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Resumo

Na engenheira de tecidos a primeira interacdo célula — material acontece na
superficie, portanto, as respostas celulares sado influenciadas pelas propriedades
quimicas, fisicas e morfolégicas da superficie do biomaterial. As técnicas de
modificacdo superficial trouxeram alternativas para aprimorar as propriedades do
biomaterial e sua compatibilidade com o meio biolégico. Trabalhos anteriores com a
blenda de Poliacido(Lactico-co-Glicdlico) (PLGA) e Poliisopreno epoxidado (Plepox), a
caracteriza como um material com interessante potencial para engenharia de tecidos,
porém com limitacbes enquanto seu carater hidrofébico. Afim de aperfeicoar e
oferecer uma blenda de PLGA/Plepox cOM caracteristicas de maior bioafinidade e
biocompatibilidade para interagdo celular, foi realizado sua modificagdo utilizando
irradiacdo ultravioleta (UV), visto que essa técnica em comparag¢ao com outras, como
plasma e via quimica Umida, possui baixo custo, ndo utilizacdo de solventes e facil
manuseio. Apos 60 minutos tratamento UV a blenda apresentou maior hidrofilicidade,
ou seja, menor angulo de contato em comparacao a nédo tratada. A partir de anéalises
quimicas da superficie, como ATR-FTIR e XPS, foi possivel explicar que esse
aumento da molhabilidade é devido ao aumento de grupos oxigenados, como
hidroxilas, carbonilas, &cidos carboxilicos e peréxidos. Conforme as analises de DSC
também foi possivel verificar que houve alteracdo na mobilidade das cadeias
poliméricas das amostras irradiadas, provavelmente pelo aumento das interacdes de
hidrogénio entre os polimeros da blenda e de possiveis ocorréncias de ligacdes
cruzadas. No ensaio de degradacéao in vitro foi demonstrado que houve um aumento
da absorcdo de agua da blenda tratada, diminuindo sua degradacdo, sendo esse
fendbmeno ocasionado pela maior hidrofilicidade da mesma, acarretado também pelas
possiveis ligacdes cruzadas que se formaram durante a irradiagdo UV. Por fim, é
possivel corroborar que a blenda tratada pelo método UV possui caracteristicas
adicionais e alternativas, como maior hidrofilicidade e aumento dos grupos

oxigenados, que potencializa sua utilizagdo na engenharia de tecidos.

Palavras chaves: PLGA, Blenda, Irradiagcdo Ultravioleta, Modificacéo

Superficial, Engenheira de tecidos.



Abstract

Because the first cell-material interaction occurs on the surface of the tissue
engineer, cellular responses are influenced by the chemical, physical, and
morphological properties of the biomaterial's surface. Surface modification techniques
have brought alternatives to improve the properties of biomaterials and their
compatibility with the biological environment. Previous work with the blend of Polyacid
(Lactic-co-Glycolic) (PLGA) and epoxidized Polyisoprene (Plepox), characterizes it as
a material with interesting potential for tissue engineering, but with limitations as to its
hydrophobic character. To improve and offer a blend of PLGA/Plepox with
characteristics of greater bio-affinity and biocompatibility for cellular interaction, it was
modified using ultraviolet (UV) irradiation, since this technique in comparison with
others, such as plasma and wet chemical, has low-cost, no use of solvents and easy
handling. After 60 minutes of UV treatment, the blend showed greater hydrophilicity,
that is, a smaller contact angle compared to the untreated one. Chemical surface
analyses, such as ATR-FTIR and XPS, revealed that the increase in wettability is due
to an increase in oxygenated groups, such as hydroxyls, carbonyls, carboxylic acids,
and peroxides. According to the DSC analysis, it was also possible to verify that there
was a change in the mobility of the polymeric chains of the irradiated samples, probably
due to the increase in the interactions of hydrogen between the polymers in the blend
and possible occurrences of cross-links. In the in vitro degradation test, it was
demonstrated that there was an increase in the absorption of water from the treated
blend, decreasing its degradation. This phenomenon is caused by its greater
hydrophilicity, also caused by the possible cross-links that were formed during UV
irradiation. Finally, it is possible to corroborate that the blend treated by the UV method
has additional and alternative characteristics, such as greater hydrophilicity and

increased oxygenated groups, which enhances its use in tissue engineering.

Keywords: PLGA, Blends, Ultraviolet Irradiation, Surface Modification, Tissue

Engineering.
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1. INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Biomateriais

Em 1982, na Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicagcoes
clinicas, o termo biomaterial ficou definido como: “Toda substancia (com excec¢ao de
drogas) ou combinacéo de substancias, de origem sintética ou natural, que durante
um periodo de tempo indeterminado € empregado como um todo ou parte integrante
de um sistema para tratamento, ampliacdo ou substituicdo de quaisquer tecidos,
orgdos ou funcbes corporais” (Williams, 1987). Atualmente a aplicacdo dos
biomateriais possui um amplo espectro, podendo ser utilizados como implantes,
carregadores de farmacos e outras substancias terapéuticas, agentes de contraste de
imagem e materiais aplicados na engenharia de tecidos (GHASEMI-MOBARAKEH et
al., 2019).

A engenharia de tecidos € uma das areas em biomateriais que possui 0 objetivo
de auxiliar a criagdo de novos materiais que possam regenerar, reparar e substituir
tecidos que foram gravemente lesionados por diferentes patologias
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Os chamados arcaboucos (scaffolds, em inglés),
sdo materiais sintéticos com arquitetura 3D que possuem funcdo de mimetizar as
estruturas bioldgicas e proporcionar estimulos mecéanicos e quimicos que auxiliam no
processo de cicatrizagdo (COSTA; RAUF; HAUSER, 2017; CUNNIFFE et al., 2017;
GAUVIN; KHADEMHOSSEINI, 2011; IQBAL et al., 2019). Diferentes 6rgaos teciduais
(nervos, musculos, 0ssos, etc) apresentam diferentes ambientes biol6gicos, assim
como propriedades mecanicas e quimicas especificas, dessa forma a engenharia de
tecidos tem a finalidade de desenvolver e selecionar materiais de acordos com esses
ambientes (IQBAL et al., 2019).

A funcionalidade dos scaffolds como implantes é resultado da sua integracdo
no tecido, sendo capaz de atuar no momento exato do implante ou por adaptacdo
regulada no hospedeiro (IQBAL et al., 2019). De maneira geral, as interacbes da
superficie dos scaffolds com o meio biologico serdo iniciadas pelas diversas proteinas

da matriz extracelular (MEC), que em seguida sinalizara bioquimicamente as células,
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influenciando assim a disseminacéo, proliferacéo e adeséo celular (IQBAL et al., 2019;
PRADAS; VICENT, 2015).

A possibilidade de desenvolver cultivos de células sobre uma matriz ou
scaffolds in vitro antes da implementacdo in vivo, facilita a criagdo de sistemas
biocompativeis bem produzidos (WU et al., 2014; GUERRA, N.B., 2018).

Os scaffolds podem ser sintetizados por uma variedades de materiais,
utilizando desde de polimeros, nanoparticulas a nanocompoésitos, porém pela
facilidade de controle da sintese, 0s polimeros sintéticos, naturais e seus compoésitos
exibem caracteristicas relevantes que serdo considerados adiante (IQBAL et al., 2019;
KHAN et al., 2017).

Os materiais poliméricos sao eficazes e amplamente utilizados na producao de
scaffolds, j& que compartilham algumas propriedades e semelhancas estruturais com
as moléculas da matriz extracelular (IQBAL et al., 2019). Visto que possuem estruturas
em nivel molecular (mondémeros), supramolecular (fases cristalinas que possuem de
nandémetros a micrometros) e associa¢cdes multimoleculares (> 10~100 micron) que
formam estruturas porosas que se assemelham as estruturas de rede da MEC
(PRADAS; VICENT, 2015). Além disso, os polimeros séo passiveis de personalizacao
e producdo em alta precisao, alterando sua composicao (a partir de blendas, aditivos,
enxertos, etc) é possivel controlar suas propriedades fisico-quimicas (peso molecular,
cristalinidade, taxa de degradacao, etc), dessa forma melhorando o desempenho e
aplicabilidade dos scaffolds (GOMES; REIS, 2004b, a; IQBAL et al., 2019).

1.2. Borracha Natural (BN)/ Borracha Natural Epoxidada (BNE)

O latex da Borracha Natural (BN) extraido da seringueira Hevea brasiliensis é
um material de baixo custo, renovavel e recorrente no territorio brasileiro (BORGES et
al., 2017; COURTNEY; GILCHRIST, 1980). O latex é constituido pelos seguintes
componentes: 4-5% de lipidios, carboidratos e proteinas, 40-45% de borracha
(majoritariamente cis-poliisopreno) e aproximadamente 50% de agua (FERREIRA et
al.,, 2009; GRAVE; BAYER; LEVERKUSEN, 1993). A presenca de proteinas
alergénicas sdo uma das principais adversidades do uso do latex como biomaterial,

dessa forma é essencial a etapa de purificacdo da borracha, que destina-se a reduzir
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essas proteinas e melhorar sua biocompatibilidade (COURTNEY; GILCHRIST, 1980;
SUSSMAN; BEEZHOLD; KURUP, 2002).

As propriedades mecanicas (flexibilidade e resisténcia a fadiga) da borracha
natural sempre foram um atrativo para diversas aplicacbes que sejam necessarios
materiais com longas deformacdes elasticas (TANG, BEN ZHONG, 2013). O processo
de vulcanizagdo expandiu o uso da BN a partir da otimizacdo nas propriedades
elasticas, térmicas e quimicas, pois a BN sem qualquer modificacdo degrada
facilmente em exposicao a luz solar, calor e oxigénio. A degradacao ocorre devido a
presenca de ligacbes insaturadas (C=C) na cadeia principal do cis-1,4-poliisopreno
que séo propensas a reatividade quimica (GUERRA, N.B., 2018; TANG, BEN ZHONG,
2013).

Outras modificacbes da BN também sdo utilizadas para melhorar suas
propriedades, como métodos de hidrogenacédo, cloracdo, bromacéo, sulfonacéo e
epoxidacao (THOMAS et al., 2014).

A epoxidacdo é um processo simples e eficaz que melhora o desempenho da
BN. A reacdo de epoxidacdo sucede pela adicdo de um atomo de oxigénio nas
ligacdes duplas carbono-carbono no esqueleto da BN para formar um anel oxirano (ou
anel epoxi) (THOMAS et al., 2014). A epoxidacdo pode ser realizada principalmente
na forma de latex seco usando acido peracético, acido perférmico ou uma mistura de
peroxido de hidrogénio e um acido organico, e.g. acido férmico ou &cido acético
(BURFIELD; LIM; LAW, 1984).

A BN é um material que possui aplicacdes de longa data na area de biomaterial,
sendo utilizado principalmente como luvas cirargicas e preservativos (COURTNEY;
GILCHRIST, 1980; RAHIMI; MASHAK, 2013). Estudos mostram que a BN possui
compatibilidade sanguinea devido a propriedades de angiogénese e permeabilidade
vascular, que melhoram a adeséao celular e biocompatibilidade, promovendo assim um
otimo material para reparo de tecidos lesionados (FERREIRA et al., 2009; FLORIANO
et al., 2014; RAHIMI; MASHAK, 2013).

E amplamente estudado a eficacia da regeneracéo tecidual das membranas

de BN, como é o caso do trabalho de FLORIANO et al., 2014 onde realizaram analises
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de biocompatibilidade do latex de cincos clones de H. brasiliensis a partir de ensaios
in vitro e in vivo. Os resultados in vitro demonstraram que todos os cincos clones
apresentaram viabilidade celular com baixa citotoxicidade e genotoxicidade, nos
resultados in vivo foi observado um processo inflamatério moderado, que é
normalmente encontrado em processos de regeneracao. A pesquisa de BORGES et
al. (2017) revela que a BN pode ser utilizada como um guia para regeneracao 0ssea,
possibilitando a adesao, proliferagdo e deposicdo de matriz extracelular de
osteoblastos.

(CESAR et al., 2020)) desenvolveram um estudo da blenda polimérica de BN e
poliacido latico (PLA) na producdo de membranas para aplicacdes biomédicas, as
membranas foram obtidas pelo método de “solvent casting”, o método consiste na
obtencdo de membranas ou filmes pela solubilizacdo do polimero e posterior
evaporacao do solvente. Os resultados do estudo relataram que as membranas de
BN/PLA na proporcéo 3:1 tiveram um aumento de 130% de perda massa no ensaio
de biodegradacdo, quando comparado ao da BN pura, apresentando maior

biodegradabilidade, caracteristica importante para os biomateriais.

Alguns estudos utilizam diferentes morfologias da BN com aplicacdes em
biomateriais, como o estudo de AZARIAN; BOOCHATHUM, 2018, que elaborou
nanofibras de borracha natural cloroacetada (BNC)/poli(alcool vinilico) (PVA)
utilizando a técnica eletrofiacdo (em inglés, eletrospinning) para aplicacbes em
engenheira de tecidos. No estudo de (COSME et al., 2016)) avaliou-se a producgéo
de nanofibras da blenda polimérica de borracha natural epoxidada (BNE), porém com
PLA, os resultados demonstraram que as propriedades das nanofibras possuem

aplicabilidade em engenharia de tecidos .

A partir desses e outros estudos € possivel afirmar que a utilizacdo da borracha
natural e suas modificacdes sao promissores biomateriais a serem cada vez mais
abordados na engenharia de tecidos (GUERRA et al.,, 2018; LIM et al., 2014;
VECHIETTI et al., 2014).



17

1.3. Poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA)

Os poli(a-hidroxi ésteres) saturados sao polimeros biodegradaveis que
apresentam mecanismos de degradacédo por hidrolise, alguns exemplos desses tipos
de polimeros sédo o PLA, poli(acido glicolico) (PGA), Policaprolactana (PCL), etc
(GENTILE et al., 2014). A biodegradabilidade é a capacidade do biomaterial de ser
absorvido e removido por vias naturais, levando em consideragédo que o biomaterial,
bem como o derivado de sua degradacéo, devem ser atoxicos ao hospedeiro (PIRES;
BIERHALZ; MORAES, 2015).

O Poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) é um copolimero linear entre
acido lactico (LA) e acido glicolico (GA) e pode ser produzido por diferentes
proporcdes entre seus monémeros para atingir diferentes propriedades, sendo ideal
para trabalhar com diferentes tipos de orgaos teciduais (GUERRA, N.B., 2018;
MAKADIA; SIEGEL, 2011). Atualmente o PLGA é um material com melhores
caracteristicas na area de engenheira de tecidos em relagdes aos polimeros (PLA e
PGA) de seus mondmeros (GENTILE et al., 2014). O PLGA destaca-se por melhores
propriedades como ampla faixa de degradacao, cristalinidade e pelo controle do
balanco hidrofilico/hidrofébico. O PLGA é amplamente citado como um excelente
material biodegradavel, biocompativel e atdéxico (GENTILE et al., 2014).

Além da producdo de scaffolds para engenheira de tecidos, o PLGA é
largamente utilizado na area farmacéutica como carregador de farmacos (GENTILE
et al., 2014). Dependendo do método de obtencdo da matriz polimérica é possivel
arranjar diferentes estruturas (2D e 3D) para os scaffolds de PLGA (KEIROUZ et al.,
2020).

A versatilidade do PLGA é demonstrada pela sua utilizacdo em diferentes
aplicacdes, como no trabalho de (PAHUJA et al., 2015)) onde demonstraram que a
liberacdo controlada de dopamina por nanoparticulas de PLGA revertem déficits
neurogquimicos e neurocomportamentais em ratos com Parkinson, fornecendo uma
nova abordagem para o tratamento da doenca de Parkinson. No estudo de
(BEHRENS et al., 2014) avaliaram a deposi¢éo direta de nanofibras de PLGA usando
0 método de fiacdo por sopro (em inglés, Blow Spinning), os resultados de ensaio in
vitro demonstraram que a biocompatibilidade das nanofibras de PLGA foram

satisfatorias.
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O PLGA também possui aplicacdes na regeneracédo de tecidos 6sseos, dado
suas propriedades mecanicas e acessibilidade na obtencdo de scaffolds fibrosos e
porosos (GENTILE et al.,, 2014). Compdsitos entre PLGA e hidroxiapatita sao
bastantes estudados para regeneracdo de defeitos 6sseos (KIM, H. et al., 2013;
VECHIETTI et al., 2014).

1.4. Blenda Polimérica Cellprene®

Quando apenas um polimero néo dispde de propriedades suficientes para sua
aplicacdo, pode se utilizar a op¢do de combinar com outro polimero para adquirir
novas propriedades ou maximizar as propriedades consideradas importantes
(SUBRAMANIAN, 2017). Além facilidade de obtencdo de um novo material pela
combinacdo de dois materiais sintetizados, as blendas podem oferecer melhor
processabilidade, além de melhores desempenhos mecanicos, quimicos, térmicos e
biol6gicos, como melhor biocompatibilidade (SUBRAMANIAN, 2017).

As propriedades das blendas ou misturas poliméricas séo caracterizadas pela
miscibilidade ou interacdes pelas quais os polimeros estdo combinados. A partir da
energia livre da mistura, baseado na teoria de Flory-Huggins, é possivel predizer se
um sistema € miscivel ou imiscivel entre os polimeros constituintes (GOONOO;
BHAW-LUXIMON; JHURRY, 2015; SUBRAMANIAN, 2017). As bases teéricas nado
serdo abordadas no escopo deste trabalho, porém, podem ser obtidas em outras
literaturas (INOUE; SAITO, 1989).

Utilizando caracterizagdes experimentais é possivel identificar a miscibilidade
das blendas poliméricas, como a caracterizacdo por calorimetria diferencial de
varredura (DSC), onde é possivel determinar a temperatura transigéo vitrea (Tg) dos
polimeros, ou a partir dos estudos das interagfes quimica entre cadeias poliméricas
caracterizadas por Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), também é possivel descrever os limites entre as morfologias da blenda usando
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletrbnica de transmissao
(MET) (GOONOO; BHAW-LUXIMON; JHURRY, 2015).

Afim de combinar as propriedades de biodegradabilidade/bioabsorcédo do

PLGA com as respostas de neovascularizacédo e adesao do celular do Poli(isopreno)
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(Pl), MARQUES, D. R. et al. (2013) estudaram a mistura/blenda dos polimeros
PI/PLGA para aplicacdo como biomaterial. O procedimento adotado para realizar a
mistura dos polimeros foi o método solvent casting, no qual solubilizaram em
cloroférmio ambos os polimeros em diversas propor¢des e apds homogeneizacao da
solucéo o solvente foi volatilizado/seco em temperatura ambiente para obtencédo do
filme de PLGA/PI.

A blenda foi caracterizada com comportamento parcialmente miscivel como
relevado no ensaio de DSC, ou seja, as temperaturas de Tg exibiram pouca alteracéo
em relacdo aos polimeros isolados. As propriedades mecéanicas mostraram que a
adicao de poli(isopreno) no PLGA reduziu o modulo de Young e tensdo maxima na
mistura dos polimeros. Os materiais apresentaram, conforme a adicao de PI, alteracao
no comportamento mecéanico, de um material fragil a um comportamento ddctil. A
proporcdo em massa de 60% PLGA e 40 % de PI exibiram maior ductilidade, assim
sendo um material que pode ser moldado antes do procedimento cirdrgico, bem como
sofrer cargas durante a sua aplicagdo, sem comprometer a sua integridade e

desenvolvimento de suas fungdes in vivo.

Os resultados de viabilidade celular demonstraram que a blenda de PLGA/PI
ndo exibiu toxicidade em ambiente celular, sendo considerada ndo citotoxica, os

ensaios preliminares do estudados in vivo demonstraram serem promissores.

MARQUES et al. (2011a) depositaram patente sobre as blendas poliméricas de
Pl e PLGA e posteriormente registraram no Instituto Nacional da Propriedade

Industrial com nome de marca Cellprene®.

KIM et al. (2014) estudaram experimentalmente a histotoxicidade entre o
copolimero PLGA e da blenda Cellprene® (mistura em 60%/40% na relacéo
massa/massa entre PLGA/PI. Para verificar o0 comportamento histologico da blenda,
46 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus, raga albino) foram submetidos a implantes
de PLGA ou PLGA/PI no cranio e foram alocados em subgrupos pelo tempo de
eutanasia (15,30, 60 ou 90 dias). Ap0s a eutanasia, o0 cranio foi removido e a
histotoxicidade foi avaliada histopatologicamente. A histotoxicidade da mistura
PLGA/PI foi similar ao do copolimero de PLGA nos ratos eutanasiados entre 15 e 30
dias dos grupos estudados, bem como em longo prazo, ap6s 90 dias. A blenda
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Cellprene® apresentou maior histotoxicidade em animais eutanasiados aos 60 dias,
embora neste periodo a histotoxicidade da mistura de PLGA/PI foi semelhante a do
copolimero de PLGA aos 15 dias. Apesar da instabilidade da resposta histolégica
exibida em diferentes periodos de observacgéo, ficou evidenciado pelo estudo que a
blenda Cellprene® possui alto potencial na pesquisa de novos tratamentos de

craniossinostose.

VECHIETTI et al. (2014) elaboraram um estudo para verificar a combinacao
entre a Cellprene ®, hidroxiapatita e fosfato de a-tricélcio, jA que a combinacdo de
materiais como biopolimeros e bioceramicas pode resultar em um material pertinente
para aplicacdo na regeneracdo do tecido 0sseo. As fibras poliméricas de PLGA/PI
com adigcdo de com hidroxiapatita (HA) e fosfato de a-tricalcio (a-TCP) foram
sintetizadas e suas propriedades mecanicas, térmicas e morfolégicas foram
analisadas. As fibras com Cellprene® e a-TCP (diametro de 0.1830 mm e modulo de
Young de 44.4 MPa) demonstraram menor médulo de elasticidade do que as fibras
de Cellprene® com HA (diametro de 0.1370 mm e modulo de Young de 72.3 MPa).
Enquanto isso, o teste de tensdo/deformacao exibiu melhor resisténcia a tracédo para
as fibras contendo a-TCP (93.7MPa). Ambas as fibras possuiam comportamento
térmico, com Tg na mesma faixa do PLGA bruto. No mesmo sentido, as temperaturas
de degradacdo foram bastante semelhantes para ambas as fibras contendo
Cellprene®/a-TCP ou Cellprene®/HA. O estudo revelou que a presenca de ceramicas
nas fibras do biopolimero Cellprene® tem potencial para futuras investigacdes visando

a regeneracao do tecido ésseo.

A partir dos resultados obtidos anteriormente com blenda Cellprene®,
MARQUES et al. (2017) avaliaram o comportamento in vitro da aplicacéo de fibras de
poli(acido lactico-co-glicolico)/ poli(isopreno) na engenharia de tecidos moles. Neste
estudo o processo de producéo de fibras se deu pela técnica de gotejamento, qual
nao modificou a estrutura do polimero. A estrutura das fibras obtidas apresentou alta
porosidade, grande diametro de fibras e tamanho e distribuicAo de poros
convenientes. As fibras nesta morfologia, figura 1, melhoraram a viabilidade celular,

proliferacdo e densidade in vitro devido a estrutura emaranhada e poros
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interconectados. Os resultados dos ensaios mecanicos reforcam a adequacao desses
scaffolds para aplicacdes em tecidos moles.

Figura 1 - Microscopia Optica do scaffold de PLGA/PI em
estrutura fibrosa. (MARQUES et al., 2017).

Células musculares esqueléticas foram cultivadas em uma estrutura
bidimensional de tais fibras, de modo que a linhagem celular de mioblastos murinos
(C2C12) demonstrou aumento na atividade metabdlica e proliferacdo para os mesmos
niveis do grupo controle, além de clara demonstragdo de formacdo de matriz
extracelular. Os testes com fibroblastos dérmicos humanos nédo exibiram leituras tao
altas, mas apresentaram crescimento celular com o mesmo perfil de desenvolvimento
do grupo de controle. O estudo conclui que € plausivel acreditar que esses suportes
tridimensionais e bidimensionais fibrosos de PLGA/PI sejam adequados para

aplicacdes em engenharia de tecidos moles.

Com a finalidade de melhorar a compatibilidade entre os polimeros da blenda
Cellprene® e preparar misturas misciveis e biocompativeis que podem ser utilizadas
na Engenharia de Tecidos GUERRA et al. (2018) analisaram o comportamento da
blenda apds epoxidar o PI. As membranas das blendas desenvolvidas neste estudo
foram obtidas pelo método solvent casting. As propriedades fisico-quimicas e
mecanicas das membranas foram avaliadas e comparadas com o Cellprene® (blenda
polimérica de PLGA/PI).
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O grau de epoxidacdo do poliisopreno epoxidado (Plepox) foi de
aproximadamente 55%, a epoxidacao influenciou na miscibilidade da mistura entre os
polimeros, tornando-o parcialmente miscivel, conforme demonstrado pela abordagem
da Tg. O efeito ndo citotoxico da blenda de PLGA/Plepox foi estudado e obteve-se em
72 h mais de 100% de viabilidade das células HepG2. A epoxidacdo aumentou a
hidrofilicidade pela presenca do grupo epoxi na mistura de PLGA/Plepox, 0casionado o
incremento da adesao e proliferacdo de células epiteliais, Figura 2, em comparacao
com mistura de PLGA/Pl. A pesquisa de GUERRA e colaboradores (2018)
demonstrou que a mistura de PLGA/Plepox possui alto potencial para uso como

scaffolds em engenharia de tecidos moles.

Contagem de células
~
<
<

W PLGA/PI W PLGA/PI epoxidado

Figura 2 - Microscopia Optica da cultura celular de HMV-II depois de 48h de contato
com (a) PLGA/PI, (b) PLGA/Plepox e (c) Diagrama de contagem de células para
membranas. Traduzido de (GUERRA et al., 2018).

Ainda sobre estudos realizados com a blenda Cellprene® podemos mencionar
o trabalho de OLIVEIRA et al. (2019) qual obteve fibras da blenda com adicao de
hidroxiapatita pelo método electrospinning ou eletrofiacdo. Nos parametros otimizados
foram obtidas fibras com didmetros de 2 ym a 6 um, aproximadamente. Os resultados
de citotoxicidade revelaram que essas fibras com hidroxiapatita era biocompativeis,

apresentando baixa toxicidade.

No estudo in vitro de HENCKES et al. (2019) avaliaram a adeséo celular das
células HMV-II (Células da mucosa vaginal da linha celular de melanoma) e AD-MSCs
(Células-tronco mesenquimais derivadas do adiposo humano) nos polimeros
Cellprene®, PLGA/Plepox € Membracel®. Os resultados da pesquisa demonstram que
a blenda polimérica de PLGA/Plepox, figura 3, umidificada exibiu mais eficiéncia na

atividade biolégica em relacdo aos outros materiais mencionados. Os autores
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discorrem que os resultados da melhor adesao celular para esse scaffold foi devido a
epoxidacao do poliisopreno que proporcionou sitios mais hidrofilicos, pois como sera
discutido adiante, as respostas celulares sédo fortemente influenciadas pelas
propriedades quimicas do material. Por fim, o scaffold de PLGA/Plepox preservaram as
caracteristicas funcionais e morfologicas das linhagens de células HMV-1l e AD-MSCs,
revelando-se um material promissor de regeneracdo tecidual, usando técnicas de

tecido cultivado in vitro.
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Figura 3 - Imagens da estrutura quimica da cadeia principal de Plepox e
PLGA em representacdes 2D e 3D.

1.5. Modificagdo Superficial de Polimeros

O principal objetivo da modificacéo superficial dos biomateriais € alterar as suas
caracteristicas superficiais para melhorar ou modular as respostas celulares. A
morfologia superficial, as propriedades quimicas e mecanicas podem ser modificadas
afim criar um ambiente mais adequado para interagir com o sistema biolégico in vitro
ou in vivo (CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018).

A modificagdo da superficial pode afetar todas as caracteristicas do material ao
mesmo tempo ou podem ser especificas para uma propriedade (mecanica, topografica
ou quimica), métodos quimicos ou fisico-quimicos séo utilizados amplamente para
atingir esses objetivos (RATNER; HOFFMAN; MCARTHUR, 2020). Sera realizada
uma breve revisdo sobre as propriedades superficiais dos scaffolds e métodos de

modificacao superficial.
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1.5.1. Interacédo superficial Materiais-Proteinas-Células

Scaffolds possuem fungdes importantes para viabilizar o processo de
regeneracao tecidual. De um modo geral, os scaffolds devem auxiliar o processo de
regeneracao, atuando como um ambiente celular artificial durante alguns estagios da
recuperacdo do tecido danificado (PRADAS; VICENT, 2015), portanto é importante
que o scaffold possua determinadas fungbes, afim de mimetizar a membrana
extracelular (MEC). PRADAS; VICENT, (2015) citam algumas fun¢des importantes

como.

. Os scaffolds devem auxiliar na integridade estrutural e mecéanica do

tecido doente;

. Devem servir como um meio de transporte de nutrientes e residuos,

assim como facilitar a vascularizagao;
o Orientar espacialmente a disseminacéo e organizagéo celular;

o Transportar estimulos mecanicos ou bioquimicos e, eventualmente,
transportar, armazenar e entregar moléculas ativas que afetam a expressdo do

fenotipo.

Fatores como processabilidade e especificidade da aplicacéo influenciaram nas
propriedades fisico-quimicas, biolégicas, mecéanicas e estruturais dos scaffolds
(PRADAS; VICENT, 2015).

A primeira interacdo entre o sistema biol6gico e o material sintético acontece a
partir da adsorcéo de proteinas da MEC (como a fibronectina, fibrinogénio, colageno
e etc) com a superficie sintética, essa interacdo é importante para 0 passo seguinte
de adesdo celular (a partir das proteinas da membrana celular), essas primeiras
etapas sdo importantes para os motores do processo de regeneracéo tecidual e dos
subsequentes processos de diferenciacdo, disseminacédo e viabilidade celular. A
conformacao das proteinas adsorvidas apresenta um papel significativo na interacdo
com os receptores celulares. As propriedades quimicas e topoldgicas da superficie

possuem um papel relevante na conformacao dessas proteinas e serdo determinantes
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para o desempenho biolégico dos scaffolds, em vista, da biocompatibilidade do
substrato (PRADAS; VICENT, 2015).

7

Dessa maneira é indispensavel caracterizar a funcionalidade quimica da
superficie do material, visto que envolve diretamente as respostas celulares, como na
nucleacdo da superficie por compostos e sais do sistema biolégico, como o exemplo
da hidroxiapatita 6ssea. Os grupos funcionais quimicos também atuam na adsorgao
de proteinas da MEC com o biomaterial, determinando inclusive a conformacédo que
as proteinas adquiram. As propriedades microestruturais como o volume e a
geometria dos poros sdo outros fatores que determinaram o desempenho dos
scaffolds e o comportamento celular (PRADAS; VICENT, 2015).

A molhabilidade ou balanco hidrofilico/hidrofébico sé@o correlacionados a
funcionalidade quimica da superficie (como -OH, -CHs, -NH2, etc), geralmente a
presenca de grupos funcionais polares caracterizaram superficies mais hidrofilicas
(PRADAS; VICENT, 2015). A resposta celular em relacdo ao tipo de molhabilidade do
substrato possuem controvérsias, alguns autores citam que superficies muito
hidrofilicas inibem a adsorcdo de proteinas pela competicdo que ocorre com agua do
meio. Porém, outros autores afirmam que superficies pouco ou nao molhaveis (super
hidrofébicas) ndo sao atraentes, pois acarretaram na adsorcdo e desnaturacao
irreversiveis da conformacéo e bioatividade nativas da proteina. Logo, “superficies
com molhabilidade moderada sédo capazes de absorver uma quantidade adequada de
proteinas e, a0 mesmo tempo, preservam sua conformacdo natural, resultando em
respostas celulares adequadas” (PRADAS; VICENT, 2015).

As propriedades mecéanicas do material, como resisténcia e rigidez (moédulos
de cisalhamento, tracdo ou compreensao) possuem uma importancia impar, pois é a
partir dessas propriedades que os sinais de mecanotrasducdo sdo recebidos e
transmitidos pelas células, assim como diferentes modulos sdo representativos para
diferentes 6rgaos, como do cérebro e dos 0ssos (PRADAS; VICENT, 2015).

Algumas das caracteristicas mecanicas superficiais, como a rigidez da
superficie, influenciam diretamente na disseminacédo e motilidade celular, como € caso
de substratos rigidos que induzem a interacdo célula-célula, conduzindo a um
conjunto mais organizado de células (PRADAS; VICENT, 2015). (PRADAS; VICENT,
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2015) classificam as irregularidades da superficie do material como macrodureza (100
pm a milimetros), microdureza (100 nm — 100 pum) e nanodureza (<100 nm), dentre
esses a macrodureza é a que responde melhor na integracdo entre o implante é o

tecido vivo.

A topografia do material pode ser descrita como superficie de topografia
aleat6ria ou padronizada, esta Ultima ocorre na elaboragéo de topografia com controle
de gravuras (CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018). Os padrdes ou gravuras na topografia
possui influéncia direta no formato e na migracdo celular, assim como na
funcionalidade da sintese proteica e da expressao genica (PRADAS; VICENT, 2015;
STEVENS, 2005). A porosidade, rugosidade e tamanho de poros das topografias
aleatdrias sdo alguns dos aspectos que também influenciam na adsorcdo das
proteinas com o substrato (CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018). A area de adesao celular
€ restringida pelo tamanho das rugosidades em microescala, fato oposto para as
rugosidades em nanoescala, as quais induzem o aumento da interacéo e proliferacado
celular na superficie do substrato (PRADAS; VICENT, 2015).

Com esse entendimento sobre as propriedades e interacdes da superficie do
biomaterial com o meio biolégico, os tratamentos superficiais visam controlar as
caracteristicas como molhabilidade, rugosidade, energia livre superficial, etc, afim de
melhorar suas respostas de bioatividade e biocompatibilidade, aprimorando os

biomateriais existentes, sem a necessidade de sintetizar novos.

1.5.2. Modificagdo superficial umida/quimica (Wet-chemical)

A maioria dos métodos quimicos de tratamento de superficie envolvem
procedimentos Umidos nos quais o polimero € imerso ou revestido/pulverizado com
uma sustancia quimica para melhorar suas propriedades de superficie, bem como
remover sujeiras e microbios da superficie para facilitar um ambiente estéril, adequado
para aplicacdes biomédicas (NEMANI et al., 2018). Esse procedimento aumenta a
energia superficial dos polimeros a partir da oxidacao de grupos funcionais especificos
e atua devido a interacdo do solvente (e.g. acidos, bases e sol-gel) com as camadas
internas da matriz polimérica, conseguindo uma interacdo em larga escala e sendo

uma opc¢ao pratica e de baixo custo (NEMANI et al., 2018).
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Existe uma grande diversidade de reagentes e solventes que podem ser
utilizados para tratar superficialmente uma ampla de variedade de polimeros, porém
se faz necessério controlar as variaveis do processo como a forca do reagente, a
composicao do material, tempo de tratamento e a temperatura (NEMANI et al., 2018).
Deve-se levar em consideracédo que a maioria dos polimeros pode ser expostos a um
intervalo de baixas temperaturas sem que ocorra a degradacao quimica e deformacao
fisica do material (FABBRI; MESSORI, 2017). Na maioria dos procedimentos Umidos
€ conveniente lavar e secar o material apés o final do tratamento, o que produzira
residuos indesejados de solvente para cada tratamento realizado (FABBRI;
MESSORI, 2017; NEMANI et al., 2018).

ANIA et al. (2002) estudaram diferentes solu¢6es como de hidréxido de sédio
(NaOH), &cido sulfurico (H2SO4) e acido cloridrico (HCI) para controlar a
“molhabilidade” (hidrofobicidade) do polimero PLGA, afim de avaliar a interagdo com
diferentes tipos de células. Os tratamentos Umidos diminuiram o angulo de contato
(WCA) (medida utilizada para caracterizar a molhabilidade e o carater hidrofilico ou
hidrofébico da superficie) para todas as amostras e foi caracterizado que houve um
processo de oxidacdo da superficie, gerando grupos oxigenados polares, sendo mais
presente no tratamento usando HCI. O estudo também avaliou que houve um aumento

da adeséo e crescimento celular para o PLGA tratado superficialmente.

DIEZ-BUITRAGO et al. (2020) estudaram os efeitos da modificacéo superficial
por wet-chemical em substratos de poliestireno clorossufonado. Foram usadas
diferentes solu¢des quimicas para atingir diferentes substratos, como tratamentos por
aminacao, carboxilacdo e adi¢cao de alcenos. Os resultados de WCA demonstraram
gue houve um aumento da hidrofilicidade das amostras tratadas, otimizando e
adequando o material para aplicacdes bioquimicas. A Analise de Espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios X (XPS) revelou um aumento ou surgimento dos
componentes quimicos relacionados aos tipos de tratamento que foi realizado, como
0 aumento da porcentagem de nitrogénio na superficie tratada com aminacédo. Por fim,
o trabalho demonstra que o tratamento da superficie do polimero amplia a faixa de
trabalho do poliestireno clorossufonado, fabricando plataformas de PS com triagem
facil e rpida para conseguir melhores superficies dependo do tipo de aplicacao
bioanalitica.
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RUDOLPH et al. (2015) analisou cinco polimeros diferentes (poli (L-lactideo)
PLLA, poli(D, L-lactideo) PDLLA, poli (L-lactideo-co-glicolideo) P (LLA-co-GA), poli (D,
L-lactideo-co -glicolido) P (DLLA-co-GA) e poli (L-lactideo-co-g-caprolactona), P(LLA-
co-CL)) com e sem modificagcdo superficial em estudos in vitro, onde foram usados
tratamentos wet-chemical (com solu¢cdes de NaOH e etilenodiamina (EDA)) e com
plasma usando diferentes atmosferas (Oz e NHz). Os resultados demonstraram que o
tratamento quimico por via Umida e por plasma melhorou significativamente a

hemocompatibilidade desses polimeros.
1.5.3. Modificacao superficial por Plasma

O tratamento de plasma € um dos métodos mais difundido e utilizados na
modificacdo superficial de polimeros, algumas das vantagens do método é ser rapido
e ndo utilizar solvente, tornando-o ecologicamente correto (NEMANI et al., 2018). De
forma geral o plasma é gerado pela exposi¢cédo de particulas em fase gasosa (como
elétrons livre, ions e radicais, contendo carga elétrica liquida quase nula) a um fluxo
de alta energia, como radiacdo ou campo elétrico (NEMANI et al., 2018). O plasma
mais utilizado é o chamados nao térmico (frio), ja que o plasma térmico pode causar
degradacéo na superficie dos polimeros, dessa forma o plasma nao térmico possui
vantagens em tratar superficies sensiveis ao calor (NEMANI et al., 2018).

O plasma geralmente é utilizado como meio de grafitizacdo, onde se permite
funcionalizar superficie do material associado algum reagente em solu¢cdo (NEMANI
et al., 2018; SUN et al., 2020). Outros trabalhos utilizam atmosfera controlada de
gases inertes de forma a obter grupos funcionais organicos especificos (como OH e
NH2) na superficie do substrato, sdo usados gases como oxigénio, argdnio, nitrogénio,
diéxido de carbono, gases fluorados, etc (NEMANI et al., 2018). Em outros casos, 0
ambiente em que o material esta exposto ndo € controlado, geralmente citado como
ambiente atmosférico com clara presenca de vapores de &gua e gases Og,
ocasionando a formacdo de grupos polares e hidrofilicos, como peréxidos e
hidroxidos, na superficie (NEMANI et al., 2018).

Variaveis como poténcia, tempo, frequéncia e pressdo do gerador de plasma,
além do tipo de gas e caracteristica do material tratado sdo as principais condi¢fes a
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serem controladas para melhorar a performance do tratamento (JELIL, 2015; NEMANI
et al., 2018).

Medidas de WCA logo apos o tratamento por plasma relatam a ocorréncia de
mudanca abrupta do carater hidrofobico para hidrofilico, porém essa mudanca €&
conservada parcialmente conforme a amostra envelhece (NEDELA; SLEPICKA;
SVORCIK, 2017). Um dos maiores desafios para o tratamento de plasma é conservar
ou reter por um longo periodo as propriedades induzidas na superficie do polimero
(NEMANI et al., 2018). O efeito do envelhecimento € influenciado pelas condi¢cdes de
armazenamento, o tipo de gas usado no tratamento e o grau de cristalinidade do
material (MORENT et al., 2007; MORRA; OCCHIELLO; GARBASSI, 1989;
MURAKAMI; KURODA; OSAWA, 1998). Tanto o grau de cristalinidade menores,
como temperaturas mais altas, facilitam o rearranjo dos grupos da superficie
(BRENNAN et al.,, 1991; JELIL, 2015). Esse efeito pode ser explicados pela
reorientacdo termodinamica dos grupos funcionais polares induzindo a reducéo da
energia superficial, assim como pela difusdo dos grupos quimicos polares na matriz
polimérica (JELIL, 2015; YUN et al., 2004).

No trabalho relatado por DOLCI et al. (2014) demonstram a efetividade do
tratamento por plasma na modificacdo superficial de scaffolds eletrofiados (fibras
produzidas por eletro fiacdo) de PLGA, onde em 60 segundos de tratamento foi
possivel alterar o WCA de 120° para 20°, havendo uma mudanca de carater
hidrofobico para hidrofilico da superficie. A partir da andlise de envelhecimento foi
demonstrado que a capacidade de manter a modificacado superficial foi de 5 dias.
Conforme o resultado de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) também foi possivel elucidar que essa mudanca de WCA foi devido a
alteracdo quimica na superficie, caracterizada pelo surgimento de grupos acidos
carboxilicos no substrato tratado. Os resultados in vitro demonstraram maior

biocompatibilidade do scaffold tratado usando plasma.

O tratamento superficial do PLGA usando plasma é relatado em diversos
estudos, como o trabalho de AYYOOB; KIM, (2018), onde estudaram a molhabilidade
do PLGA modificado com plasma em atmosfera O2. As amostras de PLGA
sintetizadas com diferentes fracdes molares de monémeros, sendo 80:20 de &cido
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latico:acido glicolico (PLGA 20) e 50:50 de acido latico:acido glicolico (PLGA 50) foram
tratadas por com gravura de ions reativos e plasma em atmosfera de oxigénio, com
vazao de gas de 5 cm/min por 2 min de tratamento. O resultado de molhabilidade para
0 PLGA 20 foi de 72° para 33° e do PLGA 50 néo foi possivel mensurar, de modo que

a gota foi totalmente absorvida pelo polimero.

Em outro estudo sobre a modificacdo superficial do PLGA, porém dirigido por
LIU, P. etal. (2018), demonstraram que o tratamento de plasma em scaffolds de PLGA
poroso é rapido e eficiente, com 120 segundos de tratamento € possivel obter uma
alteracdo do WCA do substrato de PLGA de 120° para 5°, obtendo uma superficie de
carater super hidrofilico. Os resultados in vitro demonstraram que a modificacdo
superficial dos scaffolds melhora as interagcdes com as células e tecidos.

KHORASANI; MIRZADEH; IRANI, (2008) estudaram o tratamento com plasma
por radio frequéncia (RF) em atmosfera de Oz para modificar a superficie do poli (acido
L-lactico) (PLLA) e poli (D,L-acido lactico-co-acido coglicolico) (PLGA). As amostras
foram colocadas dentro de um reator tubular Pyrex para tratamento. A poténcia do
eletrodo foi de 30 W para um tempo de tratamento com plasma de 2 min. O WCA
inicial era de 74,5° e ap6s o tratamento diminui para 36,6°. Ap6s 4h no ensaio de
envelhecimento o WCA apresentou 51°, exibindo que a estabilidade da superficie
entre tratamento de plasma e a reestruturacao do polimero é pequena. Foi realizado
0 estudado de cultura celular das células nervosas B65 nos scaffolds de PLGA nédo
tratado e tratado com plasma, os resultados demonstraram que houve melhoria na
bioatividade da superficie tratada com plasma e mostrou que a fixagéo e o crescimento

de células B65 nestas superficies sdo melhorados drasticamente.
1.5.4. Modificag&o superficial usando revestimento ou enxertos

O uso de enxertos nas superficies de substrato com aplicacdo em biomaterial
€ uma excelente opcédo para aprimorar o controle do comportamento celular. Os
enxertos podem ser classificados pelo método de insercéo na superficie do polimero,
como a utilizacdo de monocamadas auto-organizadas (SAMs) e escovas (brushes)
(CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018; RATNER; HOFFMAN; MCARTHUR, 2020).
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As SAMs sdo moléculas ou compostos funcionas que sao adsorvidos de forma
espontanea na superficie do material, formando camadas com alta regularidade, como
exemplos podemos citar polietilenoglicol, proteinas, silica, alumina e é possivel utilizar
até acido desoxirribonucleico (DNA). E um método util e de facil elaboragéo para
melhorar a compatibilidade com as células (CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018). Porém,
sua adsorcdo possui baixa estabilidade a longo prazo devido ao principal tipo de
interacao (Van der waals) envolvida entre as SAMs e a superficie do material (CHEN,
L.; YAN; ZHENG, 2018).

Outros métodos de enxertos reportados na literatura sdo os chamados enxertos
por escovas, quais sao ligados covalentemente na superficie dos polimeros (CHEN,
L.; YAN; ZHENG, 2018). Os polimeros enxertados por este método geralmente
exibem melhores propriedades mecéanicas e quimicas e alta densidade de grupos
funcionas (CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018). Existe uma gama de grupos que podem

ser aplicados como escovas.

Os enxertos por escovas podem ser classificados por trés tipos, os “enxerto de”
(grafting-to), “enxertia para” (grafting-from) e “enxertando através” (grafting-through)
(SUN et al., 2020). Todos apresentam vantagens e desvantagens em relagéo ao outro,
como na simplicidade e facilidade de aplicacdo do método, na distribuicdo do peso
molecular, na precisao dos enxertos, na especificidade do grupo a ser enxertado e na
densidade e espessura dos enxertos (SUN et al., 2020). O método de “enxertia para”
€ 0 mais empregado e se baseia em depositar iniciadores na superficie do polimero
para iniciar uma reac¢ao de polimerizacao in situ do monémero a ser enxertado (CHEN,
L.; YAN; ZHENG, 2018; SUN et al., 2020). Por este motivo a reacdo também pode ser
chamada de “polimerizagéo iniciada na superficie” (CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018). E
uma abordagem precisa e util no controle da espessura, composi¢cao e arquitetura das

escovas enxertadas na superficie dos materiais (CHEN, L.; YAN; ZHENG, 2018).
1.5.5. Modificacao superficial por Radiacdo Ultravioleta

A modificacao superficial utilizando irradiagdo ultravioleta (UV) é outro método
eficaz para alterar as caracteristicas quimicas, morfoldgicas e de molhabilidade da
superficie polimérica. A modificagdo por UV € um método simples com baixo custo
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operacional e de aparatos, ndo necessita de solventes e funciona em ambiente

atmosférico.

A radiacdo UV pode ser separada conforme os comprimentos de onda e suas
modificacdes no polimero (HETEMI; PINSON, 2017). Os comprimentos de onde entre
200-400 nm sao os mais utilizados para funcionalizagcdo da superficie, porém,
ocasionalmente, penetram no interior do polimero e causam danos na estrutura
molecular (HETEMI; PINSON, 2017), os comprimentos de onda menores que 200 nm
na presenca de gases como acido acrilico (AA), Oz e NH3 podem incorpora grupos
funcionais oxigenados, nitrogenados, etc, assim alterando a energia e molhabilidade
da superficie (HETEMI; PINSON, 2017). A radiacéo ultravioleta extrema (10-120 nm)
induz na ablacao superficial e carbonizacéo do polimero (HETEMI; PINSON, 2017).

Os mecanismos de funcionalizacdo por UV séo geralmente representados por
formacéo de espécies reativas como radicais livres e estados excitados, por exemplo,
em ambiente atmosférico ou em presenca de gas oxigénio a radiacdo UV vai originar
a formacdo de espécies reativas do oxigénio (ERO) (moleculares ou atbmicas)
(KONDO et al., 2017). Por mecanismo de radicais livres, as ERO reagiram com a
superficie do material, funcionalizando-a com grupos oxigenados (-OH, -OOH, -C=0,
-COOH, etc). A radiacdo UV também proporciona a quebra das ligacdes quimicas da
cadeia polimérica (e.g. C-C, C-H, C=C, etc) gerando radicais moleculares, que por sua
vez reagem com as moléculas, &tomos e ions que estdo expostos na superficie do
polimero (HETEMI; PINSON, 2017; KONDO et al., 2017; RATNER; HOFFMAN;
MCARTHUR, 2020).

Fatores experimentais como a intensidade e o comprimento de onda emitido
pela lampada ou a fonte emissdo UV, a distancia entre a amostra e a lampada, o
tempo de tratamento, a temperatura, a umidade, a natureza do substrato e o tipo de
grupo a ser enxertado influenciaram diretamente na eficiéncia da modificacdo
superficial, ou seja, na sua morfologia, molhabilidade e outros aspectos quimicos e
fisicos da superficie (HETEMI; PINSON, 2017; KONDO et al., 2017; RATNER,;
HOFFMAN; MCARTHUR, 2020).

Estudos realizados ja demonstram a efetividade da modificacdo superficial

utilizando radiacdes eletromagnéticas UV para aumentar a hidrofilicidade de
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polimeros como poliésteres, polissulfonas, poli-imidas (PA), poliestirenos. KESSLER
et al. (2013) comparou e demonstrou 0 aumento da molhabilidade do polimero
poli(sulfona) utilizando radiagcdo UV e plasma na presenca de atmosfera de O2(g) e
vapor de acrilico. Neste estudo se utilizou a lampada comercial de mercurio de
pressdo média (250 W) colimada com uma lente de quartzo de 2,54 mm de diametro.
Os resultados demonstraram que em ambas atmosferas se obteve WCA proximos de
6° com 120 min de irradiagdo UV, o angulo antes do tratamento era de 80°. Esse
aumento da hidrofilicidade € explicado devido a adicdo de grupos hidroxilas e
carbonilas na superficie do material, esses grupos foram enxertados pela conversao
de C=C para C=0. Os filmes de poli(sulfona) tratados ndo retomaram suas superficies
hidrofobicas apos o envelhecimento da amostra, diferentemente da amostra tratada
por plasma que restaurou sua superficie. A técnica de UV se mostrou mais eficiente e
simples, sendo capaz de manter por mais tempo a integridade da nova superficie

modificada.

RUSU et al. (2020) avaliou a modificacdo de PA por irradiacdo UV afim de
alterar seu carater hidrofébico e de baixa energia superficial, avaliando também a
proliferacdo e comportamento celular nos polimeros tratados. Rusu e colaboradores
(2020) utilizaram uma lampada portéatil de UV com comprimento de onda de 254 nm
(8W, 230 V, 50 Hz, 0,18 Amp) para realizar o tratamento. Fixaram a distancia de 15
cm entre os filmes poliméricos e a lampada, realizaram o ensaio em ambiente
atmosférico e temperatura ambiente, sem necessidade de fontes de Oz, o tempo total
de tratamento foi de 10 horas. As amostras se tornaram mais molhaveis com o
tratamento por UV, porém foi constatado uma dependéncia da estrutura quimica e da
natureza da PA para ocorréncia da diminuicdo da molhabilidade. Essas amostras que
exibiram um carater mais hidrofilico tiveram um acréscimo na densidade celular de
fibroblastos, revelando que o UV influenciou substancialmente a adesédo e

crescimento de fibroblastos nos filmes de PA analisados.

No trabalho de KONDO et al. (2017), verificaram a influéncia das ERO geradas
por UV na modificacdo superficial de PA. Filmes de PA foram expostos a lampada de
UV 200 W (com duas linhas principais de emissao de 185 nm e 254 nm), a uma
distancia de 6,5 cm e sob ambiente controlado de gas Oz, os tempos de tratamento
foram fixados em 10 minutos. Os filmes de PA irradiados por UV apresentaram menor
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WCA, exibiram inicialmente 75,0° + 3,0° e ap0s o tratamento se tornou 21,3° £ 1,1°.
Esse aumento € explicado principalmente pela modificacdo quimica da superficie, ja
que a rugosidade ou morfologia do material ndo se alterou apds o tratamento. A
caracterizagao por XPS demonstrou que os filmes tratados por UV foram oxidados e
apresentaram um aumento dos grupos funcionais hidrofilicos como C=0 e diminui¢éo

de grupos alifaticos C-C e C-H.

HOSOYA; OYA; IWAMORI, (2020) avaliaram as caracteristicas superficiais do
poliestireno (PS) quando submetido a ERO gerados por irradiacdo UV (com duas
linhas principais de emissdo de 185 nm e 254 nm). As amostras foram tratadas na
distancia de 7 cm da lampada de UV, com tempo de tratamento de 20 a 60 min, sob
ambiente controlado de gases O2. Os resultados demonstraram que as ERO gerados
por UV aumentaram os grupos hidrofilicos (C-O, C=0, COOH e O-CO-O ) na

superficie do PS conforme o aumento do temp

o de tratamento e por consequéncia diminui o WCA proporcionalmente, no

tempo de 60 min de tratamento o WCA reduziu 30°.

BELMONTE et al. (2016) estudaram a modificagcdo hidrofilica permanente do
Polipropileno (PP) e Poli(alcool vinilico) (PVA) por irradiacdo de ultravioleta a vacuo
(UVV) em atmosfera de nitrogénio inerte, logo apds esses filmes foram expostos a
oxigénio gasoso. A irradiacdo UVV foi realizada por uma fonte monocromatica de
Deutério (162 nm) de 140W. As irradiacBes foram realizadas em um reator de ago
inoxidavel com a fonte de excitacdo UVV. Durante a irradiacédo, um fluxo constante de
atmosfera de nitrogénio inerte a 5 mL/s esta presente no reator, quando era
necessario, um gas reativo, como 0 oxigénio, era introduzido apés o periodo de

irradiacao. A distancia entre as amostras e a fonte foi mantida constante em 2,5 cm.

Os resultados obtidos por Belmonte e colaboradores (2016) demonstram que
apos 30 minutos de tratamento as superficies tornaram-se superhidrofilicas, com
WCA abaixo de 10°, quando os angulos atingiram entre 35° e 40°a hidrofilicidade era
permanente ou resistiam ao envelhecimento por longos periodos. A principal
contribuicdo para o aumento da hidrofilicidade dos filmes de PP e PVA foram a
formacdo de grupos oxigenantes, como hidroxilas e carbonilas, na superficie do

material, esses grupos surgem apés a quebra das ligacbes C=C e formacdo de
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radicais livre por causa da irradiacao UVV, e que sob atmosfera de O2(g) ocorre novas
ligacdo quimica com o oxigénio. O aumento do teor de oxigénio na superficie do
polimero ap6s a irradiagdo mostrou a extensdo da oxidacdo da superficie pela
combinacao de luz UVV e exposicdo a atmosfera de oxigénio.

Tratamentos de PLA utilizando irradiacdo UV foram reportados por KOO;
JANG, (2008). Nos experimentos foi utilizado irradiacdo UV sob atmosfera ozonio,
quais sao gerados quando o oxigénio € irradiado por UV no comprimento de onda de
184,9 nm. Os resultados apresentaram que o PLA quando irradiado por UV é degrado
e oxidado, convertendo-o para uma natureza mais hidrofilica, caracterizado a partir do
WCA que descreu de 61,4° para 39,2°(KOO; JANG, 2008).

Scaffolds de colageno também ja foram modificados com o tratamento de
UV/Ozobnio para aprimorar colonizacdo de células. Os resultados reportaram a
diminuicdo do WCA do scaffolds com 50 segundos de exposi¢ao, qual passaram de
50° para 39°, essa diminuigdo de WCA é devido ao aumento de grupos hidrofilicos na
superficie (C-O, O=C-N, O-C=0) (LIU, C. et al.,, 2010). Os autores também
constataram que o processamento do scaffold de coldgeno com UV/Ozbnio melhorou
a proliferacdo celular, além de migracao celular para o interior do scaffold, levando a
colonizagéao e proliferacéo uniforme (LIU, C. et al., 2010).

Em outro estudo usando irradiacdo UV/Ozénio foi avaliado as interacdes das
células de Schwann, células do tecido nervoso, com os filmes polimérico, foi avaliado
diferentes geometrias e hidrofilicidade (MOBASSERI; TERENGHI; DOWNES, 2014).
Para o aumento da hidrofilicidade foi realizado o tratamento de irradiagdo UV/Oz6nio
nos scaffolds poliméricos da blenda PCL/PLA. A condicdo ideal encontrada foi de 6
cm de distancia da lampada UV e 5 minutos de tratamento. Os filmes de PLC/PLA
tratados por UV demonstraram diferenca de WCA pouco significativa (78,10° £ 11,06
para 70,31 + 6,20°). Porém, esse tempo e distancia foram escolhidos pois
apresentavam maior reducdo do WCA e danos minimos na superficie da amostra. Os
resultados de cultura celular demonstraram que os efeitos sinérgicos das
caracteristicas fisicas combinados com o tratamento com UV/oz6nio tém o potencial

de melhorar a morfologia e o alinhamento das células de Schwann.
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Scaffolds fibrosos de PLGA foram irradiados com uma lampada germicida
comercial de UV com comprimento de onda de 254 nm, em uma distancia fixa de 40
cm afim de verificar a o efeito da degradabilidade in vitro das fibras (YIXIANG et al.,
2008). Ensaios de degradacao in vitro das amostras de fibras irradiadas com UV
demonstrou um aumento da degradacdo em comparacao as fibras nédo irradiadas,
esse aumento ocorreu por danos causados na estrutura fibrosa do polimero,

reduzindo consequentemente suas propriedades mecanicas.

Filmes de PLGA tratados usando lampadas UV com comprimentos de onda de
172 nm e 126 nm, demonstraram quase a mesma reducao do WCA, reduzindo-os de
70° para aproximadamente 10° apos 50 segundos de tratamento (WANG; LIAN;
CHEN, 2015).

Como parte do levantamento bibliografico foi avaliado os efeitos da radiacao
UV no poli-isopreno e poli-isopreno epoxidado. No estudo realizado por DOS
SANTOS; SUAREZ; RUBIM, (2005) demonstrando a fotodegradacao do poliisopreno
sintético e natural por diferentes fontes de radiacdo UV, revelaram que a degradacéo
do PI depende do comprimento de onda da radiacdo UV utilizada, bem como do tipo

de isbmero e das pré-condi¢des entre borracha sintética ou natural.

Os experimentos de fotodegradacdo foram realizados usando um reator
fotoquimico com duas lampadas de reatores fotoquimicos de Rayonet (SO N.E. Ultra-
violeta Co., cerca de 8,0-9,0 mW cm-2), emitindo a 253, 300 ou 350 nm. As amostras
eram colocadas num carrossel rotativo e ajustada a distancia entre as fontes de luz
UV e as amostras a cerca de 10 cm. A temperatura ambiente foi de 20 °C e um
ventilador interno garantiu uma temperatura constante, em torno de 25 °C, dentro do
reator fotoquimico. As amostras padréo (cis-trans e PIl) foram irradiadas por 24 horas
(ou 48 horas a 350 nm) e as naturais por 6 horas.

Apos a exposicéo de irradiacdo UV de 2 horas a 253 nm, 4h em 300 nm e 20h
a 350 nm o isbmero cis-1,4-poliisopreno apresentou intensas bandas de absor¢éo no
infravermelho, caracteristicas de grupos oxigenados, como hidroxilas e carbonilas.
Para o trans-poliisopreno foi necessario mais tempo de tratamento para o surgimento

das bandas no infravermelho de grupos funcionais de oxigénio.
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Neste estudo visamos modificar a molhabilidade por irradiacdo UV da blenda
polimérica de PLGA/Plepox Obtidas por solvent casting. O método de modificagcéo por
UV foi escolhido devido sua facilidade de acesso, de custo e de usabilidade, nao

havendo necessidade de treinamento especializado.

A pesquisa ira contribuir para compreender a estabilidade quimica, térmica e
hidrolitica da blenda polimérica quando irradiada por UV. A avaliagdo da modificacéo
do carater hidrofilico/hidrofébico possui grande relevancia, pois como discutido, essa
caracteristica ira influenciar na biocompatibilidade do scaffolds quando aplicado na

engenharia de tecidos.

Dessa forma, corroborando para o estudo de desenvolvimento de novos
materiais que serviram como provaveis substitutos de tecidos humanos e
acrescentando mais informacdes sobre as caracteristicas e propriedades da blenda
de PLGA/Plepox, patenteada solicitada e estudada desde de 2011 pelo grupo do
Laboratdrio de Biomateriais e Ceramicas Avancadas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar e caracterizar o tratamento da blenda
polimérica de Plepox/PLGA usando irradiacdo ultravioleta com fins de potencial

aplicabilidade na Engenheira de Tecidos.

e Caracterizar termicamente a blenda de PLGA/Plepox obtida a partir da BNE
epoxidada.

e Avaliar a molhabilidade da blenda de PLGA/Plepox quando irradiada por
radiacéo UV.

e Avaliar as altera¢des quimicas e fisicas ocasionadas pela irradiacdo UV
sobre a blenda de PLGA/Plepox.

e Avaliar a estabilidade hidrolitica da blenda de PLGA/Plepox tratada por
UV.
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3. MATERIAIS E METODOS

A metodologia aplicada neste estudo esta resumida na figura 4.

[ 1. Obteng&o do Plg,s } — RMN-H

TGA/FTIR
2. Preparacao da Blenda
[ PLGA/P g0 } — DSC
Caracterizagtes

ATR/FTIR

3. Tratamento UV da blenda WCA XPS

polimérica ——l
ATR/FTIR DSC
Perfilometria ¢tica Ensaio de degradagao
in vitro

Ensaio de

envelhecimento

Figura 4 - Fluxograma da metodologia.

3.1. Purificagc&o do Plepox

A BNE a 50 % de epoxidacgao foi doada por Sanyo Corporation of America (M.M.
Guthrie PCL, Tailandia). O PLGA obtido na Purac Biomaterials (Holanda) é um
copolimero constituido de 85 mol% de comondmero L-latico e 15 mol% de
comondmero glicolico, o PLGA foi utilizado como obtido, sem a necessidade de
purificacao.

A purificacdo da BNE foi realizada com cloroférmio em uma proporgéo de 10 g
de BNE para 300 mL de cloroférmio (Synth, Brasil), foi utilizado agitacdo magnética
para facilitar a solubilizacdo do polimero, apds total solubilizagdo a borracha foi
precipitada em metanol (Dindmica, Brasil). O precipitado foi seco em estufa a 40°C

por 24 horas. O procedimento de purificacdo foi repetido trés vezes sob a mesma
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amostra. A BNE purificada foi denominada Plepox, @ purificacéo esta resumida na figura
5.

3.2. Preparacao da blenda de PLGA/Plepox

Foi realizado a mistura em 500 mL de cloroférmio em propor¢cdo massica de
6:4 (g/g) de PLGA e Plepox € homogeneizado sob agitacao por 48 horas, em seguida
a mistura foi colocada em um recipiente de vidro para volatilizacdo do solvente,
procedimento conhecido como solvent casting, apos a evaporac¢ao do solvente o filme
polimérico foi seco na estufa em 40 °C por 48 horas, apds esse tempo o material foi
armazenado em dessecador para futuras caracterizacdes e modificagdes superficial.
O procedimento para preparacdo da blenda foi baseado em estudos posteriores
(GUERRA, N.B., 2018; MARQUES, D. R. et al., 2017) e esta sintetizado na figura 5.

3.3. Tratamento UV da blenda polimérica

A blenda em filme obtida por solvent casting foi tratada por irradiacéo
ultravioleta (UV). Foi utilizado uma lampada de vapor mercurio de 250 W sem bulbo
externo a uma distancia de ~8 cm entre a amostra e a lampada, o experimento foi
realizado em capela com temperatura externa ambiente (~22 °C) e utilizou-se um
cooler para reduzir a temperatura proximo ao filme (~50 °C), medido com termémetro
de mercurio na mesma distancia de trabalho) devido ao calor gerado pela lampada.
Foram estudados os tempos de irradiacdo de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. O
tratamento foi realizado em atmosfera ambiente, sem solventes ou introducédo de
gases O2. Apés os tratamentos sob irradiagdo UV as amostras foram armazenadas

em dessecador para posteriores caracterizacoes.
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Precipitag&o do Pl em

1° - Purificagdo do P!
¢ E00K alcool
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! ! 40 °C por 24 horas
104 LEe « H C 9&3gdePIe , purificado
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em500mLde CCl, 019008 24hapds parcial oy 49 o
blendaem  evaporagéo do por 48 h
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3° - Tratamento superficial do filme da blenda

Tratamento do filme realizado em capela e .
Apds o fratamento os filmes

temperatura externa ambiente
ﬁ foram armazenados em
. dessecador para devidas
\ Lampada UV para ¢
caracterizagdes

Distancia —» "UV (250w)

de frabalho de 8 cm
* Cooler

I

Figura 5 — Resumo da metodologia da sintese da blenda polimérica de PLGA/Plepox e do
tratamento por UV.
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3.4. CaracterizacOes

As amostras realizadas foram retiradas de dois filmes da blenda de PLGA/Plepox
obtidos pela metodologia exposta. Na tabela 1 esta descrito o nimero de amostra para

cada analise.

Tabela 1 — Namero de amostras para cada analise e caracterizagéo realizada.

Amostras de
blenda
Andlises Plepox PLGA Amostras de Irradiada por
Blenda
UV para cada
tempo
RMN-H 1
TGA/FTIR 1
DSC 1 1 1
ATR/FTIR 3* 3*
Perfilometria 1% 1%
optica
WCA 2% 2%
XPS 1 1 1* 1*
Degradacao in 31 31
vitro

*Para as analises superficiais foi utilizado o lado rugoso da blenda e foi caracterizado trés pontos distintos
da superficie.

Para andlise de degradacdo in vitro foram realizadas triplicatas para cada tempo de degradacgéo (7, 14,
21, 28 e 42 dias).

3.4.1. Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-H)

A RMN-H foi utilizada para avaliar a estrutura quimica e o grau de epoxidacao
do Plepix.

Resumidamente a amostra de RMN é submetida a um forte campo magnético
externo e o campo magnético do nucleo do atomo podera alinhar-se ou ndo com esse
campo externo. Os nucleos alinhados séo induzidos a absorver energia (pulso de
radiofrequéncia) e alterar a sua orientacdo de spin. Quando o pulso é descontinuado
0 nucleo retorna ao estado fundamental e liberara energia. A diferenca de energia
entre os estados de spin possiveis € quantizada e resulta no sinal detectado pelo RMN
(LAMBERT; MAZZOLA, 2004). Pelo efeito de blindagem e pelo deslocamento quimico
€ possivel prever qual o ambiente quimico de distintos nucleos da amostra estudada.
Para mais detalhes sobre a técnica a literatura pode ser consultada (LAMBERT,;
MAZZOLA, 2004).
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Para realizagdo da analise 0 Plepox foi previamente diluido em cloroférmio
deuterado (CDCI3) (Sigma). A analise foi realizada no equipamento Bruker Avance lll
da Central Analitica do Instituto de Quimica (UFRGS), com tempo de aquisi¢cdo de 2
segundos e o0s espectros foram gerados usando o software Mestrinova® e
OriginLab®.

3.4.2. Analise Termogravimétrica (TGA)/Termogravimetria derivada (DTG) acoplada
a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foi realizado a andlise termogravimétrica da blenda para examinar sua
temperatura de degradacéo e estabilidade térmica. A técnica termogravimétrica avalia
a variacdo de massa da amostra em funcdo da temperatura, com os resultados de
TGA é possivel investigar fendmenos térmicos como degradacdo, oxidacao,
evaporacao, adsorcao, etc (HATAKEYAMA; QUINN, 1999). A termogravimetria
derivada (DTG) € obtida pela derivada da curva de TGA, derivando a massa em
relacdo a temperatura ou tempo (dm/dT). Quando a taxa de alteracdo de massa é
maxima o grafico de derivada apresentara picos que substituem os degraus do
termograma (HATAKEYAMA; QUINN, 1999).

A blenda polimérica de PLGA/Plepox foi analisada no equipamento TGA 4000
(PerkinElmer) nos intervalos de temperatura de 30 °C até 550 °C usando taxa de
varredura de 5 °C/min sob atmosfera de N2. Para avaliar os componentes gasosos
gue sao liberados durante a degradacéo térmica da blenda, a andlise de TGA (TGA
4000) foi acoplada ao FTIR (FTIR Frontier) usando a linha de transferéncia TL 8000
FTIR-TGA Interface (PerkinElmer), utilizando da analise de gas evoluido. No software
Pyris foram utilizados os mesmos parametros da analise de TGA. O espectro FTIR foi
registrado a cada 6 s na faixa espectral entre 4000 - 450 cm* com fator de resolucéo
de 4 cm? . O software Timebase foi utilizado para coletar os dados do

experimento, assim como analisar os dados de FTIR.

3.4.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) tem como objetivo medir a
diferenca de temperatura de uma amostra em relagdo a uma célula de referéncia
controlada por um programa de temperatura (HATAKEYAMA; QUINN, 1999). A partir

da analise de DSC é possivel determinar o calor especifico do material e as entalpias
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de transicdo, além da Tg (HATAKEYAMA; QUINN, 1999). O ensaio de DSC foi
realizado na blenda para avaliar suas propriedades térmicas e a miscibilidade entre

0s polimeros.

As amostras de blenda PLGA/Plepox Nd0 irradiadas e irradiadas por UV foram
analisadas no equipamento DSC Q2000 (TA Instruments), utilizou-se gas nitrogénio
em uma vaz&do 50 mL/min. Para analise das amostras da blenda foram usadas as
taxas de 10 °C/min e para o0 Plepox foi utilizado 20 °C/min. O primeiro ciclo de
aguecimento de 25 °C a 190 °C, em seguida foi realizado um ciclo de resfriamento de
190°C a -85°C e um ultimo ciclo de aquecimento de -85 °C a 190 °C. As curvas foram

geradas utilizando o software TA Universal Analysis e OriginLab®.

3.4.4. Angulo de Contato (WCA)

A andlise de angulo de contato (WCA) se refere a técnica onde é possivel
verificar o balanco hidrofilico/hidrofébico, assim como a molhabilidade e a energia de
superficie de um material. O angulo de contato () pode ser correlacionado pelo
equilibrio das trés forcas de tensao superficial; liquido-vapor (yLv), sélido-vapor (ysv) e
sélido-liquido (ysL). O angulo 6 pode ser calculado conforme equacdo de Young
(KWOK et al., 1997):

yLv Cos 8 = ysv- ysL Eq. 1

O WCA foi determinado para as amostras de blenda polimérica tratada e ndo
tratada por irradiacdo UV. Com o auxilio de uma microseringa foi dosado uma gota de
agua deionizada na superficie da amostra e com uma camera acoplada ao
equipamento foi possivel realizar a captura de video do contato da gota com a
superficie do material por um tempo de 10 segundos. Afim avaliar a homogeneidade
do substrato foi depositado e medido o WCA de 3 gotas em partes distintas da
superficie, obtendo-se o0 WCA médio da amostra. As imagens foram digitalizadas
utilizando equipamento Kruss DSA 30 do Laboratério Multiusuario de Analise de
Superficies (UFRGS) e software “Drop Shape Analysis System”.

Ensaio de envelhecimento foi realizado afim de avaliar a estabilidade e
conservacao da modificacdo de WCA apos o tratamento UV. Os WCA das amostras

irradiadas e ndo tratadas foram analisados a cada 7 dias, durante 29 dias. Foi utilizado
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ar comprido para retirar o acumulo de agua da superficie das amostras, sendo
posteriormente armazenadas em temperatura ambiente dentro de uma placa de Petri
descartavel. Foi utilizado o mesmo procedimento de andlise do WCA inicial, também
se utilizando de 3 gotas em partes distintas da superficie, para se obter o WCA médio

da amostra.

3.4.5. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
acoplado ao método de Refletancia Total Atenuada (ATR)

O FTIR é uma técnica espectroscépica bastante comum para caracterizacdo
guimica qualitativa, quando acoplado com ATR é possivel analisar as amostras de
forma solida sem necessidade de preparacdo adicional, como trituracdo ou prensar
em pellets, tornando-a eficaz para caracterizacdo quimica superficial. A andlise foi

realizada afim de caracterizar os grupos funcionais da superficie das amostras.

Descrevendo forma geral, o método de ATR ou também chamado de método
de reflectancia difusa consiste em pressionar a amostra em contato com o cristal do
equipamento que é transparente ao feixe de infravermelho (IR), a refletancia do feixe
de infravermelho no cristal produzird ondas evanescentes. As ondas evanescentes
serdo atenuadas nas amostras que absorvem energia na regiao do IR (VICKERMAN;
GILMORE, 2009). O feixe atenuado retorna ao detector do espectrometro de
infravermelho e origina um interferograma, onde o software utilizar4 para gerar o
espectro de IR (VICKERMAN; GILMORE, 2009).

As amostras tratadas e ndo tratadas em UV da blenda polimérica obtidas em
formas de filme foram analisadas utilizando o espectrobmetro FTIR Frontier
(PerkinElmer) com o modulo de ATR. O espectro FTIR foi analisado na faixa espectral
entre 4000 - 650 cm™* com fator de resolugdo de 4 cm?. Os espectros foram

apresentados usando o software OriginLab®.

3.4.6. Perfilometria Optica

A topografia da blenda polimérica foi analisada utilizando perfilometria 6ptica
afim de avaliar o perfil das superficies tratadas e néo tratadas. Os dados obtidos pela
técnica sdo apresentados como imagens bidimensionais ou tridimensionais. Um

perfildmetro 6ptico é um tipo de microscopio no qual a luz de uma lampada é dividida
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em dois caminhos por um divisor de feixe. Um caminho direciona a luz para a
superficie da amostra e o outro caminho direciona a luz para um espelho de referéncia.
Posteriormente, os feixes de luz se recombinam e sdo enviados para o detector
gerando a superficie topografica no software (VISSCHER; STRUIK, 1994). Foram
realizadas trés medidas em partes diferentes da superficie de uma amostra, afim de
avaliar a homogeneidade da superficie da blenda tratada ou ndo tratada e obter
medidas estatisticas. As analises foram realizadas no perfildmetro éptico Contour GT-
K da Bruker do Laboratério Multiusuario de Andlise de Superficies (UFRGS) utilizando

o software Vision 64.

3.4.7. Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS)

A analise utilizando o método espectroscopio de fotoelétrons excitados por
raios X (XPS) foi realizada afim de caracterizar a blenda tratada, possibilitando obter
dados quantitativos dos elementos quimicos e do ambiente quimico (estrutura
geomeétrica local, estado quimico e ligagbes quimicas) da superficie. A amostra €
irradiada por um feixe de raios-X, a interacdo entre um féton de raio-X e o elétrons das
camadas externas totalmente preenchidas (core-shell) do &atomo, causa uma
transferéncia completa da energia do féton para o elétron (BRIGGS, 1998). O elétron
tem energia cinética suficiente para escapar da superficie da amostra. Este elétron é
referido como um fotoelétron. Medindo a energia cinética do fotoelétron (Ex) e sabendo
gue hv é a energia dos fotons do raio X e ¢ é a fungao de trabalho do espectrémetro,
a energia de ligagdo do elétron no nivel do nucleo (Eb) pode ser determinada usando
a seguinte equacao (BRIGGS, 1998):

Eb=hv—-Ex—¢ Eq. 2

As amostras de blenda polimérica tratada e nao tratada foram depositadas
sobre fita de cobre em porta amostras de molibdénio e transferidas sob atmosfera
para a pré-camara, a pressdo na camara de analise foi de 1 x10-9 mbar. As medidas
de XPS foram realizadas usando um equipamento OMICRON (CHA - Concentric
Hemisferical Analyser), utilizando radiacdo Al/Ka (1486,6 eV) e anodo operado a 15
kV, 15mA e 225W. O espectro de varredura total ou espectro Survey foi obtido com
uma energia de passagem de 50 eV e passo de 1 eV e a regido especifica de C 1s foi

obtida em uma resolucdo maior, usando a energia de passagem de 10 eV e passo de
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0.1 eV. O sinal do C 1s em 285 eV foi utilizado para calibracdo de todos os espectros.
O “fitting” do sinal C 1s de alta resolucdo foi realizado no CasaXPS® usando a
subtracdo de fundo “Shirley” e as fungdes “Gaussian-Lorentzian”. Essa e outras
andlises de obtencdo grafica foram realizados nos “softwares” CasaXPS® e
OriginLab®.

3.4.8. Ensaio de degradacao in vitro

O ensaio de degradacéo in vitro foi realizado para avaliar a perda de massa
(degradabilidade) da amostra em uma solucdo tampéao padronizada para esses tipos
de teste. Foi utilizado a solugéo de tampé&o de fosfato com pH = 7,4 (8,0 g NaCl
(Dinamica), 0,2 g KCI (Vetec), 1,44 g Na2HPO4 (Dinamica), 0,245 g KH2PO4 (Synth)
em 1 litro de agua destilada). As amostras de blenda tratada com os tempos de 60 e
120 minutos e ndo tratada foram cortadas em espécies de 1 cm x 1 cm e
posteriormente imersas na solucédo de fosfato em uma placa para cultivo de células
de 24 pocos e incubados em estufa com temperatura de 37 °C. Apds cada tempo de
ensaio a amostra foi retirada para secar por 24 horas em estufa com temperatura de
37° C e 48 horas em dessecador a vacuo. O tempo total de ensaio foi de 42 dias,
para cada dia de degradacédo as amostras tratadas e nao tratadas foram realizadas

em triplicata.

Os calculos de perda de massa relativa foram realizados conforme a equacao

abaixo:

(Ms—Mi)

Mi

Perda de massa (%) = * 100 Eq. 3.

Onde Mi é massa inicial e Ms € massa seca ap0s o tempo de incubacéo. Todas

as amostras para cada dia de ensaio foram realizadas em triplicata.



48

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Purificacdo do Plepox
4.1.1. RMN do Plepox

A purificacdo da BNE a 50% de epoxidacéo foi realizada afim de minimizar
qualquer impureza como proteinas ou residuos téxicos derivado da producdo da
industrial da mesma. O Plepox 0btido foi caracterizado por *H RMN para verificar a sua
estrutura quimica e determinar a presenca dos grupos epoxis e o grau de epoxidacao,
utilizando a seguinte equacao (DAHHAM et al., 2018; GELLING, 1985):

Epox% = Areazirpejj;”r”e’zs'wpmx 100 Eq. 4

A figura 6 apresenta o espectro de ressonancia magnética nuclear do Plepox
purificado. A equacao citada acima utiliza as areas dos picos 2,7 ppm e 5,1 ppm e
representam respectivamente os hidrogénios com hibridizagdo sp® do carbono epoxi
e sp? do carbono vinilico (hidrogénios (e) e (b) da figura 6). Outros hidrogénios dos
grupos CHs e CH2 sé@o observados no intervalor de 1 — 2,5 ppm, o valor de acima de
7 ppm € resquicio do cloroféormio deuterado usado como solvente de andlise
(GUERRA, N.B., 2018; HAMZAH et al., 2012).

Plepox
a d
HaC HsC O,
7CHb \m—‘|3
wnar CHo CHywwwn v CHy CHypnnaann,
c c
e-2.7 ppm b-5.1 ppm
CDCl;
P
\ |
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
o/ppm

Figura 6 - Espectro de 'H RMN do Poliisopreno epoxidado e em realce os sinais
utilizados para calcular o grau de epoxidagéo.
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Conforme a equacédo 4 foi obtido grau de epoxidacdo de 50% + 2% do PI
purificado e foi compativel com a descricdo do laudo técnico do produto doado, ou
seja, a purificacdo ndo alterou a estrutura quimica da BNE. O espectro obtido &
compativel com os dados da literatura para Plepox (DA SILVA, V. M.; NUNES; DE
SOUSA, 2017; HAMZAH et al., 2012; LIN et al., 2015).

E importante salientar a obtencdo de poli-isopreno epoxidado a 50%, pois,
conforme os relatos dos trabalhos anteriores, com a utilizagdo do Plepox @ 50% de
epoxidacédo foi possivel obter 6timas respostas de adesdo e crescimento celular
(GUERRA et al., 2018; HENCKES et al., 2019). Apd6s a confirmacdo da estrutura
quimica e do grau de epoxidacdo do Plepox foi realizado a combinacéo dos polimeros
PLGA/Plepox para formacao da blenda.

4.2. Preparacao da blenda de PLGA e Plepox
4.2.1. TGA/DTG e TGA/FTIR

A TGA/DTG foi realizada afim de determinar as temperaturas de degradacao
e estabilidade térmica da blenda. Conforme a TGA, figura 7, é possivel visualizar trés
degraus de degradacao térmica. A primeira faixa de degradacéo entre 66 - 111 °C é
resultado da saida do solvente das camadas internas do polimero, que por sua vez
representa aproximadamente 7,63% em perda massa. No segundo intervalo entre 230
- 368 °C podemos visualizar a degradacdo térmica predominante do PLGA que
corresponde a 61,60% da perda de massa, na Ultima faixa de temperatura entre 433
- 493 °C ocorre o processo final de degradacéo térmica do Plepox € representa 29,23%

de massa perdida.

Multiplos picos de degradacao do Plepox S80 comuns em ensaios de TGA, como
é reportado no trabalho de HE et al. (2013), onde foi avaliada a degradacéo térmica
da BN e da BNE 50%. No estudo foi verificado a ocorréncia da degradacdo em duas
etapas para ambas as borrachas. HE et al. (2013) encontrou o primeiro estagio de
degradacéo da BNE ocorrendo na faixa de 200 — 440 °C e o segundo entre 440 — 550
°C. Para o copolimero 85/15 de PLGA é reportado na literatura a temperatura da taxa
maxima (Tmax) de decomposicdo da DTG na temperatura de 341 °C, com 97% de
perda de massa (RIBEIRO, D.F.S., 2019).
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Figura 7 - Curva de decomposic¢éo térmica da blenda de PLGA/Plepox. TGA — curva
termogravimétrica e DTG — derivada da curva TGA.

Dessa forma, analisando os resultados obtidos na curva da DTG na figura 7,
podemos verificar que na faixa entre 250 — 350 °C esta ocorrendo uma perda de
massa de ambos os polimeros PLGA e Plepox, porém nesse intervalo de temperatura
a maior perda de massa esté associada ao PLGA, pois, conforme relatado na literatura
0 pico ou Tmax € de 341 °C (RIBEIRO, 2019), quando misturado com o Plepox podemos

observar sua temperatura em 321 °C.

Do mesmo modo, os picos entre 360 — 550 °C sdo associados
predominantemente a degradagéo do Plepox, que também apresentou uma pequena
variacdo em compara¢ao com o valor da literatura de Tmax proximos de 516 °C (HE et
al., 2013). O Plepox Na blenda polimérica exibiu dois Tmax: um em ~433 °C e outro de
493 °C. A pequena variagao dos valores de temperatura reportados neste trabalho
em comparagdo com a literatura podem estar associados a fatores experimentais,

como sensibilidade e outros parametros do equipamento.

O ensaio acoplado de TGA/FTIR nos possibilitou confirmar a partir dos
espectros de infravermelho, figura 8, alguns dos compostos volateis majoritarios da
degradacdo da blenda, principalmente na confirmacdo da presenca de solvente
residual na blenda. As bandas do espectro de FTIR na temperatura de 90 - 110 °C é
associada diretamente com o espectro de cloroformio (P.J. LINSTROM; W.G.
MALLARD, 2018). A presenca de cloroférmio nessa faixa de temperatura, é

provavelmente relacionada ao fato de moléculas solventes presas no interior do
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polimero, que conforme o aumento da temperatura podem evaporar devido a maior
mobilidade da cadeia. Tal observacdo também foi constatada na analise
termogravimétrica da blenda de PLGA/PI reportado por (MARQUES, D.R., 2015).
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Figura 8 - Espectros de FTIR da blenda de PLGA/Plepox €em diferentes temperaturas de degradacao
térmica.

Nas temperaturas entre 250 — 350 °C os espectros de FTIR denotaram uma
maior absor¢do de bandas relativas a vibragdo de éteres C-O-C (1100 a 1250 cm?) e
carbonilas C=0 (1790 cm™) que estéo fortemente correlacionadas com as moléculas
de degradacdo do PLGA. Na literatura é reportado que a degradacdao do PLGA é
similar e resultante da degradacdo dos mondomeros PLA e PGA, o principal
mecanismo descrito é o rearranjo molecular ou “backbiting” ndo radicalar dos grupos
ésteres envolvendo os grupos OH terminais da cadeia, originando oligdmeros ciclicos,
também sao obtidos compostos volateis que dependeram da temperatura de
degradacéo e do mecanismo de cisdo. Seja por “backbiting” ou por cisédo aleatoria da
cadeia polimérica, as moléculas geradas sdo os lactideos, acetaldeidos (PLA),
glicolato de metila (PGA), diéxido de carbono, monéxido de carbono, metilceteno

(PLA), ceteno e formaldeido (PGA) (MCNEILL; LEIPER, 1985; SILVA, M. F. et al,,
2015).

Em temperatura mais altas (405 °C — 429 °C) é possivel visualizar a liberacdo
de diéxido de carbono CO2 (670 cm™ e 2304 cm™) e monoéxido de carbono CO (2104
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cm?® a 2170 cm?). A formacdo do di6xido de carbono é explicada a partir
descarboxilacéo de grupos carboxila terminais nas cadeias (SILVA, M. F. et al., 2015).
Nessa faixa de temperatura também ocorre o surgimento das bandas entre 2870 cm-
1 'a 3070 cm, tipos de estiramentos simétricos e assimétricos de CH2 e CHs, que
podem estar relacionados principalmente as bandas isopreno da cadeia do Plepox. A
presenca de outro pico (1715 cm), na regido da carbonila, evidencia outro
componente, acidos dimericos, os quais sdo reportado durante da degradacgéo do PI
(FERNANDEZ-BERRIDI et al., 2006). Porém essas bandas também podem estar
relacionadas as moléculas de degradacdo do PLGA (PGA e PLA).

Entre 441 °C a ~503 °C observa-se que a degradacdo da blenda resulta
principalmente da liberagdo CO e COg2, diminuindo a intensidade de absorgdo dos

outros compostos.

Por tanto, é possivel concluir que a propriedade e degradacéo térmica da
blenda de PLGA/Plepox € combinacdo das caracteristicas e estabilidade térmica de
seus polimeros constituintes. Em temperaturas de degradacéo mais baixas, a blenda
exibiu predominantemente compostos volateis tipicos de PLGA e posteriormente
foram identificados os volateis de Plepox, porém como ambos os polimeros apresentam
temperaturas de degradacao intermediarias semelhantes, resultando em diversos
tipos de moléculas liberadas, possivelmente esteja ocorrendo sobreposicdo das
bandas e, dessa forma, dificultando na diferenciacdo dos compostos volateis de

resultantes da degradacéao térmica.

4.2.2. DSC

O ensaio térmico de DSC foi realizado na blenda para avaliar sua miscibilidade.
A curva de DSC da blenda esta exibida na figura 9-a) e evidencia a presenca de duas
Tg, correspondentes a do Plepox (-19,84°C) e do PLGA (58,84 °C). A Tg foi obtida do
altimo ciclo de aquecimento e calculada conforme a Regra das Tangentes (CHEN, F.;
QIAN, 2002; MARQUES, D. R., 2015).

A miscibilidade da blenda polimérica Cellprene® (PLGA/PI) foi avaliada por
(MARQUES, D. R., 2011), onde foi estudado diferentes composi¢coes de PLGA:PI da

blenda com as suas respectivas propriedades térmicas e mecanicas, ficou



53

evidenciado no estudo que a composicao 60:40 correspondia com a fun¢cdo mecanica
desejada, no caso, o0 aumento da ductilidade. Porém, tanto a composicao de 60:40
quanto as outras, demonstraram indicios de miscibilidade entre os polimeros, porém,
ndo sendo o suficiente para serem consideradas misciveis, ou seja, houve um

deslocamento pouco significativo da Tg em comparacao a dos polimeros puros. Dessa
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Figura 9 - Curva de DSC da blenda polimérica em (a) e do Plepox em (b).

forma o Cellprene® é caracterizado como blenda parcialmente miscivel, com pouca

miscibilidade entre os polimeros.

No estudo realizado por (GUERRA, N.B., 2018) em que produziu a blenda
polimérica de PLGA e Plepox @ 55% para fins de engenheira de tecido, os resultados
demonstraram que houve uma melhora na compatibilidade da blenda quando houve
substituicdo do PI pelo Plepox. A epoxidacdo do poli-isopreno aumentou a interagao
entre as cadeias poliméricas pelo efeito da polariza¢do, causando assim a reducao do
intervalo entre as Tg, porém ainda apresentou duas transi¢des vitreas de segunda

ordem e a blenda foi considerada parcialmente miscivel.

O trabalho atual identifica a blenda polimérica de PLGA e Plepox cOMo imiscivel
nas propor¢des usadas, pois foi exibido duas transi¢des vitreas (Plepox (-19,84°C) e do
PLGA (58,84 °C)) que estéo préximos dos componentes isolados, sendo a Tg do Plepox
purificado caracterizada na figura 9-b) como -17,76 °C e a Tg do PLGA esta
semelhante a reportada por (MARQUES, D. R., 2011) como ~59 °C. A pequena
discordancia entre o valor do Plepox reportado na blenda e do Plepox iSolado deve-se as
diferentes taxas de varredura usadas na andlise (SAEED et al., 2016).
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4.2.3. ATR-FTIR

O espectro de FTIR da blenda de PLGA/Plepox revelam bandas caracteristicas
individuais dos polimeros constituintes Plepox€ PLGA, 0 espectro esta apresentado na
figura 10. Analisando apenas o0 PLGA podemos visualizar uma banda acentuada entre
1745 cm? e 1750 cm caracteristica de carbonila (C=0) e outras bandas de
heteroatomos de oxigénio (C-O-C) caracteristica do grupo éster pode ser observada
em 1181 cm? e 1083 cm?, as bandas entre 2947 cm™ a 2995 cm™ representa
respectivamente o estiramento assimétrico dos grupos metilas (-CHs) e metilenos (-
CH?2), na regido entre 1500 - 1250 cm™ ocorre as deformacdes angulares simétricas
dos grupos de -CH2 e -CHgs; na regido entre 1350 - 1150 cm! manifesta-se
deformacgBes angulares assimétricas de grupos -CHz e -CH. O PLGA possui
similaridade com resultados de FTIR encontrados na literatura (ERBETTA et al., 2012;
SILVA, A. T. C. R. et al., 2015; VEY et al., 2011).
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Figura 10 — Espectro no Infravermelho (FTIR-ATR) dos polimeros Plepox, PLGA e dos lados
da blenda.
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Para o Plepox, @ banda em 875 cm! é a principal caracteristica da epoxidacgéo e
€ associada a presenca do grupo epOxi ou oxirano. Quanto maior o grau de
epoxidacdo maior sera intensidade dessa banda e, consequentemente, ocorre a
diminuicao da intensidade das bandas que representam a dupla ligacéo (C=C) do poli-
isopreno, presentes em 835 cm™ e 1667 cm™ (XU et al., 2012). As bandas entre 2858
— 2963 cm! estdo relacionadas as ligagées de estiramento de -C-H (-CHs, -CH2, .CH),
as bandas representadas sdo de estiramento assimétrico de -CHs em 2963 cm,
estiramento assimétrico de -CHz- em 2920 cm™ e estiramento simétrico de -CHz- em
2858 cm; também é possivel observar uma pequena banda em 3034 cm™
pertencendo ao estiramento de =C-H . (DOS SANTOS; SUAREZ; RUBIM, 2005;
GUERRA et al., 2018; HAMZAH et al., 2012; XU et al., 2012).

Devido a sua heterogeneidade/imiscibilidade e o modo de preparacao do filme,
a blenda de PLGA/Plepox foi caracterizada com duas superficies, figura 11, uma
superficie lisa e uma superficie rugosa, onde a superficie lisa conforme o FTIR da
figura 10 apresenta bandas mais acentuadas do PLGA e em contrapartida a superficie
rugosa que exibe as bandas de absorcdo para ambos o0s polimeros da blenda de
PLGA/Plepox, como 0 estiramento de carbonila (C=0) do grupo éster em 1748 cm do
PLGA e bandas entre 1080 — 1190 cm™ relacionados aos grupos éter (C-O-C), os
estiramentos de metila e metileno (-C-H) na faixa de 2858 cm™a 2963 cm, a banda
em 875 cm™ do grupo epdxi, além da banda de absorc¢édo da ligacédo dupla (C=C) em
835 cm™? e 1667 cm relacionadas ao Plepox. Na superficie lisa ndo foi possivel
visualizar as bandas do grupo epdxi e das duplas ligagBes, provavelmente pela
sobreposicao das bandas majoritarias do PLGA.

A figura 11 exibe as fotos de ambos os lados da blenda polimérica obtidos por
microscopio digital. A formacédo do lado rugoso ocorreu devido a evaporagdo do
solvente; como o lado liso esta em contato direto com o recipiente, ndo sofre a acéo
da passagem de gés do solvente e retracdo, devido a restricdo imposta pela superficie
do recipiente. No trabalho (CESAR et al., 2020) foi observado que composicdes
imisciveis da blenda de PLA e PI obtidas pelo método solvent casting, apresentaram
superficies lisas (para o PLA) e rugosas (no caso do PI). Além disso, foi relatado a
presenca de bolhas na superficie devido a evaporacdo do solvente. A presenca de
duas fases pode ser associada a diferenca de densidade dos dois polimeros, onde o



56

PLGA mais denso (1,34 g/cm? de acordo com a ficha técnica do produto) e com mais
proporcao da blenda esta na mais propenso esta no lado liso, enquanto é provavel
gue ocorra a dispersao do Plepox N0 PLGA no lado rugoso, pela menor densidade (1,02

Mg/m?3 de acordo com a ficha técnica do produto) e proporcdo da composicéo.

% Recipiente para evaporar o solvente

. J

Y

Filme obtido da blenda PLGA/Plgg

e \Lado Rugoso Filme

f

d) / Lado Liso

Figura 11 — Microscopia Optica dos lados da blenda polimérica PLGA/Plepox e esquema de
evaporacao do solvente. Lado rugoso em a) e aumento em b) e lado liso em c¢) e aumento em d).

Para simplificar os resultados de FTIR das amostradas irradiadas por UV, foram
realizadas modificagbes apenas no substrato rugoso, pois facilita a visualizacdo das

alteracdes nas principais bandas de ambos os polimeros da blenda.

Por fim, como ndo houve surgimento de novas banda no espectro de FTIR, é
possivel afirmar que ndo houve formacgéo de ligacdes quimica entre os polimeros da
blenda, como ligacbes covalentes. O resultado reportado de FTIR da sintese da
blenda PLGA/Plepox € compativel com os resultados obtidos por GUERRA et al. (2018).
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4.3. Tratamento UV da blenda polimérica
4.3.1. WCA

Os filmes da blenda de PLGA/Plepox 0btidos por solvente casting foram tratados
por irradiacdo ultravioleta afim de modificar sua molhabilidade. Foi utilizado paras os
tratamentos apenas a superficie rugosa, conforme descrito nos resultados de ATR-
FTIR na caracterizacdo da blenda. Véarios tempos de tratamentos foram propostos e
os resultados de angulo de contato estdo na figura 12. E possivel observar a
diminuicdo do WCA com o aumento do tempo de irradiacdo, alterando a superficie da
blenda de hidrofobica para um carater mais hidrofilico. O tempo de irradiacéo de 90 e

120 min resultaram nos menores WCA.
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Figura 12 - Angulo de contato da blenda tratada sob irradiacdo UV em diversos
tempos (minutos).

Conforme a figura 12, a blenda possuia o WCA inicial de 94°+ 5, exibindo uma
superficie hidrofébica. Porém, quando tratado por irradiacdo UV acima de 60 minutos,
obteve-se WCA menores que 50°. O menor angulo obtido foi para o tratamento de 120
minutos alcancando 24,18° + 1,85 e exibindo, assim, uma superficie hidrofilica. Alguns
fatores podem influenciar no aumento da molhabilidade da blenda, como a presenca
de grupos funcionais mais polares, ou grupos mais eletronegativos, como hidroxilas,

carbonilas e grupamentos aminas. Outros fatores como energia superficial e
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porosidade também afetam o WCA. Como veremos mais adiante, essa diminui¢cdo do
angulo de contato pode ser atribuida a presenca de grupos oxigenados como
hidroxilas, carbonilas, ésteres e peroxidos na superficie do polimero. Esses grupos
polares possuem maior capacidade de interagir com agua por ligacdo de hidrogénio
(DURAN et al., 2020).

Alguns trabalhos reportam que a diminuicdo do WCA pode melhorar a eficiéncia
da adesao celular, como o estudo de (Khorasani, Mirzadeh, & Irani, 2008), em que
avaliaram a utilizacdo de um reator de plasma de radiofrequéncia com atmosfera de
O2 para modificar filmes de poliacido-L-lactico (PLLA) e PLGA, afim de aprimorar
adesao de células nervosas. Eles obtiveram resultados de angulo de contato de 78°
graus para o PLGA néo tratado, e 51°graus para o PLGA tratado, e os resultados de
adesdao de celular mostraram maior adesao de células e mais células em estagio de

adesdao passiva para o PLGA tratado.

Liu et al., (2018) avaliou a modificacdo superficial de PLGA poroso utilizando
plasma afim de promover interacfes entre o scaffold com a célula/tecido e verificaram
a diminuicdo do angulo de contato do PLGA de aproximadamente 90° graus para 0°
graus com 300 segundos de tratamento. Além disso, os experimentos de adeséo
celular in vitro e a implantagdo subcutanea de scaffolds porosos em ratos,
demonstraram vantagens do tratamento do scaffold com plasma na melhoria da

afinidade/integracao célula/tecido.

4.3.2. ATR-FTIR

No espectro de FTIR da blenda tratada (do lado rugoso) na figura 13 é
apresentado que a blenda polimérica sofreu oxidacdo conforme o tempo de irradiacao
do UV. A principal evidencia da oxidacdo da superficie € dada pela presenca de
grupos funcionais oxigenados entre 3200 — 3600 cm™ que é recorrente de grupos
hidroxilas (O-H), peroxidos (-O-O-) ou hidroperéxidos (-O-O-H) e pela diminuicdo da
intensidade dos grupos metilenos (-CHz-) e metilas (-CHs) na regido entre 2800 —
3000 cm™.

O que provavelmente estd ocorrendo é a formacao de radicais livre (C°) pela quebra
das ligagOes das cadeias carbdnicas de Plepox/PLGA devido a radiagdo ultravioleta.

Os radicais livres gerados reagem com o oxigénio da atmosfera para formar grupos
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oxigenados (peréxidos, hidroxidos, ésteres, acidos carboxilicos, etc). Como veremos
adiante, esses tipos de reacdes por efeito de radiacdo eletromagnética séo reportados

na literatura tanto para a BNE quanto para o PLGA.

- NG A i =
"W N ol

|_» C=0 ﬁ“\MJ ;3400—3500cm-1
1700cm1 C-H ] 2900cm1

I I I I I I

500 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000 3300 3600 3900

Numero de onda (cm)
Figura 13 - Espectro de FTIR da blenda tratada em diversos tempos.

O mecanismo de oxida¢ao da blenda polimérica por UV pode ser descrito pelas
reacoes do processo de oxidacdo que sao usais em polimeros por efeitos de
irradiacdo (DOLE, 1972, 1974; RATNAM et al., 2001b), sendo R a cadeia polimérica

e R’ o radical da cadeia:
Iniciagéo:
RH-> R +H 1)
Propagacéo da cadeia:
R*+ O2 2 ROz (2)

ROz + RH > ROOH + R* (3)
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Ramificacdo da cadeia
ROOH > + RO+ HO"  (4)
Reacdes de transferéncia de cadeia
RO'+RH > ROH+R  (5)
HO*+ RH - HOH + R° (6)
Reacdes de terminacao
R'+R > R-R (7)
ROO"+ ROO" > ROOR + 02  (8)
R+ ROO" > ROOR (9)

Esquema 1 - Esquema geral das reacdes do processo de oxidagdo da cadeia polimérica por
efeito da radiacao eletromagnética (traduzido e adaptado de (RATNAM et al. 2001).

Nos trabalhos na literatura que relatam a oxidacao do Plepox quando submetido
a estresse oxidativo por irradiacdo por feixe de elétrons e temperatura, geralmente
exibem o mecanismo de radicais livres (B.T.POH; K.S.LEE, 1994; KUMAR, N. R. et
al., 1992; RATNAM et al., 2000).

Uma das consequéncias encontradas durante a cisado das cadeias de Plepox, €
a abertura do anel epdxi que geralmente envolve um processo homolitico e resulta na
formacao de radicais livres (KUMAR, N. R. et al., 1992; RATNAM et al., 2000, 2001b).
Na figura 14 estd apresentado dois radicais propostos que sdo gerados na abertura
do anel epoOxi para o0 Plepox conforme o estudo que avaliou sua oxidacao térmica
(B.T.POH; K.S.LEE, 1994).
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Figura 14 — Radicais livres originados na abertura do anel ep6xi do Plepox (B.T.POH; K.S.LEE,

1994).

Além dos anéis epoxis, a presenca de ligacdes duplas (C=C) na cadeia
polimérica do Plepox também propiciam as reacdes por radicais livres (B.T.POH,;
K.S.LEE, 1994; RATNAM et al., 2000). Conforme os resultados de FTIR ficou visivel
as alteracbes na cadeia principal do Plepox, COMO € caso das bandas da dupla ligacéo
cis (C=C-H) ou (C=C) que esta apresentado na Fig 15 — a) e c) com respectivos
comprimentos de onda 835 cm? e 1665 cm? (B.T.POH; K.S.LEE, 1994; DOS
SANTOS; SUAREZ; RUBIM, 2005; RATNAM et al., 2000). Observa-se na figura 15 —
a) que ocorreu uma variagdo desuniforme na regido do grupo oxirano, em 875 cm,
com o aumento do tempo de tratamento € possivel visualizar uma diminuicéo
acentuada desse estiramento, sugerindo que a cisdo grupamento epéxi torna-se mais

evidente com maiores tempos de tratamento.

O perfil da banda de (C=C) esta diminuindo com o aumento do tempo de
irradiacdo UV, porém, devido a sobreposicdo de outras bandas surgindo na regiao de
1665 cm, como grupos hidroxilas e carbonilas, é perceptivel apenas a alteracéo no
perfil do pico. A alteracdo dessas bandas sugere que esta havendo a cisdo das
ligacdes duplas cis para geracdo de radicais livres induzidos por irradiacdo UV,
conforme reportado em outros estudos (B.T.POH; K.S.LEE, 1994; CIBULKOVA et al.,
2006; DOS SANTOS; SUAREZ; RUBIM, 2005; RATNAM et al., 2000).

Entre 1100 — 1183 cm?, figura 15 - b), temos o aumento vibracdes tipicas de
grupos éteres (C-O-C) que podem estar associados ao dos grupos carbonilas (C=0)
formando grupos ésteres e acidos carboxilicos. A novas ligacées de éter também
podem indicar a formacdo de ligacdes cruzadas do tipo éter entre as cadeias
poliméricas (RATNAM et al., 2001a). As diminuicdes dos grupos metilenos (-CH2) em
1449 cm e metilas (-CHs) 1378 cm™, figura 15 - b), confirma novamente a ciséo das
cadeias carbdnica polimérica seja do PLGA ou Plepox.
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A presenca uma banda de alta intensidade do estiramento de carbonila (C=0)
em 1714 cmt, figura 15 — ¢), com 120 minutos de tratamento é atribuida a presenca
de grupos carbonilas de cetonas, aldeidos e acidos carboxilicos na blenda polimérica
(RATNAM et al., 2000). As carbonilas sao reportadas como um principais grupos
formados na oxidag&o do Plepox (B.T.POH; K.S.LEE, 1994; RATNAM et al., 2000). Na
figura 8 — c) € exposto um aumento nas bandas das func¢des carbonilicas conforme o
aumento do tempo irradiacdo, onde houve um surgimento de um pico na regido de
1714 cm, como também um aumento da intensidade do pico em 1754 cm-*. O pico
em 1714 cm™ é caracteristico de compostos carbonilicos como os acidos carbéxilos
(C=0) e o pico em 1754 cm é tipico para carbonila de ésteres (O-C=0) (RATNAM et
al., 2000).

Na regido entre 1680 cm™a 1790 cm podem estar ocorrendo a sobreposicéo
de outros grupos com carbonila, como peréster, anidridos, carbonilas a,B-insaturadas
e metilcetonas (CIBULKOVA et al., 2006).
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Figura 15 - Espectros de FTIR normalizados da blenda tratada nas regides de interesse

conforme os nimeros de onda, a) entre 2500 a 4000 cm-1; b) entre 1500 a 2000 cm, c) entre 1000 a
1500 cmte d) entre 700 a 1000 cm™ .
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O aumento das bandas entre 3200 — 3600 cm™ na figura 15 - d) séo explicadas
pela ocorréncia de interacfes entre as cadeias poliméricas, sendo essas interacdes
provocadas pelas ligacbes de hidrogénio através dos grupos hidroxilas,
hidroperoxidos e carbonilas formados durante a oxidacdo do Plepox € do PLGA (LEE
et al., 2015; LOO, S. C. J.; OOIl; BOEY, 2004; RATNAM et al., 2001b).

Além do Plepox, a oxidacdo do PLGA também contribui para o aumento da
intensidade na regido da carbonila, éteres e hidroxilas. Em estudos que utilizaram
feixe de elétrons e radiacdo gama, demonstraram que o PLGA quando submetidos a
essas fontes de energia sofre cisdo das cadeias do poliéster, dessa forma rompendo
as ligacdes quimicas do PLGA (abstracao de hidrogénio ou cisao f3), que em presenca
de oxigénio reagiram formando dois principais tipos de radicais peroxilas, conforme a
figura 16 (LOO, J. S. C.; OOI; BOEY, 2005; MONTANARI, L. et al.,, 2001;
MONTANARI, LUISA et al.,, 1998). Em reacbes posteriores esses radicais podem

formar grupos funcionais de &lcool, acidos carboxilicos, e perécidos.
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Figura 16 — Sugestao de radicais peroxilas gerados durante raditlise do PLGA, um
com grupo metileno e outro com grupo hidrogénio. (LOO, J. S. C.; OOI; BOEY, 2005;
MONTANARI, L. et al., 2001; MONTANARI, LUISA et al., 1998)

No estudo de LEE et al., 2015 que investigou a modificacdo superficial de
nanofibras de PLGA usando irradiacéo de feixe de elétrons e averiguou-se a presenca
de grupos em hidroxilas (OH) na regiédo entre 3100 — 3600 cm™ e o acréscimo de
grupos carbonilicos (C=0) na regido de 1750 cm, esses bandas foram se tornando

mais evidentes com o aumento da intensidade do feixe de elétrons.

O tratamento também demonstrou que as fibras de PLGA tratadas se tornaram
mais molhaveis exibindo inicialmente WCA de 71° graus e foi reduzido para 57° graus
com o tratamento. O autor cita que é possivel explicar oxidacdo do PLGA pela

ocorréncia da cisdo da cadeia principal do polimero devido a irradiagdo do feixe
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eletrbnico, ocorrendo a quebra das ligagbes entre os atomos, resultando em
formacdes macicas de radicais livres. Na presenca de oxigénio, esses radicais livres
sdo convertidos em radicais livre de peroxidos. A formacdo de radicais livres de
perdxidos iniciard um processo hidroperoxidativo em cadeia (CHYE JOACHIM LOO;
PING OOI; CHIANG FREDDY BOEY, 2005).

Para evidenciar a oxida¢do da blenda polimérica e 0 aumento da presenca de
grupos oxigenados a figura 17 apresenta a relagéo entre o tempo de tratamento UV e
a absorcdo dos grupos funcionais com mudancas mais aparentes, os valores de
absorcdes foram sdo referentes aos nimeros de ondas determinados (2962 cm™,

3400 cm™ e 1740 cm™) pelos grupos de interesse baseado nos espectros da figura
13.
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Figura 17 — Relagéo entre o tempo de tratamento por UV das amostras tratadas
com as respectivas absorbancias no FTIR dos grupos metil (CH3), hidroxilas (OH) e
carbonilas de ésteres (O-C=0).

Os resultados de ATR- FTIR reportam que o tratamento com irradiacdo UV
corrobora com o esquema 1, onde a blenda apresentou os principais radicais livres
gerados por oxidacdo de cadeias poliméricas, sendo radicais hidroxidos (ROH),
ésteres (ROOR), perédxidos (ROO), hidroperéxidos (ROOH) e cetonas/aldeidos (RO).
E importante salientar que as etapas das reacdes por radicais livres ndo s&o
controladas e/ou finalizadas, tal que os produtos intermediarios podem ser

conservados na blenda.
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4.3.3. Perfilometria 6Gtica

Conforme os resultados anteriores de FTIR e WCA, é correto afirmar que houve
a alteracdo quimica da superficie da blenda polimérica, ocorrendo principalmente um
aumento dos grupos polares. Porém, da mesma maneira como a quimica da superficie
altera a molhabilidade, a topografia da superficie, devido consequéncias da
porosidade do material, contribui para alterag6es do carater hidrofilico/hidrofébico do
substrato (KUBIAK et al., 2011; KUMAR, S. S.; HIREMATH, 2019; RAMON-
TORREGROSA et al., 2008). Na figura 18 € possivel visualizar a perfilometria éptica

da blenda nao tratada e tratada a 120 min e na tabela 2 os dados de rugosidade.

Tabela 2 — Dados de rugosidade da superficie da blenda tratada com irradiagéo ultravioleta.
Qual Ra= Rugosidade Média Aritmética, Rq = raiz do valor quadratico médio, Sa = média aritmética da

rugosidade 3D, Sq = raiz do valor quadratico médio 3D e o o desvio-padrdo das medidas.

t:;tr:r%%r?t% sa(X=3) o  Sq(X=3) o Ra(X=3) o Rq(X=3) o
0 min 1045 0084 1372 0077 1026 0095 1336 0,067
15 min 1075 0594 1617 0434 1038 0599 1485 0470
30 min 0721 0275 1113 0218 0699 0276 1035 0,234
60 min 0655 0128 1053 0337 0611 0095 0966 0,252
90 min 1409 0691 2419 1320 1355 0655 2356 1319
120 min 2223 0472 2873 0633 2191 0454 2830 0,600

36.594 um I'n.o
N
1.259 mn
-25.735 um l»

4

0.315

v
L

Figura 18 - Perfilometria da blenda néo tratada a) e da blenda tratada sob
irradiacdo UV por 120 min b).
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A partir dos valores da tabela 2 nota-se que o desvio padréo das medidas de
rugosidade média 2D e 3D conservam-se praticamente constante até 120 minutos de
tratamento superficial, e somente em 120 min surge uma superficie com maior
rugosidade. A diferenca de rugosidade da blenda tratada com 120 minutos e sem
tratamento é mostrada na figura 18, onde demonstra claramente uma alteracdo da
topografia. E necessario pontuar que a topografia da superficie ndo apresentou
carater primério de analise, pois ndo houve controle desse pardmetro durante a
obtencdo dos filmes da blenda polimérica de PLGA/Plepox. Contudo, a analise
realizada demonstra em principio que o tratamento superficial usando irradiacdo UV
pode possibilitar esse aumento da rugosidade em tempos elevados de irradiacdo. A
respeito da molhabilidade, como ndo houve alteragao significativa da rugosidade para
as amostras tratadas intermediarias, € possivel dizer que o aumento da hidrofilicidade
é influenciado majoritariamente pela alteracdo quimica da superficie e pela energia

superficial.

4.3.4. Ensaio de envelhecimento

Realizou-se o teste de envelhecimento afim de verificar a durabilidade do
tratamento de irradiacdo UV na blenda polimérica. As amostras foram analisadas
semanalmente por WCA. A figura 19 demonstra o resultado. Pode-se verificar de
maneira geral que ocorre um aumento do WCA para o material tratado com o tempo

de envelhecimento.
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Figura 19 - Envelhecimento do tratamento superficial da blenda polimérica PLGA/Plepox.



67

As amostras tratadas e posteriormente envelhecidas em ambiente aberto
sugerem que a estabilidade do tratamento superficial € perdida em poucos dias. A
duracdo ou estabilidade do tratamento depende do tempo de irradiacdo UV. As
amostras com 30 min de tratamento exibiram pouca alteracdo da molhabilidade, onde
a amostra inicialmente possuia WCA de 87,75° £ 8,5 e ap0s 29 dias apresentou 82,74°
+ 5,55. Os WCA para os tempos de tratamentos maiores que 30 minutos demonstram
maior variagdo da molhabilidade com o envelhecimento, as blendas tratadas com 90
e 120 minutos exibiram um aumento de ~20° de WCA apo6s 29 dias de
envelhecimento. Especificamente para 120 minutos, a amostra possuia WCA de
24,18° + 1,82 e ap0s 29 dias o angulo foi de 49,44° + 2,85.

Geralmente os materiais tratados usando UV permitem durabilidade do WCA
modificado em tempo de envelhecimento extensos e similares ao tratamento por
plasma (WANG; LIAN; CHEN, 2015). Porém, como a analise de angulo de contato foi
realizada sobre a mesma amostra sucessivamente, observa-se esse aumento da
hidrofobicidade do material. Uma das explicacdes possiveis € que apesar da secagem
com ar pressurizado para retirar a gota agua depositada apos os ensaios de WCA, a
superficie exposta a esse periodo de envelhecimento tanto a umidade ambiente
quando aos residuos de agua do ensaio, tenha ocasionado a reorganizacdo das
cadeias poliméricas, de modo que permitiu a superficie tratada retomar sua estrutura
inicial com menor angulo de contato (BELMONTE, 2015). Outro modo de explicar esse
aumento do WCA, é que ap0s o tratamento, as amostras apresentam grupos polares,
0S quais armazenam uma grande quantidade de energia superficial instavel. Logo, a
diminuicdo da molhabilidade estad associada a estabilizacdo da energia superficial
(WANG,; LIAN; CHEN, 2015).

Alem disso, a forma de preservacdo das amostras também pode afetar a
duracdo ou a estabilidade do tratamento superficial. Em um estudo realizado por
WANG, LIAN, CHEN (2015) avaliando o tempo de envelhecimento do PLGA usando
tratamento por plasma e UV, demonstraram que as amostras tratadas e conservadas
em temperatura ambiente possuem uma rapida recuperacdo ou aumento do WCA,
porém as amostras armazenadas em freezer conservaram por mais tempo a

molhabilidade do material tratado.
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Por fim, apesar do aumento do WCA, as amostras irradiadas com tempo acima
de 60 minutos continuaram a apresentar carater hidrofilico no 29° dia, pela possivel

conservacao dos grupos polares na superficie.

4.2.5. XPS

Os resultados da analise de XPS da figura 20 e na tabela 3. Os resultados da
tabela 3 expbde que a porcentagem de oxigénio na superficie aumenta em comparagao
ao material ndo tratado. O aumento da composicdo de oxigénio se da em
consequéncia da diminuicdo da composicédo de carbono, que ocorre pela cisdo das
ligacdes das cadeias poliméricas da blenda e subsequente oxidacdo, como citado

anteriormente na andlise de FTIR.

Foram encontrados picos referentes ao silicio (Si 2p) no espectro de XPS da
figura 20. Conforme a tabela 3, podemos verificar que houve presenca de silicio em
baixa concentracdo na superficie de 4 amostras, sendo uma delas a amostra de
PLGA. Esse pico de Si 2p também é reportado em outros trabalhos de analise de
superficie de polimeros e pode estar relacionados a presenca de particulas de poeira
ou algum tipo de contaminacdo da vidraria ou do processo original de producéo do
polimero (BELMONTE, 2015; CHUNG; GAMCSIK; KING, 2011; KESSLER;
MARCONATTO,; et al., 2014).

Tabela 3 — Composicao da superficie das amostras da blenda PLGA/Plepox N&0 tratada e

tratada por irradiagdo UV obtidas pelo espectro de varredura (survey) do XPS.

Tempo de

iratamento Cls% O1ls% Si2p % [O/C|@
PLGA 88,84 % 11,16 % - 0,13
Plepox 69,84 % 27,21 % 2,95 % 0,39
0 min 82,54% 14,02 % 3,44 % 0,17
15 min 82,60 % 17,40 % - 0,21
30 min 60,45 % 36,52 % 3,03 % 0,60
60 min 52,30 % 43,94 % 3,73% 0,84
90 min 56,31 % 43,69 % - 0,78
120 min 56,06 % 43,94 % - 0,78

(a) Nao foi considerado a porcentagem de Si na razao.
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Os resultados da tabela 3 exibe que a partir do tempo de tratamento de 60 min
ocorre uma saturacao dos niveis de oxidacédo que a blenda adquire pela UV, onde de
60 min até 120 min de tratamento a presenca de oxigénio (0O%) estabiliza em valores
aproximados de 44%, apresentando valores similares da razao oxigénio/carbono
[O/C] ~80. A razéao de [O/C] na superficie da blenda tratada a partir de 30 minutos
(0,60) é superior em comparacao com o PLGA (0,39) e 0 Plepox (0,13).

Foram realizados deconvolugdes ou “fitting” das curvas relacionados ao C 1s
em alta resolucdo para adquirir mais detalhes da composicdo dos grupos quimicos
das amostras tratadas. Geralmente sdo especificados alguns picos importantes como
0s grupos alquil (C-C/C-H) em ~285 eV, os grupos de hidroxilas, éteres e epoxis (C-
O-C/C-OH) em ~286 eV, os grupos ésteres ou acidos carboxilicos (O-C=0) em ~288
eV e um novo grupo oxigenado (C=0%*) em ~287 eV para amostras tratadas foi incluido
para se obter um melhor ajuste das curvas (KESSLER; MARCONATTO,; et al., 2014;
LOPEZ-SANTOS et al., 2015).

O ajuste das curvas de O 1s foram realizados com dois grupos majoritarios,
sendo as carbonilas (O=C) de diversas natureza quimicas em ~532 eV e 0S grupos
de hidroxilas, ésteres e etc (O-C) em ~533 eV (KESSLER; MARCONATTO,; et al.,
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Figura 20 - Espectro de XPS do tratamento superficial da blenda polimérica. a) Aumento na regido
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amostras tratadas e néo tratadas, desconsiderando o Si 2p.

100 200 300 400 500 600
Binding Energy (eV)

mposicao Elementar (%)




70

2014; LOPEZ-SANTOS et al., 2015; LOPEZ; CASTNER; RATNER, 1991). Os

possiveis grupos relacionados ao Si 2p, como O-Si, ndo foram considerados.

As posi¢fes dos picos ou sinais variam e dependem do ambiente quimico que
podem ser alterados pelo tipo de tratamento superficial e pela natureza do polimero.

O resultado esta apresentado na figura 21 para o carbono e 22 para o oxigénio.

Conforme a figura 21 os grupos alifaticos (C-C/C-H), de forma geral,
descressem para as amostras tratadas e proporcionalmente os grupos oxigenados
(C-OH/C-0-C) e (O-C=0) crescem, o mesmo foi observado no resultado do espectro
geral de XPS (figura 19) que demonstra o aumento do sinal O 1s, corroborando
também com os resultados obtidos por FTIR (figura 15) verificado pela diminuicdo das
bandas de absorcdo dos grupos metilas e afins conforme o tempo de exposicao ao
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UV. A presenca do grupo (C-O-C) em 286,47 eV para amostra ndo tratada esta
relacionado a presencga dos grupos epoxis do Plepox, assim como dos grupos ésteres
do PLGA (LOPEZ; CASTNER; RATNER, 1991; NIETZOLD et al., 2014).

Conforme o aumento do tempo exposicdo a irradiacdo UV ocorre o acréscimo
do sinal de (C-OH/C-0O-C), naturalmente pelo aumento dos grupos hidroxilas. Também
teve o aumento dos grupos ésteres ou/e acidos carboxilicos (O-C=0), assim como
houve o surgimento de um novo grupo funcional oxigenado C=0%*, possivelmente uma
novo grupo carbonila menos eletronegativo, pois o sinal apareceu em valores de
energias mais baixos ~287 eV, eventualmente esse grupo carbonila possui carbonos
nao ligado a &tomos de oxigénio lateralmente. Esse tipo de fendmeno foi observado
durante a fotdlise UV do poli-3-hidroxibutirato (KESSLER; MARCONATTO,; et al.,
2014).

Na regido de absorcdo da carbonila do espectro de FTIR (figura 15-C) é
possivel verificar o surgimento de um segundo pico em 1715 cm-, correlacionado a
presenca de grupos de acidos carboxilicos, assim como esta ocorrendo o alargamento

da banda, sugerindo outros tipos de picos de carbonilas que estdo sobrepostos.

Para composi¢cdo quimica do O 1s, figura 21, podemos verificar um aumento
da quantidade de grupos O-C/HO-C para amostras tratadas, qual é explicado pelo
aumento das hidroxilas e acidos carboxilicos. Ocorreu uma ligeira diminuicdo dos
grupos O=C qual pode estar relacionada a cisdo dos grupamentos ésteres do PLGA

e ocorréncia de novos grupamentos oxigenados.

De forma geral, podemos validar por FTIR e XPS a oxidacdo da blenda com o
aumento dos grupos oxigenados, principalmente de hidroxilas, ésteres, acidos
carboxilos e peréxidos. Considerando 120 minutos de tratamento a superficie blenda
exibe um acréscimo aproximado de 30% de oxigénio e um decréscimo de 40% da
composi¢cdo de carbono. Manifestando também um acréscimo superior a 5% de
grupos C-OH/C-0O-C e 20% de O-C=0 e por consequéncia um decréscimo de 40% de
C-C/C-H. Para os componentes do O 1s as ligacées O-C aumentaram 12% com a
diminuicao de 12% dos grupamentos O=C, ocorrendo variacdo desses componentes

durante o tratamento.
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O efeito da oxidacdo da superficie explica parcialmente o resultado do
aumento da molhabilidade da blenda conforme o tempo de UV, revelando que o
resultado ndo € obvio. Logo o carater “molhavel” da superficie pode estar
correlacionado a outros efeitos de maneira segundaria, como a energia superficial e a
modificacdo da topografia (KUBIAK et al., 2011; KUMAR, S. S.; HIREMATH, 2019;
RAMON-TORREGROSA et al., 2008).

Esse resultado é de extrema relevancia, pois exibem diversas consequéncias
na aplicacdo da blenda em engenheira de tecidos. De maneira geral € conhecido que
as células e as proteinas respondem bioquimicamente pela interacdo com diferentes
tipos de substratos funcionalizados. E reportado que alguns polimeros tratados
superficialmente e funcionalizados com grupos oxigenados e com caréater superficial
hidrofilico possuem maior aderéncia e viabilidade celular (KESSLER; STEFFENS; et
al., 2014; KHORASANI; MIRZADEH; IRANI, 2008).
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Como citado anteriormente, o trabalho de LIU, P. et al. (2018) demonstra que
a modificacao superficial do PLGA poroso usando plasma altera a molhabilidade pelo
acréscimo de grupos oxigenados, onde a andlise de XPS revela que houve uma
reducdo de 40% das espécies de C-C/C-H e aumento de 5% de C=0 e C-O,
comprovando a oxidacdo do polimero. O autor realizou um estudo in vivo onde
constatou as vantagens do implante tratado por UV na melhoria da

afinidade/integracdo da célula/tecido.

4.2.7. Analise de DSC para amostras irradiadas por UV

Para analisar o efeito da irradiacdo UV nas propriedades térmicas associadas
ao interior da blenda foi avaliado as Tg conforme o tempo de tratamento. Conforme a
figura 23, consegue-se visualizar que ocorre variacdo da Tg conforme o aumento de
tratamento UV, onde a primeira Tg associada ao Plepox aumento 6,5 °C, corresponde
a variagdo de -19,84 °C (0 min) para -13,34 °C (120 min) e a Tg relacionada ao PLGA
diminuiu 2,16 °C, onde a temperatura inicial foi de 58,84 °C (0 min) e reduziu para
56,68 °C (120 min).
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Figura 23 — Analise de DSC da blenda com as Tg identificadas para cada
tempo de tratamento sob irradiacdo UV.

A diminuicdo entre os intervalos de Tg correspondente a blenda esta associada

diretamente ao aumento das interagbes intermoleculares entre as cadeias
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poliméricas, principalmente por interacdes de hidrogénio, pois, como caracterizado,
houve um aumento da quantidade grupos oxigenados como hidroxilas, carbonilas e
ésteres com aumento da irradiagdo UV. Outra explicacao € a ocorréncia de ligacdes
cruzadas entre as cadeias poliméricas, conforme as evidencias do aumento das
vibracdes (C-O-C) e também de ligacdes C-O, caracterizadas conforme os resultados
de FTIR e XPS, respectivamente. Podemos presumir que a irradiacdo UV esteja
causando ligacbes cruzadas tipo éter na blenda polimérica, seja entre os polimeros
isolados (PLGA-PLGA/Plepox-Plepox) 0u entre seus componentes (PLGA-Plepox).

No estudo realizado por RATNAM et al. (2001b), expds que o aumento da Tg
do Plepox, quando irradiado por feixe de elétrons, é explicada pelo aumento das
interacbes de hidrogénios em decorréncia das reagOes por radicais livre que
aumentou a presenca de grupos éteres, alcoois e hidroperoxidos. Também se
caracterizou o aumento da fracdo gel devido a formacao de ligagdes cruzadas entre
as cadeias de Plepox quando irradiadas, sendo os locais de reticulagao propostos foram
as reticulacdes do tipo éter (C-O-C), devido as reacdes de abertura de anel do grupo
epoxi, e as ligacdes duplas, qual também oferecem locais apropriados para formacéao
de reticulados (RATNAM et al., 2000, 2001b).

No estudo que avaliou o efeito de feixe de elétrons no PLGA, foi evidenciado
que a Tg do polimero irradiado diminui devido a cisdo da cadeia polimérica,
caracterizado a partir da diminuicdo da massa molecular do polimero. A diminuicéo
dos valores de Tg foi explicada pela aumento da cisdo da cadeia da fase amorfa, que
resulta em um menor emaranhamento entre as cadeias e um aumento da mobilidade,
portanto, exigindo uma menor quantidade de energia para reorientar essas curtas
cadeias amorfas (LOO, J. S. C.; OOI; BOEY, 2005).

Dessa forma, como é conhecido, os efeitos das radiacbes podem alterar as
propriedades fisicas do interior da blenda, seja através da cisdo da cadeia principal
(degradacao) ou por ligagdes cruzadas (polimerizagcéo) (CHYE JOACHIM LOO; PING
OOI; CHIANG FREDDY BOEY, 2005). Por fim, sdo necessarias mais analises para
verificar por quais tipos de modificacdes fisicas o efeito UV promove sobre o interior

da blenda polimérica.
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4.2.8. Ensaio de degradacao in vitro

Afim de avaliar a biodegradabilidade das amostras estudadas, figura 24-a),
foram realizados ensaios de degradacao em solucao tampao de fosfato com pH = 7,4.
Para avaliar os efeitos da irradiacdo no ensaio de degradabilidade, foram
selecionadas as amostras com valor de WCA inicial (O min), intermediario (60 min) e
final (120 min). Durante o ensaio, as amostras tratadas por UV submergiam com
facilidade na solucdo, enquanto as amostras sem tratamento exibiram dificuldade de
imerséao (flutuaram).

As amostras tratadas com UV, figura 24-b), independentemente do tempo de
tratamento, promoveram maior absorcao da solugéo tampéo (~1,5%), efeito claro do
aumento da molhabilidade, assim como pela possibilidade de inchamento devido ao
surgimento de ligagdes cruzadas, conforme discutido na andlise de DSC da blenda
tratada. PHONG et al., (2010) analisou as propriedades e hidrdlise das ligacdes
cruzadas de PLGA e PLA por feixe de elétrons, foi demonstrando que amostras
irradiadas e que possuiam ligacfes cruzadas aumentaram a absorcdo de solucéo
tampdo e as amostras nao irradiadas apresentaram maior perda de massa. Estes
resultados foram obtidos para 0 ensaio de hidrélise em solucédo tampéao de fosfato. As
amostras de blenda PLGA/Plepox N0 irradiada, figura 24 -b), exibiram valores de perda
de massa similar aos reportados por GUERRA, N.B. (2018).
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Figura 24 - Ensaio de degradacao in vitro para amostras de blenda né&o
tratadas e tratadas sob UV. a) Amostras em solucdo buffer e b) resultados de
variacdo percentual de massa pelo tempo em dias.
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A resisténcia a hidrélise da blenda tratada por UV é semelhante a trabalhos que
avaliaram a hidrdlise de polimeros com ligacdes cruzadas (PHONG et al., 2010;
QUYNH et al., 2007). Essa resisténcia € explicada pelas densas redes poliméricas
conectadas, as quais sdo formadas por meio das reticulacdes, e possivelmente pelo
aumento da Tg do Plepox, 0 que dificulta a penetragédo de agua, sendo que ambos 0s
fatores protegem as ligacdes ésteres de hidrolisar (PHONG et al., 2010). A facilidade
de absorcéo de 4gua da blenda tratada facilita a hidratacdo do material, melhorando
a permeabilidade e estimulando a resposta de interagao celular (HENCKES et al.,
2019; O'BRIEN, 2011).
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a modificacéo do carater hidrofébico/hidrofilico ou
molhabilidade da blenda polimérica de PLGA/Plepox utilizando o tratamento de UV.

A blenda polimérica de PLGA/Plepox demonstrou ser do tipo imiscivel a partir
dos valores de Tg. A estabilidade térmica da blenda é compativel com dados da
literatura, porém foi encontrado uma porcentagem de cloroférmio residual no polimero.
Por sua heterogeneidade e pelo método de preparacdo do filme, foi possivel
caracterizar dois lados de superficies nos resultados de ATR-FTIR, utilizando o
tratamento UV no lado que exibia as bandas de absorcdo para ambos os polimeros,
foi possivel determinar as principais mudancas quimicas relacionadas a oxidacdo da

superficie.

Foi possivel afirmar que o método UV foi eficaz na alterac@o da molhabilidade
da blenda, onde a superficie inicialmente apresentava carater hidrofébico (WCA =
94°+ 5) e ap6s tempo 120 min de tratamento por UV, denotou carater hidrofilico (WCA
= 24,18° + 1,85).

A partir das andlises de XPS e ATR-FTIR foi possivel concluir que a blenda
polimérica sofreu oxidacado e cisdo da cadeia polimérica, visto que houve o aumento
dos grupos oxigenados na superficie, justificando o aumento da molhabilidade. O
material tratado expressou o surgimento de bandas no infravermelho principalmente

de hidroxilas, &cidos carboxilicos e peroxidos.

Da mesma maneira, os espectros de XPS demonstraram que a blenda tratada
teve acréscimo de componentes quimicos de oxigénio e, consequentemente,
decréscimo de carbono. Os espectros de alta resolucdo do C 1s exibiram aumento
dos tipos de ligacdes de componentes de hidroxidos, éter, ésteres, acidos carboxilicos
e cetonas/aldeidos (aumento de grupos C-OH/C-O-C, O-C=0 e surgimento de
ligacbes C=0), também ficou evidente a reducédo das componentes de ligacdes alquil
(grupos C-H/C-C).

As analises de perfilometria 6tica ndo foram precisas para avaliar a mudanca
da topografia, visto que os desvios e médias da rugosidade foram similares para os

valores de tratamento abaixo de 90 min, somente a partir da amostra tratada com 120
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min € possivel presumir que o tratamento UV aumenta a rugosidade média do

material.

A partir do ensaio de envelhecimento foi demonstrado que as amostras
modificadas ndo preservaram o valor de WCA obtidos inicialmente, onde no 28° dia
de envelhecimento, para o tempo de tratamento 120 min, o WCA aumentou
aproximadamente 49°, porém as caracteristicas hidrofilicas da superficie foram

mantidas.

Os resultados de DSC evidenciaram alteraces nos valores da Tg para blenda
irradiada por UV, demonstrando modifica¢cdes na mobilidade das cadeias poliméricas,
uma vez que houve aumento das interacbes de hidrogénio e possivelmente o
surgimento de ligacBes cruzadas tipo éter. No ensaio de degradacédo in vitro foi
verificado que o tratamento UV na blenda promove a absor¢édo de agua, acarretando
em menor degradabilidade quando comparado a blenda néo irradiada, fenémeno

ocasionado pela maior estabilidade de hidrélise.

E possivel concluir que o tratamento UV da blenda polimérica de PLGA/Plepox
altera suas caracteristicas superficiais, promovendo um carater mais hidrofilico e,

assim, propiciando futuras investigacdes na area de engenharia de tecidos.
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6. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

e Tratamento UV da blenda de PLGA/Plepox utilizando comprimentos de ondas

fixos da regido UV.

e Avaliacéo da viabilidade celular da blenda tratada por UV.

e Caracterizacao da nanofibras de blenda de PLGA/Plepox Obtidas por eletrofiacdo

e fiacdo por centrifugacéo tratadas por irradiacéo UV.

¢ Avaliacao das propriedades mecanicas da blenda de PLGA/Plepox irradiada por
uVv.

e Avaliagdo da morfologia da blenda de PLGA/Plepox.
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