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RESUMO

Dados oficiais do Ministério da Salde, do Brasil, indicam que ocorrem
cerca de um milhdo de lesdes dérmicas por ano, 0 que evidencia a
necessidade do estudo de métodos de regeneracdo dérmica, visando a
melhorar a qualidade de vida, uma vez que, pessoas morrem direta ou
indiretamente por infecgdes e/ou inflamagcfes em queimaduras. Neste
estudo a matriz de regeneracdo dérmica utilizada é composta por colageno
do tipo I e glicosaminoglicanos, e de uma fina camada de silicone para
proteger a estrutura viva, que é aplicada no tecido lesionado. Um dos
tratamentos citados inclui os processos a plasma, que tém sido utilizados
para gerar espécies quimicas, capazes de eliminar contaminantes e
catalisar reagOes atribuidas a biocompatibilidade. Considerando o
exposto, no presente trabalho, é apresentado o estudo da influéncia de
diferentes pardmetros do tratamento por plasma de argdnio, em
membrana polimérica, utilizadas no segmento médico e com a finalidade
de gerar sitios ativos, o que auxilia na biocompatibilidade. A matriz
dérmica (Integra™) utilizada neste estudo foi liofilizadas para a retirada
da agua e, posteriormente, foram tratadas por plasma de argbnio, para
duas configuracgdes experimentais diferentes. Amostras denominadas 1, 2
e 3 foram tratadas por 120, 150 e 60s, respectivamente, com plasma de
arg6nio composto por 50 sccm de fluxo de massa e 3,4 torr de pressao de
trabalho, gerados por 450 V DC e corrente de 0,32 A. As amostras
denominadas 3, 4 e 6 foram tratadas por 60, 120 e 180s, respectivamente,
com plasma de argbnio, composto por fluxo de massa de 20 sccm e
pressao de trabalho de 9,7 torr, geradas por 400 V DC e corrente de 0,27
A. As caracterizagdes foram conduzidas pelo modelo MEV Jeol JSM-
6390LV, 0 modelo XPS Thermo Scientific K-Alpha e 0o modelo TAC TA
Instruments Q20 para avaliar morfologia, propriedades quimicas e
estabilidade térmica, respectivamente. Os espectros de XPS foram
realizados para caracterizar a quantidade de oxigénio presente na amostra.
Os resultados desde estudo mostram que o plasma de argénio promove
modifica¢BGes estruturais negativas para o crescimento celular, houve
mobilidade das cadeias, fechando parcialmente os poros. Considerando o
exposto, no presente trabalho, é apresentado o estudo da influéncia de
diferentes pardmetros do tratamento por plasma de argbnio, em
membrana polimérica, utilizadas no segmento médico e com a finalidade
de gerar sitios ativos, o que auxilia na biocompatibilidade.

Palavras-chave: Plasma. Biopolimero. Biomaterial. Colageno.






ABSTRACT

Official data from the Brazilian Ministry of Health indicate that there are
around one million skin lesions per year, which highlights the need to
study dermal regeneration methods to improve the quality of life, since
people die directly or indirectly from infections and / or inflammations in
burns. In this study the dermal regeneration matrix used is composed of
type | collagen and glycosaminoglycans, and a thin layer of silicone to
protect the living structure, which is applied to the injured tissue. One of
the treatments cited includes plasma processes, which have been used to
generate chemical species capable of eliminating contaminants and
catalyzing reactions attributed to biocompatibility. Considering the
above, in the present work, the study of the influence of different
parameters of argon plasma treatment in polymeric membrane, used in
the medical segment and with the purpose of generating active sites, is
presented, which assists biocompatibility. The dermal matrix (Integra ™)
used in this study was lyophilized for water withdrawal and subsequently
treated by argon plasma for two different experimental configurations.
Samples denominated 1, 2 and 3 were treated by 120, 150 and 60s,
respectively, with argon plasma composed of 50 sccm of mass flow and
3.4 torr of working pressure, generated by 450 V DC and current of 0,
The samples named 3, 4 and 6 were treated with 60, 120 and 180s,
respectively, with argon plasma, composed of mass flow of 20 sccm and
working pressure of 9.7 torr, generated by 400 V DC and current of 0.27
A. The characterizations were conducted by Jeol JSM-6390LV MEV
model, Thermo Scientific K-Alpha XPS model and TA Instruments Q20
TAC model to evaluate morphology, chemical properties and thermal
stability, respectively. The XPS spectra were performed to characterize
the amount of oxygen present in the sample. The results from the study
show that argon plasma promotes structural modifications that are
negative for cell growth, there was motility of the chains, partially closing
the pores. Considering the above, in the present work, the study of the
influence of different parameters of argon plasma treatment in polymeric
membrane, used in the medical segment and with the purpose of
generating active sites, is presented, which assists biocompatibility.

Keywords: Plasma. Biopolymer. Biomaterial. Collagen.
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1 INTRODUCAO

Com a melhoria da qualidade de vida e a consequente ampliagéo da
longevidade da populagéo, torna-se cada vez mais importante buscar meios
de melhorar a salde para minimizar o impacto natural ao organismo ao
longo do tempo. De forma a propiciar esta redugdo, a demanda de materiais
gue possam substituir ou regenerar partes do organismo, encontra-se em
crescimento por meio do desenvolvimento dos biomateriais (HEDAYATI,
SADIGHI; ZADPOOR, 2017).

Este tema é recorrente na literatura, sendo alvo de inimeras
pesquisas diretamente relacionadas a area da salde. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a qualidade de vida é a percep¢éo
do individuo de sua posicéo na vida, no contexto da cultura e nos sistemas
de wvalores nos quais vive em relagdo aos seus padrdes e as suas
preocupagdes. Inserido neste contexto os biomateriais tém como objetivo
auxiliarem e/ou melhorarem a qualidade de vida do individuo, sendo
materiais atdxicos, caracterizados por serem compativeis com o sistema
biolégico (WILLIAMS, 2014). As caracteristicas necessarias para que um
material possa ser classificado como biomaterial séo: (i) ser compativel
com o organismo Vvivo de forma a provocar 0 minimo de reagdo adversa ao
mesmo e (ii) biofuncional, i.e., capaz de exercer a funcdo que lhe é
incumbida como se fosse o prdprio organismo (RESENDE, 2013).

Este tipo de dispositivo médico é, em sua maioria, importado,
onerando o sistema publico e privado de salde, sendo que o
desenvolvimento de pesquisas e estudos destas tecnologias no Brasil,
possibilita a reducdo de custos como, por exemplo, processos de
importacdo (MACEDO et al., 2012).

Desde a introdugdo dos substitutivos de pele em 1871, a enxertia
tornou-se uma cirurgia de referéncia para o recobrimento de feridas
cutaneas (HORCH et al., , 2005).

Ja no final dos anos 90, mediante o avango tecnoldgico relacionado
a enxertia, do progndstico de pacientes com grandes queimaduras e do
conhecimento da ciéncia dos materiais, Burke e Yannas iniciaram estudos
para a criacdo de um produto comercial semelhante a pele humana, uma
pele artificial (HODGKINSON; BAYAT, 2011a, 2011b; SCHULZ 3RD;
TOMPKINS; BURKE, 2000). Esta pele ¢ uma membrana bicamada feita
de porcdes epidérmicas e dérmicas distintas desenvolvidas através de
extensas experiéncias fisico-quimicas. O material é projetado para conter
propriedades fisico-quimicas que proporcionem a devida hidratacdo e
revestimento da regido, levando a eliminacdo do tecido morto, aderéncia
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superficial, controle da invasdo bacteriana e perda de fluido, induzindo
invasdo celular e vascular, que sintetizaria uma matriz dérmica durante a
biodegradagdo do implante artificial (BURKE et al., 1981). O dispositivo
empregado para a recuperacdo de tecidos lesionados é conhecido como
matriz de regeneracdo dérmica (MRD), sendo um substitutivo cutaneo
permanente, desenvolvido para promover uma cobertura com regeneracéo
ordenada da pele, neste trabalho a MRD selecionada é constituida de
colageno tipo | e gligosaminoglicano disponivel no mercado para uso
médico, a escolha deste material baseou-se na reducdo de variaveis
proporcionando assim resultados com maior fidelidade.

Matrizes de regeneragdo dérmica tém, por finalidade, tratar lesdes
profundas, promovendo a regeneracdo do tecido lesionado, sendo
classificados em (KUMAR, 2008):

e Classe I: curativos tempordrios impermeaveis que ndo
apresentam  nenhum componente epidérmico e sdo
essencialmente impermedveis. Agem como barreira mecanica a
invasao de bactérias e reduzem a perda liquida por evaporacao.

e Classe IlI: substitutivos de pele duraveis de camada Unica.

o Classe IlI: substitutivos complexos de pele.

A redugdo nos processos de rejeicdo dos biomateriais é um desafio
para os pesquisadores e fabricantes deste tipo de material, pois verifica-se
que a alteracdo da capacidade de adesdo das células na superficie do
material modifica sua biocompatibilidade.

Em relacdo ao desenvolvimento de dispositivos biocompativeis e
biofuncionais estes precisam atender aos requisitos da 1SO 10.993,
intitulada “Avaliacdo Bioldgica de Dispositivos Médicos” (BORELLI et
al., 2009). A aplicacdo de biomateriais para recuperacéo de tecido e 6rgédos
com lesdo de traumas mecanicos, deformidades ou doencgas, auxiliam a
regeneracdo dos membros comprometidos ampliando a qualidade de vida
dos usuarios (JR; WADA, 2007).

Em lesbes cutdneas a primeira escolha é o autoenxerto de pele,
obtido por meio de areas ndo lesionadas (MAES, 2012). Os substitutivos
cutaneos podem ser utilizados para regenerar uma neoderme de
caracteristicas histoldgicas semelhante a derme normal, outra situacdo para
utilizacdo de substitutivos é quando a area doadora € insuficiente para
cobertura da area lesionada (PREIMA et al., 2013), sendo neste caso
recomendado o uso de MRD.

A alteracdo da molhabilidade de uma superficie polimérica pode
ser obtida por meio de processos fisicos e quimicos, que pode ser também
considerada como um fendmeno cinético e contribui para uma boa
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difusdo de liquidos, pois € favorecida pelo contato das macromoléculas
durante a migragdo de liquidos da superficie de um polimero para seu
interior. Além disso, a molhabilidade de um polimero é essencial para a
ocorréncia da adsor¢do, levando a formagéo de interagfes moleculares
como intera¢Oes de Van de Waals, interacdes acido-base, e ligagdes de
hidrogénio intermolecular (COSTA et al., 2008; SHENTON et al., 2001).

Apesar de muitos biomateriais apresentarem propriedades fisicas
similares ou, até mesmo, superiores aos apresentados por tecidos naturais
do corpo humano, estes frequentemente falham, devido as reagdes
fisioldgicas, tais como inflamagdes e infeccbes. Tendo em vista a
variedade de dispositivos médicos e implantes existentes atualmente, bem
como, as diferentes células e tecidos no corpo do hospedeiro, ndo existe
uma solugdo universal para o problema. Desta forma, a adesdo e
crescimento celular devem ser adaptados a cada necessidade especifica.
Nesse sentido, a modificacdo da superficie dos biomateriais apresenta-se
como um eficiente método, pelo qual a biocompatibilidade e
biofuncionalidade dos materiais podem ser obtidas (BAZAKA et al,
2011).

Dentre os tratamentos existentes para a modificagdo das
superficies, podem-se citar aqueles relacionados com as modificagdes por
ataque quimico, utilizacdo de solugBes &cidas ou basicas, solventes,
tratamento por ultravioleta (UV), radiagcdo gama e tratamento por ozénio.
Entretanto, a maioria destas técnicas apresenta como desvantagens a
formacdo de subprodutos, o alto custo de producdo e a degradacdo do
polimero, comprometendo suas propriedades (JACOBS et al, 2012;
COSTA, 2008).

Além dos tratamentos citados, é recorrente na literatura a
alteracdo superficial do biopolimero por meio da exposicdo deste a um
gas colocado a baixa pressdo e a alta energia, conhecido como plasma
(JACOBS et al., 2012). Estudos apontam que a superficie do biomaterial,
tratado por plasma, pode apresentar reducdo do angulo de contato,
evidenciando elevacdo na energia de superficie e na hidrofilicidade
superficial, com contribui¢Bes para a biocompatibilidade (MORAES et
al.,, 2013). Tais resultados podem estar associados ao processo de
interacdo do plasma com a superficie, que pode ocorrer por meio da
quebra de ligac6es quimicas na superficie ou por polimerizacdo induzida
(JACOBS etal., 2012; KALIA et al., 2013). Tratamento de superficie por
plasma possue um campo de aplicacdo de largo alcance, como por
exemplo, limpeza, esterilizacdo, deposicdo de revestimentos, além de
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modificacBes e implantacbes quimicas na superficie de diferentes
substratos (CHUA; CHENA; WANGA, 2002).

O tratamento de biomateriais por plasma é relatado na literatura
como um método para alteracdo de diversas propriedades dos materiais
(VON WOEDTKE et al., 2013). A vantagem da aplicacdo do plasma
neste tipo de superficie recai no fato de que apenas a superficie é alterada,
mantendo a maior parte do volume do material com as propriedades
iniciais, sendo considerado um processo limpo, pela baixa geragdo de
residuos. (CHICHTI et al., 2013).

O uso de materiais bioabsorviveis ou biocompativeis na medicina
vem crescendo devido ao emprego de novos métodos de tratamento de
lesdes e perdas teciduais. Com a modificacdo da superficie do biomaterial
por plasma, verifica-se uma alteracdo na molhabilidade, podendo tornar
0 material mais propenso a citocompatibilidade e biofuncionalidade.
Neste sentido, verifica-se que técnicas assistidas por plasma séo opgdes
para modificagdo de superficies, sendo relativamente econdmica e
auxiliando na reducdo da rejeicdo do biomaterial pelo hospedeiro
(ESPOSITO et al., 2007).

No presente trabalho propbe-se um estudo do tratamento por
plasma em MRD, visando avaliar comparativamente as propriedades pré
e pés-tratamento da membrana, permitindo assim analisar a influéncia do
tratamento superficial por plasma nas propriedades mecénicas, fisicas e
quimicas.

1. OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo geral

Analisar a influéncia do tratamento por plasma de argdnio em uma
matriz de regeneracdo dérmica de colageno tipo | e glicosaminoglicano.

1.1.2  Objetivos especificos
Além do objetivo geral, este trabalho visa:

e Promover altera¢des superficiais no biomaterial utilizando plasma
de argbnio em diferentes condi¢des de tratamento.
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Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e morfoldgicas do
biomaterial ap6s o tratamento por plasma.

Caracterizar a MRD por meio de anélises térmicas e morfolodgicas,
calorimetria exploratdria diferencial DSC, termogravimetria TG e
microscopia eletrénica de varredura MEV.

Determinar as condigdes térmicas para o uso do plasma em MRD
de colageno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na sequéncia serdo abordados os conceitos tedricos sobre
biomateriais, sua importancia e aplicacfes, tipos de tratamento de
superficies empregadas e as modificagcdes da mesma por plasma.

2.1 BIOMATERIAIS

Biomateriais sdo definidos como toda substancia ou combinagédo
de substancias de origem natural ou sintética, que quando aplicadas em
um organismo Vvivo, para substituicdo ou ampliagdo de tecido ou 6rgéo,
tenha biofuncionalidade, ndo seja toxico e com capacidade de interagir
com o sistema bioldgico, ndo induzindo reacGes adversas no sitio de
implantacdo ou mesmo sistemicamente(WILLIAMS, 2014)

Historicamente, ha relatos de preocupacdo estética e funcional de
6rgdos e tecidos mutilados, sendo que a prétese mais antiga foi datada de
2600 anos atrés, encontrada no Egito antigo, na cidade de Tebas, tal
prétese tratava-se de um dedo artificial, feito a base de linho tratado e
prensado, com uma unha de material semelhante ao vidro, supunha-se,
pelos furos no artefato, que 0 mesmo era preso por fitas em forma de tiras.
Como tais implantes ndo obtinham completo sucesso, em 1940, o fisico
Peter Medawar, da Universidade de Londres, iniciou investigagdes sobre
base imunoldgicas ligadas a rejeicdo de implantes, o que lhe conferiu o
prémio Nobel daquele ano (DIAS, 2006).

A producao do biomaterial é o resultado da conjuncéo de esforgos
de varias areas tais como medicina, quimica, fisica, engenharia de
matérias, entre outras (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001). A evolucdo
dos biomaterias é apresentada esquematicamente na Figural.

Figura 1. Linha do tempo representando a evolugdo dos biomateriais.
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Fonte: Adaptado de Taylor et al. (2013).

As ligas metalicas sdo usadas desde antes do século XX, na década
de 70, o desenvolvimento de biovidros e bioceramicas fosfatadas
determinou a segunda geracdo dos biomateriais. Compdsitos e
nanocompositos com alta superficie reativa, biocompatibilidade e
bioatividade sdo conceitos utilizados na terceira geragdo de biomateriais.
Estima-se que a quarta geracdo atuard com 0s nanomateriais, 0S
nanocompositos de matriz osseocondutora, em conjungdo com células
osseogénicas, sendo que, a classe dos polimeros é a mais utilizada
(KARTHIK; MURUGAN; VIJAY AN, 2013), suas principais aplicagdes
recaem nos materiais cirargicos fibrosos temporariamente implantaveis,
sutura, grampos e sistemas de liberacdo de drogas (BARROS, 2013).

Os biomateriais devem isentar-se de produzir respostas bioldgicas
adversas, locais ou sistémicas (SIMOES, 2007). Dentre estes materiais,
uma classe que vem ganhando destaque em pesquisas cientificas e
aplicacdes, sdo os polimeros bioreabsorviveis, capazes de despolimerizar
em meio biolégico sem gerar residuos nocivos ou toxicos (MOTTA,
2002).

Devido a importancia do tema, a fim de normalizar a producéo
deste tipo de material, a Organizacdo Internacional de Normalizacdo
(I1SO) publicou, em 1992, a norma diretriz sobre dispositivos biomédicos,
conhecida como ISO 10.993, intitulada ‘“Avaliagdo biologica de
dispositivos médicos”, estd em constante atualizacdo, englobando desde
a caracterizacdo do biomaterial, a selecdo de ensaios necessarios,
requisitos técnicos especificos para cada ensaio de biocompatibilidade,
além de orientar sobre os testes, apresentando as principais exigéncias
sobre o bem estar animal envolvido na pesquisa e nortear a
interdisciplinaridade de varios profissionais envolvidos na producéo de
um biomaterial (BORELLI et al., 2009). Os trés contextos primordiais da
ISO 10.993 sdo apresentados esquematicamente na Figura 2,
demonstrando uma interpretacdo que integra-os na aplicacéo e utilizacdo
da norma: cientifico, regulatério e industrial, com o intuito de desenvolver
um biomaterial, sendo necessario a interacdo de diferentes areas, como
fisica, quimica, biologia e engenharias.

A interdisciplinaridade é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de um novo biomaterial. E necesséria a corroboragéo e
a interacdo de diversos profissionais e segmentos para que o biomaterial
seja projetado e constituido de maneira similar ao organismo humano e
com funcionalidade apresentando a menor rejeicdo possivel (BORELLI
et al., 2009).
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Figura 2. Esquema ilustrativo dos contextos de aplicagdo da norma 1ISO

10.993.

Fonte: Borelli et al. (2009).
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3 ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia de tecidos, uma area interdisciplinar, tem como
objetivo desenvolver biomateriais para serem utilizados como
substitutivos ou regeneradores de tecidos, 6rgéos danificados por lesfes,
deformidades ou doengas, podendo ser de origem sintética ou natural
(JACOBS et al., 2012).

A faléncia dos 6rgdos e perda de tecidos representa um problema
de grandes proporcBes para 0s seres humanos, sendo que a atual
abordagem de tratamento baseia-se nas técnicas de transplante.
Entretanto, o desenvolvimento da engenharia de tecidos possibilitou que
os defeitos e lesbes em drgdos e tecidos pudessem ser tratados utilizando
células do préprio paciente, cultivadas sobre suporte polimérico, de modo
que o tecido seja regenerado, a partir de células naturais. A grande
vantagem deste método é que ndo é necessario um doador, reduzindo
assim o problema da rejei¢do do transplante.

O primeiro relato da utilizacdo deste tipo de material relaciona-se
com o desenvolvimento de suportes bioestaveis, para cultura de células
que foram entdo cultivadas em tecido. Mais recentemente, os materiais
bioabsorviveis tém sido utilizados como suporte, uma vez que estes
podem desaparecer do local do transplante ao longo do tempo. A
finalidade do suporte é atuar como uma matriz extracelular (ECM), onde
as células podem se aderir e crescer, e, portanto, orientar o
desenvolvimento de tecidos funcionais, totalmente novos (BARROS,
2013; GREGOR; HOSEK, 2011).

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, apresentando uma area
superficial de 1,5 a 2,0 m? em adultos, podendo atingir até 16% do peso
corpéreo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), sendo composta por trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme, esquematicamente apresentadas
na Figura 3.

A epiderme, com espessura de 0,1 a 0,2 mm, com predominancia
celular de queratindcitos e melandcitos (camada externa da pele), é a
membrana basal que separa fisicamente a epiderme da derme. A derme é
composta por tecido conjuntivo, rica em coldgeno e elastina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), e possui, predominantemente,
componentes celulares chamados de fibroblastos, responsaveis pela
matriz extracelular, sistema rico em vascularizacdo. Além disso, possui
anexos chamados de “ilha de regeneragéo” por conter células epidérmicas
que ao sofrer lesdo profunda, regeneram a pele. (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Ja a hipoderme, também conhecida como tecido
cutaneo, é formada, em sua maioria, por tecido adiposo, que atua como
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isolamento e fonte de energia, sendo o local onde se encontra o inicio das
conexodes Nervosas da pele (BOTTCHER-HABERZETH;
BIEDERMANN; ERNEST, 2010). O tecido cutdneo como um todo
possui varias funcBes complexas, como receptores sensoriais, foliculos
pilosos para producéo e crescimento de pélos e dois tipos de glandulas
sudoriparas: uma glandula enddcrina, que regula principalmente a
temperatura corpdrea e uma glandula apécrina onde o suor produzido por
estas glandulas é composto por agua, ions, amonia, aminoacidos,
proteinas, lipidios, uréia, acido lactico e glicose, este suor tem a
consisténcia um pouco viscosa (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001).

Figura 3. Imagem ilustrativa da estrutura da pele humana.
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Fonte: Bdéttcher-Haberzeth, Biedermann e Ernest (2010).

O termo “ferida” ou lesdo pode ser definido como qualquer ruptura
da integridade da pele, membranas mucosas ou qualquer outra estrutura
do corpo, podendo ser causada por traumas fisicos, térmicos, quimicos ou
desencadeada por uma afeccdo clinica, apresentando-se de diversas
formas, tamanhos e profundidades (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Em uma lesdo superficial, a pele repara o local lesionado
naturalmente, por meio da proliferacdo e do crescimento de derme
(fibroblastos e outras células estromais) e/ou epiderme (queratingcitos e
menaldcitos), devido a permanéncia de células no local da ferida. Em
lesBes extensas e profundas de pele e mucosa, pode ocorrer a destruicao
de elementos da epiderme e da derme, tornando o processo de
regeneracdo lento e suscetivel a complicacBes ou a impossibilidade de
uma regeneracdo tecidual natural (GRIFFITH, 2000; METCALFE;
FERGUSON, 2008).

Para auxiliar na regeneracdo dérmica, sdo desenvolvidos
substitutivos cutaneos, que se classificam como um grupo heterogéneo de
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elementos biol6gicos efou sintéticos, que possibilitam a oclusdo
temporaria ou permanente de lesdes na pele. Pode-se considerar como
substituto dérmico desde o aloenxerto de pele até a combinag&o de cultura
de queratindcitos autdlogos sobre a matriz dérmica, em busca da maior
semelhanca possivel com a pele humana (JUSTINIANO; SOUZA, 2015).

Os pioneiros na tentativa de fabricar substitutivos cutaneos a partir
de cultura de células epidérmicas foram Rheinwald e Green em
1974(RHEINWALD; GREEN, 1974) quando um pequeno fragmento de
pele saudavel foi cultivado até que uma lamina suficiente de
queratindcitos fosse produzida para cobrir a lesdo. Apesar da inovagéo
tecnoldgica que a ideia de se “construir pele” trazia, haviam desvantagens
no uso destes procedimentos, como o retardo na enxertia em
aproximadamente 3 a 4 semanas (tempo necessario para desenvolvimento
do epitélio), fragilidade, menor resisténcia & infecgdo e maior incidéncia
de perda do enxerto. O sucesso do enxerto dependeria da presencga de
elementos dérmicos remanescentes ou transportados para o leito dessa
ferida, sugerindo a necessidade de novas pesquisas sobre substitutivos
cutaneos, visando reduzir a desvantagem observada e melhorando as
propriedades desejadas para um substitutivo ideal (FEREIRA et al.,
2011). Neste sentido, verifica-se que o sucesso dos substitutivos artificiais
depende da biocompatibilidade, porosidade e propriedades mecanicas do
material em relagdo a sua aplicacdo (TIAN et al., 2012), devendo se
aproximar da estrutura original da pele (PREIMA et al., 2013). Na Figura
4 é apresentada uma classificacdo dos substitutivos cutaneos.

Figura 4. Classificacdo de substitutivos de pele proposta pelo Servico de
Cirurgia Plastica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.
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Fonte: Ferreira et al (2011).
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A introducdo da cirurgia de enxerto de pele por Reverdin, em 1871,
tornou-se referéncia para o recobrimento de feridas cuténeas
(CHERUTTI, 2012; HORCH et al., 2005). No inicio dos anos 80, Burkes
e Yannas (BURKE et al., 1981) iniciaram estudos para a comercializa¢do
de um produto semelhante a pele humana (HODGKINSON; BAYAT,
2011a), sendo que, atualmente, ha no mercado trés tipos de produtos de
enxerto de pele: os alosubstitutivos, sdo substitutivos com células ou
tecidos da mesma espécie; 0s xenosubstitutivos, sdo aqueles constituidos
de células ou tecidos de espécies diferentes; autosubstitutivos, sdo
produzidos a partir de células e tecidos do préprio paciente (GROEBER
etal., 2011; METCALFE; FERGUSON, 2008).

Os substitutivos podem ser acelulares, que possuem matriz de
material sintético ou natural, com estrutura fisico-quimica e que permitem
a infiltracdo celular no material ap6s implante (CHERUTTI, 2012).
Também, existem os substitutivos celulares que podem ou nao possuirem
matriz, natural ou sintética, mas apresentam obrigatoriamente o cultivo
de células epidérmicas, dérmicas ou ambas (DIECKMANN et al., 2010).

Um enxerto ideal deve possuir propriedades como suportar
hipoxia, ampla disponibilidade, presenga de componentes dérmico e
epidérmicos, reologia comparavel a da pele, custo/beneficio adequado,
facilidade de preparacdo, baixa antigenicidade, facilidade de
armazenamento e resisténcia ao cisalhamento, para ampliar as chances de
sucesso do implante (CASTRO FERREIRA et al., 2011). A adequacdo
das propriedades quimicas, fisicas e estruturais dos substitutivos, pode
minimizar os problemas de reac¢des inflamatérias ap6s o implante, quando
controladas de maneira apropriadas (JIA et al., 2006).

Os substitutivos de pele, tanto epidérmicos quanto dérmicos, se
apresentam como uma nova e promissora alternativa no tratamento das
queimaduras na fase aguda e também para a remocao de sequelas. Estas
estruturas procuram reconstituir a pele normal morfologicamente e
funcionalmente. Entre os substitutivos de pele mais utilizados em todo o
mundo, e em uso na pratica clinica diaria, esta a matriz de regeneragéo
dérmica (pele artificial - Integra™), desenvolvida para utilizagdo em
pacientes queimados e descrita por Yannas e Burke em 1981 (BURKE et
al., 1981; CASTRO FERREIRA et al., 2011; FERREIRA et al., 2009).

3.1 MATRIZ DE REGENERAGAO DERMICA

A membrana de biomaterial escolhida para o desenvolvimento do
presente trabalho € uma Matriz de Regeneracdo Dérmica (MRD),
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disponivel no mercado, da marca Integra™ a base de colageno. A escolha
baseou-se na necessidade de minimizar as variaveis de analise durante o
trabalho, isolando o efeito do tratamento, uma vez que este tipo de
material apresenta propriedades quimicas e fisicas bem definidas. Esta
MRD requer cuidados especiais no seu armazenamento, uma vez que
apresenta propensdo a proliferacdo de fungos, sendo necessério
armazenamento em local refrigerado com temperatura entre 2 e 30° C,
imersa em uma solucdo fisiologica, alocada em ambiente estéril.
Utilizando uma membrana com propriedades definidas, as analises pré e
pos tratamento tornam-se mais confidveis.

A matriz de regeneragdo dérmica é um dispositivo médico de
substitutivo cutaneo acelular, sendo sua composigédo de origem natural e
sintética bilaminar, composta por colageno tipo | e glicosaminoglicanas.
O colageno é proveniente de tendBes bovinos e a glicosaminoglicanas
(condroitina 6 sulfatos) proveniente da cartilagem de tubarfes e uma fina
camada de silicone que controla a perda de fluidos e reduz a invasdo
bacteriana.

Utiliza-se o termo “colageno” para denominar uma familia de
isoformas encontradas no tecido conjuntivo em mamiferos (WALSTRA,
P; VAN VLIET, 2010), cerca de 25% das proteinas totais no ser humano
é constituido de colageno (ALBERTS et al., 2008). O colageno para a
fabricacdo da MRD ¢ obtido do tenddo flexor profundo de bovinos,
classificado como Tipo C nas normas europeias, ou seja, para tal
classificacdo o colageno passa por um tratamento com hidréxido de sédio,
para inativagao dos patdgenos.

A estrutura do colageno tipo I, é apresentada esquematicamente na
Figura 5, formada por trés cadeias polipeptidicas, caracterizadas pela
repeticdo de um tripleto Gly-X-Y, em que X geralmente é prolina (Pro) e
Y hidroxiprolina, Gly glicina (GOISSIS, 2007).

A glicosaminoglicanas GAG, representada na Figura 6, intervém
em varios processos de proliferacdo, migracdo, adesdo e agregacdo
celular, que é importantes para o controle de processos inflamatorios,
remodelamento e mineralizacdo de tecidos (HOSHI et al., 1999). A matriz
dérmica permite a invasdo de fibroblastos e capilares advindos do
hospedeiro,  possibilitando a reparagdo de uma  estrutura
dermoequivalente, sendo que, gradualmente, o coladgeno é reabsorvido e
estrutura-se em uma nova matriz, em um periodo entre 3 e 6 semanas.



Figura 5. Representacao esquematica da estrutura do colageno.
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Figura 6. Representacdo esquematica da glicosainaglicina GAG

(condroitina-6-sulfato).
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Depois disso, a lamina de silicone pode ser retirada, sendo que a
principal indicacdo é a cobertura de lesfes de espessura totais ou parciais,
profundas em grandes queimados que ndo apresentam areas doadoras
suficientes para utilizacdo. Também, sdo utilizadas para a reconstrucéo de
tecidos posterior a excisdo de contraturas cicatriciais p6s-queimaduras,

Ulceras cronicas e feridas traumaticas.

Dentre as vantagens do uso da MRD destacam-se: cobertura
imediata de grandes areas pos-escarectomias, imediata disponibilidade,
reducdo da morbidade em areas doadoras pelo uso de substitutivos mais



42

finos, reducéo da formacao de cicatrizes hipertréficas, uma vez que reduz
a resposta inflamatdria, e melhores resultados funcionais nas articulagdes
e extremidades (MAES, 2012). Oferece, ainda, melhores resultados pela
formacéao de um tecido mais eléstico, quando comparado ao uso exclusivo
dos substitutivos de pele. As maiores desvantagens incluem: alto custo,
necessidade de treinamento para seu correto emprego e alto risco de
formacdo de hematoma, causando perda do componente, quando
colocada imediatamente ap0s o desbridamento (PRESTES et al., 2013).

Em uma lesdo profunda ou queimadura a pele danificada é
removida cirurgicamente para prevenir a infec¢do, apds a remocgédo é
usado o enxerto e moldado para o tamanho e forma exatos da area de pele
a se substituir, sendo presa na sequéncia com suturas cirdrgicas ou
grampos e, posteriormente, cobertas com curativos. A matriz de colageno
tem uma estrutura tridimensional, com uma porosidade variavel de 50 +
20 pm (JONES; CURRIE; MARTIN, 2002), aproximando-se da estrutura
da pele normal e é completamente bioabsorvida apds 30 dias. Durante
este periodo, ela serve de base para a proliferacdo de fibroblastos e células
endoepteliais, facilitando a neoformagéo dérmica com funcéo semelhante
a pele normal. O didmetro dos poros é crucial para a incorporacao de tais
células (BURKE et al., 1981), proporcionando uma “sele¢do” de células
reconstrutoras, de modo a permitir assim, uma homogeneidade na
neoderme.

O substitutivo MRD da Integra™ ¢ semeada com células do
préprio paciente e epiderme temporéaria de silicone, o que o difere de
outros materiais que ndo apresentam camadas aut6logas em seu
dispositivo. Essa camada de silicone é removida ap6s a cicatrizacio da
lesdo (DIECKMANN et al., 2010). O colageno possui caracteristicas
como biomaterial quando comparado com um polimero sintético.
Destaca-se pela interacdo com tecidos biolégicos, refletindo em reduzida
resposta imunolégica e toxicidade, habilidade de promover o crescimento
celular e capacidade de reconstrugdo microfibrilar, propriedade
encontrada em tecidos naturais (LEE; SINGLA; LEE, 2001).

3.2 COLAGENO

Presente em diversas estruturas bioldgicas animais, o colageno é a
proteina mais abundante no tecido conjuntivo (CHOI et al., 2013),
possuindo elasticidade e apresentando facil hidratacdo, suas fibras
possuem baixo grau de extensibilidade, no entanto, sdo resistentes ao
estresse de tracdo, sendo responsaveis pelos principais constituintes de
estruturas, como ligamentos e tenddes, que sdo submetidos a este tipo de
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forcas de tragdo (HWANG; YI; CHOI, 2011). A diferenga de um tipo de
colageno para o outro ocorre por meio de suas cadeias de polipeptidios,
propriedades fisicas, morfologia, distribui¢cdes nos tecidos e funcGes
(NIMNI et al., 1987).

3.21  Desnaturacéo

A desnaturagdo representa inimeras alteragGes estruturais que
causam efeitos diversos sobre as proteinas. Trata-se de um processo
quimicamente complexo, o que torna dificil a descri¢do dos eventos de
interacdo entre os agentes desnaturantes e as proteinas. Tais interacfes
sdo responsaveis pelas alterages conformacionais e podem ou ndo alterar
a atividade bioldgica da proteina (SMITH et al., 1985).

Cada proteina possui uma forma “normal”, denominada
conformacdo nativa, sendo que esta conformacdo define a sua funcéo
bioldgica. A desnaturacdo ou desorganizacgdo desta conformagéo nativa,
qguando ocorre, acontece quebra de ligagdes fracas ndo covalentes da
estrutura polipeptidicas, ao quebrar estas ligacdes as estruturas
secundérias e terciarias sdo perdidas (UCKO, 1992). O processo de
desnaturagdo geralmente acontece quando as proteinas sdo expostas a
temperaturas de 50 a 60° C por um periodo variado de tempo, sendo que
esta temperatura e tempo varia de acordo com o tipo da proteina, quanto
maior a quantidade de prolina na estrutura, maior a estabilidade térmica
do coladgeno. As moléculas de proteinas de cadeia polipeptidicas
globulares apresentam a caracteristica de enovelamento na sua estrutura
e a desnaturacdo consiste no desenovelamento destas estruturas
(NELSON; COX, 2013).

3.2.2 Desnaturacao do Colageno

Apbs ser alcancada a ativagdo critica, por um processo
endotérmico o colageno sofre desnaturacdo (MILES; GHELASHVILI,
1999), processo no qual se desenrola mudando sua entropia
conformacional nativa, comportamento este, que pode ser observado por
meio de analises de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). Neste
tipo de analise pode-se associar a resposta do material ao aquecimento,
sendo que um aquecimento moderado pode resultar no desnovelamento
da molécula (NELSON; COX, 2013), por outro lado, o aquecimento
severo pode resultar em transformacdes irreversiveis, enquanto que o
tempo de exposicao a temperaturas elevadas depende de cada molécula,
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ndo sendo facilmente determinado (PRESTES et al., 2013). Estas
transformagdes ocorrem principalmente pela quebra de ligacbes de
hidrogénio ao longo da estrutura de tripla hélice na cadeia polimérica
(WRIGHT; HUMPHREY, 2002).

4 TRATAMENTO DE SUPERFICIE

4.1 PROPRIEDADE DE SUPERFICIE DE MATERIAIS
POLIMERICOS

A caracterizagdo de materiais poliméricos envolve a avaliacdo de
propriedades como composi¢cdo quimica, estrutura das cadeias
poliméricas, morfologia, cristalinidade e topografia (AGGARWAL,;
BAIJAL; MENDIRATTA, 1980). A morfologia e topografia de uma
mesma amostra polimérica pode apresentar variagbes em suas
propriedades, (MARTINS, 2009) como, por exemplo, um mesmo
polimero apresentar diferentes niveis de hidrofilicidade, devido aos
grupos funcionais polares e apolares, presentes ao longo da cadeia
carbonica polimérica (AGGARWAL; BAIJAL; MENDIRATTA, 1980),
propriedades como: resisténcia mecénica, resisténcia térmica,
estabilidade frente a substancias quimicas, resisténcia elétrica,
permeabilidade a gases etc., irdo determinar como o polimero vai ser
utilizado (PIATTI et al., 2005). A mobilidade da cadeia carbbnica do
polimero define as suas caracteristicas fisicas, tais como dureza,
fragilidade, tenacidade, fluidez, elastdmero e é diretamente proporcional
a temperatura (CANEVAROLO JR., 2006).

4.2 TRATAMENTO DE SUPERFICIE POLIMERICA

A necessidade de pré-tratamento em superficies poliméricas, para
determinadas aplicacbes, é de amplo conhecimento e se deve,
principalmente, a dois fatores: a relativa inércia quimica e a baixa energia
de superficie dos polimeros. Em geral, ao se modificar superficialmente
um polimero, em uma profundidade de centenas de angstroms, por
exemplo, pode-se manter o volume do polimero tratado com as
caracteristicas iniciais, sendo este, um atrativo para a utilizacio de tais
tratamentos sobre estes materiais (LAPORTE, 1997). Dentre as varias
formas de tratamento de superficies poliméricas empregadas pode-se
citar: plasma de diferentes atmosferas, enxerto iniciado por luz e radiacao,
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ataque quimico, oxidacdo controlada, transformagdo radicalar iniciada
por peréxido e descarga corona.

Em geral, tais tratamentos visam introduzir e/ou produzir grupos
funcionais polares, com o objetivo de aumentar a hidrofilicidade do
material (MACEDO et al., 2012).

Em dispositivos médicos, a técnica de modificacdo de superficie
mais utilizada para melhorar a hidrofilicidade é o plasma. Na literatura
também sdo citadas como técnicas vidveis para tratamento de polimeros
processos que utilizam radiagdo ultravioleta (UV), ataque quimico, entre
outros (LAPORTE, 1997).

O UV ainda pode ser subdivido em trés regibes descritas como
UV-A, UV-B e UV-C. O UV-A, com comprimento de onda de 400-320
nm, é 0 menos energético, no entanto, também pode causar problemas
como envelhecimento da pele quando h& exposicdo por longo periodo.
Ele é utilizado no tratamento fototerdpico para ictericia neonatal, assim
como, hiperbilirrubinemia. O UV-B estd na faixa de energia
intermediaria, com comprimento de onda de 320-280 nm, responsavel por
mutacBes observadas no cancer de pele e pode causar modificagcGes no
DNA em humanos. O UV-C é o mais energético e esta na faixa de 280-
200 nm, é comumente produzido por fontes artificiais, visto que, €é
totalmente absorvido pela atmosfera (BELMONTE, 2015).

Estudos com filmes de polissulfona (PSU), polihidréxibutirato
(PHB) e poliuretana (PU) foram caracterizados e funcionalizados com
radiagdo UV, em presenca de uma atmosfera reativa (O>), para melhorar
a sua molhabilidade, adeséo e crescimento celular (KESSLER, 2014). Ja
0s tratamentos quimicos tém sido utilizados na industria para tratar
objetos com grande volume, substituindo tratamentos que utilizam chama
ou descarga de corona. O ataque de reagentes quimicos a superficie de
polimeros pode conferir rugosidade alterando caracteristicas de
molhabilidade, um exemplo é o tratamento de peréxido de hidrogénio
(H202), como agende oxidante na superficie de polietileno de ultra alto
peso molecular PEUAPM, no qual, em estudo realizado, verificou-se o
aumento da energia superficial do polimero e a mudanca na sua
hidrofilicidade. O tratamento quimico modificou a superficie do
PEUAPM tornando-o hidrofilico e, consequentemente, melhorando a
interacdo com o meio bioldgico (CARDOSO et al., 2013).

43 TRATAMENTO DE SUPERFICIES POR PLASMA
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O termo plasma foi introduzido em 1927 por Irving Langmuir
(ONG et al., 1999) no seu estudo sobre condutividade elétrica dos gases,
e pode ser definido como uma descarga elétrica em um gas
(ROSSNAGEL; CUOMO; WESTWOOD, 1990), formado por ions
positivos, elétrons e 4tomos neutros (CHAPMAN, 1980). O plasma
gasoso é obtido de diversas maneiras, sendo as mais comuns a descarga
por réadio frequéncia (RF), descarga luminescente de baixa frequéncia,
descarga de barreira dielétrica (DBDs), descarga de micro-ondas e
descargas de corrente continua (JACOBS et al., 2012(DEMINA et al.,
2012). A interacdo do plasma com a superficie a ser tratada pode ser
basicamente de duas maneiras: por quebra de ligagdes quimicas na
superficie ou por polimerizagdo induzida (JACOBS et al., 2012; KALIA
etal., 2013).

O tratamento por plasma em diferentes superficies vem sendo
amplamente relatado na literatura, sendo, inclusive, amplamente
empregado na area de biomateriais (VON WOEDTKE et al., 2013). Além
de significativa melhora das propriedades do biomaterial, uma grande
vantagem do método é que apenas a superficie € alterada, mantendo a
maior parte do material inalterado. Pode ainda ser considerado um
processo limpo, com pouca geracgao de residuos de qualquer espécie, em
relacdo a outros tipos de tratamento de superficie (CHICHTI et al., 2013).

O tipo de plasma de maior utilizagdo na industria é o de descarga
luminescente (glow discharge), na qual ocorrem inimeras colisGes entre
as particulas presentes na descarga, tais efeitos incluem ionizacéo,
excitacdo, dissociacdo e recombinacdo (SMITH, 1995), sendo que a
colisdo mais importante para sustentagdo de uma descarga luminescente
é a ionizacao por elétrons. O grau de ionizacdo dos gases pode variar de
parcialmente a totalmente ionizado, sendo responsavel pela criacdo de
novos elétrons e ions, que sdo acelerados pelo campo elétrico (SOETHE,
2004).

A eficacia das reacbes por plasma esta relacionada com a
manutencdo do grau de ionizacdo e sustentacdo da energia. O substrato
tratado por plasma pode ser atingido por espécies ionizadas, formando
novos grupos funcionais. Este fendmeno ocorre pela quebra de ligagdes
quimicas, podendo haver substituicdo atbmica ou recombinacéo entre 0s
atomos da molécula. Desta forma, grupos funcionais podem ser inseridos
ao substrato por meio de um tratamento de superficie por plasma. A
Figura 7 apresenta um esquema de interacdo genérica do plasma com a
membrana polimérica (JORDA-VILAPLANA et al., 2014).

Propriedades diferentes do material inicialmente tratado podem ser
alteradas na superficie, dentre as quais se podem destacar: molhabilidade,
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rugosidade e aumento da energia de superficie. (JACOBS et al., 2012;
SLEPICKA, 2013).

Figura 7. Esquema ilustrativo da interagdo plasma e membrana
polimérica.

§§1£¢’io do material Irradiagio de plasmal/condicdes otimizadas Resultados potenciais

Gases Inertes

Membrana polimérica
Fonte: Adaptado de Al-Jumaili et al (2019).

Estudos mostram que o tratamento por plasma em Poliamida 6
(PAG) hidrofébica, permite ampliar as possibilidades de uso da PA6 como
polimero de engenharia, quando a estabilidade dimensional é uma
propriedade importante. A PA6 contém grupos polares em sua estrutura
molecular (C=0) e, por isso, provavelmente, apds a fragmentacdo e,
consequente mobilidade, ndo apenas os grupos polares incorporados em
funcdo do tratamento a plasma, mas também aqueles ja presentes na PA6
sem tratamento, giram com o passar do tempo, em direcdo ao interior do
material, o que explicaria com o envelhecimento, o fato do angulo de
contato do material tratado ultrapassar o valor do angulo de contato da
PAG6 sem tratamento, transformando a sua superficie de hidrofébica em
hidrofilica (GARCIA, 2018).
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5 INTERACAO DO PLASMA COM A SUPERFICIE DE
POLIMEROS

Polimeros, em sua maioria, apresentam caracteristicas apolares, o
que limita a interacdo dos mesmos com liquidos polares e que, por sua
vez, limita o seu uso como dispositivos médicos invasivos ou
implantados, uma vez que, a maioria dos tecidos bioldgicos internos
apresenta carater hidrofilico (alta afinidade por 4gua) (SALMORIA et al.,
2013). Diversas técnicas de modificacdo de superficie tém sido
empregadas de forma a alterar e ampliar a utilizacdo destes materiais
(SALMORIA et al., 2013).

O tratamento por plasma pode modificar a natureza da superficie
de um polimero anteriormente hidrofébico, transformando-o em um
material com caracteristicas hidrofilicas, este produz mudangas fisico-
quimicas na superficie do polimero, as quais podem alterar a rugosidade
que, por sua vez, pode mudar a molhabilidade da superficie.

Estudos realizados por Mezaroba, em 2018, mostram que a
interacdo de plasmas, formados pela mistura N2 + O sobre a superficie
do polimero Polietileno de Alta Densidade (PEAD), se d4,
principalmente, por reacGes de espécies quimicamente ativas do plasma
com as moléculas do polimero. Também, ocorre a formacao de grupos
hidroxilas e ligagdes C-N e C-O, que aumentam a polaridade na
superficie. 1sso provoca um significativo aumento na molhabilidade da
superficie, resultando em uma diminuicdo do angulo de contato de uma
gota de &gua deionizada de, aproximadamente, 85° para 50°
(MEZAROBA et al., 2018). De acordo com a literatura, ha vasta
utilizacdo de plasma frio, com temperaturas inferiores a 100°C, para o
tratamento de superficies poliméricas, devido, principalmente, a baixa
estabilidade térmica deste tipo de material em temperaturas elevadas.
(JACOBS et al., 2012; ROTH, 2001).

5.1 INTERACAO RADIACAO-MATERIA

A energia de um féton no plasma pode variar de acordo com seu
comprimento de onda, esta energia na regido do infravermelho, luz
visivel e radiacdo ultravioleta pode: aquecer as paredes do reator e da
superficie do polimero, quebrar ligacdes moleculares e excitar atomos,
romper grandes moléculas de cadeias poliméricas e ligac6es moleculares
(CHAPMAN, 1980; ROTH, 2001), a quebra de ligacdes e producdo de
sitios ativos € um dos resultados esperados para este estudo.
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Os fotons do espectro visivel e do ultravioleta podem produzir
radicais livres na superficie por: dissociagdo, producdo de atomos ou
molécula pequena fragmentada na superficie, rompimento, quebra da
cadeia polimérica em duas ou mais cadeias menores, ramificacdes,
producdo de cadeia lateral na cadeia polimérica, ligagBes cruzadas e
ligacBes entre moléculas adjacentes. Além destes efeitos, os fétons podem
também remover elétrons da superficie formando sitios ativos (ROTH,
2001).

52 PARTICULAS CARREGADAS

Os ions presentes no plasma podem ser acelerados por um campo
eletromagnético. Os elétrons alcancardo a superficie em nimero igual ao
fluxo de fons, no caso de uma superficie eletricamente neutra. Os fons
moleculares podem ser produzidos e induzidos de tal maneira que, a carga
da molécula ionizada reaja com a superficie do polimero (ROTH, 2001).

Em termos gerais, o tratamento com plasma pode ser utilizado
direta ou indiretamente, para adaptar superficies poliméricas através da
criagdo de grupos funcionais. O tratamento direto envolve o uso de gases
reativos como, por exemplo, NH3 e Oz, que sdo conhecidos por produzir
funcionalidades desejaveis como aminas, COOH e radicais livres. O
tratamento indireto geralmente se refere ao enxerto de polimeros, o que
resulta na introducdo de funcionalidades desejadas na superficie. Em
ambos 0s tipos de tratamento, 0 processamento dos parametros, tais como
tempo de tratamento, pressao, poténcia, gas de processamento, etc., e a
natureza da superficie irradiada, determinardo a modificacdo resultante,
que potencialmente pode ser tanto a ablagéo, substituicdo ou deposicdo
de filme (AL-JUMAILI et al., 2019).

5.3 ESPECIES NEUTRAS

Colisdes entre elétrons e espécies neutras no plasma podem gerar
espécies neutras energéticas, capazes de interagir fortemente com a
superficie. Os fragmentos podem formar componentes complexos,
ramificacdes e ligacBes cruzadas na superficie polimérica (CHAPMAN,
1980), as colisdes dos elétrons com as espécies neutras desempenham um
papel importante. A descri¢do desse tipo de plasma, sobretudo, no que diz
respeito a propagacao de ondas, mesmo em um gas fracamente ionizado,
desempenham um papel crucial na descricdo da dissipacdo de energia, da
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condutividade, da distribuicdo de energia dos elétrons e das propriedades
quimicas (RIDENTI, 2014).

54 INTERACAO DO SUBSTRATO POLIMERICO COM
PLASMA

O plasma, ao interagir com a superficie polimérica, atua formando
sitios ativos. Na sequéncia, os radicais livres formados recombinam-se,
enquanto que, os radicais livres estaveis permanecem como radicais,
aumentando a energia da superficie polimérica (CANEVAROLO JR.,
2006; MEZAROBA et al., 2018). As moléculas poliméricas se rompem,
ndo somente por meio do bombardeio dos ions, mas também, pela
interacdo quimica de radicais livres, depois da formaclo destes,
denominando rompimento lento de cadeias poliméricas (GEHLEN et al.,
1998).

A quimica e a topografia da superficie podem ser alteradas pelo
tratamento com plasma e este tratamento ndo afeta as propriedades dos
polimeros (KALE; DESAIA, 2011). A mudanca na quimica da superficie
ocorre quando os fons, radicais, elétrons metaestaveis excitados e
energéticos sdo hombardeados na superficie polimérica. O plasma pode
trazer dois tipos de interagdes com a superficie (KALIA et al., 2013), (1)
cisdo da cadeia na superficie que resulta em corrosdo, limpeza ou ativagédo
da superficie, que ¢é obtida usando gases ndo polimerizantes como He, O,
Ar e N, e (2) polimerizacdo ou enxerto induzido por plasma, o qual é
realizado utilizando varios gases de polimerizagdo e precursores como
fluorocarbonetos, hidrocarbonetos e monémeros contendo silicio. Devido
aos varios potenciais e propriedades Unicas do plasma, o tratamento por
plasma € utilizado com sucesso em diferentes areas (FRIDMAN, 2008;
KALE; DESAIA, 2011; KALIA et al., 2013).

5.5 FUNCIONALIZACAO DE POLIMEROS

Ao interagir com o polimero, o plasma gera grupos funcionais
hidrofilicos, que podem ser introduzidos na superficie do material. O
oxigénio, quando introduzido no material durante o tratamento por
plasma, gera varios grupos funcionais oxigenados, tais como: -C-O—, —
C=0, -COOH, -C-0-0O, -O-COO na superficie do polimero,
aumentando a molhabilidade. A polimerizacdo a plasma, por descarga em
pressdo atmosférica, pode ser usada para modificar as propriedades de
superficie do pé de madeira, bem como da fibra vegetal (BOGAERTS et
al., 2002).
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Os usos industriais dos plasmas, de baixa pressdo e pressdo
atmosférica, aumentaram nas indUstrias para os fins de pré-tratamento. Os
Jatos de Plasma com Pressdo Atmosférica (APPJ) sdo amplamente
utilizados, porque séo faceis de integrar em linhas de produco existentes
e podem tratar seletivamente partes especificas de um substrato
(TENDERO et al., 2006). As aplicagdes de APPJs estendem-se ao
tratamento de superficies sensiveis a temperatura, tais como, materiais
bioldgicos, por exemplo, células vivas em plasma sanguineo, tecidos e
interacOes bacterianas, e essas interaces desempenham papel importante
no cultivo e no tratamento de doencas (KALE; DESAIA, 2011).
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6 METODOLOGIA DO TRABALHO

No fluxograma da Figura 8 é apresentado, de forma esquematica,
uma sintese da metodologia a ser empregada para a realizagdo do presente
trabalho, demonstrando as etapas do mesmo, bem como as técnicas de
caracterizacdo utilizadas. As etapas apresentadas na figura sao detalhadas
na sequéncia.

Figura 8. Fluxograma evidenciando a metodologia a ser empregada para
a execucgdo do presente trabalho.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).



53

6.1 SELECAO DO MATERIAL

Para determinarmos o material deste estudo foi levado em
consideracdo a minimizacdo de varidveis, a membrana analisada é
produzida em escala industrial e, portanto, sua composicdo ja esta pré
determinada, auxiliando assim, a reducéo desta varidvel no estudo. A
matriz de regeneracdo dérmica da Integra™, doada pela empresa
Promedon, é um dispositivo médico usado como enxerto cutdneo acelular
e sua composi¢do é de origem natural e sintética bilaminar.

A figura 9 apresenta o material que é composto por colageno tipo
I e glicosaminoglicanas. O colageno é proveniente de tenddes bovinos e
a glicosaminoglicanas (condroitina 6 sulfato) proveniente da cartilagem
de tubarGes e uma fina camada de silicone, que controla a perda de fluidos
e reduz a invaséo bacteriana.

Figura 9. MRD (a) embalagem de armazenamento, (b) MRD
evidenciando a lamina de silicone e (c) MRD pronta para caracterizagao
e tratamento evidenciando a lamina de GAG e Sulfato de condroitina.
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INTEGRA INTRERAY
DERMAL
REGENERATION
TEMPLATE ( )

8|n X IOvn
sem ]
i LT
-

- N
=5

J ]
|

m’ ,,7 S_L
Ll

wsw

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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6.2  LIOFILIZACAO

O processo de liofilizagcdo consiste na retirada de liquido da
amostra mantendo a sua estrutura, sendo previamente congelada e entéo,
a quantidade de solvente (geralmente &4gua) é eliminada. Inicialmente,
este processo ocorre por sublimacéo e, posteriormente, por dessorcao,
para valores tais que impedem atividades bioldgicas e reagdes quimicas.
O material é levado a passar por processos de congelamento inicial,
secagem primaria e secagem secundaria (MARQUES, 2008). O termo
“liofilo” significa amigo do solvente, o que define com fidelidade as
caracteristicas dos produtos liofilizados: altamente higroscépicos e de
facil dissolucéo na agua.

No presente trabalho, o processo de liofilizagdo foi realizado nas
amostras de MRD, no Laborat6rio de Polimeros e Materiais Compdsitos
da UFSC Joinville, conforme apresenta a Figura 10.

Figura 10. Liofilizador em funcionamento com as amostras de MRD, e
amostras de MRD apos a liofilizacéo.

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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Este processo é importante para que se mantenham as propriedades,
visando o ndo colapso da estrutura da membrana e reduzindo o nimero
de variaveis durante o tratamento por plasma, pois para efetivo
tratamento, e posterior caracterizacao, se faz necessario que o material
esteja seco. As amostras foram liofilizadas utilizando um liofolizador
L101 da marca LioTop. As amostras foram cortadas na medida de
aproximadamente 2 cmz, pesadas em balanga analitica e, posteriormente,
liofilizadas. Para o processo de liofilizagéo, as amostras foram
congeladas em -30°C e secas em vacuo em -50° C, pelo tempo minimo
de 4 horas. Ao serem retiradas do liofilizador, as amostras foram
novamente pesadas, na sequéncia, retirou-se a lamina de silicone, aferiu-
se a massa da lamina, para descontar da massa total de MRD.

6.3 TRATAMENTO COM PLASMA DE ARGONIO

Membranas de MRD foram tratadas por plasma de argénio,
utilizando diferentes tempos de tratamento, mostrados na Tabela 1. Os
tratamentos foram realizados no Laboratério de Plasma, Filmes e
Superficies do Departamento de Fisica da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC/CCT).

Tabela 1. Parametros do tratamento com plasma de argdnio.

Fluxo de . . Corrente
Amostra Ar Pressdo  Tenséo Elétrica Tempo

Y=1,5x-1,5 (torr) V) (A) ©)
1 50 33 450 0,3 120
2 50 35 450 0,32 150
3 50 35 450 0,35 60
4 20,5 9 400 0,27 60
5 19 10 400 0,27 120
6 21,5 10,1 400 0,27 180

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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Para o tratamento por plasma, foi escolhido o gas argonio, com a
finalidade de reduzir a interagdo com a MRD, pois o objetivo do
tratamento ¢é criar radicais livres para ampliar a adesdo do biomaterial. A
ilustracdo do equipamento, utilizado para realizagdo do tratamento por
plasma, pode ser observada na Figura 11 (a) e Figura 11 (b), que apresenta
a parte interna do reator em detalhe do porta-amostra, no qual as
membranas estdo fixadas.

Figura 11. (a) Reator de plasma utilizado para o tratamento das
MRDs e (b) Parte interna do reator, em detalhe o porta amostra com a
MRD fixada.
; —

As amostras foram tratadas para duas configuragdes experimentais
diferentes, as amostras denominadas 1, 2 e 3 foram tratadas por 120, 150
e 60 s, respectivamente, com plasma de argdnio composto por 50 sccm
de fluxo de massa e 3.4 torr de pressdo de trabalho, gerados por 450 V
DC e corrente de 0,32 A. As amostras denominadas 3, 4 ¢ 6 foram tratadas
por 60, 120 e 180s, respectivamente, com plasma de argdnio composto
por fluxo de massa de 20 sccm e pressao de trabalho de 9,7 torr, geradas
por 400 V DC e corrente de 0,27 A. Na figura 12 (a) pode se observar as
amostras de MRD, acomodadas no interior do reator, antes do inicio do
tratamento. Na Figura 12 (b) observa-se as amostras de MRD durante o
tratamento por plasma de argdnio.
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Figura 12. (a) Amostras de MRD no interior do reator, antes do tratamento
e (b) Amostras no interior do reator durante o tratamento.

Amostras em tratamentos

R

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
6.4 ENSAIOS PARA CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para a caracterizacdo do material, antes do tratamento por plasma,
realizou-se uma série de analises, as quais possibilitaram avaliar o
comportamento térmico do material, visando obter a temperatura limite
para tratamento das amostras. Além disso, analises morfolégicas e de
caracterizacdo superficial foram empregadas, antes e apds o tratamento
por plasma, de forma a avaliar a influéncia dos parametros de tratamento
nas amostras.

6.5 ESPECTROMETRIA DE FOTOELETRONS EXCITADOS
POR RAIOS-X (XPS)

A técnica de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X
(XPS) foi utilizada para determinar a composicdo quimica superficial das
amostras tratadas e ndo tratadas, com a finalidade de analisar possiveis
alteraces na composicdo da MRD, dando énfase ao pico caracteristico
de Oz, com o qual é possivel avaliar a hidrofilicidade da amostra, pois
picos de Oz, com uma banda definida é caracteristico de materiais
hidrofilicos. Nesta técnica, um material metalico, como Mg ou Al, é
bombardeado por um feixe de elétrons de alta energia que, em
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consequéncia, gera raios-X com energias de 1.253,6 e 1.486,6 eV,
respectivamente. Ambos os valores representam a transi¢do Ko. A
radiacdo € entdo incidida sobre uma amostra de interesse, ejetando
fotoelétrons do material. Como a energia do feixe é relativamente alta, ha
uma penetracdo da ordem de 1 a 10 micrometros no sélido e o feixe
interage, principalmente, com os chamados elétrons do core (aqueles mais
préximos do ndcleo atdmico).

Em atomos de carbono e oxigénio, por exemplo, os elétrons sao
ejetados dos orbitais 1s, fenémeno conhecido como "efeito fotoelétrico"”,
estes elétrons sao entdo coletados por um detetor e sua energia cinética é
medida. Pela conservacdo de energia, € determinada a sua energia de
ligacdo no material e, assim, a composicdo quimica (DAMIANI; PETER;
TATSCH, 2000). As caracterizacdes foram realizadas em um Thermo
Scientific K-Alpha com a linha Al Ko, ¢ os espectros foram deconvoluidos
com a soma de perfis gaussianos (80%) e lorentizianos (20%).

6.6 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

O intuito desta técnica é estudar o comportamento térmico da
MRD. A técnica de DSC permite avaliar os efeitos do calor sobre as
amostras e associd-los com possiveis alteragdes fisicas e quimicas
(IONASHIRO, 2005), desta forma, é possivel observar as transi¢fes que
envolvem entropia em polimeros. A analise por DSC sera utilizada para
determinacéo da transi¢o vitrea (Tg) e para avaliar a influéncia do plasma
sobre o colageno. O equipamento utilizado para a realizacdo deste ensaio
¢ da marca TA Instruments Q20, do Laboratério de Materiais da
Universidade Sociedade Educacional de Santa Catarina UNISOCIESC.
As amostras foram seladas em panela de aluminio e aquecidas em
atmosfera inerte de nitrogénio de 25° C a 200°C com uma taxa de
aquecimento de 10° C.min™.

6.7 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)

Para avaliar o grau de estabilidade térmica da membrana foi
realizada a andlise termogravimétrica, a qual possibilitou identificar a
temperatura inicial de perda de massa e a maxima de degradacdo. O
equipamento utilizado é da marca TA Instruments modelo Q50, do
laboratério de materiais da UNISOCIESC, com taxa de aquecimento de
10° C.mim, em atmosfera de nitrogénio, com temperatura de 20° C a
600° C.
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6.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Analises de MEV foram utilizadas nas amostras de MRD, antes e
ap6s o tratamento por plasma, com o objetivo de avaliar possiveis
mudangas morfologicas. A analise foi realizada no Laboratdrio Central
de Microscopia Eletronica (LCME), da Universidade Federal de Santa
Catarina, em Florianépolis. O equipamento é um microscopio de
varredura convencional, com filamento de tungsténio, do modelo JSM-
6390LV da marca JEOL. As andlises foram realizadas com tensdo de
aceleracdo de 0,5 a 30 kV e magnificacdo de 25 a 2.500 vezes. As
resolucdes em alta e baixa tensdo foram fixadas em 3 e 4 nm,
respectivamente, e todas as imagens foram obtidas em baixo véacuo.

6.9 ANALISE DE ANGULO DE CONTATO

Esta andlise é frequentemente empregada de forma a avaliar a
molhabilidade de uma superficie, sendo que um baixo valor no ngulo de
contato indica que a superficie molha bem, ou seja, é hidrofilico, assim
como, um alto valor indica um pior molhamento, caracterizando material
hidrofébico (KONTAKIOTIS EG, TZANETAKIS GN, 2007). A
molhabilidade é definida como a tendéncia de um fluido aderir ou
espalhar sobre uma superficie sélida. O angulo de contato é definido
como o angulo formado entre a superficie sélida e a tangente da gota do
liquido em contato com a superficie, representado esquematicamente na
Figura 13.

Figura 13. Angulo de contato entre uma gota liquida e uma superficie
solida horizontal.

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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Quanto menor o angulo que uma gota de agua forma com a
superficie, mais ela molha. Assim, superficies que formam angulo com
valores proximo a 0° apresentam excelente molhabilidade e s&o
denominadas hidrofilicas. Por outro lado, angulos de contato superiores a
90° sdo altamente repelentes ao liquido, sendo denominadas hidrofobicas
(BANERJEE; DIONYSIOU; PILLAI, 2015). Por meio destas analises,
busca-se verificar a ocorréncia de alteragdes nos valores do &ngulo obtido
pelas amostras, antes e ap6s o tratamento por plasma, sendo que para este
estudo, a alteracdo ndo € desejada, pois a MRD possui uma estrutura
tridimensional porosa e hidrofilica.

6.10 REIDRATACAO

A estrutura da MRD ¢é porosa, favorecendo que as amostras
apresentem caracteristica de hidrofilicidade. A técnica da reidratacéo tem
como objetivo verificar se esta propriedade foram ou ndo afetadas ap6s o
processo de liofilizagdo e, também, apds o tratamento por plasma. A
analise foi realizada no Laboratério de Polimeros e Materiais Compésitos
na Universidade Federal de Santa Catarina, em Joinville. A reidratagdo
ocorreu em duas etapas: na primeira etapa as amostras ficaram imersas
em soro fisioloégico por 24 horas, apds este tempo, foram pesadas e
liofilizadas; na segunda etapa, as amostra liofilizadas foram imersas em
soro fisioldgico por 24h e, posteriormente, pesadas.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 ESPECTROMETRIA DE FOTOELETRONS EXCITADOS
POR RAIO-X (XPS)

Nesta sec¢ao serdo apresentados e discutidos os principais
resultados obtidos no presente estudo.

A andlise de XPS foi realizada com o objetivo de examinar as
possiveis alteracGes na estrutura e ha composi¢do quimica das amostras
de MRD ap6s o tratamento por plasma de argbnio. A concentracdo
atdmica de oxigénio (O) antes e apds o tratamento da superficie pode ser
observada na Figura 14. De acordo com a figura é possivel observar a
presenca apenas do orbital Ols. Em cada espectro ha apenas um pico
simétrico em uma posicdo média de 531,79 eV, valor médio dos 7
espectros. A Largura a meia altura full width at half maximum FWHM é
praticamente a mesma para todos, valor médio de 1,81 eV. Este resultado
indica que ndo houve mudanca na estrutura quimica das amostras em
fungédo do tempo e das condigdes de tratamento. O pico na energia de
531,7 eV ocorre devido a estrutura quimica da MRD apresentar o
elemento oxigénio em sua cadeia polimérica, fenbmeno este observado
também nos estudos de Vilaplana et al. (2014), verificou-se que 0s
tratamentos de plasma no ar, hélio e argénio resultam em superficies com
uma composicdo quimica similar: principalmente as funcionalidades de
contencao de oxigénio sdo incorporadas apds o tratamento com plasma
(JACOBS et al., 2013; JORDA-VILAPLANA et al., 2014).

Comparando o espectro da amostra ndo tratada com os demais
espectros das amostras da MRD, tratadas por plasma de argénio, verifica-
se que a intensidade dos picos de O (1s) apresentaram variacGes em
termos de intensidade. Neste comportamento é possivel visualizar que a
intensidade dos picos de O (1s) diminuiram, o que também indica uma
menor concentracdo de grupos contento oxigénio, tal afirmacdo esta de
acordo com os relatos de Demina et al. (2012), que estudou membranas
poliméricas, tratadas por plasma de argdnio e enxertado com cysteamine,
determinando a concentracdo de elementos na superficie do polimero por
XPS, com eixos detectores em diferentes angulos (0° e 81°). Em suas
analises, observou que a concentracdo de oxigénio foi maior para as
amostras analisadas sob o angulo de 0°, o qual permite atingir em torno
de 6 até 8 camadas atdmicas. A partir destes resultados, supde-se que 0
tratamento por plasma ndo alterou a composicdo da MRD.
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Figura 14. Espectros XPS do orbital O1s para amostras 0-6.

Intensidade (a.u)

Fonte: Elaborada pela autora (2018).

7.2 ANALISE DE  CALORIMETRIA  EXPLORATORIA
DIFERENCIAL (DSC)

Foi realizado um ensaio piloto de DSC com a amostra ndo
liofilizada e ndo tratada por plasma, cujo resultado pode ser observado na
Figura 15, neste ensaio pode — se avaliar a influéncia da agua presente na
amostra, sendo que o resultado deste teste piloto fez com que fosse
necessario o uso de um ensaio de liofilizacdo para eliminar a agua
presente no material e assim reduzir mais uma variavel no estudo,
permitindo que os resultados futuros sejam mais precisos.
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Figura 15. Anéalise de DSC da MRD néo tratada e ndo liofilizada de MRD.
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Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Analisando o gréafico da analise de DSC, apresentado na Figura 15,
pode-se verificar a presenca de dois picos: T; no qual ocorreu a
desnaturacgdo do colageno entre 80° e 100° C e T, com temperatura entre
120° e 130° C referente a hidrélise do colageno. Entretanto, o resultado
foi inconclusivo, divergindo da literatura. Rochdi et al. (2000)
mencionaram temperaturas de desnaturacdo de colageno, da camada de
reveste 0 musculo bovino (epimisio) e colageno intramuscular, entre
58,6° e 61,6° C e entalpia (J/g de amostra seca) de 45,6 +0,2a 78,1 £1,2
(ROCHDI; FOUCAT; RENOU, 2000). A temperatura de desnaturagdo
do colageno da pele de bovinos esta entre 60° e 65° C (LI et al., 2009).
Outros estudos mencionaram temperaturas de desnaturacdo do colageno,
variando entre 30° e 60° C, dependendo da origem e tipo de colageno
testado, sendo evidenciadas menores temperaturas para os colagenos de
pescados e maiores para os de origem bovina (LIU et al., 2014a;
SINTHUSAMRAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2013). Esta
divergéncia se deve, possivelmente, ao fato da 4gua presente na amostra
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atuar sobre o polimero como um plastificante, alterando sua temperatura
de desnaturacdo, fen6meno indesejado para a finalidade desde estudo
(CANEVAROLO JR., 2006). Desta forma, se fez necessério a realizacdo
de novas analises, apresentadas na Figura 16, com as amostras liofilizadas
e sem a camada de silicone da MRD.

Figura 16. Analise de DSC das amostras de 1 a 6 apds o tratamento por
plasma de argénio.
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Fonte: Elaborada pela autora 2018.

Na Figura 16 sdo apresentados os resultados da analise de DSC,
das amostras de 1 a 6. Os resultados indicam que houve, para as amostras
4, 5 e 6, um fendmeno conhecido como desnaturacdo do colageno, na
faixa de temperatura de 60° a 75° C, caracterizado pela curva
caracteristicas do fendmeno (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998; LIU
et al., 2014b). Por outro lado, as amostras 1, 2 e 3 ndo apresentaram este
comportamento, devido, possivelmente, a menor temperatura atingida
pelo substrato, durante a exposicdo ao plasma (COSTA et al., 2015), esta
condicdo experimental evitou o processo de desnatura¢do, mas, por outro
lado, promoveu a mobilidade das cadeias, fechando os poros. Os
resultados obtidos no tratamento por plasma sdo indesejados, pois alterar
a estrutura morfoldgica da MRD.
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7.3  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA TG

Neste ensaio foi avaliada a degradacdo e a perda de massa,
apresentada pela MRD hidratada, como é armazenada e comercializada.
Com este resultado é possivel determinar qual a temperatura que pode ser
alcancada, durante o tratamento por plasma, sem que haja degradacéo, ou
seja, permitindo que mantenha suas propriedades originais. A Figura 17

apresenta a perda de massa, em fungdo da temperatura obtida para a MRD
hidratada.

Figura 17. Analise termogravimétrica, evidenciando a perda de massa em
porcentagem, em fungdo da temperatura da MRD ndo liofilizada.
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Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Analisando a Figura 17, pode-se observar um resultado similar ao
obtido por Pedroso 2009, o qual estudou o comparativo de colageno
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hidrolisado e comercial, com adicdo de Poliacetato de Vinila (PVA)
(PEDROSO, 2009; RODRIGUES; MARTINS; PLEPIS, 2006). Na
Figura 17 pode-se observar que, entre a temperatura de 25 ° e 128° C, ha
uma reducdo de 53% em massa do material analisado, que se refere a
perda da 4gua presente no material, que é originalmente hidratado. Este
processo, de perda de &gua, inicia-se & 125° C, devido a presenca de 4gua
previamente adsorvida na estrutura do material. Na temperatura de 419°
C, inicia-se a degradacdo térmica TI, sendo que, cerca de 32% em massa
é degradada entre 419° a 600° C.

7.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As anélises de MEV foram realizadas com o objetivo de investigar
as caracteristicas morfoldgicas da MRD, sem e com tratamento por
plasma de argbnio. Na Figura 18 sdo apresentadas as micrografias,
obtidas por MEV da MRD, ap6s o processo de liofilizagdo, com
diferentes ampliagdes. Analisando as imagens, verifica-se que este tipo
de material apresenta grande porosidade com o tamanho dos poros,
variado de 20 a 70 pum. Este tipo de caracteristica é desejado na
membrana, para que as células possam permea-la, pois a variacdo do
tamanho de poro controla a velocidade e a quantidade de células
regeneradoras da derme. (BOTTCHER-HABERZETH et. al., 2010;
SLEPICKA et al., 2014)

Figura 18. Microscopia eletronica de varredura da matriz de regeneragéo
dérmica, sem tratamento liofilizadas: a) 100x; b) 500x, evidenciando o
tamanho de poros; c) 2500x.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).

E possivel observar, na Figura 18, que a membrana liofilizada, sem
tratamento por plasma, apresenta superficie amorfa, homogénea e com
poros irregularmente distribuidos. Este resultado é similar ao apresentado
no estudo de membranas e justifica a absorcao total da agua, verificada
no ensaio de angulo de contato (PEDROSO, 2009).
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Apos o tratamento, por plasma de argbnio, foram obtidas imagens
de MEV, para as 6 amostras de MRD, como apresentadas na Figura 19,
gue mostra as amostras apds o tratamento por plasma de argbnio, em
diferentes condicdes.

Figura 19. Microscopia eletrdnica de varredura MEV da MRD, com
tratamento por plasma, com diferentes magnificagdes: a) 100x; b) 500x e
C) 2500x.

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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Ao analisar as micrografias, das amostras apresentadas na Figura
19, pode-se observar uma alteragdo morfoldgica da MRD. Verifica-se um
fechamento dos poros, que pode estar relacionado com a mobilidade das
cadeias, sendo este comportamento mais pronunciado nas amostras 1, 2 e
3. Resultado néo desejado para o estudo, ao analisar as micrografias das
amostras 4, 5 e 6, pode-se observar a formagdo de uma segunda fase,
efeito denominado desnaturacdo do coladgeno. Este comportamento pode
ser confirmado comparando as analises de MEV com as anélises de DSC,
apresentado no item 7.2. A desnaturacdo € um processo indesejavel para
0 estudo, pois a mesma pode causar alteracdo funcional no arranjo
estrutural do colageno, ndo sendo mantida a tripla hélice e a estrutura
helicoidal do colageno que é responsavel, em grande, parte por suas
propriedades mecanicas e biologicas (RABBERS et al., 2015).

7.5 ANALISE DE REIDRATACAO

Ao realizar o ensaio da capacidade de reidratacdo da MRD, pode-
se observar que, apés a liofilizagdo, a membrada permaneceu com a
capacidade de hidratar-se, como mostra a Tabela 2, resultado importante
para a finalidade do material. Observou-se que a hidratacdo, apds a
liofilizacdo, foi maior que antes de liofilizar, provavelmente, pelo fato que
a camada de silicone foi retirada apds o processo e descontada a sua
massa, e assim, a area de contato com a solucgéo fisioldgica aumentou,
permitindo deste modo, uma reidratagcdo maior.

Tabela 2. Analise de reidratacdo da MRD ap06s liofilizar.

Amostra Sem Liofilizada(g) Hidratada apos
liofilizar(g) liofilizar(g)
1 0,45 0,134 0,685
2 0,54 0,166 0,847
3 0,55 0,131 0,796
4 0,42 0,154 0,813
5 0,54 0,165 0,81
6 0,48 0,157 0,794

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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7.6  ANALISE DE ANGULO DE CONTATO DA MRD

Esta técnica permite analisar se a MRD é hidrofilica ou
hidrofébica. Os resultados desta analises foram dificultados pela
caracteristica morfologica da superficie da MRD, que apresenta a
caracteristica de absorver toda a gota de dgua durante o ensaio, em
amostras nado tratadas por plasma, neste caso, o equipamento ndo mediu
0 angulo de contato, pois a MRD é tridimensional e porosa (WALSTRA,
P; VAN VLIET, 2010), ja as amostras tratadas por plasma tornaram-se
hidrofobicas.

Os angulos obtidos sdo apresentados na Tabela 3, para cada
amostra tratada, em diferentes tempos de exposic¢ao ao plasma, mostrado
no item 6.3. A Figura 20 mostra uma imagem da amostra ndo tratada, apds
ter sido gotejada com dgua de volume de 1 mL, que totalmente absorvida,
a Figura 21 mostra a gota na superficie da MRD tratada por plasma e com
a caracteristica alterada para hidrofébica, caracteristica ndo desejada para
este estudo.

Figura 20. Amostra de MRD néo tratada, com gotas de dgua absorvidas
no teste de angulo de contato.

Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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Figura 21. Gota de agua na superficie da MRD, ap0s tratamento com

plasma.
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Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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Tabela 3. Angulo de contato das amostras de MRD, ap6s tratamento
com plasma.

Amostra Tempo de Tens&o Angulo de
tratamento V) contato

0 0 0 0

1 120 450 75,16
2 150 450 66,36
3 60 450 75,79
4 60 400 85,63
5 120 400 93,69
6 180 400 62,82

Fonte: Elaborada pela autora (2018).

Apds o tratamento por plasma, as amostras no ensaio de angulo de
contato ndo absorveram a gota de &gua, mostrando assim, um
comportamento hidrofdbicas, isso ocorreu pelo fato de o tratamento por
plasma ter provocado mobilidade das cadeias de colageno, na superficie,
fechando os poros da matriz, as micrografias obtidas por MEV,
corroboram com esta afirmacdo, caracteristica ndo é desejada para o
estudo, pois os poros e a hidrofilicidade sdo caracteristicas almejadas para
este material.

A andlise comparativa, entre tratamento por plasma e porosidade
da matriz, foram dificultadas pela instabilidade gerada no plasma durante
o tratamento, em estudos futuros sugere-se a realizacdo de um tratamento
por plasma com maior estabilidade e/ou outros gases.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se a influéncia do
plasma de argbnio na modificacdo da superficie da MRD analisada, o
tratamento promoveu alteragGes no material, ndo mantendo preservada a
microestrutura da MRD. As caracteristicas de molhabilidade
(hidrofilicidade/hidrofobicidade) e morfologia foram alteradas pelo
tratamento por plasma de argbnio. Estas propriedades sdo essenciais para
a biocompatibilidade do polimero.

As andlises de MEV evidenciaram a mudangca na superficie
morfolégica e o fechamento dos poros, causados pelo tratamento com
plasma. Este tratamento provocou a desnaturagdo do colageno, o
resultado da andlise de DSC corrobora para esta afirmativa, nele é
possivel identificar os vales caracteristicos de desnaturagéo do colageno.

Este estudo também confirmou que a MRD teve suas
concentragBes de oxigénio praticamente inalteradas pelo tratamento por
plasma, resultado obtido através da analise de XPS.

As modificacbes ocasionadas pelo tratamento, por plasma de
argbnio, levaram a ndo realizacdo do ensaio de viabilidade, pois as
caracteristicas alteradas sdo essenciais para a viabilidade celular, sendo
que a auséncia das mesmas tornam indesejavel o ensaio.

Frente aos resultados expostos, conclui-se que o tratamento por
plasma na MRD tem influéncia indesejada para a finalidade do material,
pois, conforme os dados obtidos, a MRD apresentaram hidrofobicidade e
reducdo de poros, tornando-a incompativel para o objetivo de aplicagédo
do material.
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