Desenvolvimento de dispositivos a base de colágeno com potencialidades para o autorreparo
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resumo

A reticulação natural confere ao colágeno alta resistência à tração, entretanto, devido à dissociação de ligações cruzadas no processo de solubilização ácida, as formas de colágeno reconstituídas, tais como filmes, fibras, ou esponjas podem não apresentar resistência suficiente e podem desintegrar durante manipulação. Portanto, é muitas vezes necessário conferir resistência mecânica ao colágeno pela introdução de reticulação exógena ou pela formação de compósitos com melhor desempenho mecânico(1). No presente estudo foram desenvolvidos filmes de colágeno dopados com microcápsulas contendo isocianato. Através de microscopia ótica foi possível observar a eficiência do agente reticulante utilizado no reparo de danos no material. A caracterização por FTIR e o ensaio de tração mostraram evidências do rompimento das microcápsulas e da reticulação do colágeno.
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INTRODUÇÃO

Os materiais poliméricos e os compósitos são susceptíveis a danos induzidos por fatores mecânicos, químicos e térmicos. Esses fatores podem conduzir à formação de microtrincas dentro da estrutura onde a detecção e a intervenção externa são difíceis ou impossíveis
 ADDIN EN.CITE 

(2,3)
. O autorreparo investigado em compósitos poliméricos pode prolongar significativamente a vida útil dos componentes poliméricos através da cura autonômica das microfissuras. Com isso os materiais tornam-se mais seguros, confiáveis e duráveis reduzindo custos de manutenção
 ADDIN EN.CITE 

(2,3)
.

A proposta desse trabalho consiste em desenvolver materiais baseados em colágeno onde serão adicionadas microcápsulas de poliuretano (PU) contendo isocianato encapsulado. O objetivo principal é ativar o processo de autocura na matriz através do mecanismo de restauração das trincas. 

Recentemente, tem havido crescente interesse na utilização de materiais microencapsulados para cura das trincas geradas durante o uso de um polímero(4). Como a microcápsula tem essa finalidade, ela se romperá pela propagação de uma microfissura e o agente encapsulado será liberado.
O colágeno (Col) é uma classe de proteínas cuja principal função é estrutural. Para atender a grande parte de suas aplicações, o colágeno natural é misturado a outros materiais componentes corroborando propriedades de interesse e melhorando então suas características biológicas, físicas e químicas a partir da obtenção de materiais compósitos (5,6). 
Devido à presença dos grupos amina na molécula de colágeno também podem ser usados como agentes reticulantes aqueles com grupos químicos deficientes de elétrons, incluindo isocianatos, isotiocianatos, epóxidos e anidridos. Os isocianatos podem reagir com vários grupos funcionais presentes nas proteínas como a lisina, cisteína e histidina(7). Estudos da reticulação de colágeno com isocianatos têm demonstrado que a reação ocorre à temperatura ambiente, resultando numa diminuição na solubilidade das amostras de colágeno reticuladas e um aumento da resistência à tração, indicações consideráveis da formação de ligações cruzadas(8).

MATERIAIS E MÉTODOS
Preparo da solução de colágeno
Solubilizou-se o colágeno em uma solução de ácido acético 1% (v/v) na proporção de 1g de colágeno para cada 100mL de solução, o objetivo dessa hidrólise é a quebra parcial das ligações entre as hélices do colágeno. Aqueceu-se a solução por duas horas à temperatura de 70°C e sob agitação constante. Decorrido esse tempo filtrou-se a solução para remover possíveis impurezas provenientes do colágeno.

Determinação da concentração de colágeno na solução

Mediu-se um volume de 5mL da solução obtida e verteu-se em uma placa de petri. Manteve-se a placa de petri contendo a solução na estufa a 60ºC até a total evaporação do solvente formando uma camada de colágeno. Pesou-se o filme de colágeno obtido em 5mL de solução e através da equação A determinou-se a concentração da solução:
Concentração = Massa do filme (g) 
                       (A)
                        5mL de solução

Preparo das microcápsulas

O preparo das microcápsulas foi baseado na metodologia modificada, descrita por Yang e colaboradores. Inicialmente 21,85g de metileno difenil diisocianato (MDI) foi dissolvido em 141,65g de ciclohexanona e colocado em banho de óleo a 80ºC e sob agitação magnética, 2,06g de 1,4 butanodiol foi adicionado lentamente. O sistema ficou sob purga com nitrogênio durante 24 horas. O produto obtido foi destilado a baixa pressão a 100ºC durante 4 horas gerando o pré-polímero(9).

Foi preparada uma solução de 30mL de água deionizada e 4,5g de goma arábica. O béquer foi levado ao banho–maria sobre uma placa de temperatura controlada e permaneceu sob agitação mecânica com uma hélice de três pás por 3 horas(9).

Para preparar a solução de encapsulação, foram dissolvidos 2,9g do pré-polímero em 4g de clorobenzeno à temperatura de 68ºC e adicionados 9,5g de isoforona diisocianato (IPDI). Essa solução foi lentamente adicionada à solução aquosa de goma arábica. O banho de água foi programado para aquecer até 70ºC, e quando alcançou a temperatura de 50ºC foi adicionado 3,1g de 1,4 butanodiol. Após 45 minutos de agitação o sistema foi desligado. Após esfriar a temperatura ambiente, a suspensão de microcápsulas foi lavada com água deionizada e filtrada a vácuo(9). 

Preparo dos filmes de colágeno dopados com as microcápsulas

Os filmes foram preparados segundo a técnica de casting que se baseia na evaporação do solvente utilizado. Foram preparados filmes sem microcápsulas (Col.) e com composições de microcápsulas de 5% e 10% m/m em relação à massa de colágeno (Tab. 1). O glicerol foi utilizado como plastificante.

Tabela1: Composições utilizadas no preparo dos filmes.
	Filme
	Microcápsulas
	Colágeno
	Glicerol

	Col.
	0g
	5g
	0,5g

	5%
	0,25g
	5g
	0,5g

	10%
	0,5g
	5g
	0,5g


As amostras foram preparadas e vertidas em moldes de polipropileno.  Os moldes permaneceram em uma estufa a uma temperatura próxima de 50°C. Após essa etapa os filmes estão prontos para a caracterização:

- Ensaio de Tração Uniaxial: o ensaio foi realizado em equipamento da marca EMIC DL3000, utilizando-se uma célula de carga de 200kN.
- Espectroscopia de absorção na região do infravermelho: a análise foi realizada em um equipamento da marca Nicolet, modelo 6700, equipado com Transformada de Fourier acessório ATR. O cristal utilizado foi CsI e o número de scans foi de 32.
- Microscopia Eletrônica de Varredura: os experimentos foram realizados em um equipamento JEOL, modelo JSM-5410. As amostras foram revestidas por uma fina camada de ouro.
- Microscopia Ótica: os experimentos foram realizados em um equipamento da marca Leica, modelo dm2500m, com um aumento de 20x, com dispositivo de registro de imagens acoplado.
RESULTADOS E DISCUSSÃO

Ensaio de tração

A análise dos dados obtidos pelo ensaio de tração uniaxial revela um aumento nos valores de tensão máxima e módulo de elasticidade das amostras contendo microcápsulas, em relação à amostra sem as mesmas.  Então, um aumento na resistência do colágeno foi verificado, o que pode ser atribuído à presença das microcápsulas e possível reticulação do colágeno (Tab. 2). 
Tabela 2: Resultados obtidos no ensaio de tração das amostras.

	Filme
	Tensão máxima (MPa)
	Módulo de elasticidade (MPa)
	Deformação na fratura

	Col.
	1,5g
	66g
	58%

	5%
	5,6g
	116g
	47%

	10%
	4,9g
	350g
	19%


Espectroscopia de absorção na região do infravermelho

Inicialmente foram feitas análises por FTIR das amostras anteriormente preparadas, estas foram submetidas ao ensaio de tração e após sofrerem esse dano mecânico foram novamente submetidas à análise por FTIR a fim de verificar a ocorrência ou não da reação de reticulação (Fig. 1). 
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Figura 1: Espectros de absorção na região do infravermelho antes e após ensaio de tração. A) sem microcápsulas B) 5% de microcápsulas C) 10% de microcápsulas.

A reação entre o IPDI e o colágeno envolve o grupamento diisocianato e os grupos amina, formando a ligação cruzada(8). Uma evidência de que essa reação ocorreu é um aumento dos grupos C-H na molécula, provenientes do IPDI e identificados por um aumento na intensidade relativa da banda característica desses grupos (~2900 cm-1), quando comparados a alguma outra banda do espectro (Tab. 3). A banda escolhida para a comparação é a banda relativa ao anel pirrolídico (~1450 cm-1), presente no colágeno, pois esta não será alterada pela reação.

Tabela 3: Intensidade da banda de C-H (~2900) em relação à do anel pirrolídico (~1450)

	Filme
	Intensidade Relativa

	
	Intacta
	Tracionada

	Col.
	0,98
	0,83

	5%
	0,87
	1,1

	10%
	0,34
	1,82


Observando-se os resultados obtidos para a intensidade relativa da banda C-H, é possível concluir que as amostras contendo as microcápsulas (5% e 10% m/m) tiveram um aumento na intensidade relativa dessa banda, evidenciando a inserção do isocianato na cadeia polimérica e reticulação do colágeno. Como esperado, a amostra sem adição de microcápsula (branco) não apresentou alteração tão extensa.

Caracterização por Microscopia Eletrônica de Varredura e Microscopia Ótica

As microcápsulas, bem como os filmes produzidos foram caracterizadas morfologicamente através de microscopia eletrônica de varredura (MEV). Com o intuito de melhorar a visualização das microcápsulas nos filmes de colágeno, os mesmos foram danificados a partir da aplicação de carga de tração, a fim de promover trincas que proporcionassem um acesso ao interior dos filmes (Fig. 2). 
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Figura 2: Imagens obtidas por MEV. a) Microcápsulas de PU. b) Amostra contendo 5%m/m de microcápsulas. c) Amostra sem microcápsulas.
A fim de verificar a eficiência de autorreparo do colágeno utilizando-se o IPDI, foi realizado um pequeno dano ao filme de colágeno sem microcápsulas. Logo após a obtenção desse dano uma pequena quantidade de IPDI foi depositada sobre o filme. As imagens obtidas por microscopia ótica permitiram avaliar a regressão do dano e confirmar a eficiência dos reagentes utilizados (Fig. 3). 
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Figura 3: Microscopia ótica. A) filmes de colágeno puro. B) filmes danificados. C) imediata resposta de reparo após adição do reagente IPDI.

CONCLUSÃO

Este trabalho objetivou o desenvolvimento de filmes de colágeno dopados com microcápsulas contendo isocianato, para ativar nesses filmes propriedades de autorreparo. As análises dos resultados de caracterização e dos testes efetuados nas amostras permitiram observar a eficiência do sistema desenvolvido. As amostras contendo microcápsulas apresentaram maior resistência à tração quando comparadas à amostra sem microcápsulas. Também verificamos evidências da inserção de grupos C-H nas amostras após o ensaio de tração, sugerindo o rompimento das cápsulas e a reação do IPDI com o colágeno. A eficiência do sistema também foi observada por imagens de microscopia ótica. 
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DEVELOPMENT OF DEVICES BASED ON COLLAGEN WITH POTENTIAL FOR SELF HEALING
ABSTRACT

Natural crosslinks lead to high values of tensile strength for collagen fibers. However, due to cleavage of crosslinks during the process of acid dissolution, reconstituted collagen forms such as films, fibers or sponge may not have enough strength to withstand handling. Therefore, it is often necessary to confer mechanical strength to collagen by the introduction of exogenous crosslinking or forming composites with better mechanical performance(1). The present study developed collagen films doped with microcapsules containing isocyanate. Through optical microscopy it was possible to observe the efficiency of the encapsulated cross-linking agent in repairing damages within the material. Characterization by FTIR and tensile testing showed evidences of microcapsules rupture and collagen crosslinking.
Keywords: Self healing; Microcapsules; Collagen. 
