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RESUMO


	Lesões de nervos periféricos são traumas que podem causar a perda da mobilidade e sensibilidade de certa parte de um membro. O tratamento mais utilizado é suturar as extremidades nervosas, no entanto, quando o espaço entre os cotos excede 10 mm, esta técnica não é adequada. Nestes casos, a utilização de um conduto polimérico bioabsorvível é uma boa opção. Suportes de PLGA representam uma alternativa de tratamento por apresentarem resistência mecânica e biocompatibilidade, sendo também um material que possibilita a retenção de fármacos e liberação gradual auxiliando a reconstituição nervosa. A finalidade deste trabalho é produzir matrizes porosas com multicamadas de PLGA para suportar a regeneração.
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INTRODUÇÃO 
A regeneração de um nervo danificado depende muito da forma como o nervo é reparado. A técnica de sutura é realizada religando os axônios do nervo. Porém quando a distância entre os cotos proximal e distal excede 10mm encontra-se um obstáculo para utilização deste método. Como alternativa, novos materiais biorreabsorvíveis começaram a ser desenvolvidos. A combinação do polímero ácido poli-L-lático (PLLA) com o polímero ácido poli-glicólico (PGA) gera um copolímero com excelentes propriedades mecânicas, o PLGA. O Ácido lático e o ácido glicólico são metabólitos naturais do corpo humano, onde o PLGA(1). Além de possibilitar uma rápida taxa de reabsorção do biomaterial pelo corpo humano(2), este material toma formas tridimensionais para a sustentação do tecido danificado e possibilita a formação de poros e grande interconectividade entre eles(3).

Este trabalho propõe uma metodologia para a confecção de estruturas tubulares porosas bioabsorvíveis com multicamadas a partir de membranas superficialmente porosas, com a finalidade de aplicação no processo de tubulização de um nervo rompido(4),(5). Entre as características necessárias para esta aplicação encontra-se: biocompatibilidade e bioreabsortividade para evitar a geração de processos inflamatórios crônico, tornando desnecessária a realização de um segundo procedimento cirúrgico para a remoção do material; degradação controlada, ocorrendo idealmente em paralelo com a regeneração do nervo; elevado grau de porosidade, para uma melhor adesão de células, possibilitando também infiltração de fármacos e, por conseguinte, sua liberação gradual(6),(7). 
MATERIAIS E MÉTODOS

O PLGA foi adquirido da empresa PURAC (LACTOSORB® 8218 contendo 82% de PLA e 18% de PGA) e o clorofórmio da marca Merck possuindo alta pureza. Membranas de PLGA foram confeccionadas através da dissolução do copolímero utilizando clorofórmio como solvente. As soluções foram posteriormente colocadas em placas de petri e mantidas durante duas horas em fluxo de capela à temperatura ambiente para a remoção do clorofórmio. As membranas obtidas foram mantidas em vácuo por 48 h para a remoção do solvente residual.
As membranas de PLGA produzidas foram enroladas utilizando um cilindro de titânio com o diâmetro de 2mm e suas extremidades foram soldadas com aplicação local de clorofórmio para obtenção de estruturas tubulares.
A estrutura morfológica das membranas bem como a forma final do tubo e a qualidade da solda foi avaliada por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) usando um microscópio eletrônico Phillips XL30. A estrutura cristalina e o teor de cristalinidade dos filmes foi obtida por difração de raios X (XRD) utilizando radiação CuKα com uma geometria Bragg-Brentano em um equipamento Shimadzu XRD-7000. As ligações químicas presentes nas membranas foram avaliadas por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), o espectro foi obtido através de 100 varreduras variando em 1/ʎ desde 450 até 4000 cm-1, utilizando um microscópio IR-Prestige 21 da marca Shimadzu.

Resultados e discussões

Para identificar quaisquer possíveis modificações estruturais do polímero devido aos processos sofridos, tanto físicos quanto químicos, as amostras foram analisadas por XRD. A fig.1 mostra um espectro obtido constatando uma amorfização na região entre 15 e 22º, referente aos picos característicos do ácido glicólico, indicando que o polímero não sofreu mudanças na sua estrutura ou degradação(8). 
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Fig. 1: Difratogrâma obtido a partir das membranas confeccionadas.
A porosidade da membrana foi analisada por microscopia eletrônica de varredura (MEV). As micrografias exibidas na fig.2 mostram grande quantidade de poros na superfície da membrana e por consequência menor densidade. É possível constatar ainda homogeneidade na distribuição dos poros na ordem de poucos micrômetros. Estas características são de grande importância para aplicações na área biomédica, pois microporosidades aumentam a superfície de contato entre o implante e o meio biológico.
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Fig. 2: Imagens de MEV mostrando a porosidade na superfície da membrana confeccionada em magnificações de 250x(a), 500x(b), 5000x(c), 10000x(d).
As análises de FTIR foram utilizadas para examinar a concentração de solvente residual na membrana antes [fig.3 (a)] e depois do processo de vácuo [fig.3 (b)]. Na região entre 540 e 760 cm-1 é perceptível a presença de picos referentes a ligação C-Cl pertencente ao clorofórmio residual e mostram uma abrupta redução da quantidade de cloro presente na membrana depois do processo de vácuo, caracterizado pela redução do pico da ligação C-Cl, demonstrando a eficiência do processo.
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Fig. 3. FTIR de membranas obtidas antes (a) e após processo de vácuo (b).
Como os tubos foram confeccionados partindo das membranas, que foram enroladas em uma haste de titânio com 2 mm de diâmetro e sua extremidade foi soldada ao corpo do tubo, a solda é mostrada na fig.4 (a). 
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Fig. 4. Imagens de MEV da (a) estrutura tubular com multicamadas, (b) parede interna do conduto mostrando a porosidade superficial.

As imagens (a), (b) e (c) da fig.5 mostram o tubo multicamadas obtido. Além disso, as imagens (b), (c) e (d) demonstram que o tubo, por ter sido elaborado a partir de membrana superficialmente porosa, possui o lado interno dotado de poros. Estas imagens mostram também a espessura das camadas do tubo.
É possível observar ainda na fig.5 (b) o ponto de solda entre as duas camadas mais externas.
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Figura 5. Imagens de um tubo multicamadas confeccionado a partir de uma membrana superficialmente porosa em magnificações de 50x (a), 200x(b), 800x(c) e 2000x(d).
Conclusão
Neste trabalho uma metodologia foi desenvolvida para a confecção de membranas porosas de PLGA e estruturas tubulares com multicamadas. As membranas obtidas apresentaram porosidade homogênea na superfície. A difração de raios X mostra que não há variações na estrutura cristalina ou degradação do polímero após os processos físicos e químicos sofridos. A análise de FTIR mostrou uma considerável redução da quantidade residual de solvente após o processo de vácuo.

As estruturas tubulares multicamadas obtidas a partir das membranas superficialmente porosas apresentaram um aumento da espessura no ponto de solda, porém, não foi constatada redução na porosidade do local. Essas propriedades estabelecem esse novo tubo poroso como forte candidato para substituir os tratamentos tradicionais nos próximos anos.
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DEVELOPMENT OF POROUS PLGA MULTILAYER CONDUIT FOR APPLICATIONS IN NERVE REGENERATION
Abstract
Peripheral nerve lesions are injuries that can cause loss of mobility and sensation in a member. The most common treatment is to suture the nerve ends. However, when the gap exceeds 10 mm, this technique is not appropriate. In these cases, the use of a bioresorbable polymeric conduit is a good option. PLGA scaffolds represent an alternative treatment for presenting characteristics such as biocompatibility and mechanical strength. It is also a material that enables the retention and gradual release of drugs. The purpose of this work is to manufacture porous multilayer PLGA scaffolds to support nerve regeneration.
Key-words: PLGA, biomaterial, porous scaffolds.
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