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Resumo

Uma alternativa vidvel para reparar a estrutura biolégica de um de érgéao ou
tecido é a reposicdo deste com um implante preparado a partir de biomateriais.
Dentre os materiais utilizados como implantes, os polimeros apresentam grande
potencial de uso, pois sao, geralmente, faceis de preparar, manusear e apresentam
caracteristicas mecéanicas semelhantes as dos materiais bioldgicos. A técnica de
preparacao de suporte polimérico, usada na engenharia de tecidos para reparar ou
regenerar oOrgaos e tecidos, estuda materiais que permitam a passagem de
nutrientes e oxigénio bem como, a fixacdo, diferenciacdo, migracao e crescimento
das células, além da n&o toxidade dos residuos metabdlicos.

Neste estudo foram preparadas e caracterizadas membranas de blendas a
base de quitosana (QT), poli (B-hidroxibutirato) (PHB) e poli (alcool vinilico) (PVA)
com os plastificantes glicerol e Tween 80 (T80) para utilizacdo como suporte
polimérico na reconstituicdo tecidual. Estes materiais foram caracterizados pelas
técnicas de analises térmicas, espectroscopia de infravermelho, morfologia, além do
teste de degradacao na solucéo de Hank e grau de intumescimento.

Foram desenvolvidas membranas com estrutura composta por uma rede de
poros para fixacdo e crescimento das células, para o transporte de oxigénio,
nutriente e com propriedades mecéanicas semelhantes as dos tecidos no sitio de
implantacéo.

Os resultados obtidos foram: membranas com T80 como plastificante
apresentam maior taxa de intumescimento, maior concentracdo de poros e séo
termicamente mais estaveis. Membranas que contem T80 e Gli juntos apresentam
uma menor taxa de degradacéo na solucédo de Hank e menos concentragcédo de poros
com diametros maiores. A adicdo de PHB aumenta a hidrofobicidade das
membranas tornando-as mais resitentes a degradacdo térmica, solucdo de Hank e

ao intumencimento.
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1.0. Introducéo

Quando a estrutura bioldgica de um 6rgao ou tecido ndo pode ser reparada
em situacbes clinicas mais severas, somente o transplante do érgdo retoma as
atividades normais do organismo. Assim, de forma idealizada outra possibilidade
seria obter um novo 6érgdo ou tecidos, criados em laboratdrio utilizando a técnica
conhecida como engenharia de tecidos. Esta técnica consiste na regeneracdo de
orgaos e tecidos vivos através do recrutamento de células do préprio paciente que
sdo cultivadas sobre matrizes poliméricas (arcaboucos, filmes, membranas) para
serem re-inseridas no organismo. Como material para confecgcdo deste suportes, as
blendas de polimeros naturais e sintéticos tém se mostrado uma alternativa viavel,
pois é possivel trabalhar diversas propriedades a fim de viabilizar as caracteristicas
especificas de cada aplicacdo. As membranas poliméricas feitas a partir de
biopolimeros, podem ser utilizadas como suporte por serem biocompativeis para
varios tipos de células.

Desta forma, inimeras pesquisas vém sendo realizadas visando desenvolver
materiais alternativos de baixa toxicidade associado a atividade bactericida e elevada
eficiéncia no reparo de tecidos. A partir de materiais alternativos muitos suportes
poliméricos foram investigados com a finalidade de recobrimento de lesdes utilizando
como, por exemplo, PVA, borracha de silicone, poli (L-a4cido lactico) e polimeros
naturais tais como quitosana, alginato de sédio, gelatina e colageno, entre outros. **

Neste sentido, foram desenvolvidas membranas para que possuam as
seguintes caracteristicas: serem biocompativeis e bioreabsorviveis com controladas
velocidades de degradacao, para ajustar a substituicdo do tecido; terem uma rede de
poros para o crescimento das células e transporte do fluxo dos nutrientes; terem
superficie quimica apropriada para a fixacdo, proliferacdo e diferenciacdo das
células; terem propriedades mecéanicas para igualar as dos tecidos no sitio de

implantacéo.
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2.0. Reviséao Bibliografica

2.1. Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos é uma area multidisciplinar, que combina a biologia,
bioguimica, ciéncia de materiais e a reconstrucdo cirargica. Esta area visa
desenvolver materiais substitutos para os tecidos vivos que possam restaurar e
manter ou melhorar a funcdo de tecidos danificados. A engenharia de tecidos
destaca-se por permitir o fornecimento de Orgdos e/ou tecidos e oferecer a
possibilidade de reparar tecidos, desenvolver procedimentos cirargicos mais
eficientes, e melhorar significativamente da qualidade de vida.®

De uma forma geral, a preparacdo dos produtos da engenharia de tecidos
segue algumas etapas: selecdo e processamento do suporte polimérico; inoculacao
da populagao celular sobre o suporte; crescimento do tecido prematuro; crescimento
do tecido maturado em sistema fisioldégico (bioreator); re-implante cirdrgico e

simulacédo do produto, Figura 1.

Tecido Doador Suporte Polimérico

Estudo in vitro

Figura 1: Técnica da engenharia de tecidos

Os suportes poliméricos permitem a penetragdo de células, nutrientes e fatores
osteoindutivos, bem como, a fixacdo, migragcdo, diferenciacdo proliferacdo e
crescimento das células, além da remocao de residuos metabdlicos, e impedem a

penetracdo de tecidos indesejaveis.



12
As propriedades essenciais dos suportes sdo: biocompatibilidade para evitar

resposta imune e infecgéo; porosidade e interconectividade dos poros para permitir a
difusdo dos nutrientes e gases, a remocdo dos metabdlicos, bem como, a
vascularizacdo tecidual; propriedades quimicas e topograficas superficiais
adequadas para permitir a adesao e proliferacéo celular; osteoinducéo para facilitar
o0 recrutamento das ceélulas osteoprogenitoras e conseqiente diferenciacéo
osteogénica; resisténcia mecéanica para suportar a pressao hidrostatica e manter a
estrutura adequada para a proliferacdo celular e formacdo da matriz; e
biodegradabilidade adequada para que a taxa de degradacao esteja ajustada a taxa

de crescimento do novo tecido. +°

2.2 Reconstituicao tecidual

Reconstituicdo de tecido € um processo fisiologico e dindmico que restaura a
continuidade dos tecidos. Apés ocorrer lesdo de um tecido, imediatamente iniciam-se
fendbmenos dinamicos conhecidos como cicatrizagcdo, que é uma sequUéncia de
respostas dos mais variados tipos de células (epiteliais, inflamatdérias, plaquetas e
fibroblastos), que interagem para o restabelecimento da integridade dos tecidos. A
cicatrizagdo pode ocorrer em feridas limpas, com perda minima de tecido; em feridas
abertas com perdas teciduais e em feridas infectadas com ou sem perda de tecido.
Na sequéncia da cicatrizagdo um suprimento de oxigénio € essencial para a sintese
de formacéo de colageno.®

Desta forma, inUmeras pesquisas vém sendo realizadas visando desenvolver
materiais alternativos de baixa toxicidade associado a atividade bactericida e elevada
eficiéncia no reparo de tecidos. Entre estes materiais muitas membranas poliméricas
foram investigadas com a finalidade de recobrimento de lesfes.

Dados recentes reportados por Costa e col.” no estudo de filmes de
Quitosana/PVA reticulada com Glutaraldeido para aplicacdo em engenharia de
tecidos, apresentam indicios de falha na miscibilidade do filme da blenda e forte
evidéncia de que controlando o PVA e a quitosana, como precursores, associado a
reticulacdo quimica é possivel obter hibridos organico-organico, com variacao das
propriedades fisico-quimicas em funcéo da necessidade de aplicagéo.

Em outro estudo desenvolvido por Tuzlakoglu,® diferentes estruturas & base

de quitosana e amido foram aplicadas na engenharia de tecidos na forma de fibras.
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Os resultados demonstraram que as estruturas a base desta fibra poliméricas podem

servir com éxito como suporte para engenharia de tecidos.

2.3 Blendas poliméricas

Blendas poliméricas sdo misturas de dois ou mais polimeros ou copolimeros.
Os principais objetivos da preparacdo de blendas s&o: os econOGmicos, ou seja,
adicionar um polimero de baixo custo a um polimero de engenharia mantendo um
bom desempenho do material resultante; combinar as propriedades dos polimeros
componentes da blenda a fim de se obter um alto desempenho; uma melhor
processabilidade da blenda em relagdo a um dos polimeros puros.

A mistura fisica de polimeros pode dar origem a um sistema miscivel, o qual é
favorecido na presenca de interagcfes intermoleculares, resultando em uma mistura
homogénea. Entretanto, predominam sistemas imisciveis, com a formacdo de duas
ou mais fases, cujas propriedades e desempenho das blendas dependem da
dispersdo dos dominios na matriz e das forcas de interacéo entre eles. A adicao de
um agente compatibilizante que atue na interface das fases modificando as

propriedades mecanicas é bastante comum.®

2.4. Quitosana (QT)

A quitosana (QT) (Figura 2) € um biopolimero obtido principalmente a partir da
quitina (Figura 2 - a), um biopolimero que € o segundo polimero natural mais
abundante depois da celulose e esta presente nas carapacas dos crustaceos, nos
exoesqueletos dos insetos nas paredes celulares de fungos. A quitina é constituida
de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por ligacdes pB—(1—4) e
guando desacetilada resulta na estrutura B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose,
conhecida como quitosana com grau médio de acetilacdo maior ou igual a 50%. *°

A hidrolise dos grupos acetamida da quitina pode ser realizada em meio acido
ou alcalino. A conversdo mais comum € em meio basico realizada pelo tratamento

com solucéo de hidréxido de sédio ou potassio (40-50%) usualmente a 100 °C.
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Figura 2 Estrutura da quitosana

A solubilidade apresentada pela quitosana em agua € atribuida pela presenca
de grupos amino na sua estrutura, 0s quais sdo protonados em meio &acido,
resultando em cargas positivas distribuidas ao longo de suas cadeias.™

A quitosana apresenta propriedades interessantes para aplicacdo em
engenharia de tecido, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, acelera a
recuperacédo de lesdes, reduz o nivel do colesterol sanguineo, estimula os efeitos do
sistema imunoldgico, além de ter mostrado um comportamento bactericida e
fungicida, bem como os resultados de sua degradacdo em organismos vivos que

produz as glicosaminas, substancias néo toxicas.***?

2.5 Poli ( B-hidroxibutirato) (PHB)

O PHB (Figura 3) é um homopolimero composto por unidades monoméricas
de quatro atomos de carbono. Este polimero pertence a familia dos
polihidroxialcanoatos (PHA) que podem ser produzidos por bactérias em biorreatores

a partir de carboidratos.

Figura 3 Estrutura do PHB

Tais polimeros, em condicbes apropriadas de cultivo bacteriano, sé&o
acumulados na forma de granulos intracelulares, os quais podem ser separados e
removidos apO0s a quebra celular, gerando uma resina com propriedades
semelhantes as dos plasticos de origem petroquimica, com a vantagem ser

biodegradaveis. **
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Além de propriedades termoplasticas, que |hes permitem ser moldados ou

transformados em filmes para aplicagbes diversas, o PHB €& biocompativel com
varias linhas celulares, incluindo osteoblastos, células epiteliais e condrdcitos ovinos.
Pesquisas tém obtido boas aproximacdes para avaliar a biocompatibilidade de
materiais implantados através do estudo em culturas de células em PHB, com
potencial para aplicagcdes médico-veterinarias, como suturas, suportes de culturas de
tecido para implantes (scaffolds), encapsulacdo de farmacos para liberacéo
controlada etc. *®

O PHB possui propriedades mecanicas semelhantes ao polipropileno, é
resistente a 4gua, tem boa estabilidade a radiacéo ultravioleta.

Quanto a biodegradabilidade, ele se decompde em uma diversidade de meios,
liberando apenas agua e gas carbdnico. Em fossas sépticas, a perda da massa
chega a 90% em 180 dias e em aterro sanitario perde 50% da massa em 280 dias.
Ecologicamente correto estes polimeros pode ser obtido a partir do bagaco da cana-

de-acucar.*®

2.6 Poli (alcool vinilico) (PVA)

O poli(alcool vinilico) (Figura 4) é um polimero sintético, um plastico de grande
importancia industrial preparado por hidrdlise de poli(acetato de vinila). O (PVA) com
massa molar média entre 30.000 e 70.000 g/mol € solavel em agua. A solucéo
aquosa ndo € estavel na presenca de tracos de acidos ou bases, podendo ocorrer
uma série de reacdes reversiveis e irreversiveis. Por exemplo, ligacdes cruzadas
podem ocorrer resultando em um acréscimo da viscosidade e na formacdo de

produtos insoluveis.

CHZ?H CH2|CH

o)
OH |, |
COCHj3| (100 - n)

Figura 4 Estrutura polimérica do PVA.

As propriedades basicas do PVA dependem do grau de polimerizacdo e do
grau de hidrélise. E um dos poucos polimeros semicristalinos sollveis em agua com
boas caracteristicas interfaciais e mecanicas, sua resisténcia a passagem de

oxigénio é superior a de qualquer polimero conhecido.*® Além de apresentar uma
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capacidade de estabilizacdo de dispersdes, excelente resisténcia quimica e

biocompativel.”

2.7. Aditivos

2.7.1 Aditivos Plastificantes

Os aditivos sdo substancias facilmente incorporadas por polimeros, que
melhoram suas propriedades fisico-quimicas e aparéncia. Existem inUmeras classes
de aditivos, cada uma com uma funcdo bem definida. Os plastificantes sé&o
substancias normalmente liquidas que pertence a classe dos aditivos que melhoram
a flexibilidade e elasticidade dos polimeros na temperatura de utilizacdo.” S&o
utilizados também com o intuito de unir fases, tornando a matriz flmogénica menos
heterogénea, facilitando a dissolugdo, aumentando a viscosidade da solucéo,
ajudando a evitar a formacao de cristais que afetaria a textura dos materiais além de
manter a aparéncia homogénea.'® Outras caracteristicas dos plastificantes é a
capacidade de diminuir a temperatura de transicao vitrea e a temperatura de fuséo, e
aumentar a permeabilidade a gases, proporcionalmente ao seu conteudo. Os mais
utiizados em membranas poliméricas sdo: glicerol, sorbitol, propilenoglicol,
polietilenoglicol, monoglicerideos, Tween 80, entre outros.*

Membranas feitas a base de polimeros biodegradaveis apenas com as sua
solugdes, sem outros materiais, tendem a ser quebradicos e dificeis de manusear. A
adicdo de plastificantes é uma alternativa para aumentar a flexibilidade das
membranas, devido a habilidade destes aditivos em reduzir ligacbes hidrogénio
internas entre as cadeias poliméricas, reduzindo as forcas de atracdo inter e
intramoleculares ao mesmo tempo aumentando ou diminuindo o espaco

intermolecular entre as cadeias poliméricas. %

2.7.2. Aditivos inorganicos - Oxido de zinco (ZnO)

O 6xido de zinco é um material ceramico versétil, o qual pode ser utilizado em
diversas aplicagbes tecnoldgicas tais como: catalisadores, aditivos em Oleos
lubrificantes, materiais luminescentes, sensores de gas, pigmentos, protetor solar,
materiais farmacéuticos, entre outras. Para uma melhor desempenho o ZnO é

utilizado com tamanho de particula em escala nanométrica, esta caracteristica que
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leva ao desenvolvimento de varios métodos quimicos. Entre os varios métodos de

sintese quimica que vem sendo utilizado para a preparacdo de nanopé de ZnO
pode-se citar o0 método de solgel, o spray pirélise, reacdo por combustao via liquida,
SHS, sintese hidrotérmica, spray-drying e o método Pechini. Entre esses métodos, 0
método Pechini destaca-se como uma técnica alternativa e promissora para a

preparacdo de ZnO cristalino e nanométrico com tamanho de particula controlado.?*
23
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Neste trabalho foram preparadas e caracterizadas membranas de quitosana,
poli (alcool vinilico) e poli(B-hidroxibutirato) com aditivos os glicerol, Tween 80 e ZnO
para aplicagdo na engenharia de tecidos.
3.2 Objetivos especificos
Preparar membranas de QT/PVA/PHB contendo Gli, T80 e ZnO.

Obter membranas porosas, mecanicamente resistentes e flexiveis.

Caracterizar as membranas obtidas através das técnicas de espectroscopia de
infravermelho (FTIR), andlise térmica (TG), e morfologia (MEV).

Testar in vitro a degradacao, usando solucéo de Hank e grau de intumescimento.
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4.0. Materiais e métodos

4.1. Materiais

A quitosana com grau de desacetilacdo de 90% e massa molar média de 1,2 x
10° g mol™, adquirida da Purifarma (S&o Paulo, Brasil), (a massa molar média
determinada por viscosimetria); poli(vinil &lcool), com grau de hidrélise entre 87-89%
e massa molar média de entre 8,5 x 10* e 12,4 x 10° g mol™, e Tween 80 adquirido
da VETEC (Rio de Janeiro, Brasil); poli(B-hidroxibutirato) adquirido da Biomer
(Alemanha), com massa molar média de 183,5 x 10° g.mol™; 4cido acético glacial
(99,7%), acido citrico (99,5%), glicerol, e diclorometano, etileno glicol, éxido de zinco,
NaCl, NaHCO3, KCI, KH,PO,4, MgCl,.6H,0, CaCl,, Na,HPO,4.2H,0 e, MgS0,4.7H,0

da Nuclear e agua destilada.

4.2. Metodologia

4.2.1 Preparacao das particulas de ZnO - Método de  Pechini

As particulas de ZnO foram preparadas pela formagdo de uma resina
polimérica através da mistura de ZnO/acido citrico na proporcédo de 2/1 com adicao
de poucas gotas do acido nitrico para dissolver a mistura a 60 . Apoés a dissolucdo
completa da mistura, a temperatura foi elevada para 70 € e foi adicionado 3 partes
de etileno glicol. A temperatura foi elevada até 80 C para evaporacédo da dgua. Apés
a remocao do excesso da agua, a resina foi calcinada 350 T em uma mufla, tendo
como resultado a expanséo e formacao da resina polimérica. A resina foi resfriada a
temperatura ambiente e triturada. O p6 obtido foi calcinado novamente a 500 C por

1 h para eliminar toda a parte organica e ser obtida as nanoparticulas de ZnO. #* %%

4.2.2. Preparacao das membranas de QT/PVA/PHB

As membranas de QT/PVA/PHB foram preparadas em proporcdes diferentes
de QT/PHB (m/m) A(3:1) e B(3:2). Cada polimero QT/PVA/PHB foi solubilizado no
solvente adequado, sendo eles: acido aceético 5%, éagua e diclorometano,
respectivamente. As solucdes foram misturadas com a adicdo de Tabela 1 glicerol,

T80 e ZnO sob agitacdo vigorosa até obter uma solugdo polimérica homogénea.
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Foram adicionadas sempre a mesma massa de PVA (2 g) para as diferentes

membranas. Esta solucdo foi vertida em placas e o solvente foi evaporado a

temperatura ambiente até a formac¢do da membrana.

Tabela 1: Composicdo das membranas A-QT/PHB A (3:1) e B-QT/PHB (3:2).

Amostras A Gli (9) T80(g) ZnO(g) AmostrasB Gli( 9 T80 (9) ZnO (9)
A-Gli 2,0 B-Gli 2,0

A- Gli- ZnO 2,0 0,5 B-Gli- ZnO 2,0 0,5
A-T80 2,0 B-T80 2,0

A-T80- ZnO 2,0 0,5 B-T80- ZnO 2,0 0,5
A-GIi-T80 1,0 1,0 B-GlIi-T80 1,0 1,0

A-Gli-T80-ZnO 1,0 1,0 0,5 B-Gli-T80-ZnO 1,0 1,0 0,5

4.2.3. Caracterizacdo membranas QT/PVA/PHB

4.2.4. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Com o objetivo de identificar a natureza quimica das membranas obtidas sera
realizada andlise de espectroscopia se infravermelho com transformada Fourier. O
espectrometro de FTIR utilizado foi o ABB-Bomen, modelo FTLA 2000, da Central de

Andlise do Departamento de Quimica, UFSC.

4.2.5. Analise termogravimétrica (TG)

O estudo termogravimétrico foi realizado até a temperatura de 300 °C, com
acréscimo da temperatura 10 °C min™ e atmosfera de N,. Foi usado um analisador
termogravimétrico da marca Shimadzu Termogravimetric Analyser (TGA 50, Japan)
da Central de Analise do Departamento de Quimica, UFSC.

4.2.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Estudar a morfologia das membranas poliméricas visando sua aplicacdo é
importante para avaliar a miscibilidade entre os polimeros, efeito entre os aditivos e
polimeros e a existéncia de poros. As morfologias das membranas foram avaliadas

através de MEV em um Microscépio Eletrénica de Varredura, marca Phillips, modelo
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XL 30, do Laboratério de Materiais (LabMat) do Departamento de Engenharia

Mecanica da UFSC. As amostras serao fraturadas com N liquido e recobertas com

uma fina camada de ouro, para entdo microfotografar a secgéo transversal.
4.2.7. Determinacéo do grau de intumescimento (G1%)

Foi determinado o grau de intumescimento (G1%) das membranas para verificar
a diferenca entre a massa hidratada (M) e a massa seca (Ms). Este estudo foi
realizado em agua destilada, onde uma amostra da membrana seca foi colocada em
contato com agua destilada por 24 horas e retiradas desta solugcdo, secas
ligeiramente em papel absorvente, para eliminar excesso de agua e pesadas para
comparar a diferenca de massa entre a membrana seca e a submetida a hidratacéo.
Este procedimento foi realizado em triplicata para se obter uma média.

O grau de intumescimento (Gl %) foi calculado pela equagéo abaixo,

M, - M

Gl%-= *x100

S

4.2.8. Testes de degradacao na Solugéo de Hank

O teste de degradacgédo in vitro em solu¢cdes que simulam propriedades
fisiolégicas é uma forma de avaliar as interacfes entre os fluidos corporais e 0
biomateriais, estudar sua estabilidade e taxa de degradacdo. Apesar de ser
impossivel simular completamente o carater quimico do estudo in vitro para prever o
comportamento dos biomateriais no meio fisiolégico humano é uma parte importante
para se considerar de possiveis materiais para implantes.’ Através da solucdo de
Hank, foi possivel simular as propriedades fisioldgicas do sangue e verificar a
resisténcia a degradacéo.

A solucdo de Hank foi preparada sob adicdo dos seguintes sais: 8 g NacCl,
0,35g NaHCOs3, 0,4 g KClI, 0,06 g KH,PO,4, 0,10 g MgCl,.6H,0, 0,14 g CacCl,, 0,069
NaHPO,4.2H,0, 0,06 g MgS0,4.7H,0, 1 g glicose, adicionados em 1000 mL de agua
destilada.”

Amostras das membranas foram preparadas com dimensdes de 2,0 cm? secas
e pesadas. As amostras foram imersas na solucdo e ap0s uma semana este material
foi recolhido, seco e pesado. Dessa forma foi possivel analisar a perda de massa das

membranas. Este procedimento foi realizado em triplicata para se obter uma média.
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5.0. Resultados e discussodes

5.1. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)
A técnica de espectroscopia de infravermelho foi usada para identificar as
principais bandas que caracterizam os grupos funcionais dos polimeros de QT, PVA

e PHB e dos aditivos T80 e glicerol, (Tabela 2).

Tabela 2 Relacdo das bandas de FTIR e o0s respectivos grupos quimicos dos
polimeros de QT,” PVA,” PHB,**** e dos aditivos T80 e Gli.?’

Material Bandas (cm ™) Grupos Material Bandas (cm ™?)  Grupos
QT 3450-3200 V(N—H) Gli 3360 v (O—H)
2922-2845 v (C—H) 2940-2885 v (C—H)
1658-1500 v(C=0) amida | 1415 0 (C—H)
1379 (CHy) 1108-1043 v (C—O)
1379-1250 5(C—N) Aminalll T80 3498 v (O—H)
1423 0(C—N) Amina | 2921 v (C—H)
1300-1000 v (C—O) Ciclico 2865 vV (C—H)
PHB 1723 v (C=0) 1734 v (C=0)
1379 vV CHa) 1458 5 (C—H)
1187-1134 v (C—O0—C) 1110 v (C—O)
2937-2870 v (C—H)
1727-1712 v (C=0)
PVA  1461-1417 5(CH—CH,)
1254 5(=C—0—C)
1084 v (C—0)-C—OH
842 5(C—C)

Os dados da Tabela 2 foram usados como referéncia para identificar as
bandas dos espectros de FTIR das membranas mostrados na Figura 5. As principais
bandas das membranas estdo localizadas em 3600-3200 cm™ podem estar
associadas aos estiramentos do grupo amina da QT e das hidroxilas da QT, PVA, Gli
e T80;"?" em 2935-2874 cm™ sdo atribuidas as vibracdes do estiramento C-H; 41>/
préximas de 1723 cm™ correspondem ao estiramento C=0 dos de acetato residual
da QT e PVA e principalmente do éster do PHB;*'* em 1650 e 1564 cm™
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correspondem aos estiramentos da amida | e amida II;” em 1420 cm™ correspondem
ao estiramento CHy;"'**>?" as bandas em 1379, 1325 e 1252 cm™ estéio associadas
aos estiramentos das aminas terciarias, primarias e secundarias, respectivamente;
na regido de 1100 e 1000 cm™ s&o atribuidas ao estiramento C-O da hidroxila e do

anel glicosidica.’

—— A-QT/PHB/PVA/GIi

—— A-QT/PHB/PVA/ Gli-M
A-QT/PHB/PVA/ T80-Gli

—— A-QT/PHB/PVA/ T80-Gli-M
A-QT/PHB/PVATS0

Transmitancia (u.a)

T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda cm’™*

Figura.5. Espectro de infravermelho das membranas A-QT/PVA/PHB

Em geral os espectros de FTIR das membranas das blendas poliméricas
apresentaram bandas mais definidas com relacdo aos materiais isolados como
estiramento de N-H, estiramento da amida e do éster e estiramento C-H.

As bandas préximas de 3300 e 1720 cm™ das membranas A e B
apresentaram diferengas significativas quando comparadas aos comprimentos de
onda dos componentes isolados (Tabela 2). Esta diferenca se deve as interacdes
entre os componentes das blendas, que promoveu o alargamento e deslocamento
das bandas. O mesmo comportamento foi observado variando a propor¢ao entre os
componentes da blenda QT/PHB.

A anélise das amostras que ndo contém ZnO (Tabela 3) demonstra que os
plastificantes Gli e T80 adicionados separadamente ou em conjunto has membranas
possuem deslocamentos semelhantes na regido entre 3600-3200 cm™ para menores
comprimentos de onda. Na regido de 1720 cm™ ndo foram observados

deslocamentos significativos.
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Tabela 3. Efeito no FTIR da adi¢do do T80 e Gli nas membranas QT/PVA/PHB do

tipo A e B.
Bandas (cm ™)
V(N—H) v (C=0) V(N—H) v (C=0)
A Gli 3278 1719 B Gli 3278 1719

A T80 3261 1719 B T80 3278 1722
A GIi-T80 3261 1719 B Gli/T80 3261 1719

Para membranas que contétm ZnO (Tabela 4) comparando com as
membranas sem adicdo de ZnO e dos componentes isolados foi observado
deslocamento consideravel da banda préxima a 1720 cm™ para maiores
comprimentos de onda. Este comportamento pode indicar uma possivel coordenacéo
do zinco. Para as amostras A Gli- ZnO e B-Gli/ZnO foi evidenciado um
comportamento semelhante aos das membranas que ndo possuem ZnO em sua
férmula, tendo diferenca significativa na regidio entre 3600-3200 cm™ e como
caracteristica destas blendas poliméricas o deslocamento das bandas para maiores

comprimentos de onda.

Tabela 4. Efeito no FTIR da adicdo do ZnO nas membranas QT/PVA/PHB do tipo A
e B.
Bandas (cm ™)

V(N—H) v(C=0) V(N—H) v (C=0)
A- T80/Zn0O 3261 1734 B-T80/ZnO 3277 1734
A- T80/Gli/znO 3261 1734 B-T80/Gli/znO 3261 1734
A Gli/ZnO 3288 1720 B-Gli/ ZnO 3287 1719

Estes deslocamentos evidenciados no espectro de infravermelho das
amostras sdo consequéncias de possiveis interaces do tipo ligacdo de hidrogénio.
As ligacOes hidrogénio ocorrem em sistemas contendo grupo doador e um aceptor
de préton. Os grupos doadores de prétons mais comuns nas moléculas organicas
sdo os grupos carboxilas, hidroxila, amina e amida. Os atomos aceptores mais
comuns sao oxigénio, nitrogénio, halogénios e grupos insaturados. A forca de
ligacdo hidrogénio altera a constante de forcas de ambos os grupos e, assim as
frequéncias de deformacdo axial e angular sdo alteradas, afetando assim os
deslocamentos das bandas de absorcéo .

Os deslocamentos observados no espectro de infravermelho das membranas

guando comparados com o0s espectros dos compostos isolados demonstram a
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afinidade entre os polimeros e aditivos que estao presentes, visando sua aplicacéo

para engenharia de tecidos como suportes poliméricos.
5.2 Analise Termogravimétrica (TG)

A Figura 6 mostra a curva de perda de massa da QT, PHB e da blenda de
QT/PVA. O PHB apresenta estabilidade somente até 170 °C, apresenta apenas um
estagio de perda de massa na faixa de temperatura de 170-300°C e a cisdo de
cadeia resulta em uma rapida diminuicdo de sua massa em torno de 80%. O PHB é
completamente volatilizado acima de 300°C, sendo os principais produtos oligbmeros
diméricos, triméricos e tetraméricos. A curva de TG da quitosana apresenta dois
estagios de degradacdo, o primeiro entre 50-120 °C referente a perda de agua na
superficie e a agua ligada inter e intramolecular e a partir de 250-300 °C degradacgéo
da cadeia principal. A blenda de QT/PVA apresenta menos estabilidade térmica em
relacdo a quitosana. O primeiro estagio de perda de massa esta entre 50-150 °C
referente a perda de agua, o segundo estagio entre 250-300 °C referente a quebra
da cadeia principal de QT. Acima de 450 °C ocorre a degradacdo do PVA. A menor
estabilidade térmica da blenda pode ser atribuida a adicdo do PVA, pois este penetra
entre as cadeias de QT aumentando o volume livre entre elas, além disso, o PVA
possui hidroxilas que levam a maior absor¢cdo de agua e aceleram o processo de

perda de massa.™ %*
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Figura 6 Termogramas a QT, PHB e da blenda QT/PVA

A Figura 7 mostra os termogramas das membranas de QT/PVA/PHB com as
composicdes A e B. Para estas membranas de QT/PVA/PHB A e B observa-se dois

estagios de degradacdo. O primeiro estagio entre 50 e 150 °C é atribuido a
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agua.retida na matriz polimérica. Até 100 °C a degradacio esta associada a agua

adsorvida na superficie e, acima de 100 °C a degradacdo esta associada a agua
ligada inter e intramolecular. O segundo estagio entre 200 e 300 °C corresponde a
degradacéo da QT. A degradacédo do PVA ocorre em temperaturas maiores que 300
°C.

Pode-se observar que as membranas QT/PVA/PHB do tipo A e B com T80
puros ou combinadas com Gli e/ou ZnO apresentam menor perda de massa. A
estabilidade térmica observada para estas membranas pode ser atribuida ao afeito
reticulante do T80, que diminui a mobilidade das cadeias poliméricas. Membranas
que contém Gli apresentaram maior perda de massa. A maior taxa de degradacéo
pode ser atribuida ao efeito plastificante da Gli, que aumenta a absorcdo de agua e
aceleram o processo de perda de massa.

As membranas do tipo B apresentam menores taxa degradacdo. A maior
estabilidade térmica deve-se a maior quantidade do PHB que aumenta a
hidrofobicidade das blendas conferido maior estabilidade térmica e as deixam mais
rigidas.

Massa (%)

Figura 7 Termogramas das membranas (a) A-QT/PVA/PHB e (b) B- QT/PVA/PHB com a adi¢c&o dos
diferentes plastificantes
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5.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O estudo da morfologia teve inicio com observacdes visuais qualitativas e
posteriormente com a avaliacdo das membranas com auxilio da microscopia
eletrénica de varredura (Figuras 8, 9, 10). Nas analises qualitativas (a temperatura
ambiente) foi observado que as membranas apresentaram-se esbranquicadas,
flexiveis e sem segregacdo de fase. As membranas com composicdo B
apresentaram-se menos flexiveis. A perda de flexibilidade é devida ao polimero PHB
gue enrijece a blenda polimérica.

Os estudos da morfologia das membranas foram realizados a partir das
micrografias da seccao transversal das membranas do tipo A e B, que apresentam
as mesmas caracteristicas, e sao representadas pela morfologia das membranas
com composi¢do A. As Figuras 8(a) e 8(b) das membranas que tem em sua
composicdo apenas glicerol como aditivo, possuem morfologias semelhantes,
compactas e apresentaram poucos microporos.

\
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Figura 8 Micrografias das membranas (a) A-Gli e (b) A-Gli/ZnO

As Figuras 9(c) e 9(d) das membranas que possuem como plastificante T80,
apresentou em suas morfologias aspecto esponjoso por possuir grande
concentragao de poros. A Figura 9(c) A-T80 apresenta a formacdo de menos de
poros e maiores comparando-se a imagem da Figura 9(d) A-T80/ZnO que
apresentam mais poros e com diametros menores.
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As Figuras 10(e) e 10(f) das membranas QT/PVA/PHB que possuem 0s

aditivos plastificantes juntos T80/Gli apresentaram menor concentragao poros com

didmetros maiores e mais espalhados em relacdo as membranas com T80 apenas. A

- »
=

- = ! o S e
AccY Spot Magn Det WD F——— 20pm
100kv 45 600x SE 10.1

— - 4 =
AccV SpotMagn Det wbD H——— 20um
100kv 46 600x  SE 100

(d)

Figura 9 Micrografias das membranas (c) A-T80 e (d) A-T80/ZnO
Figura 10(e) A-T80/Gli apresenta maior quantidade de poros e com menores

didametros em comparagcdo com a membrana da Figura 10(f) A-T80/GIli/ZnO que
apresenta menos poros e com diametros maiores.
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Figura 10 Micrografias das membranas (e) A-T80/Gli e (f) A-T80/Gli/ZnO

A blendas poliméricas que contém ZnO apresentaram diferencas em suas
morfologia em comparacdo com as membranas que ndo possuem este aditivo em

sua composicao. Provavelmente as particulas de ZnO interferem nas interacdes intra
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e intermolecular entre os componentes da blenda, possivelmente ocorre a formacéo

de complexos obrigando a uma reorganizacao.

Os poros foram observados nas membranas que contém T80 em sua
composicdo. A porosidade pode ser atribuida a estrutura anfifilica das moléculas
deste plastificante, que se aglomeram em algumas regifes da blenda e formam
cavidades, ou a rapida evaporacdo do solvente devido ao efeito reticulante do T80
tornando a membrana mais hidrofébica.

A homogeneidade entre os polimeros e a existéncia de poros, observadas na
morfologia das membranas, sdo bons indicios para o uso das membranas para

confeccao de suportes poliméricos aplicados na reconstituicdo tecidual.

5.4. Determinacao do grau de intumescimento (Gl) em  agua.

O grau de intumescimento para membranas A e B (Tabela H) demonstram
como os aditivos influenciam de forma diferente na absorcdo de &agua. As
membranas com composicdo A tem um valor de Gl maior que a membrana com
composicao B, este comportamento possivelmente é observado devido a variacdo na
composicdo de QT/PHB. A membrana com composi¢édo B tem uma maior quantidade
do polimero PHB, que é hidrofébico e dificulta a entrada da agua.

Tabela 5 Grau de intumescimento (G1%) das membranas A e B.

Membranas Gl% Membranas Gl%
A-T80 B-T80
A-T80/ZnO B-T80/Zn0O
A-GIli/T80/Zn0O 154,63 £ 52,32 B-Gli/T80/ZnO 147,07 £7,43
A-Gli/ZznO 153,75 + 33,57 B-Gli/ ZnO 121,38 +7,63
A-GIli/T80 84,92 +5,44 B-GIi/T80 68,34 +2,74
A-Gli 51,02 + 3,37 B-Gli 46,78 + 1,80

N&o foi possivel avaliar o GI das membranas A-T80, B-T80, A-T80/Zn0O e B-
T80/Zn0O pois solubilizaram completamente. Pode-se atribuir a solubilizacdo a alta
concentracdo de poros como pode ser observado na analise das micrografias
Figuras 9(c) e 9(d), que aumenta a absorcdo de &gua, Atribui-se também a
solubilidade destas membranas ao T80 e ao ZnO. O aditivo T80 quando incorporado
na membrana como plastificante aumenta o volume livre entre as cadeias

poliméricas permitindo a entrada de agua, este fendbmeno ocorre devido a molécula
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de T80 ser grande e do seu carater anfifilico, ou seja, uma parte da molécula tem

uma interagao forte com os componentes da blenda e a outra nao tao forte, deixando
grandes espacos entre as cadeias. A presenca das particulas de ZnO nas
membranas pode provocar o afastamento das cadeias poliméricas interferindo nas
interacOes entre os polimeros e plastificantes aumentando o carater hidrofilico que
favorece assim a entrada de agua.

As membranas, A-Gli/T80/Zn0O, e B-GIi/T80/ZnO foram as que tiveram o maior
valor de GI. Como pode ser observado nas micrografias das membranas Figuras 9(c)
e 9(d), a existéncia de poros favoreceu a entrada da agua. Pode-se atribuir também
a absorcdo de 4gua ao T80 e ao ZnO. As membranas A-Gli/ZnO e B-Gli/ZnO né&o
apresentaram poros mas apresentaram elevado Gl, o intumescimento pode ser
também atribuido as particulas de ZnO, conforme sugerido para as membranas A-
T80/Zn0O e B-T80/Zn0O. As membranas A-Gli/T80 e B-GlIi/T80/Zn0O tiveram um valor
de GI intermediério. Pode ser observada nas Figuras 10(e) e 10(f) a presenca de
poros. Também se pode atribuir a absorcdo de agua, as blendas possuirem em sua
em composicao os dois tipos de plastificantes Gli e T80, um compacta a membrana e
0 outro deixa espacos entre as cadeias poliméricas, respectivamente. As membranas
A-Gli e B-Gli foram as que tiveram o menor grau de intumescimento, como pode ser
visto na Figura 8(a) e 8(b) ndo possuem poros, sendo assim, menor absor¢cao de
agua, tornado as membranas menos intumescidas. A menor taxa de intumescimento
possivelmente deve-se também as interacbes que ocorrem entre 0s componentes

das blendas e o plastificante glicerol, compactando-a.

5.5. Teste de degradacdo das membranas

Comparando a degradacdo das membranas A e B (Tabela 5) observou-se
uma menor degradacdo para as membranas B, com quantidade maior do polimero
PHB, que confere maior hidrofobicidade a membrana. O aumento do carater
hidrofébico das membranas diminui o acesso de agua que atenua uma possivel

hidrolise dos polimeros da blenda, assim como a solubilizacdo dos aditivos.
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Tabela 6 Taxa de degradacao-Solucao de Hank

Membranas A Degradacédo (%) Membranas B Degradacao (%)

A-T8O0/Gli 36,65 + 4,66 B-T80/Gli 35,04 +0,83
A-T80/GLI/ZnO 44,22 +0,95 B-T80/GLI/ZnO 43,00 + 1,23
A-Gli 41,76 £0,41 B-Gli 38,03 + 0,28
A-T80 51,09 +1,41 B-T80 43,05 + 3,47
A-Gli/znO 52,11 £ 0,44 B-Gli/zZnO 52,73 +0,32
A-T80/ZnO 52,17 + 3,77 B-T80/Zn0O 36,72 + 2,68

Os aditivos apresentaram influéncias sobre a degradacdo das membranas. As
membranas contendo Tween ou glicerol com ou sem ZnO apresentaram maior
degradagcdo. As membranas contendo os dois aditivos juntos apresentaram uma
menor degradagcdo, a qual pode ser atribuida & compactacdo das cadeias
poliméricas proporcionada pelo glicerol, associado a interface hidrofébica que o
surfactante Tween 80 pode formar. Pode ser sugerido que esta protecdo causada
pela mistura simultanea dos plastificantes impede a entrada de agua diminuindo
degradacdo hidrolitica das membranas.

A degradacéao hidrolitica causa a ruptura do polimero em unidades menores.
Esta reacdo pode ser catalisada em condi¢cGes acidas, basicas ou outras condicgdes,
como temperatura, luz. A degradacdo de um sélido ndo est4 apenas associada a
clivagem quimica da cadeia polimérica, a simples solubilizacdo do polimero como
resultado de variacdes no pH, pode conduzir a degradacao do material.

Os principais fatores que influenciam o processo de degradacdo sdo a
estabilidade quimica da cadeia polimérica, a hidrofobicidade da unidade repetitiva, a
morfologia do polimero, a cristalinidade, a massa molar inicial do polimero, a
presenca de catalisadores, aditivos plastificantes, e a geometria do implante. A
hidrofobicidade pode evitar a absorcdo de agua pelo polimero, reduzindo assim as
taxas de hidrolise. Em polimeros hidrofobicos, a degradacdo € geralmente um
fendbmeno superficial com erosdo lenta do polimero, em polimeros hidrofilicos a
degradacdo ocorre normalmente até o interior do material. Assim, qualquer
tratamento que altere a hidrofobicidade do polimero, tais como orientacdo e

cristalinidade, afeta a sua taxa de degradacao.
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6.0.Conclusdes

Neste estudo foram preparadas e caracterizadas membranas de blendas de
quitosana (QT), poli (alcool vinilico) (PVA) e poli (B-hidroxibutirato) (PHB). A estas
membranas foram adicionados aditivos, como o glicerol (Gli), o Tween 80 (T80) e
ZnO, visando aplicacdo como suportes poliméricos na reconstituicdo tecidual. Estas
membranas foram caracterizados pelas técnicas de espectroscopia de infravermelho,
Analise Termogravimétrica(TG),morfologia, grau de intumescimento e teste de
degradacéao na solucéo de Hank.

No estudo da espectroscopia de infravermelho foram identificadas bandas
referentes aos polimeros utilizados e foram verificados os principais deslocamentos
causados pela adicdo dos plastificantes e foram semelhantes para membranas do
tipo A e B.

A andlise termogravimétrica mostrou que adicdo dos plastificantes altera a
temperatura de degradacgéo e que as membranas do tipo B foram mais estabilidade
térmica (menor perda de massa foi). As membranas com o T80 se mostraram mais
estaveis do com o plastificante Gli. A membrana que apresentou maior estabilidade
foi B-T80/GIi/ZnO.

As analises da morfologia das membranas mostraram a presenca de poros para
membranas que continha T80 em sua composicdo. As membranas que
apresentaram maior concentracdo de poros foram A-T80/ZnO e B-T80/Zn0O,
semelhantes entre si.

O teste de intumescimento mostrou que as membranas do tipo B absorvem
menos agua e que a adicdo de T80 com ou sem ZnO favorece o intumescimento. A
membrana que menos intumesceu foi B-Gli.

O teste de degradacdo mostrou que membranas do tipo B degradaram menos e
que a adicao dos plastificantes T80 e Gli juntos confere maior estabilidade a
degradacéo.

As membranas preparadas apresentaram estruturas porosas, que permitem a
fixacAo e crescimento das células, o transporte de oxigénio e nutrientes.

Apresentaram resisténcia térmica acima de 100 °C.
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