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RESUMO

Polimeros para aplicagdes biomédicas devem possuir boas propriedades
fisico-quimicas ¢ mecénicas assim como biocompatibilidade adequada.
Alguns polimeros sintéticos possuem as propriedades fisicas requeridas mas
ndo so suficientemente biocompativeis. Por outro lado, polimeros naturais
sd8o biocompativeis mas suas propriedades mecénicas sio inadeguadas. A
mistura de polimeros sintético e natural na forma de blendas e IPNs retine as
propriedades de ambos num dnico material.

Hidrogéis de IPNs de poli(vinilpirrolidona) (PVP) e gelatina nas
composigdes 30/70, 50/50 e 70/30 em porcentagem de massa foram obtidos a
partir de solugdo aguosa usando-se como agentes reticulantes glutaraldeido
(3%) para a gelatina ¢ persulfato de pot4ssio (100%) para o PVP.

A caracterizagio do material no estado desidratado foi feita para avaliar
a estabilidade térmica e a miscibilidade das misturas. Através da técnica de
Anédlise Térmica (TGA) constatou-se que as IPNs sfo termicamente estiveis
at¢ a temperatura de 250 °C. O estudo da miscibilidade por Calorimetria
Diferencial de Varredura na versdo modulada (MDSC) indicou miscibilidade
em toda a faixa de composi¢do estudada, enquanto que por Anélise Dindmico
Mecénica (DMA) observou-se a existéncia de separagio de fases na amostra
contendo 70 % de gelatina, resultado atribuido a grande diferenca de
densidade de reticulagido para o sistema nessa COmMposicioc.

Ensaios de intumescimento mostraram que todas as IPNs sdo capazes de
reter grandes quantidades de 4gua, e que embora o PVP apresente grau de
intumescimento muitc maior que a gelatina, esse comportamento nio se

refletiu nas misturas, ou seja, a quantidade de agua incorporada nas IPNs nfo

¢ diretamente proporcional a quantidade de PVP na mistura,




A superficie do material no estado intumescido foi analisada por
microscopia Otica com acessorio de contraste de fase: a topografia € diferente
para cada amostra embora todas apresentassem superficie irregular. Com o
ensaio mecanico de compressio pode-se estudar o comportamento elastico dos
hidrogéis diante da aplicagdo e retirada de uma forga: a IPN 50/50 apresentou
desempenho superior ao dos polimeros puros, enquanto que as IPNs nas outras
composigdes deformaram mais que a gelatina, o componente mais fragil.

Pode-se verificar através de testes preliminares de citotoxicidade e
adesdo de plaquetas que o material pode ser biocompativel ¢ hemocompativel.

De uma maneira geral, pode-se concluir que o material em questio tem
propriedades interessantes para ser aplicado como biomaterial. A gelatina
melhorou a compatibilidade com o sangue e adeso celular, enquanto que o

PVP melhorou as propriedades mecénicas das IPNs.




ABSTRACT

Polymer materials for biomedical applications should possess good
physico-chemical and mechanical properties as well as suitable
biccompatibility. A number of synthetic polymers have the required physical
properties but are not acceptable from the point of view of biocompatibility.
On the other hand, biological polymers present inadequate mechanical
properties although they are often biocompatible. The association of useful
propertics of natural and synthetic polymers could be achieve through
blending.

IPN’s hydrogels of poly(vinyl pyrrolidone) (PVP) and gelatin in
compositions 30/70, 50/50 and 70/30 in mass percentage were prepared from
aqueous solution using potassium persulfate (100%) and glutaraldehyde (3%)
as their respective cross-linking agents.

Characterization of the materials in dehydrated state was made to
evaluate blends thermal stability and miscibility. Termogravimetric analysis
(TGA) showed that IPNs are all stable thermaily up to 250 °C. Miscibility
studies, by means modulated differencial scanning calorimetry (MDSC),
indicated miscibility in all range of composition, while dynamic mechanical
analysis (DMA) showed phase separation in IPN containing 70% gelatin. This
result could be explained by a large difference between polymers cross-linking
density in this composition.

Swelling studies showed that all IPN’s are able to retain high water
content and, although PVP presents very higher swelling degree than gelatin,
this behavior is not reflected in IPN’s. The content of water inside IPNs does

not change 1n proportion to the amount of PVP in blend.




Swell state matenial surface was analyzed by phase contrast light
microscope: topography is different to each IPN, although all had irregular
surface. Elastic behavior was studied through compression mechanical
experiments: 50/50 composition IPN had better performance than pure
polymers.

Preliminary citotoxicity and platelet adhesion tests showed hydrogel do
not produce adverse effect on cells and blood, so it could be biocompatible.

In a general way, is possible to conclude that these hydrogels have
attractive properties for biomedical application. Gelatin contributes for a better

blood compatibility and cell adhesion, while PVP improves mechanical

properties of IPN’s.
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Capitulo 1 Introdugio

1.1-Biomateriais

Biomateriais sdo materiais nfo vivos que possuem algumas
propriedades especiais que lhes permitam ser utilizados em dispositivos
médicos buscando a interagio com o sistema biolégico'. Eles podem ser
usados tanto para reconstrugdo e substituigio de partes do corpo humano,

quanto para a fabricagfio de mecanismos para manutencéo da vida {figura 1).

- I
Aplicagfes de
biomateniais
|
{ :
Reconstrucdio do Uisposifivos para
corpe humane manutengio da vida

implardes Marca-passc
Suturas Catefers
| Supories para crescimento de tecidos ¥ Circacio extracompdres
| Goberturas para ferimentos ¢ queimadures || | iberacdo confrolada de drogas

Figura 1: Exemplos de aplicagdes para biomateriais' ™,

Duas caracteristicas s30 cruciais para que um material seja utilizado
nesse tpo de  aplicagdo: biocompatibilidade ¢ funcionslidade.
Biocompatibilidade ¢ definida como a habilidade de um material induzir no
tecido hospedeiro uma resposta adequada a uma aplicagdo especifica, ou seja,
o material n3o perturba o sistema biologico nem este interfere na
funcionalidade do material’. A funcionalidade implica que o material
mantenha seu desempenho por todo o tempo esperado para a aplicacdo, seja

ela temporaria ou definitiva. O cumprimento desses e outros requisitos




Capitulo 5- Caracterizacio na forma de hidrogel

5.1- Ensaios de intumescimento
5.2- Ensaios mecanicos
5.3- Andalise de superficie
Capitulo 6- Avaliacio da compatibilidade com fecidos e sangue
6.1- Testes de citotoxicidade
6.2- Testes de adesdo de plaquetas
Capitulo 7- Conclusfes e sugestbes para trabalhos futuros
Referéncias Bibliograficas

Anexo I

Anexo Il

Anexo 111

45
49
54

57

69

76

78

87

S0

92




Capitulo 1 Introducio

I'1- INTRODUCAO

1.1-Biomateriais

Biomateriais sio materiais nfc vivos que possuem algumas
propriedades especiais que lhes permitam ser utilizados em dispositivos
s oq" . - . . , . 1
médicos buscando a interagdo com ¢ sistema bioldgico . Eles podem ser
usados tanto para reconstru¢do e substitui¢do de partes do corpo humano,

quanto para a fabricago de mecanismos para manutencdo da vida (figura 1).

Aplicagdes de
biomateriais
{

T ]
Reconstrugio do Dispositives para
corpo humano manutengéo da vida

Sulums Cateters
Suportes para crescimento de tecidos Circulagdo extracopérea
Coberturas para ferimertos e queimaduls Liberagao controlada de drogas

il implantes l ii Marcapasso

Figura 1: Exemplos de aplicacfes para biomateriais' .

Duas caracteristicas sfo cruciais para que um material seja utilizado
nesse tipo de aplicagdo:  biocompatibilidade e  funcionalidade.
Biocompatibilidade ¢ definida como a habilidade de um matenial induzir no
tecido hospedeiro uma resposta adequada a uma aplicagfo especifica, ou seja,
o material ndo perturba o sistema biologico nem este interfere na
funcionalidade do material>. A funcionalidade implica que o material
mantenha seu desempenho por todo o tempo esperado para a aplicagdo, seja

ela temporaria ou definitiva. O cumprimento desses € outros requisitos
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depende das propriedades fisico-quimicas, mecanicas e biolégicas do material
(composigdo, estrutura, estabilidade, fisico-quimica da superficie, resisténcia a
forgas ou pressGes as quais sera submetido, resisténcia ac ataque de fluidos
fisiologicos e enzimas, entre outras) .

Muitos biomateriais ja sfo utilizados rotineiramente e vérios trabalhos
de pesquisa t€m procurado materiais com propriedades cada vez melhores
para essa funcfo. As categorias estudadas para esse fim incluem ceramicas,
metais, vidros, carbono, biomoléculas naturais modificadas, polimeros e
compdsitos. Apesar da grande variedade de biomateriais, ainda nfo existe,

para muitas aplicagles, um que satisfaga todos os requisitos necessarios.

1.2- AplicacBes de polimeros na medicina

As aplicagdes cirtirgicas dos polimeros naturais representa a maior
utilizagdo de polimeros até o sécule X3X°. Pouco tempo depois do
desenvolvimento dos polimeros sintéticos, seu uso em aplicacdes biomédicas
atraiu a ateng¢do de muitos pesquisadores devido a algumas importantes
caracteristicas: sdo leves, oferecem uma grande variedade de composigdes ¢
propriedades, si3o facilmente fabricados e podem ser obtidos em formas
variadas.

Atualmente muitos polimeros sintéticos sdo usados em aplicagdes
biomédicas (tabela 1) sendo que a maioria estd concentrada nas areas de

cardiologia, ortopedia, odontologia, oftalmologia, biotecnologia e implantes

. 2.4
de tectdos moles™ .
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Tabela 1: Algumas aplicagdes biomédicas de materiais poliméricos™”.

POLIMERO APLICACOES

Poliuretanas Isolante para fio de marca-passo, vasos
sanguineos e coragdo artificiais, cateters,
beolsas  de  sangue, substituinte de
ligamentos.

Polissiloxanos Juntas de dedos, membranas de oxigenacio

(Siliconas) artificial, proteses de mama, valvulas de
coracdo, cateters.

Poliamidas Suturas, microencapsulagio de curto prazo,
células artificiais.

Polietileno Préteses de quadril, porta sangue para rins

artificiais, pinos para ortopedia.

Poli(terefialato de etileno)
(PET)

Enxertos vasculares, reforco de implantes,

suporte para regeneragdo de tecidos.

Poli(metacrilato de metila)
(PMMA)}

Proteses ortopédicas, lentes de contato
rigidas, lentes intraoculares, cimento

dentario e dsseo.

Poli(metacrilato de hidroxietila)
(PHEMA)

Lentes de contato gelatinosas, protese de
mama, coberturas para ferimentos e
queimaduras, liberagdo controlada de

drogas.

Policarbonato

Implantes de crinio, oxigenadores de

sangue, membranas de hemodialise.
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Polimeros naturais, ou biopolimeros, também sfo bastante utilizados na
area de biomateriais. De origem vegetal (celulose, amido) ou animal
(colageno, albumina, dextrana, elastina, fibronectinas), eles possuem a
vantagem de conter informagSes que facilitam a interacdo com as células.
Esses materiais podem ser utilizados em sua forma natural ou quimicamente
modificados, ¢ as aplicagdes envolvem substituintes de ligamento,
hemodialise, dispositivos de liberacdo controlada de drogas, suturas e
implantes biodegradaveis, cobertura para ferimentos e queimaduras’.

Muitos polimeros sintéticos que ji estio disponiveis comercialmente
apresentam propriedades mecénicas e fisico-quimicas comparaveis aquelas
dos tecidos bioldgicos que vio ser substituidos, mas ndo sdo suficientemente
biocompativeis. Essa ndo biocompatibilidade se deve, principalmente, &
presenca de mondmeros ¢ de aditivos. Por outro lado, muitos polimeros
naturais possuem boa biocompatibilidade, mas suas propriedades mecénicas
sdo geralmente inadequadas. Melhorias nas caracteristicas de um biomaterial
sintético podem ser obtidas pela adicdo de macromoléculas biologicas. O
material resultante deve combinar as propriedades mecanicas adequadas do

componente sintético com a biocompatibilidade do componente biologico®”.

1.3- Hidrogéis

Hidrogéis sdo polimeros na forma de rede tridimensional, capazes de
reter grandes quantidades de agua. A quantidade de agua presente nesses
materiais € de pelo menos 20 % da massa total e se for maior que 95% o
hidrogel € chamado de superabsorvente®. A propriedade de intumescer na

presenga de agua, formando um gel eldstico, e de encolher na auséncia da
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mesma apresentando, entdo, um comportamento vitreo & a principal
caracteristica de hidrogéis. A extensio do intumescimento é determinada
principalmente pela natureza da cadeia polimérica e pela densidade de
reticulacio.

Para manter as estruturas tridimensionais, as cadeias poliméricas do
hidrogel sdo normalmente reticuladas fisica ou quimicamente. Na reticulagio
quimica as cadeias estdio unidas por ligagBes covalentes, enquanto que na
reticulagdo fisica as cadeias estdo conectadas por ligacdes tipo ponte de
hidrogénio, interagdes de Van der Waals, ibnicas ¢ hidrofobicas, ou pela

presenca de uma fase cristalina’,

fal is}

Figura 2: Representacfo esquematica de um hidrogel.

O interesse por hidrogéis na area de biomateriais & justificado por
algumas vantagens que esses polimeros apresentam: a natureza elastomérica e
macia dos hidrogéis minimiza a irritagdo mecénica e a causada por fricgdo aos
tecidos, a baixa tensdio interfacial com os fluidos e tecidos minimiza a

adsor¢do de proteinas ¢ adesfio de células; a capacidade de intumescimento
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facilita a retirada de residuos de reagentes usados na preparacdo do material e
permite a permeagdo e difusio de metabolitos de baixa massa molar
Hidrogéis vém sendo usados em virias aplicagdes biomédicas. Alguns
exemplos s&o: liberagio controlada de drogas, lentes de contato gelatinosa e
intra-oculares, coberturas para ferimentos ¢ queimaduras, recobrimento  de
superficies para melhorar a biocompatibilidade, membranas de hemodialise,
prétese de ligamentos, desenvolvimento de musculos artificiais. Recentemente
tém sido desenvolvidos novos hidrogéis, chamados de “espertos” ou
“inteligentes”, cujo comportamento de intumescimento/encolhimento,
degradagdo e curvatura responde a mudancas nos fatores externos, como pH,
temperatura, campo elétrico, forga idnica, solvente, tensdo, luz e pressdo. Com
essa sensibilidade ac ambiente, novas aplicages para esses materiais tém sido

. 2
consideradas”.

Hidrogéis podem ser obtidos em quatro formas principais:

- Filmes. Evaporagio de solvente com subsequente reticulagdo.

2- Redes reticuladas. Normalmente obtidas por polimerizacdo em
massa ou em solugo.

3- Enxertia de superficies. Enxerto de polimero hidrofilico em
substratos poliméricos hidrofébicos.

4- Redes poliméricas interpenetrantes (IPN).

Devido a alta quantidade de agua incorporada em sua estrutura, os
hidrogéis normalmente apresentam propriedades mecénicas ruins quando

comparados a outros materiais poliméricos. Os dois altimos métodos

permitem a obtengdo de hidrogéis com propriedades mecinicas melhoradas.
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1.4- Redes Poliméricas Interpenetrantes (JPNs)

A mistura de polimeros é uma técnica que vem sendo muito usada na
ciéncia de polimeros para obtencfic de materiais com novas propriedades de
maneira rapida ¢ econdmica. Essas propricdades dependem da composicio da
mistura e, portanto, podem ser alteradas através de variagio da mesma’.
Dependendo da forma como ¢ feita, a mistura pode resultar diferentes tipos de
sistemas moleculares divididos em copolimeros, blendas e IPNs.

Na reag8o de copolimerizagdo dois ou mais tipos de mondmero sdo
incorporados numa mesma cadeia polimérica. De acordo com a distribuigio
desses mondémeros na cadeia o copolimero pode ser classificado como
aleatorio, alternado, bloco ou de enxertia

As blendas sdo definidas como mistura fisica de dois on mais polimeros
com baixo ou nenhum grau de ligagSes quimicas entre eles. Quando a mistura
envolve dois polimeros em rede que tenham sido polimerizados e/ou
reticulados um na presenga do outro sem ligagGes covalentes entre eles, o
material obtido € chamado de IPN (Interpenetranting Polymer Networks).
Existem outras definigdes mais especificas para IPN relacionadas com o
método de obtengéo. Os tipos mais importantes sdo:

1- IPN sequencial. Monémero do polimero B e iniciador sdo

intumescidos na rede do polimero A e polimerizados i situ.

2- IPN simultineo (SIN). Mondmeros ou pré-polimeros mais agentes

reticulantes ¢ iniciadores de ambas as redes sdo misturadas. As reacdes,

ndo interferentes, ocorrem simultaneamente.

3- IPN latex. IPNs obtidas na forma de latex normalmente com

estrutura tipo “core-shell”.
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4- Semi-IPN. Um dos polimeros presente na mistura apresenta-se na

forma linear.

Figura 3: Representagdo esquemdtica de uma IPN. -— Polimero A

re‘iieuﬁadg; ~— Polimero B reticulado.

Os meétodos mais usados para obtengdo de blendas sio mistura
mecanica e mistura em solugdo. Na mistura em solucfio os componentes da
blenda sdo solubilizados em um solvente comum que depois € evaporado para
obten¢dio do solido (casting); esse método & principalmente usado em escala
de laboratério.

As propriedades de blendas dependem, primeiramente da miscibilidade
dos componentes envolvidos. As propriedades das blendas de polimeros
misciveis podem ser ou aditivas ou sinergéticas, enquanto as de polimeros
imisciveis dependerfo também da morfologia e da adesic enire as fases, além
das propriedades individuais de cada componente’

De uma maneira geral, para ser considerada miscivel a blenda deve
apresentar homogeneidade em nivel molecular ¢ energia livre de mistura
negativa. O primeiro rtequisito ¢ cumprido quando os componentes nio
formam microdominios misturando-se com elevado grau de dispersdo. O

segundo pode ser alcangado quando ha entre as moléculas, interacSes
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especificas que resultem em calor de mistura exotérmico; 1850 porque, devido
a alta massa molar dos polimeros, as misturas envolvem pouca mudanga de
entropia, entdc a energia livre e consequentemente a miscibilidade dependem
essencialmente do fator entdlpico. Estas mesmas regras aplicam-se a IPNs,
com a diferencga de que a extensfio da segregacio de fases e 2 morfologia
podem ser controladas pela densidade de reticulagdo e pela rota sintética,

A mistura de polimeros sintéticos e naturais é uma maneira de combinar
as propriedades mecinicas do componente sintético com as biologicas do
natural. A reticulagdo dos componentes da mistura formando PN é importante
para melhorar as propriedades mecanicas e a estabilidade enzimatica desses
materiais. As propriedades mecinicas dos hidrogéis, geralmente ruins, podem

ser melhoradas por obtengo na forma de IPN.

1.5- Poli (vinilpirrolidona)

A poli(vinilpirrolidona) (PVP) é um polimero biodegradavel e solavel
em agua; possui carater anfifilico: os grupos amida e carboxila altamente
polares conferem propriedades hidrofilicas (e de atragdo polar) ¢ os grupos

apolares metileno e metila conferem propriedades hidrofobicas'’,

o

Figura 4: Representacio da estrutura do PVP.




Capitulo 1 Introducio

O PVP tem estrutura similar aquelas das proteinas; ¢ considerado um
modelo simples de proteina sendo fisiologicamente inativo. Possui boas
propriedades formadoras de filme, ¢ um polimero forte ¢ flexivel e exibe
excelentes propriedades complexantes e coloidais'®.

O PVP em solugfio aquosa pode ser reticulado por reacdo com certog
agentes quimicos ou irradiados com luz ultravioleta ou raios gama formando
um hidrogel'’. PVP linear vem sendo usado ha muito tempo nos campos
médico e farmacéutico e normalmente ndo tem apresentado toxicidade e nem
potencial trombogénico'”. Na forma de hidrogel tem sido usado em aplicagdes
biomédicas e industriais: hidrogéis de copolimero de vinilpirrolidona e
metacrilato de hidroxietila tem sido usado para a fabricago de lentes de
contato moles; um material compésito preparado de um hidrogel de PVP e
borracha de silicona tem sido estudado para possiveis aplica¢es como
componentes de um coragio artificial e inferfaces compativeis com sangue ¢
tecidos'”. PVP também tem sido usado para recobrir superficie de poliuretanas
para melhorar a hemocompatibilidade !>,

Os géis de PVP podem ser formados a partir de solugdo aquosa por
reacdo com dalcalis fortes, persulfatos morgénicos ou perdxidos. A gelagdo
com dlcalis fortes envolve a abertura do anel da pirrolidona para formar

unidades de poli (vinil acido aminobutirico) ',
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1.6- Gelatina

A gelatina € um polipeptideo derivado da hidrélise parcial controlada do
colageno. Essa hidrolise pode ser 4cida resultando na gelatina Tipe A, ou
basica que da a gelatina tipo B. Embora esse polimero nfo seia encontrado na

natureza, a classificagdo como natural é mais adequada do que sintético.

aminodcido N-terminal [ " laminodcido C-terminal
LT
CH N J CH
TR o el ™ coon
It ]
R H
- n

Figura 5: Representacdo da estrutura de um polipeptideo.

O colageno ¢ uma proteina fibrosa da classe das escleroproteinas,
insoluvel em agua e na maioria dos solventes ordinarios. E a mais abundante
das proteinas do reino animal, constituinte de pele, tenddes, cartilagens e
outros tecidos conectivos, 0ssos e dentes. Difere das outras proteinas por
conter grandes quantidades de prolina, hidroxiprolina (aminoécidos ciclicos),
glicina e aminodcidos constituidos de enxofre, sendo a tmica proteina
conhecida que possui quantidades significativas de hidroxiprolina'®,

A unidade estrutural fundamental do colageno é a molécula de
tropocolageno que consiste de trés cadeias polipeptidicas em conformacdo

helicoidal mantidas juntas por interagdes do tipo pontes de hidrogénio
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intermolecular. A formagio dessas ligagdes e da tripla hélice so6 & possivel
quando o terceiro residuo na cadeia ¢ a glicina.

Em solugdes aquosas a temperaturas suficientemente altas as cadeias de
gelatina assumem configuragBes aleatérias apresentando comportamento
andlogo ao de cadeias lineares de altos polimeros sintéticos. Essa semethanca
permite examinar a estrutura ¢ comportamento da gelatina do ponto de vista
das teorias desenvolvidas para tratar os sistemas poliméricos sintéticos”.

Ha diversas variedades de gelatina, a composigio depende da fonte de
colsgeno e do tratamento hidroliticc usado. Em todos os tipos hid um
predominio dos aminoécidos prolina, glicina, cido ghutdmico, hidroxiprolina,
alanina, acido aspartico e arginina.

A gelatina comercial possui massa molar de 65000 a 300000 g/mol. E
um solido vitreo cujos grinulos intumescem quando imersos em 4gua fria,
Com o aquecimento essas particulas intumescidas se dissolvem para formar
uma solugio. Se a solugdo for 4cida as moléculas de gelatina s3o carregadas
positivamente e se for basica sdo carregadas negativamente, ou seja, a gelatina
possui carater anfotérico'®.

A formagdo de géis termicamente reversiveis em solugdo aquosa é
influenciada por virios fatores. O processo inicia com um aumento da
viscosidade resultando na formacgdo do gel. A forca dos géis formados
depende da concentragfio e da forga inirinseca da gelatina usada, que é uma
fungdo da estrutura e da massa molecular.

A formagdo do gel ndo ¢ completamente entendida ainda, mas acredita-
se que seja resultado de ligagBes do tipo ponte de hidrogénio (reticulacdo
fisica). As moléculas de gelatina sdo arranjadas em micelas formando um gel

semisolido que complexa a 4gua. Uma teoria moderna propde que a primeira

etapa na gelagdo ¢ a formagio de regides ordenadas causadas pelo retorno
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parcial da gelatina a estruturas em hélices como as do coldgeno. Depois, uma
rede fibrilar tridimensional continua de micelas se forma no sistema,
provavelmente devido a formac3o de ligagdes nfo-especificas entre os
segmentos mais ordenados das cadeias. LigacBes hidrofobicas, do tipo ponte
de hidrogénio ¢ eletrostaticas podem estar envolvidas na reticulacio; ¢ como
essas ligagdes podem ser rompidas por aquecimento, o gel é termicamente
reversivel. A formacfo de reticulagdo é a parie mais lenta desse processo,
entdo, sob condi¢les ideais, a forga do gel aumenta com o tempo a medida que
mais pontos de reticulagdc sdo formados. O efeito total é o aumento da
dependéncia da massa molecular média ¢ da ordem com ¢ fempo. A
reorganizacdo da estrutwra das moléculas envolve a associacdo enire
componentes {cadeia peptidica) que diferem em grau de reticulacio,
comprimento de cadeias e composigio quimica’.

A estabilizagdo dos biomateriais baseados em coldgeno, seja por
métodos quimicos ou fisicos, é necesséria para diminuir a suscetibilidade a
degradaco enzimdtica. Somente materiais suficientemente estabilizados
manterdo as propriedades mecédnicas requeridas durante o periodo de
implantagio desejado”_ O glutaraldeido € o agente reticulante mais comum
usado na estabilizagfio de colageno e gelatina, entretanto, € preciso que haja a
eliminacfo completa do excesso de glutaraldeido, porque a toxidez desse

reagente pode interferir nos resultados dos testes de biocompatibilidade'®.
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A mistura de polimeros sintético e natural pode resultar em materiais

que reunam as propriedades de ambos tornando possivel a sua utilizagfio em
aplicagdes biomédicas

O objetivo desse trabalho € fazer uma pré avaliagio (triagem) da
potencialidade de hidrogéis de IPNs baseadas no polimero sintético
poli(vinilpirrolidona), ¢ no polimero “npatural”, gelatina, serem utilizadas
comgo biomaterial.

A caracterizagdo no estado desidratado wvisa estabelecer o
comportamento de fases da mistura ¢ a estabilidade térmica.

No estado intumescido sfio avaliadas propriedades importantes para

aplicagbes biomédicas como superficie, comportamentos mecénico ¢ de

mtumescimento, compatibilidade com sangue e tecidos.
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3.1- Experimental

As IPNs foram preparadas usando-se o método de mistura em solucéo.
Uma solugo aquosa 5% (m/V) de gelatina (Leiner), obtida de coldgenc de
couro de boi por processo de hidrélise basica (Tabela 2), ¢ uma solugdo
aquosa 5% de PVP (Aldrich), com massa molar de aproximadamente 360000
g/mol foram misturadas ,em temperatura ambiente, em proporgdes adequadas
para se obter as composigdes 30/70, 50/50 e 70/30 em porcentagem de massa
dos polimeros. As mistwras foram mantidas sob agitagio por

aproximadamente 20 horas e depois foram adicionados os agentes reticulantes

de cada polimero.

Tabela 2: Especificaces da gelatina tipo B usada. Dados fornecidos

pelo fabricante.

n.” do lote T118 pi 5,0
Bloom (g) 245 sulfato (ppm) 4005
viscosidade (mps) 391 calcio (ppm) 1390
pH 5,71 cloreto (ppm) | 290

cor 3 crémio (ppm) 0,9
claridade (NTU) 45 sédio (ppm) 1945

teor de cinza (%) 0,87 potassio (ppm) 53

Para a reticulagfo da gelatina foi adicionada uma solugiio aquosa de

glutaraldeido (Sigma) de forma que a proporgdo de massa de reticulante por
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massa de polimero fosse de 3 % e para a reticulagdo do PVP fo1 adicionado
persulfato de potassio (Cinética Quimica) numa proporgdo de 100 %. Depois
de feitas todas as adigBes a mistura foi novamente agitada para uma methor
dissolugdo dos reagentes e entfo colocadas em placas de Petri de Teflon e

mantidas em forno convencional a uma temperatura de 70 + 2 °C por 2 horas.

Depois da reticulagio os filmes foram lavados com agua destilada para

remover o8 excessos de reticulantes.

A metodologia da reticulagdo de ambos os polimeros estd bem
estabelecida nas referéncias 11 e 18, onde foi avaliada a influéncia de varios
fatores como temperatura, concentracio, tempo e pH no grau de reticulagfo.

As condigbes de preparacio foram escolhidas de forma a otimizar a reagdo

para os dois polimeros.

Também foram preparados filmes dos polimeros puros com e sem

reticulacdo.

As amostras estudadas foram codificadas de acordo com a tabela 3.

Tabela 3: Amostras de PVP ¢ gelatina estudadas.
CODIGO | AMOSTRA

GPL Gelatina B Linear

GPR Gelatina B Reticulada

IPN1 IPN PVP/gelatina 30/70 (% m/m)
IPN2 IPN PVP/gelatina 50/50 (% m/m)
IPN3 IPN PVP/gelatina 70/30 (% m/m)

PVPR PVP Reticulado
PYVPL PVP Linear
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3.2 -Mecanismos de reticulacio

A reticulag@io da gelatina com glutaraldeido é um processo muito
complicado, resultando na formacdo de uma grande variedade de possiveis
entidades reticulantes (Figura 6). Envolve a reagio dos grupos amina livres
dos aminoécidos lisina e hidroxiprolina da cadeia do polipeptideo com os
grupos aldeido do glutaraldeido. A primeira reagdo que ocorre € a formagdo de
uma base Schiff (III), imina resultante da rea¢do de wma amina primaria
alifatica ¢ um grupo aldeido. Essa imina é um intermediario instavel e em
agua pode ser hidrolisada regenerando os materiais de partida, porém nesse
caso as bases Schiff sdo estabilizadas por reag3o com outras moléculas de
glutaraldeido durante a formagio das reticulagdes'.

Depois disso uma grande variedade de reagdes subsequentes podem
estar envolvidas na reticulagfio do material. Basicamente pode se esperar que o
intermediario III reagira para dar IV (n=0). Entretanto, outras reacgGes de Il
com o glutaraldeido sfio também possiveis; essas reagOes podem levar a
aminas secunddrias ou tercidrias ou a compostos piridinicos.

Em meio aquoso ¢ possivel a formagdo do aminal ciclico XII. As
reticulagdes podem ser formadas depois da reagfo de XII com glutaraldeido e
dgua para dar XIII. O intermediario 1l também pode reagir com glutaraldeido

de duas outras maneiras: em uma reagdo de condensagdo do tipo alddlica onde

o composto V € o produto ¢ também por reagdo de Mannich onde a amina
VIl é formada.
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Figura 6: Esquema da reticulagio da gelatma por glutaraideidoig

O mecanismo exato de formacio de ligagdes na reticulagdo do PVP com
persulfato ainda ndo ¢ conhecido. Presumivelmente ele envolve a abstragdo de
um atomo de hidrogénio do anel ou grupo vinila com a subsequente formacdo
de uma reticulacdo nesse sitio. A decomposig¢do térmica do persulfato em

solugio aquosa primeiramente gera duas espécies, o ion radical sulfato
(* S0} ) e o radical hidroxila (*OH), que sdo capazes de abstrair um 4tomo de

hidrogénio da molécula do polimero. Além da reticulagio intermolecular, a
P . ~ P 11
cisdo da cadeia e outras reagdes competitivas podem ocorrer
Duas importantes caracteristicas dessa reticulagfo sio as concentragdes

extremamente altas de persulfato (no minimo 100 % da massa do polimero)
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requeridas para formar géis de forga consideravel e a forte dependéncia do
moédulo de cisalhamento (G’'max) com a temperatura da reagdo. Ambas
sugerem que oufras reagles além da reticulacfo intermolecular estdo
competindo pelo persulfato.

Na reag¢ao de reticulagio o macroradical formado se aproxima de outro
macroradical por difusio molecular ou segmentar ¢ forma uma ligacdo
covalente estavel. O macroradical também pode se rearranjar para um estado
mais estdvel por cisio de cadeia, via desproporcionagfio, na vizinhanga do

elétron desemparelhado:

wontans e Gy v wocenne === CHo CH—CHypmom

N

(> T

Reticulagdo intramolecular também pode ocorrer através de formacio

de anel:

(Y=o Sl

Um microgel resuita quando o radical sofre reticulagdo intramolecular,
Ambos, a ¢isdo de cadeia ¢ a reticulagio intramolecular diminuem o volume
hidrodindmico da molécula do polimero.

Na presen¢a de oxigénio, os macroradicais podem decair por
degradagfio oxidativa, que ocorre principalmente durante o estagio inicial da

reagdo, quando algum oxigénio dissolvido pode estar presente na solugdo.
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+ e

Qutras reagdes competitivas de relativa importdncia incluem:
polimeriza¢&o de mondmero residual, desativagdo de macroradicais por reagio
com radical sulfato, desativagdo de dois radicais hidroxila por formagfio de
dgua e oxigénio.

O pH ndo afeta a reticulagio, embora em meios fortemente 4cidos ou

basicos possa ocorrer abertura do anel da pirrolidona formando unidades na

forma de aminoacidos'’.

3.3- Consideracdes sobre a formaciio das redes

O método utilizado nesse trabalho para a obtengio de IPNs é pouco
usado, envolvendo a mistura de polimeros e a reticulagdo dos mesmos em
solugiio’™**. Métodos convencionais de obtengdo de IPNs partem de misturas
onde pelo menos um dos componentes encontra-se na forma monomérica ou
oligomérica

Em sistemas onde ocorre a formagdo de radicais livres ha a
psssibilidade de reagdes entre os diferentes polimeros. Em IPNs estas reagdes
sdo indesejadas, mas inevitdveis, podendo ser minimizadas pela escolha
apropriada dos polimeros.

No caso das IPNs foi constatado experimentalmente que nas condigdes

utilizadas na preparacdo do material (tempo, temperatura, porcentagem de
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reticulante), o glutaraldeido, reticulante da gelatina, ndo reticula o0 PVP ¢ o
persulfato, reticulante do PVP, nfo reticula a gelatina. Ou seja, os reticulantes
ndo contribuem para a formag3io de ligagdes cruzadas no outro polimero
presente na mistura.

Tem sido relatado na literatura a enxertia de macromoléculas lineares
sintéticas em superficies de gelatina reticulada, usando-se persulfato como
iniciador’***. Os polimeros enxertados sdo formados a partir de mondmeros,
mas no caso do sistema estudado nesse trabalho ¢ possivel que segmentos de

PVP linear possam ter se ligado por enxertia a gelatina reticulada.

Um estudo cinético e uma analise aprofundada por espectroscopia
poderiam elucidar se realmente houve formacio de estrutura diferente da

esperada; este porém ndo foi o objetivo deste trabalho.
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A estabilidade térmica ¢ o comportamento de fases das [PNs foram
avaliados no estado desidratado (xerogel) através das técnicas de anslise
termogravimétrica (TGA), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e

analise dindmico-mecanica (DMA).

4.1 —Andlise termogravimétrica (TGA)

Analise termogravimétrica é uma técnica na qual a variagio de massa
de uma amosira ¢ medida continuamente enquanto sua temperatura €
aumentada dinamicamente a uma taxa constante; essa variagdo de massa
também pode ser medida como uma fungdo do tempo enquanto a amostra é
mantida a uma mesma temperatura. O principal uso do TGA aplicado a
polimeros tem sido em estudos de decomposigio ¢ estabilidade térmica®.

Um analisador termogravimétrico é constituido por uma balanga que
monitora a variagio de massa, enquanto a amostra é aquecida ou mantida a
uma temperatura constante.

Em curvas termogravimétricas em que os fendmenos ocorrem muito

proximos uns dos outros, pode-se assinalar mais facilmente as temperaturas

apropriadas usando-se a curva diferencial dm/dT versus temperatura.

Experimental

Para todas as andlises foi utilizado o programa de aquecimento a 10

°C/min numa faixa de temperatura de 25 a 1000 °C sob fluxo de argdnio.




Caracterizagio na forma de xerogel

Capitulo 4 ‘

Resultados

A analise termogravimétrica foi realizada com ¢ intuito de avaliar a
estabilidade térmica da gelatina, do PVP e das IPNs em atmosfera ierte.

Foi feita uma pré-analise das curvas termbgraviméﬁésas apenas para
verificar quais as temperaturas iniciais dos processos de decomposigio e a
possibilidade destes processos estarem interferindo nas técnicas utilizadas
para estudo da miscibilidade (DSC ¢ DMA). Na tabela 4 s8o apresentadas
as faixas de temperatura onde ocorrem os principais processos de
degradagfo, assim como o teor de massa perdida em cada um deles. As

curvas termogravimétricas sfo apresentadas no anexo L.

Tabela 4: Dados da andlise termogravimétrica. Ty temperatura

inicial e Tr: temperatura final do processo.

Amostra | Processos T; (°C) | T¢(°C) | Perda de Massa

Degradativos (%)

PVPL 1° 415 459 92
PYPR e 209 271 10
2° 405 451 40

3° 806 858 21

GPL 1° 280 363 66
2° 560 796 32

GPR 1° 279 378 65
2° 570 572 3

IPN1 1° 265 470 63
2° 774 887 i8

IPN2 1° 355 459 61
2° 780 863 20

IPN3 1° 372 456 56
2° 801 847 23

Todas as amosiras estudadas, com excegdo da polivimipirrolidona
reticulada, PVPR, apresentam estabilidade térmica em atmosfera inerte ate
pelo menos 250 °C.
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4.2 —Avaliaciie da miscibilidade de misturas poliméricas

A miscibilidade em misturas poliméricas é um fator decisivo em suas
propriedades. Misturas misciveis apresentam, normalmente, propriedades
intermediarias as dos componentes puros. Em misturas pmisciveis, a
morfologia do material é altamente dependente do modo de obtengfio ¢ da
extensdo da separagdic de fases, e determina as propriedades Oticas,
mecéanicas, de permeacéo, etc.

A miscibilidade de misturas poliméricas pode ser detectada
experimentalmente por diversas técnicas, entre as quais a espectroscopia
nas regides ultravioleta e infravermelho, a ressonfincia magnética nuclear, a
microscopia eletrbnica de transmissdo ou varredura, técnicas que levam em
conta propriedades oticas e analise térmica.

As técnicas de analise térmica mais utilizadas para a obtengdo de
informacdes sobre miscibilidade sdo Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC), Analise Dindmico Mecénica (DMA) e Analise Termo Mecéanica
(TMA). Em todas elas a miscibilidade ¢ estudada pelo comportamento da
temperatura de transigio vitrea (Tg), que é a temperatura na qual o material
passa do estado vitreo para o elastomérico ou vice-versa. Misturas
misciveis apresentam uma {inica transigdo vitrea ocorrendo em temperatura

intermediaria as dos componentes puros, enquanto que misturas imisciveis

e parcialmente misciveis apresentam duas ou mais transigdes.
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4.2.1-Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Fssa técnica se baseia na detecgio de mudangas na entalpia ou calor
especifico da amostra com a temperatura. Os experimentos proporcionam
informacGes qualitativas e guantitativas sobre as mudangas guimicas €
fisicas que envolvem processos endotérmicos € exotérmicos ou mudangas
na capacidade calorifera. No DSC que funciona sob o principic de fluxo de
calor (figura 7), a amostra e a referéncia merte, normalmente uma panela
vazia, sio aquecidas segundo um programa predeterminado. O que ¢
registrado é a diferenga de temperatura entre 3 amosta € a referéncia. Essa
diferenca é convertida em calor através da calibragdo do equipamento com

uma substincia padrio, normalmente o indio™.

Figura 7  : Representagio esquematica do DSC com principio de

fluxo de calor.
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A técnica de DSC modulado (MDSC) permite a obtengdo das
mesmas informacdes dadas pelo simal de fluxo total de calor (diferenca
entre uma amostra ¢ uma referéncia inerte), mais sinais adicionais que
possibilitam a methor compreenséo das transigbes observadas. Enquanto no
DSC convencional a temperatura da amostra é variada segundo uma taxa
linear, no MDSC a temperatura € variada de uma maneira linear ¢ senoidal
a0 mesmo tempo (figura 8), usando-se uma taxa de aquecimento linear (°C/
min), uma amplitude de oscilagdo de temperatura (£ °C) e o periodo de
oscilagdo de temperatura (s). No DSC convencional mede-se somente a
soma de todas as transicdes térmicas na amostra, enquanio que no MDSCo
fluxo de calor modulado, soma de todos os eventos térmicos, pode ser
decomposto, usando-se a transformada de Fourier, em fluxo de calor
reversivel e fluxo de calor ndo reversivel. Além disso ¢ possivel determinar
a capacidade calorifica (Cp) em fungéo da temperatura diretamente™.

O fluxo reversivel de calor & calculado da componente da capacidade
calorifica do fluxo de calor modulado. As transiges vistas nesse sinal sdo
normalmente termodinamicamente reversiveis na temperatura na qual elas
sdo detectadas, como a transigdo vitrea.

O fluxo total de calor é o mesmo do DSC tradicional e é definido
como a média da corrida do sinal de fluxo de calor modulado.

O fluxo de calor ndo reversivel ¢ calculado subtraindo-se o fluxo de
calor reversivel do fluxo de calor total. Transigdes vistas nesse sinal sdo
normalmente termodinamicamente ndo reversiveis na {emperatura na qual
elas aparecem, por exemplo: relaxagdo molecular, cristalizagdo por

resfriamento, evaporacdo, cura de termofixos, decomposigdo.
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Figura 8: Perfil de aquecimento do MDSC.

As vantagens da técnica em relagdio ao DSC tradicional sdo™:

maior sensibilidade nos sinais de capacidade calorifica e fluxo de
calor reversiveis porque a linha base do instrumento nio afeta
esses sinais, tornando possivel a detecgdo de transicdes fracas.
alta sensibilidade e alta resolugfio no mesmo experimento: alta
sensibilidade obtida do largo sinal de fluxo de calor que é criado
por uma alta taxa de aquecimento instantinea ¢ alta resolugdo
obtida de uma baixa taxa de aquecimento média. No DSC
convencional transi¢des com menos de 20 °C de diferen¢a ndo
podem ser resolvidas, com a modulagdo essas transigdes podem
ser detectadas.

auxilia a interpretagdo de transigdes complexas: o sinal do fluxo
de calor total visto nos experimentos de DSC tradicional podem

ser separados em seus componentes reversiveis (capacidade

calorifica) e ndo reversiveis {cinética).
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Experimental

Para se avaliar a miscibilidade das IPNs utilizou-se a técnica de
Calorimetria Diferencial de Varredura na versdo modulada ( MDSC).
Os experimentos foram conduzidos no DSC 2910, TA Instruments
usando-se o seguinte programa de analise:
1. Temperatura inicial de ~100°C.
2. Modulagio a uma frequéncia de oscilagdo de +/— 1 (°C)
num perfodo de 60 segundos.
3. Isoterma por 10 minutos.

4. Rampa de aquecimento de 5 °C por minuto até 250 ° C.

Resultados

Na figura 9 sd3o apresentadas as curvas tipicas de fluxo de calor total,
fluxo de calor reversivel e fluxo de calor irreversivel para a gelatina
reticulada. A curva de fluxo de calor total corresponde a curva de DSC que
se obtém em experimentos convencionais. Observa-s¢ nesta curva que a
gelatina apresenta relaxagdes nas faixas de temperaturas de -20 a 40 °C,
que se manifestam como processos endotérmicos, e uma acentuada
variagdo da capacidade calorifica para temperaturas superiores a 50 °C, que
é responsavel pelo “declinio” pronunciado da curva de DSC.

Decompondo-se o fluxo de calor total, gbservamos que o evento
endotérmico entre -20 e 40 °C, bem como a queda acentuada da linha base
a temperaturas acima de 50 °C séo relativas a processos irreversiveis; esses
processos S0 provavelmente  relacionados a relaxagbes  das

macromoléculas em presenga de agua (efeito da plastificagio). Na curva de

fluxo reversivel observa-se com nitidez a transigdo vitrea para a gelatina
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em aproximadamente 200 °C. Além disso hd uma melhor definicio da

linha base.
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Figura 9 : Curvas de DSC da gelatina reticulada.

O endoterma que aparece junto com a transi¢do vitrea e que €
separado da mesma na curva de fluxo de calor irreversivel (figura 9), pode
ser associado a relaxacdo entalpica decorrente da histéria térmica do
material ou, mais provavelmente, a desnaturagdo de dominios ainda
ordenados da estrutura da gelatina. Embora a gelatina seja a forma amorfa
ou semicristalina (baixo grau de cristalinidade) do coldgeno, pode, por
resfriamento, retomar a estrutura tercidria do colageno com as moléculas

organizadas na forma de hélice®?’,

I

E importante ressaltar que as transi¢des observadas nos ensaios de

MDSC ndo estdo relacionadas a degradacio da gelatina (tabela 4).
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Das curvas de DSC sdo tiradas informacdes sobre a temperatura de
transi¢do vitrea ¢ sobre a largura da transi¢dio (tabela 5). A largura da
transi¢do ¢ definida como a diferenga entre a temperatura final ¢ a
temperatura inicial da transicfio, expressa em ° C. A temperatura de
transigdo vitrea € assumida como sendo a temperatura correspondente 3

meia altura da transi¢fo.

Tabela 5. Temperaturas de transigéio vitrea observadas nas curvas de

DSC. AW € a largura da transigfo.

AMOSTRA [TG (°C) [AW Q)
GPL 194 30
GPR 199 30
IPN1 165 30
IPN2 159 40
IPN3 154 65
PVPR 130 95
PVPL 177 10
*meia altura

Os valores de Tg para os polimeros de partida e para as IPNs foram
obtidos das curvas de fluxo de calor reversivel e portanto serdo

apresentadas apenas estas curvas (figura 10).
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Figura 10: Curvas de fluxo de calor reversivel obtidas com o MDSC
em fungdo da temperatura para as IPNs de PVP-gelatina. A porcentagem

em massa de gelatina nas misturas estd mdicada nas curvas.

As curvas de todos as [PNs apresentam uma tinica transi¢io vitrea,
em temperatura intermediaria as transi¢des da gelatina reticulada ¢ do PVP
reticulado, indicando uma provavel miscibilidade desse sistema, que €
atribuida as fortes interagbes por pontes de hidrogénio entre os grupos
amida e principalmente carbonila do PVP ¢ as aminas da gelatina (figura
11). Também para as IPNs as transi¢des observadas nas curvas de MDSC

nio estio relacionadas a degradacio dos materiais (tabela 4).

N
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Figura 11: Interagdes entre PVP e gelatina.
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Para todas as amostras pode se observar que a capacidade calorifica

(Cp) varia muito durante a varredura de temperatura € s se estabiliza

depois que as amostras sofrem transigdo vitrea.

Esta variagio de capacidade calorifica estd associada aos processos
de relaxagic que as macromoléculas podem sofrer. Para polimeros
hidrofilicos, a forte dependéncia de Cp com a temperatura muitas vezes
esta relacionada com a presenca de agua, que plastifica o material, ou seja,

diminui a energia de ativagio para as relaxagBes, que se manifestam a

temperaturas mais baixas.

A largura da transigdo, por sua vez, reflete o niimero de processos de
relaxacio responsaveis pela transigdo: quanto mais larga a transigdo, maior
o nimero de processos de relaxagfio. Assim, homopolimeros amorfos
costumam apresentar transigdes vitreas com largura até 10 °C, copolimeros

aleat6rios entre 10 e 30 °C e blendas ¢ IPNs podem apresentar transigdes

com largura de até 100 °C ou mais”®.

A analogia mais simples para se entender e explicar a largura e,
portanto, 0 nimero de processos de relaxacdo ¢ imaginar um material com
um gradiente de concentragdo, cada qual apresentando relaxagdes proprias
¢ que até se sobrepdem. Este tipo de situagdo tem sido denominada como
micro heterogeneidade, que define a situagldo em que a heterogeneidade
ocorre em segmentos de cadeia: um segmento de uma cadeia polimérica
pode se encontrar em um ambiente mais Tico em um componente € outro

segmento da mesma cadeia pode estar em um ambiente quimico diferente.

Na tabela 5 observamos que a gelatina reticulada apresenta Aw de 30
°C & 0 PVPR 95 °C. Isto indica que o PVPR apresenta um némero maior de
relaxagdes contribuindo para a transigdo vitrea, 0 que pode estar refletindo
a complexidade da reagdo de reticulagdo do PVP com persulfato, que

origina uma infinidade de estruturas quimicas distintas. Também & preciso
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considerar a alta higroscopicidade do PVPR que pode resultar na
plastificagdio do polimero, abaixando a Tg e alargando a transigdo. Para as

IPNs observa-se o aumento da largura da transigio 4 medida que aumenta o

teor de PV P na mistura.

4.2.2- Analise dindmico mecinica

A andlise dindmico mecdnica (DMA) € uma técnica poderosa para se
estudar o comportamento viscoelastico de sistemas poliméricos e os
processos que envolvem essa propriedade, como as relaxagdes, reagles e a
miscibilidade. As propriedades dindmico-mecdnicas de materiais séo
definidas submetendo-se o material 2 uma deformacdo ou a uma fensdo
oscilatoria. Se o comportamento viscoeldstico for linear, o material
responderd a deformagfo com uma tensdo também senoidal, porém
defasada de um 4ngulo 8 em relagio a deformacgio aplicada devido a
dissipagdo de energia® .

Pelo DMA pode-se medir o médulo de armazenamento (E’) e de
perda de energia (E’) e o fator de perda, tan 6, que € a razdo entre OS
modulos (E7/E”). O modulo de armazenamento ¢ uma medida da energia
mecanica que € armazenada pela amostra na forma de energia elastica. O
modulo de perda gquantifica a energia mecénica que € convertida em calor
através de diferentes processos de relaxagio que o material pode sofrer™.
Pode-se medir E’, E*” ¢ tan 8 em fungio da temperatura, da frequéncia e do
tempo.

Na figura 12 estd esquematizada uma curva tipica do modulo de
armazenamento para um polimero, identificando as regides com diferentes
comportamentos. A regifio viscoelastica da curva corresponde & regido de

transigdo vitrea, a qual se manifesta nas curvas de modulo de perda e fator




Capitalo 4 Caracterizagiio na forma de xerogel

de perda como um maximo ¢ na curva de médulo de armazenamento COmo

uma queda brusca (figura 13).
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Figura 12: Dependéncia do médulo com a temperatura.
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Figura 13: Perfil das curvas obtidas numa medida de DMA em

fungio da temperatura,
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Experimenial

Para estudar o comportamento viscoelistico ¢ as relaxagdes
secundarias foram realizados experimentos de analise dindmico mecénica
utilizando o aparelho de DMA TA Insiruments, modelo 983. Os
experimentos foram conduzidos no modo de frequéncia fixa de 1Hz.

Para todas amostras foi usado um programa com os seguintes
segmentos:

1. Temperatura inicial: 80 =C.

2. Isoterma (at€ que o valor do médule ficasse constante (de 30 a 60

minutos)). il

3. Incremento de 3 °C e equilibrio da temperatura.

4. Medigdo na frequéncia de 1 Hz e amplitude de 0,2 mm.

5. Repeticdo do segmento 3 até 265 °C.

13

Resultados

A figura 14 mostra as curvas de modulo de armazenamento obtidas
para os IPNs com diferentes composi¢des na faixa de temperatura de 80 a
265° C. A queda do valor do modulo esta associada com a transicdo vitrea.
Observa-se que 0 aumento da concentragio de gelatina causa o diminuicio
no moédulo de armazenamento na regidio elastica (T >Tg). Isto implica que

o PVP ¢ o componente mais rigido da mistura. Na figura 15 sdo mostradas

as curvas do modulo de perda para os IPNs com diferentes composigdes.
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Figura 14: Modulo de armazenamento em fun¢do da temperatura

para os IPNs de PVP-gelatina. Os numeros nas curvas indicam a

porcentagem de gelatina na mistura.
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Figura 15: Mddulo de perda em fungdo da temperatura para os IPNs
de PVP-gelatina. Os ndmeros nas curvas indicam a porcentagem de

gelatina na mistura.

Em aproximadamente 226 °C observa-se uma relaxagdo muito
intensa, evidenciada pela queda no médulo de armazenamento (figura 14) ¢

pelo pico na curva do médulo de perda (figura 15) para a gelatina. Essa

relaxagfio & atribuida 2 transigio vitrea da gelatina reticulada ¢ seca. Porém,
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como ja foi observado nos dados de DSC, na mesma faixa de temperatura
da transicio vitrea ocorre a desnaturagdc da proteina (perda da ordem
estrutural); logo em seguida o material pode sofrer reticulagio € comeca a
decompor. Todas essas mudangas afetam singularmente © modulo.

Para o PVP reticulado (PVPR), a dependéncia do modulo de
armazenarnento com a temperatura ¢ bem menos acentuada do que para 2
gelatina reticulada, evidenciando uma maior densidade de reticulagdo para
O primeiro ¢aso.

Com relacdio as IPNs a queda do médulo de armazemamento na
regido de transigio vitrea aumenta com 0 aumento do teor de gelatina,
indicando uma diminui¢io da resisténcia mecénica do material seco a

temperaturas maiores que a Tg, refletindo provavelmente na diminuicdo na

densidade de reticulagfo global.

%

Nas curvas de médulo de perda, além da transigdo vitrea podem ser
observadas relaxacdes secundérias do sistema (curvas em escala expandida
sio apresentadas no anexo II). A transi¢do vitrea, também chamada de
transiciio o, esta relacionada com o movimento das cadeias em nivel
macroscOpico. As relaxacgdes secundérias chamadas de BB, v ¢ 3 ocorrem em
temperaturas mais baixas que a Tg e estdo relacionadas com movimentos
localizados da cadeia principal ou de grupos laterais”™".

Em misturas homogéneas, o pico que ocorre a temperaturas mais
altas esta relacionado & tramsigfo vitrea, sendo que as relaxagbes que
aparecem em temperaturas menores sdo as secunddrias. Em misturas
heterogéneas, o método utilizado para distinguir transigdes vitreas de
relaxagdes secundérias € avaliando-se tanto as curvas de E” x T guanto as
de E° x T: transi¢des secundarias, por serem puntuais, ndo alteram
significativamente o moédulo de armazenamento, enquanto que a transicio

vitrea provoca uma queda acentuada no valor do médulo.
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Assim, por exemplo, para a amosira [PN1 é possivel observar dois
picos com maximo aparecendo em aproximadamente 120 °C ¢ 200 °C.
Estes dois picos estdo associados 3 transigdo vitrea, porque as curvas de
modulo de armazenamento apresentam quedas nestas temperaturas. Na
curva de médulo de armazenamento a transicdo a temperatura mais alta &
larga, e a temperatura correspondente obtida a meia altura ¢ de 237 °C. Esta
transicio esta relacionada ao pico largo com méximo a 200 °C na curva de
modulo de perda; esse pico aparece junto a um ombro (aproximadamente
230 °C) indicando a complexidade das relaxagOes nessa regido.
Aparentemente na IPN1 coexistem 3 fases, as quais estio associadas Tgs
de 120 °C (fase rica em PVP), 200 °C (fase rica em gelatina) ¢ 230 °C
(gelatina ¢ PVP).

J4 para as as IPNs contendo 30 e 50 % de gelatina, os resultados
mostram que s3o homogéneas, pois apresentam uma tnica transi¢do vitrea.

Na tabela 6 sdo apresentados os valores de Tg, obtidos das curvas de
modulo de armazenamento, assumindo como sendo igual a temperatura
correspondente 2 meia altura da queda do médulo. O mais correto teria sido
relacionar a temperatura correspondente ao maximo dos picos da curva de
E” x T com 2 Tg. No entanto as curvas de E” x T foram escolhidas para
este propdsito, porque a definigdo de alguns picos nas curvas deE”xTEé
ruim, dificultando a determinagdo.

Em IPNs é comum que ao se formar a rede, um dos componentes
seja expulso devido a forga elastica da mesma. Assim, misturas misciveis
podem se apresentar homogéneas quando houver grande diferenca entre a

densidade de reticulagio dos dois componentes. Istoc poderia ser uma

explicagio para o comportamento da IPN1.
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4.2.3 — Relagdo entre resultados obtidos por DSC ¢ DMA - O efeito
da agua.

Os wvalores de Tg medidos em experimentos de DSC sdo
acentuadamente mais baixos do que os medidas em experimentos de DMA
(tabela 6). Embora as condi¢des experimentais utilizadas para determinar
as temperaturas de transig@o vitrea sejam diferentes para cada técnicas, este
fato pode ser responsdvel apenas em parte pelas diferengas cbservadas nos
valores de Tg. Uma outra, e mais provavel explicagdo, ¢ a presenga de agua

nas amostras usadas para a realizagfo de ensaios de DSC.

Tabela 6: Dependéncia da Tg na composigo dos IPNs de PVP-

gelatina.

AMOSTRA TG (MDSC) * (°C) | TG (BMA) ** ¢¢C)
GBR 199 226
IPN1 165 120, 237
IPN2 159 221
IPN3 154 209
PVPR 130 203

* meia altura, ** curvas de E’ x T (meia altura)

Como a miscibilidade das IPNs esta sendo avaliada justamente pelo
comportamento da transigio vitrea, cuidados experimentais devem ser
tomados para a realizagdo dos experimentos. Em principio, os ensaios
realizados por MDSC possibilitam que eventos irreversiveis, como a

evaporagio da agua durante o experimento sejam separados de eventos

reversiveis como a transiglio vitrea. Entretanto, a velocidade de evaporagio
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da Agua pode ser um fator limitante e a transigio observada pode ser 2 de

um material ainda hidratado.

1527

Na Iiteratura so0 encontrados diferentes valores para a

temperatura de transigio vitrea da gelatina. Valores de Tg obtidos pelas
mesmas técnicas variam em até mais de 100 °C e sem duvida a falta de
concordancia pode ser parcialmente atribuida s diferentes quantidades de
4gua incorporada nas amostras.

A Agua tem um forte efeito plastificante na gelatina. Os filmes secos
de gelatina se equilibram muito rapidamente com a agua presente na
atmosfera, ¢ ¢ bem conhecido que a quantidade de dgua absorvida pelo
filme de gelatina depende da umidade relativa. Em experimentos onde a
miscibilidade é avaliada através da Tg, a presenca de dgua tem uma grande
influéncia, j4 que na presenca de diluentes plastificantes a transigdo vitrea
do material é deslocada para temperaturas mais baixas” 2> .

Nos ensaios de DMA pode-se observar que as propriedades
mecanicas do sistema em estudo sdo significativamente afetadas pela
presenga agua. Na figura 16 sfio mostradas as curvas de modulo de
armazenamento ¢ perda, ¢ fator de perda em fungdo da temperatura para a
IPN2, onde ¢ possivel observar o efeito da agua. As curvas obtidas
apresentam comportamento tipico de um material que enrijece durante o

aquecimento, como resinas que curam a altas temperaturas ou que perdem

o solvente, plastificante, como € o caso.
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Figura 16: Curvas de DMA para a amostra IPN2 contendo agua.

A curva de médulo de armazenamento mostra uma queda acentuada
na faixa de temperatura de -50 °C até a temperatura ambiente, seguida de
um ligeiro aumento e uma nova queda até temperaturas em torno de 50 °C.
Nas curvas DSC de fluxo de calor irreversivel também ¢ observada uma
transicio em 50 °C, que foi atribuida a relaxag¢es devido a presenca de
agua, aqui 0 mesmo processo pode ser observado.

Acima de 100 °C, o valor do modulo aumenta ligeiramente até
chegar a 200 °C onde o material sofre transigdo vitrea. O aumento do
médulo implica que o material esta perdendo a capacidade de dissipar
energia mecinica, ou seja, as cadeias estdo perdendo a flexibilidade. A
perda de flexibilidade com o aumento da temperatura € o resultado da
volatilizacdo da agua. As variagdes no modulo de perda e de tan & mostram
as relaxa¢des tanto de processos correspondentes ao aumento da
flexibilidade das cadeias, como de processos correspondentes ao
enrijecimento  das mesmas, ambos decorrentes do aquecimento das
amostras. Estes processos, enrijecimento e flexibilidade, ocorrem

simultaneamente, de forma que as curvas de DMA refletem a combinagéo

deles, sendo a sua interpretacdo complexa.




Capitulo 4 ' Caracterizacio na forma de xerogel

Na figura 17 ¢ ilustrado o comportamento do médulo para o PVP
durante a secagem isotérmica a 80 °C. Observa-se o aumento do médulo de
armazenamento com o tempo devido & evaporagdo da agua. Este resultado
mostra claramente a influéneia da Agua no comportamento mecnico do

material. As demais amosiras apresentaram curvas com o mesmo perfil

0 5 0 15 20 28 3¢ 3
Tempo {min)

Figura 17: Comportamento de E’ com o tempo 2 80 °C para o PVP

reticulado.

Além da alteragio do comportamento dindmico-mecdnico, 2
presenga de agua dificulta muito a medigdo provocando a quebra das
amostras em ensaios de DMA, quando essas comegam 2 oscilar em baixas
temperaturas. Provavelmente a expansdo da agua quando congelada cria
pontos de tensdo no polimero tornando-o fragil. A tnica forma de medir fo1
evitar o resfriamento da amostra e portanto o contato com umidade. Todas
as amostras sdo altamente higroscopicas e o processo de sorgdo de agua

parece ser muito rapido.

£ interessante observar que para a IPN1 foi observada somente uma
transicdo vitrea por DSC, enquanto que por DMA constatou-se duas
transicdes. A presenga da dgua mascara a transigio a temperaturas mais

baixas, pois deve haver uma diminuigdo na Tg, como também um
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alargamento da transigdo devido a plastificaco, além de outras relaxagdes
e a propria volatilizagdo da agua.

O comportamento da Tg com a variagiio da composigio dos IPNs €
bem diferente quando se compara os valores obtidos pelas duas técnicas.
Na figura 18 ¢ apresentado o comportamento da Tg em fungho da
quantidade de gelatina na mistura. A linha tedrica, calculada como sendo a
média ponderada das Tgs dos polimeros constituintes da mistura
(aditividade de volume), ¢ a forma mais simples de modelar o
comportamento térmico de misturas poliméricas misciveis. Equagdes de
Fox e Gordon-Taylor também sdo normalmente usadas como modelos, e a
equacio de Kwei € proposta para sistemas onde ligacGes tipo ponte de
hidrogénio contribuem para aumentar a miscibilidade entre as
macromoléculas™. Apenas para ilustrar o comportamento em relagdo ao

modelo tedrico, foi escolhida a transigdo vitrea ocorrendo a 237 °C no

DMA, supostamente relativa a fase PVP/gelatina.
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Figura 18: Comparagdo dos valores de Tg calculados (tebricos) €

observados para IPNs de PVP-gelatina em diferentes composigdes.
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Os dados de DSC diferem pouco do comportamento tedrico, porém
com tendéncia a apresentar um desvio negativo em relagdo a linearidade.
Os dados de DMA apresentam um comportamento inverso: desvio
pOSItivo.

Uma possivel explicagio seria que nos experimentos de DMA os
materiais estariam todos “ndo plastificados” sendo possivel observar o
efeito real das interagdes entre os dois polimeros que seriam fortes o
suficiente para requerer maior energia para a relaxagfo das cadeias. No
DSC a presenga de dgua impede que essas interacles sejam tdo fortes
resultando em um abaixamento da Tg.

O formato sigmoidal da curva de Tg x composigdo ja foi relatado na
literatura para outros sistemas contendo PVP onde hd a formacdo de
ligacdes especificas do tipo ponte de hidrogénio™> . Também ja foi
observado para © sistema miscivel PVP-Poli(vinilformal), a mesma
tendéncia aqui mostrada: os desvios em relagfo a linearidade sdoc menores

quando a concentragio de PVP na mistura é maior~.
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5- CARACTERIZACAC NA FORMA DE HIDROGEL

O estado hidratado (hidrogel) seria a forma em que as IPNs poderiam

apresentar potencialidade como biomaterial. Aqui sfio apresentados alguns
ensaios relacionados a propriedades fisico-quimicas (intumescimento,

superticie) ¢ mecénicas (compressdo) importantes para esse tipo de aplicagdo.

5.1- Ensaios de intumescimento

Experimental

O grau de intumescimento no equilibrio foi determinado usando a
técnica de dessorglio, conduzida no equipamento de TGA Hi-Res 2950-TA
Instruments. Foram cortados pedagos dos hidrogéis intumescidos em agua
-destilada, equilibrados a temperatura ambiente (21 + 3 °C), por 48 horas. As
massas niciais eram de aproximadamente 25 mg.

Programa utilizado:

- Taxa de aquecimento: 20 °C/min até 100 °C.

- Isoterma a 100 °C até massa constante.

A caracteristica mais importante de um hidrogel ¢ a quantidade de agua

que ele € capaz de absorver, definida como o teor de dgua em equilibrio (EWC

- equilibrium water content) ou como grau de intumescimento® >,
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EWC =[ (Wi-Ws)/ Wi} x 100

Grau de intumescimento = ( Wi- Ws)/Ws

onde: Wi € a massa do gel intumescido e Ws & a massa do gel seco.

Os valores de Wie Ws sio obtidos das curvas termogravimétricas, onde
a diferenga entre a massa inicial € a massa a 100 °C corresponde ao teor de
agua.

Vérios fatores sdo responsaveis pela capacidade de intumescimento de
um hidrogel. Quando o polimero desidratado ¢ colocado na 4gua, uma forca
osmotica causa a entrada da 4gua na estrutura do hidrogel. Fortes mteragdes
entre grupos funcionais polares dos polimeros e a 4gua aumentam a forga
diretora de intumescimento. Com a entrada de 4gua, as cadeias do polimero
sdo expandidas passando de uma configuragio aleatéria para uma
configuragdo ordenada. Essa expansdo ndo é entropicamente favoravel, entdo
uma forga resistente se opdem. Quando a forga osmética é balanceada pela
resisténcia a expansdo, o hidrogel atinge o grau de intumescimento no
equilibrio®.

Alta densidade de reticulagéio, baixa flexibilidade de cadeia e baixo
volume livre sdo fatores desfavordveis ao intumescimento por aumentar a
resisténcia & expanso ou, no caso do volume livre, dificultar a penetracdo de
4gua no interior do material®.

Os valores obtidos para EWC e para o grau de intumescimento sio
mostrados na tabela 7. A porcentagem de 4agua em equilibrio &
aproximadamente igual para as IPNs e o PVP sendo menor na gelatina; o

mesmo acontece com o grau de intumescimento. Todas as amostras retém

quantidades de 4gua muito superiores a sua massa seca, sendo que o PVP
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ntumescido chega a ficar com mais de 12 vezes a sua massa. Para as IPNs,
por se tratar de amostras diferentes, ndo é possivel fazer uma comparagdo com
a densidade de reticulagfo. Ja para a gelatina e o PVP, ambos reticulados, €
possivel tirar conclusdes interessantes. O PVPR deve apresentar uma maior
densidade de reticulagio que a GPR, como constatado pelos valores de £ a
temperaturas maiores que a Tg. Entretanto, a gelatina infumesce menos, o que
implica em duas posstbilidades:
1. a gelatina teria menor afinidade com a dgua do que o PVP
2. a gelatina apresentaria uma estrutura ordenada que contribuiria para
gstrutura de rede tridimensional diminuindo a capacidade de
mtumescimento a temperatura ambiente.
Das duas possibilidades a segunda parece mais razoavel, uma vez que a

natureza das interacSes adgua-gelatina e 4gua-PVP € a mesma.
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Tabela 7: Comportamento do intumescimento das amostras

equilibradas em agua destilada a temperatura ambiente apds 24 horas.

GRAU DE QUANTIDADE DE AGUA
INTUMESCIMENTO EM EQUILIBRIOC (%)
GPR 5,0 83,3
IPN1 9,0 90,0
IPN2 12,1 92,7
IPN3 9,1 96,0
PPR 12,6 92,7

A interface dos hidrogéis com a Agua é uma situagdo tinica ¢ complexa.
As moléculas de dgua nos hidrogéis podem estar como Agua livres ou ligadas

, 36,37
ao polimero™

. A perda inicial de 4gua é rapida e corresponde a saida da
agua livre, depois, mais lentamente comeca a sair a dgua ligada. Além de
requerer maior energia, a evaporagio dessas moléculas ligadas é retardada,

porque o hidrogel desenvolve uma pelicula seca na superficie™.
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5,2 Ensaios mecinicos

Experimental

Os ensaios mecénicos de compressio foram feitos em equipamento de
Analise Termo Mecéanica (TMA), TA Instruments, a temperatura ambiente
(aproximadamente 26 °C) utilizando-se wma ponta para compressic com
didmetro de 6 mm.

Dois tipos de experimentos foram realizados: 1. a deformagdo foi
registrada em fungdo da for¢a aplicada. 2. a variagio de dimensio foi

registrada em fungdo do tempo, frente a uma carga fixa (ensaio de fluéneia).

As propriedades mecénicas de um biomaterial devem ser adequadas
para a aplicagdo especifica. No caso de hidrogéis, as possiveis aplicagdes
envolvem situagdes em que uma grande elasticidade é requerida. Os hidrogéis,
em geral, ndo possuem muita resisténcia ao rasgo, mas resistem bem a forgas
perpendiculares, como a compressdo uniaxial.

O comportamento mecdnico dos hidrogéis pode ser observado através
de curvas de tensdo (o) versus rtazio de deformagio {(e-1) obtidas de
experimentos de compress3o. o é a forga aplicada por unidade de 4rea do
hidrogel e € ¢ a razdo entre a espessura do material deformado e a espessura
antes da deformacio™.

As curvas tensdo-deformagdo apresentam o perfil mostrado na figura
19. No caso de compressdo podem ser identificadas trés diferentes regides na
curva. A regido | mostra a eliminacdo de vazios na estrutura do material, a

regidc 2 exibe um comportamento eléstico linear e a regido 3 ¢ resultante da

miciagdo ¢ crescimento de microfaturas que vio levar a ruptura do material.
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Compressdo Elongacio

Figura 19: Perfil geral de curvas de tensdo-deformacéo.

Na figura 20 sdio apresentadas curvas de tensfo—deformagio obtidas
para os hidrogéis. Comparando o comportamento da gelatina e do PVP
reticulados observamos:

I. Na primeira regido das curvas, a gelatina apresenta maior resisténcia

a compressdo que o PVP, muito provavelmente devido a
contribuicdo da estrutura organizada da gelatina para a rede
tridimensional.

2. Acima de 100 Pa, a gelatina apresenta uma queda na resisténcia 3

compressdo caracterizada pela maior deformagio frente a mesma

tensdo. Isto implica que a forga eldstica, oriunda de ligacdes

covalentes (reticulagdio), é mais forte no PVP; esse resultado é

condizente com as observagdes de DMA.
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Figura 20: Curvas de tensdo — deformagdo obtidas para os hidrogéis em

experimentos de compressio,

Entre as IPNs, a que apresenta menor forca elastica ¢ a IPNI,
justamente a que apresenta separacg@o de fases. Este comportamento sugere
que microgéis de PVPR, com alia densidade de reticulagfio, estejam dispersos
em uma matriz também reticulada rica em gelatina. Ja estd bem estabelecido
que a presencga de um diluente no meio reacional de uma reticulagdo abaixa a
eficiéncia desta, criando ciclos intracadeia. Como consequéncia hd um
abaixamento na densidade de reticulacfio, no caso da gelatina, devido a
presenca do PVP.

Este efeito de dilui¢do € esperado para todas as IPNs, onde a presenga
de um componente interfere na reticulagdo do outro. E o caso da IPN3,

contendo 30% em massa de gelatina, que apresenta uma resisténcia a
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COMPressac menor que os componentes puros reticulados, porém superior a
resisténcia da IPN1 que apresenta segregagdo de fases. Entretanto, para a
IPN2 observa-se um sinergismo: ¢ mecanicamente mais resistente que os
polimeros de partida.

Este fato pode ser explicado por uma reticulagdo de ambos os
componentes otimizados, formando redes com distribuicdo de densidade de
reticulagdo homogénea, entretanto, esta hipStese é de dificil comprovacio
experimental.

Apesar das amostras IPN2 e PVPR apresentarem o0s maiores graus de
mtumescimento (tabela 7), foram também as que apresentaram melhor
resisténcia a deformacdo. Isso implica que no caso desses hidrogéis o
desempenho mecdnico estd mais relacionado com a distribuicdc e
entrelagamentc das cadeias do que com a quantidade de 4gua mcorporada.
Esse resultado ¢ muito interessante j4 que normalmente quando as
propriedades mecanicas de um hidrogel sdo melhoradas, o grau de
intumescimento, sua principal caracteristica, diminui sensivelmente.

A variacdo nas dimensdes de um hidrogel quando este é submetido a
uma forga de compressio ¢ uma combinagio da deformago sofrida pela rede
polimérica com a saida de dgua da estrutura do material*™*'.

Na figura 21 € apresentada a capacidade dos hidrogéis recuperarem sua
forma apos a retirada de uma tensdo. Todas as amostras apresentam otimo
comportamento elastico e a recuperaciio ¢ instantdnea, da ordem de décimos
de segundos. Esse comportamento é caracteristico de materiais elastoméricos.

Novamente observa-se que a IPN2 é a que apresenta maior forca elastica,

comparavel ao PVPR, em relacfo as demais [PNs.
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Figura 21: Vanagio de dimensdo sofrida pelos hidrogéis com a

aplicagdo de uma tensdo de 166,7 Pa (A) ¢ apos retirada da mesma(B).
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5.3 — Analise de superficie

FExperimental

As amostras foram observadas e fotografadas (aumento de 100 x) no
microscopic otico Olympus CBA-K usando-se acessorio para contraste de
fase ¢ filtro azul. A superficie estudada foi aquela onde houve evaporagdo de

solvente durante o “casting” em placa de Petri.

A interagdo do tecido hospedeiro com o biomaterial depende muito da
superficie do dltimo ja que & a interface que governa esse processo. A
quimica, moriologia e topografia afetam a adesdo de células e proteinas que
por sua vez ¢ responsavel pela resposta do orgamismo i presenga do

material "™,

As superficies das IPNs intumescidas com agua destilada foram
observadas usando-se microscopia Otica. O tmico objetivo dessa anslise foi
avaliar a topografia da superficie desses materiais, como a rugosidade e a
presenga de poros apenas para auxiliar na interpretacdo dos resultados dos
testes biologicos.

Todas as amostras (figuras 22-26) apresentaram superficie irregular,
com presenca de reentrincias e saliéncias. Embora haja diferenga entre as

superficies das amostras, ¢ dificil estabelecer uma relagiio entre o aspecto da

superficie e a composig¢do da IPN.
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Figura 22: Micrografia da superficie da amostra GBR. Aumento de 100x.

Figura 23: Micrografia da superficie da amostra IPN1. Aumento de 100x.

Figura 24: Micrografia da superficie da amostra IPN2. Aumento de 100x.
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Figura 25: Micrografia da superficie da amostra IPN3. Aumento de 100x.

Figura 26: Micrografia da superficie da amostra PVP. Aumento de 100x.
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| SANGUE

Para ser usado como biomaterial, um material, deve, além de assumir e

manter as fung¢des necessarias para a aplicacio especifica, interagir com o
ambiente bioldgico do organismo de forma que ndo altere seu funcionamento

normal, ou seja, esses materiais tém que ser biocompativeis.

6.1- Testes de citotoxidade

Existem diferentes formas de se avaliar a biocompatibilidade de um
material divididas em testes in vivo e in vitro. Nos testes i vive o material é
implantado em cobaias € o desempenho ¢ avaliado estudando-se a morfologia
do biomaterial e dos tecidos na regidio do implante depois de decorrido um
tempo significativo. Os testes in vitro, feitos com células em cultura de
linhagens estabelecidas (citotoxicidade), constituem a fase inicial da avaliagio
de biocompatibilidade: ¢ possivel detectar se o material em questio provoca
morte das células ou efeitos negativos nas funcgdes celulares™.

Embora os resultados obtidos usando-se células em cultura nfio possam
ser extrapolados diretamente para um organismo completo, é certo que se o
material produz algum efeito deletério nas células, pode-se esperar que um
efeito semelhante ocorra no organismo™.

A avaliagfo da citotoxicidade ¢ feita através da analise da viabilidade
das células do sobrenadante do inGculo e de estudo de aspectos morfolégicos
das células sobre a superficie do polimero**™°. O estudo da morfologia das

c¢lulas que cresceram sobre a placa onde estava o material também ¢é
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importante para averiguagdo da liberagio de substincias téxicas para o meio
de cultura.

As células Vero utilizadas nesse experimento sdo uma linhagem de
fibroblastos estabelecida a partir de rim de macaca. Os fibroblastos sdo um
grupo de células presente em todos os tecidos, especializado em estabelecer e
manter a estrutura da matriz extracelular. As interacdes célula-célula e célula-

substrato sdo exiremamente importantes para esta fungio’ .

Experimental

Estes testes, feitos de acordo com as normas técnicas ASTM F-813-83%
e IS0 10993-5%, foram realizados no Laboratéric de Cultura de Células do
Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Primeiramente as amostras foram esterilizadas em autoclave a 127 °C
por 30 minutos. A amostra IPN1, que no estado intumescido é mecanicamente
mais fraca que as outras, ndo suportou a pressic ¢ a temperatura do
tratamento. A esterilizaglio dessa amostra foi feita mantendo-a por 48 horas
em solucdo de etanol/agua estéril 70%.

Em capela de fluxo laminar as amostras esterilizadas foram
acondicionadas em placas descartaveis (Corning) de seis cavidades, de forma
que a superficie por onde evaporou solvente entrasse em contato com o
material biologico. Sobre as amostras foram colocadas arruelas de a¢o inox
para manter os hidrogéis esticados ¢ presos no fundo da placa. Foi adicionado
o meio de cultura Ham-F10 (Nutricell) com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Nutricell). Esse material foi mantido a 37 °C por 24 horas. Decorrido esse

periodo, o meio de cultura foi retirado e, sobre as amostras, foi inoculada uma
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suspensdo de células da linhagem Vero em meio Ham-F10 com 10% de SFB
(5 x 10° células/mi), e o material foi incubado a 37 °C ats completar 48 horas
de cultura.

A concentragio da suspensdio celular inoculada foi determinada
fazendo-se a contagem das células em cimara de utilizando-se o corante vital
Azul de Tripan. A concentragio encontrada foi de 0,5 x 10* células/ml,

Depois de completado o tempo de cultura, foi feita a analise da
viabilidade das células presentes no meio de cultura através do método de
exclusdio usando-se ¢ corante Azul de Tripan. Amostras dos sobrenadantes
foram coletadas, diluidas 1:1 em solugfio de Azul de Tripan em salina (1:9) e
as celulas viavels e ndo viaveis em suspensfio foram contadas em camara de
Neubauer

Para o estudo da morfologia ¢ meio de cultura foi retirado e as células
fixadas com etanol/icido acético 3:1, lavadas com etanol e agua destilada. A
seguir o material foi corado com Cresil Violeta 0,25% por 3 minutos, lavado
com agua destilada e fotografado em microscopic Otico com aumento de 10
vezes e 40 vezes.

Os experimentos foram feitos em triplicata. Como controle positivo
foram usados filmes de silicona obtidos a partir do adesivo de silicona
Rhodiastic 151 (Rhodia) e como controle negativo, a propria placa descartavel

de poliestireno.

Resultados

Uma primeira andlise da citotoxicidade foi feita através de testes de

viabilidade. Neste teste ¢ possivel distinguir células viaveis de invigveis.




Capitulo 6 Avaliacdo da compatibilidade com tecidos e sangue

Células invidveis s8o aquelas células que ou estio mortas ou ja estdo em
processo de degeneracdo, tendo sofrido profundas modificagdes metabolicas e
perdido a integridade da membrana. A célula pode estar ainda viva, mas
sofreu alteracOes que afetaram suas funcdes normais. O Azul de Tripan,
corante utilizado nesse teste, ndo é permeavel para as células vidveis, assim, as
células que sdo coradas permitiram a entrada do solvente porque a membrana
celular ndo estava integra™.

Analisando-se a figura 27 podemos constatar primeiramente a eficiéncia
dos materiais escolhidos como controles”. Para a silicona (controle
citotoxico) obteve-se 0% de viabilidade enquanto que na placa de poliestireno
e laminulas de vidro as células estavam 100% viaveis. E importante ressaltar
gue o vedante escolhido para fazer os filmes de silicona continha fungicida em
sua composicdo, outros vedantes de silicona que ndo continham esse aditivo
ndo se mostraram tdo eficientes como controle citotdéxico, portanto a

citotoxidade desse controle ndo se deve apenas a estrutura do material.

viabilidade (%)

S

Figura 27: Resultados dos testes de viabilidade. CI(+) é o controle

positivo (silicona) e C2(-) o controle negativo (poliestireno).
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Essa eficiéncia € confirmada com o aspecto morfologico do material
mostrado na figura 28. Praticamente ndo ha células sobre a superficie do
controle positivo, apenas alguns fragmentos de células. No caso do controle
negativo, poliestireno, as células cresceram normalmente na superficie do

material.

Figura 28: Morfologia de células Vero crescendo sobre controle
negativo (a: aumento de 40x, b: aumento de 10 x) e sobre controle positivo (c:
aumento de 40 x, d: aumento de 10 x).
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A linhagem Vero ¢ uma linhagem dependente de ancoragem. Isso
significa que a célula precisa se ligar a um substrato, formando uma
monocamada, para crescer ¢ se dividir. A presenga de células vidveis em
suspensdo no meio de cultura se deve ao fato de que durante os processos de
divisio elas se tornam arredondadas e algumas podem descolar do substrato™.

Pode-se observar que para todos os hidrogéis (figuras 29-33) as células
que crescerarn sobre a placa e sobre a superficie dos mesmos nfo apresentam
alteragBes morfologicas acentuadas quando comparadas aos confroles.
Conclui-se, portanto, que os hidrogéis ndo liberam substincias toxicas para o
meio de cultura e que nfo apresentam toxicidade.

A diferenga de coloragdo dos materiais se deve as diferentes
capacidades de reter e liberar corante. O tempo que cada hidrogel foi mantido
em contato com o corante foi o mesmo para todos, porém a lavagem de cada
um foi feita at€ que o material apresentasse intensidade de colorag@o baixa o
suficiente para permitir a visualizacio das células.

Os resultados de viabilidade para as amostras GBR, IPN1 e IPNZ ndo
estdo refletidos na andlise de morfologia. A porcentagem de viabilidade
diminui com o aumento da quantidade de gelatina embora nas micrografias
nfo foram detectadas alteracdes morfologicas. Pode ser que moléculas de
glutaraldeido, reagente téxico para células, retidas na rede polimérica do
material em pontos especificos tenha provocado alteracSes fisiclogicas ¢ o
descolamento de algumas células. As moléculas de glutaraldeido podem se
agrupar formando cligbmeros e esses podem ter ficado enirelagados em certas
regides da superficie. Como a quantidade de glutaraldeido é diretamente

proporcional a de gelatina isso justificaria a relagdo de wviabilidade com a

quantidade de gelatina. Outras explicagdes podem estar relacionada com a
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distribuigdo urregular de grupos atdmicos na superficie do material e
consequentemente com a presenca de microdominios hidrofilicos/hidrofébicos

A quantidade de células aderidas sobre os hidrogéis diminui com o
apmento do teor de PVP nas misturas. O PVP parece, entdo, limitar a adesdo
das células na superficie dos materiais.

A superficie dos polimeros no meio biolégico ¢ modificada pela
deposi¢do de proteinas segregadas pelas células ou presentes no meio de
cultura. A camada de proteinas aderidas comanda os proximos processos de
adesdo e o que determina quais proteinas irdo aderir sdo as propriedades da
superficie do substrato, como energia livie de superficie, carga, balango
hidrofilico-hidrofdbico™.

A presenca de rugosidade na superficie dos polimeros, verificada por
microscopia Otica, afeta as interagSes com o meio biologico de maneiras
diferentes: ha um aumento da 4rea de contato do material com o tecido
adjacente, o que intensifica as interagSes quimicas e fisico-quimicas; mas, por
outro lado, a presenga de faces pontiagudas pode tornar o contato mais
traumatico>.. No caso de hidrogéis, devido a natureza mole do material,
espera-s¢ que apenas o primeiro efeito ocorra. Ou seja, a irregularidade da
superficie € uma vantagem para esses materiais.

As amostras GBR e IPN2 apresentaram superficies mais irregulares, no
entanto ndo pode se estabelecer nenhuma relagdio direta entre a topografia das

superficies com a adesdo celular ou citotoxicidade. Ha apenas uma sugestiio

de uma tend@ncia das células a procurar as depressdes para aderir.
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Figura 29: Morfologia de cé¢lulas Vero crescendo sobre GBR {(a:
aumento de 10x, b: aumento de 40 x) e sobre placa em contato com GBR (c:

aqumento de 10 x, d: aumento de 40 x).
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Figura 30: Morfologia de células Vero crescendo sobre IPNI (a:
aumento de 10x, b: aumento de 40 x) e sobre placa em contato com IPN1 (¢:
aumento de 10 x, d: aumento de 40 x).
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Figura 31: Morfologia de células Vero crescendo sobre IPN2 (a:
aumento de 10x, b: aumento de 40 x) ¢ sobre placa em contato com IPN2 (c:
aumento de 10 x, d: aumento de 40 x).
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Figura 32: Morfologia de células Vero crescendo sobre IPN3 (a:
aumento de 10x, b: aumento de 40 x) e sobre placa em contato com IPN3 (c:
aumento de 10 x, d: aumento de 40 x).
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Figura 33: Morfologia de células Vero crescendo sobre PVPR (a
aumento de 10x, b: aumento de 40 x) e sobre placa em contato com PVPR (c:
aumento de 10 x, d: aumento de 40 x).
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6.2- Testes de adesdo de plaguetas

O sangue ¢ um fluido heterogénec, composto de suspensdo de células
vermelhas (eritrocitos), brancas (leucdcitos) ¢ plaquetas (tromboécitos) no
plasma. O plasma contém ainda ions inorginicos e macromoléculas organicas,
como as proteinas € as enzimas. As principais proteinas envolvidas na
coagulacdo sdo albumina, fibrinogénio, v-globulina® .

O comportamento dos componente do sangue na interface com um
material estranho ao organismo é um problema essencial nas aplicacdes
biomédicas de polimeros sintéticos™”. Quando o sangue entra em contato
com a superficie do material estranho, ocorre primeiramente a adsorgdo de
proteinas do plasma segwida pela adesdo e deformag@o das plaguetas que
depois liberam subst@ncias que desencadeiam o processo de coagulacdo,
resultando em frombose. A compatibilidade com o sangue ¢ alcancada quando
ha pouca interagdo das plaguetas com o material. Isso pode ser monitorado
analisando-se a quantidade ¢ tipo de proteinas e/ou de plaquetas aderidas e
ainda, a formacfo de trombos.

O estudo da compatibilidade com o sangue pode ser feito em
experimentos estaticos ou dinmicos. Os dindmicos consideram também o
efeito do fluxo sanguineo, enquanto que os estaticos apenas consideram ©
contato do fluido biolégico com o material.

Como na adesdo celular, a adesdo de plaquetas {pseudo células) também
¢ governada pela camada de proteinas inicialmente aderida. Essa camada
modifica a superficie original ¢ tem influéncia primordial no processo de
coagulagdo do sangue. Superficies recobertas com albumina tendem a

minimizar a adesdo de plaguetas enguanto superficies recobertas com

fibrinogénio ou y-globulina tendem a aumentar a adesdo de plaquetas ¢ as

= 6%
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reagOes subsequentes que levam a trombose. A seletividade da adesio de
proteinas parece ser dirigida pela quimica e fisica da superficie do polimero. A
adesdo de albumina ¢ favorecida quando o material possui superficie
hidrofilica enquanto superficies hidrofobicas favorecem a adesfo de

fibrinogénio ¢ y-globulina*> % ¢!,

FExperimental

As amostras foram colocadas em placa descartavel de 24 cavidades.
Além dos hidrogéis foram submetidos ao teste amostras de poli(cloreto de
vinila) (PVC) usado na fabricagio de bolsas de sangue e a propria placa de
poliestireno, para comparagio.

O material foi mantido a 37 °C por 15 minutos, ¢ logo depois ficou
imerso em plasma sanguineo rico em plaquetas por 6 minutos a 37 °C.

O sangue utilizado foi obtido de doador saudavel, que nfo tenha tomado
medicamento que afete a fungfo das plaquetas. O plasma rico em plaquetas foi
separado por centrifugacdo, durante circulagio extracorporea, em
equipamento de aferese de plaquetas seguindo procedimento rotineiramente
usado para doagfio no Hemocentro da UNICAMP. O material foi wtilizado
aproximadamente 24 horas apds a coleta devido a necessidade de se fazer a
sorologia e contagem de plaquetas. Apods esse periodo o anticoagulante usado
no processo de coleta (cifrato) j4 ndo interfe mais nos testes.

Decorrido o tempo de incubagiio o material foi fixado com glutaraldeido
a 2,5% por 10 minutos 4 temperatura ambiente, ¢ depois mantido em solugfo
aquosa de etanol (70% v/v) para evitar desidratacio e proliferacio de

microorganismos até ser observade e fotografado em microscépio 6tico

= U
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Olympus CBA-K, com aumento de 100 vezes, usando-se acessorio de

contraste de fase.

Resultados

Nessa avalia¢do inicial da hemocompatibilidade foram considerados o
aspecto  geral e a quantidade de plaquetas aderidas na superficie do
material”®*.  Os campos escolhidos para fotografia foram aqueles
representativos  do comportamento geral observado na superficie dos
hidrogéis.

Na superficie da placa de poliestirenc sem hidrogel (figura 34) observa-
se uma quantidade significativa de plaquetas aderidas enquanto que o PVC
(figura 35) apresenta superficie recoberta com fragmentos de plaguetas.

Na superficie dos hidrogéis (figuras 36-40) podem ser observados tanto
plaquetas como fragmentos das mesmas. A quantidade de fragmentos aumenta
com 0 aumento da quantidade de PVP nas IPNs, embora a amostras PVPR
apresente quantidade de plaquetas aderidas similar a da gelatina.

A explicagdo para a presenga dos fragmentos é apenas hipotética e
estaria relacionada com danos sofridos durante o processo de descolamento de
plaguetas de superficies pouco aderentes®.

A amostra IPN3 apresenta maior quantidade de fragmentos. Se a
hipdtese para a presenga de fragmentos estiver correta, esse resultado estaria
em concordincia com os de citotoxicidade onde a gquantidade de células
aderidas sobre essa amostra era menor comparadas com as outras IPNs.

Embora tenha sido usado contraste de fase na obtengfo das micrografias

ndo foi possivel obter foco em que a interferéncia da estrutura do polimero na

visualiza¢do das plaquetas fosse completamente anulada,
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Figura 34: Adesdo de plaquetas na superficie de placa de poliestireno;
a: aumento de 100x, b: aumento de 400x.
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Figura 36: Adesdo de plaquetas na superficie de GBR. Aumento de 100x.

Figura 38: Adesdo de plaquetas na superficie de IPN2. Aumento de 100x.
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Figura 39: Adeséo de plaquetas na superficie de IPN3. Aumento de 100x.

Figura 40: Adesfo de plaquetas na superficie de PVPR. Aumento de 100x.
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| FUTUROS

7.1 -Concluses

Os hidrogéis de IPNs baseadas em PVP-gelatina constituem um sistema
polimérico miscivel nas composicdes contendo 30 e 50 % em massa de
gelatina ¢ imiscivel na composicdo com 70 % de polimero natural, nas
condi¢Bes de preparagdo utilizadas. A separagdo de fases so pode ser detectada
por DMA, indicando a maior sensibilidade dessa técnica em relagio ao DSC,
mesmo tendo sido utilizada a versfio modulada, que melhora a resolucdo ¢ a
sensibilidade. A quantidade de 4gua incorporada nas amostras no estado
desidratado influencia muito as medidas de temperatura de transigdo vitrea € o
comportamento mecinico desses materiais.

Esse sistema apresentou propriedades gerais interessantes para
aplicagdo como biomaterial: njo ha degradacio nem modificacdo das
propriedades  fisico-quimicas na temperatura do corpo  humano
(aproximadamente 37 °C); a esterilizagfio é feita com sucesso em autoclave ou
por imersdo em solucdio etanol/dgua 70 %. O alto grau de intumescimento
facilita a lavagem e esterilizacdo com solugdo de etanol, enquanto que o
comportamento mecanico indica alta elasticidade e capacidade de recuperagio
da forma apés a aplicagiio de uma tensfo. As rugosidades da superficie
aparentemente ndo apresentam efeito negativo na interagdo do material com
sistemas biolégicos.

O estudo preliminar de compatibilidade com sangue e tecidos mostron

que as IPNs, de maneira geral, ndo induziram fortes reacbes adversas nas
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Conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros

células nem permitiram a adesfio de uma grande quantidade de plaguetas em

suas superficies.

Concluindo-se: as IPNs de PVP-gelatina apresentam grande potencial

de serem utilizadas em aplicacdes biomédicas.

7.2- Sugestdes para trabalhos futures

-Testes mecanicos com IPNs em outras composigdes.

-Estudo da resposta bioldgica frente a variagio da concentragio de

glutaraldeido nas IPNs.

-Estudos mais profundos para especificar as aplicagdes para estes

materiais:
B
=

cinética de absorcdo e liberagdo de drogas,
permeabilidade a gases e componentes de fluidos biologicos,
compatibilidade com tecidos in vivo,

compatibilidade com sangue em experimentos dindmicos €

in vivo,

degradacfo enzimatica
outros aspectos do comportamento mecanico,

compara¢fo dessas propriedades com as de hidrogéis ja

disponiveis no mercado
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ANEXO I- CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS
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ANEXO II- CURVAS DE DMA
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