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Resumo

Através de uma sintese livre de solventes, foi preparado um compésito condutor
de eletricidade a base de poli (sebacato de glicerol) (PGS) e polipirrol (PPy). A matriz de
PGS foi obtida por uma reagdo de policondensac¢do, com proporgdo de 1:1 de acido
sebacico e glicerol. O PPy foi preparado por sintese quimica, usando cloreto férrico
como agente oxidante. Amostras contendo 1, 3 e 5% de PPy foram preparados pela
adicdo do polimero condutor finamente particulado, na matriz de pré-PGS, procedendo
com a reacdo de cura, formando placas de 6 x 6 x 0,3 cm. A reacdo de polimerizacdo do
pré-PGS foi confirmada por GPC, ATR-FTIR e RMN. Comparando a obtenc¢do das placas
de PGS controle e dos compdsitos PGS/PPy, observou-se que o tempo de cura das
amostras diminuiu 50%. Os filmes foram caracterizados por analises térmica e dinamico
mecanicas, indicando que os compdsitos sdo termicamente estdveis. A matriz se
comporta como um elastdmero a temperatura ambiente. A condutividade elétrica dos
filmes de compdsito é da ordem de 10 > S/cm, caracterizando um material
semicondutor. Baseado nas caracteristicas quimicas da matriz, a propriedade de
autorreparacdo foi investigada, tanto para o PGS quanto para os compdsitos com PPy.
Os resultados mostraram que os filmes podem recuperar sua integridade mecanica apds
serem cortados ao meio e reparados a 130 °C por 24 h, mantendo também a
condutividade elétrica. O PGS e o PPy sdo bons candidatos para aplicacdes médicas e,
em termos de propriedades mecanicas e de condutividade elétrica, sao semelhantes ao
tecido do miocdrdio. Desta forma, foram avaliadas as propriedades de degradagdo e
citocompatibilidade in vitro, mostrando grande potencial para que os compdsitos

possam ser usados como coadjuvantes no tratamento de doencas do coracao.

Palavras chave: Compdsito polimérico condutor, PGS, PPy, autorreparacao.



Abstract

An electrically conductive composite of poly(glycerol sebacate) (PGS) and
polypyrrole (PPy) was prepared by solvent free synthesis. The PGS matrix was obtained
with a 1:1 proportion of sebacic acid and glycerol. The PPy was prepared by chemical
synthesis, using iron chloride as oxidant. Films containing 1, 3 and 5% PPy were prepared
by adding the conductive polymer, as a finely dispersed powder, into the PGS pre-
polymer matrix. PGS polymerization was confirmed by GPC, ATR-FTIR and NMR.
Preparation time of the crosslinked film was decreased by 50% via the addition of PPy.
The films were characterized by thermal and dynamic mechanical analysis, indicating a
thermally stable composite. The matrix behaved as an elastomer at room temperature.
The electrical conductivity of the composite films was in the order of 10 S/cm, being a
semiconductor material. Based on the chemical characteristics of the matrix, the self-
healing properties of PGS and its composites with PPy were investigated. The results
showed that the films can fully recover their mechanical strength after being cut and
repaired at 130 °C for 24 h, retaining the electrical conductivity. PGS and PPy are good
candidates for medical applications and, in terms of mechanical and electrical
conductivity properties, the biocomposite is in agreement with the myocardial tissue.
Therefore, the in vitro degradation behavior and cytocompatibility was evaluated,

showing potential to use as an aid in heart injuries.

Key words: Conductive polymeric composite, PGS, PPy, self-healing.



1. Introducado

Aliar diferentes propriedades em um sé material proporciona funcionalidade na
confeccdo de equipamentos e dispositivos, podendo torna-los mais leves, mais
sensiveis, mais resistentes e mais funcionais. Os chamados materiais inteligentes vém
sendo estudados nas Ultimas duas décadas pois representam o futuro da engenharia de
materiais. O procedimento mais comum para a obtencdo de materiais inteligentes é a
fabricacdo de compdsitos, onde uma matriz (polimérica, metdlica ou ceramica) é
beneficiada com a adicdo de uma fase dispersa que confere alguma propriedade
especial, como maior resisténcia mecanica, condutividade térmica ou elétrica, entre
outros. O mercado de compdsitos funcionais é dominado pelos materiais com matrizes
poliméricas, devido ao aumento do uso na industria automobilistica, de aviagao
aeroespacial, de defesa e na geracdo de energia. Matrizes poliméricas sao preferidas
devido a facilidade de fabricacdo e excelente relacdo entre densidade e resisténcia
mecanica. Recente relatério americano apontou que o mercado mundial de compdsitos
funcionais movimentou USS 28,6 bilhdes em 2016, e projeta alcancar USS 43 bilhdes em

2021 [1].

Compdsitos poliméricos condutores, também conhecidos como CPCs, sao um
tipo de material inteligente, formado pela jungao das propriedades mecanicas de uma
matriz polimérica incorporada de particulas condutoras. Os CPCs tém sido estudados em
varias aplicacdes, como biomateriais, biosensores, sensores de gds, dispositivos
antiestaticos para equipamentos eletrOnicos, materiais que se auto aquecem e
revestimentos. Mais recentemente, Larimi et al [2] descreveram um CPC ultra elastico
de baixo custo produzido a partir de um adesivo comercial semelhante a borracha. Este
sensor de deformacdo piezo-resistivo demonstrou grande potencial para monitorac¢ao
de biosinais e movimento humano. Os CPCs também podem ser obtidos em formas
especiais, como demonstrado por Shu Ying et al [3], que obtiveram um aerogel condutor
de nanotubos de polipirrol. Dependendo da escolha da matriz e das particulas
condutoras incorporadas, o CPC pode apresentar propriedades e aplicagdes mais
especiais. Eles podem ser obtidos a partir de matérias-primas renovaveis, por exemplo,
ou apresentarem biodegradabilidade e (ou) biocompatibilidade. Poli (sebacato de

glicerol) (PGS) é um poliéster biodegradavel e biocompativel muito barato, preparado a



partir da policondensacdo de acido sebdcico e glicerol, ambos obtidos do dleo de
mamona [4]. PGS sozinho tem limitadas propriedades mecéanicas, mas usando este
polimero como uma matriz em compdsitos, aumenta a sua gama de aplicacdes. Por
exemplo, um compdsito de PGS e Bioglass™, proposto por Liang et al [5], apresentou
propriedades mecanicas melhoradas, como mdédulo de Young e resisténcia a tracdo, sem

comprometer a extensibilidade deste elastomero.

Neste trabalho é descrito um novo CPC, usando uma matriz PGS e uma fase
dispersa condutora de polipirrol (PPy). O PPy é um polimero condutor de eletricidade
gue também é biocompativel [6], mesmo em pequenas quantidades. No entanto, ndo é
fusivel e tem baixa solubilidade [7], apresentando dificuldades em seu processamento
e utilizacdo como produto final. A combinagao das caracteristicas elastoméricas do PGS
e as propriedades condutoras do PPy, faz com que este compdsito seja um CPC
potencialmente muito interessante. As caracteristicas fisico-quimicas, comportamento
térmico e condutivo, as propriedades mecanicas, aspectos morfoldgicos e de

degradagao do compdsito foram estudados.

Adicionalmente, com base nas caracteristicas quimicas do PGS, presumiu-se que
este polimero pode exibir propriedades de autorreparacdo [8]. Os materiais
autorreparaveis sdo capazes de recuperar totalmente ou parcialmente sua integridade
mecanica apds danos externos. Dessa forma, o PGS, bem como seu compdsito com PPy,
foram testados quanto a capacidade de autorreparacdo, avaliando suas propriedades
em funcdo de alguns critérios, sugerindo um novo método para identificar potenciais

polimeros intrinsecos de autorreparacao.

Baseado em estudos que indicam que ambos os polimeros PGS e PPy sdo
biocompativeis, foram avaliados estes materiais quanto a citocompatibilidade frente a
células mesenquimais e cardiomidcitos, visando potenciais aplicacdes meédicas,

especialmente como coadjuvante no tratamento de doencas cardiacas.



2. Objetivos

Principal

e Desenvolver um compdsito semicondutor de eletricidade de matriz

elastomérica, a base de PGS e PPy.

Secundarios

e Verificar as caracteristicas quimicas destes materiais.

e Caracterizar em relagao as propriedades térmicas, elétricas e mecanicas.

e Averiguar a morfologia.

e Testar a degradacdo hidrolitica in vitro.

e Investigar a propriedade de autorreparagdo do PGS e do compdsito PGS-PPy.

e Avaliar a citocompatibilidade in vitro frente as células-tronco mesenquimais e

cardiomiocitos.



3. Revisao Bibliografica
3.1. Compdsitos poliméricos condutores

Os profissionais ligados a Engenharia de Materiais vém trabalhando nas ultimas
décadas no desenvolvimento de materiais inteligentes, que através da combinagdo da
funcionalidade de polimeros, cerdamicas e metais avancados, aliam diferentes
propriedades em um s6 dispositivo. S3o exemplos de materiais inteligentes tintas que
conduzam eletricidade [9], sensores sensiveis a mudancas de pH [10] ou temperatura,
compasitos poliméricos condutores de eletricidade [11] e materiais com habilidades
especiais, como de autorreparacao (self-healing) [12] e com meméria de forma [13]. Na
industria ja sdo muito utilizados como, por exemplo, para detectar e prevenir corrosao,
estender o tempo de vida de componentes e estruturas e reduzir custos com inspecao,
manutencdo e reparos. Também na drea médica ja sdo uma realidade, como em
adesivos e implantes com liberagdao controlada de medicamentos, ou como tecidos
bioldgicos sintéticos mimetizados que criam um ambiente favoravel ao crescimento

celular. [14-18]

Dentre os materiais inteligentes mais estudados, destacam-se os compdsitos
poliméricos condutores (CPC), que sdo materiais formados por uma matriz isolante e
uma fase dispersa condutora de eletricidade [19]. Exemplos utilizados como fase
dispersa sdao os nanotubos de carbono [20], nanoparticulas de metais [21], e polimeros
condutores intrinsecos [22-24]. J& a matriz é polimérica [25], variando conforme a
necessidade da aplicacdo a qual se destina. Os CPCs fornecem vantagens em relagdo aos
metais em varias aplicagdes, pois apresentam maior resisténcia a corrosdo, menor
densidade e flexibilidade. CPCs sao também conhecidos como condutores extrinsecos,
uma vez que a capacidade de conduzir corrente elétrica ndo é propriedade inerente do

material dominante (matriz) e sim fornecidas pela fase dispersa.

Um compdsito formado por uma matriz polimérica isolante e uma carga
condutora apresenta condutividade elétrica dependendo da concentracdo das
particulas condutoras adicionadas ao sistema. Quando hd uma baixa concentragado, a
condutividade tem valores irrelevantes, na faixa de 10 *> S/cm. Para que ocorra a

condutividade, as particulas condutoras devem estar bem dispersas e conectadas de



forma a disponibilizar um caminho que proporcione o fluxo de corrente. A formagao
deste caminho se da a partir de uma concentracdo critica chamada de limiar de
percolagdo, ou ¢ Quando a concentracao de particulas ¢ é crescente e se aproxima de
¢, comega a surgir o primeiro caminho pelo qual a corrente tem fluxo, e a leitura da
condutividade apresenta um valor consideravel. No modelo mostrado na Figura 1, o
quadro (a) mostra um exemplo de uma matriz onde ha diversos sitios vagos (em branco).
No quadro (b) alguns sitios sdo ocupados por particulas condutoras, porém ¢ < @c e por
consequéncia ndo ha condutividade. Ja no quadro (c) @ = @.e/ou @ > ¢, e 0 modelo
apresenta um caminho de percolacdo que forma uma rede tridimensional, no qual ha
fluxo de corrente. Para maiores concentracdes, o nimero de caminhos condutores
aumenta até a formacdo de uma rede tridimensional. Nessa faixa a condutividade é alta
e a adicdo de mais particulas condutoras ndo influencia a condutividade do compdsito

de forma relevante.
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Figura 1: Modelo da formacdo do caminho de percolacdo. Em (a) os sitios estao
vagos. Em (b) alguns sitios sdo ocupados por particulas condutoras, mas ndo se
conectam (@< @c). Ja em (c) hd a formacdo do caminho de percolacdo através dos sitios
e conglomerados de sitios ocupados (¢ = @c.e/ou @ > @. ). Adaptado de [26].

Os modelos tedricos que buscam explicar o fendmeno de percolagdo sao
complexos, e diversos fatores devem ser levados em consideracdo para elaborar
modelagens, como tipos de matriz e de particula condutora, geometria das particulas,

processamento dos CPCs, tratamento térmico, etc. Experimentalmente, e de forma mais



simples, a verificagdo da concentracdo de percolagdo é medida em fun¢do da

condutividade e, em alguns casos, por ensaios de microscopia [26,27].

3.1.1. Polimeros condutores intrinsecos

A fase dispersa do CPC pode ser formada, como ja citado anteriormente, por
polimeros condutores intrinsecos. Quase em sua totalidade, os polimeros sao
conhecidos por serem excelentes isolantes elétrico, devido a sua alta resistividade como
consequéncia das longas cadeias carbonicas saturadas das quais sao formadas. Mesmo
sabendo que sistemas lineares conjugados, ou seja, aqueles que alternam ligacdes
duplas e simples ao longo da cadeia, apresentam estados eletrénicos deslocalizados,
somente em 1977 cientistas japoneses mostraram que um polimero, o poliacetileno, era
capaz de exibir condutividade semelhante aos metais [28]. A partir de entdo
pesquisadores do mundo inteiro comecaram a estudar diferentes polimeros com
caracteristicas semelhantes. A Figura 2 ilustra um comparativo na escala de

condutividade de alguns materiais.
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Figura 2: Alguns materiais representados na escala de condutividade. Adaptado

de [29]
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Os polimeros intrinsecamente condutores sdao formados por moléculas com
ligagdes duplas alternadas, como mostrado na Figura 3. Quando no estado dopado,
formam-se lacunas (band gaps) onde os elétrons da ligacdo m podem transitar
livremente. Em outras palavras, é formada uma estrutura ressonante. O processo de
dopagem consiste na adicdo ou remocdo de cargas na cadeia, através de espécies
quimicas oxidantes/redutoras que mudam o nimero de elétrons. Assim um polimero
que seria fracamente condutor pode aumentar em até 10 ordens de grandeza sua
capacidade de condugdo de elétrons. Este processo é reversivel e o polimero original
pode ser recuperado totalmente, ou com poucos danos na cadeia polimérica, quando o
dopante é retirado. Usualmente os dopantes sdao do tipo contra-ion, que estabilizam o
estado dopado da cadeia e podem ser fornecidos ao sistema por processos quimicos ou

eletroquimicos.
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Figura 3: Estrutura dos principais polimeros condutores. Adaptado de [30]
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Polimeros condutores podem ser obtidos por sinteses quimica, eletroquimica e
fotoquimica. Dentre estes processos, a sintese quimica é a mais empregada e vantajosa,
pois sdo obtidos maiores volumes de polimeros e com custo mais baixo. Geralmente nesta
reacdo os monOmeros sdo reagidos com agentes oxidantes (ou redutores, dependendo do
caso) que também agem como dopantes, em um meio liquido e em baixa temperatura.
Alguns dos agentes oxidantes estudados para a polianilina (PANI) foram K>Cr,07, KMnQO4
ou H;0,. Para o polipirrol usa-se Bry, |2, CuCl; [30]. Agentes oxidantes comuns a ambos
sdo o FeCls ou (NH4); S20s. O politiofeno e seus derivados podem ser obtidos por
polimerizagdo com FeClz ou CuClO4. PANI e PPy apresentam excelente estabilidade térmica
e podem ser empregados em misturas e compdsitos com outros materiais como poliolefinas
[31-33], ceramicas [34,35] e outros polimeros de engenharia [36,37]. Nos ultimos anos
ocorreu um impulso nas utilizagbes e aplicacdes tecnolégicas destes materiais,
empregando-os na construcdo de baterias recarregaveis, sensores quimicos e térmicos,

biossensores e ainda em prote¢do contra corrosado e recobrimento de materiais.

3.1.2. Polipirrol

O PPy é um polimero condutor intrinseco que pode ser obtido por polimerizacao
guimica (Figura 4) ou eletroquimica (Figura 5). Na polimerizacdo quimica, o PPy é
sintetizado em meio aquoso na presenca de um agente oxidante, que também é
dopante. Vdrios estudos demonstram que melhores rendimentos e condutividade
elétrica do polimero final sdo alcancados quando a reacdo ocorre em baixas
temperaturas (entre 0 e 4 °C).
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Figura 4: Sintese quimica do PPy. Adaptado de [38]
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J4 a sintese eletroquimica ocorre em uma célula galvanica com densidade de
corrente entre 1 e 2 A/m. O polipirrol é depositado sobre um eletrodo, normalmente
aco, carbono ou ouro, resultando em um filme fino, de 8 a 100 um, dependendo do
tempo de reacgdo e da corrente empregada. Um contra eletrodo de cobre também é
utilizado na célula. Os melhores resultados sdo obtidos em temperaturas muito baixas,
entre — 30 e -45 °C. Este processo gera filmes com étima condutividade, estabilidade
dimensional e propriedades mecanicas. O processo de dopagem neste tipo de
polimeriza¢do ocorre pelo contato do polimero com o eletrodo, que muda o estado de
oxidacdo pela adicdo ou remocdo de elétrons da cadeia. Ndo é necessdria a adicdo de

agentes dopantes. [29]

Figura 5: Mecanismo de reacdo de eletropolimeriza¢cdo do PPy. Adaptado de

[30].

O PPy tem sido estudado em aplicagdes variadas, que vao desde tintas
anticorrosivas até engenharia de tecidos. Armelin et al [39] desenvolveu com sucesso
tintas de base ep6xi e utilizou os polimeros condutores PPy e PANI como agentes de

protecdo contra a corrosao, para substratos metalicos em ambiente marinho simulado.
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Mardkova et al [40] estudou a fabricagdo de tecidos de algoddao com atividade
antimicrobiana. As fibras do tecido foram recobertas com PPy e Pani e depois com
nanoparticulas de prata. Os sistemas com PPy, com ou sem deposicdo de prata, exibiram
excelente atividade antimicrobiana frente a bactérias causadoras de doengas no ser
humano, exibindo assim uma nova aplica¢do do polimero condutor. Aplicacdes médicas
também foram exploradas para o PPy, como no estudo de Geetha et al [41] que relata
a utilizacdo do polimero condutor como biosensor amperométrico em medi¢des de
glicose, e por Vaitkuviene et al [42] que estudou substratos revestidos com PPy,

concluindo que estes ndo sdo citotdxicos e exibem boa adesdo e crescimento celular.

3.2. Biomateriais

Um biomaterial , segundo Park e Lakes [43] “pode ser definido como qualquer
material usado na fabricagdo de dispositivos para substituir uma parte ou fung¢éo do
corpo de forma segura, confidvel, econémica e fisiologicamente aceitdvel”. Além desta
definicao, amplia-se o escopo de atuagao dos biomateriais em adesivos, endopréteses,
linhas de sutura, malhas de suporte, entre outros. Biomateriais podem ser de origem
natural ou sintética, e deve mimetizar ou compatibilizar com as caracteristicas do tecido.
Neste contexto, os materiais que apresentam uma boa interagdo com as células
determinam o sucesso em aplicagcdes médicas. Segundo o relatdrio Biomaterials Market
[44], o mercado global de biomateriais teve faturamento de USS 70,9 bilhées em 2016
e projeta crescimento de 16% até 2021, chegando a faturar USS 149 bilhdes. O
desenvolvimento de um biomaterial passa por diversas etapas, desde a identificacdo da
necessidade, projeto e modelagem, escolha do material, sintese e fabricacdo,
caracterizacdo fisico-quimica e mecanica, ensaios de estabilidade e degradacao,
comportamento frente aos processos de esterilizacao, toxicologia, biointeragdo in vitro
e in vivo e estabilidade. Em seguida, seguem os testes clinicos e aspectos regulatérios
de venda ao mercado. Mesmo apds a comercializagdo e uso em pacientes, os
biomateriais continuam sendo avaliados para verificar possiveis aspectos nao
identificados durante as outras etapas de desenvolvimento e que possam provocar

possiveis danos ou prejuizos a saude.



Dentre a disponibilidade de biomateriais, os polimeros e seus compdsitos se
destacam como uma boa alternativa para o tratamento de tecidos moles, como
musculos, cartilagens e nervos. Para ser classificado como um material adequado para
uso em aplicagdes médicas, é necessario que este apresente uma resposta adequada ao
organismo, sem provocar inflamacdo ou rejeicao pelo corpo. Para isso, é necessario que
o material seja inerte (ndo se degrade no organismo) ou que os produtos de degradacao
do polimero sejam absorvidos pelo corpo e removidos por processos metabdlicos
naturais (bioabsorviveis) [45-47]. Os polimeros bioabsorviveis podem ser classificados
de acordo com o processo de degradacao, por via hidrolitica ou enzimatica. A maioria
dos polimeros naturais sdo degradados via enzimdtica, e quando usados como
biomateriais apresentam a vantagem de serem naturalmente bioativos, ou seja, sao
capazes de interagir com receptores celulares, via reconhecimento bioldgico. Porém a
resposta da degradacdo enzimadtica dos polimeros depende do local onde é aplicado,
pois existe variacdo das enzimas presentes nos diferentes tecidos. Neste ponto, os
polimeros que degradam via hidrolitica apresentam vantagem, pois o produto e tempo

de degradacdo sdo independentes do tipo de tecido no qual sdo aplicados

O estdgio pré-clinico do desenvolvimento de um biomaterial para utilizacdo em
tratamentos médicos, seja em humanos ou em animais, passa primeiramente por um
estudo que verifica a toxicidade destes materiais frente as células vivas in vitro. Nestes
estudos, células saudaveis sao colocadas em contato com o biomaterial, em um
ambiente propicio a manutencdo, crescimento e reproducdo dessas células. Sao
avaliados os efeitos toxicoldgicos, a aderéncia das células no material e a qualidade das
mesmas. Diversos tipos de células podem ser utilizados para estes ensaios in vitro, como
células-tronco e cardiomidcitos, tanto linhagens celulares ou culturas primarias,

dependendo do objetivo de utilizagao do biomaterial.

As células-tronco sdo células capazes de autorrenovacdo e diferenciacdo em
muitas categorias de células (Figura 6). Elas também podem se dividir e se transformar
em outros tipos de células. Sdo divididas em células-tronco embrionarias e adultas,
guando oriundas de fontes naturais, ou células-tronco induzidas, que sdo produzidas
artificialmente em laboratério [48]. As células-tronco mesenquimais, ou células

mesenquimais estromal (MSC), sdo células precursoras encontradas principalmente na
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medula éssea. E uma populacdo rara de células-tronco multipotentes e possuem um
grande potencial terapéutico na medicina regenerativa. As MSC estdo presentes em
todos os tecidos, desde a medula dssea até os tecidos conjuntivos e os 6rgaos sélidos.
Porém s3ao mais utilizadas para fins terapéuticos as MSC extraidas da medula dssea.
Outras fontes celulares podem se fornecer MSC com mais beneficios, pois possuem
superior numero ou melhor acessibilidade. Gongalves [48, p. 11] cita em sua tese de
doutorado: “Os tecidos neonatais (sangue de corddo, corddo umbilical, placenta,
dmnion e corion) tém sido uma alternativa para o isolamento de MSC. Esses tecidos
geralmente sdo descartados como produto residual apds o parto e podem ser obtidos
em grande quantidade de maneira fdcil e ndo invasiva. Outra vantagem importante dos
tecidos neonatais é que eles fornecem células imaturas, que apresentam menor risco de
mutacbes, e exibem atividade celular superior”. As células-tronco fornecem aos
pesquisadores ferramentas para modelar doencas, testar medicamentos e desenvolver

terapias que produzam resultados efetivos.

J

Células-tronco: ..se auto-replicar, gerando

outras células-tronco

J

Sdo células que podem... s

...se diferenciar em diversos
tipos celulares

Figura 6: Células tronco. Adaptado de [48].

Os cardiomidcitos sdo células do musculo do coracdo (miocdardio) que, assim
como 0s neurdnios, ndo se regeneram. A morte dos cardiomidcitos como consequéncia
de um infarto do miocdrdio, por exemplo, produz uma fibrose no tecido, que

dependendo de sua extensdo pode levar a insuficiéncia cardiaca. Entre as novas linhas
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de pesquisa que visam tratar a insuficiéncia cardiaca, utilizar o transplante de células no
tratamento de tecidos cardiacos lesionados com o objetivo de recuperar o seu carater
funcional, é uma estratégia que vem sendo estudada nos ultimos anos [50,51]. O
miocdrdio € um musculo cardiaco, como apontado na Figura 7, que forma a parede
externa do coracdo. E composto por um tecido muscular especial, capaz de contrair e
bombear o sangue pelo corpo, através de impulsos elétricos gerados nele mesmo e que

percorre as fibras condutoras do musculo [52].

Miocardio

Figura 7: Corte transversal ilustrativo do coracdo humano. Adaptado de [53].

O cultivo de células é uma importante ferramenta de pesquisa nos laboratérios
do mundo inteiro e apresenta diversas vantagens em relagdo aos testes in vivo,
principalmente em questdes econ6micas e morais. As células utilizadas neste tipo de
experimento podem ser de trés tipos: células primarias, células estabelecidas
(linhagens) e células transformadas. Nas culturas primdrias sdo utilizadas células
provenientes diretamente de tecidos vivos e possuem as caracteristicas da origem. Elas
podem crescer em meios de cultura durante poucas passagens, pois possuem um tempo
de vida muito curto devido a morte programada para a renovagao celular (apoptose).

Dessa forma, culturas primdrias sdo excelentes para estudos de comportamento de
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células in vitro devido a presenca de caracteristicas genotipicas e fenotipicas, porém tem
tempo de vida curto e necessitam de novo trabalho de extragdo a cada ciclo. A medida
gue as células vao crescendo e se replicando, as que sobrevivem nas culturas sao as
células mais resistentes. Embora ndo tenham perdido totalmente as caracteristicas do
tecido de origem, essas células possuem uma alta proliferacdo e sdo passiveis de um
grande numero de passagens. Sdo células resistentes e muito Uteis principalmente em
ensaios de citotoxicidade, por exemplo. Quando hd modificacdo das caracteristicas
genéticas das células, essas sdo chamadas de células transformadas, e essas deixam de
ser semelhantes ao tecido original. Elas podem ser modificadas por fatores externos,
como meio de cultura, virus ou radiacdo, e estas sdo utilizadas quase que
exclusivamente em pesquisas in vitro, devido ao alto grau de modificagcdo genética que
pode implicar em alteracdes de tecidos vivos. Tracando um comparativo entre os trés
tipos de células utilizados em pesquisas in vitro, é importante destacar que culturas
primarias sdo as mais dificeis de se obter sucesso em ensaios de biocompatibilidade e
citotoxicidade, devido a sensibilidade que essas células apresentam em meios ndo vivos.

[54]

3.3. Poli(sebacato de glicerol) - PGS

Muito explorado na pesquisa de biomateriais, com interesse especial na
recuperacao de tecidos moles, o poli(sebacato de glicerol) - PGS - foi descrito pela
primeira vez em 2002 [4]. E um elastdbmero que apresenta uma rede tridimensional
reticulada covalentemente, ndo organizada, e com hidroxilas ligadas a cadeia principal.
A associacdo da rede reticulada mais as interacGes de hidrogénio, proporcionada pelas
hidroxilas, sdo fatores chave que contribuem para as propriedades Unicas deste material
[55]. Em temperatura ambiente apresenta-se como um elastémero semelhante ao latex,

porém translicido e de cor levemente amarelada. Ao toque com a pele é pegajoso.

Quase a totalidade de estudos sobre o PGS buscam a adequacdo deste material
para aplicacdes na area médica. Aplicacbes em engenharia de tecidos sdo descritas
principalmente associando PGS com outros materiais. A associa¢dao de PGS e nanotubos

de carbono foi estudada por Liu et. al. [56] que mostrou melhora nas propriedades



mecanicas deste compdsito, porém aumento da citotoxicidade do material quando é
usado mais de 1 % de nanotubos de carbono em sua composicdo. Wu et. al. [57]
modificaram a cadeia de PGS com enxertos de ureido-piremidinona (UPy) e
descreveram como sendo um material promissor para aplicacdes biomédicas por se
tratar de uma plataforma multifuncional para “drug delivery” e com caracteristicas de
memoria de forma. Fibras de PGS com grande elasticidade e potencial aplicagdo em
suturas foram descritas por Jeffries et. al. [58], que obteve as fibras por eletrofiacao a
partir de uma solucdo 55:45 de pré-PGS e poli(alcool vinilico) (PVA), que foi removido

apos a reticulacdo do PGS.

Cartilagens sdo tecidos com pouca capacidade de regeneracdo. Porém a
reparagao destes pode ser auxiliada com o uso de enxertos que promovam a adesao e
proliferacdo celular. Kempppainen et. al. [59] estudou a influéncia da variacdo na
composicao relativa de monémeros com a variacao das propriedades mecanicas do PGS.
Baseada em seus resultados, desenvolveu enxertos porosos com propriedades
mecanicas condizentes com cartilagens articulares e que suportam a produgao de novos
tecidos, demostrando potencial uso do PGS “puro” para ajudar na reparacao destes
tecidos. Em associagdo com outros materiais, Souza et. al. [60] descreveu um compdsito
de PGS com Bioglass™, um tipo de fibra de vidro bioativa, que apresentou boas
propriedades mecanicas, reduzida taxa de degradacdo in vitro e minimizacdo da
liberacdo dos acidos provenientes da degradacdo do PGS, que podem causar a rejei¢do
de implantes deste tipo. A associa¢ao destes resultados com a estrutura porosa com alta

area superficial, demonstrou o potencial do PGS na recuperacdo de cartilagens.

Diversos estudos ja foram feitos direcionando esforcos para encontrar aplicacao
do PGS na area médica. Porém, dentre os poucos que saem deste campo, um trabalho
que chama a atencdo foi realizado por Yan et al [61] que explorou as caracteristicas
piezoelétricas de um compdsito de PGS com nanotubos de carbono, a fim de aplicar em
sensores que se utilizam de valores relativos de deformacado e condutividade elétrica.
Este estudo demonstrou que a adi¢do de 3% (m/m) de nanotubos de carbono na matriz
polimérica aumentou em nove vezes a maxima tensao de deformacdo suportada pelo
material, enquanto alcangou valores de condutividade elétrica em torno de 0,01 S/cm.

O comportamento piezoresistivo foi testado em ensaios de tracdo e de deformacgao em



trés pontos, mostrando melhores resultados de geracao de diferenca de potencial

guando tracionado e relaxado.

O PGS é obtido a partir da reacdo entre o glicerol e o acido sebacico, conforme
esquema da Figura 8. Ambos podem ser produzidos a partir do 6leo de mamona e sao
biodegradaveis. O glicerol é a base de todos os lipidios, amplamente encontrado no
corpo humano. E aprovado pela Anvisa para utilizagio em alimentos e em aplicacdes
médicas [62]. Ja o acido sebdcico é uma substancia resultado da metabolizacdao de acidos
graxos e também aprovado pela Anvisa como mondémero de dispositivos poliméricos de
utilizacdo médica [63]. Em temperatura ambiente o glicerol é um liquido incolor viscoso

e o0 acido sebacico um soélido branco.

HO o 0
N T a)130C24h NZ +nH20
b) 130°C, 48 h,
Vacuo
HO
Glicerol Acido sebécico PGS
R = H ou cadeia polimérica

Figura 8: Esquema da reacdo para obtencdo do PGS. Adaptado de [64].

A sintese bdsica do PGS utiliza proporg¢ao equimolar dos monémeros e duas etapas
de reacdo. Na primeira etapa é formado um pré-polimero com baixa massa molar e
aspecto de cera branca. A segunda etapa consiste em uma reacao de cura, onde serdao
formadas ligagOes éster cruzadas entre as hidroxilas do dlcool e as carboxilas do acido
na cadeia polimérica, para chegar, entdo, ao PGS. O polimero obtido ao final das duas
reacGes é transparente, amarelado e tem caracteristicas elastoméricas. Quando se
utiliza quantidade equimolar dos reagentes ha uma proporgao de sitios ativos de 2:3,
uma vez que o acido sebdacico apresenta dois sitios acido carboxilico, e o glicerol trés
hidroxilas. Desta forma ha um excesso de hidroxilas, o que torna o produto final

altamente higroscépico e pegajoso em contato com a pele.



3.4. Materiais autorreparaveis

A propriedade de autorreparacdo dos materiais sintéticos é inspirada em sistemas
biolégicos como, por exemplo, nos 0ssos que estdao em continuo processo de reparagao
de microfissuras, ou na pele, que se recompde apds um corte. O objetivo do
desenvolvimento desta classe de material é estender o tempo de vida util de uma peca
ou objeto pela restauracdo da perda da sua funcionalidade causada por um dano
externo. A Figura 9 exemplifica o processo de extensao do tempo de vida pelo principio
de autorreparacdo. A busca pela melhoria de um material original passa inicialmente

Ill

por um processo de engenharia, tornando esse material “mais forte” (da curva a para a
curva b). No caso dos polimeros, pode ser feito por modificacdo da arquitetura do
material (como adicdo de agente de reticulacdo, cadeias aromaticas ou aumento da
cristalinidade), ou entdo a adicdo de agentes externos, como cargas ou reforgos. Neste
exemplo, o material apresenta melhora na sua capacidade de resistir ao dano, porém
sem grandes ganhos em tempo de uso. Por outro lado, o principio de autorreparagao
aumenta o tempo de vida do material pelo gerenciamento do dano. A curva (c) do
esquema representa uma aproximagao mais simples de um sistema de autorreparagao,
no qual as propriedades iniciais sdo, pouco a pouco, restauradas depois de danificadas,
aumentando o tempo de uso. O caso extremo, mais proximo do ideal, é representado
pela curva (d), onde o material € 100% restaurado a cada evento de dano. Sistemas
poliméricos autorreparaveis ja sao uma realidade, porém os processos de extensao de

tempo de utilizagdo estdo mais préximos da curva (c), visando alcangar patamares

semelhantes ao da curva (d).
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Figura 9: Extensdo do tempo de vida de materiais de engenharia pela
implementacdo do principio de autorreparacao. Adaptado de [65].

As falhas acontecem naturalmente nos materiais pela degradacdo, ao longo do
tempo de uso, por fatores fisicos, quimicos ou biolégicos, ou entdo pela combinacdo
destes. Os materiais autorreparaveis podem ser classificados como auténomos e nao-
autonomos. O primeiro grupo ndo necessita de estimulo externo para regenerar-se de
falhas e sdo capazes de identificar e reparar os danos imediatamente apds ocorrerem.
Jd& os ndo-autébnomos precisam de estimulo externo para ativar o mecanico de
autorreparacdo, como calor ou irradiacdo UV. Outra classificacdo, que é independente
da primeira, é o tipo de sistema utilizado para a reparacdo das falhas, que pode ser

intrinseco ou extrinseco ao material.

e Autorreparacdo intrinseca: Sdo capazes de regenerar falhas, trincas e
rasgos pelo aumento da mobilidade das cadeias locais. E resultado
unicamente das caracteristicas moleculares do material, e a reparagao se da
pela reversibilidade das ligacdes da matriz, que atuam como agentes de
autorreparacao. Essas ligacdes podem ser do tipo covalente, como ligacdes
éster ou dissulfeto da cadeia polimérica, ou supramoleculares, como

ligacGes de hidrogénio ou pares de iondmeros. Este tipo de reparacdo
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também envolve processos de difusdo das cadeias e recombinagdo de finais
de cadeia, e é favorecido em temperaturas acima da temperatura de

transicdo vitrea (Tg) em funcdo da maior mobilidade molecular localizada.

e Autorreparacdo extrinseca: Sdo adicionados a matriz polimérica micro
recipientes que contém agentes de reparacgao. Esses recipientes podem ser
microcdpsulas, microrrede de vasos ou nanoparticulas. Ja os agentes de
reparacao podem ser conjuntos de monémeros e agentes de curas (capsulas
separadas ou capsulas multicamadas), ou apenas um dos dois, dependendo

do sistema empregado.

Cada abordagem difere pelo mecanismo usado para introduzir a funcionalidade de
autorreparacao e como manté-la inativa até que seja acionada pelo evento de dano. O
tipo de abordagem escolhida para a autorreparagdo dita o volume de dano que pode
ser reparado, o niumero de ciclos e o grau de recuperacdo do desempenho original. Além
disso, a Tg do polimero e sua densidade de entrelagamentos sdo fatores limitantes para
a selecdo de uma estratégia de autorregeneracdo. Os sistemas intrinsecos sao restritos

aos materiais termoplasticos e para os termofixos reticulados com baixa Tg [8].
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4. Materiais e métodos

O fluxograma da Figura 10 descreve o trabalho experimental.

¢ Estufaavacuo
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Figura 10: Fluxograma do trabalho experimental.

As sinteses e as analises foram realizadas no Laboratério de Materiais
Poliméricos (LAPOL), exceto GPC e RMN, que foram realizadas no Instituto de Quimica,
e asimagens de MEV do ensaio de citocompatibilidade, feitas no Centro de Microscopia
e Microandlise, todos na UFRGS. Os ensaios de citocompatibilidade foram realizados no

Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

4.1. Materiais

Para a sintese do PGS foram utilizados os mondémeros acido sebdcico (Sigma-
Aldrich, 99%) e glicerol (Neon, 99,7%), conforme recebidos. Para a sintese do PPy foi
utilizado o mondémero pirrol (Sigma-Aldrich, 98%) que foi previamente destilado e
acondicionado sob refrigeracdo e atmosfera inerte até o uso. Como agente oxidante, foi

utilizado o cloreto férrico (Sigma-Aldrich, 99,9%), sem purificacao.
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Para o ensaio de degradacao in vitro foi utilizada uma solugao tampao fosfato salino
(PBS) na concentragdao 1M, utilizando os seguintes sais: cloreto de sdédio (Vetec,
reagente ACS), cloreto de potdssio (Neon, anidro), fosfato de sddio monobasico (Neon,

anidro) e fosfato de sédio dibasico (Neon, anidro).

Para o ensaio de citocompatibilidade foram utilizados os seguintes reagentes:
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco), colagenase tipo | (Gibco), soro
fetal bovino (SFB; Gibco), penicilina (Gibco), estreptomicina (Gibco), solu¢do Trypsin-
EDTA (Gibco), Linhagem H9C2 de cardiomidcitos embrionarios de ratos (ATCC CRL-
1446) e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo tetrazolium (MTT; Sigma-Aldrich,
98%). Para a fixacdo das células para a analise de microscopia eletrénica de varredura
(MEV), foram utilizados dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich), glutaraldeido 50%

(Merck) e acetona anidra (Neon).

4.2. Sintese do PGS
4.2.1. Sintese do pré-PGS

A sintese foi adaptada a partir dos resultados publicados por Wang et al [4] . Acido
sebacico e glicerol foram adicionados em um baldo de 3 bocas em quantidade
equimolar. Foram agitados magneticamente por 24 h em um banho de 6leo de silicone
a 130 °C. Durante as primeiras 5 h de reacdo foi utilizado um fluxo suave de nitrogénio.
Apds encerrar o fluxo do nitrogénio, o sistema foi mantido fechado. Nas ultimas 5 h de
reacao foi realizado vacuo com o auxilio de uma bomba a vacuo. O material obtido apds

esta primeira etapa foi denominado Pré-PGS.

4.2.2. Reacdo de cura

Para a confec¢do dos filmes curados de PGS controle, o pré-PGS foi vertido em

formas de silicone de 6 x 6 x 0,3 cm e curado em estufa a vacuo por mais 48 h, a



temperatura de 130 °C e pressao reduzida de 0,06 MPa. Os filmes obtidos sao

transparentes, de cor amarela clara.

4.3. Sintese do PPy

A sintese do PPy foi realizada baseada nas melhores condi¢des de reacdo descritas
no trabalho de doutorado de Hocevar [38] e que foi gentilmente cedida. Em um reator
encamisado, conectado a um sistema de refrigeracao, foi adicionado 100 mL de agua
destilada e mantido sob agitagdo mecanica de 300 rpm até equilibrio da temperatura a
0 °C. Ao sistema foi vertido 0,06 mol de pirrol previamente destilado. Vagarosamente,
pois a reagdo é bastante exotérmica, foi adicionado 0,11 mol de cloreto férrico. O
sistema foi mantido sob agitacdo durante 6 h. Ao final do periodo, o PPy obtido na forma
de pd negro foi filtrado em um funil de ceramica porosa e lavado com 4dgua destilada até
gue dgua de lavagem apresentasse pH superior a 5. O material obtido foi seco em estufa
a 60 °C por 24 h e ap6s estocado em dessecador. Para a confecgdao dos compdsitos o PPy

foi macerado com o auxilio de graal e pistilo até formar um p6 fino.

4.4. Obtencdo dos compdsitos PGS-PPy

A literatura reporta diversas vezes o uso de solventes organicos, como
tetrahidrofurano (THF) e cloroférmio, para dissolver o pré-PGS e facilitar a confeccao de
filmes finos curados. Ndo se obteve sucesso na tentativa de utilizar este método de
fabricagao de filmes pois ndao houve formagao de um filme homogéneo, e sim um
material com aspecto “craquelado” e descontinuo. Diferentes condi¢cdes de secagem
antes da cura foram testadas, mas nenhuma se mostrou eficaz. Optou-se, entao, por
macerar os graos de PPy, até obter-se um po fino. O pré-PGS foi preparado de maneira
semelhante ao método utilizado para o PGS controle, porém nao foi aplicado vacuo nas

ultimas horas de reac¢do. Ao final do periodo, foi obtido um liquido viscoso.

Em um baldo de fundo redondo o pé macerado de PPy foi adicionado ao pré-PGS.
O sistema foi mantido em um banho de dleo de silicone a 130 °C e agitado durante 2 h.

A mistura dos polimeros foi vertida em formas de silicone de 6 x 6 cm. A reagao de cura



foi realizada em estufa a vacuo por 48 h, 130 °C e 0,06 MPa de pressao reduzida. Foram
confeccionados filmes com 1, 3 e 5% de PPy (m/m) e estes foram nomeados,

respectivamente, PGS/PPy 1%, PGS/PPy 3% e PGS/PPy 5%.

Foram feitas diversas sinteses até chegar aos parametros descritos neste trabalho.
Uma vez fixados os parametros, com base na melhor relacdo entre tempo e temperatura
de sintese e de cura, todas as anadlises foram realizadas com amostras produzidas em
uma mesma batelada. Somente para os experimentos de autorreparacdo e
citocompatibilidade foram produzidas amostras extras, seguindo os mesmos

parametros definidos.

4.5. Caracterizacao
4.5.1. Ressonancia magnética nuclear H* (RMN)

A andlise de RMN H* foi realizada em espectrometro Varian 400 MHz. A amostra foi
preparada com 500 mg de pré-PGS dissolvida em 5 mL de cloroféormio deuterado

(CDCls), com marcador interno TMS.
4.5.2. Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

Para a analise de GPC foi utilizada uma solugao de 1 % do pré-PGS em THF. A taxa
de eluicdo da fase mdvel (THF) foi ajustada em 1 mL/min, e 1 pL da solugdo foi injetada

no cromatdgrafo Viscotek modelo VE2001, acoplado ao detector Viscotek TDA 302.
4.5.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas em um espectréometro FTIR Perkin Elmer
modelo Frontier, utilizando acessério de refletancia total atenuada (ATR). As condig¢Ges
utilizadas foram de % em transmitancia com aciumulo de 64 varreduras, resolucdo de 4

cm ! e na faixa de absor¢3o de 4000 a 400 cm L.



4.5.4. Calorimetria diferencial exploratdria (DSC)

As analises de DSC foi realizada utilizando o calorimetro Q20 da TA Instruments.
Amostras com aproximadamente 6 mg foram colocadas em panelas de aluminio e
fechadas hermeticamente. Um fluxo de 50 mL/min foi utilizado para prevenir a
oxidacdo. A taxa de aquecimento e de resfriamento foi de 10 °C/min. As amostras foram
aquecidas até 100 °C, mantidas em isoterma por 5 minutos, resfriadas até -50 °C e

aquecidas novamente até 100 °C.

4.5.5. Termogravimetria (TGA)

Foi utilizado o aparelho TA Instruments TGA-50 para a determinacdo da
estabilidade térmica das amostras através do ensaio de termogravimetria. Uma panela
de platina com 15 mg de amostra foi aquecida até 900 °C, com taxa de 20 °C/min, sob

fluxo de nitrogénio de 90 mL/min.

4.5.6. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica dos filmes foi medida em temperatura ambiente
utilizando um condutivimetro quatro pontas (Cascade Microtech model CS 4-64)
associado a uma fonte estabilizadora Keithley modelo 2040, assegurando a corrente
constante. Os corpos de prova foram cortados em quadrados com 1 cm? de area.
Usando os valores de corrente, voltagem e espessura, a resistividade foi calculada

segundo a equacao: [66]

p=(V/I) t (1)

onde p = resistividade elétrica, V = voltagem, | = corrente e t = espessura (cm). A

condutividade elétrica (o) foi entdo calculada usando a seguinte formula:

o=1/p (2)



4.5.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram criogenicamente fraturadas ap6s serem mergulhadas por 30
segundos em nitrogénio liquido. As superficies fraturadas foram recobertas com ouro,
no equipamento Sputter Coater SCD 050, durante 100 segundos, sob vacuo e corrente
de deposicdo de 40 mA. As imagens foram adquiridas no microscépio Phenom World,
modelo Pro X, com feixe de 5 kV, tempo de exposicdo de 6 segundos e resolucdo de

imagens de 1024 pixels.

4.5.8. Ensaio de tracao

O ensaio de tragao foi realizado em uma maquina universal de ensaios Instron
modelo Emic 23-5D, equipado com uma célula de carga de 50 N, em temperatura
ambiente e taxa de 50 mm/min, seguindo a norma I1SO 37 [67]. Os corpos de prova (n =
4) foram cortadas no formato de osso (dog bone shape, do inglés), com as medidas 35 x
2 x t, respectivamente comprimento total, largura do pescoco e espessura, sendo o
ultimo mensurado individualmente. O corpo de prova é o nimero 4, conforme descrito
na norma acima citada. O médulo de Young de cada corpo de prova foi calculado pela
regressao linear da curva tensao x deformagao quando a deformagao chegou a 5% [68].
A tensdao maxima de alongamento (UTS) e o alongamento maximo foram medidos na
maxima tensdo atingida pelo corpo de prova (escoamento). O software Blue Hill 3 foi

utilizado para o tratamento dos dados.

4.5.9. Ensaios de autorreparacao

N3do existem métodos padrdo para avaliar a capacidade de autorreparacdo dos
materiais. Decidiu-se entdo avaliar esta propriedade em dois aspectos.
Quantitativamente, comparando o ensaio de tra¢cdo de corpos de prova danificados
(cortados ao meio) e autorreparados, com corpos de prova nao danificados, utilizando
os dados de UTS e alongamento na ruptura. E qualitativamente, fazendo fotografia de

corpos de prova autorreparados apés danificados.



Para os testes quantitativos, corpos de prova na forma de osso foram testados
exatamente nas mesmas condicées do ensaio de tracdo descrito no item 4.5.8, apds
serem cortados ao meio e reconectados, apds 30 segundos. Foram acondicionados em
quatro temperaturas, a 25, 37, 60 e a 130 °C, por 2 e 24 h. O teste foi realizado com 3

corpos de prova para cada combinacdo de temperatura e tempo de autorreparacao.

Para a avaliacdo qualitativa, corpos de prova na forma de barras de 8 x 30 x 5
mm (respectivamente largura, comprimento e espessura) foram cortados e
reconectados apds 30 segundos, e acondicionados a 25 e 130 °C, por 2 e 24h. Apods,
foram fotografados enquanto eram tracionados pelas pontas, horizontalmente. Porém,
para melhor visualizar a interface que foi reparada, alguns corpos de prova de PGS foram

coloridos com 1 gota de corante alimenticio verde antes da rea¢do de cura.

4.5.10. Degradacao in vitro

Trés corpos de prova de cada amostra, com area = 1 cm?, foram mergulhadas em
50 mL de solu¢do tampao fosfato salino (PBS) e agitadas suavemente a 37 °C. Os corpos
de prova foram pesados apds secagem em estufa a 60 °C, até apresentarem massa
constante. As pesagens foram realizadas nos dias 1, 7, 15 e 20. O pH das solu¢des onde
foram imersos os corpos de prova foi medido no primeiro e no uUltimo dia de pesagem,

em temperatura ambiente.

4.5.11. Citocompatibilidade
Cultura das células

Células estromal mesenquimais (MSC) foram obtidas de placenta humana a
termo, fornecidas por doadoras saudaveis para o Banco de Sangue de Cordao Umbilical
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil. A membrana coridnica foi separada
assepticamente dos outros tecidos e digerida enzimaticamente por 2 h a 37 °C em meio
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM), com 1 mg/mL de colagenase tipo I. Apds as

suspensodes celulares foram centrifugadas e ressuspendidas em meio DMEM contendo



10% de soro fetal bovino (SFB), 100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina. As células foram transferidas para placas de cultura de 6 pogos e
incubadas a 37 °C, em atmosfera umida contendo 5 % de CO,. As células aderentes que
apresentassem 80 % de confluéncia eram removidas das placas de cultura usando
solugdo Trypsin-EDTA 0,25 % a 37 °C. As MSC foram usadas entrea 3 2 e a 6 2 passagem,

sendo considerada uma cultura primaria.

Linhagem H9C2 de cardiomidcitos embriondrios de ratos foram cultivadas em
solu¢gdo DMEM, complementada com 10 % de SFB, a 37 °Ce 5 % de CO,. A passagem das
culturas foi realizada depois de alcancada 70-80 % de confluéncia. As células foram

lavadas com PBS, e entdao removidas em solucao Trypsin-EDTA 0,25 %.

Citocompatibilidade in vitro

A biocompatibilidade dos filmes de PGS controle e PGS/PPy 3%foi avaliada in
vitro através da exposicdao de MSC e cardiomidcitos ao meio no qual as amostras foram
condicionadas (extratos). Neste método, os extratos foram obtidos pela imersdao das
amostras (200 mm3) em 2 mL meio de cultura por 24 h a 37 °C, em atmosfera Umida
contendo 5 % de CO,. MSC e cardiomidcitos foram semeadas em placas de cultura de
96 pocos com densidade de 1.5 X 10* células/200 pl em meio padrdo. Depois de 24 h, o
meio de cada poco foi totalmente substituido com 200 pl do extrato preparado com as
amostras PGS controle e PGS/PPy 3%. O extrato das culturas sem a presenca do material

foi utilizado como controle.

O efeito citotdxico foi avaliado pelo ensaio com 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difenil brometo tetrazolium (MTT). Este ensaio é baseado na habilidade de células vivas
reduzirem o MTT em cristais de formazan {E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenylformazan}, pela clivagem do anel tetrazélio, através enzima mitocondrial

desidrogenase, conforme a Figura 11.
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Figura 11: Reacdo do MTT (amarelo) com a enzima mitocondrial desidrogenase,
levando a formacdo do cristal de formazan (violeta). Adaptado de [69].

Depois de 24 h de incubacdo, as células foram novamente incubadas com
solugdo DMEM, complementada com 10 % de SFB e 5 mg/mL de MTT, durante 4 h. O
sobrenadante foi removido e 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) foi adicionado em cada
poco. A absorbancia foi lida em um leitor de microplacas (Anthos, modelo Zenith 200rt),
no comprimento de onda de 570 nm, subtraindo o background em 690 nm. A
quantidade de cristais de formazan produzida é diretamente proporcional ao nimero
de células vivas na cultura. Os dados apresentados foram obtidos pela média de, pelo

menos, trés ensaios independentes.

4.5.12. Fixacdo das células e avaliagdo por MEV

As amostras de PGS Controle e PGS/PPy 3% foram colocadas em placas de 24
pocos e completamente submersas em meio padrao por 24 h. Apds o meio de incubacao
foi removido e as células MSC e cardiomidcitos foram semeadas com densidade de 5 X
10* células/mL de meio padrdo sobre os materiais. Apds 5 dias, as amostras foram
fixadas em glutaraldeido solucdo (em PBS) 2,5 % por 7 dias. Entdo, as amostras foram
desidratadas em uma série de lavagens com acetona, submetidas a secagem em ponto
critico e posterior metalizagdo com ouro, no equipamento Sputter Coater SCD 050,
durante 100 segundos, sob vacuo e corrente de deposicao de 40 mA. A avaliacdo das

células aderidas foi realizada por MEV.



5. Resultados e discussao

5.1. Sintese do pré-PGS

Os monbémeros dacido sebacico e glicerol foram misturados em quantidade
equimolar durante 24 h e a 130 °C, a fim produzir o pré-PGS. Apds curado, o PGS
apresenta uma rede tridimensional reticulada, que é incapaz de ser dissolvida nos
solventes organicos comumente utilizados para a realizacdo de analises de
caracterizacdao quimica. Dessa forma, optou-se por realizar estes ensaios no pré-PGS
que, embora nao esteja no estado final de polimerizagao, ja se encontra em um estdagio
gue pode nos fornecer informacdes relevantes sobre a sintese. O pré-PGS foi avaliado
quanto a sua massa molar por cromatografia gasosa (GPC), e através de ressonancia
magnética nuclear (RMN) foram avaliados a presenca de picos caracteristicos e a
proporcdo de monémeros na molécula. Célculos baseados na massa inicial e final, do

pré-PGS obtido, mostraram rendimentos acima de 80%.

Pelo ensaio de GPC foi possivel verificar que a massa molar ponderal média (Mw)
do pré-PGS é 15.900, e massa molar numérica média (Mn) é 2.603, apresentando indice
de polidispersao (PDI) de 6,1. A Figura 12 mostra a curva obtida por GPC e que relaciona
a fragcdo mdssica e a massa molecular do pré-PGS. Estes valores estdo de acordo com os
dados apresentados em outros estudos, como o de Kim et al [70], que utilizou sintese
semelhante para produzir pré-PGS e recobrir stents cardiacos, antes de proceder a

reacdo de cura do PGS no sistema final.
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Figura 12: Diagrama de distribuicdo molar do pré-PGS, obtida pelo ensaio de

GPC.

No espectro de 'H RMN do pré-PGS, mostrado na Figura 13, os picos em 1.31,
1.63 e 2.35 ppm sdo associados aos prétons metilénicos do acido sebdcido. Ja os picos
entre 4.06 — 4.34 ppm e 5.09 — 5.27 ppm estdo relacionados aos prétons provenientes
da molécula de glicerol. Os mesmos sinais sdo citados no estudo de Wu et al [71], que
sintetizou copolimeros de PGS para fabricacdo de hidrogéis. Junto do espectro da Figura
13 é esquematizado uma associa¢do de picos e seus respectivos prdotons dentro da
molécula do polimero, através de letras vermelhas para os protons provenientes do

acido sebacido, e amarelas para o glicerol.
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Figura 13: Espectro de *H RMN do pré-PGS.

Através deste espectro também é possivel calcular a proporcao dos monémeros
presentes no pré-PGS. Fazendo uma relagdo entre as integrais dos picos relativos aos
protons de cada mondmero (Hyx), e observando sua abundancia relativa dentro da
molécula base do polimero, como mostrada na Figura 11, calcula-se esta proporgao.
Observa-se que é coerente a abundancia dos prétons metilénicos referentes ao acido
sebacico, pois a relacdo Hc : Hq : He respeita a proporgao 1 : 1 : 2 tedrica esperada. Ja a
proporcdo entre mondmeros pode ser calculada pela razdo Hp/Hc ou Hy/Hg, pois em
ambos os casos sdo respeitadas as propor¢des tedricas de cada préton. Através dessa
relacao verificou-se que a proporgao relativa de monémeros glicerol e acido sebacido
no pré-polimero é de 0,97/1 respectivamente, indicando uma diminuicdo de glicerol no
produto final, uma vez que foram adicionados em proporcao equimolar na sintese. Esta

diminuicao foi verificada também por Li et al [72], e foi atribuida a perda por evaporagao
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de moléculas de glicerol ndo reagidas e arrastadas juntamente com o fluxo de

nitrogénio, nas primeiras horas de reacao.

Um aspecto importante observado ao longo deste trabalho foi a temperatura da
reacdo de obtencdo de pré-PGS. Alguns autores [4,73,74] utilizam temperaturas
inferiores de reacdo (abaixo de 130 °C), porém o ponto de fusao do acido sebacico é 133
°C, segundo a especificacdo do fabricante. A temperatura do banho mais o calor gerado
da reacdo de esterificacdo elevam a temperatura do meio reacional acima da
temperatura de fusdo do acido sebicico, levando o monémero ao estado liquido, o que

torna a reacdo muito mais eficiente desde seu inicio.

5.2. Fabricacdo dos filmes de PGS e compdsitos PGS/PPy

O pré-PGS e as misturas de pré-PGS com PPy foram curados sob pressdo reduzida
de 0,06 bar, por 48 h e a 130 °C. Obteve-se um filme espesso (3 mm) amarelo claro
transparente para o PGS controle, e filmes pretos semelhantes ao controle para os
compositos PGS/PPy, que foram analisados por FTIR-ATR a fim de confirmar a
composicao quimica. A Figura 14 apresenta os espectros de ATR-FTIR obtidos para os
filmes de PGS controle e PGS/PPy 5%, pois esta foi a amostra que melhor apresentou os
picos referentes ao PPy. A pouca quantidade de PPy na amostra, e a interagao deste com
a matriz de PGS, dificulta a visualiza¢do dos picos do polimero condutor nos compdsitos

com menor quantidade de PPy.
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Figura 14: Espectros de FTIR-ATR dos filmes de (a) PGS controle e (b) do
compdésito PGS/PPy 5%.

Foi obtido um espectro caracteristico do PGS, que mostra a formacdo da ligacdo
éster. Os picos principais s3o localizados em 3400 cm?, correspondente a vibracdo da
hidroxila; dois picos em 2926 e 2853 cm™ devido aos grupos metilénicos, e em 1734 cm

1 associado a vibrac3o da carbonila do grupo éster. [75]

O compdsito PGS/PPy 5%, além dos picos referentes aos PGS, também apresenta
os picos associados ao polimero condutor PPy, em 1560 cm™ devido ao estiramento do
anel quinoide, e em 880 cm™ devidos as vibracbes de estiramento correspondentes ao
polipirrol dopado e oxidado. Quando comparados os dois espectros somente na regido
de absorcdo dos grupos hidroxila e amina (entre 3000 e 4000 cm 1), na Figura 15, é
possivel verificar que ha uma pequena diminui¢do do pico associado ao grupo hidroxila
no espectro do compdsito, em 3400 cm?, indicando que hd uma possivel interacdo entre

os polimeros pela formacdo de ligacdes de hidrogénio intermoleculares [38]. Estas
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ligacdes de hidrogénio acontecem entre as hidroxilas ligadas a cadeia principal do PGS

com os grupamentos amina (secunddrias) do PPy, como mostra o esquema na Figura 16.
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Figura 15: Detalhe do espectro de FTIR-ATR do PGS controle e PGS/PPy 5%,
evidenciando a formacao de ligacdes de hidrogénio no compdsito

Figura 16: Esquema ilustrativo da formacdo das ligacdes de hidrogénio

intermoleculares.
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5.3. Propriedades térmicas

Os filmes foram analisados por TGA e DSC a fim de verificar as principais
propriedades térmicas dos materiais. A Figura 17 apresenta o termograma obtido por
TGA. E possivel verificar que o PGS controle, bem como os compdsitos com PPy, s3o
estaveis até 400 °C, quando comeca uma acentuada perda de massa. A adicdo de PPy
desacelera a perda de massa, porém nao é significativa no perfil de degradacdo geral

dos compdsitos.
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Figura 17: Termograma de TGA obtido para PGS controle, compdsitos PGS/PPy e
PPy puro.

Na Figura 18 é apresentado o termograma de DSC das amostras dos filmes
produzidos, com as curvas de segundo aquecimento e resfriamento. A Tabela 1 mostra
os valores de temperatura de fusdo (Tm), temperatura de cristalizagdo (Tc), entalpia de

fusdo (AHf) e temperatura de transicdo vitrea (Tg).
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Figura 18: Termograma de DSC dos filmes de PGS controle e compdsitos PGS/PPy

Tabela 1: Principais temperaturas caracteristicas das amostras de PGS controle
e compdsitos PGS/PPy, verificados por DSC.

Amostra Tm (°C) Tc (°C) AHf (J/g)  Tg(°C)
PGS controle 1,83 -17,7 28,6 -26,1
PGS/PPy 1% 2,61 -17,9 27,1 -26,2
PGS/PPy 3% 3,30 -18,6 21,9 -26,3
PGS/PPy 5% 1,96 -18,7 23,6 -26,8
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O PGS é um elastébmero, resultado da reacdo de cura do pré-PGS, e apresenta
duas fases distintas: fase gel e fase sol [76]. A fase gel é formada pela rede reticulada
gue ndo é solivel em solventes organicos, como THF e cloroférmio. Esta fase
proporciona uma estrutura reticulada 3D que resulta em um polimero sélido e eldstico
a temperatura ambiente. Ja a fase sol, por outro lado, é soltuvel e é formada pela porg¢do
ndo reticulada e finais das cadeias, e age como um plastificante para a fase gel. O PGS e
os compositos PGS/PPy apresentam temperaturas de fusdo e cristalizacdo, referentes a
fase sol, porém as caracteristicas fisicas em temperatura ambiente mostram a fase gel
é dominante, uma vez que o material se comporta como um elastémero. Na Figura 19
€ mostrado o termograma de DSC do segundo aquecimento, comparando os resultados
obtidos para as amostras pré-PGS e PGS controle. E possivel verificar que o PGS antes
da reticulacdo apresenta diversos picos de fusdo, referentes aos diferentes tipos e
tamanhos de cadeia formados na fase sol. J4 o PGS controle apresenta apenas um pico
de fusdo, e em temperatura inferior quando comparado com o maior pico endotérmico
do pré-PGS. Quando comparadas as entalpias de fusdo do pré-PGS e do PGS controle,
verifica-se os valores de 55,4 e 26,5 J/g, respectivamente. Estes resultados evidenciam

o0 aumento do tamanho das cadeias, e também a homogeneidade destas, na fase sol.

Fluxo de calor (u. a.)

T T T
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Figura 19: Termograma de DSC, no segundo aquecimento, comparando as
amostras de pré-PGS e PGS controle.



A adicdao do polimero condutor deslocou a temperatura de fusdo para
temperaturas mais elevadas, e diminuiu entalpia de fusdo dos compdsitos, exceto para
a amostra com 5% de PPy, como mostrado na Tabela 1. O PPy é um polimero amorfo e
interage com a fase sol da matriz PGS, também reduzindo Tc e Tg. Utilizando um estudo
de Meissner [77], que em 1975 publicou o trabalho intitulado “The bound rubber
theory”, e considerando que o PPy adicionado a matriz elastomérica se comporta como
uma carga esférica, conforme sera visto também por MEV (Sessdo 5.5), pode-se afirmar
que as macromoléculas do PGS interagem com a superficie do polimero condutor
através da formacdo de ligacdes fracas. Pelo espectro de FTIR, descrito na Sessdo 5.2,
foi possivel verificar que o elastbmero e o polimero condutor interagem através de
ligacdes de hidrogénio, confirmando a relagao entre os polimeros. Adicionalmente, esta
interacdo impede os movimentos segmentados da cadeia de PGS, que ocasiona a
diminuicao da Tg da matriz. Estas observagdes sdao validas para os compdsitos que
contém 1 e 3% de PPy, porém o compdsito PGS/PPy 5% ndo apresenta o mesmo
comportamento. Mais evidéncias deste comportamento particular sdo mostradas pelas

imagens capturadas por MEV e descritas com mais detalhes.

5.4. Condutividade elétrica dos compdsitos

O PPy puro sintetizado para este trabalho apresentou condutividade elétrica de
4,6 x 10 2 S/cm. J4 os compdsitos apresentaram condutividade na ordem de 10 > S/cm,
com o maior valor registrado para a amostra com 3% de PPy, como mostrado na Tabela
2. Como demais incrementos de PPy no compdsito ndo aumentam o valor da
condutividade elétrica, é possivel afirmar que o limite de percolagdo é atingido quando
até 3% de PPy é adicionado a matriz de PGS. Os resultados indicam que os compdsitos
sao um material do tipo semicondutor. Outros autores tem reportado resultados
semelhantes de condutividade elétrica para compdsitos que possuem matriz de PGS
adicionados de outros polimeros condutores, como a PANI [78], por exemplo. Porém,
neste caso, mais de 15% de PANI foi utilizada para se chegar ao mesmo patamar de
condutividade elétrica. Este estudo teve como objetivo desenvolver adesivos

elastoméricos condutores para uso em reparacoes cardiacas, e traca um comparativo



entre as propriedades elétricas do material desenvolvido e o tecido do miocardio
humano. Segundo estudo de Roberts-Thomson et al [79], o miocardio humano possui
condutividade elétrica de 1,6x10 3 S/cm no sentido longitudinal da fibra, e 5x10 > S/cm

no sentido transversal a fibra do musculo.

Tabela 2: Condutividade elétrica dos compdsitos PGS/PPy.

Amostras o (S/cm)
PGS/PPy 1% 1,83 x 107
PGS/PPy 3% 5,10 x 10°
PGS/PPy 5% 1,96 x 10

Demais grupos de pesquisa tem trabalhado no sentido de desenvolver materiais
para utilizagdo como coadjuvantes no tratamento de tecidos cardiacos lesionados pois,
diferente de ossos e outros tecidos moles, o coracdo tem uma habilidade muito limitada
de se reparar apds um infarto ou ataque. Doencas do coracdo estdo relacionadas com
anormalidades da funcdo elétrica por causa da perda critica de cardiomidcitos. Na
tentativa de desenvolver materiais que ajudem na reparacdo de tecidos cardiacos,
pesquisadores verificaram que estimulos eletrofisioldgicos promovem de maneira mais
eficiente o crescimento e a proliferagdo de cardiomidcitos [80]. Desta forma, é possivel
avaliar a potencial aplicagdo dos compdsitos PGS/PPy como coadjuvantes no tratamento
de lesdes no coragdo, pois apresentam condutividade elétrica semelhante ao miocardio
e podem atuar positivamente na regeneracao do tecido cardiaco lesionado, ao oferecer

um ambiente favoravel ao recondicionamento celular.

Outros tecidos bioldgicos também podem ser beneficiados com a utilizagdo de

biomateriais condutores ou semicondutores, como estratégia para acelerar a cura ou



cicatrizacao. No caso de tecidos nervosos, alguns estudos demonstraram que estimulos
elétricos podem promover a proliferacdo e diferenciacdo de células nervosas. Por
exemplo, Sudwilai et al [81] investigaram os efeitos de um substrato de PLA (poli acido
l[actico) recoberto com PPy no crescimento de células neurais. Testes in vitro
demonstraram que os substratos foram capazes de suportar a atividade celular neural
sem mostrar nenhuma toxicidade significativa, promovendo um crescimento celular

sadio.

5.5. MEV

A morfologia do PGS e compdsitos obtidas por MEV é mostrada na Figura 20. A
regido cinza mostra a matriz PGS, enquanto o PPy se distribui de forma esférica, sendo
apontado pelas setas vermelhas nas amostras dos compdsitos. Antes de ser metalizada
com uma fina camada de ouro para a aquisicao de imagens com melhor resolugao, as
amostras foram analisadas a fim de verificar a composicao de cada fase identificada.
Utilizou-se o banco de dados préprio do software para analisar os dados obtidos. Com
auxilio da microssonda de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) acoplada ao
microscépio, pode-se confirmar que as esferas contém nitrogénio, indicando que estas
sao formadas pelo PPy. Os resultados apresentados na Figura 21 sdo referentes a
imagem capturada para o compdsito PGS/PPy 5%, conforme indicam as setas que ligam
a regido de andlise do EDS com os valores obtidos para a abundancia relativa de cada
elemento. A sonda utiliza a energia de raios X emitida pela matéria em resposta a
incidéncia de particulas carregadas, e compara os resultados obtidos ao banco de dados
do equipamento. Uma pequena quantidade de silicio também foi detectada, porém

pode ser atribuida a uma imprecisdao do equipamento.



Figura 20: Micrografias MEV na sessdao fraturada criogenicamente, para as

amostras de PGS controle e compdsitos de PGS/PPy
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Figura 21: Abundancia dos elementos quimicos nas diferentes fases do
composito PGS/PPy 5%, analisados por EDS.
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A superficie dos compdsitos é rugosa, enquanto a superficie do PGS controle é
lisa, indicando que o PPy estd bem disperso na matriz, com alguns pontos de
concentragdo. Nos compdsitos com menores teores de PPy (1 e 3%), a matriz de PGS
parece cobrir bem quase todo o polimero condutor disperso, compondo uma camada
continua com algumas esferas na superficie da sessdo fraturada, ndo afetando o
caminho de percolacdo formado. Entretanto, para o compdsito com 5% de PPy, a
guantidade do polimero condutor na superficie analisada é maior, evidenciando que a
matriz ndo foi mais capaz de cobrir a maior parte das esferas de PPy. Desta forma, o
limite de molhabilidade da matriz PGS foi extrapolado e esta ndo é mais capaz de conter
grande parte do PPy disperso. Este fen6meno afeta também as propriedades térmicas
e elétricas do compdsito, como mostrado nos capitulos anteriores. Desta forma, pode-
se afirmar que, dentre as amostras analisadas, o limite de molhabilidade da matriz PGS,

quando adicionado de PPy, é de 3%.

5.6. Propriedades mecanicas

O PGS, a matriz dos compdsitos deste estudo, em temperatura ambiente estd no
estado borrachoso. A Figura 22 mostra as curvas representativas obtidas pelo ensaio de
tracdo para os filmes. Tanto o PGS quanto os compdsitos com PPy apresentam
deformacdo elastomérica a temperatura ambiente. A tensdo maxima de alongamento e
0 médulo de Young aumentam com o incremento de polimero condutor adicionado ao
PGS. O PGS controle apresenta um mddulo de Young de 0,15 MPa, que estd de acordo
com os valores apresentados em outros estudos, como Gaharwar et al (0,12 MPa) e Xu
et al (0,2 MPa) [82,83]. Com 3% de PPy no compdsito, o mddulo de Young é 0,26 MPa,
e com 5% este numero é trés vezes o valor encontrado para o PGS controle, como pode
ser observado na Tabela 3. Nesta mesma tabela é possivel verificar que a adigdo do PPy
nos compdsitos diminui os valores obtidos para o alongamento mdaximo, quando
comparados novamente ao PGS controle. Estes resultados indicam que o compdsito se

torna mais rigido (e menos elastico, por consequéncia) com a adi¢do de PPy.

De acordo com a teoria do reforgo de borrachas [84], o PPy atua como uma carga

no compdsito, onde particulas rigidas sdo dispersas em uma matriz borrachosa e
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aumenta o seu médulo. Adicionalmente, essas particulas rigidas ndo sdao capazes de se
deformar da mesma forma que a matriz na regido eldstica. Este fato explica a diminuicdo
do valor de alongamento maximo para os compdsitos, quando comparados com o PGS

controle.
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Figura 22: Tensdo x deformacdo das amostras de PGS e compdsitos PGS/PPy,
obtida pelo ensaio de tracao.

Tabela 3: Alongamento maximo, tensdo maxima de alongamento e mddulo de
Young no ensaio de tragdo, para as amostras de PGS e compésitos PGS/PPy.

Amostra Alongamento Tensdao maxima de  Mddulo de Young
maximo (%) alongamento (MPa) (MPa)
PGS Controle 204,7 £ 11 0,19+ 0,02 0,15+ 0,02
PGS/PPy 1% 175,3+12 0,21 +0,04 0,26 £ 0,04
PGS/PPy 3% 117,1+9 0,29 +£0,01 0,46 £ 0,02
PGS/PPy 5% 116,35 0,32 +0,03 0,49 £ 0,05
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Em um artigo de revisao, Loh et al [85] chama atencdo para as similaridades das
propriedades mecéanicas do PGS com tecidos moles bioldgicos comuns. Por exemplo, o
maodulo do cérebro é em torno de 0,1 — 1 kPa e para os musculos varia de 8 — 17 kPa. Ja
o musculo cardiaco, mais especificamente o miocardio, tem mddulo variando entre 0,02
— 0,5 MPa e alongamento de 15% , como descrito por Nagueh et al [86], em condic¢Oes
normais e saudaveis. Estes valores mostram a similaridade das propriedades mecanicas
do PGS e dos compdsitos PGS/PPy com alguns tecidos moles do corpo humano, mais
especificamente para o musculo do coracdo. Estes resultados, acrescidos das
informacdes sobre a condutividade elétrica, reiteram a possibilidade de utilizar este

material como auxiliar no tratamento de doengas do coracao.

Partindo da andlise de tracdo e dos valores obtidos para o médulo de Young do
PGS e compdsitos, é possivel calcular a densidade de entrelagamentos [87]. Uma vez
gue o PGS é um polimero formado por uma rede complexa tridimensional, formada por
ligacdes éster entrelagadas, é possivel tragar um paralelo entre a rigidez do material com
o numero de cadeias de polimero por unidade de volume. Para um polimero puro como

PGS a densidade de entrelacamento é dada pela equacao:
n = E/3RT (3)

Onde n = nimero de cadeias poliméricas por unidade de volume (mole/m3), E =

modulo de Young (MPa), R = constante universal de gases e T = temperatura absoluta

(K).

Porém, quando o PPy é adicionado ao pré-PGS, esta equacao deve ser adequada,
pois o comportamento mecanico do compdsito é afetado pelo efeito hidrodinamico do
polimero condutor. Assumindo que o PPy esta disperso na forma de esferas
homogéneas, a equacao (3) pode ser modificada a fim de tragar uma relagao direta entre
o modulo de Young e a densidade de entrelacamento dos compdsitos, da seguinte forma

[84]:

E =3nRT (1+ 2,50 + 14,1 ¢?) (4)



Onde @ = volume do polimero condutor, em porcentagem. Esta equacdo foi
utilizada para calcular a densidade de entrelacamentos dos compdsitos levando em
consideracdo que as densidades do PGS e do PPy sdo, respectivamente, 1,12 e 1,47

g/cm? [50,88].

Os valores da densidade de entrelacamento estdo listados na Tabela 4. O
resultado calculado para o PGS é muito similar ao encontrado em estudos semelhantes
[89]. Para os compdsitos, a densidade de entrelacamentos é maior para quantidades
superiores de PPy na matriz de PGS. A utilizacdo de PPy, que atua também como uma
carga além de ser um polimero condutor, aumenta a densidade da rede de

entrelagamento, tornando o compdsito mais rigido.

Tabela 4: Densidade de entrelagcamentos das amostras de PGS e compdsitos
PGS/PPy

Amostra n (mole/m?3)
PGS Controle 20,63°
PGS/PPy 1% 33,56 °
PGS/PPy 3% 55,17 °
PGS/PPy 5% 54,33 °

Calculado por: a =equacdo (3) e b = equacdo (4)

5.7. Autorreparagao

Como ainda ndo existem normas que caracterizem a habilidade de
autorreparacdo de polimeros, um método simples é proposto, baseado no trabalho que

Gyarmati et al.[90] desenvolveu para classificar hidrogéis autorreparaveis. Os critérios



utilizados no trabalho citado foram adaptados de forma a expandir o escopo englobado.
Estes critérios podem ser usados para assegurar se um material pode ser classificado
como um polimero intrinsecamente autorrepardvel, ou seja, um polimero que possui a
estrutura quimica capaz de se autorreparar apds sofrer algum dano provocado por um
fator externo [8]. Desta forma, os polimeros classificados como autorreparaveis devem

seguir os seguintes critérios:

a) Presenca de grupos funcionais especificos como ligacBes reversiveis,
grupos laterais que formem ligagdes ndo-covalentes e redes
tridimensionais, pares de ionGmeros laterais, etc., verificado com

sucesso por espectroscopia ou método equivalente;

b) Testes de autorreparagdo macroscdpicos, utilizando métodos de

imagens, como video ou fotografia;

c) Eficiéncia da reparagdo validada por medidas de propriedades
mecanicas. Os resultados podem ser expressos como “% da propriedade
recuperada” em relagdo as amostras ndo danificadas. A dinamica, a
temperatura e a dependéncia do tempo do processo de

autorregeneracao devem ser avaliadas.

Levando-se em considera¢do que a reagao de esterificagdo é um processo
reversivel e que o PGS apresenta alguns grupos hidroxila ligados a cadeia principal, os
quais sdo capazes de fazer ligacdes de hidrogénio, a hipdtese de que o PGS poderia se
autorreparar apds sofrer danos foi verificada. Para investigar a capacidade de
autorreparacdo, corpos de prova de PGS puro e seus compositos com PPy (1 e 5%) que
foram curados apds serem danificados e submetidos a diferentes condi¢bes de
temperatura e tempo de contato, foram testados. Os valores comparativos para
alongamento maximo e tensdo mdxima de alongamento recuperados apds o ensaio sdo
apresentados na Tabela 5. A Figura 23 mostra os resultados comparativos para

alongamento maximo e tensdao mdaxima de alongamento, através de graficos de barras.

Primeiramente, foram analisados os resultados do PGS puro. Os corpos de prova

de polimero reparados a 25, 37 e 60 ° C recuperaram cerca de 20% de alongamento na



ruptura e até 20% de tensdao maxima de alongamento, para ambos os tempos de contato
(2 e 24 h) quando comparados com os resultados originais da PGS obtidos em ensaios
de tracdo padrdo. A 130 ° C, dois comportamentos distintos foram detectados. Com 2 h
de contato, as amostras apresentaram melhor recuperagao do alongamento na ruptura
do que as amostras colocadas em contato por 24 h. Por outro lado, a porcentagem de
tensdo maxima no alongamento recuperada aumentou com o tempo de contato,
chegando a 100% apods 24 horas. As fotografias mostradas na Figura 24 ilustram esse
comportamento para amostra de PGS controle, nas temperaturas de 25 e 130°C, apds 2
ou 24 h de contato. Estes resultados significativos validam a classificacdo de PGS como
um polimero intrinsecamente autorreparavel, quando mantido em alta temperatura.
Ele pode se reparar recuperando 100% da tensao maxima que o polimero original pode
resistir ao ser esticado antes de quebrar. A capacidade de autorregeneracdo é
primeiramente atribuida a reversibilidade das ligagcdes éster e aos grupos hidroxila
ligados ao esqueleto principal, os quais sdo capazes de formar ligacdes de hidrogénio
intermoleculares. Além disso, o PGS possui uma fase sol, que garante o volume livre e,
portanto, a boa mobilidade dos finais de cadeias para reparar as ligacdes quebradas.
Altas temperaturas também favoreceram o processo de difusdo das cadeias e

promovem de maneira mais eficaz a autorregeneracao.

Os compdsitos apresentaram resultados semelhantes, como pode ser visto na
Tabela 5, indicando que o polimero condutor nao afeta significativamente a capacidade
de autorreparac¢do. Para ambas as quantidades de PPy no compdsito, os melhores
resultados foram obtidos para as amostras curadas a 130 ° C, que recuperaram até 74%
de alongamento na ruptura com 2 h de contato e atingiram mais de 100% de
recuperacao de tensdo maxima na ruptura apds 24 horas de contato. Este resultado
indica um processo de autorreparagdo muito bom. No entanto, é possivel que o
processo de cura do PGS ndo tenha sido concluido totalmente antes que a andlise de
autorreparacao fosse realizada. Isso poderia implicar em um aumento na densidade de
entrelagcamentos na cadeia, tornando a matriz mais forte, evidenciado no aumento do

resultado da tensdo maxima de alongamento.
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Figura 23: Resultados de (a) alongamento maximo e (b) tensdo maxima de
alongamento do ensaio de tragao das amostras autorreparadas.
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Figura 24: Ensaio de autorreparagao qualitativo

A condutividade elétrica dos compdsitos foi testada em amostras reparadas,

apos condicionadas por 24 h a 25, 37, 60 e 130 ° C. Os valores medidos foram

comparados com o teste de condutividade elétrica original que foram mostrados no

Capitulo 5.4. Os resultados sdao apresentados

na Figura 25. A condutividade elétrica

diminui a medida que a temperatura de condicionamento aumenta. No entanto, ndo ha

alterac3o significativa na magnitude da condutividade, mantendo-se acima de 10 S/cm.

Portanto, mesmo depois de autorreparados, os compdsitos permanecem como CPCs

semicondutores. De forma semelhante, em um estudo realizado com um material

polimérico autorreparavel comercial, formando um conector que protege um

microcanal preenchido com metal liquido, Palleau et al [91] verificou que o sistema

mantinha a condutividade elétrica preservada na mesma magnitude apds o corte e

reparacao da amostra preparada, corroborando os resultados verificados neste

trabalho.
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Figura 25: Condutividade elétrica dos compdsitos PGS/PPy apds autorreparados
em diferentes temperaturas.

Tabela 5: Ensaio quantitativo de autorreparacao.

Amostra Alongamento maximo Tensdo maxima de alongamento
recuperado (%) recuperada (%)
PGS Controle
2h 25 °C 22,0 10,00
24h 25 °C 21,6 15,00
2h 37 °C 16,3 15,00
24h 37 °C 14,4 15,00
2h 60 °C 17,7 20,00
24h 60 °C 19,3 20,00
2h 130 °C 61,4 15,00
24h 130 °C 25,2 100,00
PGS/PPy 1%
2h 25 °C 64,5 9,52
24h 25 °C 70,1 9,52
2h 37 °C 14,7 19,05
24h 37 °C 13,0 19,05
2h 60 °C 15,9 23,81
24h 60 °C 19,8 23,81
2h 130 °C 65,3 9,52
24h 130°C 19,7 128,57
PGS/PPy 5%
2h 25 °C 30,2 25,00
24h 25 °C 21,9 15,63
2h 37 °C 10,8 21,9
24h 37 °C 11,0 21,9
2h 60 °C 7,3 15,6
24h 60 °C 5,6 9,4
2h 130 °C 74,0 21,88
24h 130 °C 16,2 75,00
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5.8. Degradacao in vitro

Os valores das porcentagens de perda de massa e a variacdo do pH verificados
no ensaio de degradacdo in-vitro sdao mostrados na Figura 26 e na Tabela 6,
respectivamente. Em comparagdao com o PGS puro, verifica-se que a adi¢cao de PPy
aumenta a perda de massa dos compdsitos, embora a relacdo de quantidade de PPy na
mistura com a porcentagem de perda de massa ndo seja linear. Ao final de 20 dias de
incubagdo o filme com 3% de PPy perdeu 13,7% de massa, enquanto a mistura contendo
5% perdeu 22,6% de massa. Em comparacdao com o PGS puro, que perdeu 12,6% de
massa no mesmo periodo, o aumento da perda para PGS/PPy 3% é pouco expressivo.
Em estudo realizado nas mesmas condicdes, ao final de 60 dias, Wang et al [4] verificou
que o PGS perdeu 17 + 6% de massa, em relagao ao mensurado inicialmente. Apesar do
tempo de ensaio ter sido maior no estudo citado, os valores encontrados

experimentalmente estdo de acordo com o que sugere a literatura.

Foi mensurado o pH das solug¢Ges de PBS no inicio do periodo de incubacao (dia
1) e ao final (dia 20). Todas as amostras apresentaram redugao do valor de pH, tornando
0 meio mais acido. Porém as amostras com PPy tiveram uma reducdo menor de pH que
do PGS puro. Fato semelhante foi relatado por Liang et al [5] em seus experimentos, que
testou PGS e compdsito PGS/Bioglass (material comumente usado em aplicagbes
médicas por se assemelhar a hidroxiapatita, mineral predominante em ossos) em
ensaios de degradacgdo e citotoxicidade in vitro. No primeiro ensaio, foi observado que
0s meios que continham as amostras de PGS controle e de compdsito com mais alto teor
de Bioglass apresentaram mudanca significativa de pH nos primeiro dias de ensaio, o
primeiro ficando mais acido e o segundo, mais alcalino. Essas mesmas amostras se
mostraram citotdéxicas. O contrdrio aconteceu com as amostras contendo fragbes
intermediarias de Bioglass™: o pH das solu¢des ndo alterou significativamente, ou se
tornou pouco mais alcalino, e as amostras foram citocompativeis no ensaio bioldgico. O
Bioglass reage com o 4cido sebdcico, formando um sal de cdlcio alcalino, e neutraliza a
acidez da solugdo. E possivel que mondmeros n3do reagidos, principalmente de acido
sebacico, estejam presentes nas amostras e acabam migrando para as solu¢ées de PBS,

baixando o pH dos meios. Este fator interfere na biocompatibilidade do material, pois
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as células sao sensiveis as mudangas minimas de pH, como serd visto no préximo

capitulo.
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Figura 26: Variacdo da perda de massa das amostras de PGS e compdsitos
PGS/PPy, no ensaio de degradacdo in vitro.

Tabela 6: Variacao do pH das solucdes de PBS no ensaio de degradacdo in vitro.

pH inicial pH final
PGS 7,16 6,17
PGS/PPy 1% 7,16 6,4
PGS/PPy 3% 7,16 6,35
PGS/PPy 5% 7,16 6,22

5.9. Citocompatibilidade

O ensaio de citocompatibilidade com MSC foi realizado 5 vezes. Nas 4 primeiras
tentativas, os resultados foram negativos, pois em todos as amostras se mostravam
extremamente tdxicas para as células, que n3o sobreviviam nos meios de cultura. Estes

resultados contrariavam toda a literatura na qual este trabalho estava sendo baseado,
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gue repetidas vezes mostrava a 6tima compatibilidade do PGS com as mais diferentes
células, e até mesmo sendo utilizado com sucesso em testes in vivo, sem prejudicar os
tecidos no qual eram enxertados [92]. A fotografia da Figura 27 mostra a condicdo das
amostras incubadas apds 24 horas. A coloracdo do liquido sobrenadante chama a
atencdo para a mudanca no meio de cultura. Foi medido o pH dos meios, que ndo

mostrou variagdao muito expressiva (Figura 28).

Figura 27: Fotografia da placa de cultura do experimento de citocompatibilidade
#1, ap6s incubacdo de 24 h com MSC. Da esquerda para a direita, as fileiras na vertical
correspondem as amostras PGS, PGS/PPy 5%, PGS/PPy 3% e PGS/PPy 1%,
respectivamente.
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Figura 28: Variacdo do pH das amostras do experimento de citocompatibilidade
#1. Da esquerda para a direita PGS controle, PGS/PPy 5% (5b), PGS/PPy 3% (3b) e
PGS/PPy 1% (1b).

Através do ensaio com MTT, que verifica a viabilidade das células, foi verificado
que as células morriam quando em contato com os extratos das amostras de PGS
controle e PGS/PPy 3%, conforme mostrado na Figura 29. O valor de absorbancia é

proporcional a quantidade de células vidveis.
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Figura 29: Ensaios de viabilidade celular com MTT, para MSC e cardiomidcitos
H9C2. ***p<0.001

Através de um microscopio o6tico, foi avaliado o meio contido em alguns pogos
da placa de cultura, apds o periodo de incubagdo. Na Figura 30 sdo apresentadas as
imagens que mostram (a) células saudaveis, observadas no controle (sem amostras) e

(b) células mortas, que foram cultivadas nos poc¢os que continham as amostras.
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(a) Célulassaudaveis aderentes, (b) Células mortas, com morfologia
com morfologia fibrablastica. arredondada.

Figura 30: Imagens (a) células sauddveis (controle) e (b) células mortas apés
incubagdo com uma amostra.

Apds muitas hipdteses e testes, descobriu-se que o PGS, bem como seu
compdsito com PPy, sé exibiria biocompatibilidade se passasse por um processo de
lavagem em etanol apds a reacdo de cura de no minimo 24 horas. Segundo uma
especialista consultada sobre o assunto, o processo auxilia a eliminar possiveis restos de
mondmeros ndo reagidos. Os mesmos autores que afirmam que o PGS pode ser usado
como um biomaterial, alegam que desde a origem os reagentes sdao biocompativeis, pois
o glicerol e o acido sebacico podem ser utilizados diretamente em aplicagdes médicas,
constando em listas positivas para esse fim, tanto na ANVISA quanto na FDA [55,85].
Porém, existem limites de concentragdo, mesmo que bem generosos, para o uso destes
materiais em contato com tecidos vivos. Segundo a ficha de seguranca dos reagentes,
fornecida pelos fabricantes, o limite de toxicidade oral em ratos (LD 50) para o glicerol
é de 12600 mg/Kg, e para o acido sebéacico é de 14500 mg/kg. E muito provavel que o
limite de toxicidade dos monomeros tenha sido atingido nos primeiros ensaios,

inviabilizando o desenvolvimento das células.

Entdo, para chegar nestes resultados positivos, onde as células sobreviveram ao
extrato e também em contato com as amostras, estas foram avaliadas quanto a
citocompatibilidade apds o processo de lavagem. MSC e os cardiomidcitos foram
utilizados para realizar a avaliacdo de citocompatibilidade in vitro do PGS controle e do

PGS/PPy 3%, por 24 horas. Optou-se, neste ponto do trabalho, avaliar somente o
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compdsito que apresentou caracteristicas mecanicas e de condutividade elétrica mais
proximas ao do tecido do miocardio. Os extratos do meio em contato com a as amostras
ndo mostraram efeitos significativos na viabilidade das MSC e cardiomidcitos, quando
comparado com a cultura de controle, conforme os dados apresentados na Figura 31. E
importante destacar que os extratos das amostras ndo sdo citotdxicos para culturas
primarias (MSC) e nem para células de linhagens (cardiomiécitos), apontando grande

potencial do PGS e do compésito PGS/PPy como um biomaterial em aplicagdes médicas.
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Figura 31: Viabilidade das culturas celulares com (a) MSC e (b) cardiomidcitos
cultivados nos extratos das amostras de PGS controle e PGS/PPy 3%, comparados com
o meio de cultura controle.

As imagens capturadas por MEV para as amostras semeadas com MSC sdo
mostradas nas Figuras 32. E possivel observar que as células mantém uma forma
globular, apresentando uma baixa adesdo via alguns filamentos citoplasmaticos, como
mostram as setas vermelhas na imagem (b). Na Figura 33 sdo apresentadas as imagens
capturadas por MEV para as amostras semeadas com cardiomidcitos. As células
apresentaram formato globular na amostra de PGS controle, na imagem (a). Foi
observado que as células apresentaram boa adesdo na amostra de compdsito PGS/PPy
3%, podendo ser visualizado o formato estendido das células na imagem (b), onde as
setas vermelhas indicam os filamentos de aderéncia. Na imagem (c) a célula parece ter
se dobrado em suas bordas, mas indica que estd em um formato estendido e

provavelmente estava aderida a superficie antes do processo de secagem.

No geral, a adesdo das células pode ter sido prejudicada no momento de
preparacao das amostras para observacdao no MEV, uma vez que a matriz polimérica

absorveu muito solvente (acetona) e deformou antes de ser submetida a secagem na
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camara de ponto critico de CO,. As células aderidas foram estiradas e depois

encolheram, prejudicando a visualizacdo dos filamentos ligados a superficie.

MSC

PGS Controle

18kU XS, 888 S

Composito
PGS/PPy 3%

18kU X758  ZBmm 13 28 SEI

Figura 32: Micrografias MEV para amostras com MSC. As células aderidas na
amostra de PGS controle (a) e (b). As setas vermelhas indicam alguns filamentos de
aderéncia. As setas amarelas indicam as células encontradas na amostra PGS/PPy 3%
(c), e no detalhe em (d).
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Figura 33: Micrografias MEV para as amostras com cardiomidcitos. Células
aderidas na amostra de PGS controle (a) e estiradas na amostra de compdsito PGS/PPy
3% (b) e (c). As setas vermelhas indicam os filamentos de aderéncia.
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6. Consideracdes finais
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir:

e O PGS e seus compdsitos contendo 1, 3 e 5 % de PPy foram fabricados

com sucesso, através de uma rota livre de solventes;

e Otempo de preparo do pré-PGS pode ser diminuido em 50%, em relagdo
ao tempo de preparagao da amostra controle, quando este é utilizado

para a fabricacdao de compdsitos com PPy;

e O PGS e compésitos PGS/PPy formam filmes flexiveis, de caracteristicas

elastoméricas, estdveis até temperaturas préximas a 400 °C;

e Considerando que o PPy adicionado a matriz elastomérica se comporta
como uma carga esférica, pode-se afirmar que as macromoléculas do PGS
interagem com a superficie do polimero condutor através da formacao
de ligacbes de hidrogénio, diminuindo a Tc e a Tg, por conta do
impedimento da movimentagao dos segmentos locais das cadeias da

matriz;

e Os compodsitos apresentaram condutividade na ordem de 10> S/cm,

caracteristica de um material semicondutor;

e Dentre as amostras analisadas, o limite de percolacdo dos compdsitos
PGS/PPy foi atingido com a adi¢do de 3% do polimero condutor. O limite
de molhabilidade da matriz PGS, quando adicionado de PPy, também é
de 3%. Logo, em termos de interacdao entre matriz e carga, pode-se

afirmar que a melhor amostra produzida neste trabalho foi PGS/PPy 3%.

e Atensdao maxima de deformagdo e o médulo de Young aumentam com o
incremento da quantidade de polimero condutor adicionado ao PGS. A
adicdo do PPy nos compdsitos acarreta na diminuicdo dos valores obtidos
para o alongamento na ruptura, quando comparados novamente ao PGS
controle. O compdsito se torna mais rigido (e menos elastico, por
consequéncia) com a adicdo de PPy, que aumenta a densidade da rede

de entrelagamento;



O PGS pode ser classificado como um polimero intrinsecamente
autorreparavel. Ele pode se reparar recuperando 100% da tensao
maxima que o polimero original resiste ao ser deformado antes de
romper. A capacidade de autorregeneracdo é primeiramente atribuida a
reversibilidade das ligacGes éster e aos grupos hidroxila ligados ao
esqueleto principal, os quais sdao capazes de formar ligacdes de
hidrogénio intermoleculares. Além disso, o PGS possui uma fase sol, que
garante o volume livre e, portanto, a boa mobilidade dos finais de cadeias
para reparar as ligacdes rompidas. Altas temperaturas também
favoreceram o processo de difusdo das cadeias e promovem de maneira

mais eficaz a autorreparacao.

Os compdsitos apresentaram resultados semelhantes aos obtidos para o
PGS controle, indicando que a adigdo do polimero condutor nao afeta

significativamente a capacidade de autorreparagao.

Mesmo depois de autorreparados, os compdsitos permanecem como

CPCs semicondutores.

O PGS e os compodsitos PGS/PPy sdo parcialmente degradados em PBS no

periodo de 20 dias, em um processo hidrolitico;

O PGS e o compdsito PGS/PPy 3% ndo sdo toxicos para células-tronco
mesenquimais e cardiomidcitos, em teste realizado in vitro, mostrando
grande potencial para aplicacdo destes materiais em tratamentos
médicos. Porém, é necessario lavar as amostras por pelo menos 24 horas
antes de colocar em contato com materiais vivos, para garantir a

viabilidade do meio de cultura.

As MSC e os cardiomidcitos apresentam aderéncia no compdsito PGS/PPy
3% e na amostra PGS controle, embora a preparacdo das amostras para
visualizagdo no MEV possa ter prejudicado a extensdo das células

aderidas.



7. Conclusao

A partir dos resultados deste trabalho é possivel concluir que foram produzidos
com sucesso compositos elastoméricos semicondutores de eletricidade PGS/PPy a partir
de uma rota livre de solventes. O PGS controle e seus compdsitos com PPy apresentaram
propriedade de autorreparacao quando cortados, reconectados e mantidos a 130 °C
durante 24 h. Os compdsitos apresentaram caracteristicas mecanicas e elétricas
semelhantes ao do musculo cardiaco (miocdrdio) e mostraram potencial aplicacdo na
area médica. O PGS controle e compdsitos PGS/PPy sdo degradaveis hidroliticamente
em teste in vitro e n3o apresentaram citotoxicidade frente as células estromais

mesenquimais e cardiomidcitos, podendo ser classificados como biomateriais.

8. Propostas para trabalhos futuros

A partir dos resultados deste trabalho, os seguintes estudos podem ser

continuados:
e Avaliar a degradacdo enzimatica do PGS e dos compdsitos com PPy.
e Avaliar a compatibilidade dos compdsitos PGS/PPy in vivo.

e Avaliar o crescimento celular sobre os compdsitos sob solicitacao
mecanica, simulando movimentos do coracdo, e verificar a viabilidade

destas células.

e Avaliar a aplicagdo do PGS em revestimentos protetores de metais,
utilizando a caracteristica de autorreparagdo para aumentar o tempo de
vida e a resisténcia dos revestimentos, principalmente em sistemas

contendo agentes de protecdo contra a corrosdo e contra incrustagdes.
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