs proliferam-se e alinham-se com a lâmina basal para formar as bandas de Büng-
ner, que servem como guias para o crescimento axonal até o seu alvo. O processo
de regeneração do axônio é lento, cerca de 1 - 2 mm/dia, e usualmente incompleto
(GRINSELL; KEATING, 2014). No caso de neurotmese, se os axônios em crescimento
não atingirem o tubo endoneural distal, ou seja, não cruzarem o local da lesão, isso
levará a formação de neuroma3 e a fibra muscular desnervada torna-se atrófica. Sendo
assim, em caso de lesão do tipo neurotmese, para garantir a passagem dos axônios
para o coto distal, é necessária uma estratégia cirúrgica (GAUDIN et al., 2016).

2.3 ESTRATÉGIAS PARA O REPARO DE NERVOS PERIFÉRICOS LESIONADOS

O objetivo principal no reparo de NPs é direcionar as fibras nervosas em rege-
neração para os tubos endoneurais distais, o qual levarão as fibras nervosas para os
alvos finais (BELKAS et al., 2004). A literatura apresenta um período entre 12 - 18
meses para que ocorra a reinervação muscular, a fim de obter a recuperação funcio-
nal antes que ocorra degeneração irreversível da placa terminal motora (GRINSELL;
KEATING, 2014).
3 Neuroma é um espessamento do tecido nervoso ou a formação de um tumor nervoso.
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A lesão gerada em caso de neurotmese divide o nervo em dois segmentos (ou
cotos). O reparo cirúrgico mais simples consiste na sutura direta ponta a ponta de
ambos os cotos via sutura epineural e/ou sutura fascicular. A sutura é recomendada
para defeitos menores que 5 mm. Neste caso é necessário que os cotos possuam
comprimento suficiente para serem religados e estejam livres de tensão (HUANG,
Y. C.; HUANG, Y. Y., 2006). Em casos de defeitos mais largos (> 5 mm), em que a
sutura não é possível, a técnica de autoenxerto é a mais utilizada (BRAGA SILVA et al.,
2017).

O autoenxerto atua como ponte entre os cotos e também como suporte para o
crescimento axonal. Usualmente são utilizados em defeitos de até 5 cm (GRINSELL;
KEATING, 2014). Nessa técnica uma seção de nervo autólogo é retirada de um sítio
doador, para então ser utilizada no sítio danificado. Nervos doadores utilizados, geral-
mente, são nervos cutâneos de pequeno diâmetro (2 a 3 mm) retirados do braço ou
da perna (por exemplo, o nervo sural). As seções de nervo autólogo contêm SCs e
tubos endoneurais da lâmina basal que fornecem fatores neurotróficos4, assim como
moléculas de adesão5 da superfície celular e do tubo endoneurial (BELKAS et al.,
2004). Por esse motivo, são capazes de biomimetizar o ambiente e favorecer a re-
generação. Entretanto, existem diversas desvantagens no uso do autoenxerto dentre
elas: (i) submete o paciente a uma segunda cirurgia de retirada, criando uma segunda
lesão no sítio doador; (ii) a remoção da seção de nervo autólogo causa morbidade
do sítio doador e perda de sua função; (iii) incompatibilidade no diâmetro do nervo
doador com o receptor; (iv) possíveis dores decorrentes da formação de neuromas; (v)
existe uma limitada fonte de sítios doadores e (vi) aumento do tempo de recuperação
do paciente devido à segunda cirurgia (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). Os con-
duítes de nervo surgiram como uma alternativa promissora ao autoenxerto. A Figura 3,
apresenta esquematicamente a sutura direta, o autoenxerto e o conduíte de nervo.

4 Fatores neurotróficos são proteínas que apoiam o crescimento, sobrevivência e diferenciação dos
neurônios tanto em desenvolvimento como maduros.

5 Moléculas de adesão são moléculas que permitem a ligação entre as células ou entre células e a
matriz extracelular.
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Figura 3 – Representação esquemática das principais técnicas utilizadas no reparo de
nervos periféricos (TUTUROV, 2019).
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3 CONDUÍTES DE NERVOS

Os conduítes de nervos são tubos suturados nos cotos proximais e distais do
nervo transeccionado, com o intuito de dar suporte estrutural e estimular a regeneração
do nervo periférico. O uso de conduítes foi originalmente proposto em 1881. Sua
primeira aplicação bem sucedida foi em 1882, em que um tubo de osso descalcificado
foi aplicado como conduíte à um defeito de 30 mm em um cachorro (IJPMA; VAN DE
GRAAF; MEEK, M. F., 2008). Atualmente, o uso de conduítes é clinicamente aprovado
como uma alternativa ao autoenxerto. Alguns conduítes de tubo oco foram aprovados
pela Food and Drug Administration FDA e já são utilizados clinicamente. Dentre eles,
destacam-se o NeuraGen®, o Neurotube® e o Neurolac® (SO; XU, 2015). Entretanto,
o uso clínico destes conduítes é limitado ao reparo de defeitos relativamente curtos
(menores que 3 cm) e a recuperação funcional é limitada quando comparada com ao
autoenxerto (DALY et al., 2011). Pesquisas buscam desenvolver novos conduítes a
partir de diferentes materiais e técnicas de processamento. O intuito é ampliar o uso
clínico de conduítes no reparo de defeito mais longos e com recuperação funcional
comparável ou maior ao autoenxerto. O desenvolvimento de conduítes evoluiu em
diferentes gerações, conforme apresentado de maneira resumida na Figura 4.

Figura 4 – Gerações de conduítes de nervo, adaptado de (GAUDIN et al., 2016).
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Os conduítes da primeira geração foram tubos ocos e rígidos de silicone ou
politetrafluoretileno não reabsorvível (ePTFE, Gore-Tex®). A estratégia inicial focou em
desenvolver conduítes biocompatíveis e com resistência mecânica suficiente para for-
necer suporte estrutural. A biocompatibilidade é uma propriedade importante para que
o conduíte não provoque resposta inflamatória exacerbada. Já a resistência mecânica
para que o conduíte não rompa durante o processo de regeneração. Além disso, estes
conduítes visam oferecer uma barreira estável contra a invasão de tecidos fibrosos, e
adicionalmente, objetivam guiar o crescimento axonal. A principal desvantagem dessa
geração de conduítes é a necessidade de uma segunda cirurgia de retirada, devido a
compressão do nervo e o encapsulamento fibrótico do conduíte (GAUDIN et al., 2016).

A segunda geração de conduíte fez uso de polímeros biodegradáveis e objeti-
vou o aprimoramento da biocompatibilidade e da topografia do conduíte, através do
desenvolvimento de conduítes semipermeáveis ou porosos de tubo oco. Foi nessa
geração que surgiram os conduítes NeuraGen® (colágeno), o Neurotube® (PGA) e
o Neurolac® (PLCL). A biodegradabilidade é uma propriedade importante, visto que
elimina a necessidade de uma segunda cirurgia de retirada, assim como preveni infla-
mações e dores crônicas causadas pela compressão do nervo. Entretanto, deve ser
levada em consideração a taxa de degradação do material. O conduíte deve manter
uma arquitetura mecanicamente estável e degradar-se em uma taxa compatível com a
taxa de formação do novo tecido.

O processo de degradação de poliestéres como o PLGA ocorre através da hidró-
lise. A hidrólise, por sua vez, é evidenciada por dois principais estágios de degradação:
erosão da superfície e degradação em massa (LINS et al., 2016). O mecanismo de
degradação para os scaffolds é dependente da velocidade de penetração da água
nas fibras, caracterizada como erosão superficial e da quebra de ligações químicas do
polímero, caracterizada como degradação em massa. A quebra de ligações químicas
do PLGA é através da quebra de ligações ésteres.

Outra característica importante considerada nesta geração de conduítes é a
permeabilidade/porosidade. Essa característica permite a angiogênese1 e a difusão
de biomoléculas essenciais. No entanto, a permeabilidade/porosidade deve ser se-
letiva a fim de impedir a infiltração de tecidos fibrosos. Tamanhos de poros de até
30 μm são capazes de realizar função de barreira celular (CHIONO; TONDA-TURO,
2015). Embora os conduítes de segunda geração tenham apresentado um avanço em
relação aos conduítes de primeira geração, resultados da literatura apresentam recu-
peração funcional limitada, principalmente para defeitos longos e quando comparados
ao autoenxerto (GAUDIN et al., 2016).

Para desenvolver conduítes mais eficazes é importante entender como o pro-
cesso de regeneração ocorre dentro do conduíte de tubo oco das primeiras gerações.
1 Angiogênese é a formação e o crescimento de novos vasos sanguíneos.



Capítulo 3. Conduítes de nervos 32

O processo de regeneração pode ser dividido em cinco principais partes, como pode
ser observado na Figura 5 e na sequência a seguir (DALY et al., 2011):

1. Fase fluídica: na fase fluídica existe o influxo de plasma no conduíte. O
plasma é constituído de fatores neurotróficos2 e moléculas da matriz extra-
celular (MEC). A maior concentração desse fluído ocorre entre 3 - 6 horas
pós-cirúrgica.

2. Fase matriz: nesta fase existe a formação de um cabo acelular de fibrina
entre ambos os cotos de nervo. O cabo é formado a partir de moléculas de
MEC da fase fluídica e facilita a migração coordenada de fibroblastos,SCs,
células endoteliais e perineuriais. Acontece entre 2 - 6 dias pós-cirúrgico.

3. Fase celular: nesta fase as SCs surgem de ambos os segmentos de nervo.
Posteriormente as SCs proliferam-se e alinham-se através do cabo de fibrina,
formando as bandas de Büngner. Ocorre entre 7 - 14 dias pós-cirúrgico.

4. Fase axonal: na fase axonal novos brotos de axônio surgem. Esses brotos
são guiados pelo cabo formado em direção ao alvo. Após esse processo
o cabo de fibrina degrada-se. Essa fase acontece entre 15 - 21 dias pós-
cirúrgico.

5. Fase de mielinização: nesta fase ocorre a maturação das SCs ao redor dos
axônios, formando a bainha de mielina.

O processo de regeneração dentro de conduítes de tubo oco, anteriormente
descrito, considera defeitos de até 4 cm em humanos e 1,5 cm em ratos (DALY et al.,
2011). Uma regeneração considerada bem sucedida envolve uma adequada formação
do cabo de fibrina. Como consequência disso, há a migração de SCs e crescimento
axonal. Os axônios devem atingir corretamente seu alvo, com alta densidade de fibras
e com espessa bainha de mielina. Dessa maneira existe uma maior recuperação fun-
cional do nervo. No entanto, a regeneração dentro de tubos ocos é limitada. Estes
baixos níveis podem ser atribuídos à formação inadequada de componentes da MEC
durante os estágios iniciais de regeneração, o que inclui a formação inadequada do
cabo de fibrina. Sem a formação desse cabo alinhado, há uma limitada migração de
SCs nativas para o local da lesão e para os cotos nervosos proximal e distal. Como
consequência há uma redução na formação de bandas Büngner, o qual apresenta to-
pográfica essencial para a regeneração dos axônios. Portanto, sem a formação correta
dos cabos de fibrina há uma ineficiente recuperação funcional do nervo (DALY et al.,
2011). Baseado nas desvantagens de conduítes de tudo oco, estudos identificam algu-
mas características relevantes para a obtenção de um conduíte mais eficaz, chamado
de terceira geração (Figura 4).
2 Fatores neurotróficos são fatores de crescimento que apoiam o crescimento, sobrevivência e diferen-

ciação dos neurônios
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Figura 5 – Processo de regeneração dentro do conduíte, adaptado (DALY et al., 2011).

A terceira geração de conduítes, a qual não é aprovada pelo FDA, é o atual
foco de pesquisa da engenharia tecidual e da engenharia de materiais. Essa nova
geração visa desenvolver conduítes com eficácia comparável ou superior ao autoen-
xerto. Essa categoria inclui conduítes com carregamento de células, com estrutura
alinhada, com canais intraluminares, com liberação de fatores de crescimento, com
condutividade elétrica e com superfície padronizada (Figura 4). Diversas estratégias
focam na escolha de diferentes materiais e métodos para o desenvolvimento de con-
duítes de terceira geração. Polímeros sintéticos biodegradáveis, como PCL, proteína
da seda, PLA, PGA e PLGA, têm recebido considerável atenção, pois oferecem bio-
compatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecânicas satisfatórias. Quanto
aos métodos de processamento de conduítes, os mais utilizados são revestimento por
imersão (XU et al., 2014), liofilização (HUANG, J. et al., 2012), lixiviação (KOKAI et al.,
2009) e eletrofiação (PANSERI et al., 2008; DINIS et al., 2014; FROST et al., 2018),
e a combinação de métodos (JING et al., 2018), como apresentado na Tabela1. O
método de revestimento por imersão (dip-coating) consiste na imersão de um mandril
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cilíndrico em uma solução polimérica. Esse processo é repetido por diversas vezes até
o revestimento atingir a espessura desejada, logo em seguida, o conduíte é retirado
do mandril (XU et al., 2014). A principal desvantagem deste método é a formação de
um conduíte não poroso. Já a liofilização consiste no congelamento de uma solução
polimérica solúvel em água, com posterior sublimação do gelo formado. Neste método
existe a formação de uma estrutura porosa. No entanto, o tamanho dos poros normal-
mente situa-se entre 50 - 100 μm, excedendo assim o limite de 30 μm para exercer a
função de barreira celular. Além disso, este método limita seu uso à polímeros naturais
solúveis em água, os quais normalmente apresentam baixas propriedade mecânicas
(CHIONO; TONDA-TURO, 2015). No que diz respeito a lixiviação, este método consiste
na mistura de um polímero com um agente porogênico, como o NaCl. Em seguida,
o agente porogênico é removido do meio por dissolução em um solvente apropriado,
resultando em um material poroso. No entanto, existe uma baixa interconexão dos
poros, ademais, o tamanho dos poros situa-se entre 10 - 300 μm, podendo assim tam-
bém exceder o limite de tamanho de poro para função de barreira celular (CHIONO;
TONDA-TURO, 2015). A eletrofiação apresenta o uso promissor, por diversos motivos,
dentre eles, a possibilidade em utilizar diversos polímeros naturais e sintéticos, a for-
mação de uma microestrutura tridimensional capaz de mimetizar a MEC e o tamanho
de poros formado menor que 30 μm. Por esses motivos a eletrofiação será o método
de processamento considerado no presente estudo.

Tabela 1 – Conduítes obtidos por diferentes materiais e processamentos.
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4 ELETROFIAÇÃO

Membranas eletrofiadas são empregadas na engenharia tecidual e na engenha-
ria de materiais devido, principalmente, a microestrutura obtida por essa técnica. A
eletrofiação possibilita a produção de fibras com uma microestrutura porosa e tridimen-
sional. Essa técnica permite a produção de fibras com diâmetros que variam de cerca
de décimos de nanômetros até vários micrômetros. Além disso, as fibras apresentam
alta área de superfície específica (1 - 100 m2/g), alta porosidade 60 - 95 %, tama-
nhos de poro que varia entre 1 - 10 μm, alta permeabilidade e fácil funcionalização da
superfície (CHIONO; TONDA-TURO, 2015). Na regeneração de nervos periféricos, to-
das essas características favorecem, principalmente, a adesão e a proliferação celular.
Consequentemente, aumenta a probabilidade de melhor recuperação funcional de um
nervo lesionado (QUAN et al., 2019).

A configuração básica de um equipamento utilizado para a eletrofiação inclui
quatro partes principais: (i) uma fonte de tensão elétrica, (ii) uma seringa contendo a
solução polimérica e acoplada a uma agulha metálica, (iii) uma bomba de infusão e
(iv) um coletor metálico, como apresentado na Figura 6.

Figura 6 – Representação esquemática da configuração básica de um equipamento
de eletrofiação, desenvolvido pela autora.
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O princípio básico para a eletrofiação de uma solução polimérica é a sua capa-
cidade em portar cargas elétricas, e além disso, ter uma viscosidade suficiente para
que a solução seja estirada sem que haja o gotejamento da solução. A eletrofiação
de uma solução polimérica inicia-se com a aplicação de uma alta tensão elétrica (10 -
50kV), a qual é aplicada entre a ponta da agulha e o coletor metálico. Em um primeiro
momento uma gota pendente de solução polimérica permanece na ponta da agulha
devido a sua tensão de superfície. A medida em que se aumenta o campo elétrico,
a gota pendente torna-se altamente eletricamente carregada e, então, alonga-se em
um formato cônico, chamado Cone de Taylor, conforme apresentado na Figura 6. O
progressivo aumento no campo elétrico alcança um valor limiar, sendo que após esse
limiar existe o estiramento da gota polimérica, consequentemente formando um jato po-
limérico. Isso acontece devido as forças eletrostáticas superarem a tensão superficial
da gota polimérica. Assim, um jato polimérico é ejetado diretamente do cone de Taylor
em direção ao coletor metálico. Antes de atingir o coletor, o jato é submetido a uma
série de instabilidades, e gradualmente o solvente evapora-se e a fibra é depositada
sobre o coletor metálico (JIANG et al., 2015).

A morfologia das fibras obtidas por eletrofiação é influenciada por diferentes
parâmetros: parâmetros de processo, de solução e parâmetros ambientais. Dessa
maneira, a compreensão do efeito de cada um desses parâmetros é necessária para
a obtenção de fibras com morfologia e orientação adequados para a aplicação.

Os parâmetros de processo incluem a tensão elétrica, a distância entre a agulha
e o coletor, a vazão de alimentação e o tipo de coletor. Esses parâmetros influenciam
no rendimento do processo, assim como na morfologia, no diâmetro e na orientação
das fibras eletrofiadas. Dessa maneira, estas variáveis devem ser ajustadas adequa-
damente para cada sistema.

A intensidade do campo elétrico é determinada pela tensão elétrica aplicada
a uma distância entre a agulha e o coletor. Quanto maior a intensidade do campo
elétrico, maior é a velocidade do jato. Normalmente são utilizadas tensões elétricas
entre 5 e 30kV. A tensão elétrica aplicada na solução é um fator crítico na formação das
fibras, visto que o processo de eletrofiação inicia-se somente após ser atingida uma
tensão limiar. O valor de tensão limiar é inerente para cada sistema polímero-solvente.
Para valores de tensão elétrica abaixo do limiar, uma gota de solução polimérica fica
suspensa na ponta da agulha pela tensão de superfície da gota, ou pode ocorrer o
gotejamento da solução. Com o aumento da tensão elétrica o volume da gota reduz
até o cone de Taylor ser formado dentro da agulha. Altos valores de tensão elétrica
estão associados a fibras com defeitos beads (SILL; RECUM, 2008).
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A distância entre a agulha e o coletor influencia na intensidade do campo elétrico
e no tempo de evaporação do solvente. Portanto, a distância deve ser suficiente para
que ocorra a evaporação do solvente e as fibras secas sejam depositadas no coletor.
Caso isso não ocorra, pode haver o coalescimento das fibras. Ademais, em distâncias
muito pequenas ou muito grandes há formação de defeitos beads. Normalmente são
utilizadas distâncias entre 5 e 30 centímetros (MERLINI, Claudia, 2014).

A distribuição das fibras pode ser controlada através do tipo de coletor e da
velocidade de rotação do coletor. Há dois tipos principais de coletores: os estáticos
e os rotatórios. Os coletores estáticos permitem a produção de fibras aleatoriamente
distribuídas (Figura 7. a), enquanto os coletores rotatórios tendem a produzir fibras
alinhadas, Figura 7. b), (STACHEWICZ et al., 2015).

Figura 7 – Micrografia MEV de fibras eletrofiadas: a) aleatoriamente distribuídas e b)
alinhadas. (STACHEWICZ et al., 2015)

A vazão polimérica determina a taxa de material transferido e a velocidade do
jato polimérico. Consequentemente, influencia no diâmetro da fibra. Foi constatado
que em baixos valores de vazão (0,5 mL/h) as fibras apresentaram menores diâmetros
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Isso foi justificado pela menor quantidade de material
expelido e maior estiramento das fibras. Entretanto, um mínimo de vazão é necessário
para que não haja interrupções no jato polimérico. Em geral, maiores vazões são mais
desejadas por permitir maiores taxas de produção. Porém, o aumento da vazão causa
um aumento no diâmetro das fibras, assim como a incidência de defeitos. Além disso,
em altas vazões pode não haver tempo suficiente para a evaporação do solvente,
resultando em fibras úmida no coletor (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Os parâmetros da solução estão relacionados com a interação polímero-solvente,
assim como a influência da presença de aditivos em solução. Por isso, a concentração
polimérica da solução, a volatilidade do solvente e a condutividade elétrica da solução
são alguns dos principais parâmetros a serem considerados na eletrofiação.
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Altas concentrações poliméricas apresentam um maior grau de emaranhamento
de cadeias poliméricas, como isso o jato carregado torna-se mais estável, o que possi-
bilita a produção de fibras. Além disso, quanto maior é a concentração polimérica, maior
é o diâmetro da seção transversal da fibra. Para baixas concentrações poliméricas, os
emaranhados de cadeias poliméricas não são fortes o suficiente para estabilizar o jato
carregado, aumentando assim a instabilidade, o que pode gerar gotas de polímeros
ou fibras com beads (LASPRILLA-BOTERO; ÁLVAREZ-LÁINEZ; LAGARON, 2018). A
Figura 8, apresenta a influência da concentração polimérica na formação de fibras
uniformes e sem defeitos beads.

Figura 8 – Efeito da concentração polimérica em fibras eletrofiadas de PCL. a) 12 %m/v,
b) 15 %m/v, c) 18 %m/v, d) 20 %m/v, (LIVERANI; BOCCACCINI, 2016).

A escolha de um solvente apropriado para o sistema polímero-solvente é es-
sencial para a formação de fibras, para a produtividade e morfologia das fibras. Duas
considerações devem ser feitas na escolha do solvente. A primeira consideração é que
o solvente deve solubilizar completamente o polímero escolhido. A segunda, é que o
solvente deve apresentar ponto de ebulição moderado. Solventes com baixos pontos
de ebulição são altamente voláteis, como consequência podem ocasionar a secagem
do jato polimérico na ponta da agulha, bloqueando o processo de eletrofiação. De ma-
neira similar, solventes com altos pontos de ebulição também devem ser evitados. O
alto ponto de ebulição reduz a taxa de evaporação do solvente, e isto pode atrapalhar a
secagem do jato polimérico durante sua trajetória até o coletor e favorecer a formação
de fibras com defeitos (HAIDER, A.; HAIDER, S.; KANG, 2018).

A condutividade da solução afeta a formação do cone de Taylor e o diâmetro das
fibras. Soluções com baixa condutividade elétrica não podem ser eletrofiadas, visto
que a superfície da gota polimérica não porta cargas suficientes para que o cone de
Taylor seja formado. Com o aumento da condutividade elétrica existe uma redução
do diâmetro das fibras produzidas. No entanto, soluções com condutividade elétricas
acima do valor crítico são instáveis sob o alto valor de campo elétrico, o que resulta
em valores variáveis de diâmetro das fibras (HAIDER, A.; HAIDER, S.; KANG, 2018).



Capítulo 4. Eletrofiação 39

Os parâmetros ambientais incluem a temperatura e a umidade relativa do ar.
O aumento da temperatura reduz a viscosidade da solução polimérica e, consequen-
temente, reduz o diâmetro das fibras (MIT-UPPATHAM; NITHITANAKUL; SUPAPHOL,
2004). Já o aumento da umidade relativa do ar (geralmente maior que 60%) influencia
no aparecimento de poros na superfície da fibra, ou até mesmo a coalescência de
fibras (CASPER et al., 2004). Por outro lado, baixos valores de umidade influencia
no aumento da taxa de evaporação do solvente, que por sua vez, pode ocasionar na
solidificação do polímero na agulha e o interrompimento da eletrofiação.
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5 ADITIVOS NANOESTRUTURADOS CONDUTORES

O desenvolvimento de biomateriais que respondam a estímulos elétricos e,
além disso, com propriedades de fácil ajuste é um desafio na engenharia tecidual
e engenharia de materiais. Materiais condutores, como os polímeros condutores e
os nanotubos de carbono influenciam no comportamento celular de células neurais.
Assim, apresentam uso potencial em regeneração de nervos periféricos.

5.1 POLÍMEROS INTRINSECAMENTE CONDUTORES

Os polímeros condutores, combinam as propriedades dos metais e dos políme-
ros convencionais, ou seja, apresentam propriedades elétricas, ópticas e magnéticas.
Os polímeros condutores já são atualmente utilizados em células de combustível, su-
percapacitores, blindagem eletromagnética, e agora encontram aplicações no campo
de biomateriais. Esses polímeros podem ser desenvolvidos para serem biocompatí-
veis e biodegradáveis. Ademais, a capacidade intrínseca condutora desses polímeros
permite que células ou tecidos cultivados sobre eles sejam estimuladas. Dessa ma-
neira, os polímeros condutores tornaram-se materiais importantes em aplicações como
biosensores, dispositivos para liberação controlada de fármacos e dispositivos em En-
genharia tecidual.

Os polímeros intrinsecamente condutores são polímeros conjugados, ou seja,
apresentam ligações simples (C - C) e duplas (C = C) alternadas. A Figura 9, ilustra, de
maneira geral, uma cadeia conjugada de um polímero condutor, enquanto a Figura 10,
apresenta exemplos das estruturas químicas de alguns polímeros condutores. Ambas
as ligações, simples e duplas, possuem forte ligações σ, enquanto as ligações duplas
possuem uma ligação mais fraca, a ligação π (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014).
A capacidade intrínseca condutora dos polímeros intrinsecamente condutores é devido
a presença de elétrons π em sua estrutura.

Figura 9 – Ilustração da cadeia conjugada do polímero condutor poliacetileno, adap-
tada de (PALZA; ZAPATA; ANGULO-PINEDA, 2019).
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Figura 10 – Estrutura química de alguns polímeros condutores, adaptado de (BHADRA
et al., 2009).

A condutividade também é influenciada pela presença de dopantes. O meca-
nismo de exposição do polímero a agentes oxidantes ou redutores é conhecido como
dopagem. Um dopante, geralmente é um contraíon, que tende a balancear as cargas,
positivas ou negativas, formadas durante uma reação de oxidação ou redução. O do-
pante, adicionalmente, introduz cargas ao sistema, através da remoção de elétrons da
cadeia (oxidação do tipo-p) ou da adição de elétrons na cadeia (redução do tipo-n).
Essas cargas armazenadas são chamadas de polaron ou bipolaron, que por sua vez,
causam distorções na rede cristalina. Dessa maneira, quando um potencial elétrico
é aplicado, os dopantes movimentam-se e permitem a passagem de cargas através
do polímero na forma de polaron e bipolaron (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014).
Diferentemente da dopagem em semicondutores inorgânicos, em polímeros, a concen-
tração de dopante incorporada é extremamente alta e em alguns casos correspondem
a 50 % da composição final. A Tabela 2, apresenta valores de condutividade elétrica
de alguns polímeros condutores dopados.
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Tabela 2 – Valores de condutividade elétrica de alguns polímeros condutores, adaptado
de (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014).

Polímero Condutividade elétrica (S.cm–1)

Polianilina 300 - 200

Polipirrol 102 - 7,5 × 103

Politiofeno 10 - 103

Poli (p-fenileno) 102 - 103

Poliacetileno 103 - 1,7 × 105

5.1.1 Polipirrol e Polipirrol/montmorilonita

O polipirrol (PPy) é extensivamente estudado para aplicações biológicas e médi-
cas, devido principalmente à sua boa biocompatibilidade e condutividade elétrica (SUN
et al., 2018). Sua condutividade elétrica varia entre 102 - 7,5 x 103, dependendo do
nível de dopagem, tipo do dopante utilizado e condições de polimerização (BALINT;
CASSIDY; CARTMELL, 2014). Entretanto, o PPy é insolúvel, infusível e quebradiço, e
por esse motivo é utilizado com copolímero, ou em misturas e compósitos com vários
polímeros biocompatíveis e biodegradáveis (SHAFEI et al., 2017).

Polímeros conjugados são suscetíveis à distorções estruturais. A estrutura ele-
trônica pode ser alterada reversivelmente com a dopagem. A Figura 11 representa o
diagrama de energia do PPy. O PPy, em seu estado neutro, apresenta estrutura ben-
zóide e é classificado como um material isolante devido ao seu elevado gap de energia
(3,16 eV). O elevado gap dificulta a transferência de elétrons da banda de valência
para a banda de condução (Figura 11 (a)).

Após a oxidação (remoção de π elétrons da banda de valência) do PPy neutro,
ocorre o relaxamento local da estrutura benzóide para um tipo quinóide, que cria
radicais cátions (polarons). A formação de polarons induz dois novos níveis de energia
(Figura 11 (b)) que são simetricamente posicionados dentro do intervalo de banda. A
oxidação subsequente resulta na formação de bipolarons (Figura 11 (c)). À medida que
o polímero é oxidado ainda mais, os estados de energia bipolarônicos se sobrepõem
e formam estruturas de banda intermediárias estreitas (Figura 11 (d)). A Figura 12
representa a estrutura eletrônica do PPy.
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Figura 11 – Diagrama eletrônico de energia (a) PPy.DBSA neutro, (b) polaron, (c) bipo-
laron e (d) PPy completamente dopado, adaptado de (S.H. CHO; LEE, J.Y.,
2010).

Figura 12 – Estrutura eletrônica do (a) PPy neutro, (b) polaron e (c) bipolaron, adaptado
de (S.H. CHO; LEE, J.Y., 2010).
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O PPy é sintetizado convencionalmente por polimerização química oxidativa ou
eletroquímica do pirrol. A polimerização química oxidativa oferece a vantagem em per-
mitir a fabricação de PPy.DBSA em pó ou em qualquer superfície de deposição. Além
disso, proporciona maior controle sobre a estrutura da cadeia principal do PPy.DBSA
(GREEN et al., 2010). Agentes oxidantes, tais como sais de FeCl3 ou Fe2(SO4)3, são
adicionados à uma solução aquosa resultando em um pó precipitado na solução. No
caso de PPy produzido por oxidação na presença de FeCl3, são formados como sub-
produtos da polimerização FeCl2 e HCl, conforme apresentado na Figura 13 (GREEN
et al., 2010). Uma quantidade excessiva de oxidante é usada para compensar as molé-
culas de oxidante que são consumidas pelo subproduto ácido HCl. Os ânions Cl atuam
como dopantes e são responsáveis pela oxidação da cadeia principal do polímero e
pela formação de polarons e bipolarons, que são os portadores de carga responsáveis
pela condutividade do PPy.

Figura 13 – Reação convencional da síntese química oxidativa do polipirrol com o oxi-
dante FeCl3, adaptado de (GREEN et al., 2010).

O PPy ainda pode ser sintetizado via polimerização oxidativa in situ na pre-
sença da argila montmorrilonita, contendo Ácido Dodecil Benzeno Sulfônico (DBSA)
como surfactante e FeCl3 como agente oxidante. Nesse processo, o monômero pirrol
é polimerizado entre as camadas da argila. A argila atua como um suporte para a
polimerização do pirrol, induzindo uma maior orientação do PPy entre as camadas
da argila. Somado a isso, o surfactante DBSA contribui na intercalação e esfoliação
parcial da argila. Essa estratégia resulta em um aditivo com estrutura intercalada ou
parcialmente esfoliada, com alta área de superfície e alta condutividade elétrica, deno-
minado Mt-PPy.DBSA (RAMOA et al., 2018; MOUČKA et al., 2011). Acredita-se que
a dispersão do Mt-PPy.DBSA em matrizes poliméricas seja favorecida em compara-
ção com o aditivo PPy.DBSA puro. Ademais, menores quantidades de Mt-PPy.DBSA
são necessárias para alcançar altos valores de condutividade elétrica (RAMOA et al.,
2018).
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5.2 NANOTUBO DE CARBONO

Nanotubos de carbono (NTC) apresentam uso promissor no campo da regene-
ração de nervos periféricos, devido à suas excelentes propriedades térmicas, elétricas
e mecânicas. Somado a isso, apresentam características topográficas em nanoescala.
Podem ser utilizados como reforço estrutural em conduítes biodegradáveis e para
aumentar a proliferação celular (WANG, J. et al., 2018; SHRESTHA, S. et al., 2019).

Um ponto a ser considerado no uso de NTC para aplicações biomédicas é a
sua toxicidade. Ao comparar NTC à outros materiais, os nanomateriais têm algumas
características significativas devido ao aumento da área de superfície em relação ao
tamanho. A alta razão de aspecto dos NTC os tornam mais reativos e mais tóxicos.
Além disso, a alta área total de superfície dos NTC, possibilita uma área de contato com
as membranas celulares aumentada ou então uma maior absorção/transporte de toxi-
nas. Apesar dessa desvantagem, a literatura apresenta resultados bem sucedidos do
uso de NTC em aplicações biomédicas com diferentes estratégias de funcionalização
(RAPHEY et al., 2019; OPRYCH et al., 2016).

Os nanotubos de carbono são materiais carbonáceos, formados a partir de uma
folha de grafeno enrolada em estrutura cilíndrica, como hibridização sp2 dos átomos
de carbono (RAPHEY et al., 2019). São produzidos por uma variedade de técnicas,
mais comumente por deposição química de vapor que envolve a reestruturação de áto-
mos de carbono usando catalisadores metálicos. Dependendo do número de paredes,
os nanotubos podem ser classificados em nanotubos de paredes simples (NTCPs),
quando formados por apenas uma camada cilíndrica de grafeno, e nanotubos de pare-
des múltiplas (NTCPMs), quando formados de múltiplos cilindros coaxiais de grafeno
(LEE, J. K. Y. et al., 2018).

Os NTC apresentam elevada razão de aspecto (valores entre 100 e 1000) com
diâmetros e que podem variar de 0,4 a 100 nm e comprimentos de poucos nanômetros
a 0,5 m. Baseado na orientação do eixo do tubo em relação à rede hexagonal, a
estrutura do nanotubo pode ser definida por um vetor quiral, (n,m). Dessa maneira, os
NTCPs apresentam três formas quirais (armchair, zig-zag e chiral). Sendo, a maioria
quiral (m ̸= n), alguns armchair (m = n) ou zigzag (m =0), conforme apresentado na
Figura 14.
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A quiralidade, o arranjo atômico, a morfologia e a nanoestrutura influenciam
diretamente na condutividade elétrica dos NTC. Os NTC podem ser condutores, com
valores de condutividade elétrica entre 10 5 e 10 8 S/cm ou podem ser semicondutores
com valores de condutividade em torno de 10 S/cm (CHOUDHARY; GUPTA, 2001).
Apresentam excelentes propriedades mecânicas, como módulo de elasticidade de 0,2
– 1 TPa e resistência de 200 – 900 MPa, além de serem leves e flexíveis (OPRYCH
et al., 2016). A superfície dos NTC é considerada hidrofóbica, o que dificulta sua
dispersão em solução aquosa. Métodos de funcionalização de NTC são empregados
para melhorar sua dispersão e reduzir sua toxicidade (OPRYCH et al., 2016).

Figura 14 – Estrutura dos nanotubos em função da quiralidade (zigzag, chiral e arm-
chair), adaptado de (TÎLMACIU; MORRIS, 2015).
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6 PLGA

O PLGA é um poliéster alifático sintético, biocompatível, biodegradável e bio-
absorvível, pertencente ao grupo dos poli (α-hidróxi ésteres) saturados, conforme a
estrutura química apresentada na Figura 15. O PLGA é um polímero aprovado pela
FDA e utilizado em diversas aplicações em engenharia tecidual, principalmente devido
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecânicas satisfatórias
(SANTOS, F. P. dos et al., 2019). Por esse motivo, estudos focam no emprego de PLGA
em diferentes contextos da engenharia tecidual, incluindo a regeneração de nervos
periféricos (NUNE; KRISHNAN; SETHURAMAN, 2016; WANG, J. et al., 2018).

Figura 15 – Estrutura química do L-PLGA.

A versatilidade em propriedades físico-químicas, mecânicas e taxa de degrada-
ção do PLGA, provém principalmente da proporção de seus monômeros ácido láctico
(LA) e ácido glicólico (GA) (LA/GA) e da a composição estereoisomérica do ácido
láctico, L ou DL (mistura racêmica) (AVGOUSTAKIS, 2008). Como exemplo, o PLGA
formado pode ser o poli (DL-ácido láctico-co-ácido glicólico) (DL-PLGA) ou poli (L-
ácido láctico-co-ácido glicólico) (L-PLGA).

O PLGA pode ser sintetizado via policondensação do ácido láctico e ácido glicó-
lico ou pela abertura de anel de lactídeos e glicolídeos. A reação de policondensação
direta do ácido lático e do ácido glicólico, obtém-se um copolímero de baixa massa
molar. Por esse motivo, preferencialmente, a polimerização por abertura de anel é
escolhida pelo fato de produzir polímeros de maiores massas molares e, consequente-
mente, melhores propriedades mecânicas (AVGOUSTAKIS, 2008).

Polímeros com alta massa molar (cerca de 160 kDa) podem ser sintetizados
por uma variedade de catalizadores, como os ácidos de Lewis e compostos organo-
metálicos, ambos seguem o mecanismo de reação por coordenação. Na produção
de polímeros para aplicações médicas, dois sais de estanho, cloreto de estanho(II) e
2-etilexanoato de estanho(II), abreviado como octanoato de estanho [Sn(Oct)2], têm
sido usados como iniciadores.
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O iniciador Sn(Oct)2 é usualmente utilizado como iniciador da reação de poli-
merização via abertura dos anéis dos dímeros cíclicos, visto que apresenta alta taxa
de reação, baixo grau de racemização. Ademais, esse composto é comercialmente
disponível, fácil de manusear e solúvel em solventes orgânicos comuns e monômeros
de éster cíclicos. O uso do Sn(Oct)2o é permitido como aditivo alimentar em muitos
países, o que significa que a sua toxicidade é muito baixa quando comparada a outros
sais de metais pesados (GENTILE et al., 2014).

O mecanismo de degradação do PLGA acontece pela hidrólise das ligações és-
teres, através de erosão heterogênea ou em massa. A degradação pode ser descrita
em quatro etapas: (i) hidratação, em que há penetração de água nas regiões amor-
fas, reduzindo a temperatura de transição vítrea (Tg); (ii) degradação inicial, através
da clivagem de ligações covalentes, com redução da massa molar; (iii) degradação,
clivagem por autocatálise, resultando perda de integridade e (iv) solubilização, ge-
rando fragmentos ainda menores. A degradação no meio extracelular do PLGA, gera
como subprodutos metabólicos o ácido láctico e ácido glicólico. Estes subprodutos
são posteriormente hidrolizados em lactado e glicolato, e então fagocitados. Assim, os
subprodutos são convertidos em piruvato dentro das células, posteriormente entram no
Ciclo de Krebs e terminam sua rota metabólica em gás carbônico e água, que podem
ser eliminados através da urina e da respiração (LINS et al., 2016; SANTOS, V. I. dos
et al., 2020).

A taxa de degradação do PLGA é influenciada por diversos fatores, dentre eles:
i) a massa molar: o aumento da massa molar aumenta o tempo de degradação; ii)
a proporção LA/GA: PLGA com maior percentual de LA é mais hidrofóbico devido a
presença do grupo metil (CH3), o que dificulta o acesso de água por impedimento
estérico, absorvendo menos água e consequentemente, degradando mais lentamente,
iii) a estereoquímica: regiões amorfas permitem a penetração de água, o que acelera
a degradação do PLGA; iv) os grupos finais: os grupos ésteres possuem maior tempo
de degradação de meia vida quando comparados com grupos finais carboxílicos; v)
as características do produto: tamanho, forma e porosidade, influenciam na área de
contato do material com o meio; vi) o ambiente de degradação: a temperatura e o pH
do meio também podem interferir na taxa de degradação (AVGOUSTAKIS, 2008).

A biodegradabilidade do PLGA elimina a necessidade de segunda cirurgia para
a retirada do conduíte, previne inflamações e dores crônicas causadas pela compres-
são do nervo. O PLGA sofre reações de hidrólise através da clivagem de ligações éster,
produzindo os ácidos láctico e glicólico como produtos de degradação. Esses ácidos,
por sua vez, são finalmente absorvidos pelo corpo humano (LI; NEMES; GUO, 2018).
O tempo de degradação do polímero deve ser compatível com a regeneração, dessa
maneira, é mantida a integridade estrutural do material sem que haja a compressão do
nervo. Para que a recuperação funcional seja satisfatória é necessário que o material
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tenha no mínimo tempo de degradação de 3 meses. Isso porque as primeiras 10 - 12
semanas após a lesão são consideradas críticas para uma recuperação funcional sa-
tisfatória (YU et al., 2011). Uma vantagem notável do PLGA é o tempo de degradação
ajustável, podendo variar de semanas à vários meses e até vários anos (LUIS et al.,
2007). Como exemplo, o L-PLGA 82:18 apresenta tempo de degradação que varia
entre 1 - 2 anos, conforme valores dado pelo fabricante (Evonik Industries).



50

7 TRABALHOS CORRELATOS

7.1 CONDUÍTES COMERCIAIS APROVADOS PELA FDA

Nos últimos 20 anos, a FDA aprovou diversos conduítes baseados em polímeros
naturais e sintéticos para o reparo de defeitos de nervos decorrentes de lesões em
nervos periféricos. A investigação realizada nesta seção foi focada em três conduí-
tes considerados pela literatura como sendo os mais relevantes (NeuraGen®, Neuro-
tube® e Neurolac®). Ademais, existe uma ampla disponibilidade de dados pré-clínicos
(em animais) e clínicos (em humanos) destes conduítes. A Tabela 3 apresenta com-
parativamente as principais características destes conduítes comerciais, incluindo as
suas vantagens e desvantagens.

Tabela 3 – Principais conduítes biodegradáveis aprovados pela FDA.

Produto Material Estrutura Degradação Vantagens Desvantagens

Neurogen® Colágeno do tipo I
Semipermeável

fibrilar 36 - 48 meses
Comparável ao autoenxerto

em defeitos de até 2 cm
Longo tempo de degradação;

Imunogenicidade

Neurotube® Poli (ácido glicólico)
Malha

absorvível 3 meses
Comparável ao autoenxerto

em defeito de até 2 cm
Curto tempo de degradação;

Produtos de degradação ácidos

Neurolac®
Poli (ácido láctico-co-

caprolactona)
Tubo

transparente 16 meses
Comparável ao autoenxerto

em defeitos de até 2 cm
Inchamento;
Alta rigidez

Conduítes naturais têm a principal vantagem de fornecer sítios ativos para célu-
las e moléculas de adesão, ou seja, apresentam alta biocompatibilidade. Dentre eles,
o colágeno é extensamente utilizado para a aplicação no reparo de nervos periféricos
(ANGIUS et al., 2012). Conduítes de colágeno são produzidos a partir da purificação
do colágeno tipo I, derivado de tendões bovinos. Quando purificado, o colágeno reduz
sua antigenicidade, que pode ser ainda mais reduzida via remoção enzimática ou por
crosslinking (HARDIN-YOUNG et al., 1996). O colágeno é um importante componente
da MEC, o que favorece a adesão e proliferação celular e, por isso, utilizado como um
biomaterial (DI SUMMA et al., 2014; SHI et al., 2007).

O uso de conduíte de colágeno tem sido utilizado em estudos com modelos
animais e também em humanos. Archibald et. al (1991) demonstram a viabilidade do
uso de conduítes de colágeno em defeitos de 5 mm em primatas não humanos. Em
2001, foi criado o primeiro conduíte semi-permeável de colágeno aprovado pela FDA,
chamado Neuragen®. O Neuragen® é composto de colágeno do tipo I tratado via
crosslinking, com tempo de degradação de 36 - 48 meses (BLILEY; MARRA, 2015). O
conduíte encontra-se disponível em dois comprimentos, 2 e 3 cm, com diâmetros inter-
nos variando de 1,5 - 7 mm. A Figura 16 apresenta o conduíte comercial Neuragen®. O
uso de Neuragen® em humanos foi analisado por Farole e Jamal (2008). O conduíte foi



Capítulo 7. Trabalhos correlatos 51

usado para reparar 9 lesões de 15 mm do nervo alveolar inferior e lesões linguais de 8
pacientes. Os resultados apresentaram o melhoramento sensorial de 8 em um total de
9 lesões (FAROLE; JAMAL, 2008). A principal vantagem do Neuragen® identificada na
literatura são os resultados clínicos comparáveis com o autoenxerto e pré-clínicos apre-
sentando boa eficácia em defeitos até 4 cm. No entanto, as principais desvantagens
são o longo tempo de degradação (36 - 48 meses), que pode ocasionar compressão
no nervo e indesejáveis respostas imunes (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012).

Figura 16 – Conduíte comercial aprovado pela FDA, Neuragen®, adaptado de (TAN;
RAJADAS; SEIFALIAN, 2012).

O PGA é um polímero comumente utilizado como material de suturas. Ele apre-
senta excelentes propriedades mecânicas e degrada-se in vivo com a completa cliva-
gem dos componentes esteres em 3 meses (BLILEY; MARRA, 2015). Conduítes de
PGA alcançaram resultados positivos na recuperação motora e sensorial de nervos
lesionados. Dellon e Mackinnon (1988) realizaram experimentos in vivo com conduítes
de PGA. Neste estudo foram apresentadas evidências de regeneração motora, por
análises morfométricas e eletrofisiológicas, em defeitos de 3 cm em nervo ulnar de
macacos.

Um dos primeiros estudos clínicos com o uso do Neurotube®, que é composto
de PGA, foi reportado por Mackinnon e Dellon (1990). Neste estudo, 15 pacientes com
defeitos entre 0,5 - 3 cm foram avaliados. Os resultados apresentaram recuperação
sensorial excelente em 5 pacientes (33%), boa recuperação em 8 pacientes (53%) e
resultados ruins em 2 pacientes (14%).

O Neurotube®, apresentado na Figura 17, foi o primeiro conduíte sintético apro-
vado pela FDA, em 1999. O conduíte encontra-se disponível em comprimento de 4 cm
e diâmetro interno de 2,3 mm, e comprimento de 2 cm com diâmetro internos de 4 e
8 mm. É preferencialmente escolhido pelos cirurgiões para uso clínico, em termos de
conduítes sintéticos, principalmente devido ao comprimento disponível, ao preço e ao
vasto número de uso clínico (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). No entanto, em
estudo realizado por Richard et. al (2009), investigou-se alguns conduítes aprovados
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pela FDA e os resultados obtidos para regeneração de defeitos de 1 cm em ratos não
foram satisfatórios para o conduíte Neurotube®. Em 12 semanas de pós operatório, o
conduíte havia colapsado completamente, apresentando regeneração axonal e funci-
onal limitadas (SHIN et al., 2009). Pode ser identificado na literatura como vantagem
do Neurotube®os resultados clínicos comparáveis ao autoenxerto em defeitos de até
2 cm e resultados pré-clínicos apresentando boa eficácia em defeitos até 3 cm. No
entanto, as principais desvantagens são o curto tempo de degradação (3 meses), o
que reduz as propriedades mecânicas do conduíte e a liberação de produtos ácidos de
degradação, que podem ocasionar em resposta inflamatória (KEHOE; ZHANG, X. F.;
BOYD, 2012).

Figura 17 – Conduíte comercial aprovado pela FDA, Neurotube®, adaptado de (TAN;
RAJADAS; SEIFALIAN, 2012).

Um dos primeiros relatos na literatura do uso do PCL foram realizados por
Den Dunnen, Meek e Robinson (1998), com o uso do poli (50/50 (85/15 L/D) lactídio-
co-caprolactona) em defeitos de 10 mm em ratos. Os pesquisadores investigaram a
influência da espessura da parede do conduíte na degradação e no inchamento in vivo.
Segundo os resultados, se a parede do conduíte for muito fina o conduíte pode se colap-
sar facilmente. Por outro lado, quando a parede é muito delgada ocorre o inchamento
polimérico. O inchamento pode resultar na compressão do nervo em regeneração, e
até no total bloqueio do interior do tubo. No entanto, se há controle da espessura da
parede do conduíte, os resultados de regeneração podem ser satisfatórios (DUNEN;
MEEK, M.; ROBISON, 1998). Estudo posterior investigou o potencial uso de conduítes
de poli (65/35(85/15 L/D lactídeo-co-caprolactona)). Devido ao aumento de lactídeo
presente no copolímero, houve redução do inchamento do polímero (MEEK, Marcel F.
et al., 2004).
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Em 2003, a FDA aprovou o conduíte Neurolac®, composto de poli (65/35 (85/15
L/D) lactídeo-co-caprolactona), apresentado na Figura 18. O conduíte encontra-se com
a dimensão de 1,5 - 3 mm de diâmetro interno. Já em 2005, foi aprovado o conduíte
Neurolac® com diâmetro interno de 4 - 10 mm. Ambos com comprimentos de 3 cm e
tempo de degradação de cerca de 16 meses (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012).

No estudo desenvolvido por Luis et al. (2007), foi comparado o uso do PLGA
90:10 (razão monômero lactídeo e glicolídeo) com estrutura fibrosa e do comercial
Neurolac® com o método de sutura ponta a ponta e autoenxerto, em teste in vivo
com ratos. Após 20 semanas o grupo com sutura ponta a ponta apresentou melhor
recuperação de função motora quando comparado com os outros grupos. O nível de
recuperação motora do grupo PLGA foi similar ao grupo Neurolac® e autoenxerto.
O grupo PLGA apresentou vantagens em termos de biodegradação, degradando-se
mais rapidamente em relação ao grupo Neurolac®, em 20 semanas. Isso foi justificado
devido ao tempo de biodegradação do PLGA variar entre semanas e meses, enquanto
que a do Neurolac® é de aproximadamente 16 meses.

As vantagens do uso do Neurolac® incluem a transparência, o que facilita a
visualização no procedimento cirúrgico. Além disso, apresenta resultados clínicos com-
paráveis com autoenxerto para defeitos de até 2 cm e resultados pré-clínicos em
defeitos de até 1,5 cm. Contudo, os fatores limitantes incluem a ausência de porosi-
dade, a alta rigidez, o inchamento do polímero, a degradação incompleta e o colapso
do conduíte. Como resultado disso, existe a formação de neuroma, formação de pou-
cas fibras mielinizadas e em casos pré-clínicos a automutilação dos membros dos
animais testados (MEEK, Marcel F.; JANSEN, 2008; VAREJÃO et al., 2003).

Figura 18 – Conduíte comercial aprovado pela FDA, Neurolac®, adaptado de (TAN;
RAJADAS; SEIFALIAN, 2012).
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7.2 TERCEIRA GERAÇÃO DE CONDUÍTES

A terceira geração de conduítes foca em desenvolver conduítes comerciais com
propriedades e recuperação funcional igual ou superior ao autoenxerto. Como já foi
visto, os atuais conduítes comerciais de tubo oco, apresentam sucesso comparável ao
autoenxerto para defeitos de 2 cm. No entanto, existem muitas desvantagens a serem
superadas, como a micrestrutura rígida e o tempo de degradação não compatível
com a regeneração. Diversas estratégias na literatura utilizam diferentes polímeros
biodegradáveis e métodos de processamento para superar as desvantagens dos atuais
conduíte comerciais. Esta seção discutirá o potencial de duas estratégias consideradas
relevantes na regeneração de nervos periféricos, sendo elas, a obtenção de conduítes
eletrofiados com estrutura alinhada e a obtenção de conduítes eletrofiados condutores.

7.2.1 Conduítes eletrofiados com estrutura alinhada

Guiar fisicamente e linearmente o crescimento do axônio aumenta a probabi-
lidade de recuperação funcional do nervo lesionado (QUAN et al., 2019). O uso de
conduítes eletrofiados com estrutura alinhada apresentam vantagens em relação aos
conduítes de tubos ocos, tais como: (i) são altamente flexíveis, porosos e estão bem
adaptados para uso em sistemas biológicos; (ii) alta área de superfície específica,
aumentando a área disponível para absorção de proteínas, migração de SC e rege-
neração de axônios; (iii) o alinhamento promove proliferação e crescimento de SC, e
crescimento axonal guiado (DALY et al., 2011). A Figura 19 apresenta a microestrutura
de fibras eletrofiadas alinhadas de PLLA (ZOU et al., 2016).

Figura 19 – Fibras alinhadas de PLLA, obtidas por eletrofiação (ZOU et al., 2016).

Em estudo in vitro realizado por Kim et al. (2016), foi analisado o alongamento de
células PC12 quando semeadas em fibras eletrofiadas de PLGA alinhadas e aleatoria-
mente distribuídas. Verificou-se já após o primeiro dia de cultura o maior alongamento
dessas células quando semeadas sobre fibras alinhadas em comparação com fibras
aleatoriamente distribuídas, como pode ser observado na Figura 20. Em estudo similar,
fibras eletrofiadas alinhadas de PCL, foram testadas para verificar o efeito do alinha-
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mento na maturação de SCs (CHEW et al., 2008). O alinhamento das SCs objetiva
mimetizar a formação de bandas de Büngner. Os resultados indicaram que as fibras
alinhadas estimularam o alongamento das SCs (Figura 21). Além disso, as fibras ali-
nhadas promoveram uma maturação superior das SCs quando comparadas com as
fibras aleatoriamente distribuídas, mimetizando assim as bandas de Büngner.

Figura 20 – Microscopia confocal de células PC12 aderidas após 1 dia de cultura em
fibras eletrofiadas de PLGA (a) aleatoriamente distribuídas e (b) alinhadas,
adaptado (KIM et al., 2016).

Figura 21 – Microscopia confocal de células de Schwann (SC) aderidas após 3 dias de
cultura em fibras eletrofiadas de PCL (a) aleatoriamente distribuídas e (b)
alinhadas, adaptado (CHEW et al., 2008).

Em estudo in vivo realizado por Wang C. Y. et al. (2011), conduítes constituídos
de fibras eletrofiadas de proteína da seda/P(LLA-CL) foram comparadas com o auto-
enxerto, em defeito de 10 mm do nervo isquiático de ratos . Os resultados indicaram
que, embora tenham obtido resultados favoráveis quando comparado com o grupo
negativo (P(LLA-CL puro)), quando comparado com o autoenxerto não foram satisfa-
tórios. Resultados histológicos apresentaram um maior número de fibras mielizadas
para o autoenxerto em comparação com o grupo proteína da seda/P(LLA-CL), em
4 semanas pós operatório. Assim como pelos resultados da micrografia MET, em 8
semanas pós operatório, é possível verificar que a espessura da bainha de mielina é
significativamente maior para o autoenxerto em comparação com o grupo proteína da
seda/P(LLA-CL), Figura 22.
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Figura 22 – Microscopia MET da espessura da bainha de mielina, em 8 semanas pós
operatório: (a) conduíte de proteína da seda/P(LLA-CL) e (b) autoenxerto,
(WANG, C. Y. et al., 2011).

Em estudo recente in vivo realizado por Quan et al. (2019), foram comparados
conduítes constituídos de fibras eletrofiadas alinhadas de PCL/quitosana e autoenxerto,
em defeitos de 15 mm de nervo isquiático de ratos. Após 9 e 12 semana pós operatório,
os resultados de IFC mostraram similaridade para todos os grupos (em torno de - 60).
Através de análise de imunofluorescência, verificou-se que o número total de axônios
mielinizados regenerados, diâmetro do axônio, diâmetro da fibra e espessura da mielina
não foram significativamente diferentes entre os grupos. Assim, os resultados indicam
que fibras eletrofiadas, de uma maneira geral, apresentam resultados similares ao
autoenxerto, que ainda é considerado o gold standard.

Um fator importante a ser considerado é a resistência mecânica dos conduítes
eletrofiados. Os conduítes devem apresentar resistência mecânica suficiente, princi-
palmente, para suportar o processo de regeneração sem se romper e garantir sua
função de barreira celular. A resistência mecânica de fibras eletrofiadas alinhadas foi
avaliada em (KIM et al., 2016). Foi encontrado o valor de 8 MPa de resistência máxima
à tração em fibras eletrofiadas de PLGA. Esse valor é considerado satisfatório quando
comparado com a resistência máxima à tração do nervo humano, que varia de 6,5-
8,5MPa (CHIONO; TONDA-TURO, 2015). Estudos obtiveram valores ainda superiores
em resistência mecânica de fibras eletrofiadas através de blendas com o polímero da
seda e com adição de NTC (ZHANG, K. et al., 2010; SHRESTHA, S. et al., 2019).

Em alguns estudos é abordada a dificuldade na inserção cirúrgica de conduí-
tes eletrofiados (FROST et al., 2018; JING et al., 2018). Com o objetivo de obter
estabilidade para suportar o manuseio durante o procedimento cirúrgico, conduítes
eletrofiados foram inseridos em tubos ocos de silicone (FROST et al., 2018). Apesar
dessa estratégia facilitar o procedimento cirúrgico, as principais desvantagens são a
perda da porosidade e aumento da rigidez do conduíte. Além disso, em Frost et al.
(2018), verificaram que houve a movimentação do conduíte eletrofiados dentro do tubo
de silicone, comprometendo a reprodutibilidade dos resultados.
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7.2.2 Conduítes eletrofiados condutores

O estímulo elétrico é capaz de promover a diferenciação e a proliferação ce-
lular, contribuindo assim na regeneração, especialmente para tecidos suscetíveis às
alterações elétricas, como o tecido nervoso. Devido à natureza responsiva do tecido
nervoso a sinais elétricos, a condução em conduítes condutores é estudada. Materiais
condutores como o PPy.DBSA e o NTC são comumente utilizados por apresentarem
excelentes propriedades elétricas e biocompatibilidade (SUDWILAI et al., 2014; WANG,
J. et al., 2018). Como consequência da fragilidade destes aditivos, os mesmos são uti-
lizados em combinação com polímeros biodegradáveis para a obtenção de conduítes
condutores para o reparo de nervos (LEE, Jae et al., 2009; WANG, J. et al., 2018). Para
a obtenção de conduítes eletrofiados condutores, duas rotas são comumente utilizadas:
o recobrimento das fibras ou a incorporação de aditivos condutores, como o PPy.DBSA
ou NTC, à solução polimérica e posterior eletrofiação. Os conduítes obtidos podem
ser estimulados eletricamente através de uma fonte externa de tensão elétrica, com
intuito de potencializar a resposta elétrica dos conduítes. Os estímulos normalmente
variam entre 40 mV/cm até 200 mV/cm (WANG, J. et al., 2018; SUDWILAI et al., 2014).
No entanto, há estudos que consideram satisfatórios os sinais elétricos gerados entre
as próprias células neurais durante o processo de regeneração do nervo (SUN et al.,
2018). Os estudos abordados nessa subseção são apresentados de maneira compa-
rativa nas Tabelas 4 e 5, sendo separados em trabalhos que consideram a aplicação
de estímulo elétrico externo e que não consideram estímulo externo, respectivamente.

Em estudo realizado por Lee et. al. (2009) , fibras eletrofiadas alinhadas de
PLGA foram recobertas com PPy via polimerização oxidativa in situ. Neste estudo, em
teste in vitro, células PC12 e neurônios hipocampais foram estimulados eletricamente
com um potencial de 10 mV/cm à 100 mV/cm. Estímulos de 10 mV/cm foram mais
eficazes, exibindo neuritos entre 40 - 50% mais longos e proliferação de 40 - 90% maior,
quando comparados com neuritos que não foram estimulados. Em outro estudo, foram
obtidas fibras eletrofiadas alinhadas de PLGA contendo 8 %m de NTC (WANG, J. et al.,
2018). Em teste in vitro, foram semeadas células PC12 e SCs nas fibras e estimuladas
com 40 mV/cm. Os resultados in vitro demonstraram que o estímulo elétrico favoreceu
a diferenciação e crescimento de células PC12, além do crescimento e mielinização
de SCs.

Fibras eletrofiadas alinhadas de PLA foram recobertas com PPy via polimeriza-
ção admicelar e recobertas com laminina como molécula bioativa em (SUDWILAI et al.,
2014). Neste estudo foi considerada a razão 1:1 (agente oxidante/monômero), e adici-
onalmente, foi utilizado o surfactante DBSA, com resultados de condutividade elétrica
na razão 1:8 (DBSA/monômero) de 10 S/cm. Já em testes in vitro realizados neste
estudo, células tronco hipocampais de ratos foram semeadas nas fibras produzidas
e estimuladas à 200 mV /cm. Os resultados apresentaram um aumento na expressão
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gênica das células estimuladas em comparação com as células não estimuladas. Em
estudo similar, fibras eletrofiadas alinhadas de PLA foram recobertas com PPy via
recobrimento eletroquímico (ZHOU et al., 2017). Diferentes moléculas bioativas foram
adicionadas à superfície das fibras, dentre elas, laminina, fibronectina e colágeno. Em
teste in vitro realizados neste estudo, células PC12 foram semeadas nas fibras e es-
timuladas à 100 mV/cm. Os resultados indicaram que o estímulo elétrico aumentou a
adesão celular, o alinhamento e o comprimento dos neuritos. Assim, existiu um efeito
sinérgico entre as moléculas bioativas e o estímulo elétrico.

Conduítes eletrofiados de PCL recobertos com PPy via polimerização oxidativa
in situ foram analisados por ensaios in vivo, com estímulo elétrico externo (SONG
et al., 2016). Defeitos de 15 mm foram feitos no nervo isquiático de ratos. Os conduítes
condutores foram inseridos e estimulados eletricamente através da aplicação direta
de uma corrente de 100 mV/cm durante 1h, após 1, 3 e 5 dias pós-operatório. Após
8 semanas pós-operatório o IFC dos conduítes condutores estimulados eletricamente
foi de -23,5 ± 1,2, não apresentando diferença significativa em relação ao autoenxerto
(-21,4 ± 1,1). Os resultados eletrofisiológicos dos conduítes condutores estimulados
também foram similares ao autoenxerto, sendo 61,34 ± 4,21 m/s e 63,32 ± 2,54 m/s,
respectivamente. Sendo assim, o estímulo elétrico externo favoreceu a regeneração
do nervo e a sua recuperação funcional.

Tabela 4 – Diferentes conduítes eletrofiados com aditivos condutores, analisados por
ensaios biológico, com estímulo elétrico externo.

Material
Condutividade

elétrica Estímulo elétrico Ensaio biológico Resultados relevantes Fonte

PLGA/PPy - 10 mV/cm in vitro
Aumento da extensão e
proliferação de neuritos (LEE, Jae et al., 2009)

PLGA/NTC - 40 mV/cm in vitro
Aumento da diferenciação de células

PC12 e da mielinização de SC (WANG, J. et al., 2018)

PLA/PPy 10 S/cm 200 mV/cm in vitro Aumento da expressão gênica (SUDWILAI et al., 2014)

PLA/PPy 10 S/cm 100 mV/cm in vitro
Aumento da adesão, alinhamento

e comprimento dos neuritos (ZHOU et al., 2017)

PLCL/PPy 10–5 S/cm 100 mV/cm
in vivo

defeito de 15 mm
IFC e velocidade de condução

similares ao autoenxerto (SONG et al., 2016)
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Outros estudos não consideram o estímulo elétrico externo e apresentam resul-
tados relevantes Tabela in vitro e in vivo, 5. Em Shafei et al. (2017), fibras de PCL foram
recobertas com PPy via polimerização em fase de vapor. Devido à baixa velocidade do
coletor rotatório, as fibras produzidas no respectivo trabalho não se alinharam. Neste
estudo foi encontrado o valor de condutividade elétrica de 1,9 S/cm. Os resultados
dos testes in vitro (sem estímulo elétrico externo) apresentaram a diferenciação de
células PC12, que foi observada por crescimento de neuritos após 4 dias de cultura
nas fibras. Além disso, as áreas cobertas por células foram significativamente maiores
nas fibras de PCL revestidas com PPy em comparação com PCL sem revestimento.
Comprovando-se assim, que o PPy estimulou a diferenciação celular, além do cresci-
mento e migração de neuritos.

Fibras eletrofiadas alinhadas de PU/quitosana contendo 0,2 %m de NTC foram
recobertas com PPy em (SHRESTHA, B. K. et al., 2018). Os resultados mecânicos
mostraram que a adição de NTC aumentou a resistência máxima à tração de 8 MPa
para 14 MPa. Devido ao recobrimento com PPy, foi observado a superhidrofilicidade da
superfície, sendo este um fator importante para a adesão celular. Testes in vitro, sem
estímulo elétrico externo, apresentaram maior diferenciação, adesão e proliferação
de células PC12 e SCs, em relação às fibras aleatoriamente distribuídas. Assim, foi
confirmado o efeito sinérgico dos NTC e do recobrimento das fibras.

Em estudo realizado por Sun et. al. (2018), foram desenvolvidos conduítes
constituídos de fibras de PCL/proteína da seda recobertas com PPy via polimerização
oxidativa in situ. Estes conduítes foram submetidos a estudo in vivo sem estímulo
elétrico externo. Foi observado que a densidade de SCs e a espessura da bainha de
mielina foram maiores para o grupo PCL/proteína de seda recobertos em comparação
com o grupo sem recobrimento. Adicionalmente não houve diferença significativa em
relação ao grupo autoenxerto em 12 semanas.

Conduítes de tubo oco não poroso de PLGA/PPy foram preenchidos interna-
mente com fibras eletrofiadas alinhadas de PLGA recobertas com PPy em (JING et al.,
2018). Estes conduítes foram testados em defeitos de 8 mm em ratos, sem estímulo
elétrico externo. Em relação ao resultado de IFC, em 12 semanas, o autoenxerto apre-
sentou valores próximos a -40 (melhor resultado), seguido do conduíte condutor, o
qual apresentou valores próximos a -50, no entanto, não houve diferença significativa
em relação ao autoenxerto. Já os resultados eletrofisiológicos, em 12 semanas, a ve-
locidade de condução foi maior para o grupo autoenxerto (40 ± 5,3 m/s), seguido do
conduíte condutor (32 ± 4,1 m/s), no entanto, não houve diferença significativa em
relação ao autoenxerto. Como informação complementar, os autores afirmam que as
fibras condutoras alinhadas promovem um microambiente favorável à regeneração.
Isso é justificado devido à capacidade das fibras condutoras alinhadas transmitirem
entre as células estímulos elétricos por elas produzidas.
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Tabela 5 – Diferentes conduítes eletrofiados com aditivos condutores, analisados em
ensaios biológicos, sem estímulo elétrico externo.

Material
Condutividade

elétrica Ensaio biológico Resultados relevantes Fonte

PCL/PPy 1,9 S/cm in vitro
Aumento da diferenciação de PC12,
crescimento e migração de neuritos (SHAFEI et al., 2017)

Quitosana/PU/NTC/PPy - in vitro
Aumento da diferenciação, adesão e

proliferação de PC12 e SC (SHRESTHA, B. K. et al., 2018)

PLCL/Proteína da seda/PPy -
in vivo

defeito de 10 mm
Densidade e espessura da bainha

de mielina similares ao autoenxerto (SUN et al., 2018)

PLGA/PPy 0,1 S/cm
in vivo

defeito de 8 mm
IFC e velocidade de condução

comparáveis com o autoenxerto (JING et al., 2018)

7.3 DESAFIOS NO DESENVOLVIMENTO DE CONDUÍTES

Os conduítes comerciais Neuragen®, Neurotube® e Neurolac® estão a cerca de
20 anos no mercado, e apesar das suas desvantagens, ainda não foram substituídos
por conduítes mais eficazes. Nota-se que estes conduítes apresentam resultados clíni-
cos e pré-clínicos comparáveis com o autoenxerto em defeitos de até 2 cm (FAROLE;
JAMAL, 2008; SHIN et al., 2009). Entretanto, possuem desvantagens correlacionadas
principalmente a estrutura rígida, ao tempo de degradação e falta de características
estruturais que biomimetizem o ambiente em regeneração. Essas desvantagens de-
vem ser superadas a fim de desenvolver conduítes com características estruturais
mais flexíveis e com tempo de degradação compatível com a regeneração. Além disso,
desenvolver estratégias que biomimetizem o ambiente em regeneração e estimulem
a regeneração do nervo, para que assim consigam em um futuro próximo superar as
limitações dos conduítes comercias, e além disso, apresentem resultados comparáveis
ou superiores ao autoenxerto.

A escolha do material e do método de processamento é uma etapa importante
para determinar as características desejadas. Para a escolha do material deve-se
considerar, principalmente, a biocompatibilidade, biodegradabilidade e tempo de de-
gradação. Atendendo estes requisitos, o PLGA é um polímero promissor. Isto porque
é biocompatível, biodegradável e sua taxa de degradação pode ser ajustada com a
proporção de seus monômeros na síntese (LUIS et al., 2007). Quanto ao método de
processamento, deve ser considerado um método que permita a obtenção de estrutu-
ras flexíveis, porosas e ao mesmo tempo resistentes mecanicamente. A eletrofiação é
uma técnica que permite a obtenção de estruturas fibrosas, altamente porosas e com
resistência mecânica satisfatória (CHIONO; TONDA-TURO, 2015).
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Como foi discutido nesse capítulo, através da eletrofiação é possível fabricar con-
duítes constituídos de fibras alinhadas. Foi comprovado que essa estratégia estimula
a diferenciação e o direcionamento celular, com bons resultados in vitro e resultados
in vivo comparáveis com o autoenxerto (KIM et al., 2016; WANG, C. Y. et al., 2011).
Ademais, foi constatado que a resistência mecânica de fibras alinhadas de PLGA
apresentaram valores próximos ao nervo humano (CHIONO; TONDA-TURO, 2015).
Uma outra estratégia também discutida, foi agregar propriedade elétricas em conduí-
tes eletrofiados, em destaque àqueles com fibras alinhadas. As propriedades elétricas
influenciam na diferenciação, proliferação e migração celular. Foram considerados, pre-
ferencialmente, os métodos de obtenção deste conduíte: via polimerização oxidativa
in situ e pela incorporação de aditivos condutores à solução polimérica com posterior
eletrofiação. Adicionalmente foram analisados estudos que propõem o estímulo elétrico
externo e sem estímulo elétrico externo.

A necessidade do estímulo elétrico externo ainda não é um consenso na litera-
tura. Alguns estudos apontam que o estímulo elétrico externo em conduítes eletrofiados
condutores estimula a diferenciação e proliferação celular in vitro. E adicionalmente
aumenta o IFC e a velocidade de condução in vivo (SONG et al., 2016). Todavia,
outros estudos obtiveram resultados favoráveis in vitro e in vivo comparáveis com o
autoenxerto, sem a aplicação de um estímulo elétrico externo (SHAFEI et al., 2017;
JING et al., 2018). Assim, partindo da análise que em ambos os casos os resultados
são promissores, identifica-se que é clinicamente mais viável não utilizar estímulos
elétricos externos em um paciente com lesão.
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8 MATERIAIS E MÉTODOS

8.1 MATERIAIS

O polímero utilizado neste trabalho foi o PLGA (LA:GA = 82:18) Resomer® LG
824S, fornecido gentilmente pela empresa Evonik Industries - Germany. Os nanotubos
de carbono (NANOCYLTM NC7000 series) de paredes múltiplas foram produzidos via
deposição química de vapor de carbono pela empresa Nanocyl S.A. Outras informa-
ções a respeito destes nanotubos estão apresentadas na Tabela 6.

O monômero de pirrol (Py) (Sigma - Aldrich 99%) com massa molar de 67,09
g.mol-1 foi previamente destilado sob vácuo e armazenado em frasco âmbar em at-
mosfera de N2 a 4%. A argila montmorilonita (Mt) (VULGEL CN 45), de alta pureza, foi
produzida pela Aliança Latina Indústrias e Comércio Ltda. O agente oxidante Cloreto
Ferrico (Vetec) apresenta massa molar de 270,3 g/mol, enquanto o surfactante DBSA
(Aldrich) apresenta massa molar de 326,54 g/mol. Os solventes, DCE e DMF, com
grau de pureza (P.A.), foram procedentes da empresa VETEC, e foram utilizados como
fornecidos.

Tabela 6 – Algumas propriedades dos nanotubos de paredes múltiplas.

Propriedades Valores Unidades

Pureza 90a %

Densidade 2,3b g/cm3

Comprimento médio (L) 1,5a μm

Diâmetro médio (D) 9,5a nm

Razão de aspecto (L/D) 157,89 -

Área superficial 250 - 300a m2/g

Condutividade 100b S.cm–1

a Valores fornecidos pelo fabricante
b Valores obtidos em laboratório

8.2 SÍNTESE DO POLÍMERO CONDUTOR PPY.DBSA

A síntese do polímero condutor (PPy.DBSA) foi obtida através da polimerização
oxidativa in situ do monômero pirrol em solução aquosa. No processo de polimerização
foi utilizado o surfactante aniônico (DBSA) e o agente oxidante cloreto férrico hexahidra-
tado (FeCl3 .6H2O), seguindo o procedimento descrito por (MERLINI, C. et al., 2014).
O procedimento experimental está representado esquematicamente na Figura 23.
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Figura 23 – Esquema ilustrativo da síntese oxidativa do pirrol para obtenção do aditivo
condutor PPy.DBSA.

Inicialmente o surfactante aniônico (1,88 g) foi disperso em 0,05 L de água
destilada em um béquer de 250 mL, em seguida foram adicionados 2 g (0,3 mol/L) de
pirrol (Py). Após 10 minutos, 16,2 g de FeCl3 .6H2O previamente dissolvidos em 0,05 L
de água destilada foram adicionados gota a gota à dispersão aquosa contendo pirrol e
DBSA. A razão molar oxidante/monômero e monômero/surfactante utilizada foi de 2/1
e 5/1, respectivamente. A polimerização foi mantida sob agitação magnética durante
1h a temperatura ambiente de 21± 2 ◦C. Após 24 h de repouso o PPy.DBSA foi filtrado
e lavado diversas vezes com água destilada para extrair resíduos e subprodutos da
reação. Após a lavagem o PPy.DBSA foi secado em uma estufa a vácuo a 60 ◦C, até
a sua massa permanecer constante. Como última etapa, o PPy.DBSA foi cominuído
em um almofariz e peneirada em malha com abertura de 75 mm/μm (200 mesh, marca
Bertel) e armazenado à temperatura ambiente.

8.3 SÍNTESE DO POLÍMERO CONDUTOR MT-PPY.DBSA

A síntese do polímero condutor Mt-PPy.DBSA foi realizada através da polimeri-
zação oxidativa in situ do monômero pirrol, em solução aquosa, na presença da argila
Mt, conforme descrito por (RAMOA et al., 2018; SCHIEFFERDECKER et al., 2019). No
processo foi utilizado o surfactante aniônico DBSA e o agente oxidante, FeCl3 .6H2O,
como representado esquematicamente na Figura 24.
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Figura 24 – Esquema ilustrativo da síntese oxidativa do pirrol na presença da argila
montmorilonita (Mt) para a obtenção do aditivo condutor Mt-PPy.DBSA.

Primeiramente 1 g da argila Mt e 2,86 g do surfactante DBSA foram adicionados
em 100 mL de água destilada, que representa uma razão molar monômero/surfactante
de 5/1. Paralelamente, 27,57 g de FeCl3 .6H2O foi dissolvido em 50 mL de água
destilada (razão molar oxidante/Py: 2/1). Ambas as dispersões foram agitadas magne-
ticamente a temperatura ambiente por 1 h. Logo após, a dispersão contento a argila
Mt foi dispersa em um processador de ultrassom (Sonis VCX 750), com potência de
35% (263W), durante 20 min. Em seguida, ambas as dispersões foram misturadas
sob agitação magnética por 1h. Foi preparada também, uma solução aquosa de pirrol,
contendo 20 mL de água destilada e 2,96 g de pirrol, sob agitação magnética por 30
min. A solução de pirrol foi adicionada gota a gota na dispersão final obtida e posteri-
ormente agitada magneticamente durante 1h a temperatura ambiente. A solução final
tem concentração molar de 0,3 mol/L de pirrol. Após 24 h de repouso, o aditivo condutor
Mt-PPy.DBSA foi filtrado e lavado diversas vezes com água destilada. Posteriormente
foi secado em uma estufa a vácuo a 60 ◦C, até a sua massa permanecer constante.
Como etapa final, o aditivo Mt-PPy.DBSA foi cominuído em um almofariz e peneirado
em malha com abertura de 75 mm/μm (200 mesh, marca Bertel) e armazenado à
temperatura ambiente.
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8.4 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA

Para a eletrofiação da solução de PLGA e obtenção de fibras alinhadas, pri-
meiramente foi preparada uma solução de 7,4 %m de PLGA (1,129 g para 12 mL de
solução no total). Os solventes DCE e DMF foram utilizados na proporção de 3:1 v/v (9
mL/3 mL). A solução polimérica foi solubilizada a 50 ◦C durante 2 h. A solução de PLGA
foi eletrofiada utilizando-se uma seringa de 5 mL e uma agulha metálica de 0,6 mm de
diâmetro interno. A seringa foi acoplada em uma bomba de infusão (Instor Apparatus).
O coletor metálico rotatório foi recoberto com folha de alumínio e aterrada, enquanto
o polo positivo foi conectado à agulha. Uma fonte de alimentação de alta tensão com
corrente contínua de até 30 kV foi utilizada para gerar o campo elétrico (Instor Appara-
tus). A solução de PLGA foi eletrofiada com uma vazão de 1 mL/h, tensão elétrica de
18 kV, distância entre a agulha e o coletor de 25 cm e velocidade do coletor rotatório
de 2500rpm. A eletrofiação da solução foi realizada a temperatura de 25 ◦C e umidade
relativa de 60 %, conforme estudo realizado previamente por (CASTRO et al., 2020).

8.5 PREPARAÇÃO DAS MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA COM ADITIVOS
NANOESTRUTURADOS CONDUTORES

As membranas eletrofiadas de PLGA e aditivos nanoestruturados condutores
foram preparadas por duas rotas distintas, de acordo com o esquema apresentado na
Figura 25.

Figura 25 – Fluxograma da metodologia utilizada na preparação das membranas ele-
trofiadas de PLGA e aditivos nanoestruturados condutores.
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8.5.1 Membranas eletrofiadas de PLGA recobertas com PPy

As fibras eletrofiadas de PLGA foram recobertas com PPy através da polimeri-
zação oxidativa in situ do pirrol na presença da membrana eletrofiada de PLGA. Foi
utilizado o FeCl3 .6H2O como oxidante, conforme apresentado na Figura 26.

Em um primeiro momento, foram preparadas duas soluções: pirrol (0,1675 g)
em 25 mL de água destilada e FeCl3 .6H2O (1,35 g) em 25 mL de água destilada,
ambas sob agitação magnética durante 10 minutos. A razão molar oxidante/monômero
foi de 2/1 e a concentração de PPy foi de 0,05 mol.L–1. A polimerização oxidativa in
situ foi realizada de acordo com o estudo realizado por (MERLINI, C. et al., 2014).

Posteriormente, a membrana com área de 30 mm2 foi imersa em uma solução
contendo FeCl3 .6H2O. Subsequentemente, a solução contendo o monômero pirrol
foi gotejada na solução de FeCl3 .6H2O com a presença da membrana eletrofiada. A
polimerização foi realizada em um período de 5 horas sob agitação magnética branda.
Após esse período, a membrana foi lavada com água destilada e seca em um des-
secador à vácuo. As membranas de PLGA recobertas com PPy foram denominadas
PLGA-rec.

Figura 26 – Esquema ilustrativo da polimerização oxidativa in situ do pirrol (Py) na
presença da membrana eletrofiada de PLGA.
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8.5.1.1 Membranas eletrofiadas de PLGA/PPy.DBSA, PLGA/Mt-PPy.DBSA e PLGA/NTC

Membranas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos nanoestruturados condu-
tores foram preparadas de acordo com o esquema da Figura 27. Primeiramente foi
preparada uma solução polimérica de PLGA (1,129g). Foram utilizados os solventes
DCE/DMF 3:1 v/v (6 mL/2 mL). A solução foi mantida sob agitação magnética por 2h à
50 ◦C. Paralelamente foi preparada uma dispersão contendo os aditivos nanoestrutura-
dos condutores. Os aditivos foram adicionados com suas respectivas frações mássicas
em DCE/DMF 3:1 v/v (3 mL/ 1 mL). A dispersão foi mantida sob agitação magnética
por 30 min e subsequentemente sonicada durante 5 min. Ambas as soluções foram
misturadas, resultando em uma solução de PLGA 7,4 %m contendo aditivos nanoes-
truturados condutores. Esta solução final foi sonicada por 5 min e eletrofiada.

Figura 27 – Esquema ilustrativo da preparação da solução de PLGA contendo aditivos
nanoestruturados condutores.

Os aditivos nanoestruturados condutores PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA foram adi-
cionados na solução polimérica de PLGA nas frações mássicas 2,5, 5 e 7,5 %m. Essas
frações foram definidas baseadas em estudo anterior, em que frações maiores que
7,5%m destes aditivos foram citotóxicas (MERLINI, C. et al., 2018). Já os NTC fo-
ram adicionados na solução polimérica nas frações mássicas 0,25, 0,5 e 0,75 %m.
Em testes preliminares realizado por este estudo, foi observado que em frações de
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NTC acima de 0,75 %m a viscosidade da solução aumenta muito, inviabilizando o
processo de eletrofiação. As soluções foram eletrofiadas com uma vazão de 1 mL/h,
tensão elétrica de 18 kV, distância entre a agulha e o coletor de 25 cm e velocidade
do coletor rotatório de 2500 rpm. A eletrofiação foi realizada a temperatura de 25 ◦C e
umidade relativa de 60%. Foram obtidas membranas eletrofiadas contendo diferentes
frações mássicas dos aditivos, denominadas como PLGA/PPy_x, PLGA/Mt-PPy_x ou
PLGA/NTC_x, onde x representa a fração mássica do aditivo condutor.

8.6 DESENVOLVIMENTO DO CONDUÍTE DE NERVO

A membrana eletrofiada, com dimensões (14 mm x 50 mm), deve ser enro-
lada em torno de um capilar polimérico ou metálico (diâmetro 1,5 mm), resultado um
conduíte de comprimento 14 mm e diâmetro externo de 1,7 mm, conforme pode ser
observado na Figura 28.

Figura 28 – Procedimento realizado para obter o conduíte eletrofiado (KIM et al., 2016).

8.7 CARACTERIZAÇÃO

8.7.1 Microscopia eletrônica de varredura - MEV

A microestrutura das membranas eletrofiadas de PLGA recoberta, membra-
nas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos nanoestruturados condutores PPy.DBSA,
Mt-PPy.DBSA e NTC, e dos aditivos em pó PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC, foram
avaliadas pelo MEV (Joel, modelo JSM-6390LV) e pelo microscópio eletrônico de var-
redura por emissão de campo (MEV-FEG), da marca Jeol modelo JSM6701F, ambos
localizados no LCME, na UFSC. As amostras foram coladas com fitas de carbono
dupla face em um porta amostra (stub), posteriormente recobertas com ouro e anali-
sadas em tensões elétricas de 10 kV. A partir das imagens de MEV das membranas
eletrofiadas foi calculado o diâmetro médio das fibras, utilizando-se o software livre
ImageJ, sendo que para cada amostra foram realizadas 100 medidas.
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8.7.2 Microscopia eletrônica de transmissão - MET

A microestrutura das membranas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos na-
noestruturados condutores e dos aditivos em pó, e a dispersão destes aditivos dentro
das fibras foram avaliadas pelo TEM. As amostras foram eletrofiadas diretamente em
um porta amostra (grid) de carbono com malha de cobre de 300 mesh (CF300-Cu) e
examinadas em um microscópio JEM-1011 com uma aceleração de tensão de 100 kV
localizado no LCME, na UFSC.

8.7.3 Ângulo de contato

A hidrofilicidade das membranas de PLGA contendo aditivos condutores nano-
estruturados foram avaliadas pelo ângulo de contato. Os valores de ângulo de contato
foram obtidos pelo goniômetro da marca Krüss, modelo DSA25, localizado no labora-
tório LABMAT, na UFSC. Foi utilizada água deionizada em volume de gota de 5 μL. O
ângulo foi medido após 5 segundos após o contato com a superfície do material.

8.7.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier - FTIR

A caracterização estrutural química das membranas eletrofiadas de PLGA con-
tendo aditivos nanoestruturados condutores e dos aditivos em pó foram avaliadas pela
FTIR , utilizando-se o modo de reflexão total atenuada (ATR) em um espectrômetro
Bruker, modelo TENSOR 27. As amostras dos aditivos em pó foram previamente pren-
sadas e analisadas em forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos em número
de onda de 4000 a 600 cm–1, por acúmulo de 32 varreduras, com uma resolução de
4cm–1. As análises foram realizadas no laboratório LABMAT, na UFSC.

8.7.5 Calorimetria exploratória diferencial - DSC

O ensaio DSC foi realizado para analisar a influência dos aditivos condutores
PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC nas membranas eletrofiadas de PLGA. O equipa-
mento utilizado para esta análise foi o Q20 TA instruments, localizado no laboratório
IMP, INSA-Lyon. Aproximadamente 5 mg da membrana a ser analisada foram encapsu-
lados em cadinhos de alumínio, com atmosfera de gás nitrogênio de 60 mL.min–1. As
amostras foram submetidas a um primeiro aquecimento aquecimentos de 25 à 200◦C,
seguido de um resfriamento de 200 à 25◦C, então reaquecido novamente de 25 à
200◦C (2º aquecimento). O primeiro ciclo objetivou analisar a influência do processa-
mento no material. Já o segundo ciclo, analisar o comportamento do material após
apagado seu histórico térmico. O instrumento foi calibrado com índio para o fluxo de
calor e temperatura.
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O grau de cristalinidade do polímero foi calculado a partir da Eq. (1). ΔHexp é a
entalpia de fusão experimental, o Δ Hc é o valor teórico da entalpia de fusão estimada
a partir do polímero 100% cristalino (94.7 J/g) e %m é a porcentagem de massa do
polímero.

Cristalinidade =
ΔHexp
ΔHc%m

x100 (1)

8.7.6 Análise termogravimétrica - TGA

A análise TGA foi realizada em um analisador termogravimétrico TGA550 TA
Instruments, localizado no laboratório IMP, INSA-Lyon. As análises foram realizadas em
uma faixa de temperatura de 35 a 700 ◦C, a uma taxa de aquecimento de 10◦C.min–1,
utilizando-se fluxo de nitrogênio de 60 mL.min–1. A quantidade de amostra analisada
foi de aproximadamente 5 mg.

8.7.7 Análise termodinâmica-mecânica - DMA

A DMA das membranas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos nanoestrutura-
dos condutores foi realizada para verificar suas propriedades mecânicas em função da
temperatura. Foi utilizado o equipamento DMA/SDTA 861E, Mettler Toleto, sob o modo
de tração, localizado no laboratório IMP, INSA-Lyon, conforme pode ser observado na
Figura 29. Para a realização das análises, foram utilizados corpos de prova com largura
de 3 mm e comprimento de 9 mm, que foram ensaiados utilizando-se frequência de
1Hz, em uma faixa de temperatura de 20 a 120 ◦C, a uma taxa de aquecimento de
5◦C.min–1 e deslocamento de pico a pico de 60 μm.

Figura 29 – Equipamento DMA/SDTA 861E, Mettler Toleto, durante o ensaio de DMA.
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8.7.8 Teste de tração

Os ensaios mecânicos de tração foram realizados em máquina de ensaios ele-
tromecânicos MTS 2/M à temperatura ambiente (22 ± 1 ◦ C) e sob umidade relativa de
30 ± 5%, localizado no laboratório IMP, INSA-Lyon, conforme a Figura 30. As membra-
nas eletrofiadas foram cortadas em dimensões de 10 mm x 30 mm. A espessura das
membranas foi medida com um micrômetro para cada ensaio. O ensaio mecânico foi
realizado com deslocamento constante de 5 mm.min–1.

Figura 30 – Equipamento MTS/2M durante o ensaio de tração.

8.7.9 Condutividade elétrica pelo método de 4 pontas

A condutividade elétrica obtida pelo método padrão de 4 pontas foi utilizada para
avaliar a condutividade elétrica das membranas eletrofiadas contendo aditivos nanoes-
truturados condutores e dos aditivos em pó, com condutividade acima 10–7S/cm. As
amostras de aditivos em pó foram prensadas, para a obtenção de um corpo de prova
em forma de pastilha com diâmetro de 2,5 cm. Para cada amostra foram realizadas 5
medidas de condutividade. As análises de resistividade elétrica foram realizadas no
laboratório POLICOM, na UFSC.

Neste método a corrente é aplicada entre os terminais externos e a diferença
de potencial é medida entre os terminais internos, com um eletrômetro da Keithley,
modelo 2400, como ilustrado na Figura 31. A condutividade elétrica (σ) (S.cm–1) foi
calculada a partir da Equação (2).

σ =
I
V

× ln 2
π

× 1
w

(2)

onde: I é a corrente (A); V é diferença de potencial elétrico (V), w a espessura
(cm) e (ln 2)/π é um fator de correção.
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Figura 31 – Fotografia do dispositivo para medição da condutividade elétrica pelo mé-
todo de 4 pontas.

8.7.10 Condutividade elétrica pelo método de 2 pontas

A condutividade elétrica obtida pelo método padrão de 2 pontas foi utilizada
para avaliar a condutividade elétrica das membranas eletrofiadas contendo aditivos
nanoestruturados condutores, com condutividade abaixo 10–7S/cm. As análises foram
realizadas utilizando-se um eletrômetro Keithley 6517A conectado a dispositivo de
ensaio Keithley 8009, localizado no laboratório POLICOM, na UFSC. A Figura 32
ilustra a fotografia do dispositivo. Primeiramente foi calculada a resistividade elétrica
(ρ) (ω.cm) de acordo com Equação (3), segundo (GIROTTO; SANTOS, I. A., 2002).

ρ =

(d + g)2π
4
w

× V
I

(3)

onde, w é a espessura da amostra (cm), V é a diferença de potencial elétrico (V),
I é a corrente elétrica (A), d é o diâmetro do suporte da amostra (cm) e g é a distância
entre o suporte da amostra e o anel de segurança (cm), conforme identificado na
Figura 32.

Posteriormente, foi calculada a condutividade elétrica σ (S.cm–1), de acordo
com a Equação (4).

σ =
1
ρ

(4)
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Figura 32 – Fotografia do dispositivo para medição da resistividade elétrica pelo mé-
todo de 2 pontas.

8.8 DEGRADAÇÃO

As membranas eletrofiadas foram cortadas em retângulos (10 × 10 mm) para
testes de degradação in vitro. As amostras foram cortadas e seus respectivas massas
iniciais foram registradas. Após essa etapa de pesagem as amostras foram colocadas
em tubos contendo 2 mL de solução salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,4)
para estudo de degradação in vitro. Os tubos foram colocados em banho de incubadora
e mantidos a 37 ◦C durante 12 semanas. Em intervalos predeterminados, semanas
1, 3 e 12, amostras para cada tipo de membrana foram recuperadas, lavadas com
água destilada para remover os sais tampão residuais e secas até o peso permanecer
constante em dessecador a vácuo.

A massa molar das membranas eletrofiadas foi determinada utilizando o método
SEC. Para tal, as membranas foram dissolvidas em solvente DMF e filtradas para
remover resíduos insolúveis. Ambos os eluentes foram usados com uma taxa de fluxo
de 1 mL.min–1. As colunas foram conectadas a um detector RI. A concentração da
amostra foi de 5 mg.mL–1 e o volume de injeção foi de 100 µL.

8.9 ENSAIO IN VITRO

Os ensaios in vitro de viabilidade celular MTT ((3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Brometo de difeniltetrazólio) foram realizados em parceria com o Laboratório de He-
matologia e células-tronco da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
seguindo o protocolo dado.
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8.9.1 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar a citocompatibilidade das membranas eletrofiadas foi realizado
ensaio de viabilidade celular MTT. Pedaços circulares das membranas eletrofiadas
foram cortados e posicionados no fundo de placas de 48 poços e 5000 células da
linhagem PC12. Um modelo neural amplamente utilizado proveniente de um tumor da
medula da adrenal de ratos, foram semeadas sobre os biomateriais. As células foram
cultivadas no material durante 1, 3 ou 7 dias a 37 ◦C e 5% de CO2 e a viabilidade celular
foi avaliada nos 3 tempos de acordo com o protocolo padrão do ensaio MTT. O meio
de cultura celular foi retirado do poço e foi adicionado 400 µL de uma solução 5 mg/mL
de (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Brometo de difeniltetrazólio) em PBS. As células foram
incubadas com essa solução a 37 ◦C e 5% de CO2 por 2 horas. Após, a solução foi
retirada e substituída por dimetilsulfóxido (DMSO) para lisar as células e solubilizar os
cristais produzidos a partir da metabolização do MTT pelas células viáveis. Em seguida,
200 μL dessa solução foi transferido para uma placa de 96 poços e a absorbância foi
medida em um espectrofotômetro com comprimentos de onda de 540 nm e 620 nm.
Somente as células viáveis são capazes de reduzir o MTT, aumentando a absorvância
da amostra.

8.9.2 Histoquímica

A morfologia celular foi analisada por meio de histoquímica, utilizando os marca-
dores DAPI e faloidina para avaliar o núcleo celular e o citoesqueleto, respectivamente.
Para isso, as células foram cultivadas nos materiais conforme descrito na seção an-
terior, por 7 dias. Após esse tempo, o meio de cultura foi retirado e as células foram
fixadas com paraformaldeído (PFA) 4% (Sigma-Aldrich, Brasil) por 20 minutos e pos-
teriormente lavadas com PBS. As amostras foram incubadas com faloidina conjugada
com rodamina B (1:100, Thermo-Fisher, Brasil) por 40 minutos e nos últimos 4 minutos
foi adicionado solução de DAPI (1:1000). Após a incubação as amostras foram lavadas
3 vezes com PBS e as imagens foram adquiridas utilizando o microscópio confocal
Leica TCS SP5. As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ.

8.9.3 Análise estatística

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) e calculados a
partir de pelo menos três amostras para cada condição. A normalidade dos dados foi
testada pelo teste Shapiro-Wilk. A análise estatística foi realizada usando ANOVA de
fator único e a diferença significativa foi considerada estatisticamente para p < 0,05.
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9 RESULTADOS E DISCUSSÕES

Membranas de PLGA foram produzidas pela técnica de eletrofiação com os
seguintes parâmetros: tensão elétrica de 18 kV, distância entre agulha e coletor de
25 cm, vazão de alimentação 1 mL.h–1 e velocidade do coletor rotatório de 2500 rpm.
Estes parâmetros foram ajustados previamente, de acordo com estudos realizados por
(CASTRO, 2018; MERLINI, C. et al., 2018).

Visando a aplicação destas membranas eletrofiadas para o desenvolvimento
de conduítes para a regeneração de nervos periféricos, foram abordadas caracterís-
ticas microestruturais, mecânicas, propriedades elétricas e biológicas, as quais são
apresentadas pela literatura como potencializadoras do processo regenerativo neural
(LEE, Jae et al., 2009; SUN et al., 2018; SHRESTHA, S. et al., 2019).

Membranas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos condutores foram obtidas
de duas maneiras distintas: (i) método indireto, o qual a membrana de PLGA puro é
recoberta com PPy através da polimerização in situ do pirrol e (ii) método direto, a
partir do qual é eletrofiada uma solução de PLGA contendo os aditivos condutores
PPy.DBSA , Mt-PPy.DBSA e NTC dispersos.

Para a análise dos resultados as próximas seções foram separadas da seguinte
maneira. Primeiramente, foram avaliadas as propriedades físico-químicas, mecânicas
e biológicas das membranas de PLGA puro recobertas com PPy. Em seguida, foram
avaliadas as propriedades das membranas de PLGA/PPy e PLGA/Mt-PPy. E por fim,
foram avaliadas propriedades das membranas de PLGA/NTC.

9.1 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA RECOBERTAS COM PPY

O recobrimento de fibras eletrofiadas com PPy é uma estratégia já difundida
para o desenvolvimento de fibras eletrofiadas condutoras (CASTRO; MERLINI, Clau-
dia, 2021; LEE, Jae et al., 2009). O controle do processo de recobrimento de fibras é
relativamente complexo. Como a polimerização do polímero é realizada diretamente
sobre as fibras, existem vários fatores como tempo de reação e proporção monô-
mero/oxidante que influenciam no processo.

As micrografias MEV das fibras de PLGA e PLGA recobertas com PPy estão
apresentadas na Figura 33. Curvas de distribuição e box-plot da distribuição do diâme-
tros das fibras de PLGA e PLGA-rec estão apresentados na Figura 34. Foram obtidas
membranas de PLGA altamente porosas, com fibras alinhadas unidirecionalmente e
sem defeitos do tipo beads. As fibras de PLGA-rec apresentam superfície rugosa, re-
sultante da deposição in situ de partículas de PPy sobre a fibra. Sendo assim, as fibras
são compostas por um núcleo de PLGA revestido de PPy, com completa uniformidade
de deposição e poucos agregados. Além disso, pode-se observar que o alinhamento
das fibras após o recobrimento foi mantido. As fibras de PLGA apresentam diâme-



Capítulo 9. Resultados e Discussões 76

tros de 561,6 ± 149,0 nm, enquanto as fibras de PLGA-rec apresentam diâmetros de
827,2 ± 247,9 nm. O aumento do diâmetro das fibras de PLGA-rec está diretamente
relacionado com a camada de deposição de PPy sobre as fibras de PLGA.

Figura 33 – (a-b) Micrografia MEV das fibras de PLGA e (c-d) PLGA recobertas com
polipirrol via polimerização in situ do pirrol.

Figura 34 – (a) Curva de distribuição dos diâmetros e (b) Box-plot da distribuição dos
diâmetros das fibras de PLGA e PLGA-rec (n = 100).

O PPy puro apresenta altos valores condutividade elétrica, cerca de 102 - 103

S.cm–1, além de boa biocompatibilidade e afinidade celular (BALINT; CASSIDY; CART-
MELL, 2014; JING et al., 2018). O valor de condutividade elétrica encontrado para a
membrana de PLGA puro foi de (2,94 ± 1,43) x 10–17S.cm–1, enquanto para a mem-
brana de PLGA-rec foi de (5,6 ± 0,03) x 10–2 S.cm–1. Dessa maneira, o recobrimento
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com PPy aumentou 15 ordens de grandeza em relação a membrana sem recobrimento,
e este valor está dentro do esperado pela literatura para aplicação em regeneração de
nervos periféricos (SONG et al., 2016; ZHAN et al., 2016). Os valores de condutividade
elétrica considerados suficientes para estimular a proliferação de células neurais va-
riam entre 10–5 e 10 S.cm–1 (SONG et al., 2016; SUDWILAI et al., 2014). Do ponto de
vista da influência das propriedades elétricas na regeneração in vivo, pode-se destacar
o aumento da proliferação de células de Schwann, da espessura da bainha de mielina
e da recuperação funcional do nervo (SUN et al., 2018). Resultados similares foram
obtidos em estudo realizado nas mesmas condições de recobrimento em membra-
nas eletrofiadas de PVDF recobertas com polipirrol para aplicação como sensores de
pressão (MERLINI, Claudia et al., 2014).

A propriedade da superfície, incluindo a química da superfície e a hidrofilicidade,
é um fator importante que influencia a adesão celular inicial e, consequentemente,
afeta a proliferação e viabilidade celular do material (GERTZ et al., 2008; SHRESTHA,
B. K. et al., 2018). Uma maneira de estimar a hidrofilicidade ou hidrofobicidade de um
material é pelo ensaio de ângulo de contato. A Figura 35, apresenta os valores de
ângulo de contato das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec . Os valores de
ângulo de contato para as membranas de PLGA puro foram de 148 ± 3,5 ◦, indicando
uma superfície hidrofóbica. Os valores de ângulo de contato reduziram de 148 ± 3,5 ◦

para 82 ± 7,6 ◦ com o recobrimento com polipirrol. Visto que os valores são inferiores
a 90◦, a membrana PLGA-rec é considerada hidrofílica. Isso pode ser explicado pelo
fato de que o único par de elétrons de valência do nitrogênio do pirrol pode induzir a
ligação de hidrogênio entre o pirrol heterocíclico e as moléculas de água, resultando
no aumento de hidrofilicidade.

Figura 35 – (a) Histograma da média do ângulo de contato das membranas eletrofiadas
de PLGA e PLGA/PPy recoberto (dados apresentados como média ±
desvio padrão, n = 5), (b) PLGA e (c) PLGA-rec.
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Para confirmar a presença qualitativamente do PPy sobre as fibras de PLGA foi
realizado a espectroscopia FTIR, sendo que os espectros de PLGA, PLGA-rec e do
aditivo condutor PPy.DBSA estão apresentados na Figura 36. Para o PLGA observa-
se a banda de absorção em 1751 cm–1 atribuída ao estiramento C=O do COO. A
banda em 1454, por sua vez, é atribuída a deformação CH_3 e CH_2. Já a banda em
1181 cm–1 é atribuída a deformação C-O do COO. Para o PPy.DBSA, observam-se
as bandas de absorção em 1530 cm–1 e 1441 cm–1 que são atribuídas à vibração
de estiramento C-C e C-N do anel pirrol. Já a banda de absorção em 1288 cm–1 é
atribuída aos modos de deformação no plano C-H ou C-N, enquanto as bandas 1146
cm–1 são atribuídos aos modos de dobramento C-H. As bandas em 1012 e 768 cm–1

estão relacionadas com a deformação vibracional C-H fora do plano do anel pirrol. As
bandas de absorção obtidas estão em boa concordância com as bandas relatadas
na literatura para o polipirrol (MERLINI, C. et al., 2014). As membranas de PLGA-rec
apresentaram a predominância das bandas do PPy e pequenos deslocamentos de
bandas, como de 1288 cm–1 e 1146 cm–1 do PPy.DBSA para 1258 cm–1 e 1110 cm–1

referente ao PLGA-rec. Esses deslocamentos indicam uma possível interação química
entre o PPy.DBSA e o PLGA.

Figura 36 – Espectro FTIR das membranas de PLGA, PLGA-rec e do aditivo condutor
PPy.DBSA.



Capítulo 9. Resultados e Discussões 79

As curvas termogravimétricas (TG) das membranas eletrofiadas de PLGA e
PLGA-rec estão apresentadas na Figura 37. A membrana de PLGA puro apresenta
perda de massa com início em 284,9 ◦C e fim em 354,2 ◦C, com pico de degradação
máxima em 343,0 ◦C. O PPy.DBSA apresenta duas perdas de massa, sendo a primeira
em temperaturas abaixo de 100 ◦C e é justificada pela eliminação de água residual
existente no aditivo PPy.DBSA. A partir de 330◦C o PPy.DBSA inicia o processo de
degradação da cadeia polimérica, com pico de degradação máxima em 377 ◦C, apre-
sentando 48% de resíduo à 600 ◦C. A membrana de PLGA-rec iniciou o processo de
degradação em temperatura superior a membrana de PLGA puro, com onset de 332 ◦C
e fim em 365 ◦C. Ademais a membrana de PLGA-rec apresentou pico de degradação
máxima em 551 ◦C e 10 % resíduo à 600◦C. A presença do recobrimento das partí-
culas do PPy.DBSA sobre as fibras de PLGA pode agir como uma camada protetora,
fazendo com que a degradação térmica da membrana PLGA-rec seja deslocada para
maiores temperaturas, aumentando assim a estabilidade térmica do material.

Figura 37 – Curvas de (a) TG e (b) DrTG do aditivo condutor PPy.DBSA e das mem-
branas de PLGA e PLGA-rec.

Para suportar o crescimento axonal, é importante que o conduíte de nervo tenha
propriedades mecânicas suficientes para suportar não apenas o seu manuseio e sutura
durante a cirurgia, mas também os movimentos do paciente ao longo do tempo de
regeneração do tecido. Por esse motivo foram realizados os ensaios DMA e Tração
para as membranas de PLGA e PLGA-rec.

As curvas de módulo de armazenamento (E’) em função da temperatura para
as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec estão apresentadas na Figura 38
(a). O valor de E’ reduziu após o recobrimento de 237 MPa (PLGA) para 85 MPa
(PLGA-rec). Este efeito pode ser explicado pela presença do aditivo sobre as fibras de
PLGA, podendo atuar assim na formação de defeitos e consequentemente reduzindo
significativamente o módulo de armazenamento.
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As curvas da tangente de perda (Tan δ) em função da temperatura das mem-
branas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec estão apresentadas na Figura 38 (b). O
deslocamento da Tg para maiores temperaturas, de 69,6 ◦C (PLGA) para 72,4◦C para
o PLGA-rec, pode ser explicado pela redução da mobilidade das cadeias do PLGA
devido a presença do aditivo condutor PPy sobre as fibras de PLGA. Outro efeito ob-
servado pela presença do PPy é uma redução ligeira do pico Tan δ.

Figura 38 – Curvas de DMA (a) módulo de armazenamento e (b) tan δ em função da
temperatura para as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec.

A Figura 39 e Tabela 7 apresentam os valores obtidos no ensaio de tração
das membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA-rec e de um nervo humano (CHIONO;
TONDA-TURO, 2015). Como pode ser observado as membranas de PLGA puro apre-
sentam comportamento mais dúctil e tenaz em relação às membranas de PLGA-rec.
Apesar disso, após o recobrimento os valores de módulo de elasticidade e tensão
máxima à tração foram superiores para as membranas de PLGA-rec. Ou seja, o re-
cobrimento aumentou a resistência mecânica, no entanto aumentou a fragilidade das
membranas pela presença do PPy. De todo modo, em comparação com os valores
de um nervo humano, as propriedades mecânicas foram satisfatórias para a aplicação
como conduíte de nervo, com valores acima daqueles obtidos pelo nervo humano. Já
em comparação com outros estudos encontrados na literatura, as propriedades mecâ-
nicas obtidas são superiores ou equivalentes. Como em estudo realizado por Ghasemi
et al. (2009), em que foi obtido valor de resistência máxima à tração para membrana
de PCL de 5,87 ± 1,26 MPa (GHASEMI-MOBARAKEH et al., 2009). Em outro estudo,
também em membranas eletrofiadas de PCL, foi obtido valor de resistência a tração de
cerca de 9 MPa (QUAN et al., 2019). Sendo assim, ambas as membranas eletrofiadas
de PLGA e PLGA-rec, de acordo com o ensaio de tração, atendem as propriedades
mecânicas desejadas para a aplicação como conduíte de nervo.
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Figura 39 – Curva de tração das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec.

Tabela 7 – Propriedades mecânicas, módulo de elasticidade (E), resistência máxima à
tração (σ) e deformação na ruptura, das membranas eletrofiadas de PLGA,
PLGA-rec e de um nervo humano.

Membrana E (MPa) σ (MPa) Deformação (%)

PLGA 147,7 ± 1,3 6,2 ± 0,05 21 ± 4

PLGA-rec 264,1 ± 77,1 10,6 ± 2,6 8 ± 2

Nervo Humano 15,8 ± 2,2 6,7 ± 0,5 6 ± 2

A Figura 40 apresenta os resultados de viabilidade celular das membranas ele-
trofiadas de PLGA e PLGA-rec após 1, 3 e 7 dias de cultura celular. A análise de
viabilidade celular indicou que no dia 1 após a semeadura o grupo PLGA-rec apresen-
tou redução na viabilidade celular significativa. Nos dias 3 e 7 após o cultivo celular, as
membranas de PLGA-rec apresentaram menos de 50% de células metabolicamente
ativas em comparação ao controle, portanto consideradas citotóxicas. Esse resultado
não foi o esperado, visto que o PPy é considerado um polímero biocompatível. Além
disso, outros trabalhos obtiveram sucesso em níveis de viabilidade celular de fibras
recobertas com PPy (LEE, Jae et al., 2009; ZHOU et al., 2017; SONG et al., 2016).
A presença de resíduos do agente oxidante cloreto férrico, o qual foi utilizado na po-
limerização oxidativa do pirrol sobre as fibras de PLGA, pode ser um fator que tenha
contribuído para a toxicidade do material.

A Figura 41, apresenta as morfologias das células PC12 semeadas sobre as
membranas de PLGA e PLGA-rec no sétimo dia de cultivo celular. Como pode ser
observado, as células cultivadas sobre as fibras alinhadas de PLGA apresentaram-se
preferencialmente alinhadas em direção ao sentido das fibras. O mesmo efeito não foi
observado para as fibras recobertas com PPy.
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Figura 40 – Viabilidade celular das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec nos
dias 1, 3 e 7 após o cultivo celular.

Figura 41 – Morfologia das células de linhagem neural PC12 semeadas após 7 dias
sobre as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec (histoquímica).

9.1.1 Considerações parciais

Foram obtidas membranas eletrofiadas condutoras de PLGA recobertas com
polipirrol através da polimerização oxidativa in situ do pirrol. As membranas de PLGA
puro apresentaram condutividade na ordem de 10–17 S.cm–1, enquanto as membranas
de PLGA-rec apresentaram valores de condutividade elétrica da ordem de 10–2S.cm–1.
Estes valores obtidos após o recobrimento são satisfatórios para o estímulo da prolife-
ração de células, de acordo com a literatura.

As micrografias MEV revelaram que as membranas de PLGA são constituídas
de fibras homogêneas, sem defeitos, alinhadas e com diâmetros de 561,6 ± 149,0nm.
Após o recobrimento das fibras de PLGA, através da polimerização oxidativa in situ,
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as fibras foram recobertas por uma camada de partículas de PPy. A camada de PPy
formada foi contínua e uniforme, apresentando diâmetros de 827 ± 247,9 nm. O re-
cobrimento das fibras de PLGA com PPy alterou as propriedades de superfície da
membrana, que tornou-se hidrofílica após o recobrimento, com ângulo de contato
reduzido de 148 ± 3,5 ◦ (PLGA) para 82 ± 7,6 ◦ (PLGA-rec).

Para a verificação das propriedades térmicas, foi realizado um ensaio comple-
mentar de TGA, visto que para a aplicação em nervos periféricos não é um resultado
usualmente considerado. No entanto, foi observado que o recobrimento das fibras de
PLGA com pirrol aumentou a estabilidade térmica das fibras, devido ao efeito protetivo
do pirrol sobre as fibras de PLGA.

Os ensaios de DMA revelaram uma redução do Módulo E’ e um pequeno au-
mento nos valores de Tg após o recobrimento das fibras de PLGA com PPy. Esse efeito
foi devido a redução da mobilidade das cadeias poliméricas de PLGA na presença do
PPy sobre a superfície das fibras de PLGA.

Os ensaios de tração revelaram que as membranas de PLGA-rec apresenta-
ram maiores valores de módulo de elasticidade e de resistência máxima à tração em
relação a membrana de PLGA puro. No entanto, houve uma redução nos valores de
deformação na ruptura. Esse resultado pode ser justificado pela fragilização das fibras
de PLGA após o recobrimento.

Ensaios in vitro de viabilidade celular revelaram que as membranas de PLGA-
rec foram citotóxicas a partir do terceiro dia de cultura. Dessa forma, estas membranas
nas condições que foram desenvolvidas não poderão ser consideradas para uso em
conduítes eletrofiados de nervos.
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9.2 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA/PPY.DBSA E PLGA/MT-PPY.DBSA

Outra estratégia para o desenvolvimento de conduítes eletrofiados condutores é
eletrofiação de uma solução polimérica contendo aditivos condutores dispersos nesta
solução. Dentre os aditivos condutores mais usados está o PPy.DBSA, inclusive para
aplicações em Engenharia de tecidos (SUN et al., 2018; JING et al., 2018). Já o aditivo
Mt-PPy.DBSA começa a ganhar importância na literatura na obtenção de fibras con-
dutoras (SCHIEFFERDECKER et al., 2019; MERLINI, C. et al., 2018). Esses aditivos
apresentam potencial para aplicação na regeneração de nervos, devido ao estímulo
elétrico favorecido por eles para a proliferação e extensão de células neurais (XU et al.,
2014; SONG et al., 2016).

As membranas de PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA foram preparadas
a partir da eletrofiação de uma solução de PLGA contendo dois tipos distintos de
aditivos condutores, sendo eles, o PPy.DSBA e o Mt-PPy.DBSA. A morfologia dos
aditivos condutores está apresentada nas micrografias MEV da Figura 42. É possível
observar que o aditivo PPy.DBSA apresenta morfologia esférica (Figura 42(a)). Já o
aditivo Mt-PPy.DBSA (Figura 42(b)) apresenta uma morfologia constituída de partículas
lamelares, devido a polimerização do pirrol ter sido realizada sobre as lamelas da argila
Mt. Além disso, a morfologia lamelar do Mt-PPy.DBSA apresenta uma maior razão de
aspecto quando comparadas às partículas esféricas do PPy.DBSA.

A Figura 43 apresenta as micrografias MET dos aditivos PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA.
Por essa micrografia é possível ver de maneira mais nítida a morfologia esférica das
partículas de PPy.DBSA. O PPy.DBSA apresenta diâmetros médios de 95,13 ± 24,72
nm e uma maior tendência a formar aglomerados, quando comparado com o aditivo
Mt-PPy.DBSA, o qual apresenta uma morfologia constituída de partículas lamelares
parcialmente esfoliada, como discutido anteriormente.

Figura 42 – Micrografia MEV dos aditivos condutores nanoestruturados. (a) PPy.DBSA
e (b) Mt-PPy.DBSA.
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Figura 43 – Micrografia MET dos aditivos condutores nanoestruturado. (a) PPy.DBSA
e (b) Mt-PPy.DBSA.

As micrografias MEV das membranas de PLGA e PLGA/PPy.DBSA estão apre-
sentadas na Figura 44. A membrana de PLGA apresenta fibras uniformes, alinhadas
e sem defeitos do tipo beads, conforme discutido anteriormente. A partir da análise
das micrografias da membrana de PLGA/PPy.DBSA é possível observar que as fi-
bras mantiveram-se alinhadas e sem a presença de defeitos. Na superfície das fibras
observam-se poucos aglomerados de PPy.DBSA, que por sua vez encontram-se en-
capsulados dentro das fibras, conforme observa-se nas micrografias de maior magnifi-
cação (20000x). A quantidade de aglomerados aumenta ligeiramente com o aumento
da fração mássica do aditivo.

A Figura 45 apresenta as micrografias MEV das membranas de PLGA e PLGA/Mt-
PPy.DBSA. De forma similar às micrografias de PLGA/PPy.DBSA, as fibras de PLGA/Mt-
PPy.DBSA mantiveram-se alinhadas e sem defeitos. Os aditivos também encontram-se
encapsulados dentro das fibras, e com o aumento da fração mássica do aditivo é possí-
vel ver o aumento ligeiro da quantidade de aglomerados. A Figura 46, apresenta a dis-
tribuição dos diâmetros das fibras de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.
Como pode ser observado, a presença dos aditivos condutores não alterou de maneira
significativa o diâmetro das fibras.

Para visualizar de maneira mais nítida a dispersão dos aditivos na parte interna
das fibras de PLGA, foi realizado a microscopia de transmissão (MET), Figura 47. Nesta
figura é possível visualizar uma fibra de PLGA puro na Figura 47 (a). Na Figura 47
(b)) está apresentada uma fibra de PLGA/PPy.DBSA_5, em que é possível observar o
aditivo PPy.DBSA distribuído uniformemente dentro da fibra e visualizar sua morfologia
esférica. Já na Figura 47 (c) está apresentada uma fibra de PLGA/Mt-PPy.DBSA_5,
sendo possível visualizar o aditivo Mt-PPy.DSBA, o qual apresenta estrutura lamelar.
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Figura 44 – Micrografia MEV e MEV-FEG das membranas eletrofiadas. (a-b) PLGA,
(c-d) PLGA/PPy.DBSA_2,5, (e-f) PLGA/PPy.DBSA_5 e (g-h)
PLGA/PPy.DBSA_7,5. Aumentos de 2000x e 20000x.
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Figura 45 – Micrografia MEV e MEV-FEG das membranas eletrofiadas. (a-b) PLGA, (c-
d) PLGA/Mt-PPy.DBSA_2,5, (e-f) PLGA/Mt-PPy.DBSA_5 e (g-h) PLGA/Mt-
PPy.DBSA_7,5. Aumentos de 2000x e 20000x.
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Figura 46 – (a) Curva de distribuição dos diâmetros e (b) Box-plot da distribuição dos
diâmetros das fibras de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DSBA (n
= 100).

Figura 47 – Micrografia MET de uma única fibra (a) PLGA, (b) PLGA/PPy.DBSA_5 e
(c) PLGA/Mt-PPy.DBSA_5.

Além de uma microestrutura que favoreça a regeneração tecidual, as caracterís-
ticas físico-químicas da superfície das fibras influenciam diretamente na adesão celular
(KIM et al., 2016). Dessa maneira, foi verificada a influência da presença dos aditivos
condutores PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA na hidrofilicidade das membranas eletrofiadas.
A Figura 48 apresenta os ângulos de contatos obtidos das membranas eletrofiadas
de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA. Como pode ser observado, as
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membranas de PLGA apresentam ângulo de contato de 148 ± 3 ◦, sendo o PLGA
considerado um polímero hidrofóbico, devido principalmente a presença do grupo me-
tila, que por sua vez é apolar. Os valores de ângulo de contato reduzem ligeiramente
com a presença do aditivo PPy.DBSA e um pouco mais acentuado para o aditivo Mt-
PPy.DBSA. No entanto, todos os valores encontram-se acima de 130◦. Sendo assim,
as membranas são consideradas hidrofóbicas mesmo com a presença dos aditivos
condutores, uma vez que uma superfície é considerada hidrofóbica em valores de
ângulo de contato acima de 90◦.

Figura 48 – Ângulo de contato das membranas eletrofiadas de PLGA,
PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.

Para verificar a influência dos aditivos PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA nas transi-
ções térmicas das membranas eletrofiadas foram realizados ensaios DSC. Os termo-
gramas de DSC das membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-
PPy.DBSA estão apresentados na Figura 49 e 50. A Tabela 8 apresenta os valores
resumidos obtidos pelos termogramas, assim como a entalpia de fusão (ΔHf) e cristali-
nidade (Xc) das membranas eletrofiadas. Os estudos de DSC revelaram no primeiro
ciclo de aquecimento que as membranas de PLGA apresentaram transição vítrea (Tg)
de 61 ◦C e temperatura de fusão (Tf) de 155 ◦C. Já para as membranas contendo os
aditivos PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA, a presença dos aditivos não alterou significativa-
mente as transições térmicas destas membranas. Ainda no primeiro aquecimento foi
observado um pico de cristalização. Este pico é decorrente da inabilidade de forma-
ção total da fase cristalina durante o processo de fabricação. O grau de cristalinidade
Xc (%) aumentou significativamente para as membranas de PLGA/Mt-PPy_7,5. Esse
resultado indica que nessa fração mássica a Mt-PPy.DBSA agiu como agente nucle-
ante, aumentando assim o grau de cristalinidade das membranas. No segundo ciclo de
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aquecimento todas as membranas que antes eram semi-cristalinas tornam-se amor-
fas. O estado semi-cristalino está presente no primeiro ciclo de aquecimento devido a
influência do processo de fabricação do polímero e do processo de eletrofiação, o qual
possibilita a orientação das cadeias poliméricas pela ação do campo elétrico. Adicio-
nalmente, há uma redução da Tg de 61◦C para aproximadamente 57◦C no segundo
aquecimento.

Figura 49 – Curvas de DSC referente ao primeiro ciclo de aquecimento das mem-
branas eletrofiadas de (a) PLGA, (b) PLGA/PPy.DBSA e (c) PLGA/Mt-
PPy.DBSA.

Figura 50 – Curvas de DSC referente ao segundo ciclo de aquecimento das mem-
branas eletrofiadas de (a) PLGA, (b) PLGA/PPy.DBSA e (c) PLGA/Mt-
PPy.DBSA.
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Tabela 8 – Resultados de DSC referente ao primeiro ciclo de aquecimento das mem-
branas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.

1º Ciclo 2º Ciclo

Membrana Tg (◦C) Tc (◦C) Tf (◦C) Δ Hf (J/g) Xc(%) Tg (◦C)

PLGA 61,1 97,3 155,4 24,1 25,4 57,1

PLGA/PPy_2,5 58,8 94,5 156,5 21,2 23,0 57,0

PLGA/PPy_5 59,1 95,0 156,4 22,9 25,5 56,7

PLGA/PPy_7,5 60,3 94,9 156,3 23,6 26,9 57,2

PLGA/Mt-PPy_2,5 60,9 94,8 155,9 23,2 25,2 56,5

PLGA/Mt-PPy_5 60,6 95,5 155,8 22,2 24,6 56,9

PLGA/Mt-PPy_7,5 59,1 94,8 156,6 24,7 28,2 57,0

As curvas termogravimétricas dos aditivos condutores PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA
e das membranas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA estão apresen-
tadas na Figura 51. A membrana de PLGA apresenta um único estágio de perda de
massa com início (Tonset) em 284,9 ◦C e pico de degradação máxima em 343 ◦C,
que pode ser atribuído a decomposição da cadeia polimérica, com 0,4% de resíduo a
600◦C. O mecanismo de degradação do PLGA envolve a cisão da cadeia polimérica
que se inicia de modo aleatório em baixas temperaturas e de modo específico em
maiores temperaturas. É relatado na literatura que em temperaturas mais baixas, o
principal mecanismo de degradação do PLGA envolve uma reação de troca de és-
ter não radical envolvendo as extremidades da cadeia OH, gerando principalmente
oligômeros cíclicos em vez de lineares. A degradação também gera os monômeros do
copolímero, ácido láctico/acetaldeído (para PLA), ácido glicólico/metil glicolato (para
PGA) e dióxido de carbono, sendo este último obtido por descarboxilação de grupos
carboxílicos terminais nas cadeias. À medida que a temperatura aumenta, a liberação
de monóxido de carbono, metilceteno (no caso de PLA), ceteno e formaldeído (para
PGA) é produzida como consequência de um mecanismo de cisão da cadeia radical
(SILVA et al., 2015).

O aditivo PPy.DBSA apresenta uma pequena perda de massa em temperaturas
abaixo de 100 ◦C, correspondente a eliminação de água residual no material. A partir
de 331 ◦C o PPy.DBSA inicia o processo de degradação da cadeia polimérica, com
pico de degradação máxima em 379 ◦C, apresentando 48% de resíduo à 600 ◦C. As
membranas de PLGA/PPy.DBSA iniciaram o processo de degradação a temperaturas
ligeiramente maiores em relação a membrana de PLGA puro, conforme a Tabela 9.
Esse comportamento pode ser atribuído a interação entre os componentes e ao efeito
protetivo do PPy que atua como uma barreira à degradação térmica do PLGA. A 600◦C
todas as membranas de PLGA_PPy.DBSA apresentaram resíduos próximos a zero,
indicando a completa decomposição do composto.
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O aditivo Mt-PPy.DSBA, por sua vez, apresentou uma pequena perda de massa
em temperaturas abaixo de 100 ◦C, assim como o PPy.DBSA, correspondente a eli-
minação de água residual no material. A partir de 295 ◦C o Mt-PPy.DBSA inicia o
processo de degradação, apresentando 29% de resíduo à 600 ◦C. As membranas
de PLGA/Mt-PPy.DBSA iniciaram o processo de degradação a temperaturas mai-
ores em relação a membrana de PLGA e também em relação a membranas de
PLGA/PPy.DBSA. Esse comportamento pode ser justificado pela presença da argila
Mt no aditivo Mt-PPy.DBSA, que sendo um composto inorgânico, pode agir como uma
barreira protetiva para a degradação térmica do PLGA.

Figura 51 – Curvas de (a) TG e (b) DrTG dos aditivos condutores PPy.DBSA, Mt-
PPy.DBSA e das membranas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-
PPy.DBSA.

Tabela 9 – Resumo dos resultados obtidos pelas curvas de TG e DrTG.

Membrana Td onset (◦C) Td máx. (◦C) Td outset (◦C)

PLGA 284,9 343,0 354,2

PLGA/PPy_2,5 305,4 348,1 355,0

PLGA/PPy_5 301,6 343,2 353,0

PLGA/PPy_7,5 301,7 339,4 356,0

PLGA/Mt-PPy_2,5 323,1 363,6 371,5

PLGA/Mt-PPy_5 306,5 350,1 360,2

PLGA/Mt-PPy_7,5 322,0 351,5 363,0

PPy. DBSA 331,0 379,3 471,0

Mt-PPy. DBSA 295,2 - -
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As curvas de módulo de armazenamento (E’) em função da temperatura para
as membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA estão
apresentadas na Figura 52 (a). As curvas da tangente de perda (Tan δ) em função
da temperatura das membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-
PPy.DBSA estão apresentadas na Figura 52 (b). E os valores de E’, Δ T constante e
Tg encontram-se resumidos na Tabela 10.

As membranas de PLGA apresentaram E’ de 237,4 MPa e Tg de 69,6 ◦C. Com
a adição do aditivo condutor PPy.DBSA as membranas PLGA/PPy_7,5 apresentaram
um aumento mais significativo do módulo E’ (515 MPa). Já com a adição do aditivo
condutor Mt-PPy.DBSA, as membranas PLGA/Mt-PPy_5 foram as que apresentaram
aumento significativo dos valores E’. Quanto aos valores de Tg obtidos pelas curvas
de Tan δ, houve redução significativa nos valores de Tg apenas paras as membranas
de PLGA/Mt-PPy.DBSA. Foi observado que próximo à temperatura de 55 ◦C houve o
início da transição vítrea, o qual é finalizada próximo ao valor de Tg das membranas
de PLGA (69,6 ◦C). Isso pode ser justificado pela atuação do aditivo Mt-PPy.DBSA
como facilitador da mobilidade da fase amorfa, a qual se inicia antecipadamente.

Outro ponto importante a ser considerado é a faixa de temperatura na qual
o módulo E’ é constante e, portanto, a faixa a qual a membrana pode ser aplicada
sem comprometimento mecânico. Considerando a temperatura do corpo humano é de
37◦C, todas as membranas avaliadas estão dentro da faixa de temperatura na qual E’
é constante e podem ser aplicadas sem comprometimento mecânico.

Figura 52 – Curvas de DMA (a) módulo de armazenamento e (b) tan δ em função da
temperatura para as membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA
e PLGA/Mt-PPy.DBSA.
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Tabela 10 – Resumo dos resultados obtidos pelas curvas DMA para as membranas de
PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.

Membrana Módulo E’ (MPa) Δ TE ′constante (◦C) Tg (◦C)

PLGA 237,4 25 à 55,5 69,6

PLGA/PPy_2,5 364,7 25 à 52,4 70,5

PLGA/PPy_5 179,6 25 à 56,9 70,3

PLGA/PPy_7,5 515,0 25 à 54,2 68,3

PLGA/Mt-PPy_2,5 239,0 25 à 41,3 56,6

PLGA/Mt-PPy_5 607,6 25 à 41,7 66,9

PLGA/Mt-PPy_7,5 191,0 25 à 40,4 55,6

As propriedades mecânicas dos conduítes de nervo devem ser próximas às pro-
priedades de um nervo humano, para que assim o conduíte seja capaz de suportar as
cargas fisiológicas. A Figura 53, apresenta as propriedades mecânicas das membranas
eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.

Figura 53 – Propriedades mecânicas das membranas eletrofiadas de PLGA,
PLGA/PPy.DBSA, PLGA/Mt-PPy.DBSA.
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As membranas de PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA apresentaram va-
lores de propriedades mecânicas superiores em comparação com as membranas de
PLGA puro, como pode ser observado no aumento do módulo de elasticidade e da
tensão máxima à tração. Os valores obtidos pelas membranas de PLGA/PPy.DBSA
foram, de uma maneira geral, superiores aos valores obtidos pelas membranas de
PLGA/Mt-PPy.DBSA. Quando comparado com o nervo humano, as propriedades de
todas as membranas eletrofiadas possuem valores superiores que os valores obtidos
pelo nervo humano. Assim sendo, todas as membranas eletrofiadas produzidas foram
satisfatórias para a aplicação como conduíte de nervos.

A condutividade elétrica das fibras eletrofiadas é outra propriedade muito re-
levante na regeneração celular. O principal interesse para o uso de de aditivos con-
dutores, como PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA é a estimulação de células eletricamente
excitáveis à medida que a corrente passa pelas fibras, para que as células assim
cresçam. Uma maior condutividade da superfície das fibras, pode resultar em uma
sinalização celular mais eficiente e, consequentemente, um maior estímulo para o cres-
cimento celular. Os valores obtidos de condutividade elétrica, pelo método de 2 pontas,
das membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA estão
apresentadas na Tabela 11.

A presença do aditivo PPy.DBSA não alterou significativamente os valores
de condutividade elétrica das membranas. No entanto, a presença do aditivo Mt-
PPy.DBSA aumentou em até 7 ordens de grandeza o valor de condutividade elétrica
em comparação com as membranas de PLGA puro, passando de 2,94 x 10–17 S.cm–1

(PLGA puro) para 6,94 x 10–10 S.cm–1 (PLGA/Mt-PPy_7,5). A literatura apresenta
uma grande gama de estudos abordando fibras condutoras para aplicação em nervos
periféricos, sendo estas, fibras recobertas pelo aditivo polipirrol (PPy). Todavia, existe
uma escassez de pesquisas que abordam o potencial de fibras condutoras em que o
aditivo encontra-se dentro das fibras. Os valores de condutividade elétrica reduzem
significativamente quando os aditivos encontram-se dentro das fibras, devido principal-
mente ao encapsulamento do aditivo e a presença de porosidade nas membranas. A
porosidade, por sua vez, limita o contato entre as fibras, dificultando a formação de ca-
minhos condutores (MERLINI, C. et al., 2014). No entanto, existem algumas vantagens
em membranas contendo aditivos condutores no interior das fibras em relação à mem-
branas recobertas com o PPy, como por exemplo, o melhor controle do processamento
e a menor toxicidade.
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Tabela 11 – Valores de condutividade elétrica das membranas de PLGA,
PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.

Membrana Condutividade elétrica (S.cm–1)

PLGA (2,94 ± 1,43) × 10–17

PLGA/PPy.DBSA_2,5 (2,46 ± 0,80) × 10–16

PLGA/PPy.DBSA_5 (5,11 ± 0,09) × 10–16

PLGA/PPy.DBSA_7,5 (5,55 ± 5,44) × 10–16

PLGA/Mt-PPy.DBSA_2,5 (5,74 ± 2,35) × 10–16

PLGA/Mt-PPy.DBSA_5 (1,28 ± 1,18) × 10–11

PLGA/Mt-PPy.DBSA_7,5 (6,94 ± 6,51) × 10–10

Ensaios de viabilidade celular foram realizados nas membranas eletrofiadas de
PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA com o intuito de verificar a toxicidade
das membranas na presença dos aditivos, assim como para verificar se as células
foram estimuladas pela presença destes aditivos. Como pode ser observado na Figura
54, no primeiro dia de cultura celular, todas as membranas não se apresentaram viáveis
metabolicamente, com valores de absorbância acima do grupo controle. No terceiro e
sétimo dia após a semeadura, todos os grupos apresentaram mais de 50% de células
metabolicamente ativas em comparação ao controle. As membranas de PLGA/Mt-
PPy.DSBA apresentaram valores ligeiramente superiores ao demais grupo no primeiro
dia de cultivo celular. No entanto, no sétimo dia de cultivo celular as membranas de
PLGA/PPy.DBSA apresentaram valores médios ligeiramente maiores. Todavia, não
houve diferença significativa entre os grupos.

A Figura 55 apresenta as morfologias das células PC12 semeadas sobre as
membranas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA no sétimo dia de cul-
tivo celular. As células PC12 apresentam-se alinhadas e alongadas sobre as fibras
alinhadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA, como pode ser obser-
vado pelas setas indicadas. O alinhamento das fibras eletrofiadas mimetizam as ban-
das de Büngner naturalmente formadas pelo corpo durante o processo de reparação
do nervo, como discutido anteriormente (CHEW et al., 2008). Como pode ser verifi-
cado, as células semeadas beneficiaram-se desta estrutura alinhada para se guiarem
e se prolongarem. Guiar o crescimento das células em regeneração promove uma
recuperação funcional mais rápida e eficiente do nervo lesionado.
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Figura 54 – Viabilidade celular das membranas eletrofiadas de PLGA,
PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA, nos dias 1, 3 e 7 após o
cultivo celular.

Figura 55 – Morfologia das células PC12 semeadas após 7 dias sobre as membranas
eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA (histoquí-
mica). As setas representam o direcionamento das células.



Capítulo 9. Resultados e Discussões 98

9.2.1 Considerações parciais

Membranas eletrofiadas alinhadas de PLGA contendo os aditivos condutores
PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA foram obtidas através da eletrofiação direta da solução
de PLGA contendo os aditivos condutores em diferentes frações mássica, 2,5, 5 e
7,5%m. A adição de PPy.DBSA não alterou significativamente a condutividade elétrica
das membranas. Entretanto, a adição de 5 e 7,5%m Mt-PPy.DBSA aumentou em 6
e 7 ordens de grandeza os valores de condutividade elétrica, respectivamente, em
relação ao PLGA puro, obtendo-se valores na ordem de 10–17 S.cm–1 para o PLGA
puro, 10–11 S.cm–1 para as membranas de PLGA/Mt-PPy_5 e 10–10 S.cm–1 para as
membranas de PLGA/Mt-PPy_7,5.

As micrografias MEV revelaram que as membranas de PLGA são constituídas
de fibras homogêneas, sem defeitos, alinhadas e com diâmetros de 561,6 ± 149,0 nm.
Já para as membranas contendo os aditivos condutores não houve variação signifi-
cativa nos valores de diâmetros das fibras, assim como as fibras mantiveram-se sem
defeitos e alinhadas. Os aditivos encontram-se encapsulados dentro das fibras como
foi possível observar pelas micrografias MET.

As propriedades de superfície das membranas não foram alteradas significativa-
mente na presença dos aditivos, sendo observados pelos valores de ângulo de contato
acima de 130◦. Portanto, as membranas mantiveram-se hidrofóbicas na presença dos
aditivos condutores.

O ensaio de DSC revelou que não houve variação significativa das transições
térmicas na presença dos aditivos condutores no primeiro aquecimento. Foi observado
apenas um ligeiro aumento no grau de cristalinidade para as membranas de PLGA/Mt-
PPy_7,5. Já no segundo aquecimento as membranas foram amorfas, indicando que o
processamento interferiu na formação de regiões cristalinas.

A estabilidade térmica das membranas contendo os aditivos condutores aumen-
tou ligeiramente em relação as membranas de PLGA puro, observado pelo ensaio TGA.
Foi observado um pequeno deslocamento para maiores temperaturas, da temperatura
inicial de degradação térmica e temperatura máxima de degradação das membranas
contendo aditivos condutores. As membranas contendo Mt-PPy.DBSA apresentaram
valores ligeiramente superiores em relação as membranas contendo PPy.DSBA.

O ensaio de DMA revelou de uma maneira geral um aumento das propriedades
mecânicas das membranas eletrofiadas na presença dos aditivos condutores, sendo
mais pronunciada para a membrana de PLGA/Mt-PPy_5. Houve uma ligeira redução
dos valores de Tg para as membranas contendo o aditivo Mt-PPy.DBSA. Todas as
membranas mantiveram constante o módulo E’ acima da temperatura corporal humana
de 37◦C, indicando que podem ser utilizadas nessa temperatura sem comprometimento
mecânico.
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As propriedades mecânicas, obtidas pelo ensaio de tração, das membranas
contendo os aditivos condutores aumentaram em relação as membranas de PLGA
puro. As membranas de PLGA/PPy.DBSA apresentaram valores superiores em relação
as membranas de PLGA/Mt-PPy.DBSA. No entanto, todos os valores obtidos são
superiores aos valores encontrados na literatura para aplicação em nervos periféricos.

Ensaios in vitro de viabilidade celular revelaram que as membranas não são cito-
tóxicas para todos os grupos. Adicionalmente, as membranas de PLGA/Mt-PPy.DBSA
apresentaram valores de absorbância ligeiramente maiores no primeiro dia de cultura
celular. Já no sétimo dia de cultura celular os valores foram ligeiramente maiores para
as membranas de PLGA/PPy.DBSA. As células apresentaram-se alinhadas e alonga-
das sobre as fibras eletrofiadas alinhadas, indicando um direcionando preferencial de
crescimento e adesão celular.
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9.3 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA/NTC

As micrografias MEV e MET do aditivo condutor nanotubo de carbono (NTC)
estão apresentadas na Figura 56. Os nanotubos de carbono de multicamadas apresen-
tam alta razão de aspecto e diâmetro de 7,5 ± 3,0 nm. O diâmetro obtido por imagens
do software ImageJ foi de 7,5 ± 3,0 nm, o qual está de acordo com o valor indicado
pelo fabricante de 9,5 nm.

As micrografias MEV e MEV-FEG das membranas eletrofiadas de PLGA e
PLGA/NTC estão apresentadas na Figura 57. Já as curvas de distribuição e box-plot
da distribuição dos diâmetros das fibras de PLGA e PLGA/NTC estão apresentadas
na Figura 58. Como pode ser observado, as fibras de PLGA estão alinhadas e sem a
presença de defeitos, apresentando diâmetro de 561,6 ± 149,0 nm. Após a adição do
aditivo condutor NTC as membranas mantiveram-se alinhadas e sem defeitos. Além
disso, pode ser observado que não houve aglomerados do aditivo. O diâmetro das
fibras na presença do NTC não foi alterado de maneira significativa.

Figura 56 – Micrografias (a) MEV e (b) MET do aditivo condutor nanotubo de carbono.

A micrografia MET de uma fibra de PLGA/NTC_0,5 está apresentada na Figura
59. Foi verificado que os NTC encontram-se preferencialmente alinhados dentro da
fibra. Este alinhamento pode ser explicado pelo campo elétrico aplicado durante o
processo de eletrofiação, o qual é capaz de estirar e orientar os nanotubos no interior
das fibras. Esse alinhamento, segundo a literatura influencia diretamente no aumento
das propriedades mecânicas e elétricas do material (AMANI et al., 2018). Segundo
estudo realizado por Amami et al. (2018), o mecanismo de alinhamento dos NTC se dá,
devido à aplicação do campo elétrico, ao surgimento um momento de dipolo induzido
nas extremidades dos NTC, o que resulta em sua rotação para um determinado ângulo.
A partir dessa rotação, os NTC são alinhados na direção do campo elétrico.
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Figura 57 – Micrografias MEV e MEV-FEG das membranas eletrofiadas. (a-b) PLGA,
(c-d) PLGA/NTC_0,25, (e-f) PLGA/NTC_0,5 e (g-h)
PLGA/NTC_0,75. Aumentos de 2000x e 20000x.
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Figura 58 – (a) Curva de distribuição de diâmetros das fibras e (b) Box-plot da distribui-
ção dos diâmetros das fibras de PLGA e PLGA/NTC (n = 100).

Figura 59 – Micrografia MET de uma fibra de PLGA/NTC_0,5.

Como apresentado no capítulo anterior, as características físico-químicas da
superfície das fibras influenciam diretamente na adesão celular (KIM et al., 2016). As-
sim, foi verificada a influência da presença do aditivo condutor NTC na hidrofilicidade
das membranas eletrofiadas. A Figura 60 apresenta os ângulos de contatos obtidos
das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC. As membranas de PLGA apre-
sentam ângulo de contato de 148 ± 3 ◦. Os valores de ângulo de contato reduzem
ligeiramente com a presença do aditivo NTC e de maneira uma pouco mais acentu-
ada para as membranas de PLGA/NTC_0,5 (125 ± 3 ◦). No entanto, todos os valores
encontram-se acima de 130◦, como apresentado no capítulo anterior para as mem-
branas de PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA. Sendo assim, as membranas são
consideradas hidrofóbicas, uma vez que uma superfície é considerada hidrofóbica em
valores de ângulo de contato acima de 90◦.
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Figura 60 – Ângulo de contato das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.

Para verificar a influência do aditivo NTC nas transições térmicas das membra-
nas eletrofiadas foram realizados ensaios DSC. Os termogramas de DSC das mem-
branas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estão apresentados na Figura 61 e 62. A
Tabela 12 apresenta os valores resumidos obtidos pelos termogramas referente ao
primeiro e segundo ciclos de aquecimento, assim como a entalpia de fusão (ΔHf) e
cristalinidade (Xc) das membranas eletrofiadas. Em relação ao primeiro ciclo de aque-
cimento, uma transição endotérmica em 61◦C pode ser observado no termograma do
PLGA. Essa transição já foi reportada na literatura para o PLGA, sendo atribuída à
transição vítrea do PLGA (SANTOS, V. I. dos et al., 2020). Para as membranas de
PLGA/NTC essa transição vítrea não sofreu deslocamento significativo, indicando que
a presença do aditivo NTC não interferiu na mobilidade molecular da fase amorfa. A
transição exotérmica, com pico em 155 ◦C, também está de acordo com o valor obtido
anteriormente na literatura (SANTOS, V. I. dos et al., 2020). Essa transição é atribuída a
fusão (Tf) da fase cristalina do PLGA. Já para as membranas de PLGA/NTC essa tran-
sição também não sofreu deslocamento significativo, indicando assim, que a presença
do NTC não influencia significativamente na fusão da fase cristalina da membrana
eletrofiada de PLGA/NTC. Uma transição exotérmica é observada em 97 ◦C para a
membrana de PLGA, denominado pico de cristalização a frio (Tc). A presença deste
pico de cristalização é decorrente da inabilidade de formação total da fase cristalina
durante o processo de eletrofiação. Apesar do estiramento do jato polimérico na ele-
trofiação, a formação dos domínios cristalinos foi reestabelecida e finalizada durante
o primeiro ciclo de aquecimento realizado no ensaio de DSC. O grau de cristalinidade
Xc (%) das membranas eletrofiadas calculado a partir da entalpia de fusão do PLGA
foi de 25,4%. Para as membranas de PLGA/NTC o grau de cristalinidade não sofreu
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alteração significativa. Em relação ao segundo ciclo de aquecimento, a transição vítrea
reduziu ligeiramente de 61 ◦C para em média 57 ◦C tanto para as membranas de PLGA
quanto para as membranas de PLGA/NTC. Isso indica que sem o histórico térmico
resultante do processamento a mobilidade da fase amorfa foi atingida em menores
valores. Outro efeito observado é ausência do pico de cristalização a frio e do pico de
fusão. A ausência deste picos indica que o material tornou-se amorfo.

Figura 61 – Curvas DSC referente ao primeiro ciclo de aquecimento das membranas
eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.

Figura 62 – Curvas DSC referente ao segundo ciclo de aquecimento das membranas
eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.
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Tabela 12 – Resultados de DSC referente ao primeiro e segundo ciclos de aquecimento
das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.

1º Ciclo 2º Ciclo

Membrana Tg (◦C) Tc (◦C) Tf (◦C) Δ Hf (J/g) Xc (%) Tg (◦C)

PLGA 61,1 97,3 155,4 24,1 25,4 57,1

PLGA/NTC_0,25 60,8 96,1 155,8 23,9 25,3 57,0

PLGA/NTC_0,5 61,0 95,4 156,0 23,6 25,0 56,8

PLGA/NTC_0,75 61,2 97,2 155,2 21,4 22,7 57,0

As curvas termogravimétricas das membranas de PLGA e PLGA/NTC e do adi-
tivo condutor NTC estão apresentadas na Figura 63. Os valores resumidos obtidos
pelas curvas estão apresentados na Tabela 13. A membrana de PLGA apresenta um
único estágio de perda de massa com início (Tonset) em 284,9 ◦C e pico de degrada-
ção máxima em 343,0 ◦C, que pode ser atribuído a decomposição da cadeia polimérica,
com resídios próximos a zero a 700 ◦C. Para as membranas de PLGA/NTC não houve
alteração significativa dos valores de Tdonset. No entanto, o pico de degradação so-
fre um leve aumento, sendo mais pronunciada para a membrana de PLGA/NTC_0,75
(349,2◦C), demonstrando que a presença do aditivo condutor, aumentou a resistên-
cia térmica do material. Já o aditivo condutor NTC iniciou o processo de degradação
térmica somente à 534 ◦C, e à 700 ◦C apresentou 76% de resíduo, demostrando
uma grande estabilidade térmica em relação aos demais aditivos PPy.DBSA e Mt-
PPy.DBSA, os quais apresentam valores de Tdonset de 331 ◦C e 295 ◦C, respectiva-
mente.

Figura 63 – Curvas de (a) TG e (b) DrTG do aditivo condutor NTC e das membranas
de PLGA e PLGA/NTC.
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Tabela 13 – Resumo dos resultados obtidos pelas curvas de TG e DrTG.

Membrana Td onset (◦C) Td máx. (◦C) Td outset (◦C)

PLGA 284,9 343,0 354,2

PLGA/NTC_0,25 284,0 347,4 358,8

PLGA/NTC_0,5 281,3 340,3 356,6

PLGA/NTC_0,75 283,8 349,2 362,6

NTC 534,4 591,3 631,9

As curvas de módulo de armazenamento (E’) em função da temperatura para
as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estão apresentadas na Figura 64
(a). As curvas da tangente de perda (Tan δ) em função da temperatura das membranas
eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estão apresentadas na Figura 64 (b). Os valores
resumidos do ensaio de DMA estão apresentados na Tabela 14. Os valores de E’ para
a membrana de PLGA foi de 237,4 MPa. Já para as membranas de PLGA/NTC houve
um aumento significativo dos valores de E’ para as membranas de PLGA/NTC_0,25
e PLGA/NTC_0,75, 430,3 e 390,4 MPa, respectivamente. Esses valores indicam que
a presença de 0,25 %m e 0,75 %m de NTC aumentaram a capacidade de armaze-
namento de energia (portanto, melhor capacidade de manter a deformação imposta
ao material). No entanto, para a membrana de PLGA/NTC_0,5 o módulo E’ reduziu
para 168,9 MPa. Essa redução pode ser explicada pela dispersão dos NTC dentro das
fibras, a qual possivelmente pode gerar defeitos pontuais, agindo como concentradores
de tensão e reduzindo consequentemente as propriedades mecânicas. Os valores de
Tg não foram alterados significativamente, assim como apresentado pelo ensaio DSC.
Outra característica importante a ser considerada é a faixa de temperatura na qual o
módulo E’ é constante e, portanto, a faixa a qual a membrana pode ser aplicada sem
comprometimento mecânico. O módulo de armazenamento foi constante na faixa da
temperatura do corpo humano (37 ◦C) para todas as membranas avaliadas.

Tabela 14 – Módulo de armazenamento (E’), intervalo de temperatura com E’ constante
e transição vítrea (Tg) obtidos pelo ensaio de DMA para as membranas
de PLGA e PLGA/NTC.

Membrana Módulo E’ (MPa) Δ TE ′constante (◦C) Tg (◦C)

PLGA 237,4 25 à 55,5 69,6

PLGA/NTC_0,25 430,3 25 à 52,3 70,5

PLGA/NTC_0,5 168,9 25 à 46,2 69,0

PLGA/NTC_0,75 390,4 25 à 46,8 65,7
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Figura 64 – Curvas de DMA (a) módulo de armazenamento e (b) tan δ em função da
temperatura para as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.

Como discutido anteriormente, as propriedades mecânicas dos conduítes ele-
trofiados de nervo devem se aproximar das propriedades mecânicas de um nervo
humano, para que assim sejam capazes de suportar as demandas fisiológicas e mecâ-
nicas. A Figura 53, apresenta as propriedades mecânicas das membranas eletrofiadas
de PLGA e PLGA/NTC. De maneira similar como aconteceu com as membranas de
PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA, a presença do aditivos condutor NTC aumen-
tou as propriedades mecânicas em comparação com a membrana de PLGA, como
pode ser observado no aumento do módulo de elasticidade e da tensão máxima à
tração. Em relação deformação na ruptura apenas as membranas de PLGA/NTC_0,5
reduziram os valores de deformação. Esse efeito pode ser explicado pela redução da
ductilidade do material pela presença do aditivo NTC. De uma maneira geral todas
as membranas apresentaram valores superiores àqueles apresentados pelo nervo
humano. Sendo assim todas estão aptas mecanicamente para a aplicação como con-
duítes de nervos periféricos.
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Figura 65 – Propriedade mecânicas, módulo de elasticidade (E), resistência máxima à
tração (σ) e deformação na ruptura, das membranas eletrofiadas de PLGA
e PLGA/NTC.

A condutividade elétrica das membranas eletrofiadas é uma propriedade rele-
vante para o estímulo das células neurais, para assim estimular o prologamento e a
diferenciação celular. Os valores de condutividade elétrica obtidos pelo método de 2
pontas das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estão apresentadas na
Tabela 15. As membranas de PLGA, apresentam um comportamento referente a ma-
teriais isolantes, apresentam valores de condutividade de 2,01 x 10–17 S.cm–1 . A
presença do aditivo NTC não alterou significativamente os valores de condutividade
elétrica das membranas eletrofiadas. Cabe ressaltar que para o grupo PLGA/NTC, a
quantidade de aditivo condutor foi relativamente baixa (< 1m%), devido a toxicidade
do NTC para valores superiores. A baixa quantidade de aditivo dificulta a formação de
caminhos condutores. No entanto, isso não significa que a fibra não seja condutora.
Devido a porosidade das membranas o contato entre as fibras é reduzido. Para esse
tipo de caso, seria ideal realizar um ensaio de condutividade elétrica para uma fibra
isoladamente.
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Tabela 15 – Valores de condutividade elétrica das membranas de PLGA e PLGA/NTC.

Membrana Condutividade elétrica (S.cm–1)

PLGA (2,01 ± 0,65) × 10–17

PLGA/NTC_0,25 (2,46 ± 0,80) × 10–16

PLGA/NTC_0,5 (1,45 ± 0,48) × 10–17

PLGA/NTC_0,75 (2,41 ± 0,40) × 10–17

A Figura 66, apresenta a variação da massa molar (Mw) das membranas de
PLGA e PLGA/NTC obtidos pelo método SEC, como medida de avaliação da degrada-
ção em até 12 semanas destas membranas. Como pode ser observado, as membranas
apresentaram uma redução de até aproximadamente 60% dos valores de massa molar
em até 12 semanas. A presença do aditivo condutor NTC reduziu a taxa de degra-
dação do polímero, sendo mais pronunciado para as membranas de PLGA/NTC_0,5.
Isso pode ser justificado pela redução da degradação do tipo erosão superficial pela
presença do NTC e consequentemente uma degradação em massa pela quebra de
ligações ésteres de maneira mais tardia. O tempo de degradação do PLGA em meia
vida (50%) está de acordo com a literatura, sendo aproximadamente 12 semanas (MIL-
LER; BRADY; CUTRIGHT, 1977). Para a aplicação em nervos periféricos, o tempo de
degradação está satisfatório, visto que os axônio em prolongamento dentro do con-
duíte necessitam de em média 15 - 21 dias pós cirúrgico para atravessarem o conduíte
através do cabo de fibrina anteriormente formado durante o processo de regeneração
(DALY et al., 2011).

Figura 66 – Variação de massa molar Mw das membranas de PLGA e PLGA/NTC
obtidos pelo método SEC.
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Ensaios de viabilidade celular foram realizados nas membranas eletrofiadas
de PLGA e PLGA/NTC com o intuito de verificar a citotoxicidade na presença dos
NTC, assim como para verificar sem as células foram estimuladas pela presença deste
aditivo. Como pode ser observado na Figura 67 no primeiro dia de cultura celular, todas
as membranas apresentaram-se atóxicas e valores de absorbância acima do grupo
controle. No terceiro e sétimo dia após a semeadura, todos os grupos apresentaram
mais de 50% de células metabolicamente ativas em comparação ao controle.

A Figura 68 apresenta as morfologias das células PC12 semeadas sobre as
membranas de PLGA e PLGA/NTC no sétimo dia de cultivo celular. As células PC12
apresentam-se alinhadas e alongadas sobre as fibras alinhadas de PLGA e PLGA/NTC,
como pode ser observado pelas setas indicadas. O alinhamento das células é um resul-
tado muito relevante, visto que em muitos estudos abordados pela literatura abordam
este alinhamento é capaz de guiar o crescimento das células em regeneração promo-
vendo uma recuperação funcional mais rápida e eficiente do nervo lesionado (DALY
et al., 2011; KIM et al., 2016; CHEW et al., 2008).

Figura 67 – Viabilidade celular das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC,
nos dias 1, 3 e 7 após o cultivo celular.
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Figura 68 – Morfologia das células de linhagem neural PC12 semeadas após 7 dias
sobre as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC (histoquímica).
As setas representam o direcionamento das células.

9.3.1 Considerações parciais

Membranas eletrofiadas alinhadas de PLGA contendo o aditivo condutor NTC
foram obtidas através da eletrofiação direta da solução de PLGA contendo os aditi-
vos em diferentes frações mássica, 0,25, 0,5 e 0,75 %m. A presença de NTC nas
membranas eletrofiadas não alterou significativamente a condutividade elétrica das
membranas, possivelmente devido a influência da porosidade da membrana o que
dificulta o contato entre as fibras para formação dos caminhos condutores.

As micrografias MEV revelaram que as membranas de PLGA são constituídas
de fibras homogêneas, sem defeitos, alinhadas e com diâmetros de 561,6 ± 149,0
nm.Já para as membranas contendo NTC não houve variação significativa nos valores
de diâmetros das fibras, assim como as fibras mantiveram-se sem defeitos e alinhadas.
Os NTC encontram-se encapsulados, alinhados e orientados dentro das fibras, devido
a ação do campo elétrico durante a eletrofiação, como foi possível observar pelas
micrografias MET.

O ângulo de contato não sofreu alteração para as membranas de PLGA/NTC
em relação as membranas de PLGA puro. Esse resultado indica que as propriedades
de superfície não foram alteradas e as membranas mantiveram-se hidrofóbicas, ou
seja, ângulo de contato maior que 90◦.

O ensaio de DSC revelou que não houve variação significativa das transições
térmicas na presença dos aditivos condutor NTC no primeiro aquecimento. Foi ob-
servado apenas uma ligeira redução no grau de cristalinidade para as membranas
de PLGA/NTC_0,75. Já no segundo aquecimento as membranas foram amorfas, indi-
cando que o processamento interferiu na formação de regiões cristalinas.



Capítulo 9. Resultados e Discussões 112

A estabilidade térmica das membranas de PLGA/NTC aumentou com o aumento
da fração mássica de NTC, como pode ser observado pelo aumento da temperatura
máxima de degradação. Esse resultado apresenta o efeito protetivo do NTC no pro-
cesso de degradação do material, aumentando sua estabilidade térmica.

O ensaio de DMA revelou de uma maneira geral um aumento das propriedades
mecânicas das membranas eletrofiadas na presença dos aditivos condutores, com
exceção das membranas de PLGA/NTC_0,5. Além disso, houve uma ligeira redução
dos valores de Tg para as membranas de PLGA/NTC_0,75. Todas as membranas
mantiveram constante o módulo E’ na temperatura corporal humana de 37◦C, indicando
que podem ser utilizadas nessa temperatura sem comprometimento mecânico. As
propriedades mecânicas, obtidas pelo ensaio de tração, das membranas de PLGA/NTC
aumentaram significativamente em relação as membranas de PLGA puro. Todos os
valores obtidos são superiores aos valores encontrados na literatura para aplicação
em nervos periféricos.

O ensaio de degradação in vitro foi realizado durante 12 semanas. Houve uma
redução da taxa de degradação com a presença de NTC, sendo mais pronunciada para
as membranas de PLGA/NTC_0,5. As membranas de um modo geral, apresentaram
perda de massa molar de até 60% em 12 semanas. Esse valor está de acordo com a
literatura e possibilita o material ser utilizado como conduíte de nervos periféricos, visto
que é capaz de manter sua estrutura e consequentemente propriedades mecânicas
durante o processo de regeneração.

Ensaios in vitro de viabilidade celular revelaram não citotoxicidade das mem-
branas de PLGA/NTC. Membranas contendo maiores frações de NTC apresentaram
valores ligeiramente menores de absorbância. As células semeadas apresentaram-se
alinhadas e alongadas sobre as fibras eletrofiadas alinhadas, indicando um direcio-
nando preferencial de crescimento e boa adesão celular.
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9.4 DESENVOLVIMENTO DO CONDUÍTE ELETROFIADO

O protótipo de conduíte constituído de fibras alinhadas de PLGA foi obtido de
maneira satisfatória de acordo com o processo ilustrado na Figura 69 . Para isso,
uma membrana eletrofiada alinhada de PLGA, com dimensões (14 mm x 50 mm) foi
enrolada em torno de um capilar polimérico (diâmetro 1,5 mm), resultando um conduíte
de comprimento 14 mm e diâmetro externo de 1,7 mm. Também é possível observar
pela micrografia MEV a microestrutura resultante do conduíte desenvolvido, conforme
apresentado na Figura 70. Ressalta-se que este é um dos métodos de obtenção
dos conduítes. Um segundo método de inserção considera a colagem da membrana
eletrofiada nos cotos proximais e distais, seguido de envelopamento do nervo durante
o procedimento cirúrgico.

Figura 69 – Processo de obtenção do protótipo do conduíte eletrofiado, realizado pre-
viamente ao procedimento cirúrgico.

Figura 70 – Micrografia MEV de um conduíte eletrofiado de PLGA. (a) com aumento
de 40x e (b) com aumento de 200x.
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10 CONCLUSÕES

A partir dos resultados deste trabalho, conclui-se que foram obtidas membra-
nas eletrofiadas de PLGA e PLGA contendo os aditivos condutores PPy.DBSA, Mt-
PPy.DBSA e NTC, constituídas de fibras homogêneas, alinhadas, em escala submicro-
métrica e sem defeitos, pela rota de eletrofiação direta.

Foram obtidas eficientemente membranas constituídas de fibras eletrofiadas de
PLGA recobertas por uma camada contínua e homogênea de PPy, a partir da polime-
rização oxidativa in situ do monômero pirrol, resultando em uma membrana condutora
de eletricidade. A camada de polipirrol sobre as membranas de PLGA aumentou a
estabilidade térmica das fibras de PLGA e melhorou as propriedades de superfície
das fibras, tornando-as hidrofílicas. O aumento da hidrofilicidade da superfície é um
resultado relevante, visto que viabiliza a adesão celular in vivo.

A rota de preparado das membranas eletrofiadas, via recobrimento da mem-
brana eletrofiada de PLGA com PPy ou pela eletrofiação direta da solução de PLGA
contendo os aditivos condutores, influenciou diretamente nas propriedades das mem-
branas, principalmente nas propriedades elétricas e na citotoxicidade. As membranas
eletrofiadas obtidas pela rota de recobrimento das fibras de PLGA com PPy apre-
sentaram maiores valores de condutividade elétrica, devido ao aditivo condutor PPy
encontrar-se sobre as fibras de PLGA, o que facilita a formação de caminhos conduto-
res. Entretanto, apresentaram resposta biológica insatisfatória. Os resultados obtidos
pelo ensaio de viabilidade celular MTT demonstraram que as membranas de PLGA-rec
foram citotóxicas. Conclui-se que possivelmente resíduos de agente oxidante tenha
influenciado na citotoxicidade destas membranas.

As membranas de PLGA-rec apresentaram os melhores resultados de condutivi-
dade elétrica dentre todos os demais grupos, com aumento de 15 ordens de grandeza
em relação as membranas de PLGA. Além disso, houve uma fragilização das fibras de
PLGA após o recobrimento, resultando no aumento do módulo de elasticidade e da
resistência máxima a tração, e uma redução na deformação na ruptura.

A partir de uma análise comparativa entre as membranas de PLGA/PPy.DBSA,
PLGA/Mt-PPy.DBSA e PLGA/NTC, conclui-se que não houve alteração na hidrofilici-
dade da superfície das membranas, mantendo-se hidrofóbicas mesmo na presença
dos aditivos condutores. Dentre os três grupos, o grupo com melhores resultados foi
o PLGA/Mt-PPy.DBSA. O grupo PLGA/Mt-PPy.DSBA apresentou os maiores valores
de condutividade elétrica, com aumento de 7 ordens de grandeza para as membranas
de PLGA/Mt-PPy_7,5, seguido das membranas de PLGA/Mt-PPy_5, com aumento
de 6 ordens de grandeza. Esse comportamento foi atribuído a morfologia lamelar do
aditivo Mt-PPy.DBSA, que por apresentar maior razão de aspecto em comparação
com o PPy.DBSA, forma mais facilmente uma rede condutora, consequentemente
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aumentando a condutividade elétrica das membranas. Vale ressaltar que os aditivos
condutores estão no interior das fibras, o que somado à porosidade da membrana, difi-
culta a formação de caminhos condutores, o que justifica os valores de condutividade
elétrica das membranas obtidas pela eletrofiação direta, inferiores às membranas de
PLGA-rec.

Conclui-se também que houve um aumento nas propriedades térmicas e mecâ-
nicas com o aumento da fração mássica dos aditivos PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC.
Todavia o aditivo condutor que apresentou respostas térmicas e mecânicas mais sa-
tisfatórias foi o Mt-PPy.DBSA. Esse comportamento está relacionado com a presença
da argila no aditivo condutor Mt-PPy.DBSA, bem como pela maior área de superfície
do aditivo, que contribuem para a melhora nas propriedades mecânicas das fibras.
Todos os três grupos foram viáveis biologicamente, apresentaram células alinhadas
em direção as fibras eletrofiadas, sendo este um resultado relevante para aplicação
como conduítes de nervos periféricos. Não houve diferença significativa da resposta
biológica entre o tipo de aditivo condutor, assim como não houve diferença significativa
quanto a fração mássica de aditivo condutor utilizada.

A partir dos resultados de degradação in vitro, conclui-se que o tempo de degra-
dação em 12 semanas está de acordo com a literatura, ou seja, apresentam redução
da massa molar em até 60% em 12 semanas. Adicionalmente, concluiu-se que a pre-
sença do aditivo NTC reduziu a taxa de degradação das membranas, possivelmente
devido a interação entre o aditivo NTC e o polímero PLGA, o que dificultou a quebra
das ligações ésteres do PLGA pela solução de PBS e consequentemente limitou a
degradação das membranas.

Portanto, conclui-se o caráter inovador das membranas eletrofiadas constituí-
das de fibras alinhadas de PLGA contendo aditivos condutores via eletrofiação direta,
sendo assim preenchida uma lacuna encontrada na literatura. Com base nas me-
todologias desenvolvidas por essa tese, as membranas que apresentaram melhor
desempenho térmico, mecânico e elétrico, bem como viabilidade biológica, foram as
membranas PLGA/Mt-PPy_5 e PLGA/Mt-PPy_7,5 que apresentam grande potencial
para prosseguirem para a próxima etapa de realização dos ensaios in vivo para serem
utilizadas como conduítes eletrofiados para a regeneração de nervos periféricos.
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11 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS

• Investigar o uso de outros agentes oxidantes para a polimerização oxidativain
situ do pirrol sobre as fibras de PLGA.

• Realizar ensaios de degradação in vitro para os grupos de PLGA/PPy.DBSA
e PLGA/Mt-PPy.DBSA.

• Realizar ensaios in vitro com estímulos elétricos.

• Melhorar a dispersão dos aditivos condutores utilizando-se líquidos iônicos.

• Realizar ensaios in vivo.
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