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RESUMO

A regeneracdo nervosa periférica auxilia na regeneragdo axonal e reorganizagdo das fibras, atuando
em lesBes resultantes de esmagamento e seccéo do nervo. Nesse trabalho estudou-se a regeneragdo do nervo
ciatico utilizando-se tubos de poli(L-co-D,L-acido lactico) preparados a partir de membranas obtidas por
evaporacdo de solvente. Os tubos foram implantados no nervo ciatico de 20 ratos da linhagem Spreague
Dawley, durante 4, 8 e 12 semanas, sendo analisados por Calorimetria diferencial de varredura (DSC),
Microscopia eletronica de varredura (MEV), Cromatografia de permeacdo a gel (GPC), Analise
termogravimétrica (TGA). O nervo regenerado foi avaliado pela técnica de Microscopia de luz (MO).
Verificou-se um aumento do diametro do nervo em funcédo do processo de degradacdo do tubo. Analises de
DSC e GPC do PLDLA mostraram Tg em 57°C e massa molar (Mw) de 197 989 gmol ™, respectivamente.
Foram observadas nitidas variacdes nesses valores apos 8 semanas de degradacdo, com Tg em 40°C e Mw de
170000 g.mol™. Dados de TGA também indicaram o processo de degradacdo com Ti em 333 °C, antes da
degradacdo e 305°C, ap6s 12 semanas. MEV mostrou formagéo de poros apds 8 semanas de degradacao. Esse
estudo mostrou que tubos de PLDLA séo promissores para a regeneracdo do nervo ciatico.

Palavras chaves: Poli(L-co-D,L-4cido latico), degradacao in vivo, regeneracao nervosa, membrana.

Study of "in vivo" degradation of poly(L-co-D,L-lactide acid) applied as
prosthesis for peripherical nervous regeneration
ABSTRACT

The peripherical nervous regeneration can help the axonal regeneration and fiber reorganization,
performing in nerve injury after trauma. In the present study the regeneration of sciatic nerve was observed
inside the poly(L-lactide acid-co-D,L-lactide acid) tubes made with membranes obtained by solvent
evaporation The tubes were implanted around the sectioned sciatic nerves of 20 rats Spreague Dawley and
analized after 4, 8 and 12 weeks by differential scanning calorimetry (DSC), scanning electron microscopy
(SEM), gel permeation chromatography (GPC), thermogravimetric analysis (TGA) and the nerve
regeneration was analyzed by light microscopy (LM). It was verified an increase of nerve diameter in
function of tube degradation process. DSC and GPC analysis of PLDLA showed Tg at 57°C and molar mass
(Mw) of 197 989 gmol™, respectively. Nitid variations of these values were observed after 8 weeks of
degradation, with Tg at 40°C and Mw of 170000 gmol™ . TGA data also indicated degradation process with
Ti at 333 °C before degradation and 305°C after 12 weeks. SEM showed formation of pores after 8 weeks of
degradation This study indicated that the PLDLA tubes are promissing to regeneration of sciatic nerves.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, polimeros bioreabsorviveis tém sido utilizados em experimentos biomédicos a
fim de buscar materiais com propriedades fisicas e mecanicos cada vez mais adequados para a sua aplicagao
no corpo humano [18].

Os poli(o-hidroxi acidos) sdo considerados uma das familias de polimeros mais promissoras na area
dos bioreabsorviveis. A grande vantagem desses polimeros esta na sua forma de degradagéo que ocorre por
hidrélise de suas ligacdes ésteres, sendo os produtos gerados completamente absorvidos pelo organismo. Os
polimeros bioreabsorviveis mais estudados séo: o poli (acido glicélico) (PGA), a poli(e-caprolactona) (PCL),
a poli(para-dioxanona) (PPD) e o poli(L- lactico) (PLLA) e seu copolimero poli (L-co-D,L- &cido latico)
(PLDLA) [10].

O PLA é um polimero semi-cristalino, com temperatura de transicdo vitrea de 57 °C e ponto de
fuséo de 174 — 184 °C, o grupo metil do PLA faz com que ele seja hidrofébico e mais resistente a hidrélise. O
PLLA, tem se destacado, pela suas excelentes propriedades mecanicas [1, 2, 11], porém, o longo periodo
requerido para a sua degradacao total, associado a alta cristalinidade de seus fragmentos pode causar reacoes
inflamatdrias no corpo, o que restringe seu uso em algumas aplicacdes clinicas. Buscando diminuir essa
cristalinidade do PLLA, uma combinacgéo dos mondmeros L- lactico e D, L lactico resultam no copolimero
poli(L-co-D, L acido lactico) (PLDLA), sendo que esse tem como caracteristica ser rapidamente degradado e
ndo gerar fragmentos cristalinos, aliando as particularidades mecénicas do poli(L-acido lactico) sem o
inconveniente do elevado tempo de degradacdo requerido por esse homopolimero decorrente de sua alta
cristalinidade. Isso é possivel, pois 0 D, L acido lactico, ao contrario, apresenta maior taxa de degradacdo.
Com a combinacdo do L-acido lactico com o D, L &cido lactico é possivel se obter um copolimero com boas
propriedades mecénicas e com tempo de degradacdo adequado a aplicacBes em regeneracdo nervosa
periférica.

Muitas das aplicacGes dos poli(a-hidréxi acidos) na area médica tem sido possivel através de
membranas poliméricas. Algumas técnicas sdo empregadas para obtencdo de membranas densas e porosas de
polimeros bioreabsorviveis como: evaporacgdo de solvente utilizando sal com granulometria controlada [6],
inversdo de fase [17], borbulhamento de gas [8] e adicdo de plastificante [12]. Membranas densas e porosas
servem como substrato para que células isoladas possam fixar-se e crescer até formar o tecido, sendo que este
suporte pode agir tanto como apoio fisico, quanto como substrato aderente para as células isoladas durante
cultura in vitro ou subsequiente implante para promover a regeneracdo natural dos tecidos [20, 9].

As membranas de PLDLA auxiliam na regeneracdo periférica através da técnica de tubulizacdo que
foi desenvolvida com o sentido de reparar o nervo lesionado que pode ser resultante de esmagamento,
transeccdo parcial ou completa do nervo [7, 15, 16]. Os neurdnios do Sistema Nervoso Periférico sdo células
potencialmente capazes de iniciar a regeneracdo de seus axbnios apds uma axotomia. Assim, brotamentos
axonais originados do coto proximal tém a capacidade de atingir o coto distal denervado e, desenvolvendo-se
através das bandas de Biinger, podem restabelecer as conexdes com o 6rgdo alvo. E consenso que, para o
sucesso deste processo, além de outros pré-requisitos ha necessidade do estabelecimento, no coto distal, de
um microambiente propicio para receber e sustentar o processo regenerativo [3, 13, 14, 19].

Neste trabalho, membranas de poli (L-co-D,L- &cido latico) foram preparadas pelo método de
evaporagao de solvente através técnica de tubulizacdo, com o objetivo de estudar as propriedades do PLDLA
in vivo para serem utilizadas na obtencéo de praéteses tubulares_ para regeneracéo de nervos.

2 EXPERIMENTAL

2.1 Preparagdo das membranas

O polimero utilizado para preparagdo das membranas foi o Poli (L-co-D,L-4cido lactico)( 70:30,
MM 282700 gmol™) (Sintetizado no Labiomat/PUC-Sorocaba).

Foram preparadas membranas de dimensfes 50x30x5mm utilizando a técnica de evaporacéo de
solvente. SolugBes poliméricas contendo copolimero na concentracdo 2,5% m/V, foram preparadas,
dissolvendo-se, respectivamente 0,825g de PLDLA em 33mL de diclorometano (Merck. KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Apés completa dissolucdo do copolimero sob agitagdo por 2 horas, a solucéo foi vertida em uma
placa de vidro 50x30x5mm e colocadas dentro de uma cuba durante 24 horas, as membranas foram secas a
vécuo por 8 horas e mantidas nesta condicéo até a caracterizacao.

2.2 Degradacao e Caracterizagdo in vivo

Nas membranas de PLDLA preparadas por evaporacdo de solvente empregou-se a técnica de
tubulizacdo e foram moldadas em um suporte com diametro de 1,6mm e 10mm de comprimento. Os tubos
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foram esterilizados por imersédo em alcool 70% por 24 horas e lavagem em solucdo tampéo fosfato pH 7,4 a
37°C, por 2 horas antes da cirurgia.

2.1.1 Estudo in Vivo

O estudo envolveu 20 ratos da linhagem Spreague Dawley, fémeas adultas com aproximadamente 8
semanas de idade e 0,25 kg de massa corpérea. Apos, anestesia (0,2mL de ketamina e 0,2mL xylazina,
0.2mL/100g massa corporea, ip), os animais foram submetidos a tricotomia da coxa esquerda. Em seguida,
foram colocados em decibito ventral sob microscépio cirdrgico. A pele foi incisada e, afastando-se a
musculatura, procedeu-se a exposi¢do do nervo ciatico. O nervo foi transeccionado e, apds a retracdo dos
cotos, estes foram introduzidos e fixados, com um ponto cirurgico (fio mononylon 10-0, ethicon), no interior
de um tubo de PLDLA (Clay Adams, comprimento=10mm, didmetro interno=1,6mm e didmetro
externo=3,2mm), deixando-se um espago de 6-7mm entre eles.

Encerrados os procedimentos de tubulizacdo, o plano muscular foi suturado com um fio de seda 7-0
e a pele fechada com 2 ou 3 grampos cirdrgicos. O nervo ciatico direito permaneceu intacto sendo empregado
para fins de controle morfoldgico. Os animais foram mantidos em biotério do Departamento de Anatomia -
IB-Unicamp, por um periodo de 4, 8 e 12 semanas (n=5 para cada tempo de sobrevida), recebendo racéo e
agua ad libitum. Para sacrificar os animais foi utilizado como anestésico o hidrato de Cloral 10% (0,1ml/20g,
i.p) os animais foram submetidos a toracotomia e a seguir perfundidos transcardiacamente com auxilio de
uma bomba perfusora do tipo peristaltica. Inicialmente, visando a lavagem dos vasos e 6rgaos, 0s animais
foram perfundidos com 150ml de uma solugdo salina tamponada e heparinizada NaCL 0,9% em tampé&o
fosfato de sodio, pH 7,38. A fixacdo foi realizada pela subseqliente perfusdo de 300ml de uma solucéo
contendo glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (1%) em tampao fosfato de sodio 0,01M, pH 7,38 [Pierucci,
2004].

Os tubos de PLDLA foram removidos, e 0s nervos removidos cuidadosamente e dissecados sob
microscépio cirlrgico,em seguida processados para inclusdo em resina, os tubos foram caracterizados antes e
apos a degradacdo, pelas técnicas descrita a seguir:

2.1.1.1  Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas de DSC foram realizadas utilizando-se o equipamento modelo 2820 da Ta Instruments.
As amostras, pesando em torno de 10 mg, foram aquecidas entre 25 a 210°C a 10°C min™ seguida de
isoterma por 5 minutos; apds isto, as amostras foram resfriadas a 0°C a 10°C min *, isoterma de 5 minutos
em 0°C, e reaquecidas até 210°C.

2.1.1.2  Cromatografia de Permeacdo a Gel (GPC)

As massas molares médias em numero (Mn), em massa (Mw) e o indice de polidispersao (IP) foram
obtidos em um cromatégrafo liqguido CLWA-1, utilizando colunas ultrastyragel e detector de indice de
refracdo Waters 410. Foram utilizados padrdes de poliestireno para a calibracdo e THF (tetrahidrofurano)
como fase movel.

2.1.1.3  Andlise Termogravimétrica (TGA)

As amostras de membrana pesando cerca de 20 mg foram aquecidas de 25 a 450°C & 10°C.min™* sob
atmosfera de argbnio, utilizando o equipamento STA 409C, marca Netzsch.

2.1.1.4  Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras de superficie de membranas e fraturas (obtidas em nitrogénio liquido) foram metalizadas
com ouro (Sputter Coater BAL-TEC SCD 050) e analisadas em um microscopio eletrénico de varredura
(JEOL JXA 860) operado a 10kV.

2.1.1.5  Microscopia Optica Invertida (MO)

Em relagdo aos nervos regenerados, estes foram fixados em solugéo de tetroxido de 6smio (1% em
tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,38) por 2 horas, em seguida lavados e desidratados em série crescente de
acetona e incluidos em resina (Epon 812, EMS) e posteriormente, desbastados em secgdes semi-finas
(0,5um; Ultramicrétomo LKB, Bromma 8800) e coradas com azul de toluidina 0,25%, foram observados
através de um microscopio éptico invertido da marca (Nikon, Eclipse TS100).

300



BARAUNA, G.S., PIERUCCI, A, DE OLIVEIRA, A., DUARTE, M.AT., DUEK, E.R.,
Revista Matéria, v. 12, n. 2, pp. 298 — 306, 2007.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Degradagéo in Vivo

Todos os animais sobreviveram até as datas previstas para o sacrificio. Nao foram observadas infeccoes
pos-operatorias nem evidéncias de reacdo inflamatéria local desencadeada pelo biomaterial. Observou-se
uma recuperacdo funcional do membro denervado, nos periodos de sobrevida superiores a 4 semanas,
demonstrando a ocorréncia do processo de reinervacdo sensitiva e motora. Contudo, a funcionalidade do
membro posterior denervado foi sempre inferior a do membro contralateral ndo lesado.

3.2 Caracterizacdo do tubo de PLDLA

A Tabela 1 mostra os dados obtidos a partir das analises de calorimetria diferencial de varredura
(DSC), antes e ap6s a degradacao dos tubos de PLDLA in vivo nos tempos 0, 4, 8, 12 semanas.

Tabela 1. Valores de temperatura de transi¢ao vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm), temperatura de
cristalizacdo (Tc), entalpia de fusdo (AHmM) e entalpia de cristalizacdo (AHc) para as membranas de PLDLA
obtidas por evaporagdo de solvente e degradadas in vivo.

Membrana Tg Tm AHmM Tc AHc
PLDLA (°C) (°C) (3/g) (°C) (3/g)
0 57 - - - -
4 52 - - - -
8 40 - - - -
12 56 175 50 103 26

Os termogramas avaliados até o tempo de degradacdo 8 semanas apresentaram apenas a temperatura
de transicdo vitrea (Tg), 0 que esta de acordo com as caracteristicas amorfas do copolimero. O valor da Tg
antes da degradacéo é de 57 °C. Verifica-se que apds 8 semanas de degradacdo a Tg decresce para 40 °C.
Apos 12 semanas de degradacéo, o termograma apresenta um pico bem definido de fusdo (175°C), e um pico
de cristalizagdo (103 °C), cujos valores das entalpias de fusdo e cristalizagdo sdo, respectivamente, AHmM=
50J/g e AHc= 26J/g (Fig. 1). Esses dados indicam que apesar do material ser amorfo, antes da degradacdo, a
medida que o processo de degradacdo ocorre, 0 material torna-se cristalino, dificultando a mobilidade das
cadeias das regides amorfas, causando um aumento no valor de Tg (56 °C).

Esse comportamento ja foi verificado para outros polimeros bioreabsorviveis. Os autores afirmam
que para polimeros parcialmente cristalinos, a degradagdo ocorre preferencialmente nas regides amorfas e
verifica-se um aumento do grau de cristalinidade do material devido a formagao de novos cristais, atraves do
rearranjo das cadeias de menor massa molar, originadas no processo de degradagdo [4]. No caso do
copolimero amorfo, @ medida que ocorre a fragmentacdo das cadeias, elas se rearranjam e formam novos
cristais.

0 semanas

4 semanas

12 semanas

T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura ( °C)

Figura 1: Curvas de DSC para as membranas de PLDLA obtidas por evaporagao
de solvente em funcéo do tempo de degradacéo in vivo.

301



BARAUNA, G.S., PIERUCCI, A, DE OLIVEIRA, A., DUARTE, M.AT., DUEK, E.R.,
Revista Matéria, v. 12, n. 2, pp. 298 — 306, 2007.

A andlise de GPC possibilitou verificar a variacdo das massas molares devido a quebra das cadeias
poliméricas, em funcdo do tempo de degradagdo, Tabela 2. Verifica-se uma queda na massa molar das
amostras a medida que a degradacdo ocorre e que a perda expressiva de massa molar é verificada apos 8
semanas de degradacé&o.

Tabela 2. Dados de GPC para os tubos de PLDLA degradadas in vivo
Mw = Massa molar Média ponderada, Mn = Massa mola Média numérica

Tempo de degradacéo Mw (g/mol) Mn (g/mol)
(semanas)
0 197 989 112 250
4 174 051 97 452
8 170 865 97 385
16 128 356 68 890

Os tubos de PLDLA foram analisados por TGA (analise termogravimétrica) para avaliar a
temperatura de inicio da degradacdo em fun¢do do tempo de implante. A Tabela 3, ilustra os dados obtidos
por TGA em funcdo do tempo de degradacdo comparando-se os valores de Ti (temperatura de inicio de
degradacdo) e Td ( temperatura na qual a perda de massa é maxima), verifica-se um decréscimo nas
temperaturas de perda de massa em funcdo do tempo de degradacdo até 8 semanas. Apds esse periodo, nota-
se um aumento desses valores, o que pode estar relacionado ao aumento da cristalinidade a medida que a
degradacdo ocorre, conforme verificado nas analises de DSC.

Tabela 3: Dados determinados por TGA para os tubos de PLDLA degradadas in vivo.

Membrana Ti* Td**
PLDLA (°C) (°C)
0 333 361
4 314 349
8 310 330
12 305 336

* Ti = temperatura de inicio de degradagéo,** Td = temperatura na qual a perda de massa é maxima.

Na analise por microscopia eletronica de varredura, observou-se o comportamento da degradacdo em
funcéo do tempo. No tempo 0 semanas (sem degradacdo) as amostras apresentavam uma morfologia densa,
auséncia de poros e uma superficie de fratura lisa, Figura 2(b). Apés 4 semanas de implante do tubo de
PLDLA, observou-se uma degradacéo parcial do tubo, a presen¢a de um esfoliamento em camada observado
na Figura 2 (c), e sua superficie de fratura apresenta uma grande quantidade de poros evidenciando a
degradacdo do material o que se acentua ap6s 8 e 12 semanas Figura 2(e, f, g, h). A superficie de fratura das
amostras ap6s 12 semanas Figura 2 (h) tem aparéncia fragmentada.
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(©) (d

(h)

Figura 2: Micrografias eletronicas de varredura de tubos PLDLA obtidas nos diferentes momentos do estudo
in vivo. Foram analisados cortes transversais do tubo (coluna da esquerda) e fratura da membrana (coluna da
direita) nos periodos de 0 (a; b), 4 (c; d), 8 (e; f) e 8 semanas (g; h).
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3.3 Caracterizacao do Nervo Ciatico Periférico

Através da microscopia de luz (MO) foi possivel observar a regeneracdo do nervo apos o periodo de
4, 8, 12 semanas, além de ter sido constatado a presenca um espesso epineuro (seta vermelha), presenca
vasos epineirais e perineurais (setas pretas), e endoneuro repleto de axbnios (seta amarela) indicando a
regeneracdo do nervo periférico Fig. 3. Apos o periodo de 8 e 12 semanas, foi possivel observar que o tubo
de PLDLA apresentou o0 avango consideravel da degradacdo, ndo desenvolveu resposta inflamatéria local,
mostrando assim uma 6tima biocompatibilidade do copolimero, ja que a biocompatibilidade dos tubos é
fortemente influenciada pelo comportamento de degradacdo do material [5]. O estudo in vivo mostrou que as

membranas contribuiram isolando o local da lesdo, orientando a reorganizacdo das fibras e possibilitando
assim a regeneracdo do nervo ciatico.

Figura 3: Fotomicrografia dos nervos ciaticos regenerados ap6s tubulagdo. A1) No interior do tubo de
PLDLA confeccionado pelo método do solvente, 4 semanas ap6s o implante. B1) Ap6s o periodo de 8
semanas e 12 semanas (C1), respectivamente; escala = 59um. Observe a maior area do nervo regenerado em
relacdo ao tempo de sobrevida do animal (C1). Em destaque, a espessura do epineuro do nervo regenerado
(seta vermelha) no interior do tubo de PLDLA construido pelo método de evaporagao de solvente. Em maior
aumento (A2, B2 e C2), note a quantidade de vasos sanguineos perineurais (seta preta) e o nimero de
axodnios mielinicos regenerados (seta amarela); escala =2 um.

4  CONCLUSAO

Os resultados do estudo in vivo mostraram que a Tg do material diminui e verifica-se o
aparecimento dos picos de fusdo e cristalizacdo como conseqliéncia da cristalizagdo do material em funcédo
do tempo de degradagdo. O processo de degradacdo é confirmado através dos dados de GPC, os quais
mostram uma diminuicdo da massa molar devido a quebra da cadeia polimérica. Através das micrografias
obtidas por MEV notou-se uma degradacdo inicial na superficie, sendo mais acentuada no centro com a
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presenca de poros durante a degradacdo, o que proporciona maior interacdo tecido-matriz, sendo
demonstrado nos tempos de 8 e 12 semanas.

Através da MO pode-se concluir que a técnica de tubulizacdo é eficaz para o processo de
regeneracdo do nervo evidenciada pela presenca dos componentes da matriz.

Este estudo mostrou que tubos de PLDLA sdo promissores para promover a regeneracao nervosa
periférica, propiciando protecdo, isolamento do local da leséo e reorganizacao das fibras nervosas.
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