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O propdsito é o mestre da motivagdo e a mée do compromisso.

E a origem do entusiasmo e o (tero da perseveranca.

O propdsito traz esperanca e motivacao as nossas agoes.

O propogto da um sentido de diregdo; mais do que uma orientacdo, aponta o rumo
em gue devemos caminhar.

Antes, é uma profunda sabedoria, uma visdo comum gue cerca toda a vida.

Sem essa Visao, somente existiremos.

N&o sentiremos paixao pela vida nem teremos uma razao para acordar pela manha.

Myles Munroe, 1996.
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Resumo

O propésto desta pexquisa foi preparar e carecterizar hidrogéis porosos para  aplicagdes
biomédicas O ddema edudado etd bassado na blenda poliméica de  poli(@cool
vinilico)/quitosana (PVA/Ch), desenvolvida aravés do processo de separacéo de fase induzido pdo
pH. Os hidrogéis de PVA/Ch foram caracterizados fisicoquimicamente por microscopia detronica
de varedura (MEV), espectroscopia no infravermeho (ATR-FTIR), ahgulo de contato e medidas
de intumescimento. A cindtica de sorcdo de &gua nas membranas de PVA/Ch foi utilizada para
determinar 0 codficiente de difusdo e as propriedades de trangporte nas membranas de PVA/Ch de
acordo com a lei de Fick. A energia livre de superficie €) foi determinada a partir de medidas do
angulo de contato. As propriedades de biocompatibilidade das membranas PVA/Ch foram avdiadas
"in vitro” por ensaos de adsorgdo de dbumina (HSA) e fibrinogénio (HSFb). A viabilidade des
cdulas (citotoxicidede) foi edtudada aravés do ensaio de supressio de colbnias (cdulas CHO-K).
Nitrofurazona, um antibidtico tdpico, foi incorporado nas membranas de PVA/Ch sendo os ensdios
de liberacdo do famaco estudado em solucdo tampéo fodfato (PBS) no intevdo de pH 2,0-90,
respectivamente.  Obsarvourse uma  dependéncia entre a energia livre de supefice (@) e a
composicdo das membranas de PVA/Ch. O coeficiente de difusfo de agua em pH 7,4 aumenta com
0 contelido de PVA nas membranas de PVA/Ch indicando que as moléculas de agua possuem um
dto grau de mobilidede trandaciond. O intumestimento das membranas de PVA/Ch em PBS
dependeu  dgnificativamente do pH devido a naureza ibnica da quitosana Os resultados de
liberacdo da nitrofurazona das membranas de PVA/Ch obedecem uma cinética de liberagdo de
ordemzero nas condicbes “in vitro” edudadas. O mecanismo de liberacdo do famaco parece
ocorrer devido a difusio araves das membranas de PVA/Ch intumestides em solucio PBS.
Obsarvourse uma diminuigdo na adsorgdo de HSFb e um aumento na adsorgédo de HSA nas

membranas de PVA/Ch bem como a exigéncia de um certo intevao de enagia livre de supeficie
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que poderd contribuir para a biocompatibilidade do meaterid. Nos hidrogés PVA/Ch os resultados
obtidos neste trabdho sugerem que as membranas poderiam ser utilizadas no traamento de

pacientes com ul ceragOes na pele ocas onadas por queimaduras ou mobilidade restringida

Palavras - Chave: poli(@codl vinilico), quitosana, hidrogés porosos citotoxicidade, separacéo de

fase.
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Abstract

The purpose of this research was to prepare and characterize porous hydrogels to
biomedical applications. The studied system is based on the polymeric blend poly(vinyl
alcohol)/Chitisan (PVA/Ch) developed by pH the induced phase separation. The PVA/Ch
hydrogels were characterized by scanning electron microscopy (SEM), attenuated total
reflectance-Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy, contact angle, and
equilibrium  sweling measurements. The water sorption kinetics in the PVA/Ch
membranes were used to determinate the diffusion coefficient and transport properties in
according to Fick's law. Contact angle data were evaluated for the determination of
surface free energy (g) of the PVA/Ch membranes. The biocompatible properties were
evaluated by “in vitro” test as albumin (HSA) and fibrinogen (HSFb) adsorption. The cell
viability (citotoxicity) was studied using colony supression assay (CHO-K, cell) method.
Nitrofurazone, a topical antibiotic, was incorporated in the PVA/Ch membranes and drug
permeation experiment was performed in phosphate buffer solution (PBS) in pH range of
pH 2.0 - 9.0, respectively. A dependence was observed between the surface free energy
(@) and PVA membrane compositions. The water diffusion coefficients at pH 7.4 increased
with increasing PVA content on the blends indicating that the water molecules still possess
a high degree of trasnlational mobility and are not tightly bound in the PVA/Ch blend
structure. The membranes swelling behaviors responded rapidly to the change in the
enviromental pH conditon due to the ionic nature of Ch. The results of nitrofurazone
permeation demonstrate that with a PVA/Ch system, in vitro, a near zero-order release of
the drug is observed. It appears that the mechanism of drug release may be due to
diffusion through the swollen PVA/Ch membranes in the PBS solution. The diminution on

the HSFb adsorption and increased adsorption of HSA for PVA/Ch membranes as well as
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the existance of a certain range of surface free energies for an improved biocompatibility,
hints that it must due to the surface composition, molecular mobility of the hydrogel chains
and interaction of the plasma proteins with water in PVA/Ch hydrogels. The results
suggest that the PVA/Ch membranes will can be used as wound dressings in the

treatment of skin ulcerations in burned or patients with restrincted mobility.

Keywords: poly(vinyl alcohol), chitosan, porous hydrogels, citotoxicity, phase separation.
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I.INTRODUCAO

A pele € 0 maior érgéo do corpo humano representando cerca de 15% do peso e uma &ea totd
de 2 nf no adulto. Sua espessura variavel (1 — 4 mm) é condicionada ao fator eté&io e a regjdo do
COrpo.

A pde humana é condituida por duss camedas a epiderme, mas supeficid, e a derme
conformeilusraaFguralA.

A epiderme atua bascamente como estrutura de protecdo mecanica e contra a perda de agua.
As cdulas da epidarme S0 repodtas continuamente, significando que as mitoses S0 freglientes
neste tipo de tecido. As divisies cdlulares ocorrem na camada que eda em intimo contato com a
l&mina basd. Essa camada recebe 0 nome de edtrato basd ou germinativo. As novas cdulas que se
originan sB0 empurradas paa a supefice formando o0 edtrato expinhoso, no qua as cdulas o
Vivas e ricas em desmossomos.

A medida que se goroximam da superficie do corpo, essas cdulas passam a secretar querating,
uma proteina insolivel em &gua, e acabam morrendo, passando a formar o edtrato cdrneo, que é a
camada mais externa da epiderme.

As cdulas do edrato cdrneo B0 descamadas aos poucos e protegem a camada mais interna,
formada por cdulas vivas. O edrato cdrneo € mas expesn nas regides do corpo onde o drito é
maior, como asolado pé.

Na epideme da pee locdizanrs2 0s medandcitos, cdulas que produzem a medaning, 0
pigmento responsavel pela cor da pee. O meanddto (Figura 1B) € uma cdula grande, que emite
prolongamento em direcdo a supeficie da epiderme. Esses prolongamentos se ingnuam entre as

cdulas epitdiais e mesmo dentro delas, introduzindo no ditoplasma grénulos ricos em mdanina
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neste tipo de tecido. As divisies cdlulares ocorrem na camada que eda em intimo contato com a
l&mina basd. Essa camada recebe 0 nome de edtrato basd ou germinativo. As novas cdulas que se
originan sB0 empurradas paa a supefice formando o0 edtrato expinhoso, no qua as cdulas o
Vivas e ricas em desmossomos.

A medida que se goroximam da superficie do corpo, essas cdulas passam a secretar querating,
uma proteina insolivel em &gua, e acabam morrendo, passando a formar o edtrato cdrneo, que é a
camada mais externa da epiderme.

As cdulas do edrato cdrneo B0 descamadas aos poucos e protegem a camada mais interna,
formada por cdulas vivas. O edrato cdrneo € mas expesn nas regides do corpo onde o drito é
maior, como asolado pé.

Na epideme da pee locdizanrs2 0s medandcitos, cdulas que produzem a medaning, 0
pigmento responsavel pela cor da pee. O meanddto (Figura 1B) € uma cdula grande, que emite
prolongamento em direcdo a supeficie da epiderme. Esses prolongamentos se ingnuam entre as

cdulas epitdiais e mesmo dentro delas, introduzindo no ditoplasma grénulos ricos em mdanina
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A mdanina é um filtro solar naturd pois dém de aorver os raos ultravioletas (UV)
(amenizando sua energia) neutrdiza sues subgténcias quimicas nocivaes chamadas radicas livres,
que se formam na pele apds alesdo pelaradiacéo UV.

A Fgura 2 ilusra o complicado mecaisno quimico envolvido na pde quando eda €
submetidaaluz solar'.

Além dos mdandcitos, estdo também presates na epiderme cdulas  mecanoreceptoras,
denominadas cdulas de Merkd. (Figura 1C). Na base dessas cdulas exigem terminages nervosas
em forma de disco, que recebem e conduzem o edimulo mecénico ap dsema nevoso. Essas
células 5o mai's abundantes na pama das méos e na sola dos pés.

A outra camada da pele, a derme, € cerca de 15 a 40 vezes mas expessa que a epiderme
(Figura 2). Sua funcdo é dar suporte e nutricdo para as cdulas da epiderme e nda estéo locdizadas
as glandulas sebéceas, sudoriparas, foliculos pilosos e musculaura associada a das,  vasos
sangiineos e terminagdes nervosas que nNos permitem perceber presso, dor, caor efrio.

As terminacbes nervosas podem ocorrer associades a0 foliculo piloso ou de modo
independente dele. E 0 caso dos corplsculos de Krause (sensiveis a0 toque e ao frio), Ruffini
(sensivels a0 toque e ao cdor), Vaer-Pacini (sensiveis a0 toque ou pressio). A Fgura 1C iludra a
presenca dos referidos corpisculos na derme. Além  destes corplsculos, existem  terminagbes
nervosss livres que penetram na epiderme e que 20 responsdvels pela dor, e as cdulas de Merkd,
mecanoreceptoras, asociadas a terminagdes nervosas em forma de disco, que também penetram na
pde Sob a dame dos mamiferos, exise anda o tecido adiposo subcuténeo, ou hipoderme, que néo
faz parte da pele, mas lhe da gpoio.

A exposcdo direta da pda a0 cdor intenso, radiacdo detromagnética de dta energia ou
energia dérica produz quemeduras, cuja gravidade esa relacionada a0 grau de aguecimento e
duracdo da exposicio. Os dois faores que interferem com o resultado da lesfo por queimadura 2o

aprofundidade e a érea da superficie da pee afetada (Figura 3).
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Figura 1. Esquema da edrutura da pee humana Epiderme e derme (A), Mdandcitos (B) e

Terminagdes nervosas (C).
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As queimadures podem ser dassficadas como primé&ias ou secundéias, de acordo com a
extensio da profundidade 2 As queimaduras de primeiro grau, embora dolorosas, %o dassficadas
como secund&ias e sBo de pequeno impacto Sstémico. A consegliéncia Sstémica imediata de uma
gueimadura de segundo grau acometendo mas de 20% € o extravasamento de liquidos, incluindo
exsudato rico em proteinas, a partir do locd aingido. A Figura 3 ilustra os tipos de quemaduras em
funcdo da profundidade.

As quemaduras de primeéro grau cicatrizam rgpidamente, sem escaras. Os ceratindcitos
migram dos agpéndices cuténeos como foliculos pilosos e ductos excretores, para formar uma nova
camada sobre a derme intata e sobre amembrana basa dermoepidérmica

As queimaduras profundas cicatrizam com escaras dérmicas e a migragdo dos ceratindcitos a
partir das margens das feridas, conditui a Unica maneira de se estabelecer a reepitdizagdn. Edte
proceso € favorecido pelo enxerto de pee de uma &ea intaa Apesar do enxerto, a escarificacdo
tecidua excessva de tecido, com contraturas, condtitui uma complicagdo comum.

No periodo imediaamente posterior a uma queimadura priméia, exisem outras complicagtes
potencias, tas como a acorréncia de infecgbes baecterianas secundaias da  quemadura,
particularmente por pseudomonas aer uginosa, staphylococcus aureus, estreptococos e Candida.

V&ios procedimentos clinicos para o tratamento de pacientes com extensa &ea do corpo
quemada tem ddo abordado na literatura médica epecidizada. Neste sentido é dado énfase @
imediato fchamento da ferida através do auto enxerto, pele de cadaver ou pele de porco seguida da
remogZ0 do tecido morto®”.

A medicina relaa vaios convenientes e inconvenientes associados aos procedimentos dinicos
citados anteriormente. Assm, em tratandose de pacientes com extensa &ea do corpo queimada o
autoenxerto ndo podera ser adotado como tratamento da ulceragad’.

A utilizacdo de pees de cadaveres provenientes de um banco de pees (homoenxerto) envolve

autilizag2o de agentes imunossupressores, aumentando conseguentemente o risco de infeogéd’ .
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O heteroenxerto obtido a patir de animas paticularmente de porcos, embora sda vidvd
comercidmente e amplamente utilizado para obter um répido fechamento da ferida deve s
removido apdés o tercdro e nono dias da aplicacdd®. O procedimento dinico de remocio
normamente expde o paciente umavez mas a0 risco de infeccéo.

Recentes avangos na engenharia genética tem levado a0 desenvolvimento de pees atifidas
(ou sntéticas) obtides a patir do cultivo de fibroblestos e cdulas da epiderme em uma matriz
polimérica denominada hidrogd. Estudos tem confirmado que as propriedades biofiscas de tas
membranas tais como pemesbilidade ou difusfio de &ua resgéncia mecénica (a tracdo) e
espessura Sao muito préximas aos sistemas utilizados em autoenxerto ou homo/heteroenxerto.

A utilizaciho de membranas poliméricas paa a “semeedurd’ de cdulas do proprio individuo,
destinadas a reposicéo do tecido danificado, representam audmente um grande avango no que
concamne ao tratlamento de queimados, sendo mais acessivels a populacdo de baixa renda dos paises

em desnvolvimento.
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1.1. Utilizacdo de polimeros no tratamento de queimados

O dexnwvolvimento de materids dntéticos que visam promover a regengracdo de tecidos
bioldgicos é uma &ea de grande interesse tanto a nivel comercid como académico. Neste sentido,
um polimero € normadmente usado como suporte para 0 crescimento de cdulas epitias em sua
superficie agindo como uma matriz para a formagio de uma nova pele™. No entanto, as aplicagies
de polimeros sintéticos estéo limitadas asua compatibilidade com o tecido biol Ggico.

Atudmente, 0 grande progresso atingido na producdo de enxertos dermas deve-se a sintese
de polimeros biodegradéveis de baixa ditotoxicidede!?. Neste caso, a métriz poliméica suporta os
fibroblastos, que segregam fatores de crescimento e outros metabdlitos associados ao crescimento
ceular.

O materid biocomposo € normamente congdado na temperatura do Ny liquido para sua
biopresarvacdo. O tecido sintético continua contendo cdulas vivas, porém sofre biodegradacdo apds
ua implantacdo no corpo humano, eiminando a necessidade de sua remogdo gpds a recuperacéo do
tecido lesado.

Outras goroximacOes usadas no desenvolvimento de novos maerias paa subdituicdo de
pees danificadas envolvem a otimizacdo das propriedades mecénicas e bioldgicas de materias
denominados hidrogéis. Os hidrogés provéem uma camada de hidratacdo e protege o ferimento de
infecgOes sendo as matrizes Sntéticas ideals para o crescimento celular.

Os polimeros tipo hidrogéis tém sdo extensvamente estudados nes Ultimas quatro décadas
para aplicacdes homédicas’®. Uma rede estruturd de hidrogéis é formada por uma cadeia reticulada
de polimeros , pemitindo assm a asorcio de grande quantidade de fluidos (&gua ou fluido
biol6gico) sem degradacéo significativa de suas propriedades mecénicas.

Tas maerias possuem dta permegbilidade para as moléculas de &gua e dguns gases dém de

um comportamento viscod &stico Smilar ao dos tecidos bioldgicos
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Os hidrogéis poliméicos formam uma dese de maeias com devado potencid paa a
subgtituicdo de tecidos moles ou para outras gplicactes biomédicas tais como 0 preparo de Sstemas
de liberacdo controlada de farmacos, revestimento de préteses cardiovasculares, membranas para
aplicagbes em méguinas de hemodidise e purificacdo de proteinas dentre outras.

Muitos esforcos tem sido dedicado a obtencdo de hidrogéls com boas propriedades mecénicas
através da reticulacio de macromol éculas por processos fisicos ou quimicos™.

A reticulacdo quimica envolve a formacdo de uma ligacdo covdente na macromolécula com a
formacdo de uma edrutura tridimensond com maor edabilidade mecénica que o hidrogd inicd.
Neste caso SPo utizados mondmeros polifuncionais para a obtencéo do polimero reticulado.

O proceso de reticulagio fidca envolve a formacdo de complexos macromoleculares
podendo haver a formacdo de redes poliméricas tridimendonais por intermédio da formecéo de
ligacbes de hidrogénio, interacdo dipolo-dipolo ou interacdo columbiana aravés de grupos doadores
ou aceptores de eétrons.

Diferentemente da reticulacBo quimica, a reticulacdo fisca é reversivd por vaiagbes na
temperatura, composicéo do solvente e mudancas na forca ibnica ou pH do meio. A Figura 4 ilustra
os hidrogésreticulados. quimica (A) e fiscamente (B).

Vé&ios dgemas poliméricos tipo hidrogés ja foram desenvolvidos a nivedl comercid exidindo
auamente inUmeras patentes regisradas de paisss como EUA, Alemanha, Franca e Jgpdo. As
aplicacbes mais comuns neste caso so obtencdo de hidrogéis para a fabricacdo de lentes de contato,
membranas paa a obtencdo dos Sdemas transdermas (liberagdo de horménios, contraceptivos,
antibidticos, antinflamatérios ) e revestimento de préteses cardiovasculares entre outras.

Resdta-s2 que a comercidizacdo de tas Semas nos paises europeus, norte americanos e
agdicos j4 € uma redidade desde a década de 70 enquanto que no Brasl, podese dizer que a
aplicacdo de tais dgemas na medicina ainda € incipiente sendo muitas vezes, anda desconhecido

dos profissonals da &ea da salide.
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Vé&ios polimeros sollveis em &gua tem sSdo utilizados paa a obtencdo de hidrogés
poliméricos, destacando-s2 neste trabadho o poli(@coal vinilico) (PVYA) e a quitosana (Ch) por sues
propriedades biocompatives.

O prepao de membranas hidrogéis poliméricas a patir da quitosana (Ch) e poli(@cod
vinilico) (PVA) pode ser efetuado a partir de véias técnicas destacando-se a evaporagdo do

solvente (cagting-out) ou inversfo de fase.
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Figura4. Reticulagéo quimica (A) efisca (B) de hidrogé's poliméricos.
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Figura4. Reticulagéo quimica (A) efisca (B) de hidrogé's poliméricos.



1.2. Técnicas de obtencdo de membranas poliméricas

Nas Ultimas duas décadas, a tecnologia para obtencdo de membranas poliméricas tem sdo
aplicada comercidmente em processos de separacdo de misturas de liquidos e gases. Vaios tipos de
membranas poliméicas tem Sdo preparadas e amplamente utilizadas devido a sua aea supeficd
por unidade de volume e devada permesbilidade®. Membranas de polimeros sintéticos podem ser
obtidas a partir da evaporazao do solvente (“casting out”) ou inversio defase'™.

O proceso de inversio de fase pode ser obtido por ndo-solventes (NIPS), onde o polimero
sofre uma precipitacdo causada por um solvente néo idedl ou, por um processo térmico de inversio
de fase (TIPS). Ambos os processos podem s utilizados de forma a obter-se membranas de
poros dade controlada

No processo NIPS (inducdo de inversio de fase por ndosolvente), a separacéo de fase a
partir de solucbes poliméricas homogéneas € iniciada pda peneracdo de um néo-solvente na matriz
polimérica Como resultado, a formacdo da membrana peo processo NIPI envolve a combinacdo de
fendmenos de transporte e a termodinamica do processo de separacéo de fase.

No processo TIPS (separacéo de fase por inducéo térmica), a morfologia da membrana
preparada pda separacdo de fase de dois componentes poliméricos, pode ser compreendida no
sgema de diagrama de fases, 0 qua demondra que a separacéo de fase inicia em regides ingaves
resultando num mecanismo de decomposicdo spinoda, como pode ser observada na regido B da
Figura 5. Nesta regido a producéo da membrana serd de dta uniformidade de tamanho de poros e
possuird boas propriedades mecénicas. Em contreste, a caracterisica morfologica da membrana
associada com a separacéo de fase iniciada em regifes metaestavels, resultara na formagéo de poros

néo uniformes devido aum processo de nudeacdo namatriz polimérica (regido A Figurab >,
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Figura 5. Diagrama de fase ilustrando a variagéo esperada na morfologia da membrana produzida
utilizando o processo TIPS, Regido meaestave denotada por A e regido indéve

dencteda por B.
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Atudmente o processo de separacdo de fase é a téenica mais difundida para o preparo de
membranas poliméricas porosss. Membranas assméricas podem ser facilmente preparadas através
da precipiteagédo por imersio (Pl) onde o processo de separacdo de fase ocorre no decorrer do
processo de preci pitacdo, mecanismo este responsdvel pela estrutura celular dos poros formados™.

Os principais caminhos do processo de inversio de fase envolvem dois diferentes tipos de
transcio de fase®® o0s quais B demonstrados pelo diagrama de fase tern&io na Figura 6. Estes
caminhos sfo: (A) sepaacdp de fase liquidoliguido, onde uma solucio miscivel cruza os limites
entrando na regid da segunda fase (de | para I1), e (B) solidificacéo (de | para lll ou de Il para Ill),
onde ocore um amento da viscoddade da solugidbh e conssquentemente  limitagdo  na
movimentagd da cadeia poliméica A separacdo de fase liquidoliguido em solugbes poliméricas
miscivels pode s obtida pda vaiagdo de tempeatura e pea composcédo da migura Assm,
solugbes homogéneas termodinamicamente  indaveis, diminuem sua energia livire de migdura
dvidndo-se em duas fases liquidas de composicOes diferentes. (@) composicdo da fase pobre do
polimero, onde ocorre a formacdo de poros nascentes, (b) composico da fase rica do polimero, a
qgua cerca 0s poros nascentes. As duas fases liquides e em equilibrio termodindmico e podem
Ser conectadas pelalinhada” gravatd’ do diagramade fase.

Cohe”, Altena e cotrabahadores™ cacularam a binodd e a linha de “gravata’ para aguns
sgemas tern&ios. Algumas observagbes relacionadas & propriedades termodindmicas do sistema
tern&io demonsram que a concentracd do polimero em sua fase pobre € baxa em vaias
crcungéncias. Porém, a concentracdo do polimero em fase rica € mas dta possuindo baixa
dinidade entre o solvente e 0 ndo-olvente. Deste modo, a fase rica dos polimeros reduz a
velocidade de solidificagéo das paredes dos poros, 0s quais forneceréo mais tempo para aumentar a
dinidade entre 0 solvente e o ndosolvente. A dinidade entre 0 solvente e 0 ndosolvente eta

relacionada com a posi¢éo da curva binodd.
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A dta dfinidade favorece a remistura do dstema tern&io, e a tendéncia da miscibilidade é de
*£ mover paa o0 exo poimeosolvente no diagrama ternaio. Consequentemente, € necessaio
menos ndo-solvente para a separacdo de fase liquido-liquido. Quando a dfinidade entre o lvente e
0 ndolvente aumenta, 0 ponto a baxo do fim da linha da “gravatd’ muda paa o canto do
solvente no diagrama ternaio. Iso Sgnifica que a fracdo de volume de ndo-solvente € peguena no
polimero de fase pobre Entdo, uma dfinidade mas dta diminui a quatia de ndosolvente
necess&ria para formag&o de poros.

Quando uma membrana poliméica € imesa em um banho coagulante uma certa quantia de
ndo-vlvente faz a variacdo da composcdo cruzar o limite da curva binodd, o primeiro nicdeo do
polimero de fase pobre formarda 0 poro nascente na primeira camada da membrana (Figura 7). A
formagdo dos poros ocorrera de acordo com a difusio graddtiva do ndosolvente na membrana
polimérice®

Devido a0 tempo de inducdo para a formacdo de poros, a ocorréncia @ nicleos se difere na
membrana A primeira camada das sub-camadas da membrana possui poros maduros e abertos,
guando o0 néo-solvente comeca a entrar na segunda camada ocorrerd a formacdo de poros nascentes
(Figura8)*.

Egtes caminhos representam mudancas na composicio do filme em um pegqueno intervao de
tempo ou na composicio totd do filme Combinado com o equilibrio termodindmico do Sgema, a
CcOmposcéo pode s determineda a0 cruzar a curva binodd (ponto do encontro de duas curvas) no
diagrama tern&io. o prevé quanto tempo depois da imersfo a separacdo da fase comecard
goroximar-se da interface e, qua o pefil da composcdo da solucdo do polimero podera exigtir

naguele momentc™.
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Figura 6. llustracio do diagrama de fase tern&io para o processo de preparo de membranas pela

técnica de separacéo de fase.
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Figura 8. Esguema da formagdo e crecimento de poros em membranas polimérices obtidas pelatécnica
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1.3. Sstema de liberacéo de farmacos para o tratamento de queimados

O cotrole da liberacdo de famaco ocorre quando um polimero naturd ou  Sntético
combinado com um famaco ou agente biodivo, interage com o ambiente biolégico no qud foi
aplicado®.

Hidrogéis poliméricos tem Sdo empregados para o0 controle da liberacdo de farmacos ou
agentes biodivos devido & suas propriedades fiscas, tas como: hidrofilicidede e forca dédtica
Para 0 projeto de sstemas de liberacdo controlada de f&macos o maeid deve ser quimicamente
inerte, isento de impurezas, possLir biocompatibilidade, e ser facilmente processavef?,

Exigem trés mecanismos primé&ios pdos quas agentes divos podem s liberados difusdo,
degradecéo, e intumestimento seguido de difusio. O processo de difusio ocorre quando um agente
bioativo atravessa a membrana polimérica que forma o ssema de liberagdo. A difusio pode ocorrer
em exda macroscopica, aravés de poros no polimero ou a nivel molecular, passando entre as
cadeas poliméricas.

A difusio ocorre quando o fa&maco passa da mariz polimérica para 0 ambiente interno. A
taxa de liberacdo de f&maco pode permanecer condtante no tempo como € mostrado na Figura
. Neste caso, um reservatério (de farmaco Sdlido, ou solugdo de farmaco atamente concentrado)
€ cercado pela matriz poliméica A Unica edrutura que limita a liberacdo do famaco efetivamente
€ a camada de polimero que cerca o0 reservatorio. Desde que o polimero envolva uniformemente o
féarmaco, ataxa de difusdo do agente bioativo pode ser mantida congtante ao longo do tempo.

Paa os sSsemas de difusiocontrolada, o digpodtivo de liberacdo de famecos deve  ser
estdvel no ambiente bioldgico permitindo a difusio do famaco aravés de poros ou edrutura mecre
molecdar do polimero. Os grupos funcdionais a0 longo da cadeia poliméica podem interagir com o
meio exteno (temperatura, forca idnica, e pH ) sendo possive desta maneira modular-se a liberacéo
de farmacos™.
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Figura 9. Sstema de liberacdo controlada de agentes hioaivos de membranas poliméricas (b)

ou microesferas ().
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1.4. Generalidades sobre a Quitosana

A quitina (Fgura 10) é um polimeo naturd sendo 0 segundo recurso organico Mas
abundante na natureza relaivo & celulosg”’. Extraido de crustceos, insetos, e da parede celular dos
fungos, esima-se que bilhdes de tone adas de quitina, S0 Sintetizadas ao ano na natureza.

A desxdilacdo da quitina produz a quitosana, um polimero cainico de excdentes
propriedades antimicrobiais A quitina € comumente desperdicada nos processos de indudridizacéo
de dimentos mainhos (frutos do mar). Ede polimero naturd € encontrado em abundéncia na
naureza e sua utilizagdo anda ndo eda otimizada a nive indudrid. As vantagens deste polimero
induem sua disponibilidade, baixo cugto, e biodegradabilidade.

Edimativas indicam que, gproximadamente 150.000 tondades de camarfes, 25.000 tondadas
de lagostas e 85.000 tondladas de carangugos e dris SS0 processados anudmente nos Estados
Unidos™ Somente 15-20% da massa totd destes animais %0 comestiveis, e 0 materia descartado,
* processado totdmente, pode se trandormar em 15000 tondadas de quitina Os fungos
apresentamse como outra fonte de interesse comercia para a obtenczo de quitine?”.

A quitosana (Ch) é um copolimero naurd contendo uma mistura de unidedes de b-(1® 4)-2-
amino-2-dioxido-D-glicose e b-(1® 4)-2acetamido-2-dioxido-D-glicose. A quitosana € glicada
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utiliza-se em média cerca de 10kg de casca de camarad™°.

O grau de desacetilacdo resultante gpGs 0 processo € de 70-80%. A Tabda 2 ilustra a matéria
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Tabela 1. Ocorréncia e origem da quitine?

Artropodes (invertebrados)
Animaismarinhos Insetos Microor ganismos
Anndlda Escorpides Algas verdes
Molusco Aranhas Leveduras (b-tipo)
Codenterata Lagartas Fungos
Crustéceos Formiges Micelas Penicillium
Lagostas Baratas
Carangugos e Siris Besouros

Camarédo

Tabda 2. Maéria prima requerida para a manufatura de 1kg de quitina/quitosana utilizando casca

de camarad®™.
Matéria Prima Quantidade
Acido Cloridrico 6,3kg
Hidrdxido de Sodio 1,8kg
GasNitrogénio 025kg

A maoria dos polisscarideos comercias sf0 neutros ou &cidos, sendo a quitosana um
polissacarideo basico. Em pH neutro ou basico a quitosana mantém grupos —NHz livres, sendo
inolivel em &gua Em pH &ddo, sua olubilidade em &gua aumenta devido a protonecdo dos
grupos aminas. Sendo a quitosana um polidetrdlito liner em pH &ddo, possui devada densdade
de caga, 1 caga por glucosamina (Glc-NH2). Assm, ambos o pH e a forga ionica, exercem um
impacto importante na viscoddade intrinseca de uma lugdb aguosa de quitosanas A Figura 11

ilustra a rota quimica para a obtengéo dos biopolimeros quitina e quitosana.
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Figura 10. Representacéo das estruturas quimicas dos biopolimeros: quiting, quitosana e celulose.
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Caranaugo/ Siri
ROTA QUIMICA PARA OBTENCAO DA QUITOSANA ’

v

Desminerdizacdo em HCI 1M
Desproteinacdo em NaOH 1M

Brangueamento em KMnO,4 0,5 M e &cido oxdico

Quitina

Desacetilacio em NaOH (40-50%) a quente

Figura 11. Huxograma ilusrando o processamento da biomassa mainha para a obtencdo da quitina

equitosana
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A quitosana possui inumeras aplicacdes na drea biomédica destacando-s&72:
Aceleracdo no processo de cicatrizagdo ou cura de ferimentos: Os derivados da quitosana
vém sendo fadlmente degradados por lisozimas naturdmente presentes na ferida, podendo
proporcionar a cura araves de um controle na dosagem de N-acetil-glicosamina (NAG).
Membranas para rins artificiais Ese dgema tem posshilitado a manutencéo da vida de
pacientes com doengas cronicas de rim. O uso de memltranas com dta pemegbilidade a uréa e
credtinina desenvolvidas a partir da quitosana tem sdo utilizado em rins attificias.
Suturas cirdrgicas A quitina e a quitosana misturadas podem s extrudades em filamentos,
compondo fibras que podem s usadas em suturas cirlrgicas que ndo precisam ser removidas
go6s a cura do ferimento, pois sfo absorvidas pelo corpo (biodegradavels). Semehantes fibras
S50 biocompatives e néo produzem reacles dérgicas.
Anticoagulante de sangue: A Heparina € usada como anticcegulante de sangue e € um produto
de devado custo. A quitosana € um materid utilizado na producdo de anticoagulante do sangue.

A allfonagdo da quitosana vem sendo uma das modificagdes mais ardivas para 0 prepao de
anticoagulantes, uma vez que a estrutura da quitosana € smilar ada heparina.
Véaias outras aplicagbes para a quitosana tais como, fabricacdo de emulsdes, lentes de

contato, suporte para cromatografia e cosméticos podem ser encontradas na literatura.

1.5. Poli (&lcoal vinilico) (PVA): Principais aplicagdes biomédicas

O pai (dcod vinilico) (PVA) é um polimero hidrofilico dotado de uma estrutura globular
obtido a patir da hidrdlise do poli(acetato de vinila)*’. O PVA possi boa biodegradebilidade e
excdentes propriedades mechnicas®®. A dta crigdinidade do PVA é aribuida aos grupos
hidroxiles que so suficentemente pequencs e com caddas em conformecéo planar  zig-zag.

estruturado PVA%,
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Devido a sua bioinércia, membranas de PVA tem sdo desenvolvides para véaias aplicagbes
biomédcas, destacandose 0 pancress atificia™, membranas para hemodidise e materiais médicos

paraimplantes™.

1.6. Aplicagdes da blenda Pali (&lcoal vinilico) (PVA)/ Quitosana (Ch)

A migura (ou blenda) dos polimeros PVA e Ch tem araido a aencdo de varios pesquisadores
devido & suas boas propriedades mecénicas e de biocompdibilidede. Estudos recentes tem
demondrado a boa permegbilidade de membranas de PVA/Ch & compodos biodivos tas como
vitaminas e antibiticos, ém de uma excd ente hemocompatibilidade deste sistema polimérico™ 4

A obtencdo de membranas porosas de PVA/Ch a patir da técnica de sepaacdo de fase
induzida pdo pH é pouco explorado na literatura, sendo a fenomenologia de transporte de fluidos
fisologicos em tas sdemas rdativamente pouco estabedecido. A smulacéo de transporte de &gua
em tas membranes € indigpensivd para uma previsso do comportamento destes hidrogds

poliméricos quanto asuainteracdo com o Sstema biol6gico humano.

Polimero:
Monémero:
“\. f‘" 'il o
;’:: I‘:‘ i:-l!
H O0=—p-— |
i M H 0—g—cHy
] 1]
0
e -n

Figura 12. Egtruturado poli(&coal vinilico) PVA.
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2. FENOMENOL OGIA DO TRANSPORTE DE AGUA EM MEMBRANAS POLIMERICAS

E fao bem conhecido que os hidrogés sio polimeros com elevada capacidade de sorgio de

&gua e neste caso, moléculas de &gua difundem namatriz polimérica causando seu intumescimento.

A difusio € um processo de trangporte no qua uma forca motriz originada pelo gradiente de

concentragdo produz o trangporte de um componente da mistura de uma regido de dta concentracéo

paraumaregiéo de baixa concentragdo.

Existem diversos mecariamos de transferéncia de massa. Destes, oito se destacam?”:

1

2.

3.

Difusdo molecular (ordinéria), resultante de um gradiente de concentrac@o.

Difusio térmica, resultante de um gradiente de temperatura

Difusfo devida apressio, que ocorre em virtude de um gradiente de pressao.

Difusfo forcada, que resulta de outras forcas externas dém das gravitacionais.

Transferéncia de massa por convecgéo forcada

Transferéncia de massa por convecgéo naturd.

Transferéncia de massa turbulenta, resultante das correntes de redenoinho exigtentes
num fluido.

Tranderéncia de massa entre as fases que ocorre em virtude do néo equilibrio na

interface.

Edes tipos de trangporte de massa s agrupam naurdmente em dois modos disintos. os

quaro primeros tipos (:4) ocorrem com trandfaéncia de maessa molecular (para  solugbes

liquidos), enquanto que os quatros Ultimos (58) ocorrem com transferéncia de massa por conveccéo

(para solugBes gasosas). A biocompatibilidade dos hidrogéis pode, em parte, edar relacionada ao

inchamento destes emsolucdo fisoldgica
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2. FENOMENOL OGIA DO TRANSPORTE DE AGUA EM MEMBRANAS POLIMERICAS
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1

2.

3.
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A difusio de &ua € acompanhada pda absorcéo de metabdlitos do organismo bioldgico para
dentro do polimero podendo dterar dgnificativamente a morfologia da supeficie que eta em
contato com os fluidos ou o tecido biolégico.

O estadbdecimento de um moddo maemdico paa 0 comportamento de uma membrana
polimérica quando edta € colocada em contato com a agua, permite prever as caracteridicas fisco
quimicas do Sgtema, tais como a energia de aivacdo do processo de difusio e tipo de rdaxacdo da
cadeia polimérica quando da entrada do permeante no polimero.

O edudo do trangporte de &gua em membranas poliméricas hidrofilicas pode ser tratado
quantitativamente utilizando-sea 22 lei de Fick, uma equacéo diferencid parcid de ordem 2.

A absorcao de 4gua por membranas poliméricas foi proposta pela rdlagio empirica’”:

M.

¥

onde kK e n sBo par@metros do Ssema e M; e My representam 0 aumento de massa esimada no
tempo t e no equilibrio, respectivamente.

O problema red condse no edudo da difusio de uma solugdo em uma membrana
mergulhada em um banho finito. I1st0 acarreta num fluxo em todas as diregbes. Se C (X, y, z, t) é a
concentracdo de liquido dentro da membrana em um dado porto (X, y, z2) num indante t, a segunda

lei de Fick**}para o transporte dentro damembrana &

- =
xv,zt)= (D C(xVy,zt) (2
qt

com D = codficiente de difusio que pode depender de (X, y, zet) e =
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A equacdo de Fick descreve matematicamente o fendmeno do transporte. Por tratar-se de um
problema complexo, idedizorse uma membrana semi-infinita mergulhada num  banho  semi-
infinito.

Com ido teemos um fluxo unidimensond (por exemplo X) e supondo que D (coeficiente de

difusio) s5a homogéneo e constante no tempo, escrevemos a express3o (2) como™> 3

Tx.t= D. T°Cx.1t) ©))
Tt 'S

A equacdo (3) € uma equacdo diferencid parcid que nada mais é que a equacéo da conducéo
do cdor unidimensond deduzida e esudada por Fourier em 1807.

A equacio (3) para s resolvida necessta também de condigbes de contorno apropriades. O
método a ser utilizado é o método da separaczo de variaveis acoplado asérie de Fourier®®®,

Cond dere uma membrana semi-infinita de espessura 2h como ilusraa Figura 13

Figura 13 llustracéo do percurso de um liquido na membrana polimérica
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As seguintes condigbes de cattorno sxréo adotadas: C(x, 0) = 0, -h < x < h (condigéo inicid);
C(+ h, t) = C4, aconcentracéo nas fronteiras da membranaparatodot > O.

O méodo de sparacdo de varidvels condste em propor uma solugdo para C(x, t) na forma
M(X) . N(t), com as fungdes M(x) e N(t) dependendo respectivamente, gpenasde x et.

Derivando a proposta acima e subgtituindo na equacéo (3) obtémse:

M(X) dN = Dd>M . N(t) 4)
ot ¢

Dividindo aequacéo (4) em ambas os membros por D. M(X) . N(t) pode-se escrever:

1 . dN® = 1 . dMK (5)
DN() dt M(X) X

Como o primeiro membro da equacdo (5) depende SO de t e 0 segundo membro sH de X, a
igua dede acima somente € verificada se ambos as membros forem congantes.

Esa condante serd chamada de WA, propositadamente para Smplificagbes futuras, assm

obtém-se:
1 dN® -
DN(t) dt
ou dN(t) + Dw . N(t) =0 (6a)

ct
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A qud é uma equacdo diferencid ordin&ia linear, de ordem 1 e homogénes, cuja solucéo

gerd éN(t) :e'WZDt. E
1 . MK = -w
M(X) dxX

ou fMX) + w.MX =0 (6b)
o

A qud é uma equacdp diferencid ordinaria lineer de ordem 2 e homogénes, cuja solucéo
gerd € M(X) = acosw x + b saw X, sendo a e b congantes a determinar aravés das condicles de

contorno. Compondo as solugdes de 6ae 6b obtém se:
C(x, t) = (a coswx + b senwx) e "™ @)

Porém, gpenas edas fungbes ndo satisfazem condigdes de contorno arbitrarias. Assm de acordo
com Fouier® para condicdes de fronteiras nd homogéness deve-se propor uma olugdo da

seguinte forma: (Para—h<x <h et>0)

¥
Cx,t) = a+ 2aA (a,c05w, X + b, semy, X) €
=8

Dwﬁ.t

(8)

As condantes a, b, e w, = n 2p/P, devem sx determinadas através das condigdes de
contorno.
Devido a homogenddade da membrana e a smdria da Fgura 13 obtémse que C(x, t) =

C(x,t) pala—h<x <h et >0, conformeakFgural4.
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Assm, daeguacéo (8) temse:

¥

2 - Dw2 t
Cx,t)= a + 2A (a,cosw, x + b, sewy %) . €
g=h

¥
C(x,t)= ap + 2a1 (ancosw, (X) + by sewy, (-x)) . € oW

At

2
w2 t

¥
2 -D
= a0+22 (a,cosw, X - b, senwg, X) . €

Para a iguddade acima ser verdadera para todo —h < x <h, t > 0, deve-se ter obrigatoriamente que

by, =Oparatodon =1, 2, 3....

| A |

| |
C(x,1) 4_‘5' ’:'74> C(x, t)
| |
| |
| |

-h x X h

Figura 14. llustracéo do comportamento da membrana quando esta € aravessada por um liquido

permeante.
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Portanto a equacéo (8) torna-se:

¥
- Dw? t

C(x, t) = ao+25. (a,cosw, x) . € 9
=L

As condigbes de contorno para este problema sdo: C.C. | C(x, 0) = 0, -h < x < h, condicdo
inicid; eC(+h, t) = C,, aconcentracdo nas fronteiras damembrana paratodo t > 0.

Para determinar o coeficiente & e a constante P (periodo da funcdo), deve-se fazer a extensio
periddica par da condicdo inicid, id0 € esender o vaor da concentracdo C, até +2h, como

demongtrado na Figura 14.

C(x,0)

T
I

-2h -h h 2h

Estaimposicéo faz parte da técnica de Fourier. Sendo P = 4h.
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Com eda condigdo inidd pode-se cdcular os coeficientes & para n = 1, 2, 3,....... e s

fornecidos por:

2 P/\2
a, =5 O~ (v,0).cos(n2p / P)y.dy (10)
-P/2

Como C(x, 0) é par eP = 4h apartir da equacéo (10) acima obtémse:

2h

a, = 1/ h=(y,0).cos(np /2h)y.dy (11)
h
2h 2h
o _ C,/hsen(np/2h).y!
a,=1/h Epl.cos(anZh)y.dy— o/ 2h "
=% CsenPy . % o NP
a, = on (sennp - sen 2™ on .sen >

Os vdores de an podem ser obtidos a partir da tabela da funcdo seno. A Tabda 3 gpresenta o

vaor de seno np/2 paradguns valores de n.

Tabda 3. Tabda de vaores de seno np/2 obtido de acordo com o gréfico da fungéo

A W N P
1
[MEN
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Os vdores de an podem ser obtidos a partir da tabela da funcdo seno. A Tabda 3 gpresenta o

vaor de seno np/2 paradguns valores de n.

Tabda 3. Tabda de vaores de seno np/2 obtido de acordo com o gréfico da fungéo

A W N P
1
[MEN
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De acordo com a Tabela 4 vemos que sen np/2 € diferente de zero somente para inteiros,

impares e com snd aternado.

Para ao tem-se;

O_ﬂhQQdy C/hy" = ¢ /-1y = C,

Assm, obtémse para a equacéo (9):

é ( 1) n+l (2n 1) _ e(szl)put
. p. X 2h §
= -4C COS

(12)

Andisando a equacdo (12) observa-se que a concentragdo de saturacdo € obtida para t® ¥, a

qud vde

C(x,t) %%4® C,° C,

Assm aequaco (12) assume a seguinte forma (para—h<x<h,t >0

cxn_ A D™ (@an-Dpx ofRR
C¥ 2‘ (2n- 1) o0 © (13)

A equacdo (13) é a rdacdo entre a concentracdo da solugdo dentro da membrana em uma

poscéo x e num indante t dividido pela concentragéo de saturagéo.
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Para obtermos a concentragdo tota M(t) dentro da membrana, integrase a equagéo (12) em x

de—h a&éh, assm obtém-se;

h n e(2n 1)pu
h\ jo-X1g OO &(2n- Dp.yu OF 5 ¢ !
= = C : g G d _
o= ron=8 6 2 xn-) 8 20 H Jay-
gy ACped (D™ od2n- py o ey, 1y
= q-, 1* p Oneg‘l 2n_ 1 Sg 2h .

A segunda integrd acima SO poderd s redizada se 0 simbolo de integrd puder ser invertido
com o smbolo do somadrio. A condicdo para iSO € que a iie dentro da integrd convirja
uniformemente no intervao [-h, +h]. Mas a convergéncia uniforme € garantida para a s&ia acima

< .2
_péen-vpt’

€ 2n H°

devido ao fator € , portanto:

e(2n 1)pu

(-3)"+1 g 1
(2n- 1)

o (2n-
QCOS(Z—thydy (14)

¥
M(t)= C.2h —4C,/p a

Redizando aintegrd acima obtém-se:

ae’Zn 10

(2n-1) 2n- 1 §2n g
qcos—pydy zc;,cos(n—h)pydy:2 n-1p 1)pp>’|

2h
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Subdtituindo o resultado daintegra acima na equacéo (14) pode-se escrever:

- é(2n-1)p02
(-1 ' Peon gt 4h ntl
M(t)= Cup2h - 4C/a o —— (D7
0= G2 =4GR (on-9° @-p
¥ é(2n- l)pu'
_C,2h- 16hC, é 1 . Pean 4 (15)

p2 n=1 (2n_ 1)2

Através da eguacdo (15) obsarva-s= que a concentragdo totd satura para t tendendo ao
infinito:

M (t)%%4® C,.2h° M,

Logo pode-se escrever a equagdo (15) naforma
¥
a———ep- [Dn+)°p 2 |} (1¢)

O codficiente de difusfo (D) da solucdo aravés da membrana, pode ser cdculado em primeira

goroximacao tomando o primeiro termo da S&rieda equacao (16), assm teremos:

DEPU
&2ht]
1-M/My=8p. € (17)
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Tomando o logaritmo de ambos as membros tem se:

@& M,0 =8¢y Dp*t
In¢l- L= lng—=- —— 18
€ M, 5 "Sp7s @) (18)

De acordo com a equacéo (18), In(:-M¢/My) versus t deveria ser linear em tempos de difusio
longos, podendo o coeficiente de difusio (D) ser cdculado greficamente utilizando o méodo dos
minimos  quadrados™. Determinase 0 coeficiente de difusio, condderando-se que o coeficiente

angular dareta (m) é dado por:

D=-

Aplicando a propriedade dos logaritmaos para o produto na equacéo (1), tem-se:

lo M, g=|ogk+n|ogt (20)
RN

v

A eguacéo (20) representa a equacéo de uma reta num papd log x log e pode s utilizado
para se estimar o tipo de trangporte ().

O tipo de trangporte, n, pode ser classificado como:
1. Cas0 | ou Fickiano: taxa de difusio do penetrante € muito menor que a mobilidade de ssgmento

do polimero, ocorre paran » 05.
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2. Ca0 Il: taxa de difusito € muito maor que a mobilidade de segmento do polimero e é
fortemente dependente da cinética de inchamento, ocorre paran » 1,0.

3. Andmdo ou ndo-FHckiano: taxa de difusio é comparavd com a mobilidade das caddas
poliméricas, vaiando entre 06 e 08, quando a taxa de difusfio do solvente e a taxa de

relaxamento do polimero séo comparaves.
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3. OBJETIVOS

Em funcdo do ja expogto o presente traba ho tem como principais objetivos

1. Prepao de membranas poliméricas com diferentes composiges de PVA/Ch utilizando a
técnica de separacéo de fases induzida peo pH e evgporacéo do solvente (“casting-out”).

2. Avdiar a dependéncia entre o tipo de transporte, o coeficiente de Fick e o0 intumescimento
em solucdo fisoldgica levando em condderacdo a composcéo da membrana

3. Edtudo da energia livre de supeficie das membranas obtidas em funcdo da composicéo da
blenda

4. Avdiacdo in vitro dos ddtemas obtidos aravés do experimento de sorgdo protéica e
citotoxicidede.

5. Avdia a dependéncia entre a composicéo da blenda PVA/Ch e o mbdulo de dadticidade
através da andise termomecénica (TMA) e resisténcia atracao.

6. Edudar o0 proceso de liberacidb de um antibidtico topico em fungdo da composcéo da

blenda.
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Prepar o de membranas pela técnica de separ acdo de fase induzida pelo pH do meio

O processo de separacdo de fase induzido peo pH foi utilizado neste trabdho para a obtencéo
de membranas porosas de PVA/Ch. O agente precipitante utilizado foi o NaOH 2M.

Os polimeros utilizados foram a quitosana (Sgma, percentud de desacetilacdo = 85% m/m), e
o poli(@dcod vinilico) (PYA Merck, PM = 72000, hidrdlise > 98 %). Paa a obtencdo das
membranas foram preparadas solugbes de quitosana (80% m/m, 70% m/m e 50% m/m) em &cido
acético 0,5M. Pesaramse as proporgdes de 0,19, 0,29, 04g de PVA e dilui-se cada porgdo em 5mL
de &cido acético 05M. Em seguida adicionou-se uma maessa de 04g de quitosana em cada solugéo
de PVA recém preparada. ApGs completa dissolucdo, as solugBes contendo PVA nas proporcdes
20% (m/m), 30% (m/m) e 50% (Mm/m) foram depodtadas em placas de Teflon (f = 4 cm). Para o
proceso de separacéo de fase, os moldes de Teflon foram imersos em um barho coagulante de
NaOH 2M por 24 horas a temperaura ambiente. Em seguida, as membranas foram retiradas das
placas e imersas em &ua e lavadas vaias vezes com &gua dedtilada e deionizado até a extracdo
totd do NaOH resdud. Pogeriormente foram imersass em solugio tampéo <dina — fosfato (PBS,
pH 74) por 24 horas e em seguida liofilizadas para a consarvacdo da edrutura porosa A fim de se
investigar 0 processo de formagdo de poros pea adicéo de sds, membranas de PVA/Ch foram
preparadas pelo processo destrito anteriormente com adicgo de NaCl (2% m/m). A lidfilizagdo é
um processo de secagem do maerid sob vacuo gpos ede ter Sdo congdado em nitrogénnio liquido.
A perda de &ua da membrana congelada ocorre pela sublimacdo direta da &gua no estado sdlido em
temperaturas muito baixas As Figuras 15 e 16 ilusdram o lidfilizador utilizado neste trabaho e o
diagrama de fases do processo de liofilizagdo, respectivamente. A Figura 17 iludra o proceso de

obtencdo de membranas de PV A/Ch pela técnica de separacéo de fase induzido pelo pH.
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Figura 15. Lidfilizador utilizado para secagem das membranas de PVA/Ch.
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4.2. Preparo de membranas pela técnica de evapor agdo do solvente (* casting-out”)

Para a obtenco das membranas pea técnica de evaporacdo do solvente pesaramse as porgoes
de 01g 02g e 04g de PVA e diluiu cada porcdo em 5mL de &ido acdtico 05M. Em seguida
adicdonouse 04g de quitosana em cada solugdo de PVA recém preparada Apds completa
disolucdo as solucbes foram depostadas em placas de Teflon { = 4 cm). Em seguida as placas de
Teflon can as solugbes de PVA/Ch permaneceram em repouso durante 24 horas até a evaporagéo
totd do solvente, restando na placa somente o filme PVA/Ch nas proporgdes de 20% (nvm), 30%
(m/m), e 50% (m/m) de PVA. Os filmes obtidos foram mantidos num dessecador sob vécuo a

temperatura ambiente para remoggo por 48 horas de &gua residud.

4.3. Incor por agao do Nitrofural nas membranasde PVA/Ch

A nitrofurazona (Furacin) foi incorporada nas membranas gpds 0 momento da mistura entre a
Ch e o PVA. Foram adicionados 2mL de nitrofurazona nas blendas com as concentragbes de 20%
(m/m), 30% (m/m) e 50% (m/m) de PVA correspondendo a uma concentragdo total do famaco na
membrana de 200mg/g de Furacin. Em seguida as membranas foram colocadas em placas de Teflon
f = 4 ocm) por 24 horas paa a evgporacdo do solvente e em seguida os filmes obtidos foram

mantidos sob vacuo atemperatura ambiente por 48 horas para a remogéo da éguaresdud.

4.4. Densidade Otica

Medidas de Densidade Otica (DO), foram utilizades paa a monitoracido do processo de
spaacilo de fae E fao bem conhecido que polimeros tendem a formar  complexos
macromoleculares por interacdo de seus grupos funcionas A protonacdo da quitosana  pode
favorecer a formacdo de complexos poliméricos levando a uma dteracdo do pH correspondente a0

processo de separacdo defase.
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Neste sentido, 0 processo de separacéo de fase induzido pelo pH das blendas de PVA/Ch foi
acompanhado por espectroscopiano visive utilizando um espectrofotdmetro Varian moddo 364.

Para tanto as, variagbes na DO em fungdo do pH foram estudadas utilizando-se uma solugéo
equimolar de PVA e Ch. O processo de precipitacdo foi monitorado a 660nm gpds adigbes

sucessvas de NaOH 0,5M asolucéo polimérica

4.5. Caracterizago Fisico-Quimica
4.5.1. Intumescimento

Os ensaos de intumexcimento foram efetuados em solugdo tampéo ina-fodfaio (PBS) 0,2M
no intervdo de pH de 2,0 a 9,0, nas temperauras de 25°C e 37°C. O conteido de &ua no hidroge

em equilibrio (Q) foi caculado por:

Q=—*~t=——2 (21)

onde Wt e W, representam as massas da membrana no tempo t e inicid , repectivamente e Mt e
M¥ representan as massas dos hidrogés no tempo t e no equilibio do intumescimento,
respectivamente.
Com os dados obtidos cdculourse 0 coeficente de difusfo (D) e o tipo de transporte (n),
congtruindo para as membranas os repectivos gréficos
Coeficiente de difusio (D) versus pH.
Tipo de Transporte (n) versus pH.

Intumescimento (M¢/My) ver sus tempo.
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4.5.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

A porosidade nas membranas PVA/Ch foram andisadas por microscopia eetrbnica de
varedura (MEV). Amodras circulares de 5 mm de didmetro foram fixadas em um suporte metdico
e gis deposicdo de ouro foram andisadas em um microscopio eetrbnico de varredura (MEV)

Phillips modelo XL30. A Figura 18 mastra o micrascopio eetronico utilizado neste traba ho.
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Figura 18. Equipamento MEV Phillips XL30 (IPEN/USP) utilizado para andise des edruturas

porosas nas membranas de PVA/Ch.



Figura 18. Equipamento MEV Phillips XL30 (IPEN/USP) utilizado para andise des edruturas

porosas nas membranas de PVA/Ch.
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4.5.3. Propriedades M ecanicas do Hidroge PVA/Ch

Uma vez que as membranas de PVA/Ch foram projetadas para a absorcéo de fluidos
fisgologicos, suas propriedades mecénicas seré0 importantes para orientacdo0 a maneira gpropriada
do manus=io do Sstema polimérico.

Para andlisar as propriedades mecénicas das membranas de PVA/Ch obtidas utilizou-se as
técnicas de andise termomecénica (TMA) e ressténcia atracdo. Para a andise TMA trés pontos da
membrana foram andisados quanto & deformagdo mecdnica Membranas de PVA/Ch com 20%
(mm), 30% (Mm/m) e 50% (M/m) de PVA foram submetides & forcas de 0,04N, 008N, 012N,
016N, 020N, 035N e 050N a uma temperaura condante de 37°C. A regpoda dédica dos
hidrogéis foi andisada de acordo com as curvas de deformagdo versus forca aplicada. A andise
TMA foi efduada em um eguipamento Metler TA 4000 (Figura 19). As curvas tensio versus
deformacéo obtidas a partir da andise por TMA sfo mostradas na Figura 20.

Para ressténcia a tracdo, o modulo de dadticidade dos hidrogéis foi determinado utilizando-se
uma méguina Ingron 4464 equipada com cdula de caga de 25N e veocdade de tracdo de
5mm/min. Amodras tipo “gravad  dos hidrogés de 45mm de comprimento, 6mm de lagura e
15mm de espessura foram tracionades @€ uma digéncia de 15mm. As amodras foran mantidas em
amodera com umidade rdativa (RH) de 100% durante todo ensso. O cdculo do modulo de
dadicidade do maeid foi obtido a patir da curva tensio versus deformacdo. Para cada
composcdo da membrana foram ensaiados trés corpos de prova Os resultados foram expressos
com a média e 0 seus repectivos desvios padréo. A Figura 21 iludtra os corpos de prova, bem como

améaguina Ingron utilizada no ensao.
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Figura 19. Equipamento Metler TA 4000 utilizado nes andises termomecénicas das blendas

PVA/Ch.
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Figura 20. Curva forca deformacdo versus tempo (A) e deformacéo versus forca gplicada (B) para
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Figura 21. llustracdo da maquina Instron (A) e corpo de prova (B) para os ensaios de ressténcia a

tracdo.
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4.5.4. Angulo de Contato

A molhabilidede das membranas de PVA/Ch foi avdiada daravés de medidas do angulo de
contato utilizando a técnica da projegdo horizonta de uma microgota dos liquidos &gua (g0 =
0,0778 N/m), dlicerina (@= 00634 N/m) e dilenogicd (g = 00477 N/m). As membranes
PVA/Ch, com diferentes percentuas de PVA, foram fixados no suporte do eguipamento para
medides do angulo de contato. Uma gota (10 nb) do liquido para ensao, foi colocada sobre a
supeficie poliméica com a guda de uma micropipga O angulo de contato foi medido diretamente
na gota projetada com o auxilio de um trandferidor.

A avdiacdo da energia livre de supeficde das membranas de PVA/Ch foi obtida utilizando-se
a metodologia de Zismann ou sga € condruido o gréfico cos q versus g e determina-se g
extrgpolando-se para cos q = 1. A Fgura 22 ilusra a molhabilidade de uma superficie e sua rdacéo

com o angulo de contato.

4.5.5. Espectroscopia no I nfravermelho

As blendass de PVA/Ch foram caacteizadas com reacdo a formagdo de complexos
macromoleculares  por espectroscopia no  infravermeho  com  trandformadas de  Fourier  (FTIR)
utilizando um espectrofotdmetro Perkin-Elmer 1730. Foi utilizado um acessirio de reflexdo tota
aenuada (ATR) com crisgad de KRS 5 (Ta/TaBr) e angulo de incidéncia de 45°, sendo feito o
acimulo de 60 vareduras. A Figura 23 ilustra 0 equipamento para a caracterizacdo da membrana

por ATIRIFTIR.
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4.6. Caracterizacéo Bioquimica
4.6.1.Adsorcdo Protéica

Apés deeminacdo dos padmeros fisco-quimicos das membranas tas como
intumescimento, coeficiente de difusio, tipo de trangoorte e angulo de contato; avdiouse as
propriedades biocompativeis das membranas por ensdos in vitro. Os ensaos propostos para a
avdiagdo da biocompatibilidade das membranas de PVA/Ch sd0 0 processo de adsorgéo protéica, e

aditotoxicidade.

4.6.1.1. Mar cacgo de Proteinas com 2|

As proteinas dbumina de soro humano (HSA), e fibrinogénio (HFb) foram marcades com 2|
ssgundo 0 méodo de Huter-Greenwood modificedo por Biscayart*™® Empregaramse 05 — 0,7
mCi (185 — 259 MBQ) de radioistopo, 5 ny de proteina em 30 nL de tampdo fosfato (PBS)
0,05M, pH 74. A reac0 procedeurse a temperaura ambiente por 5 minutos, adicionando-se entéo
5 ngy de meabissulfito de sodo en 5 nh do mesmo tampdo fodfao 0,05 M. A purificacdo da
proteina marcada foi feita por filtragdo em gd Sephadex G100 para 0 BSA e G250 paa o
fibrinogénio e a gglobuling segundo trabdho de Bartdlini®® paa um cdculo preciso  dos
coeficientes de ddribuicio dos picos radioativos (Kp). O uso deste pardmetro (que eta relacionado
com o0 rao de Sokes) no processo de purificacdo pode comprovar a pureza e identidade do

materid.

4.6.1.2. Adsorcdo de proteinas

O edudo de adsorcdo das proteines macadas foi efetuado em cdas cilindricas de
poli(tetrafluoretileno) (PTFE). Edas cdas contendo amodras de 06 cm de didmetro foram
preenchidas com PBS (0,100 M de NaCl; 0,00866 M KHPQ;; pH7,4) paa dedocamento do a e

equilibradas termicamente por 30 minutos.
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Poderiormente injetou-se nas cdas, 4 mL de uma 0lugd em PBS da proteina marcada
(200.000 cpm/mL) de maneiraa se desprezar virtuamente todo o PBS inicid dacda

Apds um periodo de incubacdo de 2 horas a 37°C. a radioatividade adsorvida nos filmes foi
avdiada em um contador Beckman para determinac@o da concentracdo das proteinas adsorvidas em
funcdo da composgdo das membranas de PVA/Ch. A Fguwa 24 modra a cda de

poli(tetrafluoretileno) (PTFE, TeflonO) montada para o ensaio de adsorgzo.

4.6.2. Liberacao de Farmaco

A liberacdo do nitrofurd (nitrofurazond) foi andisada espectrofotometricamente a 374 nm
em um espectrofotdbmetro UV/VIS (Vaian 364) de acordo com uma metodologia adaptada da
farmacopéia americana (USP). Assim, foi adicionado a um béquer, 400 mL de solucdo PBS pH 74.
A membrana de PVA/Ch enwodlta por uma tda medica foi fixada no béquer sendo mantidos
congantes a temperatura (25°C e 37°C) e agitagdo (200 rpm).

Aliquotas de 5 mL de s0lucdo foram retiradas em diversos intervaos de tempo. O volume do
sgema foi mantido constante com reposicdd da vlugdo de PBS para manutencdo do equilibrio. A
concentracgo de nitrofurazona foi avaiada gpos gplicacdo do método dos minimos quadrados.

A figura 53 ilusra a curva de cdibraco utilizada para obter os vaores da liberacdo do

farmaco.
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Figura 24. Cdade PTFE utilizado no ensaio de adsorcao protéica
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4.6.3.Ensaio de Citotoxicidade

Tendo em vida a importancia de verificar-se a inocuidade das membranas de PVA/Ch obtidas
pela técnica de separacdo de fase induzida peo pH, foram efetuados ensaios de citotoxicidade. O
ensao de dtotoxicidade define o potencid de degeneracidd ou morte cdular pdo materid
condituinte das membranas de PVA/Ch. Assm, um resultado postivo no ensao de citotoxicidade
descaracteriza a condicdo de inocuidade das membranas, sendo possivel causar um processo de
irritabilidade do tecido bioldgico seguido de degeneracéo cdular.

O edudo da ditotoxicidede foi efetuado em coldboracdo com o laboratdrio de biologia
molecular do Indituto de Pesguisa e Nudeares — IPEN/USP tendo sido sdecionado o méodo de
inibicAo da formagzo de coldnia devido asua sensibilidade™.

Os ensaios in vitro sfo habituamente efetuados como testes de triagem no inicio da avdiagéo
de biocompdtibilidade de materias A 1SO 109935 (1992) referese a0 teste de citotoxicidede
como um tesde “in vitro” de gplicabilidede geard, usado largamente com o objetivo de sugerir, a
partir de seus resultados, um plano de ensaios gplicaeis ao materid.

Uma das vaitagens deste teste € sua dta senshilidade, e os resultados obtidos tanto pela
inibicdo do crescimento cdular, formacdo de colonias, morte celular e outros, indicam que edte tipo
de avdiacao fornece informacéo integrada da acéo dos componentes do materid no meio biol dgico.

Para a prepaacio dos extratos des amostras, utilizou-se a proporcio de 6 cn? de &ea
superficad das membranas de PVA/Ch para cada mL do meio de cultura RPMISFB (RPMI 1640

com 10% de SFB e 1% de solugdo de penicilina e estreptomicing) em frascos de vidro com tampa

rosqueada e incubados a 37°C por 24 horas,
Apés ede periodo foram fetas diluigdes seriadas de 50; 25; 125 e 6,25% dos extraos das
membranas de PVA/Ch. Os controles negativos, extrato de poiietileno de dta densdede (HDPE), e

positivo, solucéo de fenol 0,02%, foram iguamente diluidos.
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Utilizowse a linhagem cdular de ov&io de hamgter chingss CHOK; (CCL-61-ATCC)!
mantida em garafas plagicas com 0 meo RPMISFB. No momento do ensao um volume de 2 mL
de uma suspensio cdular contendo 100 cdulasml, foi distribuido em placas de Petri de 15 X 60
mm, as quas foram incubadas por 5 horas para permitir a adesfo cdular em incubadora Umida a
37°C com 5% de CO,. Ap6s este periodo, o0 meio de cultura foi removido e subgtituido por 5 mL
dos extratos puros e das diferentes diluicdes. As placas foram novamente colocadas em esufa
Umida a 37°C com 5% de CO: por sgte dias. Para cada diluicio do extrato utilizou-se placas de Petri
em triplicata ApGs o periodo de incubacdo, os meos foram removidos e as colonias formeadas
fixadas em solugdo de formol 10%, em solucdo sdina 0,9%, e corades com Giemsa As colonias
visiveis foram contadas e comparadas com 0 nimero de colnias formadas na placa de controle de
linhagem cdular CHO-K;, previamente incubada com o meo RPMI-SFB. O ponto inicd
dtotoxico foi avdiado e expresso pdo indice de ditotoxicidade 1Gyw), Correspondente a
concentracdo do extrato que suprime em 50% a formecéo de coldnias em rdacédo ao catrole. A

Fgura 25 ilustra o ensaio de citotoxicidade pelo método de inibicdo de colbnias,
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37°C com 5% de CO,. Ap6s este periodo, o0 meio de cultura foi removido e subgtituido por 5 mL
dos extratos puros e das diferentes diluicdes. As placas foram novamente colocadas em esufa
Umida a 37°C com 5% de CO: por sgte dias. Para cada diluicio do extrato utilizou-se placas de Petri
em triplicata ApGs o periodo de incubacdo, os meos foram removidos e as colonias formeadas
fixadas em solugdo de formol 10%, em solucdo sdina 0,9%, e corades com Giemsa As colonias
visiveis foram contadas e comparadas com 0 nimero de colnias formadas na placa de controle de
linhagem cdular CHO-K;, previamente incubada com o meo RPMI-SFB. O ponto inicd
dtotoxico foi avdiado e expresso pdo indice de ditotoxicidade 1Gyw), Correspondente a
concentracdo do extrato que suprime em 50% a formecéo de coldnias em rdacédo ao catrole. A

Fgura 25 ilustra o ensaio de citotoxicidade pelo método de inibicdo de colbnias,
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Figura 25. Placas de Peri do teste de citotoxicidade pdo méodo de inibicdo de formecdo de

colonias. Materid indcuo (A), Materid citotdxico (D).
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5. RESUL TADOSE DISCUSSOES

5.1.Caracterizacdo Fisico-Quimica
5.1.1. Andlisepor ATR/FTIR

E fao bem conhecido na literatura que, ambas as macromoléculas, quitosana (Ch) e
poli(@dcoal vinilico) (PVA) podem apresentar interacbes especificas do tipo ligagio de hidrogénio®™.
Nege trabaho, andisourse 0s espectros vibracionais da quitosana pura e gods sua misura com o
polimero PVA afim de observar aformacdo de possiveis complexos macromoleculares,

A Figura 26 modra 0 egpectro ATR/FTIR da quiting, quitosana e PVA, respectivamente. S0
observadas bandas vibracionais caracteristicas do biopolimero Ch entre 1100 — 1152 cmi® devido a0
grupamento -OH, 1557 cm™ (-NH,) e 1650 cni* (amida I). A banda larga A observada entre 2900 —
3450 cmit pode ser aribuida 3 vibracBes correspondentes & bandas do estiramento NH de amida e
-OH. A raz&o entre as bandas da absorcio a 1655 cmi' e 3450 cmi' é indicada por muitos autores
para a determinaco do grau de desacetilagzo do biopolimero quitosana®.

As Fguras 27 e 28 indicam que a adicdo do PVA a quitosana ndo dterou o espectro
infravermeho do biopolimero Ch no intervdo de composcgdes estudado neste trabadho. A ndo
dteracd0 no espectro vibraciond das membranas de PVA/Ch pode indicar a auséncia de interacéo
molecuar entre os polimeros PVA e Ch, respectivamente. A adicdo de NaCl também ndo ocasionou
dteracOes sgnificativas no espectro IR das membranas de PVA/Ch.

O edudo da interacdo molecular entre PVA e Ch tem gerado véias controvérsas na literatura,
uma vez que h4 autores que ndo obsarvam dteragbes no espectro vibraciond enquanto outros,

afirmam encontrar pegquenos ded ocamentos na banda vibraciond correspondente ao grupo -OH.

Avdiar a presenca de interagdes moleculares entre o PVA e Ch requer uma aimosfera isenta

de umidade, uma vez que a menor presenca de &gua no Ssema em estudo poderia acaretar 0
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dedocamento na banda correpondente a0 grupo -OH (PVA). Optamos entéo por estudar a
interacd0 entre os dois polimeros (PVA e Ch) em solugdo aguosa aravés de medidas da densdade

Gticado sstema.
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Figura 27. Espectro ATR - FTIR das membranas de PVA/Ch preparadas pela técnica de inverséo

defase com adicéo de NaCl. % de PVA (m/m): 20% (A), 30% (B) e 50% (C).
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Figura 28. Espectro ATR - FTIR das membranas de PVA/Ch preparadas pea técnica de inversto

de fase sem adigBo de NaCl. %PVA (m/m): 20% (A), 30% (B) e 50% (C).
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5.1.2. Densidade Otica
A quitosana é um poliderdlito cuja solubilidade em meo adido (pH @50 — 55) deve-e a

protonacdo de seus grupos aminas de acordo com a expressao:

H*
Ch— NH, —» Ch—NH} (PKa» 62)

Um aumento no pH do ssema leva & ua desprotonacdo e consequentemente a precipitacdo do

biopolimero a um pH @60 — 65. O pdi(dcoad vinilico) (PVA) por outro lado, manteve-se estave

em todo o intervao de pH esudado (20-12,0). A edtabilidade neste caso referese a auséncia de

precipitacdo ou turvecdo do sitema aquoso contendo a macromolécula dissolvida gpds a adicdo de

NaOH 0,1M.

O comportamento da densdade dGtica do sstema PVA/Ch é goresentado na Figura 29, onde o
proceso de inversso de fase induzido pdo pH foi acompanhado pela espectroscopia no visive.
Obsarvou-se um inicio de precipitacdo (ou turvacdo) a um pH igud a 7,5 para a blenda polimérica
PVA/Ch enquanto que a solucdo de quitosana pura inicia a precipitacdo a um pH igud a 6,0. A
0lucdo de PVA ndo goresentou diminuicdo na denddade dtica no intervalo de pH estudado ou sga,
20-120.

Os resultados obtidos a partir de medidas de densidade ¢Gtica indicaram que o PVA parece s
comportar como um coloide protetor da quitosana Neste caso, a quitosana protonada poderia
formar fortes interagbes ibnicas levando a formacdo de agregados ibnicos (“clusters’) como
modirado na Figura 30. Deve-se ressdtar que a precipitacdo da quitosana em solugéo dcdina ocorre
muito mas rgpido que o PVA uma vez que a solugdo de NaOH € um solvente pobre para o
biopolimero. Uma vez que o hiopolimero é mas inlivd em pH > 6,0, eperase que apds o
processo de separacéo de fase, a quitosana deva formar a matriz (fase continua) enquanto que o

PVA formariaafase dispersa (ou dominios) na blenda PVA/Ch.
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Figura 29. Diagrama de fase do ssema PVA (B), Ch (C) e PVA/Ch (A) em solucédo aquosa de
CH;COOH 0,IM. (A) PVA/Ch 50%, (B) PVA 0,6 gL, (C) Ch 06 glL. A temperaura
do sgema foi edabilizada termodaicamente a 25°C durarte a adicdo de NaOH 0,1M.

A agitaco foi mantida congtante durante todo o experimento.
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Figura 30. llusracdo da formacéo de agregados durante o processo de preparo da membrana de

PVA/Ch pda sparacéo de fase induzida pelo pH.
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Figura 30. llusracdo da formacéo de agregados durante o processo de preparo da membrana de

PVA/Ch pda sparacéo de fase induzida pelo pH.
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Figura 30. llusracdo da formacéo de agregados durante o processo de preparo da membrana de

PVA/Ch pda sparacéo de fase induzida pelo pH.
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5.1.3. Microscopia Eletronica de Varredura

Devido ap processo de nudeecdo, a inversio de fase induzida pdo pH leva normdmente, a
formacdo de poros na matriz polimérica As membranas de PVA/Ch obtidas gpds 0s processos de
precipitaco por inversio e lidfilizacdo, foran congdadas em nitrogénio liquido e fraturedas. ApGs
0 revesimento com ouro, as membranas obtidas foram caracterizadas por microscopia eetronica de
varedura (MEV), conforme ilustram as Figuras 31 —34.

As Figuras 31 e 32 indicam que o incremento no percertud de PVA na blenda leva a um
processo de aumento de densdade das membranas de PVA/Ch com uma drégtica reducéo de
ambos, nUmero e tamanho de poros Ede resultado pode ser interpretado como sendo devido ao
proceso de sparacdo de fase liquidoliquido em uma 0lugdo polimérica miscivd de composcéo
vaiada Nese caso a tendéncia do sstema é a formacéo irregular de poros, com densas camadas
separando 0s mesmos™.

Uma outra explicagdo possivel para a dendficagdo das membranas de PVA/Ch com eevado
percentud de PVA é o aumento dgnificativo da solucdo de PVA/Ch como esta demondrado na
Figura 35. A devada viscosdede do ssema levaria a uma menor difusio do ndo-solvente (NaOH)
nas membranas com consequiente baixa formacéo de poros.

Em contraste, na formagdo porosa em membranas de PVA/Ch obtidas pedo mesmo processo,
mas com a adicdo de NaCl (Figuras 33 e 34), obsarva-se a juncéo da fase pobre do polimero, a qud
ocorrera antes da solidificagdo das paredes, acarretando na abertura ou colapso dos poros. Neste
can, ocorrerd a formagdo de pequenocs e grandes poros com uma reducdo dgnificativa na

densificagio da membranat®.
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percentud de PVA é o aumento dgnificativo da solucdo de PVA/Ch como esta demondrado na
Figura 35. A devada viscosdede do ssema levaria a uma menor difusio do ndo-solvente (NaOH)
nas membranas com consequiente baixa formacéo de poros.

Em contraste, na formagdo porosa em membranas de PVA/Ch obtidas pedo mesmo processo,
mas com a adicdo de NaCl (Figuras 33 e 34), obsarva-se a juncéo da fase pobre do polimero, a qud
ocorrera antes da solidificagdo das paredes, acarretando na abertura ou colapso dos poros. Neste
can, ocorrerd a formagdo de pequenocs e grandes poros com uma reducdo dgnificativa na

densificagio da membranat®.
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Figura 31. Micrografia MEV da blenda PVA/Ch sem adicdo de NaCl.

20% (A) e 30% (B).

71

% de PVA na blenda (m/m):



’ AccY  Spot Magn
100KV 40 260x

(B)

Figura 31. Micrografia MEV da blenda PVA/Ch sem adicdo de NaCl.

20% (A) e 30% (B).

71

% de PVA na blenda (m/m):



’ AccY  Spot Magn
100KV 40 260x

(B)

Figura 31. Micrografia MEV da blenda PVA/Ch sem adicdo de NaCl.

20% (A) e 30% (B).

71

% de PVA na blenda (m/m):



72

Figura 32. Micrografia MEV da blenda PVA/Ch sem adicdo de NaCl. % de PVA na blenda (m/m):

50%.
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(B)

Figura 33. Micrografia MEV da blenda PVA/Ch com adicéio de NaCl. % de PVA na blenda (m/m):

20% (A) e 30% (B).
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Figura 34. MicrografiaMEV da blenda PV A/Ch com adicéo de NaCl. % PVA (mVym): 50%.
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5.1.4. Propriedades M ecanicas do Hidrogel PVA/Ch

A patir dos gréficos de forca agplicada versus tempo, como demondrado na Fgura 21,
condrui-se as curvas, deformacdo versus forca gplicada, para andise de comportamento eégtico
das membranas de PVA e Ch.

A Fgura 36 iludra a deformecéo déagica em funcdo da metodologia empregada para a
obtencdo das blendas PVA/Ch com contelido de PVA diferenciado. Observa-s2 que as membranas
possuem uma resposta elégtica ndo linear em funcdo da forca exercida O incremento na regido de
510 MPa obsarvado na Fgura 36 pode indicar a exigéncia de uma fase crigdina na blenda
PVA/Ch preparada pela técnica de evgporagdo do solvente Quanto & membranas PVA/Ch
preparadas pea separacéo de fase ou sga, Figuras 36 B e C; a devada deformacéo na citada regiéo
de tensio pode edar associada a microestrutura da blenda de PVA/Ch, conforme mostrado na
micrografia MEV, (Figura 37). Td edrutura s comportaria como “vigas de sudentacdo” que
manteria uma resposta € agtica aforca gplicada

O moédulo de dadicidade das blendas PVA/Ch obtidas com e sem a adicio de NaCl e a
membrana obtida pea evaporacdo do solvente PVA/Chco € modrada na Figura 38. Obsarvase que
0 mddulo de dadicidade sofre uma mudanca sgnificativa em fungdo da técnica de preparagéo da
membrana.

A membrana de PVA/Ch obtida pela técnica de separacdo de fase com a adicdo de NaCl
goresenta 0 menor médulo de dadicidade redivamente & membranas de PVA/Ch sem adicdo de
NaCl e preparadas pela técnica de evaporagdo do solvente, respectivamente. Esta observacéo
experimentd pode s devido a auséncia de poros bem como a possive formecdo de uma matriz
essencidmente amorfa de PVA/Ch preparada pela técnica de “cagtingout’. Observou-s2 que 0

madulo de elagticidade obedece a seqiiéncia:

Opvarchcomnad < Opvarchsemnaa < Opvarcheo
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Resdta-s2 que a seqiiéncia obsarvada no incremento do modulo de dedicidade estd de
acordo com as micrografiass MEV ou sga, as membranas de PVA/Ch preparadas pela adicdo de
NaCl apresentam microestrutura de  meacroporos interconectados que em  meo  fisoldgico,
goresentam baixa ressténcia mecénica. Por outro lado, as membranas de PVA/Ch preparadas sam a
adicdo de NaCl gpresentan uma microestrutura que tende a formacdo de microporos, sendo edta

mais densa e portanto com maior modulo de dasticidade, como observado experimentamente.
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Figura 36. Deformacéo versus % Tensdo das blendas PYA/Ch obtidas pelo processo de evaporacéo
de solvente (A), pela técnica de separac@o de fase sem adicdo de NaCl (B) e com adicéo

deNaCl (C). % PVA (m/m): 50%.
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Figura 37. Micrografia MEV de detdhe ampliado da blenda PVA/Ch com adicdo de NaCl. % PVA

(mVm): 20% (A) e 50% (B).
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Figura 38. Mddulo de dadticidade das membranas de PVA/Ch obtidas pela técnica de separacdo de

fase com a adigéo de NaCl (C), sem adicéo de NaCl (B), e evaporacéo do solvente (A).
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Figura 38. Mddulo de dadticidade das membranas de PVA/Ch obtidas pela técnica de separacdo de

fase com a adigéo de NaCl (C), sem adicéo de NaCl (B), e evaporacéo do solvente (A).
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Figura 38. Mddulo de dadticidade das membranas de PVA/Ch obtidas pela técnica de separacdo de

fase com a adigéo de NaCl (C), sem adicéo de NaCl (B), e evaporacéo do solvente (A).
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5.1.5. Angulo de Contato

Um par@metro importante que determina certas propriedades das supeficies poliméricas € a
tensdo critica ou, energia livre de supeficie (). A energia livre de superfice de um materid é
avdiada na intencéo de se prever uma possivel respodta da interacdo da superficie polimérica com o
tecido biologico. Eda enegia pode ser modificada de acordo com a composcdo quimica do
materia. A energia livre de superficie de slidos go Vvaria entre 500 a 5000 ergs/cnt para materiais
como slica e metais, 25 - 100 ergden? para os polimeros orgénicos e abaxo de 5 ergdent para
monocameadas organicas orientadas.

Quando uma gota de &gua ( ou outro liquido quaquer) é colocada sobre uma superficie sdlida
plana , da podera espdhar-s2 completamente sobre toda a superficie ou, permanecer como uma
gota com um ceto angulo de contato com a supeficie sdlida, como ilustrado na Figura 22. Neste
casn, supondo que as forgas superficiais podem ser representadas por tensdes superficias, auando
na direcdo das supeficies, as componentes horizontais dessas tensdes podem ser representadas pela

equacao de Y oung-Dupré:

g. =9.(1+cosq)

onde g, g e q representam a energia livre de superficie, tensdo superficid do liquido e angulo de
conteto, respectivamente. A molhabilidede da superficie ocorrera quando g = 0 ou, cos q = 1.
Quando um gréfico de cos g versus g para dguns liquidos é condruido o intercepto encos g = 1
fornece dirdamente a energia livre de superficie do sSdlido. Embora possua dgumas limitagbes, a
metodologia de Zismann (como € denominado o gréfico de cos q versus g ) foi utilizada para o
cdculo daenergialivre de superficie das blendas de PVA/Ch.

As Figuras 39 — 42 mostram os gréficos de Zismann de cos q versus g para membranas de
PVA e as blendas PVA/Ch com as composicdes em porcentud de PVA (mVm) iguais a 20%, 30% e

50%, respectivamente.
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Pode-se obsarvar nas Figuras 39-42 uma reducéo linear do éngulo de conteto (cos () com o
aumento de tensdo de superficie do liquido (@ ).

A Fgura 43 (obtida a patir das Figuras 39 — 42) modtra a vaiacdo da enegia livre de
superficie das membranas de PVA/Ch em funcdo do percentud de PVA na blenda Observa-se um
incremento de PVA aé um percentud de 40% m/m a patir do qua a energia livre de supeficie
sofre uma dréstica reducio aé cerca de 32 N/m para o PVA puro. Os trabahos de Baier® sobre a
funcdo da enegia livre de supeficie na biocompatibilidade de polimeos dassfica a
biocompeatibili dade dos sdlidos em duas regides digtintas, a saber:

Regi&o de biocomptibilidede: 20 — 35 N/m.
Regido de boa bioadesfo: 40— 75 N/m.

A regido de 20 — 35 N/m cobre o intervdo dos maerias ditos hemocompativeis ou sga
materias que quando colocados em contato com 0 sangue nd aivam a membrana plaguetaia e
adsorvem prefarencidmente a dbumina rdativamente ao fibrinogénio. Tas materias sfo (teis do
ponto de vida de gplicacdo em proteses e revesimento de caéteres que etardo em contato com 0
sangue52.

A regdo de 40 — 75 N/m por outro lado referese a supeficies que goresentam boa
compaibilidade para implantes ortopédicos pois a devada energia livre supeficdd promove fortes
interagbes com o tecdo biologico. Assm, uma boa infiltracdo de clulas e uma possive
odeointegracdo poderia ser dingida com os materids dntéicos de devada enegia livre de
superficie

A Figura 43 modra que as membranas obtidas por separacéo de fase podem ter sua energia
livre de superficie modulada de acordo com o percentud de PVA na blenda. Desta forma é possive
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A obtencdo de membranas de PVA/Ch, com intervao de energia livre de supeficie de 29 —
41 N/m, posshilita sua gplicacdo tanto no campo da cirurgia cardiovascular como paa o
revetimento de catéteres e proteses a serem Uutilizados em cirurgias invasvas, onde exise o conteto
direto do maerid sntético como a exemplo no campo da engenharia de tecido; onde a porosdade e

a devada enagia livre de supeficie sfo prérequidtos fundamentas paa a otimizacdo do

crescimento celular.
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Figura 39. Gr&fico de Zismann paa a membrana de PVA puro. As medidas do angulo de contato

foram efetuadas a25°C.
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Figura 40. Gréfico de Zismann para a membrana de PVA/Ch com conteido de PVA igud a 20%

(m/m). As medidas do &ngulo de contato foram efetuadas a25°C.
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Figura 40. Gréfico de Zismann para a membrana de PVA/Ch com conteido de PVA igud a 20%

(m/m). As medidas do &ngulo de contato foram efetuadas a25°C.
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Figura 40. Gréfico de Zismann para a membrana de PVA/Ch com conteido de PVA igud a 20%

(m/m). As medidas do &ngulo de contato foram efetuadas a25°C.
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Figura 41. Gr&fico de Zismann para a membrana de PVA/Ch com contelido de PVA igud a 30%

(m/m). As medidas do angulo de contato foram efetuadas a25°C.
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Figura 42. Gréfico de Zismann para a membrana de PYA/Ch com contelido de PVA igud a

50% (m/m). As medidas do angulo de contato foram efetuadas a25°C.
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Figura 42. Gréfico de Zismann para a membrana de PYA/Ch com contelido de PVA igud a

50% (m/m). As medidas do angulo de contato foram efetuadas a25°C.
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Figura 42. Gréfico de Zismann para a membrana de PYA/Ch com contelido de PVA igud a

50% (m/m). As medidas do angulo de contato foram efetuadas a25°C.
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5.1.6. Intumescimento

O proceso de sor¢éo de &gua por materiais poliméricos € um importante fator na corrdacéo
entre a biocompatibilidade e as propriedades de superficie A &gua absorvida gerdmente exerce um
efaito pladificante no materid polimérico aumentando 0s processos de transigdes e relaxactes
moleculares™.

Quando um polimero € colocado em um meo aguoso ou olugdo fisologica, as interagies
fortemente positivas entre a edtrutura quimica da macromolécula e a égua (por exemplo, ligagdes de
hidrogénio) favorecem o intumesdimento. A medida que as moléculas de &gua penetram na matriz
& cadeas poliméicas tornamse mas edendidas causando uma expansio e  conseqliente
ordenamento da edrutura poliméica Uma vez que este processo € desfavorecido entropicamente,
passa a exidir entdo uma forca motriz no sentido oposto a0 da forca osgmdtica das moléculas de
&gua em pemearem 0 hidrogd. Quando a forca osmdtica de moléculas de &gua para dentro do
sgema poliméico é baanceado pea forca exercida peas cadeias poliméricas em resdir ao
processo de expansio, diz-e que neste ponto o eguilibrio no intumescimento foi aingido. Alguns
dos faores regponsaves peo intumescimento dos hidrogds em meo aguoso o, a dta
flexibilidade da cadeia da macromolécula, baixa densdade de ligagBes cruzadas, fortes interagbes
com a &gua e a existéncia de um potencia osmético™.

O mecanismo de trangporte de &gua nas membranas de PVA/Ch pode s descrito pea

~ 55,

equacin™:

M o

@)

com n indicando o tipo de trangporte na membrana, M; e My representando as massas de &gua

absorvidas no tempo t e equilibrio, respectivamente.
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Para 0 caso | (trangporte fickiano), n = 05 com veoddade de difusio muito menor que a
relaxacéo; no caso de trangporte 11, n = 1,0.

Neste caso a velocidade de difusio da égua € muito maior comparativamente ao processo de
relaxacdo do Sstema polimérico. Sistemas ndo-fickianos estéo compreendidos entre 0,5 e 1,0.

Quando a concentracdo inicid do agente permeante (&gua) € condante na supeficie e dinge
vaores Cys Nno equilibrio de intumenscimento, a solugdo da eguecdo (1) assume como ja
discutido, aforma:

2

M 8 & 1 [(- D(2n+1)?L >)1]
t — h
1- 2 a 2

e
M, pr X n+1y @

onde h representa a espessurainicid da membrana
Integrando a equacdo (2) obtémse a massa da &gua absorvida pdo polimero em funcdo do

tempo ou sga

3

onde D representa o coeficiente de difusdo na membrana polimérica

De acordo com a equacdo (3), o gréfico de In [1-M¢/My] versus t deveria ser linear a0 longo do
tempo de difusfo sendo suainclinacdo proporciond ao coeficiente de difusio.

As Fguras 44-46 representam a influincia do pH no codficiente de difusio da &ua nes
membranas de PVA/Ch preparadas com dferentes metodologias e percentud de PVA,
respectivamente. Obsarva-s2 um incremento  Sgnificativo no  codficiente de difusito em fungéo do

pH independentemente do percentud de PVA nas membranas.
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Eda observacio experimenta pode indicar a quebra das ligagbes de hidrogénio nos hidrogéis
em pH < 70. A devacdo do pH (pH > 6,0) levaria a formacdo de novas ligagBes de hidrogénio
devido ap processo de protonacio/desprotoncao de quitosana™.

Deda maneira, quando a membrana eda protonada (pH < 7,0), as forgas de interacdo
intermolecular  PVA/Ch <20 reduzides levando a uma maor pemescédo de &ua aravées da
membrana. Em intervalos de pH > 6,5 a membrana sofre uma contragdo, 0 que leva a uma menor
permeacZo de &gua devido adiminuiggo no tamanho dos poros

As Figuras 47-49 modram a influéncia da concentragdo do PVA no coeficiente de difusio de
a&gua nas membranas de PVA/Ch em pH e tempeaturas do ssema fisologico (pH 7,4; 37°C).
Obsarva-s2 que 0 incremento do percentud de PVA na blenda PVA/Ch deva consderadmente o
coeficiente de difusdo da &gua na membrana. A relacdo linear observada entre 0 contetido de PVA
na blenda e o codiciente de difusio indica a formacdo de uma mariz amorfa com baixo
percentual/ou auséncia de cristainidade™.

A energia de aivacdo, b, para 0 processo de difusdo pode ser estimado a partir de relacéo de
Arrhenius™

D — D0.e— Ep /RT

onde Dy é um faor pré-exponencid, R = 1,987 cd/mol.K, T a temperatura absoluta e B, representa
a enagia de atlivacdo necessria para levar a0 processo de rdaxacdo da cadeia polimérica devido a
penetracdo do agente permeante (&gua).

A Figura 50 mogtra a energia de aivagdo para a difusio de &gua nas membranas de PVA/Ch
em funcdo do porcentud de PVA. O intevdo de temperauras estudado neste trabaho foi de 298-

315 K em solucdo fisoldgica (PBS, pH 7,4).
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em funcdo do porcentud de PVA. O intevdo de temperauras estudado neste trabaho foi de 298-

315 K em solucdo fisoldgica (PBS, pH 7,4).
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Eda observacio experimenta pode indicar a quebra das ligagbes de hidrogénio nos hidrogéis
em pH < 70. A devacdo do pH (pH > 6,0) levaria a formacdo de novas ligagBes de hidrogénio
devido ap processo de protonacio/desprotoncao de quitosana™.
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permeacZo de &gua devido adiminuiggo no tamanho dos poros
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percentual/ou auséncia de cristainidade™.
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Os dados da Fgura 50 indicam que a metodologia de preparo das membranas de PVA/Ch
exerce umainfluéncia dgnificativana B, para a difuséo de agua.

A membrana PVA/Ch preparada pda evgporacdo de solvente (Figura 50B) mosra uma
ggnificativa diminuicdo na Ep com o incremento do percentud de PVA na blenda PVYA/Ch. Como
ressdtado anteriormente, ete tipo de membrana parece ser formada essenciamente por uma matriz
amorfa O devado percentud do componente mais hidrofilico (PVA) levaria a uma menor energia
paa a rdaxacdo das cadeias poliméricas e consequente passagem do permeante (agua). Por outro
lado, a membrana PVA/Ch preparada sem a adicBdo de NaCl (Figura 50-C) goresenta um aumento
sgnificativo na Ep indicando a possive exigéncia de uma edrutura de poros néo interconectados
ou colgpsados Do ponto de vida termodindmico, tas superficies internas de descontinuidade
devaian o0 codidente de difusfo devido a uma diminuicgo no livre caminho médio das moléculas
de &ua. O livre caminho médio das moléculas de &gua definido agui representa a média de epago
percorrido por todas as moléculas de &gua antes de chocarem com as moléculas da membrana de
PVA/Ch. Como exige uma menor interacdo entre as moléculas de &gua e a membrana de PVA/Ch,
Ep sofreria um incremento significativo como demongrado na Figura 50 C, o que estaria de acordo
com os trabahos de Pradas e outros™ bem como as micrografias MEV apresentadas neste trabal ho.

A membrana de PVA/Ch preparada para adicdo de NaCl (Figura 50-A) mostra que a Ep
permanece praticamente congante a0 longo do %PVA indicando a exigéncia de uma edrutura de
macroporos. Neste caso, 0 percentud de PVA ndo representa o faior limitante no processo de
formacdo de poros. A vaiave neste caso seria a adicdo do sd (NaCl). A adicédo do NaCl leva a
formacdo de uma edrutura de macroporos interconectados com devado caminho médio das
moléculas de &gua e B, congante. A Tabela 4 mogira os vaores de n para a sorgéo de &gua (PBS;

ph 7,4) paraas membranas de PVA/Ch.
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De uma mandra gerd os resultados indicam um comportamento andmalo para o proceso de
orcéo de &gua, independente da composicio das membranas de PVA/Ch. Os resultados observados
paa n (Tabda 4) indicam que o processo de rdaxacd macromolecular exise na membrana de

PVA/Ch e exerce uma influéncia dgnificativa no fendmeno de trangporte do permeante (&gua) no

processo de intumescimento.
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Figura 44. Influéncia do pH no coeficiente de difusbo (PBS 7,4; 37°C) da membrana de PVA/Ch
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Figura 45. Influéncia do pH no codficiente de difusio (PBS 7,4; 37°C) da membrana de PVA/Ch

obtida sem adi¢do de NaCl. %PVA (m/m): 50% (A), 30% (B) e 20% (C).
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Figura 45. Influéncia do pH no codficiente de difusio (PBS 7,4; 37°C) da membrana de PVA/Ch

obtida sem adi¢do de NaCl. %PVA (m/m): 50% (A), 30% (B) e 20% (C).
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Figura 45. Influéncia do pH no codficiente de difusio (PBS 7,4; 37°C) da membrana de PVA/Ch

obtida sem adi¢do de NaCl. %PVA (m/m): 50% (A), 30% (B) e 20% (C).
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Figura 46. Influéncia do pH no codficiente de difusio (PBS 7,4; 37°C) da membrana de PVA/Ch

obtida com adicéo de NaCl. %PVA (m/m): 50% (A), 30% (B) e 20% (C).
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Figura 46. Influéncia do pH no codficiente de difusio (PBS 7,4; 37°C) da membrana de PVA/Ch

obtida com adicéo de NaCl. %PVA (m/m): 50% (A), 30% (B) e 20% (C).
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Figura 46. Influéncia do pH no codficiente de difusio (PBS 7,4; 37°C) da membrana de PVA/Ch

obtida com adicéo de NaCl. %PVA (m/m): 50% (A), 30% (B) e 20% (C).
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Figura 47. Dependéncia do coeficiente de difusio (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada com adicdo de NaCl. Temperatura do

dgema 37°C (A) e 25°C (B).
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Figura 47. Dependéncia do coeficiente de difusio (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada com adicdo de NaCl. Temperatura do

dgema 37°C (A) e 25°C (B).
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Figura 48. Dependéncia do codficiente de difusso (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada sem adicdo de NaCl. Temperatura do

sstema 37°C (A) e 25°C (B).
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Figura 48. Dependéncia do codficiente de difusso (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada sem adicdo de NaCl. Temperatura do

sstema 37°C (A) e 25°C (B).



60

50 - (A)

N
o
|

N
o
|

Coeficiente de Difus&o (nf/s) x 107
w
o
|

[EE
o
|
o

(B)

20 25 30 35 40 45 50
% PVA (m/m)

Figura 48. Dependéncia do codficiente de difusso (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada sem adicdo de NaCl. Temperatura do

sstema 37°C (A) e 25°C (B).
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Figura 49. Dependéncia do codficiente de difusso (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada pela técnica de evgporacdo do solvente.

Temperaturado ssema 37°C (A) e 25°C (B).
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Figura 49. Dependéncia do codficiente de difusso (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada pela técnica de evgporacdo do solvente.

Temperaturado ssema 37°C (A) e 25°C (B).
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Figura 49. Dependéncia do codficiente de difusso (PBS, pH 74) do percentud de PVA na
membrana de PVA/Ch. Membrana preparada pela técnica de evgporacdo do solvente.

Temperaturado ssema 37°C (A) e 25°C (B).
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Figura 50. Enegia de divacdo para difusio de &ua (PBS pH 7,4) nas blendas de PVAI/Ch.
Metodologia de preparo das blendas com adicdo de NaCl (A), evgporagédo do solvente

(B) e sem adicéo de NaCl (C).
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Figura 50. Enegia de divacdo para difusio de &ua (PBS pH 7,4) nas blendas de PVAI/Ch.
Metodologia de preparo das blendas com adicdo de NaCl (A), evgporagédo do solvente

(B) e sem adicéo de NaCl (C).
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Figura 50. Enegia de divacdo para difusio de &ua (PBS pH 7,4) nas blendas de PVAI/Ch.
Metodologia de preparo das blendas com adicdo de NaCl (A), evgporagédo do solvente

(B) e sem adicéo de NaCl (C).
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Tabela 4. Dependéncia entre o tipo de trangporte (n)e o percentud das membranas de PVA/Ch. As

medidas foram efetuadas a 37°C em solugéo tampao PBS pH 7,4.

Membrana % PVA (m/m) n
PVA 100 0
PVA/CH? 20 0
PVA/CH 30 0
PVA/CH? 50 0
PVA 0 0
PVA/ChP 20 0
PVA/ChP 30 0
PVA/ChP 50 0

%
&membranas preparadas com adicdo de NaCl. ° membranas preparadas sem adicéo de NaCl.
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5.2. Caracterizacdo Bioguimica
5.2.1. Adsorcdo Protéica Séricas

As interagbes entre materiais sintéticos e 0 meio hioldgico campreendem uma Sie de eventos
complexos. O primeiro evento obsarvave gpGs o contato de uma supeficie polimérica com os
fluidos fisolégicos € a adsorcdo de proteinas sicas. Este processo pode exercer uma influéncia
dgnificativa em processos como a acksio plaquetd&ia e a formagdo de trombos, quando o fluido
fisologico é o sangue.

A Fgura 51 modra a adsorcdo das proteinas s&ricas dbumina (HSA) e fibrinogénio (HSHb)
em fungdo do percentud de quitosana na blenda PVA/Ch. As membranas PVA/Ch gpresentam um
aumento na adsorgdo de HSA e uma dgnificativa diminuigdo na quantidade de HSFb adsorvido
com o incremento do biopolimero Ch na blenda A absor¢éo preferencid de HSA rdativamente ao
HSFb com o incremento de Ch na blenda PVA/Ch parece indicar a formacdo de edruturas de
microfases separadas, especidmente edtruturas andares ou eféricas de  segmentos  hidrofilicos
imersas em regifes hidrofébicas. Edte tipo de microestrutura gpresenta dominios  hidrofilicos com
maior dinidade pda dbumina do que pdo fibrinogénio, enquanto que os dominios hidrofdbicos
goresentam comportamento oposto. Td hipdtese estd de acordo com o trabaho de Okano™ * e
colaboradores que observaram que a edrutura das microfases separadas agpresentam  diferentes
afinidades por protenas séricas.

A advrcdo de fibrinogénio tem grande importéncia no fendmeno da hemocomptibilidede dos
materias poliméricos, uma vez que, por ser um dos fatores da coagulacdo do sangue, fadilita a
adesio de plaquetas, paticipando de reacOes de troca com autras proteinas, importantes no

mecanismo da coagulagio sangliines’.
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mecanismo da coagulagio sangliines’.
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desvio padréo.



-2

HSA adsorvido, ng.cm?
HSFb adsorvido, ng.cm

A

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Fracdo de Ch na blenda

Figura 51. Isotermas de adsorcdo de HSA (O) e HSFb (D) sobre PVA/Ch a 37°C. Os dados

representam a repeticdo de 05 ensaios e os resultados sGo expressos com a média +

desvio padréo.



-2

HSA adsorvido, ng.cm?
HSFb adsorvido, ng.cm

A

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Fracdo de Ch na blenda

Figura 51. Isotermas de adsorcdo de HSA (O) e HSFb (D) sobre PVA/Ch a 37°C. Os dados

representam a repeticdo de 05 ensaios e os resultados sGo expressos com a média +

desvio padréo.



5.2.2. Liberaco da Nitrofurazona

Em queimaduras de maior profundidede ou sga queimaduras de segundo e tercaro graus, a
necrose do tecido hiolégico se estende para derme superior e profunda, respectivamente. Nestes
cans 0 risco de infecgdo é devado, podendo ocorrer infecgbes bacterianas  secundarias
paticularmente por Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Estreptococos candida
entre outras.

O nitrofurd, antigamente chamado de nitrofurazona, € um composto nitroheterociclico
comumente utilizado no combate a infecodes bacterianas topicas ou locdizadas®™® A edtrutura
guimica do nitrofurd € goresentada abaixo: Edrutura quimica do  2[(5-nitro-2-furanil)metileno]

hidrazinocarboxamida

O
OEN D H NH:

Edtrutura.quimica do 2[(5-nitro-2-furanil)metileno] hidrazinocarboxamida

Uma vez que o tratamento de queimeduras de ssgundo grau envolve um periodo de 10 a 12
dias, parece s conveniente a incorporacdo do farmaco no hidrogd de PVA/Ch. Td antibidtico foi
sdecionado em virtude de seu espectro de agdo, custo e facdl acesshilidade comercid. O sstema
PVA/Ch — Nitrofurd conditui desta forma um sstema de liberagdo controlada ou reservatdrio de
féarmaco.

O mecanismo peo qua o nitrofurd pode dravessas a membrana de PVA/Ch parece ser a

difuso.
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A vdocidade de difusfio do fadmaco € funcdo, entre outros fatores do: gradiente de
concentraco que existe entre ambos os lados da membrana, &ea de supeficie disponivd para a
transferéncia de massa, espessura da membrana e do coeficiente de difuséo.

O codficiente de difuso (D) do famaco depende entre outros fatores de sua massa molecular,
conformacdo, grau de ionizacdo e solubilidade em &gua

Normdmente o comportamento cinético de um ddema de liberagdo controlada de um
compogto bioativo pode ser descrito pelas cinéticas de ordem zero, primeira ordem ou proporciond
at¥2 (t = tempo).

A Fgura 52 representa os diferentes mecanismos cindicos de liberagdo  discutidos
anteriormente®. A liberago de nitrofurazona des membranas de PVA, Ch e PVA/Ch 50% em meo
fisologico (PBS pH 74, 37°C) € mostrado na Figura 54. O mecanismo de liberacdo do famaco foi
esudado levando-se em condderagdo a curva de cdibracio de absorvancia (I v = 374 nm) em
funcBo da concentracdo de nitrofurd gpresentada na Figura 53. O incremento de PVA nas
membranas de PVA/Ch paece reduzir a libeacdo do famaco. Os resultados podem ser

considerados segundo a equacan™.
M t — ktn
M,

onde M é a massa de nitrofurazona liberada no tempo t, My € a massa totd do famaco na
membrana e k uma condante. O expoente n indica 0 mecanismo de liberagdo do fameco, um vaor
de n igud a 05 indica um mecanigmo de liberacdo controlado por difusio fickiana enquanto um
vaor de 1,0 indica que 0 mecanismo de liberacdo goroximase de uma cinética de ordem zero. Um
vdor de n no intevado de 05 — 10 coresponde a um mecanismo de liberacdo dependente da

relaxac@o da cadela polimérica
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A Tabda 5 modra os vaores de n do PVA, Ch e as respectivas blendas de PVA/Ch. Como
pode ser observado, 0 mecanismo de liberacdo do nitrofurd € controlado pelo intumescimento da

cadeiapolimérica

Tabela 5. Expoente n de liberacdo do nitrofurd para amostras contendo diferentes concentragfes de

PVA (PBS-pH 7.4, 37°C).

Amostra % PVA (m/m) Expoente n

PVA 100 0,71+0,10
PVA/Ch 20 0,60 + 0,05
PVA/Ch 40 0,66 + 0,07
PVA/Ch 60 0,61 + 0,03
PVA/Ch 80 0,63 + 0,08

Ch 0 0,67 + 0,02
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Figura 52 Representac@o dos diferentes mecanismos cinéticos de liberacéo de farmaco.
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Figura 53. Curvade cdibracéo danitrofurazonaal s = 374 nm.



1,4

Y=A+B*X R=0,99996
A = -0,00689
B = 0,0868

1,2

Absorvancia

o 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentracao (mg/ml)

Figura 53. Curvade cdibracéo danitrofurazonaal s = 374 nm.



1,4

Y=A+B*X R=0,99996
A = -0,00689
B = 0,0868

1,2

Absorvancia

o 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentracao (mg/ml)

Figura 53. Curvade cdibracéo danitrofurazonaal s = 374 nm.



Farmaco Liberado (%)

Figura 54.
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Efeto da composcio da blenda na liberacdo de nitrofurazona da matriz polimérica
PVA/Ch: Ch (A), PVA/Ch (50% m/m) (B) e PVA (C) a 37°C em solugdo PBS-dina
pH 74. Os pontos representam a media de 05 resultados e seus respectivos desvios

padréo.
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5.2.3. Citotoxicidade

As membranas de PVA, como todo materid dntéico candideto a biomaterid, devem ser
submetides a avdiacdo de sua biocompetibilidade. Uma vez que as membranas de PVA/Ch sio
obtidas pela técnica de separacéo de fase induzidas peo pH, a presenca de NaOH no microambiente
da membrana pode levar a dguma irritacdo do tecido bioldgico. Tornase necessio portanto,
avdiar a dtotoxicidade das membranas de PVA/Ch levando- s em condderacdo os métodos in
vitro de andlise, umatendéncia atua na Europa e EUA.

Os tedes de citotoxicidade condste em colocar 0 materid direta ou indiretamente em contato
com uma cultura de cdulas de mamiferos, verificando-se a vidbilidede cdular por diferentes
mecanismos, entre oS quals a incorporagdo de corantes vitas ou a inibicdo de formagdo de
colonias™.

Na Fgura 55 obsava-s2 que a membrana de PVA/Ch goresenta [ICsy, (indice de
citotoxicidade) superior a 100%, portanto ndo citotdxica, assm como o controle negativo. Por estes
ensaos condui-se que os procesos de lavagem das membranas de PVA/Ch com PBS seguida de
liofilizacdo foram eficientes na remocdo de componentes toxicos oriundos da sintese quimica, neste

cas0 0 NaOH.
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Figura 55. Ensao de citotoxicidade da membrana de PVA/Ch (PVA a 50% nvm). Controle
postivo = fenol a 4% (C), controle negativo = PEBD, PVA/Ch (B). Enssio com meio

RPMI 1640 (A). PEBD = polietileno de baixa densidade
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabaho pode-se condluir que:

1. A metodologia utilizada para o preparo de membranas a patir das solugbes das blendas de
PVA/Ch exerce uma influencia ggnificativa na cinélica de intumescimento das membranas
obtidas.

2. O edudo utilizando a egpectroscopia no visve indicou uma interacdo entre PVA e Ch com a
possived formagdo de um complexo macromolecular.

3. A poroddade das membranas PVA/Ch é fortemente influendada por ambos méodo de
preparacéo e percentud de PVA nablenda

4. As membranas PVA/Ch goresentaram um comportamento néo liner quando submetides a
deformacdo mecéanica (compresso), gpresentando resposta dédtica

5. O modulo de eadicidade sofre um incremento sgnificativo com o percentud de PVA na
membrana sendo obsarvada a seqiéncia gevaichico™ g pvaich>Igevaichnac. Neste caso gevaichico,
g pvaich € Opvaichnaal Fepresentam as membranas de PVA/Ch obtidas pela técnica de evaporacéo
do solvente e as membranas obtidas pela técnica de separacdo de fase sam e com a adicio de
NaCl, respectivamente.

6. Os vdoes da tensio critica de supeficie indicae)am duas diferentes regifes de
biocompetibilidede nas membranas de PVA/Ch a sder: regibes de hemocompdibilidede e
regifes de bioadesfo em funcdo da % de PVA.

7. O intumescimento das membranas modrou s fortemente influenciado peo pH do meo, sendo
observado a seqUéncia quanto a0 proceso de difusio de &gua na matriz polimérica em pH e
temperatura fisologicos. Dswe>Dane>Das.  Os vaores percentuais indican a quantidade de

PVA (m/m) nas membranas de PVA/Ch e D, o coeficiente de difusfo.
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8. A edrutura de poros exerce uma marcante influéncia na energia de divagéo correspondente ao
processo de difusio de agua nas membranas de PVA/Ch.

9. A liberagdo do nitrofurd obedece a uma cindtica de ordem zero, caracterizando um Sstema de
liberag&o controlada de farmacos.

10. Membranas de PVA/Ch com devado conteldo de quitosana favorecem a adsor¢do de HSA

relaivamente ab HSHb.

11. Asmembranas de PVA/Ch obtidas néo gpresentaram citotoxicidade perante aos ensaios in vitro.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As membranas de hidrogéis poliméricos dedtinadas a0 tratamento de ulceragbes na pele de
uma mangra ged (quemados, mobilidade redringida e frauras) representam  audmente um
mercado em potencid que exclui de sua utilizacd a populacdo de baixa renda em noso pals
devido a0 seu devado cugto. Assm, um devado nimero de jovens gpresentam deformacBes na
pele oriundas da privecdo da utilizacdo de um dgema muito Smples para acderar a cicatrizagéo de
sua ferida ou evitar possivels complicagbes. Este € um circulo vicioso pois este mesmo jovem
tende a s dadar do convivio socid, edando seriamente comprometido 0 seu futuro como ser
humano e mesmo profissond.  Espera-se que edta dissertacéo fornega as ferramentas iniciais para o
desenvolvimento de Sdemas muito dmples e extremamente versdels quanto ap seu tipo de
agolicacdo na aea biomédica O escopo do presente trabdho e obviamente, também o bindmio
tempa/indrumentacdo nos privaram de repostas a um conjunto de perguntas que surgiram gpds as
respectivas andises dos resultados obtidos e que goresentamos agui como as perspectivas ou
sugestdes para traba hos futuros:

Estudar as possivels interagbes entre o biopolimero Ch e PVA utlizando a ressondncia
magnética nuclear (RMN).

Andisar 0 mecanismo de trangporte das membranas de PVA/Ch com o auxilio da técnica de
difracio de RX para uma mehor compreensio da fenomenologia do trangporte de &gua nas
membranas poliméricas.

Medir a digribuicdo de poros em funcéo do percentud de PVA e da metodologia de preparo nas
membranas de PVA/Ch.

Medir a permeacéo de gases (Oz, COz, HXO) nas membranas obtidas.

Avdiar as propriedades antimicrobias dos s temas obtidos neste trabaho.

Estudar a aplicacéo das membranas de PV A/Ch na engenharia de tecidos biol dgicos.
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Incorporar farmacos com propriedades antiinflamatdrias & membranas de PVA/Ch e avdiar sua

performance.

Cada sugestéo futura proposta acima tem por objetivo responder a perguntas dtamente
especificas e cujas respodas contribuirdo fortemente para o totd dominio da tecnologia de
fabricacdo das membranas porosas de PVA/Ch tipo hidrogés. Acreditanos que as perguntas
merecem respostas ndo somente para satisfacdo intdectud, mas procurando também contribuir para
gue nossas universdades depostem seu "olha sobre &uees que sSo nossa mas forte e pura

motivacdo de exidtir academicamente: os excuidos de nossa sociedade
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