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RESUMO

Lesdes em nervos periféricos podem causar inimeros problemas na vida dos paci-
entes, tais como alteracdes sensoriais, dor e paralisias. O autoenxerto é considerado
o reparo mais eficaz em casos de lesdes graves em que a sutura direta ndo é apli-
cavel. No entanto, o autoenxerto causa a perda de funcionalidade do sitio doador, e
ainda, existe uma limitada disponibilidade de nervos doadores. Os conduites de ner-
vOos surgem como uma alternativa ao autoenxerto. Alguns conduites encontram-se
disponiveis para o uso clinico, no entanto, ainda precisam ser otimizados para uma me-
Ihor resposta funcional do nervo. Assim, nesta tese, foram desenvolvidas membranas
eletrofiadas constituidas de fibras alinhadas de poli (acido lactico-co-acido glicélico
(PLGA) contendo trés tipos de aditivos condutores, polipirrol (PPy), montmorilonita-
polipirrol (Mt-PPy) e nanotubos de carbono (NTC), com microestrutura, propriedades
elétricas, mecanicas e biolégicas favoraveis para serem utilizados como conduites 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 polimerizagéo
oxidativa in situ do monémero; ii) eletrofiacdo direta, em que as membranas foram
obtidas a partir da eletrofiacdo de uma solugéao contendo o PLGA e os aditivos PPy, Mt-
PPy dopados com acido dodecil benzeno sulfénico (DBSA) e os NTC. Foi investigado
0s parametros apropriados para a eletrofiacado do PLGA, as condicbes apropriadas
para um recobrimento homogéneo das fibras de PLGA com PPy e o efeito de diferen-
tes fracoes massicas de PPy, Mt-PPy e NTC na microestrutura, nas propriedades e
na viabilidade celular in vitro das membranas eletrofiadas. Ademais, foi investigada
a degradacao 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 relagdo as membranas de PLGA. Também apresentaram
aumento da hidrofilicidade e nas propriedades mecanicas. No entanto, foram citoto-
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-
fiacao direta apresentaram propriedades mecanicas e biolégicas apropriadas para a
aplicacdo. O aumento da fragdo massica dos aditivos contribuiu para o aumento das
propriedades térmicas e mecanicas das membranas. Os trés grupos apresentaram
viabilidade celular, entretanto, ndo houve diferenca significativa na resposta biolégica
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 atribuida
a formacao de uma rede condutora facilitada pela alta razao de aspecto do aditivo
Mt-PPy.DBSA. Considerando as significativas mudancas na condutividade elétrica e
as satisfatérias propriedades mecanicas e biolégicas, 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 conduites eletrofiados para a regeneracédo de nervos
periféricos.

Palavras-chave: Eletrofiagdo, conduites de nervos, polipirrol, montmorilonita, polimeri-
zacao 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 INTRODUGAO

Lesdo em nervos periféricos € um problema que prejudica a qualidade de vida
de pacientes em todo o mundo (BELKAS et al., 2004). Estima-se que anualmente
um milh&o de pessoas no mundo sdo afetadas com esta les&o (DALY et al., 2011).
Identifica-se, dentre as causas que podem gerar danos aos nervos, acidentes auto-
mobilisticos, laceracdes, desastres naturais e demais traumas. Esse tipo de leséo,
frequentemente, resulta em dolorosas neuropatias, que sao ocasionadas pela reducéo
da funcédo motora e da percepcao sensorial do paciente. Em casos graves, em que ha a
completa ruptura do nervo, um reparo cirurgico torna-se necessario para restabelecer
a funcionalidade do nervo (ARSLANTUNALI et al., 2014).

A estratégia de reparo cirurgico adotada relaciona-se ao tamanho do defeito do
nervo. Quando é possivel a aproximacao dos segmentos rompidos sem gerar tensao
no nervo, a técnica de sutura direta € utilizada para religar os segmentos (CHIONO;
TONDA-TURO, 2015). No entanto, em caso de defeitos largos (> 5 mm) ou quando
existe tensao durante a sutura, a técnica mais eficaz a ser empregada € o autoenxerto
(BELKAS et al., 2004). Nesta técnica, uma secédo de nervo, que € retirada do préprio
paciente (nervo autélogo), € inserida com o objetivo de atuar como uma ponte entre o0s
segmentos rompidos. Utiliza-se o autoenxerto em defeitos de até 5 cm de comprimento
(ARSLANTUNALI et al., 2014). Devido as caracteristicas de nervo autdlogo, o autoen-
xerto provem propriedades que biomimetizam o ambiente, favorecendo a regeneragéao
do nervo. Contudo, o nervo autélogo é retirado de outra parte do corpo do paciente,
submetendo-o0 a mais um procedimento cirurgico. Esta retirada ocasiona na perda da
funcéo do sitio doador e outras complicagcdes pds-operatérias. Adicionalmente, existe
a disponibilidade limitada de sitios doadores e a incompatibilidade de diametros entre
o nervo do sitio doador e do sitio receptor (GAUDIN et al., 2016).

Para superar as desvantagens provenientes do autoenxerto, o uso de conduites
de nervos surgiu como uma proposta promissora na regeneragcao de nervos periféricos.
Os conduites foram inicialmente baseados em tubos ocos nao porosos ou tubos ocos
porosos, os quais tinham a finalidade de religar os segmentos de nervo e fornecer su-
porte estrutural para a regeneracao. Estes conduites séo classificados como conduites
de primeira e segunda geracao, respectivamente. A FDA aprovou o uso de alguns des-
tes conduites, sendo considerados os mais relevantes o NeuraGen®, o Neurotube® e
o Neurolac® (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). Estes conduites comerciais, apre-
sentam resultados clinicos comparaveis com o autoenxerto em defeitos de até 2 cm.
Entretanto, apresentam algumas desvantagens, tais como, relacionadas ao tempo de
degradacgao e a microestrutura. No caso do NeuraGen®, que possui um longo tempo
de degradacéao (36 - 48 meses), ha a possibilidade de compressao do nervo e con-
sequente reacgdo inflamatéria (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). Por outro lado,
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em curto tempo de degradagdo como no Neurotube® (3 meses), ha a reducao das
propriedades mecanicas, podendo comprometer a fungcao estrutural do conduite. Es-
tes conduites apresentam microestrutura de tubos ocos ndo porosos ou tubos ocos
porosos. No entanto, essa microestrutura apresenta limitacées na biomimetizacdo do
ambiente em regeneracao. Essas limitagdes restringem suas aplicagdes e podem resul-
tar em uma recuperacao funcional limitada quando comparada ao autoenxerto (DALY
etal.,, 2011).

Para suprir as limitacées dos conduites comerciais, e além disso, atingir ou ul-
trapassar a eficacia do autoenxerto, diferentes combinagdes de materiais e técnicas
de processamento sao consideradas na producdo de conduites. Isto caracteriza a
chamada terceira geracado de conduites (GAUDIN et al., 2016). No que diz respeito
ao material utilizado na obtencao destes conduites, primeiramente espera-se que 0
mesmo seja biocompativel e biodegradavel. Dessa maneira, evita-se uma resposta
inflamatéria exacerbada e elimina-se a necessidade de uma segunda cirurgia para
a retirada do conduite (GAUDIN et al., 2016). Outro fator importante é o tempo de
degradacao do material. As primeiras 10 - 12 semanas apds a lesdo do nervo sao
consideradas criticas para uma recuperacao funcional satisfatoria. Assim, o material
deve ter tempo de degradacao de no minimo 12 semanas (YU et al., 2011). Portanto,
deve ser considerado um material com tempo de degradagcao compativel com o pro-
cesso de regeneracdo. Quanto a técnica de processamento, é interessante que seja
capaz de produzir estruturas flexiveis, para assim evitar que haja a compressao do
nervo. A estrutura obtida também deve ser porosa, a fim de possibilitar a difusao de
biomoléculas essenciais, e a0 mesmo tempo, atuar como barreira celular, impedindo a
infiltragdo de tecidos fibrosos. Ainda, a estrutura deve ser mecanicamente resistente
para suportar a regeneracao e o procedimento cirurgico (YU et al., 2011). Espera-se
que o conduite apresente resisténcia mecanica préxima a de um nervo autélogo hu-
mano (6,5 - 8,5 MPa) (CHIONO; TONDA-TURO, 2015). Além destes fatores, estudos
na literatura, consideram promissor o desenvolvimento de conduites com estrutura
alinhada e com propriedades elétricas (LEE, Jae et al., 2009; WANG, J. et al., 2018).

Os materiais comumente utilizados na terceira geracdo de conduites sao os
polimeros sintéticos biodegradaveis, como o poli (acido lactico) (PLA), o poli (acido
glicdlico) e o poli (acido lactico-co- acido glicélico (PLGA). Estes materiais s&o con-
siderados principalmente por apresentarem biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades mecénicas satisfatérias (ARSLANTUNALI et al., 2014). Dentre eles, o
PLGA destaca-se em virtude de possuir tempo de degradacao ajustavel de acordo
com a isomeria e proporcédo de seus mondémeros. O tempo de degradacédo do PLGA
pode variar de semanas até varios meses, o que o torna um material relevante para
aplicacao em regeneracgao 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 conduite de terceira geracéao, as técnicas de lixiviagao
(KOKAI et al., 2009), liofilizacdo (HUANG, J. et al., 2012) e eletrofiacdo (PANSERI
et al., 2008). Dentre elas, a técnica de eletrofiacdo destaca-se devido principalmente
a versatilidade em eletrofiar diversos polimeros naturais e sintéticos, além de prover
microestrutura em micro e nano escala. A eletrofiagdo possibilita a produgéo de condui-
tes constituidos de fibras com estrutura altamente porosa e mecanicamente resistente.
Além disso, essa técnica ainda permite o alinhamento das fibras eletrofiadas, o que é
favoravel para a regeneragao 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 comparacao com fibras ndo alinhadas. Em um estudo similar, foi
verificada uma maior maturacédo 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 regeneracao do nervo.

A terceira geracao de conduites considera também como uma estratégia rele-
vante agregar propriedades elétricas aos conduites. As células neurais sdo suscetiveis
a estimulos elétricos, assim conduites condutores apresentam potencial em propagar
estes estimulos elétricos e, consequentemente, estimular a regeneracao de nervos.
Isto porque os estimulos elétricos podem favorecem a diferenciacdo e proliferacao
celular (SHRESTHA, B. K. et al., 2018). Ainda, é possivel aplicar estimulos elétricos
provenientes de uma fonte externa, com intuito de potencializar a resposta elétrica dos
conduites. Para a obtencéo de conduites condutores sao utilizados materiais condu-
tores em combinacdo com polimeros biodegradaveis. Essa combinacao € necessaria
devido a natureza fragil 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). Ja para a obtencao de conduites eletrofiados condutores, duas
rotas sdo comumente utilizadas: o recobrimento das fibras via polimerizacao quimica
oxidativa in situ do pirrol ou a incorporagéo de aditivos condutores, como o PPy.DBSA
ou NTC , a solucao polimérica e posterior eletrofiacao.

Lee et al. (2009) analisaram o efeito da combinagdo de fibras alinhadas de
PLGA recobertas com PPy.DBSA submetidas ao estimulo elétrico externo em teste
in vitro. Foi observado o aumento da extensao e proliferacdo celular com a aplicagao
de estimulo elétrico externo. No entanto, néo foi localizado estudo posterior in vivo.
Wang et al. (2018), incorporaram NTC em fibras eletrofiadas alinhadas de PLGA e
as submeteram ao estimulo elétrico externo em teste in vitro. Houve um aumento da
diferenciacao celular e da mielinizacao de SCs com aplicacéo de estimulo elétrico ex-
terno. Da mesma maneira, nao foi localizado estudo posterior in vivo. Outros estudos
obtiveram resultados promissores em conduite eletrofiados condutores sem estimulo
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elétrico externo (SHAFEI et al., 2017; SHRESTHA, B. K. et al., 2018; JING et al., 2018).
Por esse motivo, ndo existe um consenso da necessidade do uso do estimulo elétrico
externo. Shafei et al. (2017), constataram o aumento da diferenciacao e crescimento
celular em fibras eletrofiadas alinhadas de PCL recobertas com PPy.DBSA sem es-
timulo elétrico externo. Jing et al. (2018) inseriram fibras eletrofiadas alinhadas de
PLGA recobertas com PPy.DBSA dentro um conduite tubular oco ndo poroso de PLGA
/PPy.DBSA . Os resultados dos ensaios in vivo, sem estimulo elétrico externo, foram
comparaveis ao autoenxerto. Apesar deste conduite ser constituido internamente de
fibras eletrofiadas alinhadas, sua estrutura exterior é rigida e ndo porosa. E como
discutido anteriormente, uma estrutura flexivel e porosa é essencial para potencializar
a regeneragao. No entanto, ndo foram identificados estudos detalhados sobre o uso
conduite constituidos apenas de fibras eletrofiadas alinhadas de PLGA recobertas
com PPy.DBSA. Também foi identificada a auséncia de estudos que consideram a
incorporagao 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 fisico-quimicas, elétricas, mecéanicas
e bioldgicas favoraveis para serem utilizados como conduites para a regeneragao de
nervos.

1.1.2 Objetivos Especificos

* Investigar os parametros apropriados para a obtencao de fibras eletrofiadas
de PLGA alinhadas, homogéneas e sem defeitos.

 Avaliar a viabilidade de revestimento de membranas eletrofiadas alinhadas
de PLGA com PPy através da polimerizacao oxidativa in situ do pirrol e
mensurar as mudancgas de propriedades térmicas, elétricas, mecéanicas e bi-
olégicas ocasionadas pelo revestimento de polipirrol na superficie das fibras
de PLGA.

+ Avaliar a influéncia do uso de diferentes tipos e fracdes massicas dos aditi-
vos condutores, PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC, em membrana obtidas a
partir da eletrofiagdo direta da solugcdo de PLGA contendo os aditivos condu-
tores, na microestrutura, nas propriedades térmicas, elétricas, mecanicas e
biolégicas das membranas.
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Avaliar a influéncia da rota de processamento nas propriedades, na microes-
trutura e na resposta biolégica das membranas eletrofiadas.

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

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

» Desenvolver um protétipo de um conduite eletrofiado de acordo com os
dimensodes obtidas de conduite comercial.
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2 NERVOS PERIFERICOS

2.1 ANATOMIA DE NERVOS PERIFERICOS

Os nervos periféricos (NPs) estabelecem a conexao entre o corpo e o sistema
nervoso central (SNC). Esses nervos estendem-se por todo o corpo, sendo compo-
nentes essenciais do sistema nervoso autdnomo e somatico. As terminagbes dos NPs
encontram-se em musculos, tecido conectivo, pele e outros 6rgdos. Sendo assim, sem
os NPs nao existiriam movimentos ou sensacbées (ZOCHODNE, 2008). No entanto,
como os NPs estdo presentes em tecidos por todo corpo, sdo frequentemente lesiona-
dos devido a traumas ou doencas (CIRILLO et al., 2018).

O SNC ¢ formado pelo encéfalo e pela medula espinal, enquanto o SNP é
formado por nervos, ganglios e terminagdes nervosas. Os nervos sdo classificados
em dois tipos: nervos cranianos e nervos espinais. Nervos cranianos estéo ligados ao
encéfalo, e nervos espinais, estdo ligados a medula espinal (WRIGHT, 2016). Quanto
a sua constituicdo, os nervos sao constituidos por longas fibras nervosas ' que podem
estender-se a mais de um metro de distancia do nucleo do neurénio (CIRILLO et al.,
2018). Os nucleos dos neurbnios motores espinais localizam-se dentro da medula
espinal, enquanto os nucleos dos neurbnios sensoriais espinais localizam-se dentro
de ganglios. Os nervos espinais sao nervos mistos, ou seja, constituidos de axénio
motores, provenientes de uma raiz ventral e axénios sensoriais, provenientes de uma
raiz dorsal, conforme apresentado na Figural (MACHADO; HAERTEL, 2014).

Raiz dorsal
Ganglio

\
Raiz ventral

Figura 1 — Anatomia da medula espinal e de suas raizes (WRIGHT, 2016).

As fibras nervosas sao formadas pelo prolongamento citoplasmatico de neurénio motores ou senso-
riais, chamado axdnio, que por sua vez sao envoltos por camadas de bainha de mielina
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A secdao transversal de um nervo periférico € apresentada na Figura 2. Os
nervos apresentam um envoltério de tecido conjuntivo rico em vasos sanguineos, cha-
mado epineuro. Em seu interior, fibras nervosas agrupadas em feixes, denominados
fasciculos, sdo envoltas por uma camada de tecido conjuntivo chamada perineuro
(GRINSELL; KEATING, 2014). A quantidade de fasciculos 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 fasciculo o endoneuro envolve cada fibra nervosa. As
fibras nervosas, por sua vez sdo envoltas por camadas de bainha de mielina. No SNP a
bainha de mielina é sintetizada pelas SCs, que sdo espacadas entre si por nédulos de
Ranvier. As células de Schwann (SCs) juntamente com os nédulos de Ranvier facilitam
a rapida conducao do impulso nervoso (CIRILLO et al., 2018).

\ Vasos sanguineos

e ‘%:,/ Camada Epineural
e s e | _
fesseelll ‘ o ‘FH,.-#Epmsurr:J
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: ilor fEnanauro
— O, =
= | S o ek
| iy
i -&DHID
Fasciculo Bainha de mielina

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

2.2 LESOES EM NERVOS PERIFERICOS

Os NPs, diferentemente do SNC, nao estao protegidos pela caixa craniana ou
pela coluna vertebral, sendo assim, estdo mais susceptiveis a lesdes. As causas mais
comuns de lesdes nos nervos sdo acidentes automobilisticos, lacera¢des procedimen-
tos iatrogénicos? (BRAGA SILVA et al., 2017). Essas condicdes resultam em dolorosas
neuropatias, reducao ou perda da fungdo motora e da percepcao sensorial, 0 que pode
afetar consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes (MOBINI et al., 2017).

2 Procedimentos iatrogénicos efeitos adversos ou complicagdes causadas por ou resultantes do trata-
mento médico
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As lesbes podem ser classificadas em: neuropraxia, axonotmese e neurotmese.
A neuropraxia caracteriza-se pela desmielinizacdo da bainha de mielina, normalmente
devido a esforcos de compresséo, o que compromete a transmissao dos impulsos
nervosos. Nesse tipo de lesdo a continuidade do axénio é preservada. Ja na axonot-
mese ocorre o rompimento do axénio, e consequentemente ocasiona a degeneragao
Walleriana (LEE, S. K.; WOLFE, 2000). A neurotmese é a lesdo com maior grau de
severidade. Nesse tipo de lesdo ha ruptura completa do nervo, formando um defeito
no nervo (ARSLANTUNALI et al., 2014). Em lesdo neurotmese, ndo ha regeneragao
espontanea do nervo sem intervencgao cirurgica (LEE, S. K.; WOLFE, 2000).

Quando um nervo periférico sofre uma lesdo do tipo axonotmese ou neurot-
mese, todos os axdnios distais ao sitio da lesédo sofrerdo degeneracao Walleriana. A
degeneracao Walleriana acontece em 24 - 48 horas ap6s a lesdo do nervo periférico
e caracteriza-se principalmente pela degeneracao dos segmentos distais do axénio e
da bainha de mielina (GRINSELL; KEATING, 2014). O segmento proximal também se
degenera, de maneira retrégrada, em direcdo ao noédulo de Ranvier adjacente. Esse
nddulo de Ranvier sera o sitio que subsequentemente brotara o axénio. Os eventos
de degeneracao Walleriana ocorrem devido a separacao do axénio do corpo celular
do neurénio, que é sua fonte trofica (nutritiva), localizada na medula espinal ou nos
ganglios (BELKAS et al., 2004). Apds esta etapa, as SCs e os macréfagos infiltrantes
surgem para a remogao de detritos axonais, mielinicos e teciduais. Além disso, as
SCs proliferam-se e alinham-se com a lamina basal para formar as bandas de Bling-
ner, que servem como guias para o crescimento axonal até o seu alvo. O processo
de regeneracao do axénio € lento, cerca de 1 - 2 mm/dia, e usualmente incompleto
(GRINSELL; KEATING, 2014). No caso de neurotmese, se os axénios em crescimento
ndo atingirem o tubo endoneural distal, ou seja, ndo cruzarem o local da les&o, isso
levara a formagéo de neuroma?® e a fibra muscular desnervada torna-se atréfica. Sendo
assim, em caso de lesdo do tipo neurotmese, para garantir a passagem dos axénios
para o coto distal, € necesséaria uma estratégia cirurgica (GAUDIN et al., 2016).

2.3 ESTRATEGIAS PARA O REPARO DE NERVOS PERIFERICOS LESIONADOS

O objetivo principal no reparo de NPs é direcionar as fibras nervosas em rege-
neragao para os tubos endoneurais distais, o qual levaréo as fibras nervosas para os
alvos finais (BELKAS et al., 2004). A literatura apresenta um periodo entre 12 - 18
meses para que ocorra a reinervagdao muscular, a fim de obter a recuperacgao funcio-
nal antes que ocorra degeneracéo irreversivel da placa terminal motora (GRINSELL,;
KEATING, 2014).

3

Neuroma € um espessamento do tecido nervoso ou a formagao de um tumor nervoso.
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A lesédo gerada em caso de neurotmese divide o nervo em dois segmentos (ou
cotos). O reparo cirdrgico 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 necessario que os cotos possuam
comprimento suficiente para serem religados e estejam livres de tensdo (HUANG,
Y. C.; HUANG, Y. Y., 2006). Em casos de defeitos mais largos (> 5 mm), em que a
sutura ndo é possivel, 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 sao utilizados em defeitos de até 5 cm (GRINSELL,;
KEATING, 2014). Nessa técnica uma secao de nervo autdlogo é retirada de um sitio
doador, para entéo ser utilizada no sitio danificado. Nervos doadores utilizados, geral-
mente, sdo nervos cutaneos de pequeno didametro (2 a 3 mm) retirados do braco ou
da perna (por exemplo, o nervo sural). As secées de nervo autdlogo contém SCs e
tubos endoneurais da lamina basal que fornecem fatores neurotréficos#, assim como
moléculas de adesao® da superficie celular e do tubo endoneurial (BELKAS et al.,
2004). Por esse motivo, sdo capazes de biomimetizar o ambiente e favorecer a re-
generacao. Entretanto, existem diversas desvantagens no uso do autoenxerto dentre
elas: (i) submete o paciente a uma segunda cirurgia de retirada, criando uma segunda
lesdo no sitio doador; (ii) a remogao da sec¢ao de nervo autélogo causa morbidade
do sitio doador e perda de sua fungao; (iii) incompatibilidade no didametro do nervo
doador com o receptor; (iv) possiveis dores decorrentes da formagéo de neuromas; (v)
existe uma limitada fonte de sitios doadores e (vi) aumento do tempo de recuperagao
do paciente devido a segunda cirurgia (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). Os con-
duites de nervo surgiram como uma alternativa promissora ao autoenxerto. A Figura 3,
apresenta esquematicamente a sutura direta, o autoenxerto € o conduite de nervo.

4 Fatores neurotroficos sdo proteinas que apoiam o crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo dos
neurdnios tanto em desenvolvimento como maduros.

5 Moléculas de adesido sdo moléculas que permitem a ligagédo entre as células ou entre células e a
matriz extracelular.
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Figura 3 — Representacao esquematica das principais técnicas utilizadas no reparo de
nervos periféricos (TUTUROV, 2019).
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3 CONDUITES DE NERVOS

Os conduites de nervos sao tubos suturados nos cotos proximais e distais do
nervo transeccionado, com o intuito de dar suporte estrutural e estimular a regeneragéao
do nervo periférico. O uso de conduites foi originalmente proposto em 1881. Sua
primeira aplicacao bem sucedida foi em 1882, em que um tubo de osso descalcificado
foi aplicado como conduite & um defeito de 30 mm em um cachorro (IJPMA; VAN DE
GRAAF; MEEK, M. F.,, 2008). Atualmente, o uso de conduites é clinicamente aprovado
como uma alternativa ao autoenxerto. Alguns conduites de tubo oco foram aprovados
pela Food and Drug Administration FDA e ja s&o utilizados clinicamente. Dentre eles,
destacam-se o0 NeuraGen®, o Neurotube® e o Neurolac® (SO; XU, 2015). Entretanto,
0 uso clinico destes conduites é limitado ao reparo de defeitos relativamente curtos
(menores que 3 cm) e a recuperacao funcional € limitada quando comparada com ao
autoenxerto (DALY et al., 2011). Pesquisas buscam desenvolver novos conduites a
partir de diferentes materiais e técnicas de processamento. O intuito € ampliar o uso
clinico de conduites no reparo de defeito mais longos e com recuperacao funcional
comparavel ou maior ao autoenxerto. O desenvolvimento de conduites evoluiu em
diferentes geracdes, conforme apresentado de maneira resumida na Figura 4.

Primeira geracao

(i) Biocompativel

(i) Suporte estrutural

(iii) Fungdo de barreira

(iv) Guia de crescimento
(v) Aprovados pela FDA

(i) Semipermeavel/poroso
(i) Biodegradavel
(iii) Aprovados pela FDA
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\_ = PR, Y ~ :L ﬂ-{" \\
Carregamento  Estrutura Canais Liberagdode Condutividade Superficie
com células alinhada intraluminares fatores de elétrica padronizada

crescimento

Figura 4 — Geracoes de conduites de nervo, adaptado de (GAUDIN et al., 2016).



Capitulo 3. Conduites de nervos 31

Os conduites da primeira geracao foram tubos ocos e rigidos de silicone ou
politetrafluoretileno nao reabsorvivel (ePTFE, Gore-Tex®). A estratégia inicial focou em
desenvolver conduites biocompativeis e com resisténcia mecéanica suficiente para for-
necer suporte estrutural. A biocompatibilidade € uma propriedade importante para que
o conduite ndo provoque resposta inflamatdria exacerbada. Ja a resisténcia mecéanica
para que o conduite ndo rompa durante o processo de regeneracao. Além disso, estes
conduites visam oferecer uma barreira estavel contra a invasdo de tecidos fibrosos, e
adicionalmente, objetivam guiar o crescimento axonal. A principal desvantagem dessa
geracao de conduites € a necessidade de uma segunda cirurgia de retirada, devido a
compressao do nervo e o encapsulamento fibrético do conduite (GAUDIN et al., 2016).

A segunda geracao de conduite fez uso de polimeros biodegradaveis e objeti-
vou o aprimoramento da biocompatibilidade e da topografia do conduite, através do
desenvolvimento de conduites semipermedaveis ou porosos de tubo oco. Foi nessa
geracao que surgiram os conduites NeuraGen® (colageno), o Neurotube® (PGA) e
o Neurolac® (PLCL). A biodegradabilidade € uma propriedade importante, visto que
elimina a necessidade de uma segunda cirurgia de retirada, assim como preveni infla-
macoes e dores crénicas causadas pela compressao do nervo. Entretanto, deve ser
levada em consideracéo a taxa de degradacao do material. O conduite deve manter
uma arquitetura mecanicamente estavel e degradar-se em uma taxa compativel com a
taxa de formacao do novo tecido.

O processo de degradacao de poliestéres como o PLGA ocorre através da hidré-
lise. A hidrélise, por sua vez, é evidenciada por dois principais estagios de degradacéo:
erosao da superficie e degradacdo em massa (LINS et al., 2016). O mecanismo de
degradacao para os scaffolds é dependente da velocidade de penetragdao da agua
nas fibras, caracterizada como erosao superficial e da quebra de ligagdes quimicas do
polimero, caracterizada como degradacdo em massa. A quebra de ligacdes quimicas
do PLGA ¢ através da quebra de ligacdes ésteres.

Outra caracteristica importante considerada nesta geracdo de conduites € a
permeabilidade/porosidade. Essa caracteristica permite a angiogénese' e a difusao
de biomoléculas essenciais. No entanto, a permeabilidade/porosidade deve ser se-
letiva a fim de impedir a infiltracdo de tecidos fibrosos. Tamanhos de poros de até
30 ym s&o capazes de realizar fungdo de barreira celular (CHIONO; TONDA-TURO,
2015). Embora os conduites de segunda gerag¢ao tenham apresentado um avanco em
relacdo aos conduites de primeira geracao, resultados da literatura apresentam recu-
peracao funcional limitada, principalmente para defeitos longos e quando comparados
ao autoenxerto (GAUDIN et al., 2016).

Para desenvolver conduites mais eficazes € importante entender como o pro-
cesso de regeneracao ocorre dentro do conduite de tubo oco das primeiras geracoes.

' Angiogénese ¢ a formagao e o crescimento de novos vasos sanguineos.
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O processo de regeneracao pode ser dividido em cinco principais partes, como pode
ser observado na Figura 5 e na sequéncia a seguir (DALY et al., 2011):

1. Fase fluidica: na fase fluidica existe o influxo de plasma no conduite. O
plasma é constituido de fatores neurotréficos? e moléculas da matriz extra-
celular (MEC). A maior concentragcdo desse fluido ocorre entre 3 - 6 horas
pds-cirurgica.

2. Fase matriz: nesta fase existe a formacdo de um cabo acelular de fibrina
entre ambos os cotos de nervo. O cabo é formado a partir de moléculas de
MEC da fase fluidica e facilita a migragao coordenada de fibroblastos,SCs,
células endoteliais e perineuriais. Acontece entre 2 - 6 dias pos-cirurgico.

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 Blingner. Ocorre entre 7 - 14 dias pds-cirurgico.

4. Fase axonal: na fase axonal novos brotos de axénio surgem. Esses brotos
sao guiados pelo cabo formado em direcdo ao alvo. Apds esse processo
o cabo de fibrina degrada-se. Essa fase acontece entre 15 - 21 dias poés-
cirurgico.

5. Fase de mielinizacao: nesta fase ocorre a maturacao das SCs ao redor dos
axonios, formando a bainha de mielina.

O processo de regeneracado dentro de conduites de tubo oco, anteriormente
descrito, considera defeitos de até 4 cm em humanos e 1,5 cm em ratos (DALY et al.,
2011). Uma regeneracéo considerada bem sucedida envolve uma adequada formacao
do cabo de fibrina. Como consequéncia disso, ha a migracdo de SCs e crescimento
axonal. Os axdénios devem atingir corretamente seu alvo, com alta densidade de fibras
e com espessa bainha de mielina. Dessa maneira existe uma maior recuperagao fun-
cional do nervo. No entanto, a regeneracao dentro de tubos ocos é limitada. Estes
baixos niveis podem ser atribuidos a formagéo inadequada de componentes da MEC
durante os estagios iniciais de regeneracéao, o que inclui a formacéo inadequada do
cabo de fibrina. Sem a formagao desse cabo alinhado, ha uma limitada migracéo de
SCs nativas para o local da lesdo e para os cotos nervosos proximal e distal. Como
consequéncia ha uma reducgao na formacao de bandas Blingner, o qual apresenta to-
pografica essencial para a regeneracao dos axdénios. Portanto, sem a formacao correta
dos cabos de fibrina ha uma ineficiente recuperacgao funcional do nervo (DALY et al.,
2011). Baseado nas desvantagens de conduites de tudo oco, estudos identificam algu-
mas caracteristicas relevantes para a obtencéo de um conduite mais eficaz, chamado
de terceira geracao (Figura 4).

2

Fatores neurotréficos séo fatores de crescimento que apoiam o crescimento, sobrevivéncia e diferen-
ciagao dos neurdnios
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Figura 5 — Processo de regeneracao dentro do conduite, adaptado (DALY et al., 2011).

A terceira geracao de conduites, a qual nao é aprovada pelo FDA, é o atual
foco de pesquisa da engenharia tecidual e da engenharia de materiais. Essa nova
geracao visa desenvolver conduites com eficacia comparavel ou superior ao autoen-
xerto. Essa categoria inclui conduites com carregamento de células, com estrutura
alinhada, com canais intraluminares, com liberagao de fatores de crescimento, com
condutividade elétrica e com superficie padronizada (Figura 4). Diversas estratégias
focam na escolha de diferentes materiais e métodos para o desenvolvimento de con-
duites de terceira geracao. Polimeros sintéticos biodegradaveis, como PCL, proteina
da seda, PLA, PGA e PLGA, tém recebido consideravel atengéo, pois oferecem bio-
compatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecénicas satisfatérias. Quanto
aos métodos de processamento de conduites, os mais utilizados sdo revestimento por
imersdo (XU et al., 2014), liofilizacdo (HUANG, J. et al., 2012), lixiviagdo (KOKAI et al.,
2009) e eletrofiacdo (PANSERI et al., 2008; DINIS et al., 2014; FROST et al., 2018),
e a combinacao de métodos (JING et al., 2018), como apresentado na Tabelal. O
método de revestimento por imersao (dip-coating) consiste na imersao de um mandril
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cilindrico em uma solucao polimérica. Esse processo é repetido por diversas vezes até
o revestimento atingir a espessura desejada, logo em seguida, o conduite é retirado
do mandril (XU et al., 2014). A principal desvantagem deste método € a formacao de
um conduite ndo poroso. Ja a liofilizacao consiste no congelamento de uma solucéo
polimérica soluvel em agua, com posterior sublimacao do gelo formado. Neste método
existe a formagéo de uma estrutura porosa. No entanto, o tamanho dos poros normal-
mente situa-se entre 50 - 100 um, excedendo assim o limite de 30 ym para exercer a
funcédo de barreira celular. Além disso, este método limita seu uso a polimeros naturais
soluveis em agua, os quais normalmente apresentam baixas propriedade mecéanicas
(CHIONO; TONDA-TURO, 2015). No que diz respeito a lixiviacao, este método consiste
na mistura de um polimero com um agente porogénico, como o NaCl. Em seguida,
0 agente porogénico é removido do meio por dissolugdo em um solvente apropriado,
resultando em um material poroso. No entanto, existe uma baixa interconexao dos
poros, ademais, o tamanho dos poros situa-se entre 10 - 300 ym, podendo assim tam-
bém exceder o limite de tamanho de poro para funcédo de barreira celular (CHIONO;
TONDA-TURO, 2015). A eletrofiagdo apresenta o uso promissor, por diversos motivos,
dentre eles, a possibilidade em utilizar diversos polimeros naturais e sintéticos, a for-
macao de uma microestrutura tridimensional capaz de mimetizar a MEC e o tamanho
de poros formado menor que 30 pm. Por esses motivos a eletrofiacdo sera o método
de processamento considerado no presente estudo.

Tabela 1 — Conduites obtidos por diferentes materiais e processamentos.

Material Método Conduite Fonte

PDLLA/PPy Imersio (Xu, H. et al. 2014)
Quitosana/PPy Liofilizagdo (HUANG et al. 2012)
PLGA/PCL Eletrofiacdo (PANSERI et al. 2008)
Proteina da Seda Eletrofiacdo (DINIS et al. 2014)
PCL ou PLA Eletrofiagdo (FROST et al. 2018)
PLGA/PPY Imefsaae (JING et al, 2018)

eletrofiacdo
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4 ELETROFIACAO

Membranas eletrofiadas sdo empregadas na engenharia tecidual e na engenha-
ria de materiais devido, principalmente, a microestrutura obtida por essa técnica. A
eletrofiacdo possibilita a producéo de fibras com uma microestrutura porosa e tridimen-
sional. Essa técnica permite a producao de fibras com diametros que variam de cerca
de décimos de nan6metros até varios micrometros. Além disso, as fibras apresentam
alta area de superficie especifica (1 - 100 m?/g), alta porosidade 60 - 95 %, tama-
nhos de poro que varia entre 1 - 10 um, alta permeabilidade e facil funcionalizagéo da
superficie (CHIONO; TONDA-TURO, 2015). Na regeneracao de nervos periféricos, to-
das essas caracteristicas favorecem, principalmente, a adeséo e a proliferacao celular.
Consequentemente, aumenta a probabilidade de melhor recuperacao funcional de um
nervo lesionado (QUAN et al., 2019).

A configuragéo basica de um equipamento utilizado para a eletrofiagcao inclui
quatro partes principais: (i) uma fonte de tensao elétrica, (ii) uma seringa contendo a
solucao polimérica e acoplada a uma agulha metalica, (iii) uma bomba de infuséo e
(iv) um coletor metalico, como apresentado na Figura 6.

E //A\\) High Voltage

Figura 6 — Representagcdo esquematica da configuracdo basica de um equipamento
de eletrofiacdo, desenvolvido pela autora.



Capitulo 4. Eletrofiacdo 36

O principio basico para a eletrofiacdo de uma solugao polimérica é a sua capa-
cidade em portar cargas elétricas, e além disso, ter uma viscosidade suficiente para
que a solucéo seja estirada sem que haja o gotejamento da solucao. A eletrofiacao
de uma solucao polimérica inicia-se com a aplicacdo de uma alta tensao elétrica (10 -
50kV), a qual é aplicada entre a ponta da agulha e o coletor metalico. Em um primeiro
momento uma gota pendente de solugéo polimérica permanece na ponta da agulha
devido a sua tensao de superficie. A medida em que se aumenta o campo elétrico,
a gota pendente torna-se altamente eletricamente carregada e, entédo, alonga-se em
um formato cénico, chamado Cone de Taylor, conforme apresentado na Figura 6. O
progressivo aumento no campo elétrico alcanga um valor limiar, sendo que apés esse
limiar existe o estiramento da gota polimérica, consequentemente formando um jato po-
limérico. Isso acontece devido as forgas eletrostaticas superarem a tenséo superficial
da gota polimérica. Assim, um jato polimérico é ejetado diretamente do cone de Taylor
em direcao ao coletor metalico. 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 metalico (JIANG et al., 2015).

A morfologia das fibras obtidas por eletrofiacdo € influenciada por diferentes
parametros: parametros de processo, de solucao e parametros ambientais. Dessa
maneira, a compreensao do efeito de cada um desses parametros € necessaria para
a obtencao de fibras com morfologia e orientacdo adequados para a aplicagao.

Os parametros de processo incluem a tensao elétrica, a distancia entre a agulha
e o coletor, a vazdo de alimentag&o e o tipo de coletor. Esses parametros influenciam
no rendimento do processo, assim como na morfologia, no didmetro e na orientagao
das fibras eletrofiadas. Dessa maneira, estas variaveis devem ser ajustadas adequa-
damente para cada sistema.

A intensidade do campo elétrico é determinada pela tenséo elétrica aplicada
a uma distancia entre a agulha e o coletor. Quanto maior a intensidade do campo
elétrico, maior é a velocidade do jato. Normalmente sao utilizadas tensdes elétricas
entre 5 e 30kV. A tensao elétrica aplicada na solu¢ao € um fator critico na formagéo das
fibras, visto que o processo de eletrofiacdo inicia-se somente apds ser atingida uma
tensao limiar. O valor de tensao limiar é inerente para cada sistema polimero-solvente.
Para valores de tenséo elétrica abaixo do limiar, uma gota de solucao polimérica fica
suspensa na ponta da agulha pela tensao de superficie da gota, ou pode ocorrer o
gotejamento da solucdo. Com o aumento da tensao elétrica o volume da gota reduz
até o cone de Taylor ser formado dentro da agulha. Altos valores de tensao elétrica
estdo associados a fibras com defeitos beads (SILL; RECUM, 2008).
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A distancia entre a agulha e o coletor influencia na intensidade do campo elétrico
e no tempo de evaporacao do solvente. Portanto, a distancia deve ser suficiente para
que ocorra a evaporacao do solvente e as fibras secas sejam depositadas no coletor.
Caso isso nao ocorra, pode haver o coalescimento das fibras. Ademais, em distancias
muito pequenas ou muito grandes ha formagao de defeitos beads. Normalmente séo
utilizadas distancias entre 5 e 30 centimetros (MERLINI, Claudia, 2014).

A distribuicdo das fibras pode ser controlada através do tipo de coletor e da
velocidade de rotacao do coletor. Ha dois tipos principais de coletores: os estaticos
e os rotatorios. Os coletores estaticos permitem a producao de fibras aleatoriamente
distribuidas (Figura 7. a), enquanto os coletores rotatorios tendem a produzir fibras
alinhadas, Figura 7. b), (STACHEWICZ et al., 2015).

N

f

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

A vazao polimérica determina a taxa de material transferido e a velocidade do
jato polimérico. Consequentemente, influencia no didmetro da fibra. Foi constatado
que em baixos valores de vazao (0,5 mL/h) as fibras apresentaram menores didmetros
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Isso foi justificado pela menor quantidade de material
expelido e maior estiramento das fibras. Entretanto, um minimo de vazao é necessario
para que ndo haja interrupg¢des no jato polimérico. Em geral, maiores vazdes sdo mais
desejadas por permitir maiores taxas de producao. Porém, o aumento da vazao causa
um aumento no didametro das fibras, assim como a incidéncia de defeitos. Além disso,
em altas vazdes pode ndo haver tempo suficiente para a evaporagdao do solvente,
resultando em fibras umida no coletor (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Os parametros da solucao estao relacionados com a interacao polimero-solvente,
assim como a influéncia da presenca de aditivos em solugdo. Por isso, a concentracao
polimérica da solugéo, a volatilidade do solvente e a condutividade elétrica da solugéo
sao alguns dos principais parametros a serem considerados na eletrofiacao.



Capitulo 4. Eletrofiacdo 38

Altas concentragdes poliméricas apresentam um maior grau de emaranhamento
de cadeias poliméricas, como isso o jato carregado torna-se mais estavel, o que possi-
bilita a producéao de fibras. Além disso, quanto maior € a concentracéo polimérica, maior
€ o diametro da secao transversal da fibra. Para baixas concentracdes poliméricas, 0s
emaranhados de cadeias poliméricas ndo sao fortes o suficiente para estabilizar o jato
carregado, aumentando assim a instabilidade, o0 que pode gerar gotas de polimeros
ou fibras com beads (LASPRILLA-BOTERO; ALVAREZ-LAINEZ; LAGARON, 2018). A
Figura 8, apresenta a influéncia da concentracéo polimérica na formacao de fibras
uniformes e sem defeitos beads.

Aumento da concentracdo polimérica

Figura 8 — Efeito da concentracao polimérica em fibras eletrofiadas de PCL. a) 12 %om/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 polimero-solvente é es-
sencial para a formacéao de fibras, para a produtividade e morfologia das fibras. Duas
consideracoes devem ser feitas na escolha do solvente. A primeira consideracao é que
o solvente deve solubilizar completamente o polimero escolhido. A segunda, é que o
solvente deve apresentar ponto de ebulicio moderado. Solventes com baixos pontos
de ebulicdao sao altamente volateis, como consequéncia podem ocasionar a secagem
do jato polimérico na ponta da agulha, bloqueando o processo de eletrofiagdo. De ma-
neira similar, solventes com altos pontos de ebulicado também devem ser evitados. O
alto ponto de ebulicdo reduz a taxa de evaporacao do solvente, e isto pode atrapalhar a
secagem do jato polimérico durante sua trajetéria até o coletor e favorecer a formacao
de fibras com defeitos (HAIDER, A.; HAIDER, S.; KANG, 2018).

A condutividade da solucao afeta a formacao do cone de Taylor e o diametro das
fibras. Solugbes com baixa condutividade elétrica ndo podem ser eletrofiadas, visto
que a superficie da gota polimérica ndo porta cargas suficientes para que o cone de
Taylor seja formado. Com o aumento da condutividade elétrica existe uma reducéo
do didametro das fibras produzidas. No entanto, solugcdes com condutividade elétricas
acima do valor critico sdo instaveis sob o alto valor de campo elétrico, o que resulta
em valores variaveis de diametro das fibras (HAIDER, A.; HAIDER, S.; KANG, 2018).
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Os parametros ambientais incluem a temperatura e a umidade relativa do ar.
O aumento da temperatura reduz a viscosidade da solugao polimérica e, consequen-
temente, reduz o didmetro das fibras (MIT-UPPATHAM; NITHITANAKUL; SUPAPHOL,
2004). Ja o aumento da umidade relativa do ar (geralmente maior que 60%) influencia
no aparecimento de poros na superficie da fibra, ou até mesmo a coalescéncia de
fibras (CASPER et al., 2004). Por outro lado, baixos valores de umidade influencia
no aumento da taxa de evaporagao do solvente, que por sua vez, pode ocasionar na
solidificacao do polimero na agulha e o interrompimento da eletrofiacao.
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5 ADITIVOS NANOESTRUTURADOS CONDUTORES

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

5.1 POLIMEROS INTRINSECAMENTE CONDUTORES

Os polimeros condutores, combinam as propriedades dos metais e dos polime-
ros convencionais, ou seja, apresentam propriedades elétricas, 6pticas e magnéticas.
Os polimeros condutores ja sao atualmente utilizados em células de combustivel, su-
percapacitores, blindagem eletromagnética, e agora encontram aplicagées no campo
de biomateriais. Esses polimeros podem ser desenvolvidos para serem biocompati-
veis e biodegradaveis. Ademais, a capacidade intrinseca condutora desses polimeros
permite que células ou tecidos cultivados sobre eles sejam estimuladas. Dessa ma-
neira, os polimeros condutores tornaram-se materiais importantes em aplicagdes como
biosensores, dispositivos para liberacao controlada de farmacos e dispositivos em En-
genharia tecidual.

Os polimeros intrinsecamente condutores sdo polimeros conjugados, ou seja,
apresentam ligacoes simples (C - C) e duplas (C = C) alternadas. A Figura 9, ilustra, de
maneira geral, uma cadeia conjugada de um polimero condutor, enquanto a Figura 10,
apresenta exemplos das estruturas quimicas de alguns polimeros condutores. Ambas
as ligacoes, simples e duplas, possuem forte ligacdées o, enquanto as ligacdes duplas
possuem uma ligacao mais fraca, a ligacao m (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014).
A capacidade intrinseca condutora dos polimeros intrinsecamente condutores é devido
a presenca de elétrons m em sua estrutura.

Ligagdo 1t
e P & ®
n o / _]/ T \“/ \ n W 4
/ x,’,.‘/ / )\/ \\/
(/C/\L -7 / \C/' \ \f 4\C,/
‘ ’ Ligacdo o ‘
H H H

Figura 9 — llustracdo da cadeia conjugada do polimero condutor poliacetileno, adap-
tada de (PALZA; ZAPATA; ANGULO-PINEDA, 2019).
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Figura 10 — Estrutura quimica de alguns polimeros condutores, adaptado de (BHADRA
et al., 2009).

A condutividade também é influenciada pela presenca de dopantes. O meca-
nismo de exposi¢cao do polimero a agentes oxidantes ou redutores é conhecido como
dopagem. Um dopante, geralmente € um contraion, que tende a balancear as cargas,
positivas ou negativas, formadas durante uma reagéao de oxidagéo ou redugéo. O do-
pante, adicionalmente, introduz cargas ao sistema, através da remocéao de elétrons da
cadeia (oxidacao do tipo-p) ou da adicao de elétrons na cadeia (reducao do tipo-n).
Essas cargas armazenadas sao chamadas de polaron ou bipolaron, que por sua vez,
causam distor¢cées na rede cristalina. Dessa maneira, quando um potencial elétrico
é aplicado, os dopantes movimentam-se e permitem a passagem de cargas através
do polimero na forma de polaron e bipolaron (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014).
Diferentemente da dopagem em semicondutores inorgénicos, em polimeros, a concen-
tragdo de dopante incorporada é extremamente alta e em alguns casos correspondem
a 50 % da composicao final. A Tabela 2, apresenta valores de condutividade elétrica
de alguns polimeros condutores dopados.
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Tabela 2 — Valores de condutividade elétrica de alguns polimeros condutores, adaptado
de (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014).

Polimero Condutividade elétrica (S.cm™)
Polianilina 300 - 200
Polipirrol 102-7,5 x 108
Politiofeno 10- 103
Poli (p-fenileno) 102 - 103
Poliacetileno 103-1,7 x 10°

5.1.1 Polipirrol e Polipirrol/montmorilonita

O polipirrol (PPy) é extensivamente estudado para aplicagdes bioldgicas e médi-
cas, devido principalmente a sua boa biocompatibilidade e condutividade elétrica (SUN
et al., 2018). Sua condutividade elétrica varia entre 102 - 7,5 x 103, dependendo do
nivel de dopagem, tipo do dopante utilizado e condigdes de polimerizagdo (BALINT;
CASSIDY; CARTMELL, 2014). Entretanto, o PPy é insoluvel, infusivel e quebradico, e
por esse motivo é utilizado com copolimero, ou em misturas e compdsitos com varios
polimeros biocompativeis e biodegradaveis (SHAFEI et al., 2017).

Polimeros conjugados sao suscetiveis a distor¢des estruturais. A estrutura ele-
trénica 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-
zébide e é classificado como um material isolante devido ao seu elevado gap de energia
(3,16 eV). O elevado gap dificulta a transferéncia de elétrons da banda de valéncia
para a banda de conducao (Figura 11 (a)).

Apés a oxidacao (remocéo de 1 elétrons da banda de valéncia) do PPy neutro,
ocorre o relaxamento local da estrutura benzdide para um tipo quindide, que cria
radicais cations (polarons). A formagéo de polarons induz dois novos niveis de energia
(Figura 11 (b)) que sé@o simetricamente posicionados dentro do intervalo de banda. A
oxidagdo subsequente resulta na formagao de bipolarons (Figura 11 (c)). A medida que
o polimero é oxidado ainda mais, os estados de energia bipolarénicos se sobrepdem
e formam estruturas de banda intermediarias estreitas (Figura 11 (d)). A Figura 12
representa a estrutura eletrénica do PPy.
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Figura 11 — Diagrama eletr6nico 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 eletrénica 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 polimerizacao quimica oxidativa ou
eletroquimica do pirrol. A polimerizagdo quimica oxidativa oferece a vantagem em per-
mitir a fabricacdo de PPy.DBSA em p6 ou em qualquer superficie de deposicado. Além
disso, proporciona maior controle sobre a estrutura da cadeia principal do PPy.DBSA
(GREEN et al., 2010). Agentes oxidantes, tais como sais de FeCl; ou Fes(SOy4)3, S80
adicionados a uma solug¢ao aquosa resultando em um po precipitado na solugao. No
caso de PPy produzido por oxidagéo na presenca de FeCls, sdo formados como sub-
produtos da polimerizacao FeCl, e HCI, conforme apresentado na Figura 13 (GREEN
et al., 2010). Uma quantidade excessiva de oxidante é usada para compensar as molé-
culas de oxidante que sao consumidas pelo subproduto acido HCI. Os anions Cl atuam
como dopantes e sao responsaveis pela oxidacao da cadeia principal do polimero e
pela formagéo de polarons e bipolarons, que sao os portadores de carga responsaveis
pela condutividade do PPy.

3n U +6n FeCly —

N
H

Figura 13 — Reacao convencional da sintese quimica oxidativa do polipirrol com o oxi-
dante FeCl3, adaptado de (GREEN et al., 2010).

+6n FeCl,+ 5n HCI

O PPy ainda pode ser sintetizado via polimerizacao oxidativa in situ na pre-
senca da argila montmorrilonita, contendo Acido Dodecil Benzeno Sulfénico (DBSA)
como surfactante e FeClz como agente oxidante. Nesse processo, 0 monémero pirrol
€ polimerizado entre as camadas da argila. A argila atua como um suporte para a
polimerizagéao do pirrol, induzindo uma maior orientagcédo do PPy entre as camadas
da argila. Somado a isso, o surfactante DBSA contribui na intercalagdo e esfoliacao
parcial da argila. Essa estratégia resulta em um aditivo com estrutura intercalada ou
parcialmente esfoliada, com alta area de superficie e alta condutividade elétrica, deno-
minado Mt-PPy.DBSA (RAMOA et al., 2018; MOUCKA et al., 2011). Acredita-se que
a dispersao do Mt-PPy.DBSA em matrizes poliméricas seja favorecida em compara-
cao com o aditivo PPy.DBSA puro. Ademais, menores quantidades de Mt-PPy.DBSA
Sa0 necessarias para alcancar 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-
racao de nervos periféricos, devido a suas excelentes propriedades térmicas, elétricas
e mecanicas. Somado a isso, apresentam caracteristicas topograficas em nanoescala.
Podem ser utilizados como reforco estrutural em conduites biodegradaveis e para
aumentar a proliferacao celular (WANG, J. et al., 2018; SHRESTHA, S. et al., 2019).

Um ponto a ser considerado no uso de NTC para aplicagdes biomédicas € a
sua toxicidade. Ao comparar NTC a outros materiais, 0s nanomateriais tém algumas
caracteristicas significativas devido ao aumento da area de superficie em relacéo ao
tamanho. A alta razdo de aspecto dos NTC os tornam mais reativos e mais toxicos.
Além disso, a alta 4rea total de superficie dos NTC, possibilita uma area de contato com
as membranas celulares aumentada ou entdo uma maior absorgao/transporte de toxi-
nas. Apesar dessa desvantagem, a literatura apresenta resultados bem sucedidos do
uso de NTC em aplicagdes biomédicas com diferentes estratégias de funcionalizagao
(RAPHEY et al., 2019; OPRYCH et al., 2016).

Os nanotubos de carbono sdo materiais carbonaceos, formados a partir de uma
folha de grafeno enrolada em estrutura cilindrica, como hibridiza¢do sp2 dos atomos
de carbono (RAPHEY et al., 2019). Sao produzidos por uma variedade de técnicas,
mais comumente por deposicao quimica de vapor que envolve a reestruturacao de ato-
mos de carbono usando catalisadores metalicos. Dependendo do numero de paredes,
os nanotubos podem ser classificados em nanotubos de paredes simples (NTCPs),
quando formados por apenas uma camada cilindrica de grafeno, e nanotubos de pare-
des multiplas (NTCPMs), quando formados de multiplos cilindros coaxiais de grafeno
(LEE, J. K. Y. et al., 2018).

Os NTC apresentam elevada razao de aspecto (valores entre 100 e 1000) com
didmetros e que podem variar de 0,4 a 100 nm e comprimentos de poucos nanémetros
a 0,5 m. Baseado na orientacdo do eixo do tubo em relacdo a rede hexagonal, a
estrutura do nanotubo pode ser definida por um vetor quiral, (n,m). Dessa maneira, 0s
NTCPs apresentam trés 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 atdmico, a morfologia e a nanoestrutura influenciam
diretamente na condutividade elétrica dos NTC. Os NTC podem ser condutores, com
valores de condutividade elétrica entre 10 ® 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 mecanicas, como modulo de elasticidade de 0,2
— 1 TPa e resisténcia de 200 — 900 MPa, além de serem leves e flexiveis (OPRYCH
et al., 2016). A superficie dos NTC é considerada hidrofébica, o que dificulta sua
dispersao em solugao aquosa. Métodos de funcionalizacdo de NTC sao empregados
para melhorar sua dispersao e reduzir sua toxicidade (OPRYCH et al., 2016).
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Figura 14 — Estrutura dos nanotubos em fungao da quiralidade (zigzag, chiral e arm-
chair), adaptado de (TILMACIU; MORRIS, 2015).
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6 PLGA

O PLGA é um poliéster alifatico sintético, biocompativel, biodegradavel e bio-
absorvivel, pertencente ao grupo dos poli (a-hidréxi ésteres) saturados, conforme a
estrutura quimica apresentada na Figura 15. O PLGA € um polimero aprovado pela
FDA e utilizado em diversas aplicacées em engenharia tecidual, principalmente devido
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecanicas satisfatorias
(SANTOS, F. P. dos et al., 2019). Por esse motivo, estudos focam no emprego de PLGA
em diferentes contextos da engenharia tecidual, incluindo a regeneracao de nervos
periféricos (NUNE; KRISHNAN; SETHURAMAN, 2016; WANG, J. et al., 2018).

n Hk — 1
\’H
Poli (L Lactldeo) Giacolldeo (GA)
X

r
L-Lactideo  Glicolideo (GA) Poli (L-lactideo-co g‘I\i’::oll'deo ) (PLGA)

[LTTTETer

Figura 15 — Estrutura quimica do L-PLGA.

A versatilidade em propriedades fisico-quimicas, mecanicas e taxa de degrada-
cao do PLGA, provém principalmente da propor¢éo de seus monémeros acido lactico
(LA) e acido glicdlico (GA) (LA/GA) e da a composicao estereocisomérica do acido
lactico, L ou DL (mistura racémica) (AVGOUSTAKIS, 2008). Como exemplo, o PLGA
formado pode ser o poli (DL-4cido lactico-co-acido glicdlico) (DL-PLGA) ou poli (L-
acido lactico-co-acido glicélico) (L-PLGA).

O PLGA pode ser sintetizado via policondensacao do acido lactico e acido glico-
lico ou pela abertura de anel de lactideos e glicolideos. A reagéo de policondensacgao
direta do acido latico e do acido glicélico, obtém-se um copolimero de baixa massa
molar. Por esse motivo, preferencialmente, a polimerizacao por abertura de anel é
escolhida pelo fato de produzir polimeros de maiores massas molares e, consequente-
mente, melhores propriedades mecéanicas (AVGOUSTAKIS, 2008).

Polimeros com alta massa molar (cerca de 160 kDa) podem ser sintetizados
por uma variedade de catalizadores, como os acidos de Lewis e compostos organo-
metalicos, ambos seguem o mecanismo de reacdo por coordenacdo. Na producgéo
de polimeros para aplicagdes médicas, dois sais de estanho, cloreto de estanho(ll) e
2-etilexanoato de estanho(ll), abreviado como octanoato de estanho [Sn(Oct),], tém
sido usados como iniciadores.



Capitulo 6. PLGA 48

O iniciador Sn(Oct), € usualmente utilizado como iniciador da reagéo de poli-
merizagao via abertura dos anéis dos dimeros ciclicos, visto que apresenta alta taxa
de reacdo, baixo grau de racemizacdo. Ademais, esse composto € comercialmente
disponivel, facil de manusear e sollivel em solventes organicos comuns e mondémeros
de éster ciclicos. O uso do Sn(Oct),0 é permitido como aditivo alimentar em muitos
paises, 0 que significa que a sua toxicidade é muito baixa quando comparada a outros
sais de metais pesados (GENTILE et al., 2014).

O mecanismo de degradacao do PLGA acontece pela hidrolise das ligacdes és-
teres, através de erosédo heterogénea ou em massa. A degradacéo pode ser descrita
em quatro etapas: (i) hidratagcdo, em que ha penetracdo de agua nas regides amor-
fas, reduzindo a temperatura de transicao vitrea (Tg); (ii) degradacéo inicial, através
da clivagem de ligagbes covalentes, com reducao da massa molar; (iii) degradacao,
clivagem por autocatalise, resultando perda de integridade e (iv) solubilizagdo, ge-
rando fragmentos ainda menores. A degradacao no meio extracelular do PLGA, gera
como subprodutos metabdlicos o acido lactico e acido glicélico. Estes subprodutos
sdo posteriormente hidrolizados em lactado e glicolato, e entdo fagocitados. Assim, os
subprodutos sdo convertidos em piruvato dentro das células, posteriormente entram no
Ciclo de Krebs e terminam sua rota metabdlica em gas carbdnico e dgua, que podem
ser eliminados através da urina e da respiracéo (LINS et al., 2016; SANTOS, V. I. dos
et al., 2020).

A taxa de degradacao do PLGA é influenciada por diversos fatores, dentre eles:
i) @ massa molar: 0 aumento da massa molar aumenta o tempo de degradacao; ii)
a proporcao LA/GA: PLGA com maior percentual de LA € mais hidrofébico devido a
presenca do grupo metil (CH3), o que dificulta o acesso de agua por impedimento
estérico, absorvendo menos dgua e consequentemente, degradando mais lentamente,
iii) a estereoquimica: regides amorfas permitem a penetracao de agua, o que acelera
a degradacao do PLGA; iv) os grupos finais: 0s grupos ésteres possuem maior tempo
de degradacado de meia vida quando comparados com grupos finais carboxilicos; v)
as caracteristicas do produto: tamanho, forma e porosidade, influenciam na area de
contato do material com o meio; vi) o ambiente de degradacgao: a temperatura e o pH
do meio também podem interferir na taxa de degradacao (AVGOUSTAKIS, 2008).

A biodegradabilidade do PLGA elimina a necessidade de segunda cirurgia para
a retirada do conduite, previne inflamacgdes e dores crbnicas causadas pela compres-
sdo do nervo. O PLGA sofre reac¢des de hidrdlise através da clivagem de ligagbes éster,
produzindo os acidos lactico e glicélico como produtos de degradacao. Esses acidos,
por sua vez, sao finalmente absorvidos pelo corpo humano (LI; NEMES; GUO, 2018).
O tempo de degradacao do polimero deve ser compativel com a regeneracao, dessa
maneira, € mantida a integridade estrutural do material sem que haja a compressao do
nervo. Para que a recuperagao funcional seja satisfatéria é necessario que o material
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tenha no minimo tempo de degradacao de 3 meses. Isso porque as primeiras 10 - 12
semanas apds a lesdo sao consideradas criticas para uma recuperagao funcional sa-
tisfatéria (YU et al., 2011). Uma vantagem notavel do PLGA é o tempo de degradacéo
ajustavel, podendo variar de semanas a varios meses e até varios anos (LUIS et al.,
2007). Como exemplo, o L-PLGA 82:18 apresenta tempo de degradagdo que varia
entre 1 - 2 anos, conforme valores dado pelo fabricante (Evonik Industries).
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7 TRABALHOS CORRELATOS

7.1 CONDUITES COMERCIAIS APROVADOS PELA FDA

Nos ultimos 20 anos, a FDA aprovou diversos conduites baseados em polimeros
naturais e sintéticos para o reparo de defeitos de nervos decorrentes de lesbes em
nervos periféricos. A investigacao realizada nesta secéao foi focada em trés condui-
tes considerados pela literatura como sendo os mais relevantes (NeuraGen®, Neuro-
tube® e Neurolac®). Ademais, existe uma ampla disponibilidade de dados pré-clinicos
(em animais) e clinicos (em humanos) destes conduites. A Tabela 3 apresenta com-
parativamente as principais caracteristicas destes conduites comerciais, incluindo as
suas vantagens e desvantagens.

Tabela 3 — Principais conduites biodegradaveis aprovados pela FDA.

Produto Material Estrutura Degradacgao Vantagens Desvantagens
Semipermeavel Comparavel ao autoenxerto  Longo tempo de degradagao;
Neurogen®  Colageno do tipo | fibrilar 36 - 48 meses  em defeitos de até 2 cm Imunogenicidade
Malha Comparavel ao autoenxerto  Curto tempo de degradacéo;
Neurotube® Poli (4cido glicélico) absorvivel 3 meses em defeito de até 2 cm Produtos de degradacéo acidos
Poli (acido lactico-co- Tubo Comparéavel ao autoenxerto Inchamento;
Neurolac® caprolactona) transparente 16 meses em defeitos de até 2 cm Alta rigidez

Conduites naturais tém a principal vantagem de fornecer sitios ativos para célu-
las e moléculas de adesao, ou seja, apresentam alta biocompatibilidade. Dentre eles,
o colageno é extensamente utilizado para a aplicacao no reparo de nervos periféricos
(ANGIUS et al., 2012). Conduites de colageno sao produzidos a partir da purificacéo
do colageno tipo |, derivado de tenddes bovinos. Quando purificado, o colageno reduz
sua antigenicidade, que pode ser ainda mais reduzida via remog¢ao enzimatica ou por
crosslinking (HARDIN-YOUNG et al., 1996). O colageno € um importante componente
da MEC, o que favorece a adesao e proliferagdo celular e, por isso, utilizado como um
biomaterial (DI SUMMA et al., 2014; SHI et al., 2007).

O uso de conduite de colageno tem sido utilizado em estudos com modelos
animais e também em humanos. Archibald et. al (1991) demonstram a viabilidade do
uso de conduites de colageno em defeitos de 5 mm em primatas ndo humanos. Em
2001, foi criado o primeiro conduite semi-permeavel de colageno aprovado pela FDA,
chamado Neuragen®. O Neuragen® € composto de colageno do tipo | tratado via
crosslinking, com tempo de degradacgéo de 36 - 48 meses (BLILEY; MARRA, 2015). O
conduite encontra-se disponivel em dois comprimentos, 2 e 3 cm, com diametros inter-
nos variando de 1,5 - 7 mm. A Figura 16 apresenta o conduite comercial Neuragen®. O
uso de Neuragen® em humanos foi analisado por Farole e Jamal (2008). O conduite foi
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usado para reparar 9 lesdes de 15 mm do nervo alveolar inferior e lesdes linguais de 8
pacientes. Os resultados apresentaram o melhoramento sensorial de 8 em um total de
9 lesbes (FAROLE; JAMAL, 2008). A principal vantagem do Neuragen® identificada na
literatura sédo os resultados clinicos comparaveis com o autoenxerto e pré-clinicos apre-
sentando boa eficacia em defeitos até 4 cm. No entanto, as principais desvantagens
séo o longo tempo de degradacgéao (36 - 48 meses), que pode ocasionar compressao
no nervo e indesejaveis respostas imunes (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012).

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

O PGA é um polimero comumente utilizado como material de suturas. Ele apre-
senta excelentes propriedades mecéanicas e degrada-se in vivo com a completa cliva-
gem dos componentes esteres em 3 meses (BLILEY; MARRA, 2015). Conduites de
PGA alcancaram resultados positivos na recuperagcdo motora e sensorial de nervos
lesionados. Dellon e Mackinnon (1988) realizaram experimentos in vivo com conduites
de PGA. Neste estudo foram apresentadas evidéncias de regeneracao motora, por
analises morfométricas e eletrofisioldgicas, em defeitos de 3 cm em nervo ulnar de
macacos.

Um dos primeiros estudos clinicos 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 recuperacao
sensorial excelente em 5 pacientes (33%), boa recuperacdo em 8 pacientes (53%) e
resultados ruins em 2 pacientes (14%).

O Neurotube®, apresentado na Figura 17, foi o primeiro conduite sintético apro-
vado pela FDA, em 1999. O conduite encontra-se disponivel em comprimento de 4 cm
e didmetro interno de 2,3 mm, e comprimento de 2 cm com diametro internos de 4 e
8 mm. E preferencialmente escolhido pelos cirurgides para uso clinico, em termos de
conduites sintéticos, principalmente devido ao comprimento disponivel, ao preco e ao
vasto numero de uso clinico (KEHOE; ZHANG, X. F.; BOYD, 2012). No entanto, em
estudo realizado por Richard et. al (2009), investigou-se alguns conduites aprovados
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pela FDA e os resultados obtidos para regeneracao de defeitos de 1 cm em ratos nao
foram satisfatérios para o conduite Neurotube®. Em 12 semanas de pés operatério, o
conduite havia colapsado completamente, apresentando regeneragao axonal e funci-
onal limitadas (SHIN et al., 2009). Pode ser identificado na literatura como vantagem
do Neurotube®os resultados clinicos comparaveis ao autoenxerto em defeitos de até
2 cm e resultados pré-clinicos apresentando boa eficacia em defeitos até 3 cm. No
entanto, as principais desvantagens sao o curto tempo de degradacéo (3 meses), 0
que reduz as propriedades mecanicas do conduite e a liberacao de produtos acidos de
degradacao, que podem ocasionar em resposta inflamatéria (KEHOE; ZHANG, X. F;
BOYD, 2012).

Figura 17 — Conduite 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) lactidio-
co-caprolactona) em defeitos de 10 mm em ratos. Os pesquisadores investigaram a
influéncia da espessura da parede do conduite na degradacéo e no inchamento in vivo.
Segundo os resultados, se a parede do conduite for muito fina o conduite pode se colap-
sar facilmente. Por outro lado, quando a parede € muito delgada ocorre o inchamento
polimérico. O inchamento pode resultar na compressédo do nervo em regeneragao, e
até no total bloqueio do interior do tubo. No entanto, se ha controle da espessura da
parede do conduite, os resultados de regeneracado podem ser satisfatérios (DUNEN;
MEEK, M.; ROBISON, 1998). Estudo posterior investigou o potencial uso de conduites
de poli (65/35(85/15 L/D lactideo-co-caprolactona)). Devido ao aumento de lactideo
presente no copolimero, houve reducéo do inchamento do polimero (MEEK, Marcel F.
et al., 2004).
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Em 2003, a FDA aprovou o conduite Neurolac®, composto de poli (65/35 (85/15
L/D) lactideo-co-caprolactona), apresentado na Figura 18. O conduite encontra-se com
a dimensao de 1,5 - 3 mm de diametro interno. Ja em 2005, foi aprovado o conduite
Neurolac® com diametro interno de 4 - 10 mm. Ambos com comprimentos de 3 cm e
tempo de degradacao 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 (razdo monbmero lactideo e glicolideo) com estrutura fibrosa e do comercial
Neurolac® com o método de sutura ponta a ponta e autoenxerto, em teste in vivo
com ratos. Apds 20 semanas o grupo com sutura ponta a ponta apresentou melhor
recuperacao de funcao motora quando comparado com os outros grupos. O nivel de
recuperacao motora do grupo PLGA foi similar ao grupo Neurolac® e autoenxerto.
O grupo PLGA apresentou vantagens em termos de biodegradacéo, degradando-se
mais rapidamente em relacdo ao grupo Neurolac®, em 20 semanas. Isso foi justificado
devido ao tempo de biodegradacao 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 transparéncia, o que facilita a
visualizagao no procedimento cirurgico. Além disso, apresenta resultados clinicos com-
paraveis com autoenxerto para defeitos de até 2 cm e resultados pré-clinicos em
defeitos de até 1,5 cm. Contudo, os fatores limitantes incluem a auséncia de porosi-
dade, a alta rigidez, o inchamento do polimero, a degradacao incompleta e o colapso
do conduite. Como resultado disso, existe a formacao de neuroma, formacao de pou-
cas fibras mielinizadas e em casos pré-clinicos a automutilacdo dos membros dos
animais testados (MEEK, Marcel F.; JANSEN, 2008; VAREJAO et al., 2003).

5

Figura 18 — Conduite comercial aprovado pela FDA, Neurolac®, adaptado de (TAN;
RAJADAS; SEIFALIAN, 2012).
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7.2 TERCEIRA GERACAO DE CONDUITES

A terceira geracao de conduites foca em desenvolver conduites comerciais com
propriedades e recuperagao funcional igual ou superior ao autoenxerto. Como ja foi
visto, os atuais conduites comerciais de tubo oco, apresentam sucesso comparavel ao
autoenxerto para defeitos de 2 cm. No entanto, existem muitas desvantagens a serem
superadas, como a micrestrutura rigida e o tempo de degradacao nao compativel
com a regeneracao. Diversas estratégias na literatura utilizam diferentes polimeros
biodegradaveis e métodos de processamento para superar as desvantagens dos atuais
conduite comerciais. Esta secao discutira o potencial de duas estratégias consideradas
relevantes na regeneracao de nervos periféricos, sendo elas, a obtencao de conduites
eletrofiados com estrutura alinhada e a obtencéo de conduites eletrofiados condutores.

7.2.1 Conduites eletrofiados com estrutura alinhada

Guiar fisicamente e linearmente o crescimento do axénio aumenta a probabi-
lidade de recuperagéo funcional do nervo lesionado (QUAN et al., 2019). O uso de
conduites eletrofiados com estrutura alinhada apresentam vantagens em relacao aos
conduites de tubos ocos, tais como: (i) sdo altamente flexiveis, porosos e estdo bem
adaptados para uso em sistemas bioldgicos; (ii) alta area de superficie especifica,
aumentando a area disponivel para absorcao de proteinas, migracao de SC e rege-
neragcdo de axonios; (iii) o alinhamento promove proliferacao 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 eletrofiagcdo (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 distribuidas. Verificou-se ja apds o primeiro dia de cultura o maior alongamento
dessas células quando semeadas sobre fibras alinhadas em comparacado com fibras
aleatoriamente distribuidas, 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 maturacao de SCs (CHEW et al., 2008). O alinhamento das SCs objetiva
mimetizar a formagao de bandas de Blingner. Os resultados indicaram que as fibras
alinhadas estimularam o alongamento das SCs (Figura 21). Além disso, as fibras ali-
nhadas promoveram uma maturacao superior das SCs quando comparadas com as
fibras aleatoriamente distribuidas, mimetizando assim as bandas de Blingner.

Figura 20 — Microscopia confocal de células PC12 aderidas ap6s 1 dia de cultura em
fibras eletrofiadas de PLGA (a) aleatoriamente distribuidas e (b) alinhadas,
adaptado (KIM et al., 2016).

10pm

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

Em estudo in vivo realizado por Wang C. Y. et al. (2011), conduites constituidos
de fibras eletrofiadas de proteina da seda/P(LLA-CL) foram comparadas com o auto-
enxerto, em defeito de 10 mm do nervo isquiatico de ratos . Os resultados indicaram
que, embora tenham obtido resultados favoraveis quando comparado com o grupo
negativo (P(LLA-CL puro)), quando comparado com o autoenxerto ndo foram satisfa-
torios. Resultados histolégicos apresentaram um maior numero de fibras mielizadas
para 0 autoenxerto em compara¢ao com o grupo proteina da seda/P(LLA-CL), em
4 semanas pos operatorio. Assim como pelos resultados da micrografia MET, em 8
semanas poés operatério, é possivel verificar que a espessura da bainha de mielina é
significativamente maior para o autoenxerto em compara¢do com o grupo proteina da
seda/P(LLA-CL), Figura 22.
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Figura 22 — Microscopia MET da espessura da bainha de mielina, em 8 semanas pos
operatorio: (a) conduite de proteina da seda/P(LLA-CL) e (b) autoenxerto,
(WANG, C. Y. etal., 2011).

Em estudo recente in vivo realizado por Quan et al. (2019), foram comparados
conduites constituidos de fibras eletrofiadas alinhadas de PCL/quitosana e autoenxerto,
em defeitos de 15 mm de nervo isquiatico de ratos. Apds 9 e 12 semana poés operatorio,
os resultados de IFC mostraram similaridade para todos os grupos (em torno de - 60).
Através de analise de imunofluorescéncia, verificou-se que o numero total de axénios
mielinizados regenerados, didmetro do axénio, diametro da fibra e espessura da mielina
nao 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 € a resisténcia mecéanica dos conduites
eletrofiados. Os conduites devem apresentar resisténcia mecanica suficiente, princi-
palmente, para suportar o processo de regeneragao sem se romper e garantir sua
funcdo de barreira celular. A resisténcia mecanica de fibras eletrofiadas alinhadas foi
avaliada em (KIM et al., 2016). Foi encontrado o valor de 8 MPa de resisténcia maxima
a tracdo em fibras eletrofiadas de PLGA. Esse valor é considerado satisfatério quando
comparado com a resisténcia maxima a tracdo do nervo humano, que varia de 6,5-
8,5MPa (CHIONO; TONDA-TURO, 2015). Estudos obtiveram valores ainda superiores
em resisténcia mecanica de fibras eletrofiadas através de blendas com o polimero da
seda e com adi¢do de NTC (ZHANG, K. et al., 2010; SHRESTHA, S. et al., 2019).

Em alguns estudos é abordada a dificuldade na insercao cirdrgica de condui-
tes eletrofiados (FROST et al., 2018; JING et al., 2018). Com o objetivo de obter
estabilidade para suportar o0 manuseio durante o procedimento cirurgico, conduites
eletrofiados foram inseridos em tubos ocos de silicone (FROST et al., 2018). Apesar
dessa estratégia facilitar o procedimento cirurgico, as principais desvantagens séao a
perda da porosidade e aumento da rigidez do conduite. Além disso, em Frost et al.
(2018), verificaram que houve a movimentacao do conduite eletrofiados dentro do tubo
de silicone, comprometendo a reprodutibilidade dos resultados.
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7.2.2 Conduites eletrofiados condutores

O estimulo elétrico é capaz de promover a diferenciacao e a proliferacao ce-
lular, contribuindo assim na regeneracéo, especialmente para tecidos suscetiveis as
alteracoes elétricas, como o tecido nervoso. Devido a natureza responsiva do tecido
nervoso a sinais elétricos, a conducao em conduites condutores € estudada. Materiais
condutores como o PPy.DBSA e o NTC sdo comumente utilizados por apresentarem
excelentes propriedades elétricas e biocompatibilidade (SUDWILAI et al., 2014; WANG,
J. et al., 2018). Como consequéncia da fragilidade destes aditivos, os mesmos sao uti-
lizados em combinagdo com polimeros biodegradaveis para a obtencao de conduites
condutores para o reparo de nervos (LEE, Jae et al., 2009; WANG, J. et al., 2018). Para
a obtencao de conduites eletrofiados condutores, duas rotas sdo comumente utilizadas:
o recobrimento das fibras ou a incorporacao de aditivos condutores, como o PPy.DBSA
ou NTC, a solucéo polimérica e posterior eletrofiagcdo. Os conduites obtidos podem
ser estimulados eletricamente através de uma fonte externa de tensao elétrica, com
intuito de potencializar a resposta elétrica dos conduites. Os estimulos normalmente
variam entre 40 mV/cm até 200 mV/cm (WANG, J. et al., 2018; SUDWILAI et al., 2014).
No entanto, ha estudos que consideram satisfatorios os sinais elétricos gerados entre
as proprias células neurais durante o processo de regeneracao do nervo (SUN et al.,
2018). Os estudos abordados nessa subsecéo sao apresentados de maneira compa-
rativa nas Tabelas 4 e 5, sendo separados em trabalhos que consideram a aplicagao
de estimulo elétrico externo e que nao consideram estimulo externo, respectivamente.

Em estudo realizado por Lee et. al. (2009) , fibras eletrofiadas alinhadas de
PLGA foram recobertas com PPy via polimerizacdo oxidativa in situ. Neste estudo, em
teste in vitro, células PC12 e neurdnios hipocampais foram estimulados eletricamente
com um potencial de 10 mV/cm a 100 mV/cm. Estimulos de 10 mV/cm foram mais
eficazes, exibindo neuritos entre 40 - 50% mais longos e proliferacédo de 40 - 90% maior,
quando comparados com neuritos que nao 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 estimulo elétrico favoreceu
a diferenciacao e crescimento de células PC12, além do crescimento e mielinizacéo
de SCs.

Fibras eletrofiadas alinhadas de PLA foram recobertas com PPy via polimeriza-
¢ao admicelar e recobertas com laminina como molécula bioativa em (SUDWILAI et al.,
2014). Neste estudo foi considerada a razéo 1:1 (agente oxidante/monémero), e adici-
onalmente, foi utilizado o surfactante DBSA, com resultados de condutividade elétrica
na razao 1:8 (DBSA/mon6mero) de 10 S/cm. Ja em testes in vitro realizados neste
estudo, células tronco hipocampais de ratos foram semeadas nas fibras produzidas
e estimuladas a 200 mV/cm. Os resultados apresentaram um aumento na expressao
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génica das células estimuladas em comparacao com as células nao estimuladas. Em
estudo similar, fibras eletrofiadas alinhadas de PLA foram recobertas com PPy via
recobrimento eletroquimico (ZHOU et al., 2017). Diferentes moléculas bioativas foram
adicionadas a superficie das fibras, dentre elas, laminina, fibronectina e colageno. Em
teste in vitro realizados neste estudo, células PC12 foram semeadas nas fibras e es-
timuladas a 100 mV/cm. Os resultados indicaram que o estimulo elétrico aumentou a
adesdo celular, o alinhamento e o comprimento dos neuritos. Assim, existiu um efeito
sinérgico entre as moléculas bioativas e o estimulo elétrico.

Conduites eletrofiados de PCL recobertos com PPy via polimerizagdo oxidativa
in situ foram analisados por ensaios in vivo, com estimulo elétrico externo (SONG
et al., 2016). Defeitos de 15 mm foram feitos no nervo isquiatico de ratos. Os conduites
condutores foram inseridos e estimulados eletricamente através da aplicacéo direta
de uma corrente de 100 mV/cm durante 1h, apds 1, 3 e 5 dias pds-operatdrio. Apds
8 semanas pos-operatério o IFC dos conduites condutores estimulados eletricamente
foi de -23,5 + 1,2, ndo apresentando diferenca significativa em relagdo ao autoenxerto
(-21,4 + 1,1). Os resultados eletrofisiolégicos dos conduites 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 estimulo elétrico externo favoreceu a regeneracéao
do nervo e a sua recuperagao funcional.

Tabela 4 — Diferentes conduites eletrofiados com aditivos condutores, analisados por
ensaios biolégico, com estimulo elétrico externo.

Condutividade
Material elétrica Estimulo elétrico Ensaio biolégico Resultados relevantes Fonte
Aumento da extensdo e
PLGA/PPy - 10 mV/cm in vitro proliferagdo de neuritos (LEE, Jae et al., 2009)
Aumento da diferenciagédo de células
PLGA/NTC - 40 mV/cm in vitro PC12 e da mielinizagao de SC (WANG, J. et al., 2018)
PLA/PPy 10 S/cm 200 mV/cm in vitro Aumento da expressdo génica (SUDWILAI et al., 2014)
Aumento da adesao, alinhamento
PLA/PPy 10 S/cm 100 mV/cm in vitro e comprimento dos neuritos (ZHOU et al., 2017)

in vivo IFC e velocidade de condugéo
PLCL/PPy 1075 S/cm 100 mV/cm defeito de 15 mm similares ao autoenxerto (SONG et al., 2016)
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Outros estudos nao consideram o estimulo 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 polimerizagdo em fase de vapor. Devido a baixa velocidade do
coletor rotatério, as fibras produzidas no respectivo trabalho nao se alinharam. Neste
estudo foi encontrado o valor de condutividade elétrica de 1,9 S/cm. Os resultados
dos testes in vitro (sem estimulo elétrico externo) apresentaram a diferenciacédo de
células PC12, que foi observada por crescimento de neuritos apds 4 dias de cultura
nas fibras. Além disso, as areas cobertas por células foram significativamente maiores
nas fibras de PCL revestidas com PPy em comparacdo com PCL sem revestimento.
Comprovando-se assim, que o PPy estimulou a diferenciacao celular, além do cresci-
mento e migragao 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 mecanicos
mostraram que a adicdo de NTC aumentou a resisténcia maxima a tracao de 8 MPa
para 14 MPa. Devido ao recobrimento com PPy, foi observado a superhidrofilicidade da
superficie, sendo este um fator importante para a adesao celular. Testes in vitro, sem
estimulo elétrico externo, apresentaram maior diferenciacdo, adesao e proliferacéo
de células PC12 e SCs, em relacao as fibras aleatoriamente distribuidas. Assim, foi
confirmado o efeito sinérgico dos NTC e do recobrimento das fibras.

Em estudo realizado por Sun et. al. (2018), foram desenvolvidos conduites
constituidos de fibras de PCL/proteina da seda recobertas com PPy via polimerizacao
oxidativa in situ. Estes conduites foram submetidos a estudo in vivo sem estimulo
elétrico externo. Foi observado que a densidade de SCs e a espessura da bainha de
mielina foram maiores para o grupo PCL/proteina de seda recobertos em comparacao
com o grupo sem recobrimento. Adicionalmente ndo houve diferenga significativa em
relacdo ao grupo autoenxerto em 12 semanas.

Conduites de tubo oco nao poroso de PLGA/PPy foram preenchidos interna-
mente com fibras eletrofiadas alinhadas de PLGA recobertas com PPy em (JING et al.,
2018). Estes conduites foram testados em defeitos de 8 mm em ratos, sem estimulo
elétrico externo. Em relagéao ao resultado de IFC, em 12 semanas, o autoenxerto apre-
sentou valores préximos a -40 (melhor resultado), seguido do conduite condutor, o
qual apresentou valores préximos a -50, no entanto, ndo houve diferencga significativa
em relacao ao autoenxerto. Ja os resultados eletrofisiolégicos, em 12 semanas, a ve-
locidade de conducéo foi maior para o grupo autoenxerto (40 + 5,3 m/s), seguido do
conduite condutor (32 + 4,1 m/s), no entanto, ndo houve diferencga significativa em
relacdo ao autoenxerto. Como informagdo complementar, os autores afirmam que as
fibras condutoras alinhadas promovem um microambiente favoravel a regeneracao.
Isso é justificado devido a capacidade das fibras condutoras alinhadas transmitirem
entre as células estimulos elétricos por elas produzidas.
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Tabela 5 — Diferentes conduites eletrofiados com aditivos condutores, analisados em
ensaios biolégicos, sem estimulo elétrico externo.

Condutividade

Material elétrica Ensaio biolégico

Resultados relevantes

Fonte

PCL/PPy 1,9 S/cm in vitro

Quitosana/PU/NTC/PPy in vitro

in vivo

PLCL/Proteina da seda/PPy defeito de 10 mm

in vivo

Aumento da diferenciagédo de PC12,
crescimento e migracédo de neuritos

Aumento da diferenciagéo, adesao e
proliferagcdo de PC12 e SC

Densidade e espessura da bainha
de mielina similares ao autoenxerto

IFC e velocidade de condugéo

(SHAFEI et al., 2017)

(SHRESTHA, B. K. et al., 2018)

(SUN et al., 2018)

PLGA/PPy 0,1 S/cm defeito de 8 mm comparaveis com o autoenxerto (JING et al., 2018)

7.3 DESAFIOS NO DESENVOLVIMENTO DE CONDUITES

Os conduites comerciais Neuragen®, Neurotube® e Neurolac® estdo a cerca de
20 anos no mercado, e apesar das suas desvantagens, ainda nao foram substituidos
por conduites mais eficazes. Nota-se que estes conduites apresentam resultados clini-
cos e pré-clinicos comparaveis com o autoenxerto em defeitos de até 2 cm (FAROLE;
JAMAL, 2008; SHIN et al., 2009). Entretanto, possuem desvantagens correlacionadas
principalmente a estrutura rigida, ao tempo de degradacéo e falta de caracteristicas
estruturais que biomimetizem o ambiente em regeneragédo. Essas desvantagens de-
vem ser superadas a fim de desenvolver conduites com caracteristicas estruturais
mais flexiveis e com tempo de degradagao compativel com a regeneracao. Além disso,
desenvolver estratégias que biomimetizem o ambiente em regeneracéo e estimulem
a regeneracao do nervo, para que assim consigam em um futuro proximo superar as
limitagcdes dos conduites comercias, e além disso, apresentem resultados comparaveis
ou superiores ao autoenxerto.

A escolha do material e do método de processamento é uma etapa importante
para determinar as caracteristicas desejadas. Para a escolha do material deve-se
considerar, principalmente, a biocompatibilidade, biodegradabilidade e tempo de de-
gradacao. Atendendo estes requisitos, o PLGA é um polimero promissor. Isto porque
€ biocompativel, biodegradavel e sua taxa de degradacéao pode ser ajustada com a
propor¢cao de seus monémeros na sintese (LUIS et al., 2007). Quanto ao método de
processamento, deve ser considerado um método que permita a obtencao de estrutu-
ras flexiveis, porosas e ao mesmo tempo resistentes mecanicamente. A eletrofiacéo é
uma técnica que permite a obtencao de estruturas fibrosas, altamente porosas e com
resisténcia mecanica satisfatéria (CHIONO; TONDA-TURO, 2015).
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Como foi discutido nesse capitulo, através da eletrofiacdo é possivel fabricar con-
duites constituidos de fibras alinhadas. Foi comprovado que essa estratégia estimula
a diferenciacao e o direcionamento celular, com bons resultados in vitro e resultados
in vivo comparaveis com o autoenxerto (KIM et al., 2016; WANG, C. Y. et al., 2011).
Ademais, foi constatado que a resisténcia mecanica de fibras alinhadas de PLGA
apresentaram valores proximos ao nervo humano (CHIONO; TONDA-TURO, 2015).
Uma outra estratégia também discutida, foi agregar propriedade elétricas em condui-
tes eletrofiados, em destaque aqueles com fibras alinhadas. As propriedades elétricas
influenciam na diferenciacao, proliferacao e migragéo celular. Foram considerados, pre-
ferencialmente, os métodos de obtencao deste conduite: via polimerizagao oxidativa
in situ e pela incorporagao de aditivos condutores a solugao polimérica com posterior
eletrofiacdo. Adicionalmente foram analisados estudos que propdem o estimulo elétrico
externo e sem estimulo elétrico externo.

A necessidade do estimulo elétrico externo ainda ndo € um consenso na litera-
tura. Alguns estudos apontam que o estimulo elétrico externo em conduites eletrofiados
condutores estimula a diferenciacao e proliferacédo celular in vitro. E adicionalmente
aumenta o IFC e a velocidade de conducéao in vivo (SONG et al., 2016). Todavia,
outros estudos obtiveram resultados favoraveis in vitro e in vivo comparaveis com o
autoenxerto, sem a aplicacdo de um estimulo elétrico externo (SHAFEI et al., 2017,
JING et al., 2018). Assim, partindo da analise que em ambos os casos o0s resultados
sao promissores, identifica-se que € clinicamente mais viavel ndo utilizar estimulos
elétricos externos em um paciente com leséo.
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8 MATERIAIS E METODOS

8.1 MATERIAIS

O polimero 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 multiplas foram produzidos via
deposicao quimica de vapor de carbono pela empresa Nanocyl S.A. Outras informa-
cbes a respeito destes nanotubos estao apresentadas na Tabela 6.

O monémero de pirrol (Py) (Sigma - Aldrich 99%) com massa molar de 67,09
g.mol"! foi previamente destilado sob vacuo e armazenado em frasco &mbar em at-
mosfera de N a 4%. A argila montmorilonita (Mt) (VULGEL CN 45), de alta pureza, foi
produzida pela Alianca Latina Industrias 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 multiplas.

Propriedades Valores Unidades
Pureza 904 %
Densidade 2,3b g/cm3
Comprimento médio (L) 1,54 pm
Diametro médio (D) 9,54 nm
Razao de aspecto (L/D) 157,89 -
Area superficial 250 - 3002 m2/g
Condutividade 1000 S.cm™

@ Valores fornecidos pelo fabricante
b Valores obtidos em laboratério

8.2 SINTESE DO POLIMERO CONDUTOR PPY.DBSA

A sintese do polimero condutor (PPy.DBSA) foi obtida através da polimerizacao
oxidativa in situ do monémero pirrol em solugcao aquosa. No processo de polimerizacao
foi utilizado o surfactante aniénico (DBSA) e o agente oxidante cloreto férrico hexahidra-
tado (FeClz .6H,0), seguindo o procedimento descrito por (MERLINI, C. et al., 2014).
O procedimento experimental esta representado esquematicamente na Figura 23.
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Figura 23 — Esquema ilustrativo da sintese oxidativa do pirrol para obteng&o do aditivo
condutor PPy.DBSA.

Inicialmente o surfactante aniénico (1,88 g) foi disperso em 0,05 L de agua
destilada em um béquer de 250 mL, em seguida foram adicionados 2 g (0,3 mol/L) de
pirrol (Py). Apés 10 minutos, 16,2 g de FeCl3z .6H,O previamente dissolvidos em 0,05 L
de agua destilada foram adicionados gota a gota a dispersao aquosa contendo pirrol e
DBSA. A razdo molar oxidante/monémero e monémero/surfactante utilizada foi de 2/1
e 5/1, respectivamente. A polimerizacao foi mantida sob agitacdo magnética durante
1h a temperatura ambiente de 21+ 2 °C. Ap6s 24 h de repouso o PPy.DBSA foi filtrado
e lavado diversas vezes com agua destilada para extrair residuos e subprodutos da
reagao. Apds a lavagem o PPy.DBSA foi secado em uma estufa a vacuo a 60 °C, até
a sua massa permanecer constante. Como ultima etapa, o PPy.DBSA foi cominuido
em um almofariz e peneirada em malha com abertura de 75 mm/um (200 mesh, marca
Bertel) e armazenado a temperatura ambiente.

8.3 SINTESE DO POLIMERO CONDUTOR MT-PPY.DBSA

A sintese do polimero condutor Mt-PPy.DBSA foi realizada através da polimeri-
zagao oxidativa in situ do monémero pirrol, em solugdo aquosa, na presenca da argila
Mt, conforme descrito por (RAMOA et al., 2018; SCHIEFFERDECKER et al., 2019). No
processo foi utilizado o surfactante aniénico DBSA e o agente oxidante, FeCls .6H»50,
como representado esquematicamente na Figura 24.
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Figura 24 — Esquema ilustrativo da sintese oxidativa do pirrol na presenca da argila
montmorilonita (Mt) para a obtenc¢ao 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 agua destilada, que representa uma razao molar mondémero/surfactante
de 5/1. Paralelamente, 27,57 g de FeCl;y .6H50 foi dissolvido em 50 mL de &gua
destilada (razdo molar oxidante/Py: 2/1). Ambas as dispersdes foram agitadas magne-
ticamente a temperatura ambiente por 1 h. Logo apés, a dispersao contento a argila
Mt foi dispersa em um processador de ultrassom (Sonis VCX 750), com poténcia de
35% (263W), durante 20 min. Em seguida, ambas as dispersdes foram misturadas
sob agitacdo magnética por 1h. Foi preparada também, uma solucado aquosa de pirrol,
contendo 20 mL de agua destilada e 2,96 g de pirrol, sob agitacado magnética por 30
min. A solucao de pirrol foi adicionada gota a gota na dispersao final obtida e posteri-
ormente agitada magneticamente durante 1h a temperatura ambiente. A solucao final
tem concentragdao molar de 0,3 mol/L de pirrol. Apds 24 h de repouso, o aditivo condutor
Mt-PPy.DBSA foi filtrado e lavado diversas vezes com agua destilada. Posteriormente
foi secado em uma estufa a vacuo a 60 °C, até a sua massa permanecer constante.
Como etapa final, o aditivo Mt-PPy.DBSA foi cominuido em um almofariz e peneirado
em malha com abertura de 75 mm/um (200 mesh, marca Bertel) e armazenado a
temperatura ambiente.
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8.4 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA

Para a eletrofiacao da solucdo de PLGA e obtencao de fibras alinhadas, pri-
meiramente foi preparada uma solucao de 7,4 %om de PLGA (1,129 g para 12 mL de
solugéo no total). Os solventes DCE e DMF foram utilizados na proporgéo de 3:1 v/v (9
mL/3 mL). A solucéo polimérica foi solubilizada a 50 °C durante 2 h. A solugéo de PLGA
foi eletrofiada utilizando-se uma seringa de 5 mL e uma agulha metélica de 0,6 mm de
didmetro interno. A seringa foi acoplada em uma bomba de infuséo (Instor Apparatus).
O coletor metdlico rotatério foi recoberto com folha de aluminio e aterrada, enquanto
o polo positivo foi conectado a agulha. Uma fonte de alimentacao de alta tensdo com
corrente continua de até 30 kV foi utilizada para gerar o campo elétrico (Instor Appara-
tus). A solucédo de PLGA foi eletrofiada com uma vazao de 1 mL/h, tenséo elétrica de
18 kV, distancia entre a agulha e o coletor de 25 cm e velocidade do coletor rotatério
de 2500rpm. A eletrofiacdo da solucéo foi realizada a temperatura de 25 °C e umidade
relativa de 60 %, conforme estudo realizado previamente por (CASTRO et al., 2020).

8.5 PREPARACAO 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.

PLGA
Polimerizagéo Eletrofiagao da
oxidativa in situ do solugao de PLGA
pirrol na presenca da contendo aditivos
membrana eletrofiada nanoestruturados
de PLGA condutores
Mem_branas Membranas Membranas Membranas
eletrofiadas de e : e
PLOA oo itag eletrofiadas de eletrofiadas de eletrofiadas de
- PLGA/PPy.DBSA PLGA/Mt-PPy.DBSA PLGA/NTC

Figura 25 — Fluxograma da metodologia utilizada na preparacao 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-
zacao oxidativa in situ do pirrol na presenca da membrana eletrofiada de PLGA. Foi
utilizado o FeClz .6H>,O como oxidante, conforme apresentado na Figura 26.

Em um primeiro momento, foram preparadas duas solugdes: pirrol (0,1675 Q)
em 25 mL de agua destilada e FeCl;z .6H>O (1,35 g) em 25 mL de 4gua destilada,
ambas sob agitagdo magnética durante 10 minutos. A razdo molar oxidante/monémero
foi de 2/1 e a concentragéo de PPy foi de 0,05 mol.L™. A polimerizagdo oxidativa in
situ foi realizada de acordo com o estudo realizado por (MERLINI, C. et al., 2014).

Posteriormente, a membrana com &area de 30 mm? foi imersa em uma solugao
contendo FeClz .6H>,O. Subsequentemente, a solu¢cdo contendo o monémero pirrol
foi gotejada na solucéo de FeCl; .6H>O com a presenca da membrana eletrofiada. A
polimerizagéo foi realizada em um periodo de 5 horas sob agitacado magnética branda.
Apoés esse periodo, a membrana foi lavada com agua destilada e seca em um des-
secador a vacuo. As membranas de PLGA recobertas com PPy foram denominadas
PLGA-rec.

Pirrol FeCls.6H,0
+ + Pirrol
H,0 H,O +
H20
Membrana v
eletrofiada de PLGA

&

®

Figura 26 — Esquema ilustrativo da polimerizagao oxidativa in situ do pirrol (Py) na
presenca 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 solugao polimérica de PLGA (1,129¢). Foram utilizados os solventes
DCE/DMF 3:1 v/v (6 mL/2 mL). A solucao foi mantida sob agitacado magnética por 2h a
50 °C. Paralelamente foi preparada uma dispersédo contendo os aditivos nanoestrutura-
dos condutores. Os aditivos foram adicionados com suas respectivas fracdes massicas
em DCE/DMF 3:1 v/v (3 mL/ 1 mL). A disperséao foi mantida sob agitacdo magnética
por 30 min e subsequentemente sonicada durante 5 min. Ambas as solugbes foram
misturadas, resultando em uma solucédo de PLGA 7,4 %m contendo aditivos nanoes-
truturados condutores. Esta solugao final foi sonicada por 5 min e eletrofiada.

DCE/DMF
31 viv

jDJ%D |

PLGA

a %:.
Agitacdo magnética
por2ha50°C
DCE/DMF /
31 viv :
s
Aditivo - Uttrassom por 5 min s
nanoestruturado
condutor N Eletrofiagao
Agitagao magnética Uttrassom por 5 min

por0,5h

Figura 27 — Esquema ilustrativo da preparagao da solu¢do de PLGA contendo aditivos
nanoestruturados condutores.

Os aditivos nanoestruturados condutores PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA foram adi-
cionados na solugéo polimérica de PLGA nas fracdes massicas 2,5, 5 e 7,5 %m. Essas
fracoes foram definidas baseadas em estudo anterior, em que fragcdes maiores que
7,5%m destes aditivos foram citotdéxicas (MERLINI, C. et al., 2018). Ja os NTC fo-
ram adicionados na solugédo polimérica nas fragées massicas 0,25, 0,5 e 0,75 Y%om.
Em testes preliminares realizado por este estudo, foi observado que em fragbes de
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NTC acima de 0,75 %m a viscosidade da solucdo aumenta muito, inviabilizando o
processo de eletrofiacdo. As solugdes foram eletrofiadas com uma vazao de 1 mL/h,
tensao elétrica de 18 kV, distancia entre a agulha e o coletor de 25 cm e velocidade
do coletor rotatério de 2500 rpm. A eletrofiacao foi realizada a temperatura de 25 °C e
umidade relativa de 60%. Foram obtidas membranas eletrofiadas contendo diferentes
fracdes massicas dos aditivos, denominadas como PLGA/PPy_x, PLGA/Mt-PPy_x ou
PLGA/NTC_x, onde x representa a fragdo massica do aditivo condutor.

8.6 DESENVOLVIMENTO DO CONDUITE DE NERVO

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

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

8.7 CARACTERIZACAO

8.7.1 Microscopia eletrénica 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 p6 PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC, foram
avaliadas pelo MEV (Joel, modelo JSM-6390LV) e pelo microscopio eletrénico de var-
redura por emissdo 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 tensdes elétricas de 10 kV. A partir das imagens de MEV das membranas
eletrofiadas foi calculado o diametro médio das fibras, utilizando-se o software livre
Imaged, sendo que para cada amostra foram realizadas 100 medidas.
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8.7.2 Microscopia eletrénica de transmissao - MET

A microestrutura das membranas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos na-
noestruturados condutores e dos aditivos em pd, e a dispersao 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 microscépio JEM-1011 com uma acelerag¢ao de tensédo de 100 kV
localizado no LCME, na UFSC.

8.7.3 Angulo de contato

A hidrofilicidade das membranas de PLGA contendo aditivos condutores nano-
estruturados foram avaliadas pelo angulo de contato. Os valores de angulo de contato
foram obtidos pelo goniémetro da marca Krlss, modelo DSA25, localizado no labora-
torio LABMAT, na UFSC. Foi utilizada agua deionizada em volume de gotade 5 uL. O
angulo foi medido apés 5 segundos apds o contato com a superficie do material.

8.7.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier - FTIR

A caracterizagao estrutural quimica das membranas eletrofiadas de PLGA con-
tendo aditivos nanoestruturados condutores e dos aditivos em p6 foram avaliadas pela
FTIR , utilizando-se o0 modo de reflexao total atenuada (ATR) em um espectrémetro
Bruker, modelo TENSOR 27. As amostras dos aditivos em p6 foram previamente pren-
sadas e analisadas em forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos em numero
de onda de 4000 a 600 cm~1, por acumulo de 32 varreduras, com uma resolucao de
4cm~'. As andlises foram realizadas no laboratério LABMAT, na UFSC.

8.7.5 Calorimetria exploratoria diferencial - DSC

O ensaio DSC foi realizado para analisar a influéncia dos aditivos condutores
PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC nas membranas eletrofiadas de PLGA. O equipa-
mento utilizado para esta analise foi o0 Q20 TA instruments, localizado no laboratério
IMP, INSA-Lyon. Aproximadamente 5 mg da membrana a ser analisada foram encapsu-
lados em cadinhos de aluminio, com atmosfera de gas nitrogénio de 60 mL.min~". As
amostras foram submetidas a um primeiro aquecimento aquecimentos de 25 a 200°C,
seguido de um resfriamento de 200 a 25°C, entdo reaquecido novamente de 25 a
200°C (2° aquecimento). O primeiro ciclo objetivou analisar a influéncia do processa-
mento no material. Ja o segundo ciclo, analisar o comportamento do material ap6s
apagado seu histérico térmico. O instrumento foi calibrado com indio para o fluxo de
calor e temperatura.
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O grau de cristalinidade do polimero foi calculado a partir da Eq. (1). AHexp é a
entalpia de fusdo experimental, 0 A Hc € o valor tedrico da entalpia de fuséo estimada
a partir do polimero 100% cristalino (94.7 J/g) e %m é a porcentagem de massa do
polimero.

AHexp

Cristalinidade = AHCTomm

x100 (1)

8.7.6 Analise termogravimétrica - TGA

A analise TGA foi realizada em um analisador termogravimétrico TGA550 TA
Instruments, localizado no laboratério IMP, INSA-Lyon. As anélises 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 nitrogénio de 60 mL.min~!. A quantidade de amostra analisada
foi de aproximadamente 5 mg.

8.7.7 Analise termodinamica-mecanica - DMA

A DMA das membranas eletrofiadas de PLGA contendo aditivos nanoestrutura-
dos condutores foi realizada para verificar suas propriedades mecanicas em fungéo da
temperatura. Foi utilizado o equipamento DMA/SDTA 861E, Mettler Toleto, sob o modo
de tragao, localizado no laboratério IMP, INSA-Lyon, conforme pode ser observado na
Figura 29. Para a realizagao das andlises, foram utilizados corpos de prova com largura
de 3 mm e comprimento de 9 mm, que foram ensaiados utilizando-se frequéncia de
1Hz, em uma faixa de temperatura de 20 a 120 °C, a uma taxa de aquecimento de
5°C.min~" e deslocamento de pico a pico de 60 um.

g

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

Os ensaios mecanicos de tracao foram realizados em maquina de ensaios ele-
tromecéanicos MTS 2/M a temperatura ambiente (22 £ 1 °© C) e sob umidade relativa de
30 + 5%, localizado no laboratério IMP, INSA-Lyon, conforme a Figura 30. As membra-
nas eletrofiadas foram cortadas em dimensdes de 10 mm x 30 mm. A espessura das
membranas foi medida com um micrémetro para cada ensaio. O ensaio mecanico foi

realizado com deslocamento constante de 5 mm.min~".

Figura 30 — Equipamento MTS/2M durante o ensaio de tragao.

8.7.9 Condutividade elétrica pelo método de 4 pontas

A condutividade elétrica obtida pelo método padréo de 4 pontas foi utilizada para
avaliar a condutividade elétrica das membranas eletrofiadas contendo aditivos nanoes-
truturados condutores e dos aditivos em pd, com condutividade acima 10~/S/cm. As
amostras de aditivos em p6 foram prensadas, para a obtengdo de um corpo de prova
em forma de pastilha com didmetro de 2,5 cm. Para cada amostra foram realizadas 5
medidas de condutividade. As analises de resistividade elétrica foram realizadas no
laboratério POLICOM, na UFSC.

Neste método a corrente é aplicada entre os terminais externos e a diferenca
de potencial € medida entre os terminais internos, com um eletrémetro da Keithley,
modelo 2400, como ilustrado na Figura 31. A condutividade elétrica (o) (S.cm™1) foi
calculada a partir da Equacgéao (2).

o= é X In?Z X lw (2)
onde: / é a corrente (A); V é diferenca de potencial elétrico (V), w a espessura
(cm) e (In2)/r € um fator de correcao.
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Figura 31 — Fotografia do dispositivo para medi¢cao 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 padrao de 2 pontas foi utilizada
para avaliar a condutividade elétrica das membranas eletrofiadas contendo aditivos
nanoestruturados condutores, com condutividade abaixo 10~7S/cm. As anéalises foram
realizadas utilizando-se um eletrébmetro Keithley 6517A conectado a dispositivo de
ensaio Keithley 8009, localizado no laboratério POLICOM, na UFSC. A Figura 32
ilustra a fotografia do dispositivo. Primeiramente foi calculada a resistividade elétrica
(0) (w.cm) de acordo com Equagéo (3), segundo (GIROTTO; SANTOS, I. A., 2002).

(d+g)21T
—Q VvV
p=—t— (3)

onde, w é a espessura da amostra (cm), V é a diferenca de potencial elétrico (V),
| € a corrente elétrica (A), d é o diametro do suporte da amostra (cm) e g € a distancia
entre 0 suporte da amostra e o0 anel de seguranca (cm), conforme identificado na
Figura 32.

Posteriormente, foi calculada a condutividade elétrica o (S.cm™), de acordo
com a Equacéo (4).

(4)

o=
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Figura 32 — Fotografia do dispositivo para medicao da resistividade elétrica pelo mé-
todo de 2 pontas.

8.8 DEGRADACAO

As membranas eletrofiadas foram cortadas em retangulos (10 x 10 mm) para
testes de degradacao in vitro. As amostras foram cortadas e seus respectivas massas
iniciais foram registradas. Apds essa etapa de pesagem as amostras foram colocadas
em tubos contendo 2 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,4)
para estudo de degradacao 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
agua destilada para remover os sais tampao residuais e secas até o peso permanecer
constante em dessecador a vacuo.

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 residuos insoluveis. Ambos os eluentes foram usados com uma taxa de fluxo
de 1 mL.min~". As colunas foram conectadas a um detector RI. A concentracéo da
amostra foi de 5 mg.mL~" e o volume de injecao foi de 100 pL.

8.9 ENSAIO IN VITRO

Os ensaios in vitro de viabilidade celular MTT ((3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Brometo de difeniltetrazélio) foram realizados em parceria com o Laboratério 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. Pedacos circulares das membranas eletrofiadas
foram cortados e posicionados no fundo de placas de 48 pogos 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 CO» e a viabilidade celular
foi avaliada nos 3 tempos de acordo com o protocolo padrao do ensaio MTT. O meio
de cultura celular foi retirado do poco e foi adicionado 400 uL de uma solugéo 5 mg/mL
de (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Brometo de difeniltetrazélio) em PBS. As células foram
incubadas com essa solugédo a 37 °C e 5% de CO, por 2 horas. Apéds, a solucao foi
retirada e substituida por dimetilsulfoxido (DMSO) para lisar as células e solubilizar os
cristais produzidos a partir da metabolizagdo do MTT pelas células viaveis. Em seguida,
200 pL dessa solucdo foi transferido para uma placa de 96 pogos e a absorbancia foi
medida em um espectrofotdbmetro com comprimentos de onda de 540 nm e 620 nm.
Somente as células vidveis sdo capazes de reduzir o MTT, aumentando a absorvancia
da amostra.

8.9.2 Histoquimica

A morfologia celular foi analisada por meio de histoquimica, utilizando os marca-
dores DAPI e faloidina para avaliar o nucleo celular e o citoesqueleto, respectivamente.
Para isso, as células foram cultivadas nos materiais conforme descrito na segéo an-
terior, por 7 dias. Apds esse tempo, o meio de cultura foi retirado e as células foram
fixadas com paraformaldeido (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 ultimos 4 minutos
foi adicionado solugédo de DAPI (1:1000). ApGs a incubacdo as amostras foram lavadas
3 vezes com PBS e as imagens foram adquiridas utilizando o microscépio confocal
Leica TCS SP5. As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ.

8.9.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao (DP) e calculados a
partir de pelo menos trés amostras para cada condi¢do. A normalidade dos dados foi
testada pelo teste Shapiro-Wilk. A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA de
fator Unico e a diferenca significativa foi considerada estatisticamente para p < 0,05.
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9 RESULTADOS E DISCUSSOES

Membranas de PLGA foram produzidas pela técnica de eletrofiagdo com os
seguintes parametros: tenséo elétrica de 18 kV, distancia entre agulha e coletor de
25 cm, vazao de alimentacdo 1 mL.h~" e velocidade do coletor rotatério de 2500 rpm.
Estes parametros foram ajustados previamente, de acordo com estudos realizados por
(CASTRO, 2018; MERLINI, C. et al., 2018).

Visando a aplicagdo destas membranas eletrofiadas para o desenvolvimento
de conduites para a regeneracao de nervos periféricos, foram abordadas caracteris-
ticas microestruturais, mecanicas, propriedades elétricas e biolégicas, as quais sao
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 polimerizacao in situ do pirrol e (ii) método direto, a
partir do qual é eletrofiada uma solugdo de PLGA contendo os aditivos condutores
PPy.DBSA , Mt-PPy.DBSA e NTC dispersos.

Para a analise dos resultados as proximas se¢des foram separadas da seguinte
maneira. Primeiramente, foram avaliadas as propriedades fisico-quimicas, mecéanicas
e bioldgicas 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 € uma estratégia ja 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 polimerizagdo do polimero é realizada diretamente
sobre as fibras, existem varios fatores como tempo de reacdo e proporgcdo mono-
mero/oxidante que influenciam no processo.

As micrografias MEV das fibras de PLGA e PLGA recobertas com PPy estédo
apresentadas na Figura 33. Curvas de distribuicdo e box-plot da distribuicdo do didme-
tros das fibras de PLGA e PLGA-rec estdo 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 superficie rugosa, re-
sultante da deposicao in situ de particulas de PPy sobre a fibra. Sendo assim, as fibras
sao compostas por um nucleo de PLGA revestido de PPy, com completa uniformidade
de deposicao e poucos agregados. Além disso, pode-se observar que o alinhamento
das fibras apds o recobrimento foi mantido. As fibras de PLGA apresentam diame-
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tros de 561,6 + 149,0 nm, enquanto as fibras de PLGA-rec apresentam diametros de
827,2 + 247,9 nm. O aumento do diametro das fibras de PLGA-rec esta diretamente
relacionado com a camada de deposicao de PPy sobre as fibras de PLGA.

LCME-UFSC

Figura 33 — (a-b) Mlcrografla MEV das flbras de PLGA e (c-d) PLGA recobertas com
polipirrol via polimerizacao in situ do pirrol.
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Figura 34 — (a) Curva de distribuicdo dos didametros e (b) Box-plot da distribuicao dos
didametros das fibras de PLGA e PLGA-rec (n = 100).

O PPy puro apresenta altos valores condutividade elétrica, cerca de 102 - 103
S.cm~!, 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 1071/S.cm™!, enquanto para a mem-
brana de PLGA-rec foi de (5,6 + 0,03) x 1072 S.cm~'. Dessa maneira, o recobrimento
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com PPy aumentou 15 ordens de grandeza em relagdo a membrana sem recobrimento,
e este valor esta dentro do esperado pela literatura para aplicagdo em regeneracao de
nervos periféricos (SONG et al., 2016; ZHAN et al., 2016). Os valores de condutividade
elétrica considerados suficientes para estimular a proliferacdo de células neurais va-
riam entre 10~ e 10 S.cm™! (SONG et al., 2016; SUDWILAI et al., 2014). Do ponto de
vista da influéncia das propriedades elétricas na regeneragéo in vivo, pode-se destacar
o aumento da proliferacdo de células de Schwann, da espessura da bainha de mielina
e da recuperacao funcional do nervo (SUN et al., 2018). Resultados similares foram
obtidos em estudo realizado nas mesmas condi¢cées de recobrimento em membra-
nas eletrofiadas de PVDF recobertas com polipirrol para aplicagdo como sensores de
pressao (MERLINI, Claudia et al., 2014).

A propriedade da superficie, incluindo a quimica da superficie e a hidrofilicidade,
€ um fator importante que influencia a adesao celular inicial e, consequentemente,
afeta a proliferacao 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 € pelo ensaio de angulo de contato. A Figura 35, apresenta os valores de
angulo de contato das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec . Os valores de
angulo de contato para as membranas de PLGA puro foram de 148 + 3,5 °, indicando
uma superficie hidrofobica. Os valores de angulo de contato reduziram de 148 + 3,5 °
para 82 + 7,6 °© com o recobrimento com polipirrol. Visto que os valores sao inferiores
a 90°, a membrana PLGA-rec é considerada hidrofilica. Isso pode ser explicado pelo
fato de que o Unico par de elétrons de valéncia do nitrogénio do pirrol pode induzir a
ligacao de hidrogénio entre o pirrol heterociclico e as moléculas de agua, resultando
no aumento de hidrofilicidade.
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Figura 35 — (a) Histograma da média do angulo de contato das membranas eletrofiadas
de PLGA e PLGA/PPy recoberto (dados apresentados como média +
desvio padrao, n = 5), (b) PLGA e (c) PLGA-rec.
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Para confirmar a presenca 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 estédo apresentados na Figura 36. Para o PLGA observa-
se a banda de absorcdo em 1751 cm™! atribuida ao estiramento C=0 do COO. A
banda em 1454, por sua vez, é atribuida a deformacdao CH_3 e CH_2. Ja a banda em
1181 cm™! & atribuida a deformagéo C-O do COO. Para o PPy.DBSA, observam-se
as bandas de absorcdo em 1530 cm~! e 1441 cm™! que sdo atribuidas a vibragéo
de estiramento C-C e C-N do anel pirrol. J4 a banda de absorgdo em 1288 cm~! é
atribuida aos modos de deformagéo no plano C-H ou C-N, enquanto as bandas 1146
cm~1 sdo atribuidos aos modos de dobramento C-H. As bandas em 1012 e 768 cm™!
estao relacionadas com a deformacao vibracional C-H fora do plano do anel pirrol. As
bandas de absor¢céo obtidas estdo em boa concordancia com as bandas relatadas
na literatura para o polipirrol (MERLINI, C. et al., 2014). As membranas de PLGA-rec
apresentaram a predominancia das bandas do PPy e pequenos deslocamentos de
bandas, como de 1288 cm~! e 1146 cm~' do PPy.DBSA para 1258 cm™! ¢ 1110 cm™!
referente ao PLGA-rec. Esses deslocamentos indicam uma possivel interacdo quimica
entre o PPy.DBSA e o PLGA.
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Figura 36 — Espectro FTIR das membranas de PLGA, PLGA-rec e do aditivo condutor
PPy.DBSA.
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As curvas termogravimétricas (TG) das membranas eletrofiadas de PLGA e
PLGA-rec estdo apresentadas na Figura 37. A membrana de PLGA puro apresenta
perda de massa com inicio em 284,9 °C e fim em 354,2 °C, com pico de degradagao
maxima 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 eliminacao de agua residual
existente no aditivo PPy.DBSA. A partir de 330°C o PPy.DBSA inicia o processo de
degradacao da cadeia polimérica, com pico de degradagdao maxima em 377 °C, apre-
sentando 48% de residuo a 600 °C. A membrana de PLGA-rec iniciou o processo de
degradacao 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 degradacao
maxima em 551 °C e 10 % residuo a 600°C. A presencga do recobrimento das parti-
culas do PPy.DBSA sobre as fibras de PLGA pode agir como uma camada protetora,
fazendo com que a degradacédo térmica da membrana PLGA-rec seja deslocada para
maiores temperaturas, aumentando assim a estabilidade térmica do material.
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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, € importante que o conduite de nervo tenha
propriedades mecanicas suficientes para suportar nao apenas o seu manuseio e sutura
durante a cirurgia, mas também os movimentos do paciente ao longo do tempo de
regeneracdo do tecido. Por esse motivo foram realizados os ensaios DMA e Tragéo
para as membranas de PLGA e PLGA-rec.

As curvas de moédulo de armazenamento (E’) em funcao da temperatura para
as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec estado apresentadas na Figura 38
(a). O valor de E’ reduziu apés o recobrimento de 237 MPa (PLGA) para 85 MPa
(PLGA-rec). Este efeito pode ser explicado pela presenca do aditivo sobre as fibras de
PLGA, podendo atuar assim na formacéo de defeitos e consequentemente reduzindo
significativamente o médulo de armazenamento.
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As curvas da tangente de perda (Tan §) em funcédo da temperatura das mem-
branas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec estdo 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 reducdao da mobilidade das cadeias do PLGA
devido a presenca do aditivo condutor PPy sobre as fibras de PLGA. Outro efeito ob-
servado pela presenca do PPy é uma redugéo ligeira do pico Tan 6.
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Figura 38 — Curvas de DMA (a) modulo de armazenamento e (b) tan 6 em funcao da
temperatura para as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec.

A Figura 39 e Tabela 7 apresentam os valores obtidos no ensaio de tragao
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 ductil e tenaz em relagdo as membranas de PLGA-rec.
Apesar disso, apos o recobrimento os valores de médulo de elasticidade e tensao
maxima a tracdo foram superiores para as membranas de PLGA-rec. Ou seja, o re-
cobrimento aumentou a resisténcia mecanica, no entanto aumentou a fragilidade das
membranas pela presenga do PPy. De todo modo, em comparagéo com os valores
de um nervo humano, as propriedades mecanicas foram satisfatorias para a aplicacao
como conduite de nervo, com valores acima daqueles obtidos pelo nervo humano. Ja
em comparacao com outros estudos encontrados na literatura, as propriedades meca-
nicas obtidas sdo superiores ou equivalentes. Como em estudo realizado por Ghasemi
et al. (2009), em que foi obtido valor de resisténcia maxima a tragdo 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 resisténcia a tracao 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 tracao, atendem as propriedades
mecanicas desejadas para a aplicagdo como conduite de nervo.
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Figura 39 — Curva de tracdo das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec.
Tabela 7 — Propriedades mecénicas, médulo de elasticidade (E), resisténcia maxima a

tracao (o) e deformacao na ruptura, das membranas eletrofiadas de PLGA,
PLGA-rec e de um nervo humano.

Membrana E (MPa) o (MPa) Deformacao (%)
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 apds 1, 3 e 7 dias de cultura celular. A andlise de
viabilidade celular indicou que no dia 1 apds a semeadura o grupo PLGA-rec apresen-
tou reducao na viabilidade celular significativa. Nos dias 3 e 7 ap6s o cultivo celular, as
membranas de PLGA-rec apresentaram menos de 50% de células metabolicamente
ativas em comparagao ao controle, portanto consideradas citotéxicas. Esse resultado
nao foi o esperado, visto que o PPy é considerado um polimero biocompativel. Além
disso, outros trabalhos obtiveram sucesso em niveis de viabilidade celular de fibras
recobertas com PPy (LEE, Jae et al., 2009; ZHOU et al., 2017; SONG et al., 2016).
A presenca de residuos do agente oxidante cloreto férrico, o qual foi utilizado na po-
limerizag&o oxidativa do pirrol sobre as fibras de PLGA, pode ser um fator que tenha
contribuido 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 dire¢ao ao sentido das fibras. O mesmo efeito nao 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 apos o cultivo celular.
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Figura 41 — Morfologia das células de linhagem neural PC12 semeadas apos 7 dias
sobre as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA-rec (histoquimica).

9.1.1 Consideracoes parciais

Foram obtidas membranas eletrofiadas condutoras de PLGA recobertas com
polipirrol através da polimerizagdo oxidativa in situ do pirrol. As membranas de PLGA
puro apresentaram condutividade na ordem de 10~17 S.cm™!, enquanto as membranas
de PLGA-rec apresentaram valores de condutividade elétrica da ordem de 1072S.cm™".
Estes valores obtidos ap6s o recobrimento sdo satisfatérios para o estimulo da prolife-
racao de células, de acordo com a literatura.

As micrografias MEV revelaram que as membranas de PLGA s&o constituidas
de fibras homogéneas, sem defeitos, alinhadas e com diametros de 561,6 + 149,0nm.
Apbs o recobrimento das fibras de PLGA, através da polimerizacao oxidativa in situ,
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as fibras foram recobertas por uma camada de particulas de PPy. A camada de PPy
formada foi continua e uniforme, apresentando didmetros de 827 + 247,9 nm. O re-
cobrimento das fibras de PLGA com PPy alterou as propriedades de superficie da
membrana, que tornou-se hidrofilica apés o recobrimento, com angulo de contato
reduzido de 148 + 3,5 ° (PLGA) para 82 + 7,6 ° (PLGA-rec).

Para a verificacdo das propriedades térmicas, foi realizado um ensaio comple-
mentar de TGA, visto que para a aplicagao em nervos periféricos ndo € 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 reducado do Mdédulo E’ e um pequeno au-
mento nos valores de Tg apos o recobrimento das fibras de PLGA com PPy. Esse efeito
foi devido a reducédo da mobilidade das cadeias poliméricas de PLGA na presenca do
PPy sobre a superficie das fibras de PLGA.

Os ensaios de tracao revelaram que as membranas de PLGA-rec apresenta-
ram maiores valores de médulo de elasticidade e de resisténcia maxima a tracdo em
relacdo a membrana de PLGA puro. No entanto, houve uma reducao nos valores de
deformacao na ruptura. Esse resultado pode ser justificado pela fragilizagao das fibras
de PLGA ap6s o recobrimento.

Ensaios in vitro de viabilidade celular revelaram que as membranas de PLGA-
rec foram citotdxicas a partir do terceiro dia de cultura. Dessa forma, estas membranas
nas condicdes que foram desenvolvidas ndo poderédo ser consideradas para uso em
conduites 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 conduites eletrofiados condutores é
eletrofiacdo de uma solugéo polimérica contendo aditivos condutores dispersos nesta
solucado. Dentre os aditivos condutores mais usados esta o PPy.DBSA, inclusive para
aplicacdes em Engenharia de tecidos (SUN et al., 2018; JING et al., 2018). Ja o aditivo
Mt-PPy.DBSA comega a ganhar importancia na literatura na obtencao de fibras con-
dutoras (SCHIEFFERDECKER et al., 2019; MERLINI, C. et al., 2018). Esses aditivos
apresentam potencial para aplicacdo na regeneracao de nervos, devido ao estimulo
elétrico favorecido por eles para a proliferacéo e extensao 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 eletrofiagdo de uma solucao de PLGA contendo dois tipos distintos de
aditivos condutores, sendo eles, o PPy.DSBA e o Mt-PPy.DBSA. A morfologia dos
aditivos condutores esta apresentada nas micrografias MEV da Figura 42. E possivel
observar que o aditivo PPy.DBSA apresenta morfologia esférica (Figura 42(a)). Ja o
aditivo Mt-PPy.DBSA (Figura 42(b)) apresenta uma morfologia constituida de particulas
lamelares, devido a polimeriza¢ao do pirrol ter sido realizada sobre as lamelas da argila
Mt. Além disso, a morfologia lamelar do Mt-PPy.DBSA apresenta uma maior razdo de
aspecto quando comparadas as particulas esféricas do PPy.DBSA.

A Figura 43 apresenta as micrografias MET dos aditivos PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA.
Por essa micrografia é possivel ver de maneira mais nitida a morfologia esférica das
particulas de PPy.DBSA. O PPy.DBSA apresenta diametros médios de 95,13 + 24,72
nm e uma maior tendéncia a formar aglomerados, quando comparado com o aditivo
Mt-PPy.DBSA, o qual apresenta uma morfologia constituida de particulas lamelares
parcialmente esfoliada, como discutido anteriormente.
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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 estéao 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 andlise
das micrografias da membrana de PLGA/PPy.DBSA ¢é possivel observar que as fi-
bras mantiveram-se alinhadas e sem a presenca de defeitos. Na superficie 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-
cacao (20000x). A quantidade de aglomerados aumenta ligeiramente com o aumento
da fragdo massica do aditivo.

A Figura 45 apresenta as micrografias MEV das membranas de PLGA e PLGA/Mt-
PPy.DBSA. De forma similar as 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 o0 aumento da fragdo massica do aditivo & possi-
vel ver o aumento ligeiro da quantidade de aglomerados. A Figura 46, apresenta a dis-
tribuicdo dos diametros das fibras de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.
Como pode ser observado, a presenca dos aditivos condutores ndo alterou de maneira
significativa o diametro das fibras.

Para visualizar de maneira mais nitida a dispersao dos aditivos na parte interna
das fibras de PLGA, foi realizado a microscopia de transmissado (MET), Figura 47. Nesta
figura é possivel visualizar uma fibra de PLGA puro na Figura 47 (a). Na Figura 47
(b)) esta apresentada uma fibra de PLGA/PPy.DBSA_5, em que é possivel observar o
aditivo PPy.DBSA distribuido uniformemente dentro da fibra e visualizar sua morfologia
esférica. Ja na Figura 47 (c) esta apresentada uma fibra de PLGA/Mt-PPy.DBSA_5,
sendo possivel 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 distribuicao dos diametros e (b) Box-plot da distribuicao dos
diametros das fibras de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DSBA (n

- 100).
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Figura 47 — Micrografia MET de uma unica fibra (a) PLGA, (b) PLGA/PPy.DBSA_5 e

(c) PLGA/Mt-PPy.DBSA 5.

Além de uma microestrutura que favoreca a regeneracgao tecidual, as caracteris-
ticas fisico-quimicas da superficie das fibras influenciam diretamente na adeséo celular
(KIM et al., 2016). Dessa maneira, foi verificada a influéncia da presenga dos aditivos
condutores PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA na hidrofilicidade das membranas eletrofiadas.
A Figura 48 apresenta os angulos 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 angulo de contato de 148 + 3 °, sendo o PLGA
considerado um polimero hidrofébico, devido principalmente a presenga do grupo me-
tila, que por sua vez € apolar. Os valores de angulo de contato reduzem ligeiramente
com a presenca 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 sao consideradas hidrofébicas mesmo com a presenga dos aditivos
condutores, uma vez que uma superficie € considerada hidrofébica em valores de
angulo de contato acima de 90°.
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Figura48 —Angulo de contato das membranas eletrofiadas de PLGA,
PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.

Para verificar a influéncia dos aditivos PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA nas transi-
cOes 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 estdo apresentados na Figura 49 e 50. A Tabela 8 apresenta os valores
resumidos obtidos pelos termogramas, assim como a entalpia de fusado (AHf) e cristali-
nidade (Xc) das membranas eletrofiadas. Os estudos de DSC revelaram no primeiro
ciclo de aguecimento que as membranas de PLGA apresentaram transicao vitrea (Tg)
de 61 °C e temperatura de fuséo (Tf) de 155 °C. Ja para as membranas contendo os
aditivos PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA, a presenca dos aditivos néo alterou significativa-
mente as transigdes térmicas destas membranas. Ainda no primeiro aquecimento foi
observado um pico de cristalizagdo. Este pico € decorrente da inabilidade de forma-
cao total da fase cristalina durante o processo de fabricacdo. O grau de cristalinidade
Xc (%) aumentou significativamente para as membranas de PLGA/Mt-PPy_7,5. Esse
resultado indica que nessa fracao massica 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 esta presente no primeiro ciclo de aquecimento devido a
influéncia do processo de fabricacdo do polimero e do processo de eletrofiacdo, o qual
possibilita a orientacao das cadeias poliméricas pela agcao do campo elétrico. Adicio-
nalmente, ha uma reducgéo da Tg de 61°C para aproximadamente 57°C no segundo
aquecimento.
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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-
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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.

12 Ciclo 22 Ciclo
Membrana Tg(°C) Tc(°C) Tf(°C) AHf(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 estao apresen-
tadas na Figura 51. A membrana de PLGA apresenta um Unico estagio de perda de
massa com inicio (Tonset) em 284,9 °C e pico de degradacdo maxima em 343 °C,
que pode ser atribuido a decomposicao da cadeia polimérica, com 0,4% de residuo a
600°C. O mecanismo de degradacédo do PLGA envolve a cisdo da cadeia polimérica
que se inicia de modo aleatério em baixas temperaturas e de modo especifico em
maiores temperaturas. E relatado na literatura que em temperaturas mais baixas, o
principal mecanismo de degradacdo do PLGA envolve uma reagdo de troca de és-
ter ndo radical envolvendo as extremidades da cadeia OH, gerando principalmente
oligbmeros ciclicos em vez de lineares. A degradacao também gera os monémeros do
copolimero, acido lactico/acetaldeido (para PLA), acido glicélico/metil glicolato (para
PGA) e diéxido de carbono, sendo este ultimo obtido por descarboxilagdo de grupos
carboxilicos terminais nas cadeias. A medida que a temperatura aumenta, a liberagdo
de monédxido de carbono, metilceteno (no caso de PLA), ceteno e formaldeido (para
PGA) é produzida como consequéncia de um mecanismo de cisdo 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 eliminagdo de agua residual no material. A partir
de 331 °C o PPy.DBSA inicia o processo de degradacao da cadeia polimérica, com
pico de degradacdo maxima em 379 °C, apresentando 48% de residuo a 600 °C. As
membranas de PLGA/PPy.DBSA iniciaram o processo de degradacao a temperaturas
ligeiramente maiores em relacdo a membrana de PLGA puro, conforme a Tabela 9.
Esse comportamento pode ser atribuido a interacao entre os componentes e ao efeito
protetivo do PPy que atua como uma barreira a degradacao térmica do PLGA. A 600°C
todas as membranas de PLGA PPy.DBSA apresentaram residuos préximos a zero,
indicando a completa decomposicao 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-
minagado de agua residual no material. A partir de 295 °C o Mt-PPy.DBSA inicia o
processo de degradacao, apresentando 29% de residuo a 600 °C. As membranas
de PLGA/Mt-PPy.DBSA iniciaram o processo de degradacdo a temperaturas mai-
ores em relacdo a membrana de PLGA e também em relacdo a membranas de
PLGA/PPy.DBSA. Esse comportamento pode ser justificado pela presenca da argila
Mt no aditivo Mt-PPy.DBSA, que sendo um composto inorganico, pode agir como uma
barreira protetiva para a degradacgéao térmica do PLGA.
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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 max. (°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 moédulo de armazenamento (E’) em funcao da temperatura para
as membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA estéao
apresentadas na Figura 52 (a). As curvas da tangente de perda (Tan 6) em fungao
da temperatura das membranas eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-
PPy.DBSA estao apresentadas na Figura 52 (b). E os valores de E’, A 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 adicao do aditivo condutor PPy.DBSA as membranas PLGA/PPy_7,5 apresentaram
um aumento mais significativo do moédulo E’ (515 MPa). J& com a adigdo 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 6, houve reducéo significativa nos valores de Tg apenas paras as membranas
de PLGA/Mt-PPy.DBSA. Foi observado que préximo a temperatura de 55 °C houve o
inicio da transigao vitrea, o qual é finalizada proximo ao valor de Tg das membranas
de PLGA (69,6 °C). Isso pode ser justificado pela atuacdo 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 médulo E’ é constante e, portanto, a faixa a qual a membrana pode ser aplicada
sem comprometimento mecéanico. Considerando a temperatura do corpo humano € de
37°C, todas as membranas avaliadas estao dentro da faixa de temperatura na qual E’
€ constante e podem ser aplicadas sem comprometimento mecanico.
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Figura 52 — Curvas de DMA (a) modulo de armazenamento e (b) tan 6 em funcao 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 Médulo E’ (MPa) A Treiconstante (CC)  Tg (°C)
PLGA 237,4 25a55,5 69,6
PLGA/PPy_2,5 364,7 25a52,4 70,5
PLGA/PPy_5 179,6 25 a 56,9 70,3
PLGA/PPy_7,5 515,0 252542 68,3
PLGA/Mt-PPy_2,5 239,0 252a41,3 56,6
PLGA/Mt-PPy_5 607,6 25a41,7 66,9
PLGA/Mt-PPy_7,5 191,0 252 40,4 55,6

As propriedades mecanicas dos conduites de nervo devem ser proximas as pro-
priedades de um nervo humano, para que assim o conduite seja capaz de suportar as
cargas fisiolégicas. A Figura 53, apresenta as propriedades mecéanicas das membranas
eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA.
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Figura 53 — Propriedades mecénicas 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 mecéanicas superiores em comparagcao com as membranas de
PLGA puro, como pode ser observado no aumento do modulo de elasticidade e da
tensdo maxima a tracao. 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 o0s valores obtidos
pelo nervo humano. Assim sendo, todas as membranas eletrofiadas produzidas foram
satisfatérias para a aplicagcdo como conduite de nervos.

A condutividade elétrica das fibras eletrofiadas & outra propriedade muito re-
levante na regeneracao celular. O principal interesse para o uso de de aditivos con-
dutores, como PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA ¢ a estimulagdo de células eletricamente
excitaveis a medida que a corrente passa pelas fibras, para que as células assim
crescam. Uma maior condutividade da superficie das fibras, pode resultar em uma
sinalizacao celular mais eficiente e, consequentemente, um maior estimulo 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 estao
apresentadas na Tabela 11.

A presencga do aditivo PPy.DBSA n&o alterou significativamente os valores
de condutividade elétrica das membranas. No entanto, a presenga do aditivo Mt-
PPy.DBSA aumentou em até 7 ordens de grandeza o valor de condutividade elétrica
em comparacdo com as membranas de PLGA puro, passando de 2,94 x 10~17 S.cm™
(PLGA puro) para 6,94 x 10710 S.cm™! (PLGA/Mt-PPy_7,5). A literatura apresenta
uma grande gama de estudos abordando fibras condutoras para aplicacao 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 presenga de porosidade nas membranas. A
porosidade, por sua vez, limita o contato entre as fibras, dificultando a formacao de ca-
minhos condutores (MERLINI, C. et al., 2014). No entanto, existem algumas vantagens
em membranas contendo aditivos condutores no interior das fibras em relacdo a mem-
branas recobertas com o PPy, como por exemplo, 0 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™)

PLGA (2,94 4+ 1,43) x 10717
PLGA/PPy.DBSA_2,5 2,46 +0,80) x 10716
PLGA/PPy.DBSA_5 5,11 +0,09) x 10716
PLGA/PPy.DBSA 7,5 5,55+ 5,44) x 10716
PLGA/Mt-PPy.DBSA_ 2,5 5,74 +2,35) x 10716

)

)

PLGA/Mt-PPy.DBSA 5 1,28 +1,18) x 107"

(
(
(
(
(
PLGA/Mt-PPy.DBSA 7,5 (6,94 +6,51) x 10710

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 presencga dos aditivos, assim como para verificar se as células
foram estimuladas pela presencga destes aditivos. Como pode ser observado na Figura
54, no primeiro dia de cultura celular, todas as membranas ndo se apresentaram viaveis
metabolicamente, com valores de absorbancia acima do grupo controle. No terceiro e
sétimo dia apds a semeadura, todos 0s grupos apresentaram mais de 50% de células
metabolicamente ativas em comparacao 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, nao
houve diferenca 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 Bungner naturalmente formadas pelo corpo durante o processo de reparacao
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 regeneracdo promove uma
recuperacao funcional mais rapida 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 apds o
cultivo celular.
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Figura 55 — Morfologia das células PC12 semeadas apds 7 dias sobre as membranas
eletrofiadas de PLGA, PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA (histoqui-
mica). As setas representam o direcionamento das células.
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9.2.1 Consideracoes parciais

Membranas eletrofiadas alinhadas de PLGA contendo os aditivos condutores
PPy.DBSA e Mt-PPy.DBSA foram obtidas através da eletrofiagdo direta da solucdo
de PLGA contendo os aditivos condutores em diferentes fragdes massica, 2,5, 5 e
7,5%m. A adicdo de PPy.DBSA ndo alterou significativamente a condutividade elétrica
das membranas. Entretanto, a adicdo de 5 e 7,5%m Mt-PPy.DBSA aumentou em 6
e 7 ordens de grandeza os valores de condutividade elétrica, respectivamente, em
relacdo ao PLGA puro, obtendo-se valores na ordem de 10~17 S.cm~! para o PLGA
puro, 101" S.cm™" para as membranas de PLGA/Mt-PPy 5 e 10~10 S.cm™ para as
membranas de PLGA/Mt-PPy_7,5.

As micrografias MEV revelaram que as membranas de PLGA sao constituidas
de fibras homogéneas, sem defeitos, alinhadas e com diametros de 561,6 + 149,0 nm.
Ja para as membranas contendo os aditivos condutores ndo houve variagao signifi-
cativa nos valores de diametros das fibras, assim como as fibras mantiveram-se sem
defeitos e alinhadas. Os aditivos encontram-se encapsulados dentro das fibras como
foi possivel observar pelas micrografias MET.

As propriedades de superficie das membranas nao foram alteradas significativa-
mente na presenca dos aditivos, sendo observados pelos valores de angulo de contato
acima de 130°. Portanto, as membranas mantiveram-se hidrofébicas na presenca dos
aditivos condutores.

O ensaio de DSC revelou que nao houve variacao significativa das transicdes
térmicas na presenca 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. Ja no segundo aquecimento as membranas foram amorfas, indicando que o
processamento interferiu na formacéao de regides cristalinas.

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

O ensaio de DMA revelou de uma maneira geral um aumento das propriedades
mecanicas das membranas eletrofiadas na presenca dos aditivos condutores, sendo
mais pronunciada para a membrana de PLGA/Mt-PPy_5. Houve uma ligeira reducéo
dos valores de Tg para as membranas contendo o aditivo Mt-PPy.DBSA. Todas as
membranas mantiveram constante o médulo E’ acima da temperatura corporal humana
de 37°C, indicando que podem ser utilizadas nessa temperatura sem comprometimento
mecanico.
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As propriedades mecanicas, obtidas pelo ensaio de tragdo, das membranas
contendo os aditivos condutores aumentaram em relacdo as membranas de PLGA
puro. As membranas de PLGA/PPy.DBSA apresentaram valores superiores em relacao
as membranas de PLGA/Mt-PPy.DBSA. No entanto, todos os valores obtidos séo
superiores aos valores encontrados na literatura para aplicacdo em nervos periféricos.

Ensaios in vitro de viabilidade celular revelaram que as membranas ndo séo cito-
toxicas para todos os grupos. Adicionalmente, as membranas de PLGA/Mt-PPy.DBSA
apresentaram valores de absorbancia ligeiramente maiores no primeiro dia de cultura
celular. Ja 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 adesao celular.
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9.3 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA/NTC

As micrografias MEV e MET do aditivo condutor nanotubo de carbono (NTC)
estao apresentadas na Figura 56. Os nanotubos de carbono de multicamadas apresen-
tam alta raz&o de aspecto e diametro de 7,5 + 3,0 nm. O didmetro obtido por imagens
do software Imaged foi de 7,5 + 3,0 nm, o qual esta 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 estao apresentadas na Figura 57. Ja as curvas de distribuicao e box-plot
da distribuicao dos diametros das fibras de PLGA e PLGA/NTC estao apresentadas
na Figura 58. Como pode ser observado, as fibras de PLGA estdo alinhadas e sem a
presenca de defeitos, apresentando didmetro de 561,6 + 149,0 nm. Apds a adicao do
aditivo condutor NTC as membranas mantiveram-se alinhadas e sem defeitos. Além
disso, pode ser observado que nao houve aglomerados do aditivo. O diametro das
fibras na presenca do NTC n&o foi alterado de maneira significativa.

LCME/UFSC SEI 10.0kV  X50,000 WD 84mm 1]

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 esta 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 eletrofiacdo, 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 mecénicas e elétricas do material (AMANI et al., 2018). Segundo
estudo realizado por Amami et al. (2018), o mecanismo de alinhamento dos NTC se d3,
devido a aplicagao do campo elétrico, ao surgimento um momento de dipolo induzido
nas extremidades dos NTC, o que resulta em sua rotagdo para um determinado angulo.
A partir dessa rotacao, os NTC sao alinhados na diregdo do campo elétrico.
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LCME/UFSC SEI 10.0kV  X20,000 WD 6.0mm 1um

SEI 10.0kV  X20,000 WD 5.6mm 1um

SEI 10.0kV  X20,000 WD 5.7mm 1um

LCME/UFSC SE| 10.0kV _ X20,000 WD 5.5mm 1m

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 distribuicdo de diametros das fibras e (b) Box-plot da distribui-
¢ao dos diametros das fibras de PLGA e PLGA/NTC (n = 100).
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Figura 59 — Micrografia MET de uma fibra de PLGA/NTC_0,5.

Como apresentado no capitulo anterior, as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie das fibras influenciam diretamente na adeséao celular (KIM et al., 2016). As-
sim, foi verificada a influéncia da presencga do aditivo condutor NTC na hidrofilicidade
das membranas eletrofiadas. A Figura 60 apresenta os angulos de contatos obtidos
das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC. As membranas de PLGA apre-
sentam angulo de contato de 148 + 3 °. Os valores de angulo de contato reduzem
ligeiramente com a presenga 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 capitulo anterior para as mem-
branas de PLGA/PPy.DBSA e PLGA/Mt-PPy.DBSA. Sendo assim, as membranas sao
consideradas hidrofébicas, uma vez que uma superficie é considerada hidrofébica em

valores de angulo de contato acima de 90°.
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Figura 60 — Angulo de contato das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.

Para verificar a influéncia do aditivo NTC nas transi¢cdes térmicas das membra-
nas eletrofiadas foram realizados ensaios DSC. Os termogramas de DSC das mem-
branas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estao 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 fusado (AHf) e
cristalinidade (Xc) das membranas eletrofiadas. Em relacéo ao primeiro ciclo de aque-
cimento, uma transicao endotérmica em 61°C pode ser observado no termograma do
PLGA. Essa transicéo ja foi reportada na literatura para o PLGA, sendo atribuida a
transicao vitrea do PLGA (SANTOS, V. |. dos et al., 2020). Para as membranas de
PLGA/NTC essa transicao vitrea nao sofreu deslocamento significativo, indicando que
a presenga do aditivo NTC nao interferiu na mobilidade molecular da fase amorfa. A
transicao exotérmica, com pico em 155 °C, também esta de acordo com o valor obtido
anteriormente na literatura (SANTOS, V. |. dos et al., 2020). Essa transicao € atribuida a
fusdo (Tf) da fase cristalina do PLGA. Ja para as membranas de PLGA/NTC essa tran-
sicdo também nao sofreu deslocamento significativo, indicando assim, que a presenca
do NTC néo influencia significativamente na fusdo da fase cristalina da membrana
eletrofiada de PLGA/NTC. Uma transicao exotérmica é observada em 97 °C para a
membrana de PLGA, denominado pico de cristalizag&o a frio (Tc). A presenca deste
pico de cristalizacdo é decorrente da inabilidade de formacao total da fase cristalina
durante o processo de eletrofiacdo. Apesar do estiramento do jato polimérico na ele-
trofiacédo, a formacéo dos dominios 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 fusdo do PLGA
foi de 25,4%. Para as membranas de PLGA/NTC o grau de cristalinidade ndo sofreu
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alteracao significativa. Em relagdo ao segundo ciclo de aquecimento, a transicao vitrea
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 histérico térmico
resultante do processamento a mobilidade da fase amorfa foi atingida em menores
valores. Outro efeito observado é auséncia do pico de cristalizacéo a frio e do pico de
fusdo. A auséncia deste picos indica que o material tornou-se amorfo.
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Figura 61 — Curvas DSC referente ao primeiro ciclo de aquecimento das membranas
eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.
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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.

12 Ciclo 22 Ciclo
Membrana Tg(°C) Tc(°C) Tf(°C) AHfJ/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 estdo apresentadas na Figura 63. Os valores resumidos obtidos
pelas curvas estdo apresentados na Tabela 13. A membrana de PLGA apresenta um
Unico estagio de perda de massa com inicio (Tonset) em 284,9 °C e pico de degrada-
cao maxima em 343,0 °C, que pode ser atribuido a decomposicao da cadeia polimérica,
com residios proximos a zero a 700 °C. Para as membranas de PLGA/NTC nao houve
alteracao significativa dos valores de Tdonset. No entanto, o pico de degradacéo so-
fre um leve aumento, sendo mais pronunciada para a membrana de PLGA/NTC_0,75
(349,2°C), demonstrando que a presenca do aditivo condutor, aumentou a resistén-
cia térmica do material. J& o aditivo condutor NTC iniciou o processo de degradagéo
térmica somente a 534 °C, e a 700 °C apresentou 76% de residuo, demostrando
uma grande estabilidade térmica em relacdo aos demais aditivos PPy.DBSA e Mt-
PPy.DBSA, os quais apresentam valores de Tdonset de 331 °C e 295 °C, respectiva-
mente.
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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 max.(°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 moédulo de armazenamento (E’) em funcao da temperatura para
as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estao apresentadas na Figura 64
(a). As curvas da tangente de perda (Tan 6) em funcédo da temperatura das membranas
eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estao apresentadas na Figura 64 (b). Os valores
resumidos do ensaio de DMA estédo apresentados na Tabela 14. Os valores de E’ para
a membrana de PLGA foi de 237,4 MPa. Ja 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 presenca de 0,25 %m e 0,75 %m de NTC aumentaram a capacidade de armaze-
namento de energia (portanto, melhor capacidade de manter a deformacdo imposta
ao material). No entanto, para a membrana de PLGA/NTC_0,5 o médulo E’ reduziu
para 168,9 MPa. Essa reducao pode ser explicada pela dispersdo dos NTC dentro das
fibras, a qual possivelmente pode gerar defeitos pontuais, agindo como concentradores
de tensao e reduzindo consequentemente as propriedades mecanicas. Os valores de
Tg ndo foram alterados significativamente, assim como apresentado pelo ensaio DSC.
Outra caracteristica importante a ser considerada € a faixa de temperatura na qual o
moddulo E’ é constante e, portanto, a faixa a qual a membrana pode ser aplicada sem
comprometimento mecanico. O moédulo de armazenamento foi constante na faixa da
temperatura do corpo humano (37 °C) para todas as membranas avaliadas.

Tabela 14 — M6dulo de armazenamento (E’), intervalo de temperatura com E’ constante
e transicao vitrea (Tg) obtidos pelo ensaio de DMA para as membranas
de PLGA e PLGA/NTC.

Membrana Médulo E' (MPa) A Tggonstante (°C)  Tg (°C)
PLGA 237,4 253 55,5 69,6
PLGA/NTC_0,25 430,3 253 52,3 70,5
PLGA/NTC_0,5 168,9 25 3 46,2 69,0

PLGA/NTC_0,75 390,4 25 3 46,8 65,7
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Figura 64 — Curvas de DMA (a) modulo de armazenamento e (b) tan 6 em funcao da
temperatura para as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC.

Como discutido anteriormente, as propriedades mecanicas dos conduites ele-
trofiados de nervo devem se aproximar das propriedades mecanicas de um nervo
humano, para que assim sejam capazes de suportar as demandas fisiolégicas e meca-
nicas. A Figura 53, apresenta as propriedades mecanicas 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 presenca do aditivos condutor NTC aumen-
tou as propriedades mecéanicas em comparacao com a membrana de PLGA, como
pode ser observado no aumento do médulo de elasticidade e da tensdo maxima a
tracdo. Em relagdo deformacao na ruptura apenas as membranas de PLGA/NTC_0,5
reduziram os valores de deformagéo. Esse efeito pode ser explicado pela redugéo da
ductilidade do material pela presenca do aditivo NTC. De uma maneira geral todas
as membranas apresentaram valores superiores aqueles apresentados pelo nervo
humano. Sendo assim todas estdo aptas mecanicamente para a aplicacdo como con-
duites de nervos periféricos.
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Figura 65 — Propriedade mecanicas, médulo de elasticidade (E), resisténcia maxima a
tracdo (o) e deformacao na ruptura, das membranas eletrofiadas de PLGA
e PLGA/NTC.

A condutividade elétrica das membranas eletrofiadas € uma propriedade rele-
vante para o estimulo das células neurais, para assim estimular o prologamento e a
diferenciacao celular. Os valores de condutividade elétrica obtidos pelo método de 2
pontas das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC estdo apresentadas na
Tabela 15. As membranas de PLGA, apresentam um comportamento referente a ma-
teriais isolantes, apresentam valores de condutividade de 2,01 x 10717 S.cm™! . A
presenga do aditivo NTC n&o 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 formagao de
caminhos condutores. No entanto, isso nao significa que a fibra ndo seja condutora.
Devido a porosidade das membranas o contato entre as fibras € 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™)

PLGA (2,01 +0,65) x 10~17
PLGA/NTC 0,25 (2,46 +0,80) x 1016
PLGA/NTC 0,5 (1,45 4+ 0,48) x 1017
PLGA/NTC 0,75 (2,41 £ 0,40) x 10717

A Figura 66, apresenta a variagdo da massa molar (Mw) das membranas de
PLGA e PLGA/NTC obtidos pelo método SEC, como medida de avaliagdo da degrada-
cao em até 12 semanas destas membranas. Como pode ser observado, as membranas
apresentaram uma reducao de até aproximadamente 60% dos valores de massa molar
em até 12 semanas. A presenca do aditivo condutor NTC reduziu a taxa de degra-
dacéao do polimero, sendo mais pronunciado para as membranas de PLGA/NTC_0,5.
Isso pode ser justificado pela reducao da degradacéo do tipo eroséao superficial pela
presenca do NTC e consequentemente uma degradagcdo em massa pela quebra de
ligacoes ésteres de maneira mais tardia. O tempo de degradacao do PLGA em meia
vida (50%) esta de acordo com a literatura, sendo aproximadamente 12 semanas (MIL-
LER; BRADY; CUTRIGHT, 1977). Para a aplicagdo em nervos periféricos, o tempo de
degradacgao esta satisfatério, visto que os axénio em prolongamento dentro do con-
duite necessitam de em média 15 - 21 dias p0s cirurgico para atravessarem o conduite
através do cabo de fibrina anteriormente formado durante o processo de regeneracao
(DALY et al., 2011).
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Figura 66 — Variacdo 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 presenca dos
NTC, assim como para verificar sem as células foram estimuladas pela presenca deste
aditivo. Como pode ser observado na Figura 67 no primeiro dia de cultura celular, todas
as membranas apresentaram-se atoxicas e valores de absorbancia acima do grupo
controle. No terceiro e sétimo dia apds a semeadura, todos 0s grupos apresentaram
mais de 50% de células metabolicamente ativas em comparacao 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 € 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 regeneragao promo-
vendo uma recuperacao funcional mais rapida e eficiente do nervo lesionado (DALY
etal., 2011; KIM et al., 2016; CHEW et al., 2008).

[ ]Controle

200 B PLGA

B PLGA/NTC_0,25
Il PLGA/NTC 0,5
Il PLGA/NTC 0,75
S 150

100 ~

Absorbancia (%

50

3
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Figura 67 — Viabilidade celular das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC,
nos dias 1, 3 e 7 apds o cultivo celular.
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PLGA PLGA/NTC_0,25 PLGA/NTC_0,5 PLGA/NTC_0,75

Figura 68 — Morfologia das células de linhagem neural PC12 semeadas apés 7 dias
sobre as membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/NTC (histoquimica).
As setas representam o direcionamento das células.

9.3.1 Consideracoes parciais

Membranas eletrofiadas alinhadas de PLGA contendo o aditivo condutor NTC
foram obtidas através da eletrofiacao direta da solucdo de PLGA contendo os aditi-
vos em diferentes fragbes massica, 0,25, 0,5 e 0,75 %m. A presenca de NTC nas
membranas eletrofiadas nao alterou significativamente a condutividade elétrica das
membranas, possivelmente devido a influéncia da porosidade da membrana o que
dificulta o contato entre as fibras para formacao dos caminhos condutores.

As micrografias MEV revelaram que as membranas de PLGA s&o constituidas
de fibras homogéneas, sem defeitos, alinhadas e com didametros de 561,6 £+ 149,0
nm.J& para as membranas contendo NTC n&o houve variacao significativa nos valores
de didmetros 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 acao do campo elétrico durante a eletrofiacdo, como foi possivel observar pelas
micrografias MET.

O angulo de contato nao sofreu alteragao para as membranas de PLGA/NTC
em relacao as membranas de PLGA puro. Esse resultado indica que as propriedades
de superficie ndo foram alteradas e as membranas mantiveram-se hidrofobicas, ou
seja, angulo de contato maior que 90°.

O ensaio de DSC revelou que nao houve variacao significativa das transicdes
térmicas na presenca dos aditivos condutor NTC no primeiro aquecimento. Foi ob-
servado apenas uma ligeira reducédo no grau de cristalinidade para as membranas
de PLGA/NTC_0,75. Ja no segundo aquecimento as membranas foram amorfas, indi-
cando que o processamento interferiu na formacao de regides cristalinas.
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A estabilidade térmica das membranas de PLGA/NTC aumentou com o aumento
da fracdo massica de NTC, como pode ser observado pelo aumento da temperatura
maxima de degradacédo. Esse resultado apresenta o efeito protetivo do NTC no pro-
cesso de degradacao do material, aumentando sua estabilidade térmica.

O ensaio de DMA revelou de uma maneira geral um aumento das propriedades
mecanicas das membranas eletrofiadas na presenca dos aditivos condutores, com
excecao das membranas de PLGA/NTC_0,5. Além disso, houve uma ligeira reducéo
dos valores de Tg para as membranas de PLGA/NTC_0,75. Todas as membranas
mantiveram constante o modulo E’ na temperatura corporal humana de 37°C, indicando
que podem ser utilizadas nessa temperatura sem comprometimento mecanico. As
propriedades mecénicas, obtidas pelo ensaio de tracao, das membranas de PLGA/NTC
aumentaram significativamente em relagdo as membranas de PLGA puro. Todos os
valores obtidos sdo superiores aos valores encontrados na literatura para aplicacéao
em nervos periféricos.

O ensaio de degradacéo in vitro foi realizado durante 12 semanas. Houve uma
reducado da taxa de degradacao com a presencga 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 esta de acordo com a
literatura e possibilita 0 material ser utilizado como conduite de nervos periféricos, visto
que é capaz de manter sua estrutura e consequentemente propriedades mecanicas
durante o processo de regeneragao.

Ensaios in vitro de viabilidade celular revelaram n&o citotoxicidade das mem-
branas de PLGA/NTC. Membranas contendo maiores fracbes de NTC apresentaram
valores ligeiramente menores de absorbancia. As células semeadas apresentaram-se
alinhadas e alongadas sobre as fibras eletrofiadas alinhadas, indicando um direcio-
nando preferencial de crescimento e boa adesao celular.
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9.4 DESENVOLVIMENTO DO CONDUITE ELETROFIADO

O protétipo de conduite constituido de fibras alinhadas de PLGA foi obtido de
maneira satisfatéria de acordo com o processo ilustrado na Figura 69 . Para isso,
uma membrana eletrofiada alinhada de PLGA, com dimensdes (14 mm x 50 mm) foi
enrolada em torno de um capilar polimérico (diametro 1,5 mm), resultando um conduite
de comprimento 14 mm e didmetro externo de 1,7 mm. Também & possivel observar
pela micrografia MEV a microestrutura resultante do conduite desenvolvido, conforme
apresentado na Figura 70. Ressalta-se que este € um dos métodos de obtencgao
dos conduites. Um segundo método de insercédo considera a colagem da membrana
eletrofiada nos cotos proximais e distais, seguido de envelopamento do nervo durante
o procedimento cirurgico.

Figura 69 — Processo de obtencao do protétipo do conduite eletrofiado, realizado pre-
viamente ao procedimento cirargico.

10kV X40 500um LCME-UFSC | ¥ £ %200  100pm | LCME-UFSC

Figura 70 — Micrografia MEV de um conduite eletrofiado de PLGA. (a) com aumento
de 40x e (b) com aumento de 200x.
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10 CONCLUSOES

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, constituidas de fibras homogéneas, alinhadas, em escala submicro-
métrica e sem defeitos, pela rota de eletrofiacao direta.

Foram obtidas eficientemente membranas constituidas de fibras eletrofiadas de
PLGA recobertas por uma camada continua e homogénea de PPy, a partir da polime-
rizacao oxidativa in situ do mondmero 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 superficie
das fibras, tornando-as hidrofilicas. O aumento da hidrofilicidade da superficie € um
resultado relevante, visto que viabiliza a ades&o celular in vivo.

A rota de preparado das membranas eletrofiadas, via recobrimento da mem-
brana eletrofiada de PLGA com PPy ou pela eletrofiagdo direta da solugdo 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 formagédo de caminhos conduto-
res. Entretanto, apresentaram resposta bioldgica insatisfatéria. Os resultados obtidos
pelo ensaio de viabilidade celular MTT demonstraram que as membranas de PLGA-rec
foram citotdxicas. Conclui-se que possivelmente residuos 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 relagdo as membranas de PLGA. Além disso, houve uma fragilizacdo das fibras de
PLGA apéds o recobrimento, resultando no aumento do médulo de elasticidade e da
resisténcia maxima a tragédo, e uma reducao na deformacéao na ruptura.

A partir de uma anadlise comparativa entre as membranas de PLGA/PPy.DBSA,
PLGA/Mt-PPy.DBSA e PLGA/NTC, conclui-se que n&o houve alteracdo na hidrofilici-
dade da superficie das membranas, mantendo-se hidrofébicas mesmo na presenca
dos aditivos condutores. Dentre os trés 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 atribuido a morfologia lamelar do
aditivo Mt-PPy.DBSA, que por apresentar maior razao de aspecto em comparagcao
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 estao no interior das fibras, o que somado a porosidade da membrana, difi-
culta a formacéo de caminhos condutores, o que justifica os valores de condutividade
elétrica das membranas obtidas pela eletrofiacao direta, inferiores as membranas de
PLGA-rec.

Conclui-se também que houve um aumento nas propriedades térmicas e meca-
nicas com o aumento da fragdo méssica dos aditivos PPy.DBSA, Mt-PPy.DBSA e NTC.
Todavia o aditivo condutor que apresentou respostas térmicas e mecanicas mais sa-
tisfatérias foi o Mt-PPy.DBSA. Esse comportamento esta relacionado com a presenca
da argila no aditivo condutor Mt-PPy.DBSA, bem como pela maior area de superficie
do aditivo, que contribuem para a melhora nas propriedades mecéanicas das fibras.
Todos os trés grupos foram viaveis biologicamente, apresentaram células alinhadas
em direcéo as fibras eletrofiadas, sendo este um resultado relevante para aplicagao
como conduites de nervos periféricos. Nao houve diferenca significativa da resposta
bioldgica entre o tipo de aditivo condutor, assim como ndo houve diferenga significativa
quanto a fragdo massica de aditivo condutor utilizada.

A partir dos resultados de degradacao in vitro, conclui-se que o tempo de degra-
dacdo em 12 semanas esta de acordo com a literatura, ou seja, apresentam reducao
da massa molar em até 60% em 12 semanas. Adicionalmente, concluiu-se que a pre-
senga do aditivo NTC reduziu a taxa de degradagao das membranas, possivelmente
devido a interacao entre o aditivo NTC e o polimero PLGA, o que dificultou a quebra
das ligacdes ésteres do PLGA pela solugédo de PBS e consequentemente limitou a
degradacédo das membranas.

Portanto, conclui-se o carater inovador das membranas eletrofiadas constitui-
das de fibras alinhadas de PLGA contendo aditivos condutores via eletrofiacao 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, mecénico e elétrico, bem como viabilidade bioldgica, foram as
membranas PLGA/Mt-PPy_5 e PLGA/Mt-PPy_7,5 que apresentam grande potencial
para prosseguirem para a proéxima etapa de realizacdo dos ensaios in vivo para serem
utilizadas como conduites eletrofiados para a regeneracao de nervos periféricos.
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11 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

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

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

Realizar ensaios in vitro com estimulos elétricos.

* Melhorar a disperséo dos aditivos condutores utilizando-se liquidos i6Gnicos.

* Realizar ensaios in vivo.
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