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AVALIACAO TOXICOLOGICA DE FILMES DE BORRACHA
NATURAL OBTIDOS DO LATEX VULCANIZADO PELO
PROCESSO CONVENCIONAL E PELO PROCESSO
ALTERNATIVO INDUZIDO COM RAIOS GAMA

Véania Elisabeth Campos

RESUMO

A wvulcanizagdo industrial do latex de borracha natural (LBN) ¢ realizada
mundialmente pelo processo convencional que wutiliza o enxofre e o calor, contudo,
ela pode ser realizada pelo processo alternativo que utiliza a radiag@o ionizante.
Neste trabalho o LBN foi caracterizado em fun¢io de 13 ensaios fisicos, quimicos e
mecéanicos, os quais mostraram sua adequada qualidade. Foi realizado um estudo
preliminar das propriedades toxicolégicas de 4 filmes de borracha natural obtidos
pelo método do derrame a partir do LBN: um ndo vulcaniZado, um vulcanizado pelo
processo convencional e dois pelo alternativo. No processo alternativo dois filmes
foram obtidos com o LBN irradiado com raios gama, provenientes de uma fonte de
60Co, com 250kGy, na auséncia de radiossensibilizador e irradiado com 12kGy na
presenca de 4phr de acrilato de n-butila/0,2phr de KOH. Essas doses de
vulcaniza¢do foram determinadas em funcdo da resisténcia a tracdo na ruptura. No
processo convencional foi obtido um filme a partir do LBN vulcanizado com
enxofre utilizando-se uma formulag&o classica. Um outro filme foi obtido com LBN
ndo vulcanizado. A avaliagdo preliminar da toxicidade, foi realizada em fungdo de
ensaios in vitro de citotoxicidade e in vivo de toxicidade sistémica. Os filmes de
LBN vulcanizado pelo processo alternativo sdo menos citotéxicos que o filme de
LBN vulcanizado pelo processo convencional. O filme vulcanizado com raios gama
na presenca de radiossensibilizador apresentou uma citotoxicidade semelhante a do
filme de LBN ndo vulcanizado, enquanto que, o filme vulcanizado na auséncia de

radiossensibilizador apresentou uma citotoxicidade ligeiramente menor. Quanto ao
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ensaio de toxicidade sistémica, tanto o filme nfio vulcanizado como os vulcanizados
pelo processo alternativo ndo apresentaram nenhum efeito toxico durante as 72
horas de experimento. Entretanto o filme vulcanizado pelo processo convencional
produziu efeitos de sedagdo e incoordena¢fio motora nos animais tratados com o
extrato oleoso, nas primeiras 4 horas e recuperagdo nas horas subsequentes. O
processo alternativo promoveu menores efeitos toxicolégicos que o processo

convencional, porque dispensa a adigdo de substincias toxicas.



TOXICOLOGICAL EVALUATION OF NATURAL RUBBER FILMS
FROM VULCANIZED LATEX BY THE CONVENTIONAL PROCESS
AND THE ALTERNATIVE PROCESS BY GAMMA RAYS

Vinia Elisabeth Campos

ABSTRACT

The industrial vulcanization of natural rubber latex (NRL) is made all over
the world by conventional process using sulphur and heat but it can be made by an
alternative process using ionizing radiation. In this research the NRL was tested by
13 physical, chemical and mechanical assays which showed its good quality. It was
done a preliminary study of the toxicological properties of 4 natural rubber films
obtained by casting process of NRL: one non vulcanized, other vulcanized by the
conventional process and two vulcanized by the alternative process. In the
alternative process the films were obtained by irradiation of NRL by gamma rays
from the **Co sourse at 250kGy in the absence of sensitizer. and irradiated NRL at
12kGy in the presence of 4phr of n-butyl acrilate / 0.2phr of KOH. These
vulcanization doses were determined from broken tensile strenght. In the
convetional process, sulphur wulcanized NRL was made using a classical
composition. Another film was made with non vulcanized NRL. The preliminar
evaluation of the toxicological properties was made from in vitro citotoxicity and in
vivo sistemic toxicity assays. The LBN films vulcanized by the alternative process
have less citotoxicity than the NRL film vulcanized by the conventional process.
The sensitized vulcanized films by gamma rays and non vulcanized films showed
similar citotoxicity while the vulcanized films without sensitizer showed a slight
lower citotoxicity. The non vulcanized NRL film and the NRL films vulcanized by
the alternative process did not show toxic effects in the 72 hours period of the
systemic toxicity assay. However the NRL film vulcanized with sulphur induced

effects like allaying and motor incoordination on the animals trated with an oil



extract at the fourth hour and recovering after that. The alternative process promoted
lower toxic effects than conventional process because there was no toxic substances

present.



LISTA DE ABREVIATURAS

2 EHA Acrilato de 2 etilhexila
AA Alcalinidade em NH3
An-B Acrilato de n-butila
AT Alcalinidade total
BS Borracha seca
C Coagulo
CHO Célula de ovario de hamster
DLy Dose letal para 50% dos animais testados
ds Densidade do soro
DV Dose de vulcanizagdo
E Espessura do corpo de prova
EM Estabilidade mecénica
F For¢a aplicada para romper o corpo de prova
fBa(OH)z Fator de corregdo da solugdo de hidréxido de bério a 0,01N
FCS Soro fetal bovino
faar Fator de corregéio da solugdo padrio de 4cido cloridrico a 0,1N
fxon Fator de corre¢io da solugdo de hidréxido de potéssio a 0,5N
* Gradial Nuamero de radicais formados por 100eV de energia absorvida
Lagv indice de acidos graxos volateis
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fndice de KOH

L Largura do corpo de prova na regido de ensaio

LBN Latex de borracha natural

M Massa de latex correspondente a 10mL de soro acidificado
Ics Massa de coéagulo seco

MKon Massa de hidréxido de potassio
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Park Memorial Institute
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ST
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Volume da solugdo de sulfato de aménio a 350 g/L

Volume da solug¢do de hidréxido de bario a 0,01N
Volume da solugdo de formaldeido a 0,5%

Volume da solugdo de acido cloridrico 0,1N
Volume da solugdo de hidréxido de potassio a 0,5N

Volume de soro
Dibutilditiocarbamato de zinco
Dietilditiocarbamato de zinco
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Capitulo 1
INTRODUCAO

A borracha natural, que € o polimero 1,4 cis poliisopreno, encontra-se dispersa
em um meio essencialmente aquoso sob a forma de latex em diversos vegetais. A
principal arvore produtora de borracha é a Hevea brasiliensis origindria da regido
amazonica'. O latex de borracha natural (LBN) apdés sofrer o processo de
vulcanizagdo, que consiste em formar uma rede tridimensional entre as moléculas
poliméricas da borracha, adquire propriedades e]astoméricas inigualaveis, por isso
tem sido a matéria prima mais utilizada para a fabricagdo de luvas e de
preservativos. Entretanto, algumas pessoas tem desenvolvido reagdes adversas a

esses produtos, atribuidas & presenga de proteinas no LBN>?,

Matenais alternativos tem sido investigados, principalmente para fabricagdo de
luvas utilizadas em andlises e cirurgias’. Consideragdes sobre materiais alternativos
como PVC, poliuretano, borracha nitrilica, neopreno e copolimeros de estireno
demostram que além de maior custo e de menor desempenho, quando comparados

com a borracha natural, também sdo possuidores de toxicidade e efeitos alérgicos”’.

Pesquisas sobre processos alternativos de vulcanizagdo do LBN como a
utilizag@o de radiagdo ionizante tem sido investigadas e as principais vantagens
desse processo sdo a auséncia dos produtos quimicos de vulcanizag¢do utilizados no
processo convencional, principalmente os aceleradores®’. Além disso, existe a
possibilidade da radia¢cdo gama causar mudangas estruturais nas proteinas® presentes

no LBN, levando a uma redugdo das reagdes alérgicas a elas atribuidas’.

Pesquisadores do IPEN também tém investigado a vulcanizagdo do latex de

borracha natural induzida com radiago ionizante. Esses trabalhos t€ém contribuido



para o estudo das propriedades mecénicas de filmes de LBN vulcanizado com raios
gama e com feixes de elétrons'®, de sistemas de radiossensibilizadores'!, da
estabilidade do LBN irradiado', e, desenvolvido e estudado os pardmetros do
processo de fabricagdo de luvas cirtirgicas, em escala piloto, utilizando-se raios
gama, além da avaliagio econdmica comparativa. Dando continuidade & esses
estudos, este trabalho tém o objetivo de iniciar uma investigagdo comparativa das
propriedades toxicologicas de filmes de LBN vulcanizado pelo processo
convencional com enxofre e pelo processo alternativo com radia¢@o ionizante, na

auséncia e na presenga de radiossensibilizador.

Este trabalho foi realizado em trés etapas basicas: a caracterizagdo do LBN, a
vulcanizag@o € os ensaios biologicos. A caracterizagdo consistiu de 13 ensaios
fisicos, quimicos e mecanicos do LBN com o objetivo de avaliar a qualidade da
matéria prima, cujas metodologias serdo descritas no Capitulo 3 (Parte
Experimental) e os resultados apresentados no Capitulo 4 (Resultados e Discussdo).
A vulcanizagio do LBN foi realizada através de 2 processos. Um foi o convencional
na presenga de enxofre € calor e o outro foi induzido com raios gama na presenga e
na auséncia de radiossensibilizador. Esses processos serdo descritos no Capitulo 2
(Aspectos Gerais) € o procedimento experimental no Capitulo 3. O ensaio de tragdo
foi utilizado para determinar a dose de vulcanizagdo do processo induzido por
radiag¢do, o qual sera descrito no Capitulo 3 e os resultados serfo apresentados no
Capitulo 4. Os ensaios bioldgicos in vitro de citotoxicidade e in vivo de toxicidade
sistémica em camundongos, de 4 filmes de LBN representativos, um do processo de
vulcanizagdo convencional, dois do processo alternativo ¢ um da matéria prima,

serdo descritos no Capitulo 3 e os resultados apresentados no Capitulo 4.



Capitulo 2
ASPECTOS GERAIS

Neste Capitulo serdo apresentados os conceitos fundamentais utilizados no
desenvolvimento desse trabalho. Inicialmente é dada uma breve explanacgdo sobre a
matéria prima principal, o LBN, desde sua descoberta até sua atual comercializagio.
A seguir é apresentado o processo convencional de vulcanizagdo do LBN com
enxofre, atualmente utilizado pelas indastrias do mundo inteiro, € o processo
altemativo de wulcanizagio induzido com radiagdo ionizante, atualmente em
pesquisa no Brasil através do IPEN. Finalmente, serdo apresentados aspectos
relacionados a aplicagdo dos principais artefatos de LBN como biomateriais, bem

como seus problemas toxicoldgicos, ¢ a avaliagdo da citotoxicidade ¢ da
biocompatibilidade.

2.1 - LATEX DE BORRACHA NATURAL

2.1.1 - Historico

Os mais antigos relatos sobre a borracha vieram da América Central, onde
bolas e outros objetos eram fabricados com ela'. Obtinham-se essa borracha a
partir do latex de arvores do género Castilla ou Castilloa. Colhida na selva, a
borracha da Castilla, ou caucho, constituiu um modesto artigo do comércio
internacional até meados do século XVIII. Por volta do século XIX, a transferéncia
de plantas exoéticas e a busca de plantas selvagens passiveis de “domesticacdo” (um
processo gradual e em parte acidental de selegdo e hibridag@o) eram atividades que
se tornavam racionalizadas, organizadas e postas a servigo do capitalismo industrial.

A Furopa mandava pesquisadores a procura de espécies desconhecidas que

AOMISSEC NACICNAL T TRiRCIA NUCLEAR/SP (PER



pudessem servir como matéria prima, remédio ou ornamento. Naquela época a

“domesticagdo” das arvores produtoras de borracha foi uma grande descoberta
boténica.

Em 1736 Charles Marie de La Condamine coletou amostras de borracha da
Castilla no Equador, onde era chamada caoutchouc ou hévé". Em 1775 outro
naturalista francés, Fusée Aublet, publicou uma descri¢do acurada de uma arvore

produtora de borracha, nativa das Guianas, que batizou de Hevea guianensis™.

Em Belém, perto da foz do Amazonas, atraiu a atengdo das autoridades
coloniais portuguesas outro tipo de borracha, chamada “seringa”. Por volta de 1839,
Belém realizava um comércio ativo de sapatos feitos de “seringa”"*. No mesmo
periodo, Charles Goodyear, ampliara muitissimo as aplicages potenciais da
borracha gragas a descoberta da possibilidade dela ser estabilizada quimicamente

com a mistura de enxofre em presenca de calor, que € um processo conhecido sob o
nome de vulcanizagdo'.

Em 1854, chegaram ao Jardim Botinico Real de Kew em Londres espécimes
completas de pau-seringa, quando Richard Spruce voltou'de suas longas viagens
pela América do Sul'*. Em 1865, Jean Mueller von Argau publicou uma monografia
em Linnaea, suprimindo o nome genérico alternativo Siphonia e aplicando Hevea
brasiliensis a espécie levada de Belém por F. G. Sieber, que parecia ser da
verdadeira “seringa” do comércio'®. Enfim, a arvore da borracha havia recebido uma
designagdo cientifica estavel e os futuros pesquisadores teriam condigdes de saber

mais ou menos o que estavam buscando.

A borracha tornou-se o material preferido para a confecgéo de gaxetas para
maquinas a vapor. Assim, essa matéria prima, acompanhou o ferro € 0 ago onde
quer que se instalassem maquinas industriais, bombas de minas e ferrovias. A

borracha também era essencial nas correias e tubos de maquinas € em 1874



wn

comegou a ser aplicada nos fios telegraficos. Nao demorou muito para que se

concebesse a idéia de “domesticar” as drvores produtoras de borracha.

No Extremo Oriente, as plantagdes de seringueira tiveram inicio a partir de
70.000 sementes daqui levadas por Henry Wickham e plantadas no Kew Gardens,
em Londres”. Dessas sementes vingaram cerca de 2.000, sendo que a maioria das

mudas foram transplantadas no Ceildo, onde se aclimataram perfeitamente.

Com a invengdo do pneumatico e a expansdo da industria automobilistica nos
Estados Unidos, os precos do latex extraido das seringueiras da Amazonia
explodiram e a produgdo brasileira cresceu rapidamente. Em 1907, a borracha ja €
responsavel por 23% do valor das exporta¢bes brasileiras. O recorde ocorre em
1912 quando sdo exportadas 42 mil toneladas de borracha. A partir de 1910, no
entanto, holandeses e ingleses desenvolvem plantagdes planejadas € com grande
produtividade na Indonésia, Ceildo e Malasia'*. Em 1919 a borracha asiatica ja
inunda o mercado internacional, onde, das 423 mil toneladas comercializadas,

apenas 34 mil toneladas sdo brasileiras. Consequentemente, a produgdo da
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Amazbnia definha e toda a regifio entra em decadéncia'*.

Paises como a Malasia, Ceildo, Sumatra e Java tornaram-se imensos campos

de investimento e em 1995 a Tailidndia, a Malasia, ¢ a Indonésia tornam-se os

principais produtores de borracha natural'®.

2.1.2 - Nogdes Gerais

A principal arvore produtora de LBN ¢ a Hevea brasiliensis da familia das
Euphorbiaceae (seringueira) origindria da regido setentrional da América do Sul'.
As plantagdes da Hevea brasiliensis apresentam uma densidade de
aproximadamente 450 arvores por hectare, e come¢am a produzir apos 7 a 8 anos de

plantio'. As arvores obtidas por reproducdo sexuada de sementes, ou seja,



germinag¢do de material obtido por polinizagdo controlada a partir de clones (grupo
de plantas resultantes de propagacdo vegetativa de uma Unica arvore), apresentam
um baixo indice de produgfo. Por outro lado, a propagagdo vegetativa da Hevea
brasiliensis efetuada, principalmente, através da enxertia por borbulha de material
proveniente de clones conhecidos sobre cavalos obtidos por germinagdo de

sementes ndo clonais, produz arvores geneticamente homogéneas com a planta de

origem e com uma alta produgdo’.

O LBN esta contido no sistema de vasos laticiferos situados no cortex da
arvore, formando um feixe helicoidal ascendente, que leva o alimento para as partes

. . 17 . . . . ~
superiores da arvore ‘. Para se efetuar a sangria da seringueira, ou seja, a extra¢ao
da borracha da arvore, remove-se uma pelicula de casca ao longo da superficie do
corte, para seccionar os vasos laticiferos e permitir o escoamento do LBN para o

Sy, . . . .
exterior . O mesmo corte é reaberto a cada sangria pela retirada de mais uma

camada delgada de casca, o que propicia novo fluxo de LBN. A inclinagdo do corte

possibilita o escoamento do LBN até uma tigela onde sera colhido.

O LBN fresco € constituido, basicamente, por trés componentes fundamentais:
a borracha, composta quase que exclusivamente pelo hidrocarboneto isoprénico; o
soro, que contém em solugdo substincias de natureza protéica e sais minerais; € 0s
componentes ndo borracha, constituidos pelos lutéides e particulas Frey-
Wyssling”. Assim, o LBN pode ser considerado um sistema coloidal polifésico,
sendo a fase dispersa constituida de micelas de borracha, lutdides e particulas Frey-

Wyssling, e o meio dispersivo constituido do soro aquoso.

As particulas de Frey-Wyssling em pequena quantidade sdo constituidas de
carotenoides ¢ lipidios conferindo, por isso, a borracha, a colora¢do mais ou menos
amarela'®. Os componentes dos lutdides sdo proteinas, fosfolipidios e sais
minerais'®. Os lutéides sdo particulas de dimensdo maior que a das micelas da
borracha e se acham circundados por uma ténue e muito fragil membrana. O soro €

constituido, basicamente, por carboidratos, proteinas, sais minerais €
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microorganismos, o que torna o LBN um produto perecivel 8 De 8 a 10 horas apos

a colheita ele coagula espontaneamente, separando a borracha em forma de coagulo

que com o correr do tempo adquire cheiro putrefato.

As micelas de borracha com dimensdo de 0,001 a 0,2y sdo dotadas de
movimento Browniano e carga elétrica negativa'®. Sob o ponto de vista quimico, a

borracha ¢ constituida do polimero 1,4 cis poliisopreno na forma coloidal cuja

estrutura quimica € dada a seguir.

~~~ CH, CH, — CH) CH2 —
AN /
C—C C—=C
/ AN / AN
CH; H CH;,3 H

O conteudo de borracha seca (BS) € variavel, notando-se que as primeiras
sangrias, em arvores virgens ou em arvores apos um repouso prolongado, produzem
maior quantidade de BS, porém menor quantidade de LBN. Na medida em que as
sangrias se sucedem, a quantidade de LBN aumenta ¢ o conteiido de BS decresce,
até um certo limite'’. O conteudo de BS também decresce apos periodos chuvosos
ou em seguida a aplicagdo de estimulantes. O LBN apresenta um conteudo de BS
em torno de 30% a 35%, enquanto que o teor de solidos totais (ST) € mais elevado,
apresentando uma diferenca entre BS e ST da ordem de 3,5%'’. Entretanto esta

diferenca varia para cada regido e, principalmente, época do ano e clone.

Na sangria, o LBN fresco recolhido na tigela est4 sujeito a agdo de bactérias,
assim, afim de evitar a coagulagdo, utilizam-se agentes de preservagdo como 1,6%
de aménia na fase aquosa'. A aménia, apesar de ser um excelente agente de
estabilizagdo do LBN, apresenta propriedades antissépticas deficientes, razdo pela

qual, em casos especificos podem ser associados certos agentes de assepsia como 0
sal de sédio do pentaclorofenol’’.

COMISSEE BLLCHLL &0 wo k1L NUCLERR/SP BEh



O LBN fresco passa por um processo de concentragdo (retirada de agua)
elevando o teor de BS para 60%. A concentragdo pode ser alcangada, geralmente,
por via fisico-mecanica (centrifugacdo) ou fisico-quimica (cremagem ou
evapora¢do). A centrifugagdo € o processo mais importante de concentragio do
LBN, abrangendo praticamente 88% da producio da Malasia, sendo os 12%
restantes representados em partes iguais pelas concenfragdes por evaporagdo e por
cremagem'. Esse processo realiza-se através de uma centrifuga de alta rotagdo onde
sdo removidas as impurezas grosseiras (borra) e parte do soro do LBN fresco. Ao
LBN concentrado por esse processo é adicionado aménia até o teor de 0,65%, m/m
sobre o LBN, ou 1,6% de NHj; na fase aquosa‘. A embalagem ¢ feita em tambores,
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que em casos especiais, podem ser revestidos internamente com polietileno .

2.2 - PROCESSOS DE VULCANIZACAO

A vulcanizagdo pode ser definida como o processo que provoca a
transformagdo das propriedades plasticas da borracha, para elasticas'. O processo
convencional, consiste da reagdo do enxofre com a borracha na presenca de
calor"’®, enquanto que, o processo alternativo consiste na vulcanizagdo ou
reticulagdo do LBN induzida com radiagdo ionizante, que ocorre a temperatura
ambiente®. Ambos os processos promovem transformagdes nas propriedades do

polimero, que concedem ao produto acabado melhores propriedades.

2.2.1 - Processo Convencional com Enxofre

No processo convencional, o sistema de vulcanizagio do LBN atualmente
. I . ~ . 1,19
empregado € constituido pelo agente de vulcanizagio, o ativador € o acelerador .
O agente de vulcanizagdo pode ser classificado em dois grupos. O primeiro, o
A d r - 1 : -~
enxofre (Sg), geralmente na forma rdmbica ¢ o mais comum . Na vulcanizagio, as

macromoléculas poliméricas da borracha sdo ligadas por pontes de enxofre, e em



um sistema eficiente, as ligagdes sdo efetuadas por mono e dissulfetos ¢ ndo deve
ocorrer nenhuma formagao de grupos ciclicos. As pontes intermoleculares de
polissulfetos ou grupos ciclicos intramoleculares s3o termicamente mais fracos e
estdo sujeltos a sucessivas reagdes a medida que a borracha envelhece, promovendo
alteragdo das suas propriedades mecanicas. Tipos de pontes de enxofre que podem

existir num sistema convencional de vulcanizagiio sdo mostrados abaixo, onde Ac é
o acelerador'.

s |
[S7 [578) A |

O segundo grupo de agentes de vulcanizagdo, chamado de doadores de
enxofre, compreende certos aceleradores contendo enxofre, que sdo compostos que
se decompdem a determinadas temperaturas, liberando quantidades apreciaveis de

1 -
enxofre’. Quando sdo utilizados estes aceleradores, o enxofre elementar poder ser

reduzido ao minimo, ou mesmo eliminado.

. x C ~ R 20
Os atomos de enxofre sdo sujeitos a reagdes de oxidagdo e redugdo™. As

principais reagdes em compostos orginicos serdo discutidas a seguir. Os tiois podem

ser oxidados a 4cido sulfonico embora esse mecanismo nio seja muito claro:

02 02 02
R-SH — R-SOH —— R-SO,H —— R-SOsH (1)

Outro mecanismo possivel para oxidagdo dos tidis é a sua transformagio em
dissulfetos:

0, 0O,
R-SH — R’-SOH — R-S-S-R* + H,0 2)

0, 0,
R-SH _, R-SH __, R-S-S-R* + H;O 3)
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Os sulfetos podem também ser oxigenados da seguinte forma:

02 02
R-S-R> — R-SO-R° —, R-SO,-R’ 4)

Tiocarbonilas também podem ser oxigenados assim:

S SO SO,
I 0, I 0, i
R-C-R* —, R-CR __, R-CR &)

Outro mecanismo proposto, que ocorre também com tioamidas ¢ tiurds,

envolve um rearranjo com a expulsdo do enxofre:

S SO
i 0, i

R-CR® — R-C-R"— R-CO-R* + S (6)

O produto R-CO-R’ formado reage rapidamente com substincias
nucleofilicas de macromoléculas biologicas promovendo efeitos toxicos
significantes. Acredita-se que tal mecanismo possa explicar a carcinogenicidade de
um numero de tioamidas®®. Por outro lado, enxofre que ndo reage € migra para a

superficie do produto de borracha pode promover irritagdo da pele?'.

O enxofre reage lentamente com a borracha, por isso, a auséncia de
aceleradores tornaria antiecon6mica a vulcanizagdo do LBN e a fabricag@o de seus
artefatos. Assim, os aceleradores, substincias que aumentam a velocidade de
vulcanizagdo, reduzem o tempo necessario para que o vulcanizado adquira suas
melhores caracteristicas e, além disso, os aceleradores melhoram as propriedades

fisicas em geral, principalmente, a resisténcia ao envelhecimento.

Os aceleradores podem ser classificados de acordo com sua composigdo
14 g » by . ~ : ~ ‘
quimica, assim como quanto a sua velocidade de agdo na vulcanizag@o da borracha .

Os principais tipos de aceleradores em uso comercial sdo dados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais tipos de aceleradores comerciais utilizados na vulcanizacdo da

borracha'.
Tipos Exemplos Velocidade
de vulcanizacio
Aminas Hexametilenotetramina (HMT) lenta
Guanidina Difenil guanidina (DPG) média
Diortotoluil guanidina (DOTG)
Tiazois Mercaptobenzotiazol (MBT) semi-rapida

Dissulfeto de mercaptobenzotiazila (MBTS)
Sulfenamidas N-ciclohexil 2-benzotiazil sulfenamida (CBS) | rapida

Tiuras Dissulfeto de tetrametiltiurd (TMTD) muito rapida
Monossulfeto de tetrametiltiurd (TMTM)
Ditiocarbamatos | Dietil ditiocarbamato de zinco (ZDEC) ultra rapida

Dibutil ditiocarbamato de zinco (ZDBC)
Dimetil ditiocarbamato de zinco (ZDMC)
Pentametileno ditiocarbamato de zinco (ZPC)
Etil fenil ditiocarbamato de zinco (ZEPC)

O uso de ultra-aceleradores na vulcanizagdo do LBN, como os da familia dos

ditiocarbamatos, ¢ comum devido ao processo ser realizado em temperaturas abaixo
de 100°C". Os ditiocarbamatos sdo empregados, principalmente, em artigos claros

ou translicidos, como luvas, cateteres, etc’>. Os mais empregados sdo os sais de

zinco, cuja formula genérica é dada a seguir.

R \
N-C-S Zn
R
S 2

Investigaces realizadas em chupetas, bicos de mamadeira, brinquedos, luvas e

baldes, demostraram contaminagdo desses produtos por nitrosaminas, que s&o
23,24

compostos carcinogénicos™>>*. A contaminagdo de aminas por seus correspondentes

N-nitroso analogos e o uso de derivados de dialquilaminas de aceleradores e
estabilizadores, utilizados no processo convencional de vulcanizagdo do LBN,

o . . 23
promovem a contaminagao por nitrosaminas em produtos de borracha™.

I e - ‘m
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Os aceleradores do tipo ditiocarbamatos podem causar a formagdo de aminas ¢
de dissulfeto de carbono. Essas aminas com oxidos de nitrogénio, originarios do
processo de secagem ou do meio ambiente, podem formar nitrosaminas®. Varios
paises tém limitado a concentragdo de nitrosaminas e compostos N-nitrosos nos
produtos € no ambiente da fabrica de borracha. A Europa iniciou a regulamentagio
para concentragdo de nitrosaminas (maximo 10ppb) e compostos N-nitrosos
(maximo 100ppb) em chupetas e bicos de mamadeira, entretanto, ndo € facil obter

eye . . - 6
esses valores utilizando o processo convencional de vulcanizagio'.

Outro composto importante na vulcanizag¢do convencional é o 6xido de zinco,
que € usado para aumentar a velocidade de vulcanizagdo pela ativagdo do
acelerador. O mecanismo baseia-se na formagdo, juntamente com o acelerador, de
um sal complexo que, em presenga de calor, reage com o enxofre promovendo mais
rapidamente e eficientemente a wvulcanizagdo da borracha'. Sistemas de
vulcanizacdo do LBN com enxofre e acelerador com alta concentracdo de zinco (a)
promovem estruturas reticuladas mais estdveis e produtos com melhores

propriedades mecanicas, quando comparados com os de baixa concentra¢do de

zinco (b), como € mostrado a seguir%:

Inicio da vulcanizagio

] T
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Final da vulcanizagio
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Outra preocupagdo ¢ a polui¢do ambiental causada por produtos de LBN
quando incinerados, principalmente, pela formagdo de gases toxicos como SO, e
CO, que causam intensa irritagdo nos olhos e problemas respiratorios’', e suas

cinzas, principalmente de ZnO, que podem causar tosse, febre e problemas
pulmonares2l i

2.2.2 - Processo Alternativo com Radiac¢io Ionizante

A radiagdo ionizante ou radiagdo de alta energia, compreende radiagdes
eletromagnéticas (raios-x € raios-y), particulas (particulas a, particulas B, feixe de
elétrons, prétons e néutrons) e fragmentos de fissdo>. As radiagdes mais
empregadas na industria sdo, a radiagdo gama emitida por uma fonte de radioisétopo
de °°Co ou de "*'Cs, feixes de elétrons de alta energia provenientes de maquinas

aceleradoras ¢ radiagbes ultravioleta provenientes de lampadas de mercurio
(A<200nm).

A vulcaniza¢do do LBN induzida com radiagdo ionizante, normalmente raios
gama, tem sido investigada desde os anos 60, entretanto este processo ndo t€m sido
usado industrialmente, principalmente, devido ao alto custo da irradiac;ﬁo6.
Atualmente, essa situagdo tém sido modificada, devido a progressos na redugdo do

custo e devido a necessidade de solugdes para problemas relacionados a saude de

usudrios de produtos de LBN vulcanizado pelo processo convencional®.

Estudos sobre a vulcanizagdo do LBN com feixes de elétrons, demonstram que
. e e . . 28
este tipo de irradiacdo promove efeito semelhante ao dos raios gama”™. Essa
irradiagdo ¢ considerada mais econdmica, entretanto, apresenta baixa penetragdo na

matéria. Por isso, a vulcanizagdio do LBN em pesquisas, normalmente, ¢ realizada
com raios gama.
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O radioisétopo %Co, comumente usado como fonte de radiagdo gama, tem
uma meia-vida de 5,3 anos e emite principalmente particulas B de no maximo
0,31MeV, que sdo absorvidas pelo material que contém a fonte, e raios-y de
1,33MeV e 1,17MeV29. O seu decaimento é representado assim: 0Co — B,y —

*Ni. Esta fonte é produzida pela irradiago do **Co em um reator nuclear, segundo

a reagdo nuclear: **Co (n,7) 90¢o.

O efeito predominante da interagdo da radiagio gama com a matéria € o
espalhamento Compton. Neste processo, o foton interage tanto com elétrons ligados
ao nucleo atdmico como com elétrons livres, espalhando-se. Parte da energia do
foton incidente pode ser usada para arrancar o elétron do seu orbital com
considerdvel energia cinética ou acelerar o elétron livre, e o restante da energia
continua no féton espathado®. A interagdo do foton com o nicleo atdmico de um
material pode ser negligenciada se a energia for menor que 10MeV e se o material
for constituido apenas de nucleos leves, como é o caso dos polimeros orgénicos

(LBN). Assim, a interagdo dessa energia ocorre a nivel eletronico, ndo tormando o
material radioativo.

A interagdo da radia¢io ionizante (feixe de elétrons ou raios gama) com o
LBN, promove a formag3o de radicais livres provenientes da radidlise do polimero e
da agua, os quais promovem a formacdo de ligagdes intermoleculares entre os
atomos de carbono das macromoléculas poliméricas da borracha®. As equagdes que

seguem, mostram a interagdo da radiagdo ionizante com materiais polimeéricos,
representados por RH, e a égua”.

A reagdo primdria da intera¢do da radiagdo com a molécula polimérica ira

formar uma molécula excitada ou ions:

RH -~ RH* (7)
RH - RH+ + e (8)
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A interagdo da radiagdo com a agua, também formara uma molécula excitada
ou ions:

H,0 -5 H,O* 9
H,0 -~y H,0' + € (10)

As moléculas excitadas podem perder o excesso de energia em processos de

relaxagdo ou sofrer cisdo homolitica com a formagao de radicais livres:

RH* —> Re + He ay
H,0* —»> He + OHe (12)

Esses radicais podem reagir com as moléculas poliméricas estaveis produzindo
mais radicais:

H + RH - H, + R (13
OH" + RH -» HO + R (14)

A recombinagdo dos radicais livres pode resultar, na formacdo de agua,

hidrogénio molecular, peroxidos e na reticulagdo das moléculas poliméricas:

OH' + H - HO (15)
H + H -> H (16)
OH + OH -> HO; a7
R® + R -»> R-R (18)

Durante a irradiagdo do LBN a cadeia carbonica das moléculas poliméricas
, , . . o . 1 . . -
também ¢ rompida mas a reticulagdo ocorre em maior grau®'. Assim a vulcanizagdo

do LBN induzida com radiagdo ionizante pode ser representada assim:

~OMISSAS RAGIGhs. bn CiiEid NUCLEAR/S? R
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Y, e CH ~———
2~CHy~— - H, + |

CH

Esse processo de wvuicanizagdo s6 deve ser utilizado industrialmente para
borracha natural na forma de latex, porque 0 Giagica (niimero de radicais formados
por 100eV de energia absorvida) da borracha seca ¢ muito pequeno, da ordem de

0.5, enquanto que no LBN as espécies radioliticas provenientes da agua favorecem a
reticulagdo -

Na vulcanizagdo do LBN com raios gama, a DV, que. ¢ a dose para se obter 0
maximo de resisténcia a tra¢io de filmes de LBN irradiado, ¢ da ordem de 250 a
350kGy, o que € uma dose muito elevada para encontrar aplicagdo industrial®. Por
isso, estudos realizados com o uso de compostos com alto valor de Giagicas
chamados radiossensibilizadores, capazes de promover a vulcanizagdo em doses

menores, tornam a radiagdo ionizante um processo de vulcanizagdo industrialmente
co 111,13,33,34,35,36 . = ém si

viavel . O hidrocarboneto tetracloreto de carbono, Gagica = 70 tém sido

usado como radiossensibilizador para o processo de vulcanizagdo do LBN induzida

e e ; . co: 21
com radiagdo 1omzante32, entretanto, esse composto € considerado toxico” .

Monomeros acrilicos, principalmente mondmeros polifuncionais, sdo
radiossensibilizadores usados em radiagdo ionizante por aumentar a produgdo de
enxertia sob certas condigdes de irradiagdo, acelerar a taxa de polimerizagdo,
acelerar a promogdo de ligagdes cruzadas em processos de cura, € necessitar de
menores doses de radiagdo para vulcanizagdo do LBN*. Estudo com os
radiossensibilizadores dimetacrilato de neopentilglicol, diacrilato de neopentilglicol
e tetracloreto de carbono, demonstraram que o diacrilato de neopentilglicol € um

eficiente radiossensibilizador®, entretanto, os diacrilatos promovem, normalmente,

de moderada a severa irritagdo da pele®’.
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Os acrilatos monofuncionais como acrilato de 2etilhexila (2EHA) e o An-B

também tém sido investigados, embora, em relacdo aos diacrilatos, apresentem

menor eficiéncia de reticula¢506.

Estudos sobre o mecanismo de vulcaniza¢do do isopreno liquido com 2EHA®
e do LBN irradiado com monoacrilatos®, sugerem que as ligagdes cruzadas sdo
formadas por radicais do radiossensibilizador enxertados na cadeia principal do
polimero. Assim, a estrutura das ligagdes das macromoléculas poliméricas da

borracha na vulcanizagdo do LBN com radiaggo ionizante e um radiossensibilizador

acrilato monofuncional pode ser representada assim:

--(‘IH- (‘THM’ CH~—~
2~CH;~-CH;-CH; ~ + (atb)Rs > aﬁls bRs + S5/2H,
~rCH~ CH;~~CH ~~

Estudo sobre a fabricagdo de luvas, em escala piloto, pelo processo de
vulcanizagdo do LBN induzida com radiagdo ionizante e com 2EHA®,
demonstraram que os artefatos adquirem cheiro, devido a presenca de residuos de

2EHA que sdo dificilmente removidos, e que provavelmente, devem causar irritagdo

da pele ou outros efeitos adversos aos usuarios.

O An-B pode ser removido mais facilmente dos artefatos que o 2EHA devido
a sua maior pressio de wvapor, em relagdio ao 2EHA, entretanto, esse
radiossensibilizador pode causar aumento da viscosidade do LBN e promover
coagulagdo. Estudos sobre a aplicagdo do An-B como radiossensibilizador na

vulcanizagio do LBN'"* demostraram que o uso do KOH como estabilizador do
LBN ¢ muito eficiente.

Avaliagdes toxicologicas de filmes de LBN com An-B’ demonstraram, em
teste de implante em musculo de coelhos, que eles promovem leve reagdo

inflamatoéria do tecido muscular, e que essa reagfo € passageira. Assim a escolha do
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radiossensibilizador, para beneficio dos usuarios de artefatos de LBN, deve basear-

se na busca de um equilibrio das propriedades fisicas, necessarias para

vulcanizagdo, € toxicologicas, necessarias para a utilizagdo.

2.3 - BIOCOMPATIBILIDADE

A tecnologia de materiais poliméricos trouxe uma grande contribui¢do na area
da saude para a confec¢do de produtos médico-hospitalares, odontologicos e
farmacéuticos. Atualmente, de aproximadamente 400.000 produtos médicos, cerca
de 400 sdo feitos de LBN e o grupo mais importante desses produtos sdo os
preservativos € luvas médicas*® O LBN também esti presente em acessorios, como
mascaras ¢ tubos utilizados em sala de cirurgia. Outra aplicagio ¢ encontrada em

produtos para criangas, como chupetas, bicos de mamadeira, baldes e brinquedos.

Segundo Pa.rk‘“, biomateriais sdo tudo que, de modo continuo ou intermitente,
entra em contato com fluidos corpdreos, mesmo que esteja localizado fora do corpo.
Eles envolvem uma variedade de produtos cujo contato com os fluidos do corpo
pode ser realizado de diferentes maneiras e por variados periodos, € cujo grau de

risco & satide exige consciente avaliagdo de sua aplicabilidade.

Manifestagdes toxicoldgicas de um biomaterial resultam, primeiramente, da
liberagdo de seus constituintes quimicos levando a uma resposta local na pele,
resposta toxicolégica sistémica, resposta alérgica e respostas carcinogénica,
teratogénica e/ou mutagénica’?. A 1SO 10993* é uma combinagdo de numerosas
normas internacionais, com o objetivo de avaliar biologicamente os produtos
médicos, através do auxilio na selegdo de testes aplicaveis relativos a fungdio € ao
tipo de contato do material com o corpo. Os testes incluem citotoxicidade,
irritabilidade, sensibilidade, toxicidade sistémica, mutagenicidade, etc, e fornecem
uma resposta de seguranga em relagio ao uso do produto. Na avaliag@o néo existe a

necessidade do conhecimento dos constituintes quimicos do material para realizar a

-
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analise, e a resposta da avaliagdo € feita por integragdo do resultado do teste com a
analise do risco-beneficio para o usudrio. Isso significa que produtos médicos ndo
tém que ser completamente livre de efeitos adversos, e sim que os beneficios sejam
significantemente maiores que esses efeitos clinicos adversos, da mesma forma que

esse material deve ser capaz de realizar a fungdo proposta para sua aplicagao™.

Os problemas associados ao uso de produtos de LBN sdo causados
principalmente por proteinas, produtos quimicos de wulcanizagdo e aditivos em
pég"“. As proteinas do LBN sfo naturais da propria arvore Hevea brasiliensis e sdo
extraidas juntamente com a borracha durante a sangria. Essas proteinas, que em
parte sdo destruidas ou removidas durante o processo industrial, ainda permanecem
no produto final e podem migrar para a superficie do artefato entrando em contato
com o tecido humano e causando reagdes alérgicas do tipo 1. Essas reagdes podem
ser locais ou generalizadas, como urticaria, rinite, conjuntivite, asma e em caso
extremo reagdes anafilaticas que podem levar o individuo & morte*>*®. O problema
causado por produtos quimicos empregados para promover a vulcanizagdo do LBN,
principalmente aceleradores como os carbamatos e tiurds, ¢ a reacdo alérgica do tipo
IV. Esses produtos podem causar dermatite de contato, vermelhiddo, coceira,
etc™*’. Outro problema ¢é a irritagdo causada por aditivos, principalmente em luvas,
como produto quimico em p6 usado como desmoldante, que desenvolvem sintomas
semelhantes a das reagdes alérgicas e podem interferir com o resultado do teste de
sensibilizagio in vivo*. Por outro lado, as proteinas e produtos quimicos de
vulcanizag@o também podem ser adsorvidos e/ou absorvidos pelas particulas do p6 €

~ fos . < - 48,49
causar reagOes alérgicas por inala¢do ou deposi¢do na pele™ .

Testes in vitro sdo habitualmente efetuados como testes de triagem no inicio
da avaliagdo da biocompatibilidade de materiais. O ensaio de citotoxicidade, teste in
vitro, ¢ muito utilizado no prognéstico da toxicidade de materiais**’. A 1SO
10.993-5°' refere-se ao teste de citotoxicidade, como um teste in vitro de
aplicabilidade geral usado largamente com o objetivo de sugerir, a partir de seus

resultados, um plano de testes posteriores aplicaveis ao material. As vantagens desse



teste € que ele € muito sensivel e seus resultados obtidos pela formagdo de colonias
celulares, inibi¢do de crescimento de células, etc, fornecem informagdo integrada
dos componentes do material com o meio biologico. A dificuldade de interpretagdo
do teste € quando seus valores positivos ndo correlacionam com testes in vivo. Por

outro lado, quando o resultado da citotoxicidade é negativo, fornece grande margem

de seguranga em relagdo a auséncia de toxicidade no material.

O uso de testes in vivo para a caracterizagdo da resposta bioldgica, visa avaliar
a resposta do animal, parcialmente ou como um todo, em relagdo ao tratamento
efetuado com o material. A ISO 10993-11°2 refere-se ao teste de toxicidade
sistémica, que avalia a resposta biolégica do organismo inteiro em relagdo aos
constituintes liberados pelo material. Evidéncias clinicas e experimentais de efeitos
sistémicos de biomateriais é extremamente raro. Entretanto, uma severa toxicidade
sistémica com morte do animal, indica grande possibilidade de risco a saude

T N o 142,43
humana e o material nio deve ser empregado para aplicagdes médicas .



Capitulo 3
PARTE EXPERIMENTAL

Neste Capitulo serd apresentada a metodologia usada ao longo do
desenvolvimento desse trabalho. Inicialmente o LBN foi caracterizado através de
analises fisicas e quimicas e formulado para wvulcanizagdo pelo processo
convencional com enxofre € pelo processo alternativo com raios gama. No processo
alternativo foram irradiadas duas séries de LBN, uma na auséncia e outra na
presenca de radiossensibilizador. Posteriormente foram realizados testes de
resisténcia a tragdo (RT) dos filmes dos LBN irradiados com diferentes doses para
determinac¢do das DV comespondentes de cada série, e, do filme vulcanizado com
enxofre. Encerrada esta etapa, foram preparados filmes representativos dos
processos de vulcanizagdo e, um filme do LBN ndo vulcanizado. Esses filmes foram

submetidos aos testes biologicos in vitro de citotoxicidade e in vivo de toxicidade

sistémica em camundongos.

3.1 - CARACTERIZACAO DO LATEX DE BORRACHA NATURAL

O LBN comercial da Almatex, concentrado a 60%, tipo alto teor de amonia,
proveniente da Malasia foi submetido a ensaios fisicos € quimicos para avaliagdo de

sua qualidade. Os resultados obtidos foram comparados com especificagdes e
utilizados na formulagao.

As solugdes utilizadas foram preparadas com reagentes de grau analitico €
agua deionizada, exceto o oleato de potassio de grau comercial da Quimica
Anastacio S.A. As pesagens até 100g foram realizadas em uma balanga analitica da

Mettler modelo AE 200 ¢ acima de 100g em uma balanga semi-analitica da Mettler
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modelo PE 360. As medidas de pH foram feitas em um pH-metro da Micronal
modelo 374 com um eletrodo tipo calomelano. As medidas de viscosidade foram
feitas com um viscosimetro da Brookfield modelo LVF a 25°C. As secagens
realizadas na temperatura de 100 + 2°C foram feitas em estufa da Fanem modelo
315 SE, e na temperatura de 70 + 2°C foram feitas em uma estufa com circulagio de
ar da Fanem modelo 320 SE. As filtragens de latex foram realizadas em peneira de
ago inoxidavel com malha de 180u. Os ensaios foram realizados em duplicata e o
resultado foi calculado como a média de duas determinagdes. Todos esses ensaios

que serdo descritos a seguir, exceto a determinagdo do teor de Cu, Mn € Mg, foram

realizadas segundo a norma ABNT EB226/89°*:

3.1.1 - Teor de Sélidos Totais

Pesou-se 0 LBN em um pesa filtro previamente tarado € em seguida colocou-
se o pesa filtro em uma estufaa 100 £ 2°C por 2 horas. Posteriormente foi resfriado
em um dessecador e pesado. As determinagdes da porcentagem de ST foram

efetuadas através da equagdo 19, onde m; g ¢ a massa do LBN secoem ge mypn € a
massa inicial do LBN em g. '

ST = 100mL5 / MLBN (19)

3.1.2 - Teor de Borracha Seca

Em um béquer previamente tarado e contendo cerca de 10g de LBN adicionou-
se 15mL de 4dgua deionizada para atingir um teor de ST de aproximadamente 25%.
Em seguida foi acrescentada uma solugdo de acido acético a 2%, sob agitagdo lenta

e constante, até coagulagio completa do LBN. O béquer foi colocado em um banho

termostatico da Quimis a 70°C onde permaneceu em repouso por 15 minutos ¢,



posteriormente, o coagulo foi lavado em agua corrente e passado em uma calandra
por varias vezes. O filme assim obtido foi seco em estufa a 70 £ 2°C durante 16

horas e posteriormente resfriado em dessecador ¢ pesado. As determinagdes da BS

foram efetuadas através da equagdo 20, onde mcs € a massa do codgulo seco em g.

BS = IOOmCS / M BN (20)

3.1.3 -Teor de Solidos Nio Borracha

O teor de solidos ndo borracha (SNB), em porcentagem, foi calculado a partir

dos teores de ST e de BS determinados nos itens 3.1.1 e 3.1.2, respectivamente, €
através da equagido 21.

SNB = ST - BS (21)

3.1.4 - Teor de Coagulo

O LBN pesado foi diluido com 200mL de solugdo de oleato de potassio a 5%.
Filtrou-se esta mistura através de uma peneira previamente tarada. O coagulo retido
foi lavado com a solugdo de oleato de potassio a 5% e em seguida com dgua
deionizada até eliminar visualmente os residuos de sabdo. Secou-se o coagulo em
estufa a 70 + 2°C por 16 horas e pesou-se, apds esfriamento prévio em dessecador.

As determinagdes foram calculadas conforme a equagdo 22 onde C é a porcentagem
de codgulo.

C = IOOmCS / MmN (22)
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3.1.5- Teor de Cu, Mn e Mg

Os teores de Cu, Mn e Mg foram determinados por andlise por ativagdo com

neutrdns, na Divisdo de Radioquimica do IPEN.

Cerca de 150mg de borracha, obtido do filme de LBN ndo vulcanizado, foi
pesado em um involucro de plastico de polietileno, previamente limpo com solugdo
de 4cido nitrico diluido e dgua destilada, e irradiado com néutrons no reator nuclear
[EA-R1, juntamente com os padrdes sintéticos dos elementos Cu, Mn ¢ Mg. O

ensaio foi realizado com irradiagdes curtas de 5 minutos sob fluxo de néutrons
térmicos de 4,25 x 10! n.cm?s?.

As atividades gama induzidas aos elementos da amostra e dos padrdes
sintéticos, apos adequados tempos de decaimento, foram medidas no detetor de Ge
hiperpuro. Os espectros gama foram processados usando o programa de computagio
VISPECT?2 e os radioisotopos formados foram identificados pela energia dos raios

gama emitidos e a sua meia vida. As concentragdes dos elementos foram calculadas

pelo método comparativo de analise por ativagdo com néutrons.

3.1.6 - Estabilidade Mecanica

Pesou-se aproximadamente 100g de LBN e adicionou-se 12mL de solugdo
aquosa de aménia a 1,6% para atingir aproximadamente 55% de ST. A seguir, o
LBN diluido foi aquecido a 36°C em um banho termostatico da Quimis, €
imediatamente filtrado. Em seguida, pesou-se cerca de 80g de LBN filtrado no
frasco de ensaio do agitador mecanico da Fisaton modelo 714 de 14000 = 200rpm.
O agitador foi acionado e o LBN submetido a agita¢do. Periodicamente, sem parar o
aparetho, foi imerso um bastio de vidro no LBN e friccionado uma tnica vez sobre

a palma da mdo, até ser verificada a ocorréncia de coadgulos puntiformes. A



estabilidade mecanica (EM) do LBN foi expressa como o numero de segundos

gastos desde o inicio do teste até o seu ponto final.

3.1.7 - Alcalinidade Total

Pesou-se 0 LBN em erlenmeyer de 500mL e adicionou-se 300mL de agua
deionizada. Imediatamente o recipiente foi tampado para evitar perda de amonia.
Adicionou-se algumas gotas de solugfo de vermelho de metila a 0,1% e titulou-se
com solugdo padrio de acido cloridrico a 0,1N com fator de corregdo 1,018 até o
ponto de viragem do indicador. As determinag¢des da porcentagem de alcalinidade
total (AT) foram efetuadas através da equagdo 23, onde Nuq , fia € Vio slo a

normalidade, o fator de corregdo € o volume em mL da solugdo de HCl a 0,1N,
respectivamente.

AT = 1,7 Nya fua Vua / meen (23)

3.1.8 - Alcalinidade em NH;

A alcalinidade em NH; (AA) na fase aquosa, em porcentagem, foi determinada
a partir dos resultados do teor de ST e da AT, conforme os itens 3.1.1 e 3.1.7,

respectivamente, e através da equagio 24.

AA = AT/1-102ST (24)



3.1.9 - Indice de KOH

Pesou-se 81g de LBN contendo aproximadamente 50g de ST em um béquer de
400mL. Ajustou-se o contelido de amonia para aproximadamente 0,5% da fase
aquosa adicionando 20mL de uma solugdo de formaldeido a 0,5% (1mL = 0,0189

NH; ) com agitac¢éo lenta e constante. Calculou-se o volume em mL da solugdo de

formaldeido (V) conforme equagdo 25.
Ve = mypy (100 -ST) (AA-0,50)/189 (25)

Apos o ajuste, foi adicionado 65mL de adgua deionizada no LBN para atingir
aproximadamente 30% de ST. Foram adicionados incrementos de 1mL de solugdo
de hidroxido de potassio a 0,5N, com fator de corregdo 1,055, e determinou-se o pH
para cada incremento através da leitura direta no visor do pH-metro. O ponto de
inflexdo da curva de titulagdo acha-se aproximadamente dentro do incremento no
qual o primeiro diferencial, ApH/AmL, é miximo. A Tabela 2 mostra que foram

encontrados os valores 0,28 e 0,30 para as duplicatas 01 e 02 respectivamente € 0

ponto final da titulag@o, entre os incrementos de 11 e 12ml..

Tabela 2 - Valores experimentais de pH do LBN para incrementos de 1mL de

solucdo de KOH a 0,5N.
Amostra 01 Amostra 02

KOH | pH | 1°Diferencial { 2°Diferencial | KOH| pH | 1°Diferencial | 2°Diferencial
(mL) - | (ApH/AmL) | A(Ap/AmL) | (mL) (ApH/AmL) | A(ApH/AmL)

1 10,57 - - 1 10,49 - -

2 10,63 0,06 - 2 10,58 0,09 -

3 10,69 0,06 0,00 3 10,66 0,08 0,01

4 10,76 0,07 0,01 4 10,74 0,08 0,00

5 10,85 0,09 0,02 5 10,84 0,10 0,02

6 10,93 0,08 0,01 6 10,94 0,10 0,00

7 11,04 0,11 0,03 7 11,05 0,11 0,01

8 11,16 0,12 0,01 8 11,18 0,13 0,02

9 11,32 0,16 0,04 9 11,38 0,20 0,07

10 11,54 0,22 0,06 10 |11,61 0,23 0,03

11 11,81 0,27 0,05 11 11,91 0,26 0,03

12 12,09 0,28 0,01 12 112,17 0,30 0,04

13 12,33 0,26 0,02 13 112,40 0,28 0,02

14 12,49 0,16 0,10 14 112,57 0,17 0,11
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A posigdo mais provavel dentro do incremento foi obtida pela razdo de valores
adjacentes do segundo diferencial, 0,01/0,0140,02 para a amostra 01 e
0,04/0,04+0,02 para a amostra 02. Portanto foram gastos 11,33mL e 11,67mL de
solugdo de KOH a 0,5N, respectivamente. O calculo do indice de KOH (Ixon) foi
realizado através da equagdo 26, onde onde Nxon fkon € Vkon sdo a normalidade, o

fator de correcéo e o volume em mL da solugdo de KOH a 0,5N, respectivamente.

Ikon = 561 Nkon fkon Vkou/ ST mypn (26)

3.1.10 - Indice de Acidos Graxos Volateis

Pesou-se 50g de LBN em um béquer de 250mL. Adicionou-se 50mL de
solugdo de sulfato de aménio a 350 g/L e agiton-se com um bastdo de vidro. O
béquer foi colocado em um banho termostitico da Quimis a 70°C até ocorrer
coagulacdo completa. Deixou-se em repouso por 1 hora. Filtrou-se o soro e
recolheu-se o filtrado em um erlenmeyer de 50mL. Foi transferido 25mL do filtrado
(soro) para um segundo erlenmeyer de 250mL e adicionado 5 mL de uma solugdo
aquosa de acido sulfiirico 2:5 v/v. Tampou-se o edenmeyer € agitou-se até completa
homogeneizagdo da solugdo. Foi transferido 10mL de soro acidificado para a
camara interna do destilador Markham e efetuou-se a destilagdo. ApoOs coletar
100mL do destilado, este foi transferido para um erlenmeyer de 250mL e titulado
rapidamente com solu¢do de hidroxido de bario a 0,01N com fator de corregdo
1,003 em presenga da solugdo indicadora de azul de bromotimol alcodlico a 10g/L.
Foi realizada uma prova em branco, porém com a substitui¢do das 50g de latex por

20mL de 4gua deionizada e o restante da analise seguiu 0 mesmo procedimento. As

determinag¢des do indice de 4cidos graxos volateis (Iagv ) foram realizadas

conforme a equacao 27, onde Npa(ony, > fBaon), € VBa(on), 30 a normalidade, o fator

de corregdo € 0 volume em mL da solugdo de Ba(OH), a 0,01N, respectivamente.



IAGV = 561 NBa(OH’)Z fBa(OH’)Z VBa(OH)Z / M ST (27)

M, Vge V(NH4)2504 sd0, respectivamente, a massa de LBN correspondente a 10 -

mL de soro acidificado, volume do soro (25mL) e o volume da solugado de sulfato de
amonio a 350 g/L. (50mL) {equagdo 28)

M = mpnyVs/3 (V(NH4)2504 +S) (28)

S e ds (equacdo 29) sdo, respectivamente, o soro em mL e a sua densidade,

cujo valor é de 1,02 g/em®, obtido na norma ABNT-EB226/89™.

S= 100-BS/2ds (29)

3.1.11 - Viscosidade

Pesou-se 500g de LBN, previamente filtrado, em um béquer de 600mL e
adicionou-se 13mL de agua deionizada para atingir um teor de ST de
aproximadamente 60%. As medidas de viscosidade foram obtidas utilizando-se o
fuso nimero 1, cuja leitura foi feita na escala 100 com velocidade de 30 rpm. A

viscosidade foi determinada multiplicando-se o valor da leitura na escala 100 por 2
€ eXpressa em centipoises.

3.1.12 - Cor

Uma amostra de LBN foi colocada sobre uma placa de Petri e posteriormente

depositada sobre um fundo branco onde sua cor foi verificada visualmente.



3.1.13 - Odor

Transferiu-se aproximadamente 2ml. de LBN para um tubo de ensaio e

adicionou-se 10 mL de solugdo saturada de acido bdrico para neutralizar a amoénia.

Agitou-se e verificou-se o odor.

3.2 - VULCANIZACAO

Nesta etapa, o LBN analisado foi formulado e vulcanizado conforme o
processo empregado. Inicialmente, no processo convencional, as matérias primas
foram adicionadas ao LBN na forma de dispersbes e a vulcanizagdo foi atingida
apos cerca de 3 horas de aquecimento a 70°C. O LBN neste estagio de vulcanizagio
¢ denominado, industrialmente pré-vulcanizado. No processo alternativo, foram
preparadas duas séries de amostras, sem e com radiossensibilizador, ¢ ambas

submetidas a irradiagio com raios gama, na presen¢a de ar e na temperatura
ambiente.

3.2.1 - Processo Convencional

Neste processo todos os reagentes foram de grau comercial, tais como enxofre
rombico (Sg) como agente de vulcanizagdo, dietilditiocarbamato de zinco (ZDEC)
como acelerador de processo, 6xido de zinco como ativador do acelerador € um sal
sodico organico como agente de dispersdo. A agua utilizada foi deionizada.
Utilizou-se um moinho de bolas para a preparagio das dispersdes € um equipamento

de ago inoxidavel aquecido por vapor de dgua, ambos de fabricagdo propria e cedido

pela Indistria Nacional de Artefatos de Latex Ltda (INAL).



3.2.1.1 - Preparacio e Anilise da Solu¢io de KOH

A solugdo de KOH foi preparada a 10% para formulagdo do LBN e os valores
de ST foram determinados conforme item 3.1.1. A Tabela 3 mostra o teor de ST da

solugdo de KOH, onde o resultado é apresentado como a média de duas

determinagdes.

Tabela 3 - Determinagdo do teor de solidos totais da solu¢do de KOH.

Amostra Myous (2) Moy (2) ST (%) ST médio (%)
01 2,047 0,206 10,063 10,08
02 2,009 0,203 10,104

O valor de 10,08% de ST da solugdo de KOH correspondente a concentragdo

que foi utilizada na formulagdo do LBN para a vulcanizagdo do processo

convencional.

3.2.1.2 - Preparaciao e Analise das Dispersoes

As dispersdes aquosas foram obtidas diminuindo-se o tamanho da particula do
solido, em presenga de um agente de dispersdo e empregando-se um moinho de
bolas onde foi ocupado 50% de seu volume por bolas e ar; cerca de 30% pela
dispersdo, que preencheu os vazios entre as bolas até um pouco acima da superficie

delas e o restante do volume foi destinado para a zona de vapores. As dispersdes

foram baseadas em formulagdes classicas'.

1 - Dispersdo de enxofre (50%)

EnXofre..cccooeeeeeeeeceieeieeeceeereen, 50,0g
Agente de disperso.........cccceeeue vennnen 2,5g
Agua deionizada............occcoceveennne 475¢

100,0g

Tempo de batimento = 72 horas



2 - Dispersdo de ZDEC (50%)

ZDEC.. ..o 50,0g
Agente de dispersio.......c.ceceeuerunen. 2,5g
Agua deionizada...........ccoveerrvennnnes 47,5¢g

100,0g

Tempo de batimento = 48 horas

3 - Dispersao de Oxido de Zinco (50%)

................................................. 50,0g
Agente de dispersdo.........cccceeveveennene 1,5¢
AmONia 24%.....ccoeeeeeieeieeeeeeaeeen 0,2g
Agua deionizada..............occooevrennne. 483g

100,0g

Tempo de batimento = 24 horas

Ao término da moagem foram coletadas amostras das dispersdes para

verificagdo do tamanho da particula e para a determinagdo da porcentagem de ST.

As dispersdes apresentaram particulas menores que Sy, conforme determinagdo

através do microscopio Olympus da Micronal modelo CBA que permitiram a sua

utilizag@o nas formulagdes. Os teores de ST das dispersdes foram determinados

conforme item 3.1.1. e o resultado apresentado como a média de duas
determinagdes (Tabelas 4 a 6).

Tabela 4 - Determinagio do teor de solidos totais da dispersdo de enxofre.

Amostra ms (g) mss (g) ST (%) ST médio (%)
01 2,005 1,016 50,673 50,63
02

2,026 1,025 50,592
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Tabela 5 - Determinacio do teor de solidos totais da dispersdo de ZDEC.

Amostra Mzpec (8) Mzpecs (g) ST (%) ST médio (%)
01 1,963 0,975 49,668 49,67
02 1.864 0,926 49,678
Tabela 6 - Determinagdo do teor de sélidos totais da dispersdo de ZnO.
Amostra Mz, (8) Myznos (8) ST (%) ST médio (%)
01 1,863 0,930 49,919 49,84
02 1,975 0,983 49,772

Os teores de ST das dispersdes de enxofre, ZDEC e ZnO de 50,63%, 49,67% ¢

49,84%, respectivamente, foram utilizados na formulagio do LBN.

3.2.1.3 - Formulacio

A formulagio do LBN é normalmente baseada no peso seco dos ingredientes a
serem adicionados. A matéria prima bdsica € o polimero, que entra em 100 partes
por peso seco (Ps), ou seja, 100 phr e os demais produtos variam em fungdo dessas
100 partes. Na pratica os compostos foram adicionados ao LBN baseados em seus

respectivos pesos umidos (Pu) e calculados conforme a equagao 30.

Pu=100Ps/ST (30)

O LBN foi formulado baseado em uma formulagdo classica de baldo infantil'

com ligeiras modificagdes (Tabela 7).

Tabela 7 - Formulagdo do LBN na vulcanizagio pelo processo convencional

Matéria Prima Peso seco Concentracio Peso umido
(phr) (o) 3]
LBN 100,0 60,17° 166,20
Solugio de KOH a 10% 0,2 10,08° 1,99
Dispersdo de ZnO a 50% 0,3 49.84° 0,60
Dispersdo de ZDEC a 50% 0,6 49,67° 1,21
Disperséo de enxofre a 50% 0,8 50,63° 1,58

* Valor obtido pelo ensaio de borracha seca ® Valor obtido pelo ensaio de sdlidos totais
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As modificagdes foram a auséncia da solugdo de Emulvin N a 20%, a auséncia

de pigmento e a adi¢io da solugdo de KOH a 10,08%. Esse procedimento foi

adotado afim de padronizar os dois processos de vulcanizagdo.

A solugdo de KOH foi adicionada ao LBN no pré-vulcanizador que
permaneceu sob agitagio lenta por 15 minutos para completa homogeneizagido. Em
seguida foram acrescentadas as dispersdes e iniciou-se o processo de vulcanizagdo
por calor. A agitagio foi mantida constante durante todo o processo que durou por
volta de 3 horas a 70°C. O nivel de pré-vulcanizagdo foi verificado pelo teste de
coagulagdo com cloroformio de grau comercial que consiste em misturar partes
iguais de LBN pré-vulcanizado e cloroférmio, e agitar com um bastio de vidro até
coagulagdo completa. A coagulagdo ocorre em poucos minutos € visualmente os
coagulos sdo classificados quanto & pré-vulcaniza¢do, segundo seu aspecto, sendo
adotado 4 numeros para essa classificagdo onde o n° 1 é considerado o estagio
inicial e 0 n°4 considerado o estagio mais avangado". Esse teste foi adotado no

experimento, no estigio mais avang¢ado, para definir o ponto final de pré-

vulcanizagdo. Apos esse processo o latex pré-vulcanizado foi resfriado e ajustado

para 50% de ST com uma solu¢io de hidroxido de amonio a 0,1%.

3.2.2 - Processo Alternativo

Neste processo todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto o

An-B, que foi de grau comercial. A agua utilizada foi deionizada.

3.2.2.1 - Formulac¢io

Foram preparadas 2 séries de amostras. A primeira série consiste de amostras
de LBN apenas diluida a 50% de ST com uma solug@io de hidroxido de amoénio a

0,1%. A segunda série foi formulada com radiossensibilizador como mostra a
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Tabela 8 e os Pu dos compostos foram calculados da mesma forma que no processo
. . . . . 11 x
convencional, exceto o An-B que foi adicionado diretamente ao LBN"". A solugdo

de KOH a 10,08% utilizada nesta formulagdo foi a mesma utilizada no processo
convencional.

Tabela 8 - Formulag@o do LBN na Vulcaniza¢do pelo Processo Alternativo

Matéria Prima Peso seco Concentragao Peso amido
(phr) (%) ®
LBN 100 60,17° 166,20
Solugio de KOH a 10% 0,2 10,08° 1,99
An-B 4,0 100 4,0

? Valor obtido pelo ensaio de borracha seca,  Valor obtido pelo ensaio de sélidos totais, ® Valor tegrico.

A solugdo de KOH foi adicionada ao LBN que permaneceu sob agitagdo lenta
por 15 minutos para completa homogeneizagdo. O KOH foi utilizado como
estabilizador para impedir a desestabilizagdo do LBN pela adi¢do do An-B*®. Em
seguida foi acrescentado lentamente o An-B e mantido sob agita¢do lenta por 1 hora
utilizando-se o agitador magnético da Fisaton modelo 701. Apos esse processo as

amostras foram diluidas para aproximadamente 50% de ST com uma solugdo de
hidroxido de amonio a 0,1%.

3.2.2.2 - Irradiacdo

A vulcanizagio do latex foi induzida com raios gama provenientes de uma
fonte de **Co, tipo panordmica da Yoshizawa Kiko Co Ltd. As amostras foram
acondionadas em frascos de polietileno com capacidade para 250mL e com tampa
rosquedvel onde permaneceram em repouso por 16 horas antes de serem
irradiadas''”*. A taxa de dose aplicada foi de 0,9kGy/h. O intervalo de dose para a
primeira série de amostras sem radiossensibilizador foi de 0 a 440kGy e para a
segunda série, com radiossensibilizador, foi de 0 a 35kGy. As irradiagoes foram
realizadas a temperatura ambiente € na presen¢a de ar. Nenhum efeito sobre a

utilizagdo de diferentes taxas de dose tem sido observado para intervalos de 0,1 a



10,0kGy/h°. Quanto a irradiagdo ser realizada na presenga de ar, nenhum efeito de
inibi¢do da rea¢do de vulcanizag¢do tem sido observado, provavelmente devido a
limitada difusdo do oxigénio nas particulas de borracha natural’. Em relagdo a
temperatura de irradiagdo, testes realizados a 60°C resultaram no abaixamento da
RT e portanto ndo existe razio para realizar o processo com temperaturas maiores®.

ApOs a irradiagido as amostras de LBN permaneceram em repouso por 24 horas

x : 4
antes da preparacio de seus respectivos filmes''”*.

3.3 - PREPARACAO DOS FILMES

Nesta etapa, foram preparados filmes das amostras das duas séries de LBN
irradiado, com e sem radiossensibilizador, com o ijetivo de se determinar as DV
correspondentes, através de ensaios de RT na ruptura. Além destes, foram
preparados também filmes representativos dos processos de vulcanizagdo, bem
como um filme de LBN ndo vulcanizado, para serem utilizados nos ensaios
biologicos. O filme de LBN n@io vulcanizado também foi usado para a
caracterizagdo do LBN através da analise por ativagdo com néutrons, enquanto que,
o filme de LBN vulcanizado com enxofre também foi usado para a avaliagdo de sua

propriedade mecanica, através do ensaio de RT na ruptura.

A preparagdo dos filmes foi realizada filtrando-se as amostras de LBN e
derramado-as em recipientes de vidro de 170 x 200 x 2mm, os quais foram
colocados sobre uma superficie nivelada para manter a uniformidade da espessura.
A gelificagdo ocorreu de maneira uniforme, com a mesma forma do recipiente,
porém com o volume contraido. Em seguida, os filmes foram lixiviados com agua

deionizada em um banho termostatico da Quimis a 70°C por 15 minutos e

submetidos a secagem em estufa da Fanem com circulagdo de ar, a 70°C por uma

hora e meia’®"**>,



Um esquema de obten¢do dos filmes de LBN ndo vulcanizado, vulcanizado
pelo processo convencional na presenga de enxofre e pelo processo alternativo
induzido com raios gama na presen¢a e na auséncia de radiossensibilizador,
conforme Figura 1, foi elaborado com o objetivo de visualizar as diferengas entre os

processos de vulcanizag@io e as etapas padronizadas da obten¢do dos filmes

utilizados nos ensaios bioldgicos.

3.4 - ENSAIOS

Esta etapa compreende a metodologia aplicada para a realizagdo do teste
mecanico de RT na ruptura dos filmes de LBN irradiado na presenga € na auséncia
de radiossensibilizador, nio vulcanizado e vulcanizado com enxofre, além dos testes

in vitro ¢ in vivo realizados com os filmes de LBN ndo vulcanizado e vulcanizados

pelos processos convencional e alternativo.

3.4.1 - Resisténcia a Tragio na Ruptura

O ensaio foi realizado, conforme a norma ASTM D412/92°¢. Utilizou-se um
dinamometro Instron série IX Automated Materials Testing System v4.05a, para a
série de LBN vulcanizada sem radiossensibilizador, ¢ uma maquina universal de
ensaios da EMIC modelo MEM 2000 para a série de LBN vulcanizada com
radiossensibilizador ¢ vulcanizada com enxofre. O ensaio foi realizado a 23°C ¢

50% de umidade com uma velocidade de afastamento de garras de 500 mm/min.

3.4.1.1 - Preparagio dos Corpos de Prova

Foram cortados 05 corpos de prova de cada filme de LBN vulcanizado com

raios gama, com uma faca da Parabor modelo C com largura do cunho de 6,28mm.
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LBN NAO PROCESSO PROCESSO PROCESSO
VULCANIZADO ALTERNATIVO ALTERNATIVO CONVENCIONAL
SEM An-B COM An-B
LBN 60% LBN 60% LBN 60% LBN 60%
. NH,OH 1% 0,2phr KOH 0,2 phr KOH 0,3 phr ZnO
- 40 phr An-B 0,8 phr S ~ NH.OH 1%
NH,OH 1% 0,6 phr ZDECa‘ -
A v v v
LBN 50% LBN 50% LBN 50% LBN 50%
T ! S
VULCANIZACAO | | VULCANIZACAO VULCANIZACAO
raios y / 250 kGy raios y / 12 kGy 70°C / 3h
3 ¥ i
LATEX LATEX LATEX PRE
VULCANIZADO VULCANIZADO VULCANIZADO
R FILTRACAO 4 |
)
DERRAME
y
GELIFICACAQ
temperatura amb. / ar
LIXIVIACAO
H,0 /70°C / 15min
¥
SECAGEM"
70°C / 1:30h
VL l 1 A
FILME DE LBN FILME DE LBN | | FILME DE LBN FILME DE LBN
NAO | VULCANIZADO | | VULCANIZADO VULCANIZADO
VULCANIZADO COM 250 kGy || COM An-B/KOH COMS
e 12 kGy

- . b . .
Dietilditiocarbamato de zinco ~ No processo convencional ocorre secagem e vulcanizagio

Figura 1 - Esquema de obten¢do dos filmes de latex de borracha natural.



38

A espessura foi calculada como a média de trés determinagdes efetuadas na
regido central e extremas da por¢do paralela central do corpo de prova. Utilizou-se
um micrometro vertical graduado em 0,00lmm da Mitutoyo para medigdo das
espessuras € os corpos de prova que apresentaram diferenga entre as trés medidas de

espessura, superior ao limite maximo de variagdo de 0,08mm, foram descartados.

3.4.1.2 - Procedimento Experimental

Os corpos de prova foram submetidos a uma forga de tragdo at€ a ruptura. Os
valores da RT na ruptura, em MPa, foram calculados conforme a equagdo 31, onde
F ¢ a forga aplicada para romper o corpo de prova em kgf, E € a espessura do corpo
de prova em mm e L ¢ a largura do corpo de prova na regido de ensaio, que € a

mesma que a do cunho da faca modelo C (6,28mm). O resultado da RT para cada

filme de LBN foi expresso como a média de trés determinagdes.

RT = 9,807F/EL (31)

3.4.2 - Citotoxicidade

O ensaio foi realizado conforme ISO 10993-5/92°', em condigdes assépticas
em uma capela de fluxo laminar Trox modelo FLV. Foram utilizadas células de
ovario de hamster chinés K-1 da American Type Culture Collection (CHO),
cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 e soro fetal bovino (FCS) da Cultilab
Materiais para Culﬁua de Células Ltda. A penicilina - estreptomicina e tripsina,

utilizadas no cultivo, foram da Sigma Chemical Co. Os demais reagentes foram de

grau analitico e a dgua utilizada foi destilada.

tomay
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3.4.2.1 - Preparacio dos Extratos

Para realizar a extragdo dos componentes de cada filme, usou-se 0,2g de
material de teste/mL de meio de cultura constituido por RPMI 1640 com 10% de -
soro fetal bovino (RPMI+FCS) e 100 pg/mL de penicilina-estreptomicina. Os quatro
filmes de LBN foram pesados e cortados em tiras de 30 x 1 x Imm e colocados em
frascos de vidro esterilizados e autoclavados a 121°C durante 20 minutos em uma
autoclave Phoenix. Apos a esterilizagdo foi adicionado o meio de cultura aos frascos
com o material de teste e estes colocados em uma estufa da Fanen a 37 £ 1°C por 72
horas para extra¢do. O extrato foi diluido com meio de cultura RPMI+FCS € o
material de teste foi descartado. Utilizou-se a solugdo de fenol a 2%, como controle

positivo € polietileno de alta densidade como controle negativo do teste de
citotoxicidade.

3.4.2.2 - Cultura Celular

As células CHO foram cuitivadas em frascos contendo meio RPMI+FCS e em
estufa da Forma Scientific modelo 3159, a 37 + 1°C, em atmosfera de 5% de CO, e
95% de ar umidificado. Apos a reprodugdo celular, o meio de cultura foi removido e
as c€lulas foram lavadas com uma solugio tampdo de fosfato, livre de fons caicio e
magnésio. Em seguida as células foram tratadas com uma solugdo de tripsina a
0,25% para seu descolamento dos frascos e transferidas para uma centrifuga da
Fanen modelo 204NR de 1000rpm onde, apds 5 minutos de centrifugac¢do, foram
lavadas com a solugdo tampdo. As células foram ressuspensas em meio RPMI+FCS
¢ ajustadas para uma concentragdo de 100 células/mL. Foram colocados 2mL da
suspensdo de c€lulas em placas para cultura de 60mm de didmetro e incubada por 4
horas para adesdo nas placas. O meio foi entdo removido das placas e substituido
por SmL de meio de cultura fresco, como controle, ou 5mlL de extrato do material

de teste diluido. Cada concentragio de extrato foi testada em triplicata. As células

foram incubadas em estufa a 37°C = 1°C em atmosfera de 5% de CO, e 95% de ar
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umidificado por 7 dias para a formagdo das colonias. Apés esse periodo, o extrato
foi removido das placas e as coldnias formadas foram fixadas com uma solugdo de
formol a 10% e coloridas com Giemsa. O excesso de corante foi retirado com agua
e as placas colocadas para secar. O numero de colonias visiveis na placa foi
contado. O {ndice de Citotoxicidade (IC50% - concentragio de extrato que inibe a
formagdo de 50% das colonias em relagdo ao controle) foi estimado, ajustando
modelos matematicos as curvas construidas a partir da porcentagem de coldnias

formadas em relagdo ao controle, versus a concentra¢io do extrato expressa em
porcentagem.

3.4.3 - Toxicidade Sistémica

O ensaio de toxicidade sistémica em camundongos foi baseado nas normas
ISO 10993-11/93** , USP 23-NF18/95"” ¢ ASTM F619/91°®. O animal utilizado foi
o camundongo da ra¢a Balb/c do sexo masculino, pesando entre 17 a 23 gramas ¢
reproduzido no Biotério do IPEN. Utilizou-se ra¢dio da marca Nuvital e dgua potével

na alimentagdo dos animais. Os meios extratores foram preparados com reagentes
de grau analitico e dgua destilada.

3.4.3.1 - Preparacio dos Extratos

Os extratos foram preparados usando, para cada filme, 0,5g de material de
teste/mL de meio extrator. Assim, os 4 filmes de LBN foram pesados e cortados,
individualmente, em tiras de 30 x 1 x 1lmm e colocados em frascos de vidro
esterilizados e autoclavados a 121°C durante 20 minutos em autoclave vertical da
Phoenix. Apds a esterilizagdo, os meios extratores foram adicionados aos tubos de
vidro com o material de teste e estes colocados em uma estufa da Fanen a 37 + 1°C
por 72 horas para extrag¢do. Foram utilizados 4 meios extratores: solugdo 0,9 g/L de
NaCl ou salina (SS), solugdo etanol:salina (SES) 1:20 v/v, polietileno glicol 400
(PEG) da Oxiteno e oleo vegetal de milho, (OM). Entdo, foram preparados 4
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extratos para cada filme, sendo cada extrato acompanhado de um controle
constituido somente pelo meio extrator. O PEG do controle e do extrato foram

diluidos com SS na proporgdo de 1g de PEG em 4mL de solugdo para fornecer
250mg de PEG/mL.

3.4.3.2 - Procedimento Experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em grupos de cinco unidades.
Cada animal foi identificado através da marcagiio na cauda e submetido a pesagem.
Os animais foram aclimatados a 23 £ 1°C e receberam ragdo e agua aa libitum. Os
extratos foram administrados por via intraperitoneal na dose de 20 mL/kg conforme
preconizado na Farmacopéia Americana’’ e na norma I1SO 10993-1 1/93° com
ligeiras modifica¢des. As modificagdes introduzidas, em relag@o as normas, foram a
utilizagdo da via de administragdo intraperitoneal para todos os tratamentos, a

reducdo do volume de administragdo para 20 mL./Kg e a dose do PEG para 5 g/kg.

A cavidade peritoneal apresenta rica vascularizagio, permitindo uma absor¢do
rapida do extrato, e em pesquisas laboratoriais, a via intraperitoneal € de uso
rotineiro, em substitui¢do a via intravenosa. Além de que, a via intravenosa presta-
se principalmente, a obten¢do de concentragdes sanguineas elevadas e efeitos
imediatos, exigindo muito mais cuidado com efeitos adversos, que a via
intraperitoneal. A reducdo do volume de administra¢do de 350 mL/kg para 20
mL/kg58 foi realizada como medida preventiva de efeitos adversos causados por
excesso de volume de liquido nes camundongos. O valor do PEG foi reduzido em
relagdo ao recomendado pela morma devido a dose de 10 g/kg ter promovido
sedacdo nos animais de controle nas primeiras 4 horas apos os tratamentos, 0 que
pode ser explicado devido ao valor muito proximo da dose letal (DLso) de 14,5
g/kg6°. Os animais foram observados quanto a sinais e sintomas apresentados,
imediatamente apds os tratamentos até a 4* hora, e a intervalos de 24 horas até 72

horas. Foram confrontados o comportamento dos animais inoculados com o material



de teste com os dos animais de controle, ou seja, inoculados somente com 0 meio

extrator. Ao final das 72 horas todos os animais foram pesados e o experimento
encerrado.



Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais serdo apresentados e discutidos inicialmente
quanto a selecdo e caracterizagdo do LBN. A seguir, sera discutido o efeito da dose
na propriedade de RT dos filmes de LBN vulcanizado pelo processo alternativo, e
consequentemente, a obtengdo da DV correspondente, além de avaliar os valores de
RT dos filmes representativos de ambos os processos, convencional e alternativo, €
compara-los com especificages. Finalizando, serdo discutidos os efeitos
toxicologicos aspresentados pelos 4 filmes de LBN: filme ndo vulcanizado,

vulcanizado com enxofre, vulcanizado com raios gama e vulcanizado com raios

gama € An-B.

4.1 - SELECAO DO LATEX DE BORRACHA NATURAL

O LBN em estudo, foi centrifugado uma dnica vez, como ocorre normalmente
com os LBN comercializados, € classificado como HA. As Tabelas 9 ¢ 10, mostram

a classificagdo do LBN centrifugado, segundo as normas ABNT EB226/89% ¢ ISO
2004/88°".

A selegdo do LBN para a vulcanizagéo pelo processo alternativo, foi baseada
em estudos sobre sua vulcanizagdo com radiagdo ionizante®?, que sugerem a
utiliza¢do do tipo HA, por proporcionar uma DV menor e um valor de RT maior.

Adotou-se o mesmo tipo de LBN para o processo convencional, pois ndo foi

~OMISSAC kil L. i rwosunizs RUCLEAR/SP IPEM
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encontrado na literatura nenhum estudo indicando um tipo especifico de LBN para

este processo.

Tabela 9 - Tipos de LBN concentrado por centrifigagio conforme ABNT
EB226/89".

Tipos |Descricio

Al Latex concentrado por centrifuga¢do, preservado somente com alto teor
de amonia, ou com alto teor de amonia e outros agentes de preservagao.
A2 Léatex concentrado por centrifugagio, preservado com baixo teor de

amonia € com outros agentes de preservacdo.

Tabela 10 - Tipos de LBN concentrado por centrifugacdo conforme ISO 2004/88°".
Tipos |Descrigdo

HA Latex concentrado por centrifuga¢éo preservado com amonia, € com uma
alcalinidade superior a 0,60% (m/m) sobre o LBN.

LA Latex concentrado por centrifugagio preservado com amoénia € com
outros agentes de preservagdo, € com uma alcalinidade inferior a 0,29%
(m/m) sobre o LBN.

XA |Léatex concentrado por centrifugagio preservado com aménia € com

outros agentes de preservagio, € com uma alcalinidade superior a 0,30%
(m/m) sobre o LBN.

Pesquisa realizada sobre os efeitos de substincias ndo borracha do LBN na
vulcanizagdo induzida com radiagdo, sugere que parte dessas substincias soliveis
em meio aquoso, que atuam como inibidores da vulcanmiza¢io, sdo removidas na
primeira centrifugacdo, melhorando assim a eficiéncia da radiacdo. Consecutivas
centrifugacdes, ao contrario, abaixam os valores méaximos de RT®. Assim o LBN

selecionado, centrifugado uma tnica vez, também favorece a vulcanizagio induzida

com radiagdo ionizante.
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Outros estudos, como por exemplo sobre 0 LA-TZ, que ¢ um LBN com baixo
teor de aménia e preservado com dissulfeto de tetrametiltiurd (TMTD) e ZnO,
necessita, geralmente, de uma DV maior que a do LBN com alto teor de amoénia,
pois o TMTD atua como um capturador de radicais, diminuindo, consequentemente,
as liga¢Oes cruzadas entre as macromoléculas poliméricas da borracha®. Portanto a
escolha do LBN preservado com alto teor de amonia foi feita por atender tanto aos

requisitos da vulcanizagio induzida com radiagfo ionizante como os da realizada na

presenga de enxofre e calor.

O LBN ¢ natural, e por isso, tanto a sua composi¢do como o seu
comportamento, fisico, quimico € mecanico, sdo complexos. Muitos pardmetros que
influenciam o crescimento da arvore, processos de preservagdo € centrifugacdo,
também afetam a qualidade do LBN, que por sua vez também influenciam as
caracteristicas ¢ qualidades do produto final. Por isso o LBN comercial foi
submetido a ensaios fisicos e quimicos cujos resultados, apresentados como a média

de duas determinagdes, sdo apresentados nas Tabelas 11 a 19.

Foram determinados no LBN os valores de 61,57% de ST (Tabela 11) e
60,17% de BS (Tabela 12). Esses valores s3o importantes para a determinagido da
quantidade de produtos quimicos a serem adicionados ao LBN para sua

vulcanizag@io. Além disso, sfo pré requisitos para a realizagio de outros ensaios. O

conteido de SNB foi de 1,40%.

Tabela 11 - Determinagfo do teor de sélidos totais do LBN.

Amostra mypn (8) my s (g) ST (%) ST médio (%)
01 2,013 1,238 61,500 61,57

02 2,015 1,242 61,637
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Tabela 12 - Determinagio do teor de borracha seca do LBN.

Amostra my pn (8) mcs (g) BS (%) BS média (%)
01 10,091 6,072 60,172 60,17
02 10,007 6,022 60,177

No LBN foi determinado 0,65% de AT (Tabela 13) e 1,70% de AA na fase
aquosa (Tabela 14). Esses valores demonstram adequada preservagdo e provavel
inibigdo da atividade microbiolégica.

Tabela 13 - Determinagéo da alcalinidade total do LBN.

Amostra my N (8) Vaa (mL) AT (%) AT média (%)
01 5,015 18,9 0,652 0,65
02 5,049 19,2 0,658

Tabela 14 - Determinagéo da alcalinidade em NH; do LBN.

Amostra AA (%) AA média (%)
01 1,697 1,70
02 1,712

O Ikon, foi de 0,68 (Tabela 15). Esse indice é deﬁnfdo como o0 numero de
gramas de KOH equivalente aos acidos presentes como sais de amonia, em uma
quantidade de LBN contendo 100g de ST. Esse valor estd relacionado com a
atividade microbiana, entretanto, ele ndo distingue os sais de amonia de acidos nio
voléteis (acido ol€éico, estearico, polipeptideos e proteinas), cujos anions elevam a

estabilidade do LBN, dos 4cidos volateis que o desestabilizam.

Tabela 15 - Determinagdo do indice de KOH do LBN.
Amostra My pN (8) Vkon (mL) Ixon Ixon médio

01 81,01 11,33 0,67 0,68
02 81,02 11,67 0,69
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O Iagv determinado foi de 0,03 (Tabela 16), um valor que assegura boas
condigdes de preservagdo do LBN. Os anions de acidos graxos voléteis (acido
acético, acido formico e 4cido propidnico) sfo formados pela agdo de
microorganismos sobre certos carboidratos presentes no soro, € seus valores,
fornecem uma medida da extensdo da atividade microbiana que esta ocorrendo no
LBN, desde a sua extragfio da arvore'® . Por isso, quanto menor forem seus valores,

maior € a estabilidade do LBN quanto a4 degradag@o microbiologica.

Tabela 16 - Determinag@o do indice de acidos graxos volateis do LBN.

Amostra my pN (8) Vxon (mL) Iagvy Iagv médio
01 50,037 1,9 0,029 0,03
02 50,051 2,1 0,032

O conteudo de coagulo de 0,005% (Tabela 17), indica baixa concentragéo de

fragmentos do polimero, nata ou substincias estranhas ao LBN de particulas

superiores a 180p. Assim esse valor indica um bom grau de estabilidade quanto a

coacervagdo do polimero.

Tabela 17 - Determinag&o do teor de coagulo do LBN.

Amestra my gy (8) mcs (g) C (%) C médio (%)
01 200,07 0,008 0,004 0,005
02 200,05 0,012 0,006

O valor da EM foi de 670 segundos (Tabela 18). Esse valor corresponde a

medida de resisténcia do LBN quanto as influéncias mecénicas que tendem a

desestabiliza-lo através do aumento do niimero de colisGes das particulas. Portanto

valores mais elevados sio desejados.
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Tabela 18 - Determinagdo da estabilidade mecénica do LBN.

Amostra EM (s) EM média (s)
01 668 670
02 672

Quanto a viscosidade do LBN, o valor determinado foi de 107 cP (Tabela 19).

Esse valor € importante para o controle da espessura do filme de LBN.

Tabela 19 - Determinag&o da viscosidade do LBN.

Amostra Leitura Viscosidade Viscosidade média
(escala 100) (cP) (cP)
01 53 106 107
02 54 108

Os resultados das caracteristicas do LBN concentrado por centrifugagdo e
preservado com aménia foram comparados com a especificag@o brasileira de LBN

concentrado ABNT EB226/89> ¢ a especificagéio internacional ISO 2004/88°"!
(Tabela 20).

Quanto aos teores de Cu € Mn, apenas 0 Mn foi detectado e o valor foi de
277ppb, muito inferior ao limite maximo de 8ppm. Por outro lado, alguns
pesquisadores®, sugerem um limite maximo de 10ppm de Mg, porque atribuem a
este ion os efeitos de abaixamento da RT. Por isso, neste estudo foi determinado o
conteudo de 63ppm de Mg, que pode justificar o valor de 670s da EM, que ¢
ligeiramente superior ao limite minimo de 540s, especificado pelas normas. Assim,

pode-se prever que os valores de RT dos filmes deste LBN ndo serdo muito

elevados.

~OMiSSAD NAGICHL: . L tuniie WUCLEAR/SP IPER



Tabela 20 - Caracteristicas do LBN comercial.
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Ensaios Unidades | Resultados A.B.N.T ISO
EB 226/89> | 2004/88%
Solidos Totais % 61,57 min. 61,5 min. 61,5
Borracha Seca % 60,17 min. 60,0 min. 60,0
Sélidos Ndo Borracha % 1,4 max. 2,0 max. 2,0
Borra % nr* méax. 0,1 méax. 0,1
Coagulo % 0,005 max. 0,05 max. 0,05
Viscosidade cP 107 60-180 -
Estabilidade Mecanica S 670 540-1800 min. 650
Alcalinidade Total % 0,65 - min 0,60
Alcalinidade em NH; % 1,70 >1,6 -
~ Indice de KOH - 0,68 méx. 0,80 méx. 1,0
Indice de Acidos - 0,030 méx. 0,20 max 0,20
Graxos Volateis '
Cu ppm nd’ mAx. 8 max. 8
Mn ppm (27710” mAx. 8 max. 8
Cor - branco nao ndo
pronunciada | pronunciada
azul ou cinza | azul ou cinza
Odor - néo putrefato

ndo putrefato

ndo putrefato

* ndio realizado, ® ndo detectado 4 nivel de ppm.
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Os valores de borra, ndo foram determinados porque sdo, normalmente,

pardmetros de controle do produtor, € ndo sdo fornecidos no laudo de analise da

matéria prima.

Nenhum dos resultados obtidos pela caracterizagdo do LBN ultrapassaram os
limites estabelecidos pelas normas ABNT EB226/89% ¢ ISO 2004/88°'. Essas
normas especificam os limites aceitaveis para os ensaios fisicos e quimicos do LBN

que asseguram, a qualidade da matéria prima, assim o LBN foi considerado

adequado para utilizagdo neste estudo.

4.2 - RESISTENCIA A TRACAO

4.2.1 - Latex de Borracha Natural Vulcanizado Sem Radiossensibilizador

A Figura 2, obtida da Tabela 21, mostra a curva ajustada, segundo um modelo
de regressdo polinomial do segundo grau64 (Apéndice), da RT de filmes de LBN
vulcanizado sem radiossensibilizador, em intervalos de dose de 0 a 440kGy, onde

cada ponto do grafico corresponde 4 média de 3 determinagdes experimentais.

Para este LBN, vulcanizado sem radiossensibilizador, estimou-se conforme
modelo de regressdo polinomial do 2° grau, o valor da DV em 233kGy, € o valor
maximo da RT em 17,81MPa (Apéndice). Entretanto, utilizou-se neste estudo a DV
de 250kGy por motivos de facilidade operacional, uma vez que, esse valor encontra-

se no intervalo de confianga de 95% da curva ajustada e ndo produz diferengas

significantes no valor da RT méxima.
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Figura 2 - Efeito da dose na resisténcia a tragfo de filmes de LBN vulcanizado com
raios gama na auséncia de radiossensibilizador.

Tabela 21 - Valores experimentais da resisténcia a tragdo de filmes de LBN
vulcanizado com raios gama na auséncia de radiossensibilizador.

Dose Resisténcia a Tragao (MPa)

(kGy) Corpo de prova Média
1 2 3

0 10,22 9,71 10,31 10,08
20 11,96 11,58 11,85 11,80
40 9,65 12,51 12,55 11,57
75 13,90 12,93 12,98 13,27
120 17,49 19,16 18,75 18,47
155 18,78 13,69 16,24 16,24
200 16,66 15,16 16,30 16,04
230 16,95 19,05 18,84 18,28
270 16,59 19,06 19,08 18,24
300 17,42 17,05 17,92 17,43
360 16,47 16,20 15,44 16,04
440 12,45 10,59 10,65 11,23




52

Nesse processo de vulcanizagdo, sem radiossensibilizador, a vulcanizagéo
desenvolvida, ocorre através da formagdo de macroradicais poliméricos que reagem
entre si, promovendo a reticulagio direta entre os atomos de carbono, e a formagéo
de radicais provenientes da radidlise da agua, que participam de forma indireta na

reticulagdio das macromoléculas poliméricas™”*°.

4.2.2 - Latex de Borracha Natural Vulcanizado Com Radiossensibilizador

A Figura 3, obtida da Tabela 22, mostra a curva ajustada, segundo modelo de
regressdo segmentada® (Apéndice), da RT de filmes de LBN vulcanizado com
radiossensibilizador (An-B/KOH), em intervalos de dose de 0 a 35 kGy, onde cada

ponto do grafico corresponde 4 média de 3 determinagdes.

l\.\-

RT (MPa)

15 20 25 30 35 40 45 50
Deose (kGy)

Figura 3 - Efeito da dose na resisténcia a tra¢do de filmes de LBN vulcanizado com
raios gama na preseng¢a do radiossensibilizador.

Para o LBN com radiossensibilizador (An-B/KOH), segundo modelo de

regressdo segmentada, estimou-se a DV em 12kGy, e o valor maximo da RT foi de
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22,95MPa (Apéndice). Assim, o uso do An-B como radiossensibilizador, abaixou
cerca de 20 vezes o valor da DV, devido, ao seu alto valor de Gagica » qu€ pPromoveu

um aumento na velocidade reticulagio.

Tabela 22 - Valores experimentais da resisténcia a tragdo de filmes de LBN
vulcanizado com raios gama na presenga de radiossensibilizador.

Dose Resisténcia a Traciio (MPa)
(kGy) Corpo de prova Média
1 2 3

0 5,38 5,49 5,20 5,36
5 14,92 14,41 14,47 14,60
7 14,91 15,36 15,00 15,09
10 18,51 20,96 19,28 19,58
14 22,52 23,01 23,80 23,11
20 22,23 22,04 21,52 21,93
35 20,39 21,32 22,22 21,31

Neste processo de vulcanizagdo do LBN, com o radiossensibilizador An-B, os
radicais acrilicos reagem com o radical polimérico através do processo de
enxertia’®’. Desta forma, a evolugdo da seqiiéncia acrilica enxertada no radical
polimérico € interrompida quando encontra um outro radical polimérico. Assim, a
reticulagdo ocorre durante a irradiagdo, através de uma ponte acrilica
intermolecular®®. As vantagens deste processo s@o a viabilidade de reticulagdo entre
radicais distantes e a presenga de duplas ligagdes que servem de sitios ativos para a
formag@o da ponte acrilica, que permitem a formagdo da estrutura reticulada’®.
Também ocorre a reticulagio das moléculas do 1,4 cis poliisopreno como na

vulcanizagdo sem radiossensibilizador.

Em ambas as curvas experimentais, os valores da RT dos filmes de LBN

(Figuras 2 e 3) aumentaram com o aumento da dose até um valor mdximo e depois,
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decresceram, devido ao aumento das ligagdes cruzadas que a partir de um certo grau

de reticulagdo comegam a impedir a mobilidade das moléculas®.

Valores de RT de filmes de LBN vulcanizado com 250kGy, An-B e 12kGy, €
com enxofre, foram comparados com especificagdes de luvas (Tabela 24). O valor

da RT do filme de LBN vulcanizado com enxofre foi determinado como a média de

3 determinagdes (Tabela 23).

Tabela 23 - Valores experimentais da resisténcia a tragdo do filme de LBN
vulcanizado com enxofre.

Resisténcia a Tracdo (MPa)

Corpo de prova Média
1 2 3
23,36 23,24 23,43 23,34

Tabela 24 - Resisténcia 4 tragdo de filmes de LBN e de especificagdes de luvas.
Filmes de LBN RT ASTM ASTM ASTM
(MPa) D3577/91% | D3577/91% | D3578/95%

Luvas cirrgicas | Luvas cirlirgicas |Luvas para exame

Tipo1 Tipo 1
Vulcanizado minimo minimo minimo
com enxofre 23,34 24,0MPa 17,0MPa 14,0MPa
Vulcanizado
com 250kGy 17,75 - - -

Vulcanizado com
12kGy e An-B/KOH 22,95 - - -

Os valores de RT na ruptura de 23,34MPa e 22,95MPa, dos filmes de LBN
vulcanizado com enxofre € com An-B/KOH e 12 kGy, respectivamente, sdo
semelhantes € maiores que aquele vulcanizado com 250kGy de 17,75MPa. Essa
diferenga entre os valores de RT dos filmes vulcanizados com radiagdo ionizante,

também ocorreu em estudos de outros pesquisadores' .
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Os valores de RT dos filmes vulcanizados, por ambos os processos, poderiam
ser melhorados, provavelmente, utilizando-se um LBN com maior estabilidade
mecanica’, com menores teores de Mg’, e com um pés-tratamento com calor”. Por
outro lado, os valores das RT dos filmes vulcanizados com enxofre € vulcanizado
com raios gama na presenca de radiossensibilizador, comparadas com as
especificagdes de luvas, sdo satisfatorios para aplicagdo de alguns artefatos. Assim

todos esses filmes sdo representativos para investigagdes toxicologicas.

4.3 - EFEITOS TOXICOLOGICOS

4.3.1 - Citotoxicidade

A citotoxicidade foi expressa como IC50%, ou seja, indice citotoxico que
expressa a porcentagem de extrato dos materiais, que inibe a formagdo de 50% das
colonias de células. As Tabelas 25 e 26 mostram o nimero de coldnias de células
CHO formadas quando submetidas ao contato com extratos diluidos de polietileno
de alta densidade e solugdo de fenol a 0,2%, controles negativo e positivo,

respectivamente, do teste de citotoxicidade.

Para a cultura celular, foi utilizada a célula de ovario de hamster chinés (CHO)

K1, devido a sua linhagem estabelecida ser de uso rotineiro nas pesquisas da

Supervisdo de Radiobiologia.
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Tabela 25 - Valores experimentais do n® de colonias de células CHO formadas
quando submetidas ao contato com extrato do polietileno de alta
densidade (controle negativo).

Amostra Concentracio do Extrato (%)
0,0 60,0 80,0 100,0

01 126 123 126 133

02 117 131 110 131

03 120 114 108 128

Média 121 122 115 131
Formacio de colonias em 100 101 95 108

relagiio ao extrato 0,0* (%)

? Quociente entre o nimero médio de coldnias contadas para cada concentragiio do extrato € o numero
médio de coldnias contadas para o extrato 0,0.

Tabela 26 - Valores experimentais do n® de col6nias de células CHO formadas
quando submetidas ao contato com solu¢do de fenol a 0,2% (controle

positivo).
Amostra Concentracio do Extrato (%)
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
01 173 145 82 54 33 0
02 172 152 78 60 23 0
03 181 155 77 56 25 -0
Média 175 151 79 57 27 0
Formacio de colonias em 100 86 45 33 15 0
relacdo ao extrato 0,0° (%)

* Quociente entre o niimero médio de coldnias contadas para cada concentragdo do extrato ¢ o numero
médio de col6nias contadas para o extrato 0,0.

A Figura 4 mostra as curvas ajustadas do controle positivo e negativo do teste

de citotoxicidade, segundo um modelo de regressio linear simples“.
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Figura 4 - Curva ajustada da citotoxicidade do polietileno de alta densidade-controle
negativo (1) e da solugdo de fenol a 0,2%-controle positivo, (2).

Para o controle negativo nfo foi detectado inclinagdo da reta ajustada
(Apéndice), ou seja, o extrato de polietileno de alta densidade ndo inibiu a formagéo
de colénias, e portanto foi representado por um valor de IC50% > 100. Para o

controle positivo 0 IC50% foi estimado em 4,66% com um intervalo de confian¢a

de 95% = [3,65 ; 5,68].

As Tabelas 27 a 30, mostram o niimero de colonias de células CHO formadas
quando submetidas ao contato dos extratos diluidos dos 4 filmes de LBN em estudo.
Os extratos foram preparados utilizando-se meio de cultura com soro e mantendo-se
o material em contato com o meio a 37°C por 72 horas, devido ao requisito da

norma quanto as condi¢des de uso do material e do meio extrator.

~OMISSAD NACITN:. L ik LUGLEAR/SP IPER
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Tabela 27 - Valores experimentais do n® de col6nias de células CHO formadas

quando submetidas ao contato com extrato de filme de LBN
vulcanizado com enxofre.

Amestra Concentrac¢io do Extrato (%)
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 20,0

01 114 107 0 0 0 0

02 122 119 0 0

03 120 108 0 0 0 0

Média 119 111 0 0 0 0

Formacio de colonias em 100 94 0 0 0 0
relaciio ao extrato 0,0* (%)

2 Quociente entre o niimero médio de colénias contadas para cada concentragiio do extrato e o nimero
médio de coldnias contadas para o extrato 0,0.

Tabela 28 - Valores experimentais do n® de coldnias de células CHO formadas

quando submetidas ao contato com extrato de filme de LBN
vulcanizado com 250kGy.

Amostra Concentracéio do Extrato (%)
0,0 | 30,0 | 40,0 | 50,0 | 60,0 | 70,0 | 80,0 | 90,0 {100,0

01 103 | 100 | 100 | 81 26 0 0 0 0

02 103 | 110 | 100 | 79 | 25 0 0 0 0

03 111 | 105 | 99 | 90 | 32 0 0 0 0

Média 106 | 105 | 100 | 83 | 28 0 0 0 0

Formagao de

colonias em rela¢io| 100 | 99 | 94 | 78 | 26 0 0 0 0

ao extrato 0,0* (%)

a - , . P .
Quociente entre o niimero médio de colénias contadas para cada concentragdo do extrato e o nimero
médio de colonias contadas para o extrato 0,0.
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Tabela 29 - Valores experimentais do n® de coldnias de células CHO formadas
quando submetidas ao contato com extrato de filme de LBN
vulcanizado com An-B e 12kGy.

N Amostra Concentracio do Extrato (%)
0,0 | 30,0 | 40,0 | 50,0 { 60,0 | 70,0 | 80,0 | 90,0 {100,0
. 01 119 | 110 | 98 | 83 0 0 0 0 0
‘ 02 103 | 105 | 96 | 49 0 0 0 0 0
03 107 | 112 | 84 | 80 0 0 0 0 0
Média 110 | 109 | 93 71 0 0 0 0 0
Formacio de
colonias em relagio| 100 | 99 | 84 | 64 0 0 0 0 0
ao extrato 0,0* (%)

a Quociente entre o nimero médio de colénias contadas para cada concentragiio do extrato € o namero
médio de coldnias contadas para o extrato 0,0.

Tabela 30 - Valores experimentais do n® de colonias de células CHO formadas
quando submetidas ao contato com extrato de filme de LBN ndo

vulcanizado.
Amostra Concentracio do Extrato (%)
0,0 | 30,0 | 40,0 | 50,0 | 60,0 | 70,0 | 80,0 | 90,0 100,0
01 100 | 108 | 91 45 0 0 0 0 0
02 113 | 103 | 85 41 0 0 0 0 0
03 106 | 101 | 97 | 42 0 0 0 0 0
Média 106 | 104 | 91 43 0 0 0 0 0
Formacio de
colonias em relagio| 100 | 98 8 | 40 0 0 0 0 0
ao extrato 0,0* (%)

* Quociente entre o nimero médio de coldnias contadas para cada concentragdo do extrato € o nimero
médio de colonias contadas para o extrato 0,0.

A citotoxicidade dos extratos dos filmes de LBN € mostrada na curva

experimental da Figura 5.
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Figura 5 - Citotoxicidade dos filmes de LBN: ndo vulcanizado (1) vulcanizado com

250 kGy (2), vulcanizado com An-B/KOH e 12 kGy (3) e vulcanizado
com enxofre (4).

Para calcular o IC50% dos filmes de LBN, ajustaram-se os modelos de
regressdo logistica®® para os filmes de LBN vulcanizado com radiagdo ionizante e
ndo vulcanizado, ¢ 0 modelo de Gompertz®’ para o filme de LBN vulcanizado com

enxofre (Apéndice). Os valores estimados dos IC50% e seus intervalos de confianga

a 95% sdo mostrados na Tabela 31.

Os extratos dos filmes de LBN ndo vulcanizado e vulcanizado com radiagio
ionizante, inibiram a formag¢io de 50% das colonias, nas concentragdes estimadas
de 47,47 a 54,81%. Por outro lado, uma pequena concentragdo de 2,81% do extrato
do filme de LBN vulcanizado com enxofre, foi suficiente para inibir o mesmo

numero de coldnias, equivalendo a um indice de toxicidade de aproximadamente 17

vezes maior.
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Tabela 31 - Valores das estimativas e intervalos de confianga dos indices de
citotoxicidade (IC50%) dos filmes de LBN

Filme de| Dose An-B S IC50% | Erro Limite Limite
LBN kGy phr phr Padréo | Inferior | Superior

1° - - - 4747 | 0,60 46,31 48,64
2’ 250 - - 54,81 | 0,72 53,39 56,23
3° 12 4 - 49,77 | 1,21 47,40 52,14
4° - - 0,8 2,81 - - -

Controle positivo® 4,66 | 0,52 3,65 5,68

Controle negativo® >100 - - -

® Filme de LBN nfio vulcanizado ° Processo alternativo ° Processo convencional © Solugdo de fenol a 0,2%
€ Polietileno de alta densidade

O valor estimado da citotoxicidade do filme de LBN vulcanizado com enxofre,
IC50% de 2,81, indica que ele € o mais citotoxico dentre os quatro tipos de filmes
de LBN avaliados, e esta citotoxicidade foi

atribuida ao composto

dietilditiocarbamato de zinco usado como acelerador no processo, cujo efeito toxico

ja foi relatado por outros pesquisadores™’*"".

O IC50% do filme de LBN nio vulcanizado, estimado em 47,47%, demonstra
a existéncia de substincias tOxicas presentes naturalmente na matéria prima,

enquanto que, o processo de vulcanizagdio com radiagdo ionizante, ndo apresentou

nenhum efeito além da citotoxicidade inicial.

Segundo alguns pesquisadores®’?, a citotoxicidade apresentada pelos filmes de
LBN irradiados, devido a substincias toxicas presentes naturalmente no LBN,
poderia ser diminuida por tratamento com solugfo alcalina. Além disso, o uso da
radiagdo ionizante na vulcanizagfio do LBN poderia promover a desnaturag@o das

proteinas presentes no LBN, levando a uma redugdo das reagdes alérgicas a elas

atribuidas®’.
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Os valores estimados dos IC50% dos filmes de LBN vulcanizado pelo
processo alternativo foram comparados com o filme nd3o vulcanizado. Foram
determinados os intervalos de confian¢a para as diferengas de suas IC50% a um

nivel de significincia global” de a=5% e os resultados obtidos sdo apresentados na
gni p

Tabela 32.

Tabela 32 - Comparagdo entre os valores de IC50% dos filmes de LBN vulcanizado

com radiagdo ionizante e do filme de LBN no vulcanizado.

Comparagio Diferenca Erro Padrao Limite Limite
(filmes) (IC50%) Inferior Superior
1°e2’ 7,34 0,94 5,33 9,33
1e 3° 2,30 1,35 -0,57 5,17
2°e 3° -5,04 1,41 -8,04 2,04
? Filme de LBN n#o vulcanizado ° Processo alternativo com 250kGy ® Processo alternativo com

12kGy e An-B/KOH

Comparando os intervalos de confianga do filme vulcanizado com An-B/KOH
e 12kGy, com o filme de LBN ndo vulcanizado, nenhuma diferen¢a significante foi
observada, porém em relagdo ao filme de LBN vulcanizado com 250kGy, os

intervalos de confianga comprovam que s#o diferentes.

Analisando os intervalos de confian¢a da diferenga entre o IC50% do filme
vulcanizado com 250kGy com o filme de LBN ndo vulcanizado, e analisando seus
respectivos valores de IC50% na Tabela 31, o filme irradiado com 250kGy
apresentou uma pequena diminui¢io da citotoxicidade, sugerindo que, um provavel
aumento da cisdo das moléculas pela radiagdo, tenha promovido uma maior

lixiviagdo das substéncias citotoxicas presentes no LBN.
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Pesquisa realizada por Tsuchiya e colaboradores’, com filmes de LBN
vulcanizado com radiag@o ionizante, foram avaliadas toxicologicamente através de
testes de citotoxicidade, implante em musculo de coelhos € hemolise. Os autores
demonstraram que a citotoxicidade dos filmes de LBN vulcanizados com radiagio
ionizante sdo menores que dos filmes vulcanizados com enxofre, e que no teste in
vivo os filmes vulcanizados com radiagdo ionizante apresentaram leve reagdo
inflamatoria do tecido muscular, mas essa reagdo foi passageira, e que os filmes
utilizados nesse experimento apresentaram atividade hemolitica. Combinando esses
resultados, os autores concluiram que os filmes vulcanizados com radiagédo
ionizante s3o mais seguros para aplicagdes como biomaterial, que aqueles
vulcanizados com enxofre, ndo sendo entretanto, inertes do ponto de vista
toxicolégico. Neste atual trabalho, os resultados de citotoxicidade também
comprovam menores efeitos toxicos dos filmes de LBN vulcanizados por irradia¢éo

que pelo método convencional com enxofre.

Ikarashi e colaboradores®, em estudos comparativos da toxicidade de
materiais de LBN vulcanizado com enxofre utilizando testes in vitro e in vivo,
mostraram um coeficiente de correlagio de 0,80 entre os resultados da
citotoxicidade e o teste de implante em musculo de coelhos. Nesse estudo, a
inflamagdo do tecido foi o indice de avaliagio do teste in vivo, que apresentou
melhor resposta quantitativa para comparagio com os resultados do 1C50% da
inibigdo da formagdo de coldnias pelos extratos dos materiais. O autor realizou seus
estudos com amostras de luvas cinirgicas ¢ domésticas de LBN vulcanizadas pelo
processo convencional, onde determinou quantidades significantes do acelerador de
processo do tipo ditiocarbamato. Os ensaios de citotoxicidade realizados com os
extratos dos materiais de LBN e com vérios aceleradores de processo do tipo
ditiocarbamato e mercaptobenzotiazol ¢ antioxidantes permitiram avaliar a forte

citotoxicidade promovida pelos aceleradores. Os mercaptobenzotiazois, no teste de
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citotoxicidade, mostram menor toxicidade que os ditiocarbamatos. Esses
apresentaram a seguinte ordem decrescente de toxicidade: ZDMC > ZDEC = ZPC >
ZEPC > ZDBC. Embora nesses artefatos também sejam utilizados antioxidantes,
substancias utilizadas para promover a protegdo do artefato da degradagéo
oxidativa, nesse estudo o autor demonstrou que a toxicidade do material €é devido,
na maioria, mais aos aceleradores do que aos antioxidantes. Segundo Ikarashi e
colaboradores? a citotoxicidade determinada pelo método de extragdo e formagédo
de colonias, teve uma correlagio melhor com a resposta do tecido muscular, que o
ensaio pelo método de difusdo com agar’® e, aparentemente, aquele ensaio foi mais
objetivo, devido a sua descri¢do quantitativa da toxicidade como IC50% e a
facilidade da simples contagem de coldnias. Ikarashi juntamente com Nakamura e
colaboradores’! ja haviam demonstrado, em estudos anteriores, que a citotoxicidade
¢ a irritabilidade de tecidos, provocada por produtos de LBN, sdo devido,
principalmente, a residuos de ditiocarbamatos, entretanto ndo haviam determinado

seu grau de correlagdo dos testes in vitro € in vivo.

Trabalhos realizados com cateteres urinarios de LBN wvulcanizado
convencionalmente, também demonstram forte toxicidade em cultura de células e

em testes in vivo desses produtos*’””.

4.3.2 - Toxicidade Sistémica

A toxicidade sistémica aguda em camundongos, dos 4 tipos de filmes de LBN
foi avaliada em termos da mortalidade ¢ do peso corporeo dos animais testados,

juntamente com os sinais € sintomas desenvolvidos durante o periodo de 72 horas

de experimento. As Tabelas 33 a 36 mostram os valores médios = desvio padrdo do
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peso corporeo € a mortalidade de 5 camundongos por tratamento, submetidos ao

teste de toxicidade sistémica dos filmes de LBN.

Tabela 33 - Valores médios do peso corpéreo e mortalidade de camundongos
sistémica do filme de LBN ndo

submetidos ao teste de toxicidade

vulcanizado.
Meio Extrato Controle
extrator, Peso Corpéreo (g) | Mortalidade” | Peso Corpéreo*(g) |Mortalidade”’
Via e Dose 0°Dia 3®Dia 0%Dia 3%Dia
SS
LP.;20 mL/kg | 20,50+0,39 {21,90+0,61 0/5 20,3610,34 | 22,1310,16 0/5
SES
LP.;20 mi/kg | 20,54+0,44 |22,09+0,60 0/5 20,441+0,31 | 22,03+0,61 0/5
PEG-400
LP;5g/kg | 20,4810,64 [22,79+1,37 0/5 21,1610,69 | 23,77+1,61 0/5
OM
LP.;20 mL/kg nr nr nr nr nr nr

® Média + desvio padrdo de 5 camundongos, ® n° de mortos/n® de animais testados, NI = n3o realizado

O teste de toxicidade sistémica do filme de LBN ndo vulcanizado nido foi

realizado com o meio extrator oleoso, devido a solubilidade do material nesse

solvente.

Nenhum extrato dos filmes causou a mortalidade dos animais testados durante

o periodo experimental de 72 horas.

Todos os animais, submetidos ao teste, ganharam peso durante o periodo do

experimento.
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Tabela 34 - Valores médios do peso corporeo e mortalidade de camundongos

submetidos ao teste de toxicidade sistémica do filme de LBN
vulcanizado com enxofre.

Meio Extrato Controle
extrator, Peso Corporeo’ (g) | Mortalidade”| Peso Corpéreo®(g) |[Mortalidade”
Via e Dose 0%Dia 3%Dia 0%Dia 3%Dia
SS
LP.; 20 ml/kg | 18,95+0,33 | 21,91+0,48 0/5 18,8140,30 { 21,61%1,60 0/5
SES
LP.;20 ml/kg | 19,18+0,58 | 21,42+1,34 0/ 19,76£0,23 | 22,5610,26 0/5
PEG-400
I.P.;5 g/kg 20,7610,46 | 23,10t1,16 0/5 20,6610,77 | 23,31+0,77 0/5
OM
LP.; 20 mL/kg | 18,9440,25 | 20,86+1,04 0/5 18,88+0,23 | 21,6210,46 0/5

? Média + desvio padréo de 5 camundongos, ® pe de mortos/n® de animais testados.

Tabela 35 - Valores médios do peso corpoéreo e mortalidade de camundongos

submetidos ao teste de toxicidade sistémica do filme de LBN

vulcanizado com 250kGy.

Meio Extrato Controle
extrator, Peso Corporeo®(g) | Mortalidade’| Peso Corporeo®(g) |Mortalidade’
Via e Dose 0°Dia 3%Dia 0°Dia 3'Dia

SS
LP.;20 mL/kg | 22,45+1,36 | 24,2412 .61 0/5 22,05+1,63 | 23,98+1,52 0/5

SES
LP.; 20 mL/kg | 21,5140,65 | 23,47+1,64 0/5 23,30+0,45 | 25,3110,62 0/5
PEG-400
LP.; 5 g/kg 21,04+0,98 | 23,22+0,70 0/5 21,5141,19 | 24,19+0,69 0/5

oM
LP.; 20 mL/kg | 21,68+0,52 | 23,22+0,70 0/5 22,2341,06 | 23,9740,79 0/5

% Média + desvio padrdo de 5 camundongos,

b .
n° de mortos/n® de animais testados.
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Tabela 36- Valores médios do peso corpéreo e mortalidade de camundongos
submetidos ao teste de toxicidade sistémica sistémica do filme de LBN
vulcanizado com An-B/KOH e 12kGy.

Meio Extrato Controle
extrator, Peso Corpreo® (g) |Mortalidade”| Peso Corpéreo® (g) [Mortalidade”
Via e Dose 0°Dia 3%Dia 0°Dia 3%Dia
SS
LP;20mL/kg | 19,9240,31 | 22,0610,42 0/5 19,85+0,47 | 22,0740,45 0/5
SES
LP.;20 mL/kg | 202140,09 | 22,4410,31 0/5 20,1140,63 | 22,47+1,12 0/5
PEG-400
LP;5gkg | 20,8040,70 | 23,45+1,00 0/5 21,09+0,72 | 23,52+1,06 0/5
OM
LP.;20 mL/kg | 20,1440,33 | 22,1610,65 0/5 19,7840,45 | 21,8110,60 0/5

? Média + desvio padrdo de 5 camundongos, ® n° de mortos/n® de animais testados.

Um resumo das variagdes médias do peso corpdreo dos camundongos

submetidos ao teste de toxicidade sistémica de todos os filmes de LBN é mostrado

na Tabela 37.

Tabela 37 - Variagdo média de peso corpdreo de camundongos submetidos ao teste
de toxicidade sistémica de filmes de latex de borracha natural.

Meio Variag¢io de peso corpéreo* (g)
extrator, Filme de LBN Filme de LBN Filme de LBN Filme de LBN
Via e niio vulcanizado | vulcanizado com | vulcanizado com | vulcanizado com
Dose 250kGy An-B e 12 kGy enxofre
Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle
SS
LP.; 20 mL/kg| 1,40+0,71} 1,7710,33} 1,79+1,42| 1,93+1,00} 2,1410,20{2,2210,42} 2,96+0,49 2,80+1,72
SES
LP.; 20 mL/kg | 1,5540,53| 1,5940,63] 1,96£1,57 2,01+0,70] 2,2340,27|2,36+0,57] 2,24+1,11} 2,80+0,39
PEG-400
LP.; 5 gkg |2,31%1,23| 2,62+1,22] 2,62+1,09| 2,68+0,88] 2,65+0,51|2,4340,40] 2,34+1,10| 2,65+0,27
oM
LP.; 20 mL/kg - - 1,54+1,04| 1,74+1,30] 2,02+0,35}2,0310,21} 1,93+0,92| 2,7310,48

? Média + desvio padrdo de 5 camundongos.
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Ajustaram-se quatro modelos de andlise de varidncia” (Apéndice) e, conforme
indicou a analise descritiva, as variagdes médias de massa dos camundongos sédo

iguais para todos os tratamentos.

Os sinais e sintomas dos animais foram acompanhados, imediatamente apés os

tratamentos até a 4 hora, e a intervalos de 24 horas até 72 horas (Tabelas 38 a 41).

Tabela 38 - Observagdes dos sinais e sintomas de camundongos submetidos a
toxicidade sistémica do filme de LBN n&o vulcanizado.

Meio Sinais e Sintomas®
extrator |Imediatamente 4 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle
SS an an an an an an an an an an
SES an an an an an an an an an an
PEG-400 an an an an an an an an an an
oM nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr

? 5 camundongos por tratamento, an = aparéncia normal, NI = no realizado.,

Tabela 39 - Observagdes dos sinais e sintomas de camundongos submetidos a
toxicidade sistémica do filme de LBN vulcanizado com enxofre.

Meio Sinais e Sintomas®
extrator |Imediatamente 4 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle
SS an an an an an an an an an an
SES an an an an an an an an an an
PEG-400 an an an an an an an an an an
OM S an S an an an an an an an
im im

s camundongos por tratamento, an = aparéncia normal, Nr = nfo realizado, S = sedagio, im =
incoordenagiio motora.
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Os animais testados com o extrato oleoso do filme de LBN vulcanizado com
enxofre apresentaram incoordenag¢do motora e sedagdo nas primeiras 4 horas de
tratamento. Apds esse periodo, os animais, observados visualmente, mostraram
aparéncia normal até completar as 72 horas de observagdo do experimento. Portanto
as substincias dos filmes de LBN wvulcanizado com enxofre, que causaram as
reagdes toxicas in vivo, mesmo que passageiras, foram devido aos produtos
quimicos utilizados no processo de vulcanizagdo. Estes produtos promoveram uma

resposta mais aguda no meio oleoso, confirmando a importincia da capacidade

extratora do solvente empregado.

Tabela 40 - Observagdes dos sinais e sintomas de camundongos submetidos a
toxicidade sistémica do filme de LBN vulcanizado com 250 kGy.

Meio Sinais e Sintomas®
extrator |Imediatamente 4 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle
Ss an an an an an an an an an an
SES an an an an an an an an an an
PEG-400 an an an an an an an an an an
oM an an an an an an an an an an

s camundongos por tratamento, an = aparéncia normal.

Os filmes de LBN n#o vulcanizado e vulcanizado com radiagdo ionizante, na
presenga ¢ na auséncia de radiossensibilizador, apesar de apresentarem fraca

citotoxicidade, ndo apresentaram toxicidade no teste in vivo.
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Tabela 41 - Observagdes dos sinais e sintomas de camundongos submetidos a
toxicidade sistémica do filme de LBN vulcanizado com An-B/KOH e

12 kGy.
Meio Sinais e Sintomas®
extrator |Imediatamente 4 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle | Extrato Controle
SS an an an an an an an an an an
SES an an an an an an an an an an
PEG-400 an an an an an an an an an an
oM an an an an an an an an an an

s camundongos por tratamento, an = aparéncia normal.

O teste de toxicidade sistémica aguda em camundongos, quando ndo resulta
em morte, mostra uma certa dificuldade de observagdo e quantificagdo da
manifestagdo dos sintomas de toxicidade, dando origem a4 uma interpretagio
subjetiva. Entretanto, mesmo que ndo medida, é evidente que as reagdes anormais

do teste in vivo foram promovidas por substincias extraidas de filmes de LBN

convencionalmente vulcanizado.

Trabalhos de outros pesquisadores’°, detectaram toxicidade em produtos
comerciais de LBN no teste de inje¢do sistémica e tratamento com o extrato oleoso,

que resultaram na mortalidade dos animais.

Segundo Wilsnack™, em estudos de biocompatibilidade de produtos médico-
hospitalares, utilizando testes in vitro e in vivo, do total de produtos de borracha
testados, 22% apresentaram toxicidade in vitro e in vivo, 43% apresentaram
toxicidade no teste in vitro sem apresentar efeito no teste in vivo, € 35% ndo

apresentaram toxicidade. O ensaio in vitro foi realizado utilizando-se cultura de
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células WI-38 e os testes in vivo, foram realizados por inje¢do sistémica em ratos, e
testes intracutdneo e implante muscular em coelhos. Dos testes positivos com
cultura celular, apenas 0,75% apresentou toxicidade na injegdo sistémica em
tratamento com extrato oleoso, 37,5% apresentaram toxicidade no teste intracutineo
com o extrato oleoso e¢ 17% foi considerado toxico pelo teste de implante
intramuscular. Pode-se dizer que nenhum teste positivo in vivo foi negativo in vitro,
e que a discrepancia entre os testes in vitro € in vivo, pode ser atribuida a diferenca

na eficiéncia de extrag¢do dos meios extratores.

Os resultados apresentados neste trabalho, evidenciaram a maior sensibilidade

do teste in vitro para detectar efeitos toxicos de substincias extraiveis de materiais.



Capitulo 5
CONCLUSOES

O LBN ¢é um produto natural sujeito a alteracdes com perda de suas
propriedades, por isso € necessario a sele¢do e caracterizagdo dessa matéria prima
para a obtengdo de boas propriedades mecéanicas de seus produtos. Assim, o LBN
foi selecionado e caracterizado por 13 ensaios fisicos, quimicos e mecénicos, €
considerado adequado, conforme especificagbes nacional e internacional.
Entretanto, um teste adicional avaliando a concentragdo de Mg presente no LBN,
confirmou, como observado por outros pesquisadores®, a influéncia desse cation
sobre a estabilidade mecanica e consequentemente o abaixamento da RT. Por outro
lado a comparagdo desses valores com as especificagdes de Iuvas, demonstraram
que as RT foram satisfatérias para aplicages em alguns artefatos. Portanto, para o
objetivo deste trabalho, que é a investigagdo dos efeitos toxicos atribuidos as
substincias utilizadas nos diferentes processos de wvulcanizagdo, o LBN foi

considerado adequado.

O LBN foi vulcanizado por 2 processos diferentes: o convencional que utiliza
enxofre e calor € o processo alternativo que utiliza a radiagdo ionizante, € neste
trabalho, o LBN foi vulcanizado com raios gama. Foram obtidos 4 filmes de LBN
pelo método do derrame: um filme ndo vulcanizado, para avaliagdo da toxicidade
das substincias naturalmente presentes no LBN; um filme wulcanizado
convencionalmente com enxofre, para avaliagdo dos efeitos téxicos dos produtos
quimicos de vulcanizagdo utilizados neste processo; e dois filmes vulcanizados pelo
processo alternativo com raios gama, na auséncia € na presenga de
radiossensibilizador, para verificagdo dos efeitos toxicos da utilizagdo do
radiossensibilizador. No processo alternativo as respectivas DV foram obtidas a

partir da resisténcia a tragdo na ruptura, que € a propriedade mecanica mais sensivel
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aos efeitos da dose para essa determinagfo®. Esta propriedade, também foi utilizada
para comprovar a representatividade dos filmes em relagdo aos processos de
vulcanizagio. A DV do LBN, vulcanizado com raios gama na auséncia do
radiossensibilizador, foi de 233kGy, que é uma dose muito elevada para ser aplicada
industriaimente. Para o LBN vulcanizado com o sistema de radiossensibilizador
4phr de An-B/0,2phr de KOH a DV foi diminuida para 12kGy, o que comprova a
eficiéncia do radiossensibilizador que reduziu a dose em cerca de 95%. Assim
também fica claro a importdncia do radiossensibilizador para tornar viavel,

industrialmente, este processo alternativo de vulcanizagdo.

Em ambos os processos estudados, foram adicionadas ao LBN substancias
necessérias a vulcanizagdo, e algumas delas podendo tornar o produto final toxico.
Assim, com o objetivo de avaliar, comparativamente, os efeitos toxicos dos filmes
obtidos a partir de ambos os processos de vulcanizagdo foram realizados ensaios

bioldgicos in vitro de citotoxicidade e in vivo de toxicidade sistémica.

Conforme os indices de citotoxicidade, o valor estimado para o filme de LBN
vulcanizado com enxofre, IC50% de 2,81, indicou que ele é o mais citotoxico dentre
os quatro tipos de filmes de LBN estudados. Esta citotoxicidade foi atribuida aos
produtos quimicos de vulcaniza¢do normalmente utilizados por esse processo, visto
que foi utilizado o mesmo LBN para a vulcanizagdo dos dois processos, além da
padronizagdo da obtengdo dos 4 filmes utilizados nesta avaliagdo. Outros

pesquisadores também tiveram resultados semelhantes® %%,

Os valores de IC50% dos filmes de LBN ndo vulcanizado e vulcanizado com
raios gama, na auséncia e na presenga de radiossensibilizador, foram muito
proximos, por isso foi necessario o emprego de técnicas estatisticas sofisticadas para
analise dos resultados, o que exigiu a colaboragdo de professores do IME/USP. O
IC50% do filme de LBN nio vulcanizado, estimado em 47,47%, demonstrou a
existéncia de substidncias toxicas presentes naturalmente na matéria prima. Essa

citotoxicidade aumenta quando s@io adicionados os produtos quimicos de
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vulcanizagdo do processo convencional € ndo sofre alteragdo com a adigdo do
radiossensibilizador An-B (IC50% de 49,77). Assim o processo de vulcanizagio
com raios gama na presenga do An-B, niio apresentou nenhum efeito toxico além da
citotoxicidade prépria do LBN. O filme vulcanizado com raios gama sem
radiossensibilizador (IC50% de 54,81), mostrou uma redugdo da citotoxicidade do
filme ndo vulcanizado que foi atribuida ao aumento da cisdo das moléculas pela
radiagdo, que promoveu uma maior lixiviagdo das substincias citotoxicas presentes
no LBN. Assim, um tema interessante que se pode sugerir, é estudar o efeito da
dose e das condigdes de lixiviagdo na citotoxicidade de filmes de LBN vulcanizado
pelo processo alternativo, com a perspectiva de diminui-la. De uma maneira geral,
os filmes de LBN vulcanizado com radiag&o ionizante sdo menos citotoxicos que os
filmes de LBN vulcanizado convencionalmente, o que também foi verificado por

outros pesquisadores””2,

A toxicidade sistémica foi investigada utilizando-se 4 extratos de cada filme
representativo de LBN, que foram: uma solug¢io salina, uma solugdo etanol/salina,
polietileno glilcol 400 e 6leo de mitho. Apenas o filme de LBN vulcanizado com
enxofre apresentou efeitos de sedagdo e incoordenagdo motora nos animais testados
com o extrato oleoso somente nas primeiras 4 horas de tratamento. Os filmes de
LBN nédo vulcanizado e vulcanizado com raios gama ndo promoveram nenhum
efeito toxico. Assim fica evidente que, as substincias dos filmes de LBN
vulcanizado com enxofre, que causaram as reagdes toxicas in vivo, mesmo que
passageiras, foram os produtos quimicos imprescindiveis ao processo de

vulcanizagdo convencional, conforme detectado por outros pesquisadores’>®,

Assim, pelos estudos realizados no presente trabalho, conclui-se que os filmes
de LBN wulcanizado pela radiagdo ionizante promovem efeitos toxicologicos
menores que aqueles vulcanizados pelo processo convencional com enxofre, quando

avaliados por testes “in vitro” de citotoxicidade e “in vivo” de toxicidade sistémica.



Apéndice
ANALISE ESTATISTICA

Al - FILMES DE LBN VULCANIZADO COM RADIACAO IONIZANTE
Al.1 - Vulcanizacio Sem Radiossensibilizador

Para a determinacio da DV dos filmes de LBN vulcanizado sem
radiossensibilizador, ajustou-se um modelo de regressdo polinomial do segundo
grau® aos dados de RT e dose na faixa de 0 a 440kGy. A partir desse modelo,
estimou-se a DV por ponto e por intervalo. A descri¢do da andlise estatistica é dada
pela equacio abaixo, onde: Y; € a resisténcia a tragdo do i-ésimo filme de LBN, em
MPa, i = 1,..., 12; X; é a i-ésima dose de radiagdo, em kGy, i= 1,..., 12; B; s@o os

pardmetros do modelo, j=0, 1, 2; e &; é o erro aleatério, i=1,..., 12.
Yi=Bg+BXi+ ﬁzxi2+ei
As suposig¢des desse modelo sdo as seguintes:
& ~N(0,6%);
€; independentes

Esse modelo tem como caracteristicas a existéncia de um ponto de maximo, e
crescimento e decrescimento da varidvel resposta, resisténcia a tracdo, (Y) em

funcdo da variavel independente, dose, (X) com igual velocidade (simetria).

Os parametros foram estimados (3) através do método de minimos quadrados,
utilizando o pacote estatistico Minitab for Windows versdo 10.2. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela Al.
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Tabela Al - Estimativas dos pardmetros do modelo de regressdo e respectivos

erros padrio
Parametro Estimativa do parametro| Erro padrio da estimativa
Bo 9,88080 0,73360
By 0,06907 0,00838
P2 -0,00015 0,00001

Resultados dos testes t* para os parametros do modelo mostraram que todos

os pardmetros estimados sfo significativamente diferentes de zero (nivel descritivo

(p) <0,001). Assim, o

modelo ajustado foi:

Jdyi = 9,880 + 0,069Xi - 0,00015

Xi2

A validade das suposi¢des do modelo foi verificada através de uma anélise de

residuos®. O grafico da Figura Al, mostra uma relacio aproximadamente linear

entre os residuos observados e seus valores esperados sob a hipdtese de

normalidade, indicando que a suposi¢do de normalidade dos dados observados foi

satisfeita.

Probabilidade

999 '

001 -

-1.8 -0.8 0.2 1.2

Résid uos

Figura Al - Gréfico de probabilidade normal dos residuos do modelo que relaciona
resisténcia a tragfo e dose de radiagdo no processo de vulcanizagdo sem
radiossensibilizador.



77

Para testar essa suposi¢do, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk73 , que
confirmou a normalidade dos residuos (p>0,10). A Figura A2 apresenta o grafico

dos residuos padronizados em fungfo dos valores ajustados da variavel RT.

Residuos Padronizados
'
®

Valores Ajustados da variavel Resisténcia a Tracao

Figura A2 - Gréfico dos residuos do modelo que relaciona resisténcia a tragdo e

dose de radiagéo no processo de vulcanizagio sem radio-sensibilizador
em funcio dos valores ajustados

A andlise da Figura A2 mostra que os residuos estdo bem distribuidos em uma
faixa restrita entre -2 € 2,5. Esse fato indica que a suposi¢do de homocedasticidade

(igualdade de variancias) dos erros foi satisfeita e que o modelo adotado ¢ adequado

aos dados observados.

A DV de radiagdo em fungdo dos pardmetros do modelo €é dada pelo ponto de

maximo do polindmio do segundo grau, ou seja:

DV_- -

2B

Assim, substituindo-se os pardmetros B; e B, por suas respectivas estimativas

na equagio anterior, obteve-se a estimativa da DV (3py), como segue:

faberm e e m 2o
BUEZ VIR Y SR WIRNTE SR
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(-2)*(-0,00015)

= 233,21kGy

A estimativa do erro padrdo (gp) do estimador da DV foi calculada através do
método Delta78, resultando em:
3EP (3DV) = 28,25

Um intervalo de confianga (IC) para a DV, com coeficiente de confianga de

95%, foi construido a partir das estimativas acima, obtendo-se:

IC (DV; 95%) =[177,84 ; 288,58]

A1.2 - Vulcanizacio Com Radiossensibilizador

Para a determinagdo da DV dos filmes de LBN wulcanizado com
radiossensibilizador, ajustou-se um modelo de regressdo segmentada® aos dados de
RT e dose na faixa de 0 a 35kGy. Assim, foram ajustadas duas retas: uma para
doses menores que 10kGy e outra para doses maiores que 14kGy. Extrapolando-se
as retas ajustadas no intervalo de 10 a 14kGy, considerou-se como DV o ponto de
interse¢do entre as duas retas ajustadas, construindo-se, tanibém, um intervalo de
confianga para esse ponto. A descrigdo da analise estatistica ¢ dada a seguir, onde Y;
¢ a resisténcia a tra¢do do i-ésimo filme de LBN, em MPa, i=1,...,7; X; é a i-ésima

dose de radiagdo, em kGy, i = 1,...,7; e g; € o erro aleatério, i = 1,...,7.

Y|= ﬁ20+B21X.+8|, S€ Xj 2 14kGy
As suposic¢des desse modelo sdo as seguintes:

&, ~ N(0,6%)

&; independentes.
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A interpretagdo dos pardmetros pode ser feita da seguinte forma: B
resisténcia a tragdo do filme de LBN esperada para a dose de radiagdo nula (i.c.
resisténcia a tragdo da matéria-prima bruta); B;,: “acréscimo” médio na resisténcia a
tragdo para um aumento de uma unidade na dose de radiacdo, para doses menores
que a dose de 10kGy; P2i: “acréscimo” médio na resisténcia a tracdo para um
aumento de uma unidade na dose de radiagdo, para dose maiores que a dose de
14kGy. Os parametros foram estimados através do método de minimos quadrados,

utilizando o pacote estatistico Minitab for Windows versdo 10.2. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela A2:

Tabela A2- Estimativas dos pardmetros dos modelos de regresséo e respectivos

erros padréo
Parametro Estimativa do parametro Erro padrio da estimativa
B1o 5,978 1,2200
Bui 1,3962 0,1850
B 2o 23,8930 0,8542
B -0,0772 0,0347

Portanto, os modelos ajustados foram:

dvi= 5,978 + 1,396Xi se 0 kGy < X, < 10kGy
Jvi=23,893 - 0,077Xi se X; > 14kGy

Para estes ajustes, ndo foi feita andlise de residuos, pois o numero de
observagdes € muito pequeno (quatro para o primeiro modelo e trés para o
segundo).

A DV em fungdo dos pardmetros dos modelos é dada pelo ponto de intersegéo
entre as fungdes das retas esperadas, ou seja:
B2o - B1o
DV = -
Bii-Ba
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Substituindo-se B1o B1y € P2 por suas respectivas estimativas na equagéo

anterior, obteve-se:

v - 23,8930 - 5,9780 _ 12,16kGy

1,3962 + 0,0772

Novamente, utilizou-se o método Delta para a estimag@o do erro padrdo do

estimador da DV, que resultou em:

Jep(Ipv) = 1,01

Utilizando as estimativas acima, construiu-se um intervalo de confianga para a

DV, com coeficiente de confianga de 95%, obtendo-se:

IC (DV; 95%) =[10,18 ; 14,13]

A2 - CITOTOXICIDADE

A2.1 - Controles Positivo e Negativo do Teste de Citotoxicidade

Para a determinagdo do IC50% dos controles positivo € negativo do teste de
citotoxicidade, foi ajustado um modelo de regressdo linear simples“. Para o
controle negativo (polietileno de alta densidade), ndo foi detectado inclinagdo da
reta ajustada (p>0,60). Para o controle positivo (solugdo de fenol a 0,2%), os
pardmetros do modelo de regresséo linear foram estimados através do método de
minimos quadrados, utilizando o pacote estatistico Minitab for Windows versédo

10.01. Os resultados séo apresentados na Tabela A3.

Tabela A3 - Estimativas dos pardmetros dos modelos de regressdo linear e
respectivos erros padrio estimados do controle positivo.

Parametro Estimativa do parametro Erro padrio da estimativa
Bo 0,9829 0,0033
B -0,1036 0,0001
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Resultados dos testes t mostraram que todos os parimetros estimados s#do
significativamente diferentes de zero (p-value<0,001). Assim, o modelo ajustado
onde,Yi € a propor¢do de colonias de células de CHO formadas na i-ésima
concentragdo da solugdo de Fenol, eXi € a i-ésima concentracdo da solugdo de

Fenol, i=1,...,6, € dado a seguir:
Y;=0,983-0,104 X;

Salienta-se que o modelo ajustado s6 ¢€ valido para concentragdes entre 0 e
10%, pois, acima desses valores, obter-se-iam valores negativos para a variavel
proporgédo de coldnias formadas. A validade das suposi¢cdes do modelo nédo foram
verificadas devido ao pequeno niimero de observagdes. Para o célculo do IC50% do
controle positivo, utilizou-se a seguinte equagio:

0,50 - Bo
IC50% do controle positivo — -

B

Substituindo-se os parametros fo € P; por suas respectivas estimativas na

equacio anterior, obteve-se:

Jicsow do controle positivo = _ 0,50-0583 _ 4,66%

-0,104

A estimativa do erro padrdo do estimador do IC50% foi calculada através do

método Delta, resultando em:

Jep(Jicson) = 0,52

Um intervalo de confianga para o IC50% do controle positivo, com coeficiente

de confianga de 95%, ¢ dado por:

ICAC50%; 95%) = [3,65 ; 5,68]
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A2.2 - Filmes de LBN

Para determinagido do I1C50% dos filmes de LBN ndo vulcanizado, filme de
LBN vulcanizado com 250kGy sem radiossensibilizador e filme de LBN
vulcanizado com 12kGy com radiossensibilizador, ajustou-se 0 modelo de regressdo
logistica®. A descricdo da anlise estatistica ¢ dada a seguir, onde: (X) € a
proporgdo de coldnias formadas na i-ésima concentragdio do extrato do filme j,
sendo j=1, para o filme de LBN nfo vulcanizado; j=2, para o filme de LBN
vulcanizado com 250kGy, sem radiossensibilizador e j=3, para o filme de LBN
vulcanizado com 12kGy, com radiossensibilizador; X; ¢ a i-ésima concentragédo do

extrato do filme de LBN, em porcentagem, 0 < X < 100.

exp(B0j+ |31jxi)

1+ exp(Boj + |31jxi)

mi(X) =

Interpretag@o dos parametros:

A transformacdo do logito é definida como: g(x) =In _= (x)
1-mt (x)
Bo;: valor do logito para a concentragdo nula;

By “acréscimo” no logito para um aumento de uma unidade na concentragdo do

extrato do filme de LBN.

No caso do modelo logistico, 0 IC50% em fun¢do dos pardmetros By € dada

pela concentragdo X; tal que m(X;)=0,50, ou seja:

Boj
IC50% — - _

Blj

Para determinagdo do IC50% do filme de LBN vulcanizado com enxofte,

ajustou-se o modelo de Gompertz®. A descrigio da andlise estatistica ¢ dada a

seguir, onde: m4(X;) € a propor¢do de colonias formadas na i-ésima concentragdo do
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extrato do filme de LBN vulcanizado com enxofre; X; € a i-ésima concentra¢do do

extrato do filme de LBN vulcanizado com enxofre, em porcentagem, 0 < X; < 100.

na(X)) = exp(— exp(BM +B14 Xi))

Interpretagdo dos parametros:
A transformagdo gompito ¢ definida por : g(x) = In(-In(n(x))).
Bo4: valor do gompito para a conceatragio nula;

B14: “acréscimo” no gompito para um aumento de uma unidade na concentragdo do
extrato do filme de LBN.

No caso do modelo de Gompertz, o IC50% em fun¢do dos pardmetros B €
dada por:

1C50% In(-In0,50)-Bos
0 = -

Bis

Ambos os modelos apresemtam como caracteristicas a forma sigmoidal e
assintotas zero e um. A diferencga basica entre os dois modelos é o fato de que o
modelo logistico ¢ reflexivamente simétrico em relagdo ao seu ponto de inflexdo, ao

contrario do modelo de Gompertz. Os resultados dos ajustes realizados sdo dados a

seguir.
A2.2.1 - Filme de LBN Nao Vulcanizado

Os parametros do modelo de regressdo logistica foram estimados através do
método de maxima verossimilhanga, utilizando o pacote estatistico SAS versdo

6.04. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela A4.

Resultados dos testes da razio de verossimilhanga mostraram que todos os

parametros estimados sdo significativamente diferentes de zero (p<0,001).
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Tabela A4 - Estimativas dos pardmetros do modelo de regressdo logistica €
respectivos erros padréo estimados.

Parametro Estimativa do parimetro Erro padrio estimado
Bo1 12,6356 1,1393
B -0,2662 0,0236

Assim, o modelo ajustado foi:

exp(12,6356 - 0,2662X))
37[1 (Xi) = =

1 +exp(12,6356 - 0,2662X;)

A qualidade do ajuste do modelo foi testada através do teste de Pearson®,

concluindo-se que o modelo proposto (Figura A3) é adequado (p>0,361).

FILME DE LBN NAO VULCANIZADO

1,00 §—
0,90 i
0,80 4
0,70 +
S 060+
R
S 040 ¢
0,30 1
0,20
010+
0,00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
CONCENTRAGAO

| e OBSERVADA — AJSTADA |

Figura A3 - Curva ajustada para propor¢do de colonias formadas em fungéo da
concentragdo do extrato de filme de LBN ndo vulcanizado

Substituindo-se os parametros Po; € B;; por suas respectivas estimativas,
obteve-se:
12,6356

Jiesowe=- = 47,47%
-0,2662
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A estimativa do erro padrao do estimador do IC50% foi calculada através do
método Delta, resultando em:

Jep (Ficsen) = 0,60

O intervalo de confian¢a para o IC50%, com coeficiente de confianga de 95%, ¢é

dado por:

IC(31cs0% > 95%) = [46,31; 48,64]

A2.2.2 - Filme de LBN Vulcanizado com 250kGy e Sem

Radiossensibilizador

Utilizando o mesmo procedimento adotado em a), foram obtidas as estimativas
apresentadas na Tabela AS5.

Tabela AS - Estimativas dos pardmetros do modelo de regressdo logistica e
respectivos erros padréo estimados.

Parametro Estimativa do parimetro Erro padrao estimado
Boz 12,5309 1,1562
Bz -0,2286 0,0209

Resultados dos testes da razdo de verossimilhan¢a mostraram que todos os

parAmetros estimados sdo significativamente diferentes de zero (p<0,001). O

modelo ajustado foi, ento:

exp(12,5309 - 0,2286X;)

1 +exp(12,5309 - 0,2286X;)

A qualidade do ajuste do modelo foi testada através do teste de Pearson, que
rejeitou a adequagdo do modelo. Contudo, o grafico apresentado na Figura A4
indica que o modelo se adequa aos dados, podendo-se atribuir 0 motivo do resultado
negativo do teste & uma dispersdo das observagdes em torno do modelo proposto

maior que a esperada.
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FILME DE LBN VULCANIZADO SEMRS
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Figura A4 - Curva ajustada para propor¢do de colonias formadas em funcdo da
concentragido do extrato de filme de LBN vulcanizado com irradiagéo
de 250kGy sem radiossensibilizador (RS)

Em funcdo desse resultado, as varidncias dos estimadores dos pardmetros do

modelo foram corrigidas pelo fator de heterogeneidade H”’, que nesse caso ¢ igual a

2,5302. Substituindo-se os pardmetros By; € By, por suas respectivas estimativas,
obteve-se:
12,5309
Jicsow="- = 5481%
-0,2286

A estimativa do erro padrio do estimador IC50% foi calculado através do

método Delta, resultando em:

Jep (Jicso%) = 0,72

Utilizando os valores obtidos, foi construido o seguinte intervalo de confianga

para a IC50%, com coeficiente de confianca de 95%:

IC(ED50; 95%) =]53,39; 56,23].
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A2.2.3 - Filme de LBN Vulcanizado com 12kGy e com

Radiossensibilizador

As estimativas de maxima verossimilhanga dos pardmetros do modelo de

regressdo logistica s@o apresentados na Tabela A6:

Tabela A6 - Estimativas dos pardmetros do modelo de regressdo logistica e
respectivos erros padrdo estimados.

Parimetro Estimativa do parametro Erro padrio estimado
Bos 12,6417 2,2378
B3 -0,2540 0,0445

Resultados dos testes da raziio de verossimilhanga mostraram que todos os

parametros estimados sdo significativamente diferentes de zero (p<0,001). Assim, o

modelo ajustado foi:

exp(12,6417 - 0,2540X;)
37t3 (X.i) = -

1+ exp(12,6417 - 0,2540X;)

O ajuste do modelo foi rejeitado pelo teste de Pearson (p<0,001). Contudo, o
grafico apresentado na Figura A5, indica que o modelo se adequa aos dados. Assim

sendo, utilizou-se novamente o fator de heterogeneidade H, que nesse caso € igual a

8,2555. Substituindo-se os pardmetros Bo; € B3 por suas respectivas estimativas,
obteve-se:
12,6417
Jicsoe ==~ = 49,77%
-0,2540

Mais uma vez, estimou-se o erro padrdo do estimador IC50% através do

método Delta, obtendo-se:

Jep (Gicsow) = 1,21

Assim, um intervalo de confianga para o IC50%, com coeficiente de confian¢a
de 95%, € dado por:

JOBBESAE BALIN . +: ininb.e NUCLEAR/SP  IFER
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IC(Jicso% ; 95%) = [47,40; 52,14]

1,00 —

FILME DE LBN VULCANIZADO COM RS

0,90 +
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0,40 +
0,30 +
0,20 +
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Figura AS - Curva ajustada para propor¢do de colonias formadas em fungdo da
concentragdo do extrato de filme de LBN vulcanizado com 12kGy
com radiossensibilizador (RS)

A2.2.4 - Filme de LBN Vulcanizado com Enxofre

Os parametros do modelo de Gompertz foram estimados através do método de

minimos quadrados, utilizando o SPSS/PC+ for Windows verséo 6.0. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela A7.

Tabela A7 - Estimativas dos parimetros do modelo de regressdo de Gompertz ¢
respectivos erros padrio estimados.

Parametro Estimativa do parametro Erro padrio estimado
Boa -22,3415 0,0000
Bia 7,8235 0,0000

Assim, tem-se o seguinte modelo ajustado:

An, (Xi) = exp(-exp(-22,3415 + 7,8235X;))
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Devido ao pequeno niimero de observagdes, o modelo ajustou-se perfeitamente
aos dados (Figura A6), gerando, portanto, estimativas dos erros padréo nulas. No
entanto, esse modelo deve ser utilizado com cautela, pois foi ajustado com base em

um numero reduzido de pontos.

FILME DE LBN VULCANIZADO COM ENXOFRE

PROPORGAO

, - : .
15 20 25 30
CONCENTRAGAO
l e OBSERVADA »—AJUSTADAJ

Figura A6 - Curva ajustada para proporg¢do de colonias formadas em fungdo da
concentragdo do extrato de filme de LBN vulcanizado com enxofre.

Substituindo-se os pardmetros Po4 € P14 por suas respectivas estimativas, obteve-se:
In(-In0,50)+22,3415

Jicson = - = 2,81%
7,8235

O erro padrdo da estimativa acima ndo pdde ser calculado pois os erros padrdo
sdo nulos. Pelo mesmo motivo, nfo foi possivel construir um intervalo de confianga

para o IC50% no caso de filme de LBN vulcanizado com enxofre.

A3 - TOXICIDADE SISTEMICA

A andlise de variancia visou a comparagéo das variagdes médias de massa dos

camundongos, obtidas através dos quatro tipos de filme e dos quatro controles.
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. - A 73
Assim, foram adotados quatro modelos de analise de varidncia com um fator fixo™,
um para cada meio extrator. As suposigdes do modelo de anailise de varidncia com

um fator fixo foram testadas, estando todas satisfeitas.

Os gréficos de probabilidade normal das Figuras A7 a A10, mostram relagdes
aproximadamente lineares entre os residuos observados e seus valores esperados sob
a hipétese de normalidade. Esse fato indica que a suposi¢do de normalidade dos

dados esta satisfeita.

Probabilidade

Residuos

Figura A7 - Gréfico de probabilidade normal dos residuos do modelo de andlise de
variancia - Meio extrator: Salina
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Figura A8 - Grafico de probabilidade normal dos residuos do modelo de andlise de
variancia - Meio extrator: Salina/Etanol

Probabilidade

Residuos

Figura A9 - Grafico de probabilidade normal dos residuos do modelo de anélise de
varidncia - Meio extrator: Polietilenoglicol



Probabilidade

Figura A10 - Gréfico de probabilidade normal dos residuos do modelo de anélise de
variancia - Oleo

O teste de Shapiro-Wilk”, confirmou a hipétese de normalidade para os meios
extratores Polietilenoglicol (p>0,10) e Oleo (p>0,03). Contudo, no caso dos meios
extratores Salina e Etanol/Salina, o teste rejeitou essa hipdtese (p<0,01). Pelas
Figuras A8 e A9, nota-se que os desvios existentes ndo sdo graves. Sendo a analise

de varidncia uma técnica robusta nesses casos, prosseguiu-se com a analise.

A igualdade de varidncias nos oito tratamentos, foi testada através do teste de
Levene”, tendo sido aceita para todos os meios extratores (p>0,04). Assim,
ajustaram-se quatro modelos de analise de varidncia e, conforme indicou a analise
descritiva, as varia¢des médias de massa dos camundongos sdo iguais para todos os
tratamentos (p>0,15).
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