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RESUMO

Filmes de poli(estireno) (PS), poli(metacrilato de metila) (PMMA), blendas de
PS/PMMA (70/30, 50/50 e 30/70) e copolimero de PS-b-PMMA foram preparados
por evaporacao de solvente (casting), caracterizados e avaliados quanto a adesao
celular de células de camundongos L929 (linhagem de fibroblastos) e quanto a
citotoxicidade. Os filmes estudados foram caracterizados quanto as suas
propriedades térmicas (termogravimetria — TG e calorimetria diferencial de varredura
— DSC), estruturais (espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier —
FTIR e ressonancia magnética nuclear de '®C no estado sélido — '*C NMR),
superficiais, por medidas de angulo de contato, e morfoldégicas por meio de
microscopia eletrénica de varredura — SEM. As analises de TG mostraram que os
filmes sao termicamente estaveis e, esta estabilidade diminui com o aumento de
PMMA na blenda. As analises de DSC indicaram imiscibilidade entre os polimeros
puros, comprovada pela existéncia de duas temperaturas de transicdo vitrea (T4's)
para as blendas e para o copolimero. As andlises de FTIR e *C NMR sugeriram que
nao ha interacao entre os polimeros puros, concordando com as analises por SEM e
DSC. As andlises de superficies realizadas por medidas de angulo de contato em
agua mostraram que o filme mais hidrofébico é o PS puro e o mais hidrofilico é o da
blenda 50/50.

O comportamento das células de camundongos L929 foi avaliado sobre os
filmes dos polimeros puros, das blendas em diferentes composicées e do
copolimero. A analise por microscopia 6ptica revelou que todos os filmes estudados
nao apresentam citotoxicidade. A analise de SEM realizada apés 24 horas de
adesdo celular mostrou uma morfologia celular diferenciavel para os filmes
estudados e melhor aderéncia das células na blenda 50/50. A anadlise estatistica
mostrou diferentes quantidades de células para cada filme estudado.

A analise conjunta dos resultados mostra que todos os filmes estudados néo
apresentaram citotoxicidade, uma vez que as células foram capazes de aderir e

proliferar, viabilizando sua utilizacao em aplicacées biomédicas.
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ABSTRACT

Polymeric biomaterials are compounds developed to be used as substitutes
for damaged tissues. In this work, pure films of poly(styrene) (PS) and poly(methyl
methacrylate) (PMMA), blends of PS/PMMA with different compositions (70/30, 50/50
and 30/70) and the copolymer of PS-b-PMMA were prepared by casting and
evaluated in terms of cell adhesion of rat cell L929 (fibroblasts) concerning the
citotoxicity. The films were characterized in terms of the thermal properties
(thermogravimetric analysis — TGA and differential scanning calorimetry — DSC),
structure (Fourier transformed infrared spectroscopy — FTIR and '3C solid-state
nuclear magnetic resonance — *C NMR), surface (measurement of contact angle
and morphologic by scanning electron microscopy — SEM. The TGA showed that the
films studied are thermally stable and that stability decreased with the addition of
PMMA in the blends. The DSC analysis suggests immiscibility between the
components due to the presence of two glass transition (Ty's) temperatures in the
blends and in the copolymer. The FTIR and '*C NMR analysis suggests that there is
no interaction between the homopolymers, which agrees with data obtained by SEM
and DSC. Surface analysis carried out by means of contact angle measurements in
water showed that the most hydrophobic film was PS, whereas the most hydrophilic
one was the PS/PMMA blend (50/50).

The adhesion behavior of the L929 mouse cells was evaluated on films of the
pure polymers, blends in different compositions and copolymer. Optical microscopy
analysis showed that all studied films have negligible or null cytotoxicity. SEM
analysis was carried out 24 hours after cell adhesion, showing several distinct cell
morphologies in the studied films and strong cell adhesion in 50/50 blend. Statistical
analysis showed different amounts of cells in each studied film.

The overall analysis of the results showed that cytotoxicity is absent in all the
studied films, as cells could freely adhere and proliferate, been viable to use of such

polymeric films in medical devices.
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Introducdo e Justificativa

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A perda de um 6rgdo ou de uma parte do corpo gera, além da perda da
funcgdo, transtornos sociais e psicolégicos. Durante séculos, lesdes teciduais graves,
originadas normalmente de traumas mecanicos ou de doengas degenerativas, foram
probleméaticas em funcédo dos poucos recursos terapéuticos disponiveis. A remogao
da porcao lesada era a pratica mais comumente utilizada, constituindo-se num fator
altamente limitante a um paciente nesta condicdo. A retirada de grandes porcdes de
tecidos levava a um significativo decréscimo da qualidade de vida do paciente e, por
esta razdo, a busca por técnicas que possibilitem a substituicAo de regides
corporeas danificadas tornou-se um objeto permanente de estudo e pesquisa [1].

Os avancos tecnoldgicos tém possibilitado o desenvolvimento de materiais de
alto desempenho, como metais, ceramicas, compdsitos e polimeros. Por outro lado,
em vista da necessidade de avaliagdo biomédica destes materiais, tém sido
propostas simulacbes biomecénicas e testes in vitro para a avaliacdo de
citotoxicidade e da biofuncionalidade destes materiais [2, 3].

A area de biomateriais surgiu com a necessidade de se obter materiais
alternativos para solucionar problemas relacionados as lesdes causadas por
acidentes, traumas ou doencas. Estudos visando a regeneracao tecidual através do
crescimento e proliferagdo celular sobre um suporte, geralmente obtido a partir de
um biomaterial, tém se caracterizado como uma nova linha de pesquisa dentro da
area de biomateriais, a engenharia de tecidos [4].

Neste campo de pesquisa, 0s recentes avancos tém como base a
combinacao de técnicas utilizadas na engenharia dos materiais, quimica, medicina e
biologia molecular, com o objetivo de acelerar as reacdes celulares, reduzindo o
tempo para a reparacao de tecidos lesados. De modo geral, os estudos nesta area
tém como foco principal avaliar o potencial de dispositivos poliméricos para a
regeneracao de tecidos e 6rgaos como pele, cartilagem, ossos, vasos sanguineos,
nervos e figado. Atualmente, muitos pesquisadores tém se dedicado ao
desenvolvimento de suportes biocompativeis, que permitam a proliferacdo e
diferenciacao de células e a manutencao do fenétipo celular, para que estas possam
desempenhar as funcbes caracteristicas dos tecidos, mesmo na utilizacdo de

materiais sintéticos. Uma limitacdo desta técnica, entretanto, é a caréncia de um



Introducdo e Justificativa

controle preciso dos sinais bioquimicos. Para melhorar este processo,
pesquisadores tém se dedicado ao desenvolvimento de materiais substitutos que
mimetizem um ambiente extracelular, capaz de gerar sinais biolégicos especificos
para o crescimento e reorganizacao tecidual [5]. Em geral, os materiais utilizados na
area biomédica devem possuir caracteristicas biomecanicas e bioldgicas
compativeis com o tecido ou érgao lesado. Para escolha de um material para
implantagdo no tecido vivo deve-se levar em conta varios fatores tais como fadiga do
material, bioatividade, adesao celular e biocompatibilidade.

Neste contexto, no presente estudo foram desenvolvidos filmes formados por
poli(estireno) (PS) e poli(metacrilato de metila) (PMMA) puros, misturas PS/PMMA
em diferentes proporcdes e pelo copolimero em bloco poli(estireno-b-metacrilato de
metila) PS-b-PMMA. Os filmes foram avaliados quanto as propriedades de
biocompatibilidade, adesao celular e citotoxicidade.

Na dissertacdo, além da introducdo e justificativa (Capitulo 1), objetivos
(Capitulo 2), conclusao (Capitulo 6) e referéncias bibliograficas (Capitulo 7), séo
apresentados os antecedentes bibliograficos referentes ao assunto (Capitulo 3),
procedimentos experimentais (Capitulo 4) e resultados e discussao (Capitulo 5). O
capitulo 5 reune os resultados associados com as propriedades térmicas,
estruturais, superficiais e morfolégicas, bem como a viabilidade de aplicagdo desse

material na forma de experimentos de adesao celular e citotoxicidade in vitro.



Objetivos

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar filmes poliméricos formados a partir de poli(estireno) e
polii(metacrilato de metila) para estudo da adeséo e citotoxicidade de células de
camundongos L929 (linhagem de fibroblastos).

2.2 Objetivos especificos

& Preparar filmes em diferentes proporcées tendo como matéria prima

poli(estireno), poli(metacrilato de metila) e poli(estireno-b-metacrilato de metila).

U Analisar as propriedades térmicas dos filmes através de termogravimetria (TG) e

calorimetria diferencial de varredura (DSC).
U Analisar as propriedades estruturais dos filmes por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia magnética nuclear

de °C ('*C NMR).

U Avaliar a hidrofobicidade/hidrofilicidade dos filmes através de medidas de angulo

de contato pelo método da gota pendente.

U Analisar a morfologia dos filmes por microscopia eletrdnica de varredura (SEM).

U Avaliar a adeso celular, proliferagdo e citotoxicidade dos filmes através de testes

qualitativos e quantitativos in vitro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos é uma ciéncia que se destina a produzir materiais
substitutos viaveis para a restauracdao, manutencao ou melhoramento da funcéao dos
tecidos ou érgaos humanos. Ao contrario das terapias normais, neste caso 0s
produtos concebidos sdo células vivas que sao integradas ao paciente. Trata-se de
um novo campo multidisciplinar que envolve a aplicagéo dos principios e métodos da
engenharia de materiais junto aos conhecimentos das areas biolégicas e médicas
[6].

A Figura 1 ilustra o desenvolvimento adaptado da engenharia de tecidos.

A grande vantagem da engenharia de tecidos é a superacao dos limites de
tratamentos convencionais baseados em transplantes de érgaos ou implantes de
biomateriais dentro do corpo humano. Outras vantagens dos transplantes de células
sobre o transplante de 6rgaos estdao no fato de populacbes de células isoladas
expandirem-se in vitro com a utilizagdo de técnicas de cultura celular, necessitando
somente de um pequeno numero de células doadoras para preparar o implante
subsequente. O tecido é removido de um doador autdlogo (préprio paciente),
homélogo (doador da mesma espécie) ou heterdlogo (doador de outra espécie) [7],
dissociado em células, ou grupos delas, fixadas ou encapsuladas em um suporte e
transplantadas ao paciente, sendo desnecessario a parte doadora sacrificar um
orgao inteiro. O uso de células isoladas de pacientes autélogos também permite a
remocdo daquelas indesejaveis, que podem ser alvo de resposta imune,
influenciando no processo de rejeicdo, além das cirurgias entre doadores e
receptores e seus riscos inerentes poderem ser evitados e o0s custos dos
procedimentos significativamente reduzidos [8].
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Figura 1 — Técnica da engenharia de tecido [6].

3.2 Adesao celular

Bigerelle e colaboradores [9] definem a fase de adesdo celular como um
processo que ocorre num curto espaco de tempo, no qual as ligacdes fisico-
quimicas entre as células e substrato sédo resultantes de forcas ibnicas e de van der
Waals que se formam entre moléculas do substrato e as varias moléculas bioldgicas,
como as proteinas do citoesqueleto, da membrana celular e de matriz extracelular
(ECM). Uma vez aderidas, as células se espalham, ampliando sua area de contato
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com o substrato com conseqlentes modificagbes da forma (influenciada pela
topografia do substrato), o que contribui para seu comportamento fenotipico. A
natureza da matriz influencia principalmente programas de crescimento,
diferenciacao e apoptose, sendo que a composi¢cdo determinara o programa a ser
selecionado. As células “percebem” e reagem ao substrato, a exemplo da ECM, por
meio de sinais dependentes da ativacdo das integrinas e mediadores intracelulares.
Produzem respostas altamente dindmica que podem levar a reorganizacao do
citoesqueleto e alteracdes de funcdes em resposta a sinais mecéanicos externos [10,
11].

Tal sensibilidade ao ambiente se faz necessaria devido aos multiplos desafios
aos quais as células estao submetidas durante o desenvolvimento, regeneracao de
orgaos e respostas celulares, como as imunitarias. Conseqtientemente, a conversao
de estimulos mecéanicos em sinalizagdo bioquimica intracelular - mecanotransducao
- € um processo critico para o crescimento e desempenho das funcées normais dos
tecidos [11]. Deste modo, as células respondem aos biomateriais por vias de
sinalizacdo inter e intracelulares [10, 11]. Muitos destes sinais se originam e
propagam-se a partir dos receptores de componentes de matriz representados por
proteinas integrais de membrana, as integrinas, mecanicamente ligadas aos
filamentos do citoesqueleto por meio de uma grande variedade de proteinas que se
associam para formar os complexos macromoleculares de ancoragem, conhecidos
como complexos focais ou adesdo focal [10]. Deste modo, as forcas mecanicas
aplicadas sobre as integrinas sao transferidas para pontos distantes no meio
intracelular, incluindo o nucleo, por intermédio de microfilamentos, bem como outros
elementos do citoesqueleto, microtibulos e filamentos intermediarios, os quais estao
interconectados [12, 13].

As caracteristicas da superficie do material, topografia, composicdo quimica e
superficie energética, sdo essenciais a adesdo de células nos biomateriais [14].
Além disso, a adesao e a proliferacdo, que correspondem a primeira fase de
interacado célula/material, influenciardo a capacidade das células se diferenciarem
em contato com o implante [15,16]. Segundo Vogler [17], a taxa de adesao celular
inicial é critica para este processo e é o maior determinante da citocompatibilidade in
vitro, sugerindo ser uma possivel determinante da biocompatibilidade in vivo [10, 17].
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3.3 Citotoxicidade in vitro

Toxicidade é um evento complexo que pode apresentar dano celular direto,
efeitos fisiolégicos sistémicos tais como nefrotoxicidade e neurotoxicidade e quase
sempre desencadeia resposta inflamatéria. O monitoramento de efeitos sistémicos e
fisiolégicos in vitro é dificil, e desta forma, a maioria dos ensaios determina os efeitos
a nivel celular, em termos de citotoxicidade [18]. Os testes de citotoxicidade sao
usados como uma pré-selecdo para detectar se o material em questao provoca
morte das células ou outros efeitos negativos nas funcdes celulares [19].

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de
laboratério, ha a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
possam detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos,
principalmente aqueles de aplicacdo clinica, que nao devem causar reacgdes
adversas e nem lesar o organismo do paciente [3].

A fim de avaliar a toxicidade de um material, varios métodos in vitro foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Existem dois tipos de testes in vitro:
métodos de contato direto e métodos de contato indireto. No primeiro, as células sao
colocadas em contato com o material em teste, sendo normalmente semeadas na
forma de uma suspensao celular sobre o material. J& os métodos de contato indireto
podem ser divididos em dois tipos: aqueles em que o material a ser testado é
separado das células por uma barreira de difusdo (agar ou agarose) e o segundo
tipo no qual substancias sdo extraidas do material a ser testado, através de um
solvente e colocadas em contato com as células [19]. Normalmente, utilizam-se
nestes testes células de linhagens estabelecidas, o que soluciona o problema da
reprodutibilidade dos experimentos, uma vez que se pode utilizar uma mesma
populacdo celular por um longo periodo de tempo. Assim, além de resolver os
problemas éticos e técnicos, os ensaios em culturas de células sdo ainda vantajosos
pela rapidez de obtencdo de resultados e pela reduzida quantidade do composto
teste utilizado [18].

Existem varios mecanismos para analisar as alteracdes celulares. O
parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade e a viabilidade celular é o uso de
corantes, tais como o corante vermelho neutro.

O corante vermelho neutro € um corante ligeiramente catiénico, que penetra

na membrana celular por difusdo passiva ndo-ibnica e concentra-se nos lisossomos,
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nos quais se fixa através de ligacbes eletrostaticas a grupos anibnicos, inclusive
fosfatos hidrofébicos da matriz lisossomal. O ensaio é baseado na capacidade de
células viaveis incorporarem e ligarem o corante. Muitas substancias danificam as
membranas resultando no decréscimo de captura e ligacdo do vermelho neutro.
Portanto, é possivel distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela
medida da intensidade de cor da cultura celular [3, 20].

Os métodos in vitro apresentam vantagens quando comparados aos in vivo,
tais como poder limitar o numero de varidveis experimentais e obter dados
significativos mais facilmente, além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais

curto [3].

3.4 Células L929

As células L929 constituem uma linhagem celular de fibroblastos obtida de
tecido subcutaneo de camundongos. Os fibroblastos sdo as principais células que
constituem o tecido conjuntivo e sdo os mais relevantes produtores de colagenos
neste tecido. Estes possuem uma morfologia fusiforme com algumas expansdes
citoplasmaticas que se estendem para fora da célula. Por se originarem de células
mesenquimatosas indiferenciadas, possuem capacidade de diferenciacdo em
multiplos tipos celulares. Devido a sua relativa resisténcia e facilidade de
manipulagdo, estas células tendem a um facil crescimento em meios de cultura.
Consequentemente tém sido consideradas como modelos para diversos testes de
avaliacao de substancias para uso farmacolégico e em biomateriais [21].

Células isoladas ndo podem formar tecidos, pois requerem um ambiente
especifico, o qual normalmente inclui a presenga de um material suporte (scaffolds)
que sirva como arcabouco, agindo como uma matriz para o crescimento, servindo
como suporte fisico e substrato adesivo para o crescimento de células isoladas
durante a cultura de células e o subsequente implante [22].

Considerando de forma integrada, tanto sob o aspecto da engenharia de
materiais e do tipo de tecido e reparo necessario, 0 primeiro passo para a
reconstrucao de um 6rgao ou tecido visa a selecao do suporte para as células.

3.5 Biomateriais
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Quando a estrutura biolégica de um 6rgéao ou tecido ndo pode ser reparada,
uma alternativa viavel para o restabelecimento das fungdes normais do paciente é
repd-la com um implante feito de um biomaterial [23].

Uma possivel definicio de biomaterial, segundo Williams [24], é de uma
substancia ou combinacdo de duas ou mais substancias de origem natural ou
sintética, idealizada para ser implantada ou incorporada por qualquer periodo de
tempo, com a finalidade de substituir matéria viva que deixou de ter a sua fungéo,
podendo ou nao servir como veiculo, matriz, suporte ou estimulador para o
crescimento de novo tecido. Sdo exemplos 0os materiais que substituem ou induzem
o crescimento de tecido ésseo, cartilagens, valvulas cardiacas, vasos, peles e outros
tecidos [25].

Algumas caracteristicas sdao fundamentais para se utilizar materiais em

organismos vivos [26]:

e ser biocompativel;

* ndo ser tdxico e nem carcinogénico;

e ser quimicamente estavel;

e ter estabilidade mecanica adequada;

e ter peso, densidade e forma adequados;

e ser relativamente barato, reprodutivel e de facil fabricacao;

e ser bifuncional.

Dentre estas caracteristicas, a biocompatibilidade é considerada a mais
importante, pois a biofuncionalidade do material s6 podera se manifestar caso haja
biocompatibilidade.

Quando um material estranho entra em contato com os fluidos biol6gicos,
respostas de protecdo sdo desencadeadas e se manifestam como processos
inflamatérios ou imunoldgicos, visando a eliminacao do corpo estranho. Portanto, o
bom desempenho de um biomaterial pés-implante esta associado a um equilibrio
entre biocompatibilidade e biofuncionalidade [24, 26].

Segundo Hench [27], biocompatibilidade ndo € apenas a auséncia de
rejeicdo, mas envolve também a interacdo entre o implante e o tecido adjacente.

Entretanto, podem-se distinguir termos como bioinércia e bioatividade. Bioinércia é
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quando ocorre a formacao de uma fina camada fibrosa ao redor do implante que
impede uma interacdo entre o implante e o tecido receptor, e bioatividade, quando o
material interage com os tecidos vivos de tal modo a estimular processos fisico-
quimicos inerentes a sistemas bioldégicos capazes de permitir a integracdo do
biomaterial no ambiente receptor [28].

A utilizagdo de biomateriais para o reparo de tecidos vivos tem aumentado
consideravelmente nas Ultimas décadas, devido ao desenvolvimento de novos
materiais € a uma melhor compreensdo dos mecanismos de sua interacdo com 0s
organismos vivos. Cada vez mais novos materiais sdo sugeridos para diferentes
aplicagdes [24, 29, 30], entre eles destacam-se os metais, ceramicas, compdsitos e
polimeros [31-39].

Os materiais metalicos tém sido usados na confeccao de implantes devido as
suas boas propriedades mecanicas, elevada tenacidade, facilidade de fabricacao e
baixo custo. Elementos metalicos como Fe, Cr, Co, Ni, Ti, Ta, Mo, sdo tolerados pelo
organismo em quantidades limitadas, sendo alguns até essenciais para fungdes
celulares ou metabdlicas. Em quantidades elevadas, porém, sao altamente
agressivos em virtude da corrosdo metalica, uma vez que a corrosao € passivel de
ocorrer em ambiente fisiolégico, além de levar a deterioragcdo das propriedades
mecanicas do material, comprometendo o desempenho da sua fungao [40].

Os materiais ceramicos sao compostos inorganicos tipicamente duros, com
vasta aplicacdo na &rea médica [40]. Dentre estes materiais destacam-se as
ceramicas microporosas a base de fosfato de célcio, em razdo da semelhanca
quimica, mineraldgica e cristalografica a do esqueleto humano, o que favorece a
biocompatibilidade e regeneracdo de tecidos duros [41, 42]. Entretanto, a baixa
resisténcia mecanica limita suas aplicacbes em regides sujeitas a solicitacoes
mecanicas elevadas [43].

Materiais compdésitos sdo materiais formados por dois ou mais componentes
com distintas composicdes, estruturas e propriedades e que estdo separados por
uma unica interface. Uma grande vantagem na producdo de compodsitos é de
combinar diferentes materiais para produzir um unico dispositivo com propriedades
superiores as dos componentes unitarios. Dessa forma, compésitos com finalidades
biomédicas sao facilmente encontrados em dispositivos e sistemas modernos. Em
termos de propriedades mecanicas, os compdsitos apresentam propriedades

mecanicas muito superiores as dos outros materiais, incluindo metais e ceramicas.

10
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Entretanto, como desvantagem geral dos compoésitos pode-se citar a dificuldade de
processamento [40].

No intuito de substituir os materiais metalicos, ceramicos e compdésitos, ou
torna-los mais resistentes e biointegraveis, varios polimeros tém sido estudados e

indicados para aplicagdes na area médica.

3.6 Polimeros

A palavra polimero origina-se do grego poli (muitos) e mero (partes) e é
utilizada para designar moléculas formadas por um grande numero de unidades
moleculares repetidas (monbémeros), ligadas entre si por ligagcdes covalentes,
formando compostos com cadeia longa e com alta massa molecular.

Quanto a estrutura, os polimeros podem ser classificados como lineares,
ramificados ou reticulados. Um polimero é linear quando a cadeia polimérica é
constituida de apenas uma cadeia principal. J& os ramificados possuem
prolongamentos partindo da cadeia principal, ou seja, sdao formados pela
substituicido dos atomos de hidrogénio da cadeia polimérica por grupos organicos,
originando grupos laterais, os quais podem variar em numero € em comprimento.
Nos polimeros reticulados ou tridimensionais, as cadeias poliméricas estdo ligadas
entre si através de ligacoes cruzadas (geralmente covalentes) que impedem o livre
movimento das cadeias [44, 45].

Os polimeros podem ser classificados quanto ao niumero de monémeros,
podendo ser chamados de homopolimeros e copolimeros. Homopolimeros sao
polimeros que possuem apenas uma unidade monomérica. Quando dois ou mais
tipos diferentes de monémeros formam a cadeia, denomina-se copolimero e a
reacao que deu origem ao copolimero é chamada de copolimerizacao [40, 44, 45].

A copolimerizagdo € definida como uma reagdo na qual dois ou mais
mondmeros estruturalmente distintos sdo incorporados na mesma cadeia polimérica.
Assim, este método permite que sejam efetuadas mudancas sistematicas nas
propriedades dos polimeros, sendo por isso largamente utilizado na producao de
polimeros comerciais e em estudos voltados a relacdo entre estrutura e
propriedades [44, 45].

11
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Em funcdo do modo e distribuicdo dos monémeros, os copolimeros podem
ser divididos em diferentes tipos [40, 44, 45]:

e aleatorio, ao acaso ou estatistico: quando ndo ha uma sequéncia definida da
disposicao dos monémeros;

e alternado: apresenta unidades diferentes dispostas de modo alternado
perfeitamente regular;

e enxertado ou graftizado: uma cadeia de um homopolimero liga-se
covalentemente a outra cadeia polimérica;

¢ bloco: formacao de grandes seqiéncias de um mondémero, alternando a

grandes sequUéncias do outro.

3.6.1 Polimeros como biomateriais

Os polimeros sdao os materiais mais amplamente empregados como
biomateriais devido a sua resisténcia ao ataque quimico, peso, inUmeras
propriedades fisico-quimicas favoraveis e principalmente baixo custo. Podem ser
aplicados tanto em locais tencionados, como préteses de substituicdo éssea, quanto
em preparagdes que visam a aquisicao de superficies macias e moldaveis, como
sistemas de liberagcao de farmacos e membranas com diversas utilizagoes [46, 47].

Os biomateriais poliméricos podem ser classificados de acordo com sua
funcdo em bioinertes, que nao induzem reacéao biolégica e ndo sofrem degradacéo,
bioativos, que induzem resposta no tecido hospedeiro, reabsorvivel, que sofre
degradacdo e seus produtos sdo metabolizados pelo organismo do hospedeiro e
biomiméticos, que imitam, mimetizam fungdo ou estrutura de um tecido ou érgao
[48].

Os biomateriais poliméricos podem ser classificados em naturais ou
sintéticos. Neste trabalho foram utilizados polimeros de origem sintética; sendo

assim, apenas este conceito sera enfatizado.

3.7 Polimeros sintéticos

Esforcos para o desenvolvimento de polimeros sintéticos, particularmente a
borracha sintética, foram intensificados apés a Segunda Guerra Mundial, quando

12
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muitos materiais naturais ndo atenderam a alta demanda. Posteriormente surgiram
varios tipos de polimeros, que foram responsaveis pelas constantes modificacées
nos habitos da populacao do mundo atual [40, 44].

A sintese dos polimeros sintéticos envolve um processo de polimerizacao,
que pode ser classificado quanto ao numero de mondmeros, tipo de reacdo e
cinética de polimerizagcdo. Os processos de polimerizacdo podem ocorrer em etapas,
em cadeia, em cadeia via radicais livres, iGnica ou com abertura de anel.

De acordo com a estrutura quimica do mondémero, do tipo de ligacao
covalente e do tamanho da cadeia, os polimeros podem ser divididos em:
termoplasticos, que fundem por aquecimento, se solidificam por resfriamento e séo
moldaveis; termorrigidos, que por aquecimento ou outra forma de tratamento
assumem estrutura tridimensional, com ligacées cruzadas, tornando-se insollveis e
infusiveis e em elastémeros, que possuem elevada elasticidade, como a borracha e
as fibras, termoplasticos orientados e que possuem alta resisténcia mecanica.
Podem ser classificados ainda em amorfos, que sao caracterizados pela
temperatura de transicao vitrea, ou cristalinos (geralmente semi-cristalinos), com
dominios amorfos e cristalinos, caracterizados por temperatura de fusdo [40, 44, 45].

Os polimeros sintéticos sao os materiais mais extensivamente usados como
biomateriais. Possuem como principais propriedades, alta flexibilidade, alta
resisténcia ao impacto, baixas temperaturas de processamento e principalmente
excelente propriedades mecénicas [49].

As primeiras informagdes sobre a utilizacdo de polimeros sintéticos como
biomateriais data de 1940, com a utilizagdo de suturas a base de poliamidas
sintéticas (Nylon). Um pouco mais tarde (1945), foram documentadas as primeiras
aplicacdes de poli(metacrilato de metila) (PMMA), poli(tereftalato de etileno) (Dracon)
e poli(cloreto de vinila) (PVC). Ja em 1950, polimeros como polietileno, poliuretano e
poli(tetrafltor etileno) (Teflon) comecaram também a ser usados em aplicagdes
biomédicas. Atualmente, diversos polimeros sintéticos sdo usados neste tipo de
aplicacao [40].

Dentre os polimeros sintéticos mais utilizados como biomateriais destacam-se
o polietileno, polipropileno, fluorpolimeros, poliamidas, poliacrilatos e poliésteres [50-
55].

Os poli(a-hidréxi acidos) sao representantes de uma classe de poliésteres

alifaticos sintéticos, da qual fazem parte o poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido

13
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lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), poli(e-caprolactona)
(PCL), seus copolimeros e outros. Originalmente usados como fios de sutura,
atualmente os poli(a-hidroxi acidos) podem ser encontrados em diversos produtos
comerciais de fixagdo éssea [56-58]. O poli(alcool vinilico) (PVA) é bastante utilizado
em aplicacbes biomédicas, como pancreas artificial e em hemodialise [59-61].

3.7.1 Poli(estireno)

As resinas de poli(estireno) (PS) foram descobertas acidentalmente em 1839
por Eduard Simon, em Berlim, a partir de uma resina de ambar destilada, mas
somente adquiriram grande importancia industrial no inicio da Segunda Guerra
Mundial. Na década de 90 foi um dos termoplasticos mais consumidos, devido ao
baixo custo, baixa densidade e absorcdo de umidade, boas propriedades elétricas
(baixa condutividade elétrica), transparéncia, alto brilho, boa resisténcia a alguns
acidos fortes e facilidade de processamento [62].

O PS (Figura 2) € um homopolimero derivado da polimerizacdo do monémero
aromatico estireno, que € um hidrocarboneto liquido e é fabricado a partir do
petréleo. Pode ser obtido industrialmente a partir de varios processos; entretanto, o
mais utilizado consiste na desidrogenacéo do etil-benzeno.

Figura 2 — Estrutura do monémero do poli(estireno).

O PS é uma resina do grupo dos termoplasticos, cuja caracteristica reside na
sua facil flexibilidade ou moldabilidade. Sob a acéo do calor, a resina toma a forma
liguida ou pastosa, moldando-se com facilidade. Com o resfriamento apo6s a
moldagem, o produto readquire o estado sélido [62, 63].

14
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Existem quatro tipos basicos de PS [62, 63]:

e PS cristal ou comum: homopolimero amorfo, duro, com brilho e elevado
indice de refracdo. Pode receber pequenas quantidades de lubrificantes para facilitar
o fluxo e a moldagem. Usado em artigos de baixo custo, notadamente pecas
descartaveis tais como copos.

* PS resistente ao calor: basicamente igual ao comum, mas devido a alta
massa molar seu processamento é mais dificil. E ideal para confeccdo de pecas de
maquinas ou automdéveis, gabinetes de radios e TV, grades de ar condicionado,

pecas internas e externas de eletrodomésticos e aparelhos eletrbénicos.

* PS de alto impacto: contém de 5 a 10% de elastobmero (borracha), que é
incorporado através de mistura mecanica ou diretamente no processo de
polimerizacao através de enxerto na cadeia polimérica. Muito usado na fabricagao
de utensilios domésticos (gavetas de geladeira) e brinquedos.

* PS expandido: espuma semi-rigida com marca comercial “Isopor”. O plastico
€ polimerizado na presenga do agente expansor ou 0 mesmo pode ser absorvido
posteriormente. Durante o processamento do material aquecido volatiliza, gerando
as células no material. Apresenta baixa densidade e bom isolamento térmico. E
aplicado como bandejas para embalagem, protetor de equipamentos, isolantes

térmicos, pranchas para flutuacao e geladeiras isotérmicas.

Estudos do uso de PS como biomaterial limitam-se aos relacionados a
adsorcao de proteinas. Bouafsoun e colaboradores [64] afirmam que a adsorcédo de
proteinas desempenha um papel importante nas interagdes interfaciais necessarias
para melhorar a bioespecificidade de implantes e que o PS é um biomaterial
comumente utilizado para implantes vasculares, pela adesao diferencial de proteinas
como fibronectina, colageno, albumina, heparina e imunoglobulina G.

Santin e colaboradores [65] estudaram o potencial da a-1-microglobulina (a-1-
m) na mediagdo de Psedomonas aeruginosa em PS. Os autores concluiram que a
facilidade de dessorcao de a-1-m derivada de urina pdde ser correlacionada com a
hidrofobicidade da superficie do biomaterial.
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O estudo de adsorcao de colageno tipo | de uma solugéo contendo Pluronic’
F68 foi realizado por Dewez e colaboradores [66]. Os autores mostraram que este
ultimo previne a adsorcao de colageno em PS e nao previne sua adsorcao em PS
com superficie oxidada. Isto explica o controle de adesdao de células pela
hidrofobicidade superficial do substrato e composicdo da solucdo pré-
condicionadora. Com base nisto, a adesao seletiva de diferentes tipos de células em
superficies padronizadas foi alcancada. Portanto, trilhos de hidrofobicidade reduzida
foram produzidos em PS por tratamento com plasma de oxigénio. Apds o
condicionamento com uma solugdo contendo Pluronic’ F68 e proteina de EMC
(colageno, bronectina), a adsor¢do ocorreu seletivamente nestes trilhos, permitindo

a adesao seletiva das células.

3.7.2 Poli(metacrilato de metila)

A histéria do laborat6rio dos mondémeros acrilicos comecou em 1843, quando
foi sintetizado o acido acrilico. A isso seguiu-se em 1865 a preparacao do
etilmetacrilato, por Frankland e Duppa, enquanto em 1877, Fittig e Paul notaram que
ele possuia certa tendéncia para a polimerizacado. Por volta de 1900 a maioria dos
acrilicos mais comuns haviam sido preparados em laboratério € ao mesmo tempo ja
existiam alguns trabalhos sobre a sua polimerizacdo. Em 1901, o Dr. Rohn, na
Alemanha, comegou um trabalho sistematico no campo dos acrilicos e mais tarde
tomou parte ativa no desenvolvimento industrial do éster acrilico naquele pais [67].

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) foi o primeiro polimero acrilico produzido
industrialmente por Rohn e Maas, em 1927. Foi vendido como uma solugdo do
polimero em solvente organico e foi usada principalmente em lacas e formulacdes
para revestimentos superficiais. Mais tarde Rowland Hill estudou o metacrilato e sua
polimerizacdo, enquanto que Crawford desenvolveu um método econémico para a
fabricacdo dos mondémeros [67].

O PMMA apresenta como caracteristicas: densidade de 1,19 g cm™ (cerca de
metade da densidade do vidro), é inquebravel, pode ser moldado por aquecimento a
temperaturas relativamente baixas (cerca de 100 °C), é macio e sensivel a abraséo

e rachaduras, € mais transparente que o vidro a luz visivel e é transparente a
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radiacdo infravermelha até 2800 cm™, mas blogqueia comprimentos de onda maiores
[68, 69].

O PMMA é um homopolimero derivado do mondémero metacrilato de metila
(MMA), e sua estrutura esta representada na Figura 3.

Figura 3 — Estrutura do monémero de poli(metacrilato de metila).

O PMMA ¢ usado para confeccao de pecas em diversos setores, como o de
otica (lentes), o automotivo (fardis, painel indicador, protetor de tacémetros e
tridangulos) e o de saude (embalagens de comprimidos, sondas, incubadoras e
materiais esterilizaveis) [68, 69].

Existem alguns tipos de PMMA que bloqueiam a luz visivel e deixam a
radiacdo de infravermelho passar em certo intervalo de freqiéncia (usados, por
exemplo, em controle remoto e em sensores de fonte de calor) [68, 69].

O PMMA ¢ utilizado como biomaterial desde 1950, principalmente na
ortopedia (proteses 6sseas), proteses dentarias, em pastilhas para ingestao por via
oral e na oftalmologia (em lentes utilizadas dentro do olho) [70-73],

Junior e colaboradores [74] sintetizaram compdsitos a partir da polimerizacao
em massa de metacrilato de metila na presenca de particulas de vidro bioativo (vidro
de silicato de calcio, fésforo e sbdio). Particulas de vidro foram adicionadas ao
monémero em diversas concentracdes para permitir a variagdo das propriedades
mecanicas e da bioatividade desses compdsitos. A bioatividade dos materiais
produzidos foi avaliada através de testes in vitro. O procedimento de sintese

mostrou-se eficaz na produgdo de compositos com diferentes fragcdes volumétricas
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de particulas distribuidas homogeneamente pelo material. Os resultados dos testes
in vitro revelaram a deposicdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA)

na superficie dos materiais, comprovando a bioatividade dos compdsitos.

3.7.3 Poli(estireno-b-metacrilato de metila)

As técnicas de polimerizacdo viva ndo sao uteis somente para controlar
massas molares e distribuicdes de massas molares de polimeros, mas também para
sintetizar copolimeros em bloco [75].

Copolimeros bloco sdo formados pelo arranjo linear de varios blocos de
monémeros, isto €, pela combinacdo de dois ou mais polimeros ligados cabeca-
cauda por ligacdes covalentes [44, 45, 76].

Os copolimeros bloco representam uma importante classe de materiais
multicomponentes que tem recebido muita atencao, particularmente a partir de 1960.
A unido de polimeros diferentes em uma macromolécula fornece materiais com
propriedades mecanicas, oOticas e estruturais Unicas. Estes copolimeros sao uma
classe unica de materiais poliméricos que sofrem separagdo de fase de ordem
nanométrica e tém uma variedade de aplicacées, inclusive como dispersantes,
compatibilizantes, modificadores de viscosidade, adesivos, aditivos em borrachas,
revestimentos e membranas [75, 76].

Ha dois métodos gerais para sintese de copolimero bloco. No primeiro sdo
criados sitios ativos em uma cadeia de um polimero ja existente e entdo se inicia a
polimerizacdo do segundo mondémero. A polimerizacdo pode ser radicalar, aniénica
ou catiénica. No segundo método, que € usualmente chamado de condensacao,
ocorre uma reacao entre grupos funcionais presentes nas extremidades das cadeias
dos diferentes polimeros. Desses métodos, a polimerizagdo anidnica tem se
mostrado mais eficiente para preparar copolimeros aproximadamente
monodispersos e de arquiteturas bem definidas [75, 76].

Quanto a morfologia, copolimeros em bloco compostos por blocos imisciveis
e nao cristalizaveis apresentam dominios com tamanho controlado. Como os blocos
sao ligados covalentemente uns aos outros, as fases ndo podem adquirir dimensdes

maiores que a prépria dimensado da macromolécula. Os blocos individuais assumem
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conformacdo enovelada dentro de cada dominio e as jungdes entre os blocos se
localizam na interface que separa os dominios A e B [77-79].

E bem conhecido que copolimeros em bloco do tipo AB adotam estruturas de
microdominio no regime de forte segregacao, isto é, forte interacao repulsiva entre
as cadeias dos blocos constituintes. Neste caso, polimeros A(B) segregam em
microdominios de A(B), com as jun¢des quimicas dos blocos localizadas préximas a
regido interfacial. A regido interfacial caracteristica no interior do copolimero dibloco
é relatada como sendo igual ou menor que 20 A, & temperatura ambiente [77-79].

Neste trabalho, foi estudado o copolimero formado pelos monémeros estireno
e metacrilato de metila, o copolimero dibloco PS-b-PMMA (Figura 4). Os
copolimeros derivados destes mondmeros tém propriedades bem definidas e séao
largamente utilizados na industria. Dentre as vantagens destes copolimeros em
relagdo ao PS incluem-se o aumento da resisténcia as intempéries e estabilidade a
luz, maior transparéncia e dureza. Além disso, a incorporacdo de pelo menos 30%
em massa do estireno aumenta a estabilidade térmica desse material em relacao ao
PMMA, que degrada em temperaturas superiores a 250 °C devido a
despolimerizagdo [80, 81].

CH3 -::H3
{C _CHE}C \_.HE -H -H E{CH _CHE}
| | d
’_f_f"
Hsmf’“\o Hs co”” = | |

Figura 4 — Estrutura do copolimero poli(estireno-b-metacrilato de metila).

A aplicagéo de PS-b-PMMA como biomaterial €, entretanto, restrita, de modo
gue nao se conhece, até o momento, nenhuma descri¢cao deste tipo de aplicagao.

Os filmes de copolimeros diblocos tém recebido recentemente mais atengéo
devido a sua habilidade de se organizar em estruturas nanométricas [82-84]. Aissou
e colaboradores [85] estudaram este fendmeno modificando primeiramente a
superficie do substrato para favorecer a formacao de cilindros de PMMA verticais
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cercados por uma matriz de PS. Também observaram que a area média de poro dos
cilindros aumenta com o numero de coordenacédo. Estes filmes foram usados como
mascara de deposicdo para produzir orificios bem organizados, pontos e
nanopilares.

Kaydarov e colaboradores [86] investigaram a estrutura de superficie de
filmes finos de PS-b-PMMA em um substrato de silicone. Mostraram que a
nanoestrutura depende da massa molecular e da fracdo de volume dos copolimeros
dibloco. Observaram uma estrutura perpendicular lamelar para a amostra de alta
massa molar e um padrdo de empacotamento hexagonal para a amostra de menor
massa molar. Investigaram por espalhamento de raios-X em baixo angulo que
amostras sem modificagdo hidrotérmica (annealing) nédo revelaram nenhuma
estrutura ordenada. Os autores concluiram que a modificacdo hidrotérmica de
amostras de PS-b-PMMA levou a mudangas na estrutura superficial.

3.8 Blendas poliméricas

Logo apds a descoberta da natureza macromolecular de algumas espécies de
polimeros, houve um crescente interesse na produgédo e estudo de novos materiais
poliméricos de grande importancia do ponto de vista tecnolégico. No principio da
ciéncia dos polimeros, novos materiais foram projetados e obtidos pela sintese de
novos tipos de unidades monoméricas que originariam polimeros com propriedades
diferentes daqueles ja existentes. A sintese de polimeros ou a modificagdo da
estrutura quimica de um polimero ja existente sdo alternativas para a obtencao de
novos materiais. Entretanto, a mistura fisica de dois ou mais polimeros (blendas
poliméricas) representa uma alternativa mais econdémica e rapida de se obter um
novo material com propriedades intermediarias aquelas apresentadas pelos
polimeros puros. A nova propriedade obtida dependerda da natureza e do estado
fisico dos polimeros originais, da forma de processamento da mistura, da faixa de
composicdo dos componentes misturados e das interacbes entre estes
componentes [87].

O processamento de blendas poliméricas consiste basicamente em duas
etapas principais: a de mistura ou preparacdo e a de moldagem. Estas etapas

influenciam nas propriedades finais da blenda polimérica. Na etapa de mistura ou de

20



Revisdo Bibliogrdfica

preparacdo da blenda polimérica ocorre a incorporacdao dos componentes
poliméricos, na qual se procura atingir o estado de mistura desejado. Por outro lado,
em quase todos os processos de moldagem utiliza-se a blenda polimérica no estado
fundido [88].

Blendas poliméricas podem ser classificadas em misciveis ou imisciveis. As
blendas misciveis apresentam-se homogéneas em escala molecular, portanto
apresentam uma Unica fase. Nestas blendas existem interacdes especificas entre os
segmentos dos polimeros, impedindo a separacdo de fases. Blendas imisciveis
apresentam duas fases distintas. Cada fase de uma blenda completamente imiscivel
contém um componente essencialmente puro enquanto as fases de blendas
parcialmente imisciveis podem conter um pouco de cada material na blenda [89, 90].

Existem varios estudos de blendas poliméricas na area biomédica. Pezzin e
colaboradores [91] estudaram a degradagdo in vitro de blendas de poli(p-
dioxanona)/poli(L acido lactico) (PPD/PLLA) com diferentes composicdes
preparadas por evaporacdao de solvente. Os autores concluiram que é possivel
controlar a taxa de degradacdo de uma blenda variando-se sua composigéo.
Cascone e colaboradores [92] estudaram blendas utilizando dois polimeros naturais,
colageno (C) e acido hialurénico (AH), e dois polimeros sintéticos, poli(acido acrilico)
(PAA) e poli(alcool vinilico) (PVA) e utilizaram essas blendas para preparar filmes,
esponjas e hidrogéis que foram carregados com horménio de crescimento (HC) para
investigar possivel uso em sistemas de liberagdo controlada. Os resultados
mostraram que os HC podem ser liberados em esponjas de AH/PAA e AH/PVA e
C/PVA hidrogéis e concluiram que a quantidade de HC liberada era
significativamente dependente do AH ou do indice de C dos polimeros.

A literatura sobre estudo de blendas de PS e PMMA para aplicagdes
biomédicas é bastante restrita. Morin e colaboradores [93] usaram microscopia
eletrbnica de foto emissdo de raios-X (X-PEEM) para caracterizar um filme
polimérico fino de PS/PMMA segregado, e para mapear a adsorcao de fibrinogénio
(uma proteina de plasma sangilineo) nesta superficie de solucbes aquosas
isotbnicas e tamponadas ou de baixa forca i6nica e nao-tamponadas com
concentracdes variadas de fibrinogénio. Estes resultados demonstraram pela
primeira vez que X-PEEM possui sensibilidade para localizar e detectar proteinas

adsorvidas no nivel sub-monocamada, enquanto simultaneamente detecta a
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distribuicdo espacial das fases, e a distribuicdo das proteinas relativas as fases na

superficie de um substrato polimérico com microfase inferior separada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Todos os polimeros foram utilizados sem nenhuma purificacdo adicional e
nenhuma modificagédo estrutural.

Os seguintes reagentes foram utilizados durante o desenvolvimento do
presente trabalho:

% Poli(estireno) (PS) - Mw = 300.500 g mol™ adquirido da Sigma-Aldrich (Saint.
Louis, EUA).

& Poli(metacrilato de metila) (PMMA) - Mw =139.595 g mol™ adquirido da Sigma-
Aldrich (Saint. Louis, EUA).

% Poli(estireno-b-metacrilato de metila) PS-b-PMMA - Mw = 780.000 g mol™ foi
gentiimente cedido pelo professor Dr Redouane Borsali, da Ecole Nationale
Supérieure de Chimie et Phyique de Bordeaux — Franca.

% Acetona (PA) — Nuclear (Sdo Paulo, Brasil).

& Tetrahidrofurano (THF) (PA) — Nuclear (Sdo Paulo, Brasil).

& Acetato de etila (PA) — Nuclear (Sao Paulo, Brasil).

% Cloroférmio (PA) — Nuclear (Sdo Paulo, Brasil).

% Controle negativo (laminula de vidro).

& Células de camundongo L929 (linhagem de fibroblastos). As células foram
fornecidas pela American Type Culture Collection, (ATCC, Manassas, USA).

& Meio de cultura celular Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma Chemical
Co, Saint Louis, MO, EUA).

% Etilenodiamino tetracético (EDTA) 1 mmol L.

% Solucgao fosfato-salina (PBS).

% Etanol 70% v/v.

& Corante May-Griinwald/Giemsa (Sigma Chemical Co. Saint Louis, MO, EUA).
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4.2 Métodos

4.2.1 Solvente para preparo dos filmes

Um estudo preliminar foi realizado com quatro tipos de solucdo para
preparacao de filmes pelo método de evaporacdo do solvente (casting). Acetona,
THF, acetato de etila e cloroformio foram avaliados. O cloroférmio foi o solvente que
solubilizou mais rapidamente os polimeros (2 horas) e possibilitou a obtencédo de

filmes mais homogéneos.

4.2.2 Preparacao dos filmes

Os filmes foram preparados com diferentes propor¢cées de PS e PMMA em
cloroférmio de modo a formar blendas nas composi¢ées 100/0, 70/30, 50/50, 30/70 e
0/100 (2% m/v). Em seguida foram acondicionados em frascos fechados e mantidos
sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. Ap6s a solubilizacdo dos
polimeros no solvente, as solucdes poliméricas foram vertidas em placas de PTFE e
mantidas em uma capela de exaustdao a 25 °C por aproximadamente 24 horas até
completa evaporacao do solvente. Apds a evaporagao do solvente os filmes foram
acondicionados em dessecadores para analises posteriores. A preparagéo do filme
puro de PS-b-PMMA se deu seguindo o0 mesmo método.

4.2.3 Analise Térmica

4.2.3.1 Termogravimetria (TG)

A andlise termogravimétrica foi realizada para identificar alteracdes estruturais
das blendas quando comparadas aos polimeros puros e também para verificar o
comportamento térmico dos filmes em estudo. Foi realizada em um analisador
termogravimétrico modelo TGA-50 Shimadzu. As medidas foram conduzidas de 50
°C a 600 °C, em atmosfera inerte de nitrogénio com vazdo de 50 mL min™ e taxa de
aquecimento de 10 °C min™", utilizando-se aproximadamente 2-7 mg de amostra.
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4.2.3.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Este estudo foi realizado para averiguar a temperatura de transi¢éo vitrea (Ty)
dos filmes dos polimeros puros e das blendas, bem como avaliar a compatibilidade
dos polimeros em estudo. As andlises foram realizadas utilizando-se um
equipamento modelo DSC-50 da Shimadzu. Aproximadamente 4 mg de amostra
foram aquecidos de 50 °C a 280 °C em atmosfera inerte de nitrogénio sob vazao de
50 mL min™' e taxa de aquecimento de 10 °C min™. A T4 foi calculada no ponto de
inflexdo na linha base causada pela variagao do calor especifico da amostra.

A equacéo de Fox foi utilizada para estimar os valores tedricos para Ty's das
blendas poliméricas. De acordo com a equagéo 1, Tag, Ta € Tg denotam a T4 (em
Kelvin) da blenda e dos polimeros puros A e B, respectivamente, enquanto wa e wg
sao as fragcdes massicas dos polimeros correspondentes.

I Wa N Wz
Tas Ta Ts

4.2.4 Analise estrutural

4.2.4.1 Espectroscopia na regiao de infravermelho (FTIR)

A analise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada para verificar possiveis mudangas estruturais, bem como avaliar
a compatibilidade dos polimeros estudados. Para a andlise de FTIR os filmes foram
preparados na concentracdo de 0,4% m/v. As andlises foram realizadas em um
instrumento Perkin-Elmer PC-16 com transformada de Fourier, com resolucao de 4
cm’ em um alcance de 4000-400 cm™.

4.2.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear de ">C no estado sdlido (*C NMR)

Esta técnica foi também utilizada para verificar possiveis mudancas
estruturais e para avaliar a compatibilidade dos polimeros em estudo. As analises de
3C NMR do estado sélido foram realizadas em um equipamento Varian (NMR 400
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Hz). Os experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente usando um rotor
TORLON (diametro de 5 mm), a uma velocidade de 5,5 kHz. O padrao de referéncia
utilizado para andlise de '3C foi o hexametil benzeno (HMB), a fim de analisar o
deslocamento quimico dos atomos de carbono do grupo metila (17,3 ppm). Os
experimentos de '3C foram conduzidos utilizando polarizagdo cruzada e rotacdo da
amostra segundo o angulo magico (CP/MAS) com pulso de 90° e tempo de
relaxacdo de 4 segundos com variacdo de tempo de contato (VCT). O tempo de
contato foi definido a partir de diferentes taxas de varredura (200-600 us), de acordo

com a intensidade do sinal de '°C.

4.2.5 Determinacao do angulo de contato em agua

Esta técnica foi utilizada para verificar as propriedades de
hidrofobicidade/hidrofilicidade da superficie dos filmes. Os &ngulos de contato foram
medidos apds deposicao de gotas de agua destilada e deionizada sobre os filmes
em estudo. Para tanto, utilizou-se um goniébmetro DATA PHYSICS com software
Image Tool especialmente concebido para este tipo de analise. As analises foram
capturadas com uma camera fotografica de alta resolucdo. Foram realizadas cinco
medidas independentes, em diferentes lados de cada filme, sendo que a média dos
valores foi considerada.

4.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

Este estudo foi realizado para verificar o comportamento morfolégico dos
filmes. As amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido, para observagcdo da
superficie de fratura. As micrografias dos filmes em estudo foram obtidas num
microscopio eletronico Phillips XL-50, com filamento de tungsténio como fonte de
elétrons. As amostras foram recobertas com uma camada fina de ouro em um

metalizador (ISI - D2 Diode Sputtering System).
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4.2.7 Analise de adesao celular

4.2.7.1 Controle negativo

Este controle serviu como parametro para determinar a validade do ensaio a
partir da resposta das células quando expostas a estas amostras. Neste estudo foi
utilizada uma laminula de vidro como controle negativo, por ser biologicamente nao

reativa.

4.2.7.2 Preparo da cultura de células

As células foram fornecidas pela American Type Culture Collection (ATCC) e
foram mantidas em frascos plasticos sob congelamento a -196 °C, em meio de
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM).

Para a utilizacdo das células, foi realizado inicialmente o descongelamento das
mesmas. Este descongelamento foi feito rapidamente em banho-maria a 37 °C sob
agitacdo. Para o cultivo das células, o conteudo do tubo criogénico foi transferido
para um tubo de ensaio contendo o meio de cultura DMEM (Tabela 1) e centrifugado
por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado levado para garrafas de
cultura. Neste momento foi acrescentada a solugdo DMEM. A suspensao celular foi
mantida em incubadora em ambiente Umido a 37 °C e em atmosfera de 5% de COs.
Apoés 2-3 dias as células foram destacadas dos frascos com tripsina 0,25% m/v e
etilenodiamino tetracético (EDTA) 1 mmol L™ e colocadas em um novo frasco.

Tabela 1 — Meio de cultura DMEM utilizado para manutencao das células.

Solugdo DMEM

Soro fetal bovino (10% v/v)

Estreptomicina (100 pg mL™)
Penicilina (100 Ul mL™)
Glutamina (2 mmol L™ )
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4.2.7.3 Teste de citotoxicidade

As suspensfes celulares foram dispostas em placas com 24 pocos e
incubadas em estufa a 37 °C e em atmosfera de 5% de CO. por 24 horas. Apos este
periodo, a placa foi levada ao microscopio Optico para avaliacao da viabilidade das
células ou possivel contaminacdo das mesmas.

Comprovada a integridade da cultura celular, as placas foram levadas a
capela de fluxo laminar, onde cada poc¢o foi lavado com solucdo fosfato-salina
(PBS). A solugao foi aspirada utilizando-se uma pipeta, sendo que o0 processo de
lavagem realizado em triplicata para cada poco. ApGs este procedimento, os filmes
poliméricos foram cortados em discos circulares, lavados com etanol 70% vl/v,
colocados sobre luz ultravioleta (UV) para esterilizacdo e lavados diversas vezes
com PBS. Apds este periodo, o ensaio teve prosseguimento com a aplicacao das
amostras nos pocos. Neste experimento, foi utilizada placa de 24 pocos, e para
evitar a flutuacao dos filmes foi usado um anel de vidro para comprimi-los. As células
foram destacadas dos frascos, contadas em um hemacitémetro e colocadas sobre
as amostras em uma quantidade de 5 x 10* células/pogo. A montagem da placa foi
feita da seguinte maneira: os dois primeiros pogos receberam os filmes de PS puro;
nos préximos pocos foram colocados, em duplicata, os filmes de PMMA puros, das
blendas, do copolimero e por ultimo foi colocado o controle negativo (laminula de
vidro). Em seguida, as placas foram levadas para incubag¢do em estufa a 37 °C e em
atmosfera de 5% de CO, durante 24 horas. Apds este periodo, as placas foram
removidas da estufa e levadas ao microscépio Optico, ao qual foi acoplada uma
camera fotografica, para analise dos resultados e obtencao das imagens.

A citotoxicidade foi determinada através de avaliacdo qualitativa e
quantitativa. A avaliacao qualitativa foi realizada pelo exame microscépico (éptico e
SEM) das células para verificar mudancas na morfologia geral, vacuolizacao,
destacamento e lise celular. O resultado permitiu classificacdo como atdxica, leve,
moderada ou severa citotoxicidade, que também pode ser expressa por numeros 0,
1, 2 e 3, respectivamente. Para melhor visualizagdo das células, empregou-se o
corante May-Grinwald/Giemsa. A metodologia consiste na coloragdo sucessiva de
eosinato de azul-de-metileno (May-Griinwald — 0,2 g may-griinwald diluido em 100
mL de alcool metilico) e de azul-eosina (Giemsa — 0,3 g giemsa em pé, 25 mL de
glicerina diluidos em 25 mL de alcool metilico). A avaliacao quantitativa foi realizada
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pela contagem das células nos filmes e no controle, sendo selecionados 10 campos
para cada filme.

4.2.7.4 Anadlise estatistica

Os dados foram expressos como média * desvio padrdao da média e
submetidos a analise de varidncia de uma via (ANOVA) com pés teste de
comparagdo multipla de Bonferroni. Os valores médios foram considerados
significativamente diferentes quando a probabilidade da diferenca caiu abaixo de 5%
(p< 0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise térmica

Com o objetivo de avaliar a estabilidade e as transicdes térmicas dos
homopolimeros, blendas e copolimero foram realizados experimentos de
termogravimetria e calorimetria diferencial de varredura. Os principais resultados séo

mostrados a seguir.

5.1.1 Termogravimetria (TG)

A andlise da estabilidade térmica para os sistemas utilizados neste estudo é
especialmente importante para se conhecer a temperatura maxima de trabalho com
um material especifico, principalmente quando houver necessidade de esterilizacao
(como implantes em adeséao celular). Um segundo aspecto é a possibilidade de se
analisar a composi¢ao de blendas e do copolimero em termos das porcentagens de
cada homopolimero presente. Com este objetivo, além das curvas
termogravimétricas (TG) e primeiras derivadas (DTG), foram analisadas as
desconvolugdes das curvas de DTG.

A termogravimetria (TG) envolve a medida de variagdo de massa de uma
amostra (processo de volatilizagdo), como funcao da temperatura ou do tempo. A
compreensao da degradacao térmica de filmes poliméricos constitui um aspecto
indispensavel para o estabelecimento da aplicabilidade dos mesmos. Quando os
materiais poliméricos sdo submetidos a um tratamento térmico podem apresentar
mudancas estruturais caracterizadas pela ruptura de ligacées quimicas nas cadeias
principais e laterais [45]. Desta forma, esta analise foi realizada para avaliar o
comportamento térmico dos filmes em estudo, comparando-se os diferentes
sistemas utilizados (polimeros puros, blendas e copolimero).

Parametros como temperatura na qual a velocidade de degradagcao é maxima
(Tmax), porcentagem de perda de massa dos principais estagios de degradacao e
porcentagem de residuos sélidos gerados para o sistema PS, PMMA, PS/PMMA e
PS-b-PMMA sao mostrados na Tabela 2. As curvas termogravimétricas (TG)
correspondentes e derivadas (DTG) para PS, PMMA, PS/PMMA e PS-b-PMMA séao
mostradas nas Figuras 5 e 6.
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Tabela 2 — Parametros termogravimétricos para o sistema de PS, PMMA, PS/PMMA

e PS-b-PMMA.
PS/PMMA Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Massa
(Yo m/v) residual a
T P T P T P 600 °C (%)
100/0 - - - - 440 99,8 0,2
70/30 - - - - 437 97,0 3,0
50/50 65 1,3 192 2,7 436 95,4 0,6
30/70 - - 182 1,6 398 94,9 3,5
0/100 - - 194 53 396 92,4 2,3
PS-b-PMMA 295 6,4 400 45,9 430 45,4 2,3

T = Temperatura de maxima velocidade de degradacéo (°C)

P = Porcentagem de perda de massa.

Massa (%)

T T T T
150 200 250

T
350

T
400

Temperatura (°C)

T
450

DTG (mg min™)

Figura 5 — Curvas de TG (—) e DTG (----) para filmes de PS e PMMA puros.
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copolimero.
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Para os sistemas PS e PMMA puros, estagios principais com perdas de
massa de 99,8% e 92,4%, respectivamente, foram observados. Estas perdas
ocorreram nas faixas de temperatura de 365 a 475 °C (Tmax = 440 °C) e 300 a
450 °C (Tmax = 396 °C), respectivamente, sugerindo uma maior estabilidade térmica
para o PS.

A blenda com 70% de PS apresentou um unico estagio de degradacdo com
Tmax de 437 °C com perda de massa de 97 %, ou seja, valores muito proximos ao PS
puro, caracterizando a predominancia deste componente na blenda.

Ainda, conforme observado na Figura 5, no PMMA o processo de degradacao
inicia em 160 °C (Tmax= 194 °C) com 5,3% de perda de massa. Conforme a Tabela 2
e Figura 6, este comportamento foi observado também nas blendas PS/PMMA 50/50
e 30/70 (Tmaxde 192 °C e 182 °C, respectivamente).

Dados da literatura [94] sugerem que nesta temperatura deve ter inicio o
processo de perda do grupo metdxi (radical), conforme esquema representado na
Figura 7. A degradacao térmica do PMMA é um processo caracterizado por
rendimentos elevados de mondmeros nos produtos de degradagdo e decréscimo
lento da massa molar do polimero [94,95]. Esta caracteristica explica o fato dos
estagios a aproximadamente 190 °C corresponderem a perdas de massa entre 1,5 e
5,5%, quando comparado ao estagio principal cujos valores de perda de massa sao
maiores que 90%. Para os mesmos sistemas, os estagios de perda de massa na
faixa de temperatura de 396 a 436 °C correspondem a degradacéo total do polimero,
ou seja, ocorre a cisdo das ligacbes C-C (Figura 8) que sédo as ligacbes mais

estaveis na estrutura do PMMA.
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Figura 7 — Representacao esquematica da reacao de perda do grupo metdxi no
PMMA [94].
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CHj CH,

Figura 8 — Representacao esquematica da quebra da ligacdo C-C na degradacéo do
PMMA [94].

No caso da blenda PS/PMMA 50/50, foi observada uma pequena perda de
massa a 65 °C (1,3%) atribuida a umidade residual ou presenca de solvente na
amostra.

Por outro lado, como esperado, o copolimero PS-b-PMMA degrada em dois
estagios principais de perda de massa: Tmax em 400 °C e 430 °C com 45,9% e
45,4% de perda de massa, respectivamente [96].

Em termos do mecanismo de degradacgao, o filme de PS puro que degrada
num dnico estagio (Tmax = 440 °C e 99,8% de perda de massa), tem sido geralmente
associado a cisdao randémica da cadeia, seguida por transferéncia intramolecular
[94,97], conforme mostrado na Figura 9. O PS despolimeriza via rea¢oes de radicais
livres e o produto volatil principal € o seu monémero estireno. Entretanto, devido a
transferéncia de cadeia intramolecular, apenas cerca de 40 % do mondémero é
formado [45].

- C CH2_ 3 -

T- +  HC—
CHs

Figura 9 — Processo de degradacao do poli(estireno) [94].

34



Resultados e Discussdo

Com o objetivo de avaliar a caracteristica das blendas PS/PMMA e do
copolimero PS-b-PMMA em termos das composicdes (proporcionalidade entre os
homopolimeros), foram realizadas as desconvolug¢des das curvas de DTG para estes
sistemas (Figura 10). Um segundo aspecto da andlise é a possibilidade de melhor
definir o processo de degradacgdo, principalmente das blendas PS/PMMA 70/30 e
50/50 que, de acordo com a Figura 6, parece ocorrer num unico estagio. Os valores
percentuais foram calculados considerando somente as areas dos dois picos
principais (soma percentual de 100%).

Para andlise dos resultados mostrados na Figura 10 é importante destacar
que as massas molares dos homopolimeros PS e PMMA nas blendas séao
significativamente diferentes e o0s valores percentuais determinados na
desconvolucgao refletem esta diferenca. Parece evidente, no entanto, o fato de que
com o aumento da quantidade de PMMA na blenda, ocorre um aumento progressivo
da porcentagem correspondente ao primeiro pico de desconvolugédo (Figuras 10A a
10C), ou seja, do pico associado com a degradacao do PMMA, confirmando a maior
estabilidade do PS nos sistemas estudados.
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Figura 10 — Desconvolucéo das curvas de DTG para blendas PS/PMMA (A) 70/30,
(B) 50/50, (C) 30/70 e (D) PS-b-PMMA.

O copolimero apresenta praticamente o mesmo perfil da blenda PS/PMMA
50/50, inclusive com relagdo as porcentagens associadas as areas dos dois picos
principais (0 terceiro pico em Tmax = 295 °C nao foi considerado na desconvolugao).
No caso do copolimero, a diferenca nas massas moleculares dos homopolimeros
(310.000 g mol" (bloco PS) e 470.000 g mol' (bloco PMMA), ndo ¢é
significativamente grande quando comparada aos mesmos dois componentes das
blendas (310.000 g mol” (PS) e 139.000 g mol" (PMMA); no entanto, had uma
grande similaridade entre as areas dos picos para a blenda PS/PMMA 50/50 e
copolimero.

Em resumo, os estudos associados com a andlise termogravimétrica e

desconvolugdo dos picos das derivadas primeiras para as blendas PS/PMMA e

36



Resultados e Discussdo

copolimero PS-b-PMMA sugerem uma maior estabilidade do PS em relagdo ao
PMMA. Aparentemente, o PMMA, por ser um polimero com uma cadeia mais
ramificada (grupos ésteres), € mais suscetivel a degradacao do que o PS. Por outro
lado, é necessario destacar que para o objetivo do presente estudo, tanto os

materiais puros como as blendas e copolimero sdo estaveis termicamente.

5.1.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Um dos métodos utilizados para estimar a miscibilidade e compatibilidade em
sistemas poliméricos é a determinagéo da temperatura de transigéo vitrea (Tg), que
pode ser interpretada como a faixa de temperatura em que o movimento das
macromoléculas aumenta. A T4 é definida como uma transi¢do de segunda ordem, e
€ caracteristica de um material amorfo ou semi-cristalino. Uma blenda é considerada
miscivel quando apresenta um unico tipo de dominio e observa-se apenas uma Ty.
No caso de blendas imisciveis, sdo formados dominios separados e nao ha
interacdo entre as cadeias poliméricas, apresentando duas Tg's [45]. As
temperaturas de transicdo vitrea para os polimeros puros, para as blendas em
diferentes composicdes e para o filme do copolimero estdo mostradas na Tabela 3.

As curvas de DSC para os filmes do PS e PMMA puros (Figura 11-A)
evidenciaram uma Unica T4 a aproximadamente 88 e 101 °C, respectivamente, e
esses valores sdo concordantes com os descritos na literatura [98,99]. Além disso,
pode ser confirmado pela auséncia da temperatura de fusdo (Tn) que os polimeros
estudados sao amorfos.

No caso das blendas, as curvas de DSC (Figura 11-A) mostraram duas Tg4's
distintas em todas as composicoes estudadas. As blendas com composi¢des 50/50
e 30/70 apresentaram duas T4's muito proximas das T4's dos homopolimeros puros.

O valor da Tg4¢ (correspondente ao PS puro) para a blenda na composig¢éo
30% de PMMA foi de 65,3 °C, apresentando um decréscimo significativo quando
comparado ao filme de PS puro (88,2 °C).

Silva e colaboradores [100] avaliaram o comportamento das blendas de
PS/PMMA nas composi¢cdes 40/60, 50/50 e 60/40% m/v preparadas por trés
diferentes métodos, entre os quais, por evaporacdo de solvente (casting). Os

autores avaliaram as propriedades térmicas das blendas utilizando TGA, DSC e
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MDSC (DSC modulado). As blendas estudadas apresentaram duas Tgy's distintas,
correspondentes aos polimeros puros, caracterizando um sistema imiscivel. A
blenda com 40% de PMMA apresentou um surpreendente decréscimo também na
T4+ quando comparada ao PS puro. De acordo com os autores, esse resultado
aponta a existéncia de uma quantidade de material na interface, no caso de blendas
preparadas por casting, embora os autores nao considerem esta hipétese conclusiva
devido a complexidade do sistema. No caso do presente estudo, na blenda
PS/PMMA 70/30 a diminuicdo da T4 de 88,2 °C para 65,3 °C sugere uma certa
compatibilidade entre os componentes devida a melhor distribuicdo do PMMA (30%)
na superficie da matriz principal de PS (70%). Isto concorda, portanto, com os
resultados descritos por Silva e colaboradores [100]. Um outro aspecto é o fato de
que na analise por microscopia eletrdnica de varredura (discutida no item 5.4.1),
praticamente nao foram observados dominios especificos de um ou outro

componente na blenda, sugerindo certa compatibilidade neste sistema.

Tabela 3 — Resultados da analise de DSC para o sistema de PS e PMMA.

PS/PMMA Tt Te2 T, Fox
(% m/v) (°C) (°C) (°C)
100/0 88,2 i 88,2
70/30 65,3 94,5 91,7
50/50 82,4 98,0 94,3
30/70 88,0 104,6 96,9
0/100 101,1 . 101,1
P(S-b-MMA) 98,7 122,2 .

Como descrito anteriormente, a determinacdo da Ty possibilita o
conhecimento de miscibilidade dos polimeros que compdem as blendas. Duas Tg4's
distintas foram observadas para as blendas em temperaturas muito proximas das
Ty4's dos homopolimeros puros (exceto para a blenda com composi¢cdo 70/30). A
primeira corresponde ao PS e a segunda € atribuida ao PMMA, sugerindo
imiscibilidade entre os dois polimeros. Outra maneira de avaliar a miscibilidade de
blendas poliméricas é comparar o valor da T4 experimental com o valor tedrico, e

esta comparacao pode ser realizada através da equacgao de Fox (Equacao 1).
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Caso estivessem ocorrendo interacbes entre os polimeros, fato que
favoreceria a miscibilidade, seria observada uma unica Ty e esta deveria ser
intermediaria as Ty4's dos homopolimeros puros e o valor muito préximo a T4 de Fox
(Tabela 3), o que torna mais uma vez evidente a imiscibilidade das blendas.

No caso do copolimero, a curva de DSC (Figura 11-B) mostrou duas Tg's
distintas. A primeira corresponde ao bloco de PS e a segunda ao bloco de PMMA.
Uma mudanga significativa na Tq4 foi observada quando comparado o valor da Tq
correspondente ao bloco de PMMA (122,2 °C) a Tqdo PMMA puro (101,1 °C). Neste
caso, o aumento da T4 pode ser explicado tanto em funcdo da variagdo da massa
molar como pela mudanca estrutural, ja que no copolimero as unidades
monoméricas estireno e acrilato foram ligadas covalentemente, enquanto que na
blenda ocorreu somente a mistura fisica dos dois homopolimeros (PS e PMMA). Em
termos de massas molares, o copolimero do tipo bloco utilizado neste estudo possui
massa molar de 780.000 g mol ', sendo 470.000 g mol "' correspondente ao bloco
de PMMA, enquanto que o PMMA utilizado na blenda possui massa molar de
139.500 g mol "'. O tamanho das cadeias afeta decisivamente a temperatura de
transicdo vitrea, visto que cadeias menores apresentam maior mobilidade que
cadeias maiores; sendo assim, o aumento da massa molar da cadeia polimérica
favorece o aumento da T,

Para o PS bloco, o valor da T4 também foi aumentado em cerca de 10 °C
quando comparado ao PS puro. Este caso também pode ser explicado pela
influéncia da massa molar, pois a massa molar do PS bloco (310.000 g mol ') é um
pouco superior ao PS puro (300.500 g mol”). Neste caso, a diferenca da massa
molar foi menor; entretanto, a diferenca da Ty também serd menor quando

comparada ao PMMA.
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Figura 11 — Curvas de DSC para: (A) filmes de PS e PMMA puros e blendas
PS/PMMA e (B) filme de PS-b-PMMA.
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5.2 Anadlise Estrutural

5.2.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Outra técnica utilizada para a avaliacdo das possiveis interacdes existentes
entre os polimeros na blenda e para o estudo da miscibilidade e/ou compatibilidade
foi a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Esta
técnica € uma das técnicas de caracterizagdo de polimeros mais utilizada a nivel
molecular.

A Figura 12 mostra os espectros na regiao do infravermelho dos filmes de PS
e PMMA puros e das blendas em diferentes composicoes.

Para o filme de PS puro, observam-se claramente as bandas de absorgdo em
3026 cm™' (estiramento da ligagdo C-H em anel aromatico), 2922 cm™ (estiramento
assimétrico da ligacao C-H alifatico), 2852 cm™ (estiramento simétrico da ligagdo C-
H alifatico), 2000-1650 cm™ (ligagdes harménicas ou freqliéncias de combinagao),
1594, 1488 e 1447 cm™ (estiramento da ligagdo C=C do anel aromatico), 756 cm’
(deformacao angular fora do plano das ligacées (C=C)-H do anel aromatico) e 800-
600 cm™ (padrao aromatico monossubstituido) [101, 102].

O espectro de FTIR para o filme de PMMA puro apresenta bandas em 2993,
2950 e 2854 cm™', correspondentes aos estiramentos vibracionais das ligacdes de C-
Hs; e C-H,, indicando um grande conteudo de hidrogénio como C-Hyx do PMMA. O
espectro mostra também uma banda intensa em aproximadamente 1728 cm’
correspondente ao estiramento C=0. Esta banda ndo esta conjugada com o grupo
éster (carbonila livre). A banda com absorcdo em 1443-1387 cm™ corresponde aos
estiramentos das ligagdes C-Hs, O-CHs e C-H,. A banda em 1192-1149 cm™ é
caracteristica da deformacdo angular C-H no plano. A banda em 987 cm
corresponde ao estiramento simétrico da ligacdo C-O no C-O-C [103,104]

Analisando primeiramente a sobreposicdo dos espectros na regidao 400-4000
cm™ para os filmes de PS e PMMA puros e para as blendas (Figura 12), pode-se
observar que os espectros obtidos para as diferentes composi¢cdes foram muito
semelhantes diferindo apenas na intensidade da resposta, fato este decorrente da
prépria diferenca na composicdo massica das blendas.
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Figura 12 — Sobreposi¢cdo dos espectros de infravermelho para os filmes de PS e
PMMA puros e para as blendas em diferentes composi¢cdes na regido de 400 a 4000

cm™.

A banda da carbonila é a mais freqlientemente utilizada para analisar a
estrutura do PMMA. A Figura 13-A mostra a sobreposi¢cao dos espectros na regiao
1700-1800 cm™ para os filmes de PS e PMMA puros e para as blendas. Com a
adicdo de PMMA nas blendas, ndo houve nenhum deslocamento consideravel para
a banda relacionada com o grupo carbonila, apenas mudancas na intensidade e na
largura das bandas.

A adicdo de PMMA nas blendas também provocou diminuigdo da intensidade
de bandas caracteristicas do PS. Analisando a sobreposicdo dos espectros na
regido 2950-3100 cm™ para os filmes de PS e PMMA puros e para as blendas
(Figura 13-B), pode-se observar que a banda relacionada ao estiramento de ligagbes
C-H em anel aromatico vai diminuindo com a composi¢cdao de PMMA e desaparece
completamente com 70% de PMMA. De acordo com esta andlise, pode-se sugerir
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que as blendas estudadas sao imisciveis, concordando, portanto, com as analises
de DSC. Por outro lado, os pequenos deslocamentos e alargamento de algumas
bandas caracteristicas de PS e PMMA podem estar relacionadas com certo grau de
compatibilidade entre os componentes.
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Figura 13 — Sobreposicao dos espectros de infravermelho para os filmes de PS e
PMMA puros e para as blendas em diferentes composicoes: (A) regiao de 1700-
1800 cm™ e (B) regido de 2950-3100 cm™.

44



Resultados e Discussdo

O espectro do copolimero (Figura 14) apresenta bandas caracteristicas dos
filmes de PS e PMMA puros. As bandas caracteristicas do PS aparecem em 3026
cm”, correspondentes ao estiramento da ligacdo C-H do anel aromatico. Outra
banda caracteristica do PS aparece em 1600 cm™, sendo esta correspondente ao
estiramento da ligacdo C=C do anel aromatico. A banda em 2928 cm™ corresponde
ao estiramento assimétrico da ligacao C-H alifatico. As Ultimas bandas
caracteristicas ao PS aparecem em 696 e 542 cm™', sendo estas caracteristicas do
padrdao aromatico monossubstituido. As bandas caracteristicas do PMMA puro
aparecem em 2995 cm™ e 2852 cm™, caracteristicas dos estiramentos vibracionais
das ligagdes CHs; e CHp, respectivamente; 1730 cm™ caracteristica da banda de
estiramento C=0; 1444-1385 cm™' correspondentes aos estiramentos das ligacdes
CHs, O-CHs e CHy; 1150 cm™ caracteristica da deformacgéo angular C-H no plano; e
979 cm™ atribuida ao estiramento simétrico da ligagdo C-O no C-O-C.

Para uma melhor visualizagdo dos espectros dos polimeros puros e do
copolimero, a Figura 15 mostra a sobreposicdo destes espectros, sendo evidente
que o espectro do copolimero é praticamente uma sobreposi¢cao dos espectros dos
homopolimeros, apresentando bandas caracteristicas do PS e PMMA puros.

Absorvancia

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm’1 )

Figura 14 — Espectro de infravermelho para o filme de PS-b-PMMA.
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Figura 15 — Sobreposicdo dos espectros dos polimeros puros e do copolimero.

5.2.2 Ressonancia magnética nuclear de *C no estado sélido

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear € uma ferramenta muito
Util no estudo e caracterizacdo de materiais poliméricos. A analise de *C CP/MAS
NMR permite obter espectros com alta resolugdo, quando comparados aos de NMR
obtidos em solucdo. Além disso, o estudo de estrutura-propriedade pode ser
investigado com maior precisao [105].

Assim como a andlise de FTIR, a anélise de '*C CP/MAS NMR permite obter
informagdes quanto a miscibilidade e possivel compatibilidade dos polimeros
formadores das blendas.

A andlise de '®C CP/MAS foi realizada considerando os &tomos de carbono
numerados de acordo com as estruturas dos polimeros mostradas nas Figuras 16 e
18.

A Figura 16 mostra os espectros correspondentes aos polimeros puros. O
espectro correspondente ao PS puro (Figura 16-A) apresenta os seguintes picos e
respectivas atribui¢cdes: picos na regido de 126-145 ppm correspondentes aos

46



Resultados e Discussdo

carbonos Cy, Cp, C3 e C4 associados ao anel aromatico; os carbonos Cs e Cg
correspondentes aos grupos alifaticos aparecem em aproximadamente 40 ppm
[106]. Os sinais que aparecem nos deslocamentos quimicos préximos a 70 e a 180-
200 ppm podem estar relacionados a presenca de umidade na amostra durante as
medidas. Ja o sinal em 16,6 ppm € caracteristico de bandas laterais formadas ao
longo da cadeia polimérica.

O espectro correspondente ao PMMA puro (Figura 16-B) apresenta os
seguintes picos e respectivas atribuicdes: pico em aproximadamente 45 ppm
atribuido ao carbono C; (carbono do grupo metdxi); o carbono C, aparece em
aproximadamente 178 ppm e corresponde ao carbono da carbonila, o carbono
quaternario Cz; aparece em 40 ppm e os carbonos C, e Cs aparecem em
aproximadamente em 52 e 18 ppm, respectivamente [107, 108].

A sobreposicdo dos espectros para os polimeros puros e para as blendas em
diferentes composicées é mostrada na Figura 17. Na regido de 40-60 ppm aparecem
trés sinais quando comparado ao PS puro que apresenta apenas um. Os dois sinais
que aparecem em 42 e 51 ppm correspondem aos carbonos C; e C4 do PMMA,
respectivamente. Os valores destes carbonos na blenda sdo aproximadamente os
mesmos quando comparados ao PMMA puro. Nesta mesma regidao aparece um
sinal em aproximadamente 39 ppm referente aos carbonos Cse Cg do PS.

Com a presenga de PMMA nas blendas, somente mudancgas nas intensidades
dos picos foram observadas. As intensidades variam de acordo com a composicao
dos componentes nas blendas, sugerindo imiscibilidade entre os componentes,
como foi descrito nas outras andlises realizadas neste trabalho. Entretanto, mesmo o
estudo de '*C CP/MAS indicando imiscibilidade, algumas mudancas na linha base
foram observadas. A imiscibilidade entre PS e PMMA também foi estudada por
Guerrica-Echevarria e colaboradores [109] e Fekete e colaboradores [110], usando
analise térmica, microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia de
infravermelho e por Cai e colaboradores [111] por estudos de reologia dinamica;
Yilmaz e colaboradores [112] analisaram a miscibilidade de blendas por viscosidade.
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Figura 16 — Espectros de '*C CP/MAS NMR para os filmes de polimeros puros (A)

PS puro e (B) PMMA puro.
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Figura 17 — Espectros de '*C CP/MAS NMR para os filmes poliméricos (A) PS puro,
(B) PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PS/PMMA 30/70 e (E) PMMA puro.

Para efeito de comparacdo, a Figura 18 mostra o espectro de '*C CP/MAS
para o filme do copolimero. O espectro do copolimero apresenta picos
correspondentes aos homopolimeros puros. Como exemplo, picos na regido de 126
a 145 ppm correspondentes aos atomos de carbono C4, C,, C3 € C4 associados ao
anel aromatico do PS puro e o pico em 40 ppm corresponde aos atomos de carbono
Cs e Cg também do PS puro. Além dos picos correspondentes ao PS puro, o
espectro do copolimero também apresenta regides caracteristicas do PMMA puro. A
regiao de aproximadamente 45 ppm corresponde ao carbono C; do PMMA puro; o
pico em 178 ppm é correspondente ao atomo de carbono C, também do PMMA
puro. Através da andlise deste espectro pode-se evidenciar novamente a
imiscibilidade dos polimeros puros.
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Figura 18 — Espectro de '*C CP/MAS NMR para o filme de copolimero.

5.3 Analise de Superficie

5.3.1 Determinacao do angulo de contato

O éangulo de contato é definido como o angulo entre um plano tangente a uma
gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra
depositado. A condicdo para a completa molhabilidade de uma superficie sélida é
obter angulo de contato é igual a zero. Esta condicdo € totalmente alcancada
quando as forcas de atracdo entre liquido e sélido sao iguais ou maiores que as
forcas da interface liquido-liquido (coeséao) [113].

A hidrofilicidade é um dos fatores mais importantes que afetam a
citocompatibilidade de biomateriais. A adesdo e crescimento das células nas
superficies s@o considerados como fortemente influenciados pelo balanco
hidrofilicidade/hidrofobicidade, freqientemente descritos como molhabilidade.

Alguns trabalhos demonstraram que a maior parte das células adere, espalha-se e

50



Resultados e Discussdo

cresce mais facilmente em substratos com hidrofilicidade moderada do que em
substratos hidrofobicos ou muito hidrofilicos [14,114].

Os valores dos angulos de contato para a superficie dos filmes puros de PS e
PMMA, blendas em diferentes composicoes e copolimero, bem como o perfil das
gotas de agua na superficie dos filmes estdo apresentados na Figura 19 e 20,
respectivamente.

O angulo de contato para os filmes de PS, PS/PMMA 70/30, PS/PMMA 50/50,
PS/PMMA 30/70, PMMA puro e PS-b-PMMA foram: 94,98° + 0,26, 85,27 + 0,45,
80,75 + 0,47, 82,4 = 0,85, 86,10 = 0,29 e 82,75 + 1,79, respectivamente. Os
resultados mostram que o filme de PS puro tem a superficie mais hidrofobica
quando comparado aos demais filmes e o fiime de PS/PMMA 50/50 possui a

superficie mais hidrofilica.

100 +

80

60

40 -

Angulo de contato em agua

a

20

Figura 19 — Angulo de contato para a superficie dos filmes (A) PS puro, (B)
PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PS/PMMA 30/70, (E) PMMA puro e (F)
PS-b-PMMA.
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De maneira geral, pode-se esperar um pequeno aumento da hidrofilicidade a
medida que € aumentada a composicao de PMMA nas blendas, pois a estrutura do
PMMA apresenta grupos livres para realizar ligacdo de hidrogénio com a agua.
Entretanto, o PMMA puro apresenta angulo de contato um pouco superior ao das
blendas. A explicacdo reside no fato de que angulos de contato de superficies
poliméricas sao influenciados por fenbmenos como rugosidade, heterogeneidade
quimica, orientacdo molecular e solubilidade parcial do polimero (no caso de
misturas poliméricas), que alteram a linha de contato entre sélido-liquido. Sera
mostrado adiante, através da analise de SEM, que todas as blendas apresentam
rugosidades. Como consequéncia, estas superficies apresentam histerese do angulo

de contato e a repetitividade das medidas é afetada [115].
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Figura 20 — Imagens de gotas de agua na superficie dos filmes de (A) PS puro, (B)
PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PS/PMMA 30/70, (E) PMMA puro e (F)
PS-b-PMMA.

5.4 Analise morfologica

5.4.1 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

Estudo de microscopia eletrbnica de varredura é importante por varios

aspectos, e neste caso foi realizado com o intuito de analisar a morfologia dos
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filmes, principalmente das blendas. A presenca de rugosidades e dominios nas
micrografias sugere, geralmente, incompatibilidade entre os componentes da blenda.

A morfologia dos filmes obtidos foi primeiramente investigada por aspectos
visuais. Os filmes dos polimeros puros apresentaram um aspecto diferente quando
comparados as blendas. Para os polimeros puros, os filmes foram transparentes a
temperatura ambiente, homogéneos e maleaveis. No caso das blendas, os filmes
foram opacos, heterogéneos e pouco quebradicos, sugerindo separacado de fases
nas blendas. O filme do copolimero apresentou-se maleavel, homogéneo e
apresentou uma colorag¢ao azulada quando colocado contra luz.

As micrografias da superficie dos filmes de polimeros puros, das blendas em
diferentes composicdées e do copolimero estdo mostradas na Figura 21. As
micrografias da superficie dos polimeros puros (Figura 21 A e E) mostram
caracteristicas de sistemas densos, homogéneos, auséncia de dominios e
rugosidades. Conforme observado na Figura 21-B, a micrografia da blenda 70/30
apresenta caracteristicas préoximas as dos polimeros puros e do copolimero, nao
sendo observada a formacao de rugosidades e dominios. Ja as micrografias das
blendas 50/50 e 30/70 (Figura 21 C e D) mostram formacédo de dominios discretos.
Este comportamento € mais evidente na micrografia da secao transversal dos filmes
(Figura 22), onde sao observadas rugosidades em todos os filmes estudados,
principalmente nas blendas.

As irregularidades observadas nos filmes de PS/PMMA 70/30 (Figura 21-B) e
do copolimero (Figura 21-F) devem-se ao processo de deposicdo de impurezas
presentes nas placas de PTFE, na solucdo ou no momento da evaporacdo do
solvente.

Todos os filmes apresentaram auséncia de porosidade e, associando todas
as andlises dos filmes realizadas com as micrografias de SEM, pode-se afirmar que
o sistema nao apresenta miscibilidade. No entanto, certa compatibilidade parece
ocorrer em blendas com a predominancia de um dos polimeros (blendas PS/PMMA
70/30 e 30/70).
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Figura 21 — Micrografias das superficies para os filmes poliméricos (A) PS puro, (B)
PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PS/PMMA 30/70, (E) PMMA puro e (F)
PS-b-PMMA — aumento de 500x.
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Figura 22 — Micrografias das superficies de fratura para os filmes poliméricos (A) PS
puro, (B) PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PS/PMMA 30/70, (E) PMMA

puro e (F) PS-b-PMMA — aumento de 600x.
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5.5 Analise de adesao celular — estudo in vitro

5.5.1 Andlise de citotoxicidade indireta - microscopia optica

O teste de citotoxicidade indireta avalia se os filmes poliméricos eliminam
algum produto soluvel no meio da cultura. Esses possiveis produtos entrariam em
contato com as células e, desta maneira, avalia-se a toxicidade dos filmes in vitro.

Os resultados obtidos através da analise por microscopia éptica mostraram
que as células L929 iniciaram o processo de adesao celular sobre todos os filmes
poliméricos estudados (Figura 23). Foi observado que as células que aderiram sobre
os filmes poliméricos ndo mostraram alteracées morfolégicas quando comparadas
com o controle negativo de toxicidade (Figura 23-G). Isto demonstra que os filmes
poliméricos ndo exercem efeito citotoxico para as células que aderem sobre eles e
nao liberam substancias téxicas para o meio.

Como citado no item 5.4.1, os filmes sao transparentes e opacos, ou seja,
nao apresentam coloracdo, o que tornou necessario colorir as células para que a
visualizagdo das mesmas fosse facilitada para, posteriormente, realizar uma analise
quantitativa. As células aparecem como pontos vermelhos na Figura 23, exceto para

a Figura 23-C, onde as mesmas aparecem na cor roxa.

5.5.2 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

A andlise de SEM pdés-adesao foi realizada com o intuito de obter informagbes
mais detalhadas sobre a morfologia das células e também confirmar a nao
toxicidade dos filmes. Esta analise foi realizada apds 24 horas de adesao.

A Figura 24 mostra claramente que ndo ha uma diferenca significativa no que
concerne a quantidade de células aderidas nos filmes poliméricos € no controle
negativo (Figura 24-G).

A analise das células permitiu observar padrdes diversos de adesao celular
para os diferentes filmes. Nos filmes de PS puro e do copolimero (Figura 25 A e F),
as células podem ser vistas relativamente isoladas, mostrando morfologia
arredondada ou ligeiramente fusiforme. Os filmes das blendas 70/30, 30/70 e PMMA
puro (Figura 25 B, D e E) apresentaram morfologia variando entre alongada,
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arredondada e estrelada. No filme da blenda 50/50 (Figura 25-C), a morfologia de
células estreladas foi predominante, e verificam-se células ligadas umas as outras
através de prolongamentos citoplasmaticos, observando-se morfologia semelhante a
das células fibroblasticas [116].

Segundo Yang e colaboradores [14], a hidrofilicidade € um fator relevante no
estudo de adeséao celular. Os filmes poliméricos com hidrofilicidade moderada séo
mais eficientes em promover a adesao das células, sendo este um fator que pode
explicar a aderéncia mais efetiva no filme da blenda 50/50. O &ngulo de contato para
esta superficie especifica € menor quando comparado aos demais filmes estudados,
o que classifica o filme da blenda 50/50 com maior carater hidrofilico, conforme
explicado no item 5.3.1. A hidrofobicidade pode explicar uma aderéncia ndao muito
efetiva no filme de PS puro (Figura 25 A), conforme sugerido pelos experimentos de
angulo de contato.

De maneira geral, pode-se observar uma melhor aderéncia das células nos
filmes poliméricos do que no controle negativo (Figura 25 G), indicando a eficiéncia
dos filmes estudados.
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Figura 23 — Analise de microscopia Optica das células L929 ap6s 24 horas de
contato com os filmes (A) PS puro, (B) PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D)
PS/PMMA 30/70, (E) PMMA puro, (F) PS-b-PMMA e (G) controle negativo —

aumento de 440x.
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Figura 24 — Andlise de SEM das células L929 apds 24 horas de contato com os
filmes (A) PS puro, (B) PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PS/PMMA 30/70,
(E) PMMA puro, (F) PS-b-PMMA e (G) controle negativo — aumento de 50x.
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Figura 25 — Andlise de SEM das células L929 apds 24 horas de contato com os
filmes (A) PS puro, (B) PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PS/PMMA 30/70,
(E) PMMA puro, (F) PS-b-PMMA e (G) controle negativo — aumento de 1000x.
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5.5.3 Analise estatistica

A Figura 26 mostra a contagem das células para os filmes dos polimeros
puros, das blendas em diferentes composi¢cdes, do copolimero e do controle
negativo.

O controle negativo foi utilizado para mostrar na pratica a resposta das
células, pois € um material ndo tdxico, sendo possivel utiliza-lo como referéncia na
contagem das células.

Nenhum dos filmes estudados apresentou efeito tdéxico (numericamente
sendo representado como nivel de toxicidade “0”). Resultados muito similares
quando comparados ao controle negativo (Figura 26-F) foram encontrados para o
copolimero (Figura 26-E). O filme de PMMA puro (Figura 26-D) apresentou numero
de células superior ao do copolimero e do controle negativo. Os filmes de PS puro
(Figura 26-A), da blenda 50/50 (Figura 26-C) e da blenda 70/30 (Figura 26-B)
apresentaram numeros de células ligeiramente mais baixos quando comparados ao
controle negativo. Esta pequena diferenga obtida para o filme de PS puro pode ser
explicada pela sua hidrofobicidade, conforme analise de angulo de contato mostrada
nas Figuras 19 e 20A.

No caso das blendas 50/50 e 70/30, a diferenca no numero de células pode
estar relacionada a morfologia dos filmes. Através da analise de SEM realizada
antes do processo de adesdo, pode-se observar a presenca de dominios e
rugosidades na superficie das blendas (Figura 21), que se tornou mais evidente na
micrografia da fratura do filme (Figura 22). Estas caracteristicas podem ter interferido
significativamente na adesdo. A presenca de dominios pode favorecer a migracao
das células para o interior dos mesmos, o que reduziria ligeiramente o nimero de
células aderidas a superficie. Além disso, o filme da blenda 50/50 nao apresentou
nenhum halo de toxicidade, pois o nimero de células originais (5x10* células/pogo)
foi recuperado quase que totalmente, indicando que as células ndo s6 adeririam,
mas também proliferaram.

Para a blenda 30/70 nao foi possivel realizar a contagem das células, devido
a grande formacao de dominios.
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Figura 26 — Contagem de células/campo em filmes poliméricos (A) PS puro, (B)
PS/PMMA 70/30, (C) PS/PMMA 50/50, (D) PMMA puro, (E) PS-b-PMMA e (F)
controle negativo — Aumento de 440x. Resultados representam média + desvio-
padrao.
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6 CONCLUSOES

Visualmente, os filmes dos polimeros puros foram transparentes,
homogéneos e maleaveis. Os filmes formados pela mistura de PS e PMMA
mostraram-se opacos, heterogéneos e pouco quebradicos em todas as
composicoes, sugerindo ainda a ocorréncia de separacao de fase com pequenos
dominios de um ou outro componente. O filme do copolimero apresentou-se
maleavel, homogéneo e de coloragcédo azulada quando colocado contra luz.

A analise de TGA mostrou que os filmes poliméricos sdo termicamente
estaveis e que a adicao de PMMA na blenda diminui a estabilidade térmica do PS.

A analise de DSC mostrou a existéncia de duas Tg's distintas para as blendas
em todas as composicoes estudadas e para o copolimero, correspondentes aos
homopolimeros PS e PMMA, sugerindo imiscibilidade entre os componentes das
blendas. Somente a blenda PS/PMMA 70/30 mostrou uma redugdo da T
correspondente ao PMMA, sugerindo certo grau de compatibilidade entre os
componentes. A imiscibilidade entre PS e PMMA nas blendas foi confirmada através
de analises de FTIR, °C NMR e SEM.

As medidas do angulo de contato indicaram uma superficie mais hidrofobica
para o filme de PS, enquanto que o filme da blenda PS/PMMA 50/50 apresentou-se
como a de superficie mais hidrofilica.

Os testes de adesao e citotoxicidade permitem concluir que os filmes dos
polimeros puros, das blendas e do copolimero sao apropriados para promover a
adesao e a proliferagao de células de camundongos L929. Com base nos resultados
obtidos, parece vantajoso usar a blenda com composicdo 50/50 em experimentos
futuros, tanto em funcédo dos resultados mais satisfatérios, como para a relacédo
custo-beneficio, que é mais favoravel comparativamente ao copolimero. Testes de
toxicidade e adesao celular in vivo sdo necessarios para uma avaliacado mais precisa
e direta das vantagens e/ou desvantagens do sistema de PS e PMMA estudado
neste trabalho.
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