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RESUMO

A plastinacdo € uma técnica de preservagao de tecidos bioldgicos, cujo principio é
a substituicdo dos fluidos corporais por um polimero curavel. As classes de
polimeros mais empregadas na plastinagao sao o silicone, as resinas poliéster e
epoxi. O epoxi é utilizado em secgdes de 2 a 5 milimetros de espessura de tecidos
biolégicos ou segmentos anatdmicos, sendo a resina alema Biodur® E12 a mais
conhecida e utilizada mundialmente. Existem poucos epdxis alternativos ao E12
para o uso na técnica. O objetivo do trabalho foi aplicar uma formulagcéo de resina
epoxi comercial com potencial alternativo ao E12 e seu sistema de cura no
processo de plastinagdo de secgdes finas de tecidos biolégicos. A metodologia foi
dividida em prospeccado da resina de comercializacdo nacional, adaptacdo da
formulacdo, aplicacdo da formulagdo na plastinagcado de secgdes de ratos Wistar,
caracterizagdo da resina e avaliagcdo dos espécimes finais. A partir de uma
pesquisa de mercado, foi encontrado o epdxi E48 (marca sob sigilo) que preencheu
0s pré-requisitos iniciais para testagem e sua formulacéo foi alterada com a adigao
de um plastificante para uso na etapa de impregnagao forcada. Um total de 200
seccgdes transversais de rato Wistar foram plastinadas com os polimeros controle
(E12) e teste (E48) em 4 repetigdes distintas. Os resultados da analise de retragao
ndo mostram diferengas estatisticas entre as resinas e, em geral, as imagens
realizadas com o microscépio confocal apresentaram maior nitidez e contraste para
as secgoes da formulacdo com o E48P (modificado com adicdo de plastificante).
Referente a caracterizagdo das resinas, na formulacdo E48P destaca-se uma
viscosidade menor do que a E12, resultante da presenca de 35% de plastificante
em sua formulagdo. Além disso, apresentou uma maior flexibilidade, maior
velocidade de amarelamento e menor indice de refragao. A partir dos resultados da
analise de retragao, da microscopia confocal e estereoscoépica e de caracterizagao

fisico-quimica, concluiu-se que o epoxi E48P é uma alternativa viavel ao E12.

Palavras-Chave: epoxi; caracterizacao; resina alternativa; Biodur; plastificante.
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ABSTRACT

Plastination is a technique for preserving biological tissues, the principle of which is
the replacement of bodily fluids with a curable polymer. The polymer classes most
commonly used in plastination are silicone and polyester and epoxy resins. Epoxy
is utilized in 2- to 5-millimeter-thick sections of biological tissues or anatomical
segments, with the German resin Biodur® E12 being the most well-known and
globally used. There are few alternative epoxies to the reference one (E12) for use
in the technique. The objective of this work was to apply a commercial epoxy resin
formulation with potential as an alternative to E12 and its curing system in the
plastination process of thin sections of biological tissues. The methodology was
divided into prospecting for a nationally available resin, adapting the formulation,
applying the formulation in the plastination of Wistar rat sections, characterizing the
resin, and evaluating the final specimens. From a market search, the E48 epoxy
(brand not disclosed) was found, which met the initial prerequisites for testing, and
its formulation was altered with the addition of a plasticizer for use in the forced
impregnation step. A total of 200 Wistar rat transverse sections were plastinated
with the control (E12) and test (E48) polymers in 4 distinct replicates. The results of
the shrinkage analysis show no statistical differences between the E12 and E48P
resins (with plasticizer, developed in this research). In general, images taken with a
confocal microscope showed greater sharpness and contrast for the sections of the
E48P formulation. Regarding the characterization of the resins, the E48P
formulation stands out for a much lower viscosity compared to the other epoxies
tested, resulting from the presence of 35% of plasticizer in its formulation.
Additionally, it showed greater flexibility, a faster yellowing rate, and a lower
refractive index. Based on the results of the shrinkage analysis, confocal and
stereoscopic microscopy, and characterization, it was concluded that the E48P

epoxy is a viable alternative to E12.

Keywords: epoxy; characterization; alternative resin; Biodur; plasticizer.
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1. INTRODUGAO

A plastinacéo é uma técnica de preservagéao de tecidos bioldgicos, criada em
1977 pelo médico Gunther von Hagens, cujo principio basico é a substituicdo dos
fluidos corporais por um polimero reativo. Apds a plastinagdo, os espécimes
biologicos se mantém inertes, sem toxicidade, secos, resistentes e duraveis,
podendo ser utilizados em diversas areas, como ensino, pesquisa e extensao
(HORST et al., 2019).

As principais classes de polimeros utilizadas no processo sao o silicone, o
poliéster ou o epdxi (HENRY; LATORRE et al., 2007), sendo que as propriedades
mecanicas e oticas do espécime final sdo determinadas pelo polimero de escolha
(HORST et al., 2019). A resina epoxi € usada principalmente para secgbes de 2-5
milimetros de espessura de qualquer parte do corpo ou de tecido bioldgico,
resultando em um espécime final mais rigido e semitransparente (SARGON;
TATAR, 2014).

O componente principal das resinas epoéxi utilizadas na plastinagao € o éter
diglicidilico do bisfenol A (DGEBA), obtido pela reacado entre bisfenol A e
epicloridrina. As resinas epéxi DGEBA tornam-se materiais termorrigidos por meio
da reagao de cura com varias classes de compostos quimicos, sendo os compostos
aminicos os mais comuns. As resinas epoxi possuem baixa contracdo volumétrica
durante o processo de cura ou polimerizacédo e tem boa resisténcia ao calor e aos
ataques quimicos (PHAM; MARKS, 2005).

As resinas epOxi comerciais mais utilizadas na plastinacédo sédo o E12 e o
E13, ambas comercializadas pela empresa Biodur®, sendo o E12 mais utilizado
devido a sua maior aplicabilidade e por ser um produto ha mais tempo no mercado.
Ja o E13 possui uma resisténcia maior ao amarelamento da resina pos cura,
segundo o fabricante. Estas resinas também possuem diferengcas quanto as
aplicagdes e caracteristicas 6ticas e mecanicas.

A empresa alema Biodur®, criada pelo inventor da plastinagdo, comercializa
os polimeros mais utilizados e conhecidos para emprego na técnica. Estes produtos
sao de alta qualidade, foram especialmente desenvolvidos e testados para essa

finalidade (WEBER et al., 2007) e, por isso, possuem um alto valor agregado. Na
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América Latina, por exemplo, o preco das taxas aduaneiras e de frete pode duplicar
ou triplicar o valor dos produtos comprados via importagao da Alemanha.

Além da Biodur®, poucas empresas e laboratérios em nivel global
investigam o desenvolvimento de novos polimeros e resinas aplicaveis ao processo
de plastinagdo. Uma maior variedade de insumos disponiveis para uso na técnica
facilitaria e reduziria o custo de aquisi¢cao para os plastinadores ao redor do mundo.
Além disso, o avang¢o de pesquisas na area poderia resultar em polimeros com
diferentes caracteristicas quimicas, 6ticas e mecanicas, destinados a diferentes
finalidades na plastinagao (JUVENATO et al., 2023).

Para que haja uma compreensao clara das aplicacdes, possibilidades e do
comportamento dos polimeros na plastinacdo € importante o conhecimento
quimico, mecanico e reolégico dos produtos empregados na técnica. Esse
conhecimento possibilita a escolha ou o desenvolvimento de um polimero ou de
uma resina com as caracteristicas ideais para a produgdo de espécimes de
qualidade alta e com um objetivo especifico (MONTEIRO et al., 2022). Entretanto,
a literatura carece de trabalhos sobre caracterizagdo dos polimeros utilizados na
plastinagao.

Sendo assim, uma investigacao que avalie as caracteristicas quimicas,
reoldgicas e mecanicas, bem como 0 emprego de uma resina epoxi com potencial
alternativo ao de referéncia (Biodur® E12) na técnica de plastinagéo de fatias de
tecidos bioldgicos (2-3 mm) podera propor uma opgdo menos burocratica e mais
barata na América Latina e outros paises para a plastinagdo de fatias finas em
epoxi. Adicionalmente, o epoxi alternativo pode apresentar caracteristicas distintas
do epoxi de referéncia, criando novas utilizagcdes e proposicdes na técnica. Com
isso, espera-se que os resultados encontrados promovam maior difusao da técnica
no Brasil e nos paises vizinhos, além de servir como um guia detalhado para

pesquisadores que buscam novos epdxis em outras nacionalidades.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Contexto das Técnicas Anatdmicas

Seja movido pela fé, pela alimentagdo ou pelo conhecimento, desde os
primérdios 0 homem busca meios de preservar tecidos bioldgicos. Remontando
milhares de anos, a exsicagado € o método de preservagao mais antigo que se tem
registro e se baseia na premissa de que a agua é fundamental na proliferacao de
agentes decompositores. O simples fato de se diminuir a quantidade de agua nos
tecidos, com ou sem intencionalidade, mantendo-os em um ambiente muito seco,
com boa ventilagdo e/ou quente ja originou corpos com otima preservagdo que
perduraram até hoje (SAEED et al., 2001). O povo Chinchorro, que viveu em
regides do Chile e Peru, produziu mumias a partir da desidratacdo de corpos com
fogo ou cinzas quentes ha mais de 7 mil anos (AUFDERHEIDE et al., 1993). Ja as
mumias egipcias, as mais famosas e com métodos mais complexos, passavam por
processos mais elaborados de secagem com utilizagdo de sais ou calor, associado
ao uso de algumas substancias, ha aproximadamente 5 mil anos (ABDEL-
MAKSOUD; EL-AMIN, 2002). Durante este periodo, os povos persas, sirios e
babilénios empregaram mel e cera para preservar tecidos humanos. Alexandre, “o
Grande” teve seu corpo preservado em mel apds sua morte na Babildnia em 323
d.C. (PATIL et al., 2013). Ainda nos dias de hoje, inspirado no principio do processo
de mumificacdo, o conceito de desidratar espécimes em condicoes de baixa
umidade e altas temperaturas, com adigao opcional de substancias para ajudar na
preservagao, € bastante aplicado em alguns 6rgaos, como pulmdes, intestinos e
estébmagos inflados e secos ao ar (MARKARIAN, 1975).

Entre a era das mumificagdes e a Renascenca (séculos XV e XVI) pouco se
avangou nas técnicas de preservacdo. No século XVI, novos protocolos de
embalsamamento foram desenvolvidos por motivos artisticos e de dissecg¢ao, como
injecoes vasculares de solugdes contendo agua quente, alcool, cera, tinta, mercurio
e/ou arsénico (TROMPETTE et al., 2009; AJAYI et al., 2011).

Durante a Guerra Civil Americana (ou Guerra da Secessao), de 1861 a 1865,
emanou a necessidade de processos de embalsamamento eficazes para conservar

os corpos dos soldados mortos nos campos de batalha para longos traslados até a
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familia. Embora ja se conhecesse a toxicidade dos metais pesados, o arsénico e o
mercurio eram utilizados para manter a integridade tecidual dos cadaveres,
adicionando-se também alguns sais e acidos (MAYOR, 2000).

O maior avango na preservagao de tecidos biolégicos ocorreu mediante o
descobrimento acidental do formaldeido pelo russo Aleksandr Mikhaylovich
Butlerov em 1859. Mas somente quatro anos depois, com o quimico alemao August
von Hofmann foi completamente elucidada a estrutura quimica e a via de sintese
do formaldeido (DE PAULA et al., 2018). Ja para uso em tecidos biologicos, o
primeiro a testar a capacidade fixadora do aldeido férmico foi o pesquisador
Ferdinand Blum em 1891, a partir da observagéo do enrugamento e da rigidez de
seus dedos ao manipular a substancia. Logo, os zodlogos e os anatomistas
encontraram um método eficiente para conservar e fixar de espécimes anatdmicos
(VON HORST et al., 2019). A formalina, solugdo aquosa comercial de formaldeido
a 37%, é um bom fixador para analise macroscopica, cujo mecanismo é a formagao
de ligagbes cruzadas metilénicas entre aminoacidos. As ligagbes formadas
enrijecem os tecidos bioldgicos e os estabilizam, evitando a autdlise natural e, além
disso, € um agente esterilizante e inibitério do crescimento de bactérias e fungos
(BITTENCOURT; MONTEIRO, 2020). Porém, a principal desvantagem do formol é
a sua alta toxicidade, uma vez que € reconhecidamente cancerigeno, teratogénico,
irritante de mucosas e causador de dermatites de contato (TANG et al., 2009).

No intervalo de tempo entre a descoberta e a aplicagdao do formol para
fixagao de tecidos, outra substancia também foi utilizada pela primeira vez para a
conservagao de tecidos, a glicerina ou o glicerol. O quimico Karl Wilhelm Sheele
descobriu a glicerina em 1779, porém somente em 1884 o italiano Carlo Giacomini
propds sua utilizacdo em pecas anatdmicas. O trabalho de Laskowski, publicado
em 1886, mostrou a eficacia da combinagao da glicerina com outras substancias
conservantes, como o alcool e o fenol, favorecendo o processamento de cadaveres
e de espécimes de grande porte (RODRIGUES, 1998). Por isso, a técnica de
glicerinacdo também €& conhecida como método de Giacomini-Laskowski. A
glicerinacdo promove a desidratacdo do espaco intersticial dos tecidos e cria uma
barreira que evita a desidratacdo intracelular. Nesse sentido, a desidratacao

causada pela glicerina ndo altera a concentragao idnica dentro das células, o que
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mantém a integridade celular e reduz a antigenicidade dos tecidos conservados
(SILVA et al., 2011).

Depois do avango proporcionado pela descoberta do formaldeido, séculos
se passaram até que outra técnica de grande potencial fosse criada para preservar
tecidos bioldgicos. No contexto da segunda metade do século XX, o avango da
tecnologia e as pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novos materiais
proporcionaram a criagdo e produgcdo em larga escala de polimeros sintéticos
transparentes, como os metacrilatos, as resinas de poliéster e os silicones (SA et
al., 2020). As pesquisas aplicadas com estes materiais resultaram em varias
tentativas de incorporar espécimes anatdbmicos em blocos poliméricos
transparentes para preservacao, porém o tempo de cura dos polimeros e as
dimensdes dos espécimes eram fatores limitantes. A partir deste momento, as
técnicas de incorporagcao desencadearam a invencao posterior da plastinagao
(VON HORST et al., 2019).

2.2. Plastinacao

A inspiracao da plastinagao surgiu quando o alemao Gunther von Hagens
viu tecidos bioldgicos incluidos em blocos de polimeros e em parafina. Ele se
perguntou o motivo de ser necessario que o polimero esteja ao redor do tecido e
ndo no seu interior (VON HORST et al., 2019). As primeiras tentativas de
impregnagao foram restritas a amostras muito pequenas utilizando-se o silicone,
uma vez que os polimeros utilizados curavam em curto tempo, limitando a etapa de
impregnagao. Anos depois, com a criagdo da cura do silicone por meio da
volatilizagdo do reticulante TEOS (Tetraetill ortosilicato) foi possivel ter um tempo
de impregnagao quase que ilimitado e, assim, processar espécimes maiores
(WEIGLEIN; HENRY, 1993). A idealizacao da cura com o gas nao foi realizada com
base em consideragbes teoricas e testes planejados, mas pelo acaso. Um
espécime impregnado e nao curado, que seria submerso em um recipiente
contendo o reticulante para cura, foi colocado perto de uma vidraria com o
composto, em mbiente fechado. No dia seguinte, observou-se que o espécime

estava curado apenas com o contato com o gas volatilizado (WHALLEY, 2007).
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Desde a sua criagao, a plastinagdo passou por aprimoramentos a fim de
facilitar a técnica e melhorar a qualidade final dos produtos (WHALLEY, 2007).
Novas resinas também foram incorporadas para aplicacdo na técnica de seccdes
finas, como o epoxi e poliéster. Mundialmente, os produtos e insumos mais
utilizados na plastinagédo sdo vendidos pela Biodur®. Trata-se de uma empresa
alema, especializada e pioneira na area da plastinagao, fundada pelo inventor da
técnica (PASHAEI, 2010). A Biodur® comercializa polimeros de alta qualidade,
desenvolvidos e amplamente testados especificamente para a técnica, o que lhes
confere alto valor agregado. Além disso, o cambio do euro, as taxas alfandegarias
e os valores de frete encarecem significativamente os insumos, principalmente para
os paises da América Latina.

Ao longo dos anos, as resinas, polimeros e agentes de cura oferecidos pela
Biodur® foram substituidos ou aprimorados por meio da troca de compostos ou
inclusdo de aditivos, o que melhorarou a estabilidade das formulagbes e também
as caracteristicas dos produtos finais. Os polimeros comercializados atualmente
pela Biodur® sao os silicones com diferentes viscosidades (S10, S15 e S49), o
poliéster P40, com cura fotoquimica, e os epdxis E12 e E13. O E12, com média
viscosidade e mais flexivel quando curado, e o E13, que pode ser usado em
impregnagdes mais longas e com menor tendéncia ao amarelamento pds-cura.
Para ambos os epodxis existem algumas combinagbes com diferentes
endurecedores e aceleradores que permitem determinadas aplicagbes, como no
caso de analises histologicas ou para producao de cortes ultrafinos (<1 mm)
(BIODUR, 2022). Embora sejam amplamente utilizados nos laboratérios de
plastinacdo ao redor do mundo, poucas pesquisas foram realizadas sobre as
formulagdes dos polimeros e dos agentes de cura da Biodur e suas caracteristicas
fisico-quimicas, reoldgicas, térmicas e mecanicas. Pesquisas de caracterizagcao
como estas podem ajudar a elucidar os componentes das formulagdes dos insumos
e, assim, estimular e servir de ponto de partida para o desenvolvimento ou
melhoramento de novos polimeros e resinas alternativas, com caracteristicas e
aplicacoes diferentes das ja existentes.

Nos moldes atuais, a técnica pode ser dividida, de forma didatica, em quatro
etapas basicas: fixagdo em formalina a 10% para estabilizagdo dos tecidos

biolégicos, desidratacdo em acetona para retirada dos fluidos corporais,
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impregnacgao forgada do polimero ou resina de escolha por meio de vacuo e, por
fim, cura quimica ou fotoquimica do polimero (HENRY et al., 2019).

O silicone, por exemplo, produz espécimes mais realistas, flexiveis e opacos,
podendo ser utilizado para cadaveres inteiros, 6rgédos ou fatias de tecidos
bioldgicos mais grossas (>1 centimetro de espessura). O poliéster é rotineiramente
utilizado para preservagao de fatias encefalicas, com espessura de 2-5 mm, uma
vez que permite maior distingdo entre as substancias branca e cinzenta, dando
origem a espécimes inflexiveis e de baixa transparéncia. Ja o epdxi pode ser
utilizado para a produgdo de secg¢des de qualquer parte do corpo, segmento
anatémico ou 6rgéo (BARNETT, 1997; WEIGLEIN, 1997).

A plastinagao de fatias finas de tecidos biolégicos com os polimeros epodxi
ou poliéster € conhecida como “sheet plastination” (ou plastinacdo em fatias,
traducgao livre). A principal diferengca metodologica entre a plastinacdo com o
silicone e o “sheet plastination” € o processo de seccionamento das fatias com
auxilio de uma serra para espécimes com 0ssos ou de uma fatiadora de frios para
tecidos moles. Comparativamente, o processo de plastinagdo com epdxi Biodur
E12 requer mais atengcao e experiéncia do plastinador do que a técnica com
poliéster P40. Com o epoOxi, as etapas de impregnacao forgcada e cura devem
ocorrer num espacgo de tempo reduzido (até 12-24 horas), uma vez que a mistura
reativa de impregnacéo € composta pela resina e endurecedor, o que limita o tempo
de trabalho até se atingir o estado de gel. Ja a cura do poliéster se da somente com
exposicao a radiacao UV, permitindo um maior tempo de impregnagao e cura (24-
48 horas) em ambientes com controle de incidéncia de luz (JUVENATO et al., 2023;
LATORRE et al., 2019; OTTONE et al., 2017). Secgdes bioldégicas podem ser
plastinadas com epoxi sem a necessidade de fixagdo quimica prévia para uma
melhor manutencédo da cor, 0 que n&o é possivel com a resina poliéster. Uma
caracteristica importante que diferencia as secg¢des plastinadas em epodxi e
poliéster € o aspecto ético/visual dos tecidos: os espécimes impregnados com epoxi
adquirem uma semitransparéncia, enquanto o poliéster mantém os tecidos opacos.
Além disso, as placas de epdxi tendem a amarelar ao longo de meses,
diferentemente do poliéster que permanece visualmente inalterado por anos.

Como ja descrito, embora a plastinagdo com poliéster possa ser realizada

com cortes de qualquer tecido biolégico ou parte do corpo, sua principal utilizagao
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€ com sistema nervoso. A principal limitagado da plastinagéao com poliéster é a alta
retragdo causada em sua cura quimica (com adi¢ao de um iniciador quimico) ou
fotoquimica (com aplicagéo de radiagao UV), e que, por conseguinte, impossibilita
obtencdo de resultados precisos em alguns estudos de morfometria e analises
microscopicas quantitativas (BAPTISTA et al., 2019; JUVENATO et al., 2023). Para
as aplicagbes em estudos descritivos e quantitativos, recomenda-se o uso de
especimes plastinados com resina epoxi.

A técnica de epdxi tem suas principais aplicagcdes nos campos de ensino e
pesquisa. Para fins de ensino, principalmente no estudo de anatomia seccional,
especimes duraveis de variedade e qualidade nao possiveis com outras técnicas
de preservagdo podem ser produzidos (RIEDERER, 2014). Além disso, os
espécimes sao uteis em programas de treinamento preparatorio (tomografia
computadorizada e ressonancia magnética), proporcionando, do aluno ao
especialista, uma compreensao mais clara das estruturas anatdémicas devido ao
conhecimento mais profundo da anatomia por meio de se¢cbes em termos de
reconhecimento morfologico e diagndstico clinico. Na pesquisa, a técnica de
plastinagcdo em fatias mantém o arranjo de todos os componentes do tecido a ser
estudado, em seu contexto original. Isso € de grande interesse, por exemplo, em
pesquisas de descricdo seccional, exames de imagem, reconstrucao digital 3D e
analise histolégica quantitativa e qualitativa em relagdo aos padrdes de diferentes

tecidos bioldgicos, como o vascular, muscular e conjuntivo (OTTONE et al., 2017).

2.3. Pesquisas com secgdes plastinadas em epoxi

O emprego da plastinagédo com resina epoxi como ferramenta em pesquisas
cientificas vem crescendo e atraindo a atencao nos ultimos anos. De 1979, ano em
que von Hagens publicou o primeiro artigo divulgando a técnica de plastinacao, até
maio de 2023, foram encontrados 470 artigos sobre plastinagdo na plataforma
PubMed. Neste sentido, a técnica mais utilizada nestes artigos foi a plastinagao
com resina epoxi (E12), método muito util para a pesquisa, gragas aos beneficios
que confere ao material preservado: transparéncia, contragdo praticamente nula e

possibilidade de visualizar claramente trajetos de artérias, veias, nervos, musculos,
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ligamentos e todo tipo de estruturas anatdbmicas, sem a necessidade de
descalcificagao (OTTONE, 2024).

Segundo Sora (2019), tecidos impregnados com epOxi mostraram-se
adequados para estudos com analises morfométricas e histolégicas quantitativas.
Adicionalmente, a topografia das estruturas anatémicas geralmente nao ¢é alterada
e a eliminacao de lipidios pelo solvente acetona melhora a identificagao de tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e nervos. Os meétodos de coloragdo com corantes
histologicos seletivos sdo passiveis de serem realizados e permitem uma melhor
diferenciacao de estruturas, com aplicagao tanto em fatias ja plastinadas quanto
em fatias a serem plastinadas (STEINKE, RABI, & SAITO, 2008).

A plastinagdo com epoxi também € uma 6tima ferramenta para descrigdes
anatdmicas e de reconstrucao 3D. A precisao dessas reconstrug¢des € comparavel
as obtidas de imagens de Tomografia Computadorizada ou Ressonancia
Magnética e é caracterizado por: (a) permitir que todas as estruturas possam ser
representadas individualmente ou em conjunto e giradas em qualquer plano, (b)
permitir a medigdo de didmetros e angulos de qualquer estrutura e (c) permitir que
os dados morfométricos sejam extrapolados diretamente para possiveis
conclusdes clinicas e cirurgicas (SORA et al., 2019; BHATTARAI; STAAT, 2018;
XU et al., 2018).

Além da menor retracao tecidual promovida, em comparacao a técnica de
poliéster, a plastinagdo com epodxi exibe outras vantagens importantes, como um
melhor indice de refracdo, o que a torna a técnica de escolha para estudar
diferentes tecidos em diferentes planos de corte a niveis macroscépicos e
microscopicos. Sabe-se que um dos fatores preponderantes para a
semitransparéncia das fatias plastinadas com epdxi € a maior proximidade do
indice de refracao da resina E12 (1.54-1.55 em média geral) (Biodur, 2018) com os
dos tecidos bioldgicos humanos, em detrimento ao da resina poliéster (<1.49) e ao
do silicone (1.40) (HEGEDUS et al., 2017; MARKS et al., 2008).

A combinacédo de seccoes plastinadas em epoxi e a microscopia confocal de
fluorescéncia tem sido cada vez mais aplicada em trabalhos de investigacao de
estruturas formadas por tecido conjuntivo, como fascias, ligamentos e tenddes. As
pesquisas englobam as descrigées anatdomicas de tecidos tipicos e de diagndstico

clinicos de patologias. O tecido conjuntivo possui autofluorescéncia no
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comprimento de onda de 488 nm, principalmente por causa do colageno e da
elastina (PHILLIPS et al., 2002). Ademais, pode-se utilizar fluorocromos para
produzir a imagem fluorescente de uma estrutura especifica, que & detectada
eletronicamente.

Embora a técnica padrao de plastinagdo com epoxi (E12) seja amplamente
estabelecida e conhecida, ha limitagbes a sua aplicagdo em pesquisa: o fatiamento,
precedido pelo congelamento, é limitado a cortes com uma espessura em
milimetros (FASEL, MOHLER, & LEHMANN, 1988). Fatias plastinadas feitas com
espessura de um milimetro mostram artefatos ou deslocamentos da proépria
preparacao, se estes possuem uma topografia particularmente complexa ou fragil.
Tentativas para cortar materiais muito duros, como osso compacto, frequentemente
provocam desvios da lamina da serra de corte, e assim, muitas das vezes, resulta
em fatias que ndao sdo completamente paralelas. Amostras que contém materiais
ainda mais duros, como dentes ou mesmo metais, ndo sao adequados para corte
com serra fitas convencionais apds congelamento, precisando ser removidos para
adequado processamento ou seccionados com uma lamina diamantada (OTTONE,
2024).

Embora a plastinacdo com epdxi como ferramenta de ensino e pesquisa
esteja bem estabelecida na literatura, existem poucas pesquisas de caracterizagcao

das resinas epoxi utilizadas na técnica.

2.3. Resina Epoxi

Por definicdo, as resinas epodxi referem-se apenas a mondmeros ou
oligbmeros néo reticulados que contém grupamentos epdxido. Mas, na pratica, o
termo resina epoxi € também usado para incluir sistemas epoxi curados. O epoéxido,
também denominado grupo oxirano, é considerado como a unidade representativa
do polimero epOxi € a maioria das resinas epoxi disponiveis no comércio sao
oligbmeros de éter diglicidilico de bisfenol A (DGEBA) (PASCAULT; WILLIANS,

2010) (Figura 1), incluindo os utilizados na técnica de plastinagao.
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Figura 1. Estrutura quimica da resina DGEBA.
Fonte: JILANI et al., 2015.

Os epoOxis sdo uma das classes mais versateis de polimeros, com diversas
aplicagdes, como revestimentos de diversos materiais, primer automotivo, circuito
impresso de placas, encapsulantes de semicondutores, adesivos e compositos
aeroespaciais. Resinas epoxi curadas sao termofixos amorfos com excelente
resisténcia mecanica e tenacidade, grande resisténcia quimica a umidade e a
corrosao, boas propriedades térmicas, adesivas e elétricas, sem emissdo de
volateis, baixo retragdo na cura e estabilidade dimensional (PHAM; MARKS, 2005;
MITTAL et al., 2016).

Os compostos que contém fung¢des quimicas que reagem com 0S grupos
epoxi da resina levando ao seu endurecimento sdo denominados agentes de cura
ou endurecedores. O epodxi geralmente requer maior proporgcao de agente de cura
na mistura resina e endurecedor (1:1 ou 2:1, respectivamente), em comparagao
com resinas de poliéster insaturado ou éster vinilico, onde a resina € curada com
uma concentragao bem menor (1-3%) do agente de cura. Catalisadores podem ser
adicionados de forma facultativa para acelerar a reagao da resina epoxi com o
agente de cura ou promover tais reagdes em condicdes de temperaturas mais
baixas (LICARI; SWANSON, 2011). Apds o processo de cura, a resina ndo pode
mais ser remoldada pelo calor, caracterizando-a como um polimero termofixo. A
condicdo necessaria para gerar um polimero termofixo € que um ou mais dos
mondémeros devem possuir trés ou mais grupos reativos por molécula, produzindo
uma estrutura reticulada tridimensional que ocupa todo o volume de reacao
(RAQUEZ et al., 2010).

As resinas epoOxi contém dois grupos funcionais quimicamente reativos:

epdxido e hidroxila. Resinas epdxi liquidas, de baixa massa molar, sao
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consideradas mondmeros ou pré-polimeros bifuncionais e s&o curadas
principalmente por meio do grupo epoxi. No entanto, conforme a massa molar dos
resinas epoxi solidas aumenta, o conteudo de epdxido diminui e quantidade de
grupos hidroxila aumenta. A reagéo de cura envolve a abertura do anel oxirano e a
formacgao de ligagbes C-O, formando cadeias mais longas e lineares (Figura 2).
Tais reacbes permitem a extensdo da cadeia e/ou reticulagdo ocorra sem a
eliminacdo de moléculas pequenas, como a agua. Sendo assim, estes materiais
reagem por um tipo de reagao de polimerizagéo de rearranjo, o que resulta em uma
contragdo na cura menor quando comparado com outros tipos de plasticos
termofixos. Esta caracteristica €& responsavel pela baixa contracdo e boa
estabilidade dimensional dos epdxis curados. Ja a cura por policondensacgéao via
grupos hidroxila, que normalmente ocorre a partir da adi¢do de acidos ou anidridos
acidos, é normalmente seguida pela formacgao de subprodutos volateis, como agua
ou alcool, demandando aquecimento para a cura adequada e remogao dos volateis
(PHAM; MARKS, 2005; BRYDSON, 1999).
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Figura 2. llustracdo esquematica do mecanismo de reagdo de cura da
polimerizagao epoxi-amina via polimerizagao de rearranjo.
Fonte: Li et al., 2016.

Além das escolhas de resinas epoxi e agentes de cura, a proporgao
estequiométrica de epoxi/agente de cura € outro fator que tem efeitos significativos

na estrutura e desempenho da rede polimérica. Teoricamente, uma estrutura de
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polimero termofixo reticulado é obtida quando quantidades equimolares de resina
e endurecedor sdo combinadas. No entanto, em aplicagbes praticas, as
formulagcdes de epdxi e suas proporgdes sao otimizadas para melhorar o
desempenho, em detrimento de curas estequiométricas (PHAM; MARKS, 2005;
FOUCHAL et al., 2006).

Em sistemas de cura de epdxi com aminas primarias e secundarias,
normalmente o endurecedor é usado em propor¢ado proxima a estequiométrica.
Como a amina terciaria formada na reacédo tem um efeito catalitico em rea¢des de
epoxi com alcoois secundarios coproduzidos, um pouco menos do que as
quantidades tedricas devem ser usadas. No entanto, se muito menos do que a
quantidade estequiométrica de amina for usada, a resina epdxi ndo curara
completamente. Por outro lado, o uso de excesso de amina resultara em
extremidades de cadeia com grupamentos amina nao reagida e reticulagdo
reduzida, produzindo um polimero mais suscetivel a ataques por umidade e
produtos quimicos (BRYDSON, 1999; LI et al., 2016).

A “cristalizacédo” da resina liquida e o amarelamento progressivo da resina
curada sao caracteristicas importantes dessa classe de polimeros. A resina diglicidil
éter de bisfenol A tem uma tendéncia natural para formar cristais (solidificar),
particularmente em temperaturas muito baixas ou em contaminagdes com corpos
estranhos (DWYER et al., 2024). Por isso, a temperatura da mistura de
impregnagao deve ser monitorada durante a plastinagéo, evitando-se que diminua
de 0 °C. Porém, a cristalizagdo ocasional pode ser revertida em temperaturas
superiores a 42 °C, sem que haja perda das propriedades da resina. Ja o
amarelamento € inevitavel, progressivo e lento, a depender do mecanismo de
degradagao, podendo ser causado pela exposi¢cao prolongada a agua ou umidade,
fotooxidacdo, termodegradacdo ou excesso de endurecedor (KRAUKLIS;
ECHTERMEYER, 2018).

Vale ressaltar que a composicdo e caracteristicas de uma resina epoxi
comercial podem variar para cada fornecedor, por exemplo, no principal constituinte
da resina e seus grupos funcionais, na presenca e proporgao de diluentes/aditivos,
na viscosidade ou no agente de cura. As fichas técnicas disponibilizadas pelos

fabricantes podem ndo ser suficientes para elucidar informagdes mais
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aprofundadas sobre os polimeros, sendo necessario recorrer as analises de

caracterizagao fisico-quimicas, mecanica, térmica, ética e reoldgica.

2.4. Caracterizagao de polimeros

A caracterizagao de resinas comerciais, como a epoxi, € fundamental devido
as variagbes em sua composicado e pureza, muitas vezes nao especificadas
integralmente nas fichas técnicas. A analise dessas resinas € essencial para
elucidar as suas propriedades fisico-quimicas, térmicas e reoldgicas, que estao
intrinsecamente ligadas a sua estrutura e desempenho final (ZARBIN, 2007). Para
isso, empregam-se diversas técnicas analiticas, como a espectroscopia no
infravermelho para a caracterizagdo quimica, a termogravimetria para avaliagéo da
estabilidade térmica, ensaios de tragdo para avaliagao das propriedades mecanicas
e a reometria rotacional para a avaliagdo do comportamento reolégico. Os
resultados dessas analises permitem uma compreensdo mais aprofundada da
estrutura molecular e dos grupamentos quimicos presentes, fornecendo dados
cruciais para a aplicagao e processamento desses materiais.

A técnica de espectroscopia no infravermelho (IV) é amplamente utilizada
para a caracterizacdo de materiais, pois explora a absor¢cdo de radiagao
infravermelha por ligagdes quimicas. Cada grupo funcional em uma molécula
absorve a radiacdo em uma faixa de frequéncia especifica, o que permite a
identificacdo desses grupos e a elucidagdo da estrutura molecular. Essa
capacidade de correlacionar espectros de absor¢cao com a estrutura quimica torna
a espectroscopia IV uma ferramenta util para a identificacdo de compostos e para
0 acompanhamento de modificacdes estruturais em moléculas durante reacdes
quimicas (NG; SIMMONS, 1999).

A radiacao infravermelha abrange uma secao do espectro eletromagnético
com numeros de onda de aproximadamente 13.000 a 10 cm~' ou comprimentos de
onda de 0,78 a 1.000 pym. A regiédo do infravermelho € comumente dividida em trés
areas menores: infravermelho préximo, infravermelho médio e infravermelho
distante, compreendendo os comprimentos de onda de 12.500 a 4000, 4000 a 400
e menores que 400 cm™', respectivamente. As informacdes de absorgdo de

infravermelho medidas por espectroscopia sao geralmente apresentadas na forma
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de um espectro (grafico) com comprimento de onda ou numero de onda como eixo
X e intensidade de absorgao ou porcentagem de transmitancia como eixo Y (HSU,
1997).

A analise exploratéria aplicada a espectros de reflexdo total atenuada no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR) tem grande importancia na
identificacao e caracterizacédo de substancias e apresenta vantagens como néao ser
destrutiva e ndo necessitar de um preparo prévio da amostra (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1991). A espectroscopia do infravermelho com transformada
de Fourier opera com o interferémetro de Michelson, no qual o equipamento
promove a manipulagdo da energia emitida da fonte até o divisor de feixe que
separa o feixe em duas porgdes perpendiculares, uma refletida e outra transmitida.
Entdo, as duas porcdes sao direcionadas a dois espelhos e, apds serem refletidos
novamente, esses dois feixes encontram-se construtivamente e passam pela
amostra. Com isso, a amostra absorve comprimentos de onda especificos e o que
€ transmitido sera detectado pelo aparelho, fornecendo o sinal em forma de banda
no interferograma (um espectro de dominio de tempo exibindo intensidade versus
tempo dentro da varredura do espelho). Em vez de visualizar cada frequéncia
sequencialmente, como em um espectrémetro IR dispersivo, todas as frequéncias
sdo examinadas simultaneamente na espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) (GOMES, 2015). O interferograma contém
informagdes sobre toda a regido de IR a qual o detector é responsivo e, com uma
operagao matematica conhecida como transformacao de Fourier, o interferograma
€ convertido no espectro de IV final (HSU, 1997).

Reologia € a ciéncia que estuda a deformacao e o escoamento ou fluxo da
matéria, ou seja, o comportamento dos materiais frente a uma tensédo ou
deformacao aplicada. Na reologia ha uma técnica experimental chamada reometria,
que estuda as propriedades reolégicas de um fluido e mede o seu escoamento,
sendo de extrema importadncia nos processos de controle de qualidade e na
modelagem de processos industriais (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989). As
propriedades reoldgicas sao encontradas em todos os materiais e seus estados:
gases, liquido e sélidos (TONELI; MURR; PARK, 2004). Os equipamentos mais
usados na reometria sdo os viscosimetros capilares e os redmetros. O rebmetro

rotacional funciona, simplificadamente, pelo principio da resisténcia que o liquido
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analisado produz quando cisalhado por uma haste movel rotacional do
equipamento, sendo a viscosidade uma das propriedades mais importantes
estudadas na reologia (SHIROMA, 2012).

A viscosidade € uma propriedade dos liquidos que descreve a sua
resisténcia ao fluxo. Quanto mais viscoso for um liquido, maior é a dificuldade desse
liquido fluir ou escorrer. Um dos principais fatores externos que influenciam a
viscosidade, por exemplo, de um polimero, € a temperatura (SZEWCZAK;
SZELAG, 2019; ROBERTS et al., 2017; OLIVEIRA; BARROS; ROSSI, 2009;
BIRESAW; CARRIERE; SAMMLER, 2003), uma vez que a viscosidade é
diretamente proporcional ao atrito interno originado da forca de atragédo das préprias
moléculas do composto. Sendo assim, com o aumento da temperatura, ha também
0 aumento das distancias intermoleculares, causado pela maior energia cinética
(provocada pelo aquecimento), reduzindo as forcas de atracdo e, por
consequéncia, o atrito sera menor, permitindo um escoamento mais rapido. A
diminuicdo da temperatura promove o contrario (WILHELM; STRAUS;
KRONSEDER, 2020). Além disso, fatores moleculares também s&o importantes
para determinar a viscosidade, tais como grau de polimerizag&o, grupos laterais da
molécula, distribuicdo da massa molar, dentre outros. Em geral, quanto maior a
cadeia de um polimero, mais interagdes intermoleculares sado existentes e,
consequentemente, maior a viscosidade (CHEN; LI, 2006).

A Analise Termogravimétrica (TG) € uma técnica de analise térmica que
monitora a variagdo de massa de uma amostra em fungado da temperatura ou do
tempo. O processo ocorre sob uma atmosfera controlada e em um gradiente de
temperatura, permitindo avaliar a estabilidade térmica do material e a composigao
em etapas de decomposicao. A partir da derivada da curva de TG em relacéo ao
tempo (dm/dt) é obtida a Termogravimetria Derivada (DTG), o que ressalta os
pontos de maxima velocidade de perda de massa. A curva de DTG é
particularmente util para a separagao de eventos de decomposicido que ocorrem
em faixas de temperatura préximas (BOTTOM, 2008).

O equipamento da analise termogravimétrica € composto basicamente por
uma balanca de alta precisdo e um forno. O equipamento pode sofrer alteracées
de configuragdo de um fabricante para outro, mas os fundamentos basicos sao

sempre os mesmos. Durante a analise, a amostra permanece em uma atmosfera
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com um gas de purga, e este pode ser inerte ou reativo, a depender da analise a
ser realizada. O grafico resultante da massa ou do percentual da massa em fungéo
do tempo € chamado de termograma ou curva de decomposigdo térmica
(SAADATKHAH et al., 2019).

A TG pode ser usada principalmente para investigar a estabilidade térmica
(a resisténcia do material a uma determinada temperatura), a estabilidade oxidativa
(a taxa de absorgdo de oxigénio no material), bem como as propriedades
composicionais (por exemplo, cargas, resina polimérica, solventes) das amostras.
Além disso, o ganho ou a perda de massa das amostras poliméricas corresponde
a diferentes fatores. Geralmente, o ganho de peso é atribuido a adsor¢ao ou
oxidacdo, enquanto a perda de peso € atribuida a decomposicdo, dessorcéio,
desidratacdo, dessolvatagdo ou volatilizagdo. E especialmente util para o estudo de
materiais poliméricos, incluindo termoplasticos, termofixos, elastémeros,
compositos, filmes, fibras, revestimentos e tintas. As medicdes de TG fornecem
informacbes valiosas que podem ser usadas para selecionar materiais para
determinadas aplicac¢des de uso final, prever o desempenho do produto e melhorar
a qualidade do produto (PRIME et al., 2008).

Os ensaios mecanicos sdo vastamente empregados nos estudos de
polimeros e avaliam a resisténcia, deformabilidade e comportamento mecanico de
diferentes tipos de polimeros sob diversas condi¢des de carga. Existem varios tipos
de ensaios para caracterizar as propriedades mecanicas de polimeros. Nesse
sentido, o ensaio de tragdo € um dos mais utilizados, no qual uma amostra de
dimensdes padronizadas € submetida a uma carga uniaxial progressiva até a
ruptura. Os dados de tenséo e deformagéo sao registrados, permitindo determinar
propriedades como: tensdo maxima (limite de resisténcia a tragdo), médulo de
elasticidade (rigidez), tensao de escoamento (valor de tensdo no qual o material
comega a se deformar de forma permanente e irreversivel) e alongamento na

ruptura (ductilidade).
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3. JUSTIFICATIVA

A técnica de plastinacao representa um avango no campo da Anatomia e
das Ciéncias Bioldgicas, provendo espécimes biolégicos duraveis, seguros e
realisticos para o ensino e a pesquisa. Contudo, a efetivagédo e a expanséao global
desta metodologia enfrentam um obstaculo de natureza econd6mica e logistica: a
dependéncia quase exclusiva dos polimeros de referéncia da empresa alema
Biodur®. Tais insumos, de alta qualidade e especificamente desenvolvidos para a
técnica, apresentam um valor agregado substancial, que €& dramaticamente
majorado por taxas aduaneiras e custos de frete, podendo duplicar ou triplicar o
preco final, particularmente na América Latina.

A dependéncia quase exclusiva de um unico fornecedor global impdée uma
restricdo de acesso a tecnologia, sendo um empecilho na democratizagédo da
plastinagdo em paises com recursos limitados ou instituicdes com uma burocratica
estrutura de importacdo. Paralelamente, constata-se uma lacuna na literatura
cientifica quanto a caracterizacdo fisico-quimica detalhada dos polimeros
empregados. A caréncia de estudos sobre as propriedades quimicas, reologicas e
mecanicas dos insumos atuais impede tanto a otimizagao e aperfeicoamento da
técnica quanto o desenvolvimento racional de materiais alternativos.

Diante deste cenario, a presente tese de doutorado se justifica pela
proposicdo de uma solugdo técnica e economicamente viavel. A investigagao
proposta visa a avaliagao detalhada de um potencial polimero epodxi alternativo, em
contraposi¢cao ao Biodur® E12, para a plastinacdo de fatias finas de tecidos
biolégicos (2-3 mm). O estudo também focou na caracterizagado quimica, reoldgica
e mecanica do material alternativo, estabelecendo um perfil comparativo com o

padrao de referéncia.
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4, OBJETIVOS

4.1. GERAL

Aplicar uma formulagao de resina epoxi nacional e seu sistema de cura no processo
de plastinacdo como potencial alternativo ao Biodur E12, o epdxi de referéncia

mundial para a plastinagao.

4.2. ESPECIFICOS

) Prospectar no mercado nacional uma nova resina e seus componentes de

cura com potencial de aplicacdo na técnica de plastinagao;

° Modificar as formulagdes dos produtos encontrados para adequacgao a
plastinagao;
° Identificar a estrutura quimica do polimero de referéncia (E12) e do novo

polimero por meio da espectroscopia no Infravermelho;

) Identificar a estrutura quimica dos compostos presentes nos sistemas de
cura da resina controle (E1) e do alternativo por meio da espectroscopia no
Infravermelho;

° Avaliar a viscosidade dos polimeros a serem testados;

) Avaliar as temperaturas de degradacgao térmica dos insumos de referéncia e
alternativos;

° Avaliar comparativamente as caracteristicas mecanicas (resisténcia a tragcao
axial) dos polimeros curados;

° Mensurar comparativamente o grau de amarelamento do epoxi de referéncia
e o alternativo ao longo de 6 meses;

° Desenvolver um protocolo de impregnagéao forgada e cura especifico para a
nova resina para aplicagao na plastinagao;

° Avaliar, de forma comparativa e visual, as fatias produzidas com as resinas
de referéncia e alternativa e mensurar a retracado média por diferenca de area dos
diferentes tecidos bioldgicos presentes nas fatias produzidas;

) Avaliar a arquitetura dos tecidos plastinados com as resinas.

5. MATERIAS E METODOS
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Com intuito de facilitar a descricdo da pesquisa, dividiu-se os materiais e
métodos em trés etapas: 1) Prospecgdao de uma resina epoxi de fabricagdo ou
distribuicdo nacional compativel com a de referéncia (Biodur® E12) para uso na
plastinagdo; 2) Aplicacdo das resinas na plastinagdo de tecidos biologicos e
avaliacao dos produtos finais produzidos; 3) Caracterizagao estrutural quimica, das
propriedades reoldgicas e mecanicas dos epoxis E12 (resina de referéncia), o novo

epoxi (resina teste) e os componentes de cura das resinas.

5.1. PROSPECCAO DO EPOXI ALTERNATIVO E VERIFICAGAO INICIAL

Inicialmente foi prospectado no mercado nacional de polimeros uma resina
epoxi e seu agente de cura com caracteristicas fisico-quimicas e reacionais
compativeis com a aplicagao na plastinagao de cortes finos (2-3 mm) plastinados,
tendo como referéncia os produtos da Biodur® (resina E12 e endurecedor E1). Para
avaliagao das caracteristicas iniciais foram analisados os componentes quimicos a
partir de suas fichas técnicas, sendo os principais parametros observados: o
componente principal, a transparéncia, a proporcao resina/endurecedor sugerida

para a cura, o tempo de gel e a viscosidade, conforme observado na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas basicas dos componentes E12 e E1 da Biodur® utilizadas

como parametro para escolha da resina teste.

Produtos Analisados

Caracteristica avaliada

Epoxi E12 Endurecedor E1
I , C 2,2'-Dimetil-4,4'-
Componente principal Bisfenol A — epicloridrina metilenobis(ciclohexilamina)
Aparéncia Liquido incolor viscoso Liquido incolor
Viscosidade (25 °C) 3000 — 4000 mPa.s 140 - 150 mPa.s
Proporgéo 100:28

resina/endurecedor

Tempo de gel (20 °C) Aproximadamente 16 horas

Fonte: Do préprio autor, com adaptacéo da ficha técnica dos produtos.
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A partir da verificagdo das caracteristicas descritas na Tabela 1 foi realizada
a aquisigao de uma resina de comercializacdo nacional que mais se assemelhou
com os produtos de referéncia, a resina e o endurecedor designados,
respectivamente, como E48 e E5. O nome comercial real e o fabricante da E48 e
ES5 foram mantidos em sigilo para efeito de registro de patente.

Por conseguinte, foi testado o tempo de gel e cura em fungdo da
concentracdo de endurecedor para a resina nacional. Este teste foi fundamental,
uma vez que apos a adigdo do endurecedor da resina, € necessario um tempo
superior a 10-12 horas de trabalho para permitir a impregnag¢ao das amostras antes
que a mistura entre em estado de gel (WEGMANN et al., 2012; OTTONE et al.,
2017).

O teste de analise do tempo de gel e de cura foi seriado, utilizando-se 5
concentragcdes do endurecedor em relagao a resina nacional: 43; 21,50; 10,75; 5,37
e 2,68% m/m. A concentracao de 43% é a preconizada pelo fabricante dos insumos
nacionais para a cura do E48. Diante dos resultados obtidos na primeira bateria de
testes, verificaram-se também as concentragcbes 18,85; 16,15 e 13,45% m/m,
intermediarias as concentracdes ja realizadas de 21,5 e 10,75%, totalizando 8
formulacdes. Para isso, foram separadas massas de 40 gramas da resina E48 e
adicionada a quantidade correspondente do endurecedor E5. Apds isso, utilizou-se
um bastdo de vidro para homogeneizar cada mistura durante um minuto e
cronometrou-se o tempo necessario para que a resina entrasse em ponto de gel e
para que curasse por completo. O ponto de gel foi verificado a partir do momento
em que a mistura ndo escorria mais do bastdo de vidro quando retirado da
formulacéo e o ponto de cura quando a mistura se tornou completamente rigida e
sem aderéncia no toque e na parede do recipiente. Seguindo este mesmo protocolo
experimental, para a resina E12 foi medido o tempo de gel e de cura com a
proporcao preconizada pelo fabricante para uso na plastinagao, que é de 100:28.
Todos os testes de estado de gel/cura das resinas foram realizados em duplicata
para cada amostra e calculada a média do tempo encontrado.

Diante do resultado insatisfatério de analise da aplicagao do tempo de gel e
de cura versus concentracdo de endurecedor na plastinagao, foi realizado também

um teste do tempo de gel e de cura versus concentragdo de um
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plastificante/diluente ftalico na resina teste. O composto exato do plastificante foi
omitido por motivos de registro de patente. Neste teste foram utilizadas 6
proporcdes do diluente em relagao a resina nacional, respectivamente: 0, 5, 15, 25,
30 e 35% m/m, respeitando-se a concentracdo de endurecedor sugerida pela
fabricante (43% em relacédo a resina somente). Para isso, foram separadas as 6
aliquotas de 40 gramas da resina E48 com o plastificante, misturadas de forma
homogénea, e adicionada a quantidade correspondente do endurecedor E5. Com
isso, as concentracgdes de endurecedor utilizadas para as misturas com proporgoes
resina/plastificante 100:0, 95:5, 85:15, 75:25 70:30 e 65:35 m/m foram de 43; 40,8;
36,6; 32; 30 e 28%, respectivamente (Tabela 2). Apds isso, utilizou-se um bastao
de vidro para homogeneizar cada mistura durante um minuto e cronometrou-se o
tempo em que a resina entrou em estado de gel e cura completa (rigido e seco ao
toque). A partir dos resultados foram avaliadas quais concentragdes seriam viaveis

para utilizagdo na plastinagao.

Tabela 2. Amostragem seriada para o teste de tempo de gel da resina E48 e
endurecedor E5 com as diferentes proporcdes de resina/plastificante e as

concentragcdes de endurecedor utilizadas.

. Proporg{a.o Endurecedor/ Endurecedor/
Amostra resinal/plastificante - 1o A o
resina (%) resina final (%)
(m/m)
1 100:0 43
2 95:5 40,8
3 85:15 36,6
0,
4 75:25 43% 32
5 70:30 30
6 65:35 28

Legenda: resina final = mistura da resina com o plastificante.

Fonte: do préprio autor.
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5.2. PLASTINAGAO DE TECIDOS BIOLOGICOS COM 0OS EPOXIS E
AVALIACAO DOS PRODUTOS FINAIS

5.2.1. Plastinagdo das amostras com o epoxi nacional

Nesta parte do estudo foi avaliada a aplicagdo do epodxi nacional na técnica
de plastinagdo de fatias finas de diferentes tecidos biolégicos. Para isso, foram
utilizados um total de 10 ratos Wistar que seriam destinados ao descarte pelo
Biotério Central da Ufes. A execugao do projeto foi aprovada pela Comissao de
Etica em Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA/UFES) sob o
numero 31/2019.

Inicialmente, os 10 ratos Wistar recém eutanasiados pelo biotério e frescos
foram congelados em freezer (-30 °C) em posicao anatdbmica por 2 dias,
completamente emblocados em espuma de poliuretano e mantidos novamente no
freezer por mais 5 dias para um congelamento pleno e uniforme. Depois disso,
seccgoes transversais de 2-3 mm de espessura dos espécimes emblocados foram
sequencialmente realizadas com uma serra fita grande (Skymsen SSI, N° 1974) e
transferidas para um banho de acetona pura (-25 ° C), onde a limpeza das
sujidades superficiais das fatias provenientes do processo de seccionamento foi
feita com pinceis de cerdas macias (Figura 3). Em seguida, para facilitar a
manipulagéo das fatias, manter a sequéncia dos cortes identificados e aumentar a
superficie de contato/troca dos tecidos, foram utilizadas grades plasticas
perfuradas e tecidos de algodao entre cada fatia, evitando que as fatias ficassem
em contato direto umas nas outras, o que poderia dificultar a troca de agua por

acetona na proxima etapa.
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Figura 3. Processo de limpeza das fatias de rato recém-seccionadas com acetona
resfriada (-25 °C) e pincel com cerdas macias.

Fonte: do préprio autor.

A desidratagéo das fatias foi realizada com 3 banhos semanais sucessivos
e imersivos de acetona pura resfriada em freezers (-25 °C). O volume de solvente
usado foi pelo menos 20 vezes maior que dos espécimes. A concentracado da
acetona do ultimo banho foi mantida acima de 99,5% apds o tempo de 7 dias, sendo
este o requisito necessario para a etapa de desidratacao ser considerada finalizada.
A afericao da pureza da acetona foi realizada com um acetonémetro (densimetro)
calibrado a 20°C.

ApOs a desidratagdo, as 200 fatias produzidas foram divididas nos grupos
experimentais E12 e E48 (100 fatias em cada) e a impregnagao forgada foi
realizada em quatro repeti¢cdes, ou seja, 25 fatias de cada grupo por repetigao.
Todos os grupos das repeticbes apresentavam secg¢des de todos os tecidos
biolégicos avaliados. Os cortes foram imersos nas misturas reativas recém
preparadas, sendo a mistura da resina Biodur E12 composta por resina E12 +
endurecedor E1 na proporgao 100:28 m/m, respectivamente, no grupo controle
(Biodur®) e a do epoxi E48 (teste) que variou em cada repeticdo da impregnacgao
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de acordo com os resultados obtidos nos testes tempo de gel e na impregnagéao

anterior, como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Grupos experimentais (E12 e E48), quantidade de amostras e propor¢des
das misturas reativas de impregnacgao.

Fonte: do autor.

Mistura de
N Mistura de cura
Testagem Resina impregnacao
amostral (m/m)
(m/m)
E12 25 E12 + E1 (100:28)
1° E48 + ES
E48 25 E48 + E5 (100:16)
(100:43)
00 E12 25 E12 + E1 (100:28)
E48 25 E48 + plastificante + ES (65:35:28)
E12 25 E12 + E1 (100:28)
3° E48 + plastificante E48 + E5
E48 25
+ E5 (65:35:28) (100:43)
E12 25 E12 + E1 (100:28)
4° E48 + plastificante E48 + ES
E48 25
+ ES (65:35:28) (100:43)

Fonte: do préprio autor.

Em cada testagem de impregnacao forcada foram colocadas uma amostra
do epdxi de controle (E12) e uma do teste (de comercializagao nacional) dentro de
uma camara de vacuo circular média (Biodur®, capacidade de 100 litros), conforme
a Tabela 3. Aplicou-se o vacuo progressivamente e, conforme a acetona foi sendo
volatizada da amostra, um rapido borbulhamento no epdxi foi visualizado (Figura
4). O ajuste do vacuo foi realizado de forma uniforme e constante na qual a
impregnagao durou 8 horas, tendo-se um padréo intenso de bolhas de acetona. A
impregnagcao dos grupos experimentais iniciou na pressao de 200 mmHg e, na
primeira hora de impregnacao, a pressao foi reduzida uniformemente até 100
mmHg. Nas 6 horas e 40 minutos seguintes, a cada 20 minutos foi reduzido

aproximadamente 5 mmHg de pressdo. Com isso, faltando aproximadamente 1
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hora e 20 minutos para o fim da impregnagao, as valvulas de entrada de ar da
camara (utiizadas no controle do vacuo) foram completamente fechadas,
atingindo-se o vacuo maximo da bomba (2 mmHg). A etapa foi concluida quando
finalizado o tempo de impregnacao total, notando-se uma redugdo drastica da

formagao de bolhas.

Figura 4. Secgdes imersas nas misturas reativas dentro da camara de vacuo
durante a impregnacdo forgada, evidenciando o borbulhamento da acetona
volatilizada. Legenda: E48 (A) e E12 (B).

Fonte: do préprio autor.

A etapa de cura foi realizada a partir do método sanduiche, no qual
espalhou-se uma pequena quantidade da mistura de cura de cada epéxi (conforme
Tabela 3) em uma folha de acetato (50x50 cm) sobre uma lamina de vidro
(50x50x0,5 cm) e as fatias foram posicionadas sobre a mistura de forma espagada
(Figura 5). Apos isso, mais uma quantidade da mistura de cura foi colocada sobre
as fatias, de forma suficiente a cobri-las e, posicionou-se mais uma folha de acetato
acima das secgdes. Com auxilio de uma espatula pode-se afastar as bolhas de ar
formadas sob e sobre os cortes devido a montagem do sanduiche. Para finalizar,
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sobre o acetato foi colocada mais uma lamina de vidro e um peso de
aproximadamente 5 kg para manter o sanduiche alinhado. Uma vez pronta, a
montagem permaneceu em temperatura ambiente por 72 horas e mais 48 horas

em estufa a 45 °C e foi, posteriormente, desmontada.

Figura 5. Fatias de rato Wistar impregnadas com epo6xi E12 sendo posicionadas na

montagem pelo método sanduiche para a cura.
Fonte: do préprio autor.

5.2.2. Avaliagao das secc¢oes finas com as resinas epoxi

Para a avaliagdo das secgbes com o epoxi teste (E48) no comparativo ao
grupo controle (E12) foi verificada a compatibilidade da resina alternativa com as
etapas da técnica e a qualidade dos produtos finais. O principal parametro para
verificacdo da viabilidade da resina E48 foi a comparagédo de seu comportamento
com o E12 nas diferentes etapas: impregnacao forgada, cura quimica e desmonte
do sanduiche.
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Ja para avaliagao dos produtos finais foram observados os aspectos gerais
das placas de epoxi, como a cura completa dos polimeros, maleabilidade, a
semitransparéncia pretendida dos diferentes tipos de tecido presentes nas fatias e

0 amarelamento das placas com as secgdes biologicas.

5.2.3. Analise de retracio tecidual

Embora se saiba que a melhor forma para calculo de retragdo se da pela
medic¢ao da diferenga de volume, esta medida n&o é viavel para a plastinagédo em
epoxi, uma vez que as secgoes ficam inseridas nas placas de resina. Portanto, foi
empregado como critério para a medida de retragao tecidual média a diferenca da
area (cm?) de antes da impregnacgéo e depois da cura dos tecidos biologicos das

secgdes, como se segue ha equacéao 1.

(4rea antes da impregnagdo (cm?) — area ap6s a cura(cm?)) x 100
area antes da impregnacio (cm)

Retracgdo (%) = D

Nesta analise foram avaliados os tecidos nervoso, renal, hepatico, esplénico,
cardiaco e pulmonar. Para a padronizacdo da analise, todos os cortes foram
fotografados sobre uma prancha com escala (régua), a partir de um mesmo angulo
e distancia focal, sob as mesmas condicbes antes da impregnacao (apds
desidratacado) e depois da cura. A medicdo da area dos tecidos foi feita com o
software livre Imaged, medindo-se a area superficial dos diferentes tecidos de
somente uma face do corte. O software calcula a area a partir da contagem de
pixels das fotografias, tendo como parédmetro uma escala que é calibrada (Figura
6).
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Figura 6. Medicao da area (cm?) do tecido cardiaco na face superior do corte, antes
da impregnacédo forgada (A) e apos a cura (B), pelo programa Imaged. A
demarcacao amarela foi destacada para melhor visualizagdo.

Fonte: do préprio autor.

No caso de 6rgaos lobulados/segmentados, foram consideradas para a
medi¢cdo as partes com delimitacdo bem definida nas fotografias do antes e do
depois, como foi o caso do tecido pulmonar e hepatico.

Os critérios utilizados para a exclusdao de fatias para analise da retracao
tecidual foram: 1) sec¢des que nao apresentavam nenhum dos tecidos a serem
analisados; 2) fatias que possuiam dano tecidual consideravel; 3) fatias em que a
alteragcdo na coloragdo (escurecimento) nas regides de interesse dificultava a
observacao inequivoca dos limites teciduais; 4) fatias em que nao havia uma
delimitacao nitida no contorno dos tecidos sob analise devido a falta de contraste.

Para a analise estatistica dos dados foram utilizados os testes de Shapiro-
Wilk e Levene para avaliar a normalidade e homogeneidade das variancias,
respectivamente. Os dados de retragdo média percentual dos grupos experimentais
foram analisados no teste t de Student pareado e no teste de Analise de Variancia

(ANOVA) de uma via. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

5.2.4. Analise Microscopica estereoscopica e confocal de fluorescéncia

Para comparagao geral entre os tecidos plastinados com os epodxis E12 e

E48P (com plastificante), as secg¢bes utilizadas na andlise de retragdo tecidual
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foram examinadas com um estereomicroscépio Leica EZ4 HD com ampliagédo de 8
vezes e as imagens foram gravadas eletronicamente. Posteriormente, foi utilizado
0 microscopio confocal ZEISS LSM 880 Airyscan (Figura 7), com o laser ajustado
no comprimento de onda de 488 nm e sob objetiva de aumento de 10 vezes, sendo
as imagens gravadas eletronicamente. Foram utilizados os equipamentos do
Laboratério de Estudos em Morfologia Aplicada (LEMA)/UFES e no Centro de

Aquisicao e Processamento de Imagens/UFMG.

Figura 7. Microscoépio confocal de fluorescéncia ZEISS LSM 880 Airyscan.

Fonte: do préprio autor.
5.3. ANALISE DAS RESINAS E DOS ENDURECEDORES

A terceira parte da pesquisa foi caracterizar os epoxis E12, E48 e E48P
(resina e plastificante na proporgao 65:35, respectivamente) e os endurecedores
E1 e E5 quanto as suas estruturas quimicas, térmicas, propriedades reoldgicas e
mecanicas. As resinas comerciais normalmente ndo sédo produtos puros, uma vez

que podem conter retardantes, plastificantes, diluentes e outros aditivos
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importantes para as caracteristicas fisico-quimicas, 6ticas e mecanicas da resina
liguida ou curada. Diante disso e da auséncia de informagbes descritivas dos
componentes e quantidades das formulag¢des nas fichas técnicas dos produtos, fez-
se necessaria a realizagao de testes experimentais de caracterizagao para se tentar
elucidar tais informagdes. Para isso, foram empregadas as técnicas de
espectrometria de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR), reometria
rotacional, analise termogravimétrica (TG), indice de refragédo, ensaio de mudanca

de coloragéo e ensaio de resisténcia a tragéo.

5.3.1. Caracterizagao reoldgica

De forma a aprofundar o conhecimento da viscosidade dos epdxis E12, E48
e E48P puros testados em temperaturas de trabalho da plastinagao, foi utilizado o
reOmetro rotacional da marca Anton Paar, modelo ReolabQC, do Laboratério de
Processamento e Caracterizacdo/LabPetro, situado na Universidade Federal do
Espirito Santo (Figura 8). O equipamento contou com um sistema de medigao de
cilindro coaxial e possui um sistema de resfriamento e aquecimento acoplado para
as amostras. As viscosidades dindmicas dos polimeros foram medidas nas
seguintes temperaturas pré-programadas: 20, 22.5, 25, 27.5, 30, 32.5 e 35 °C,
definidas a partir da média das 100 medidas de viscosidades para cada
temperatura com as taxas de cisalhamento variando entre 100 e 600 s'. As
amostras de epoxi foram transferidas uma a uma para um recipiente especifico,
cerca de 10 mL cada, no redbmetro e uma haste cilindrica rotativa no interior da
amostra, foi fixada a cabegca de medigdo do redmetro, gerando assim um
cisalhamento no fluido. Além da viscosidade dinamica e temperatura, o aparelho

também mediu a taxa e a tensao de cisalhamento.
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Figura 8. Sistema de analise reoldgica. (A) Rebmetro rotacional, modelo
RheolabQC, fabricado pela Anton Paar; (B) Vaso cilindrico para conter a amostra
a ser analisada no redbmetro e (C) haste cilindrica de metal responsavel por gerar
cisalhamento no fluido durante o teste reoldgico..

Fonte: Do préprio autor.

5.3.2. Caracterizacao por Espectroscopia de Absorbancia no Infravermelho

Para as analises de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR, do inglés “Fourier transform infrared”) com os epodxis E12, E48 e
E48P (liquidos e curados) e os seus endurecedores foi utilizado o espectrdmetro
AGILENT TECHNOLOGIES®, modelo Cary 630 FTIR (Figura 9), do Laboratério
Multiusuario da Coordenadoria de Quimica e Biologia, do Instituto Federal do
Espirito Santo — IFES, Campus Vitéria, que possui um acessoério de cristal de
seleneto de zinco (ZnSe). As anadlises foram realizadas a temperatura ambiente
pela técnica de refletdncia total atenuada (ATR, do inglés “attenuated total
reflectance”). A faixa utilizada para as andlises foi de 4.000 cm' a 650 cm™!, 16
scan, com 4 cm™ de resolugdo. Os espectros foram plotados utilizando-se o
programa Origin Pro 8.5.
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Figura 9. Espectrémetro de IV AGILENT TECHNOLOGIES®, modelo Cary 630
FTIR utilizado para a caracterizagcao dos epoxis E12 e E48 por espectroscopia no
infravermelho.

Fonte: do préprio autor.

5.3.3. Analise Termogravimétrica

A anadlise termogravimétrica (TG-DTG) foi realizada utilizando o
equipamento NETZSCH Instrument STA 449 F3 Jupiter, em atmosfera de argbnio
e com taxa de aquecimento de 10°C/min, variando a temperatura de 20°C a 700°C
(Figura 10). Foram realizados em cadinho de alumina e a massa utilizada foi de 15
+ 1 mg para cada amostra, mantendo-se um fluxo de gas de 60 ml/minuto no forno
e 20 ml/min na protegcéo. Foram testadas 6 amostras, sendo os trés grupos de epoxi

(E12 e E48) curados e ndo curados e os dois endurecedores (E1 e E5).
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Figura 10. Equipamento NETZSCH Instrument STA 449 F3 Jupiter utilizado para
as analises termogravimétricas.

Fonte: do préprio autor.

5.3.4. Indice de Refracao

Os indices de refragéo (RI) das amostras de epdxi E12, E48 e E48P (resina
e plastificante na proporgao 65:35, respectivamente) nao curadas foi lido no
refratdmetro ABBE Kruss AR 2008 (fabricante Kruss Scientific GMBH, Hamburgo,
Alemanha) a 20 °C (Figura 11). As mensuracdes foram feitas em triplicata e o

resultado expresso como média e desvio padrao.
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Figura 11. Refratdmetro ABBE Kruss AR 2008, fabricante Kruss Scientific GMBH.

Fonte: do préprio autor.

5.3.5. Ensaio de Mudanca de coloracao das resinas curadas

Para o ensaio de alteragao de coloragéo ao longo do tempo, as resinas E12,
E48 e E48P curadas foram avaliadas em duas condi¢des de exposicido: submetidas
a luz solar (UV direta) e ao abrigo da luz solar.

Nos testes foram utilizadas as proporgdes preconizadas pelos fabricantes ou
proveniente de testes anteriores: 100:28 (m/m) para E12:E1, 100:43 (m/m) para
E48:E5 e 65:35:28 (m/m/m) para o E48:plastificante:E5 (ou E48P:ES5). O tempo de
cura utilizado foi de 48 horas. Ao total foram produzidas 12 placas circulares de 4
mm de espessura € 9 cm de diametro, sendo 4 de cada grupo experimental (2 com
exposigcao UV e 2 sem exposigao UV).

O acompanhamento do amarelamento foi realizado a partir das fotografias
das placas obtidas ao longo de 6 meses com auxilio de um mini estudio fotografico
(marca Puluz) com iluminagéo e posicionamentos padronizados (Figura 12). A

coloragcao amarela das placas foi analisada pelo software Color Detector (iOS) e os
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resultados foram expressos com a média e desvio-padrao de uma medida em cada
uma das duas placas do mesmo subgrupo. A testagem ocorreu mensalmente entre

agosto de 2024 a janeiro de 2025 para as duas condi¢des citadas.

Figura 12. Mini estudio com fundo e iluminagao padronizada para fotografia das
placas de epdxi do teste de amarelamento.

Fonte: do préprio autor.

A exposicao aos raios UV foi realizada no pavimento superior do prédio do
Laboratério de Plastinacao, localizado no Departamento de Morfologia do Centro
de Ciéncias da Saude da Ufes, em Vitdria, Espirito Santo. As amostras foram
alocadas sobre uma placa de fundo branco, em um ambiente aberto, arejado,
protegidas da chuva e sob incidéncia direta (aproximadamente 8 horas/dia) e
indireta da luz solar.

Na avaliagdo ao abrigo da luz UV, as 2 placas de cada grupo experimental
(resinas E12, E48 e E48P) foram mantidas ao abrigo de qualquer iluminagdo em
um recipiente de madeira fechado. Para a avaliacéo, as 2 placas de cada grupo
experimental foram fotografadas a cada més e analisadas com o software

ColorDetector.
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5.3.6. Ensaio de resisténcia a tracao

O ensaio de resisténcia a tragcéo foi conduzido seguindo a norma ASTM D
3039. As medicdes foram realizadas a temperatura controlada de 25 °C, utilizando
um equipamento universal de ensaios INSTRON, modelo 3369. O equipamento
possui uma célula de carga de 100 kN de capacidade maxima, uma distancia entre
garras de 175 mm e uma velocidade de translagéo de 2,5 mm/min.

Os corpos de prova foram preparados com a proporgao sugerida pelos
fabricantes (28 e 43% de endurecedor, respectivamente). Estas foram seccionadas
nas dimensdes padronizadas de 220 mm de comprimento, 26 mm de largura e 3
mm de espessura (Figura 13) e tiveram as arestas tratadas com lixas d’agua n°
120, 220 e 600 e polimento com suspensao de alumina 0,5 ym. Foram ensaiadas
cinco amostras para cada resina e os resultados expressos em média. O ensaio
nao foi realizado para as amostras de E48P devido a alta flexibilidade apresentada

pelos corpos de prova.

220 mm

A 26 mm

B I ]13 mm

Figura 13. Dimensdes dos corpos de prova de epdxi curado utilizados nos ensaios
de tracdo. A = vista superior; B = vista lateral.

Fonte: do préprio autor.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. PROSPECGAO DO EPOXI ALTERNATIVO E VERIFICAGCAO INICIAL

A Tabela 4 mostra as caracteristicas iniciais da resina E48 (teste) e do
endurecedor E5, insumos encontrados no mercado nacional a partir das
caracteristicas pré-determinadas, e dos insumos de referéncia epdxi E12 e
endurecedor E1 (para referéncia) obtidas a partir da ficha técnica cedida pelos

fabricantes.

Tabela 4. Caracteristicas basicas das resinas e endurecedores da Biodur e

nacionais, obtidas das fichas técnicas dos produtos.

Produtos Analisados
Caracteristicas
avaliadas Epoxi E12 | SN9UeCedor | EpoxiE4s | Endurecedor
E5
Componente Bisfenol A - DMDC* Bisfenol A - Amina
principal epicloridrina epicloridrina cicloalifatica
modificada
Liquido Liquido
Aparéncia mcolor Liquido incolor mcolor Liquido incolor
viscoso viscoso
Viscosidade (25 3000 - 4000 140 — 150 500 - 1600
°C) mPa.s mPa.s mPa.s 60 — 80 mPa.s
Proporgao resina/ 100:28 100:43
endurecedor
Tempo de gel = 16 horas = 1 hora

* Legenda: DMDC - 2,2'-Dimetil-4,4'-metilenobis(ciclohexilamina).

Fonte: adaptado pelo autor a partir das fichas técnicas fornecidas pelos fabricantes.

Os produtos encontrados tém caracteristicas basicas semelhantes ao de
referéncia, como a aparéncia visual e os componentes principais das formulacoes.
As viscosidades informadas sao bem distintas entre as resinas e o impacto disso
foi avaliado na analise de retracao tecidual. Além disso, de acordo com a ficha

técnica, o E48 possui um filtro UV n&o especificado na formulacgao.
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A proporgao resina/endurecedor e o tempo de gel dos epdxis foram
caracteristicas que apresentaram divergéncias. As formulagcbes do E12 e seu
endurecedor E1 foram desenvolvidas e aperfeicoadas especificamente para o
tempo necessario para o protocolo de plastinagao, enquanto o produto nacional tem
outras aplicagdes e finalidades, com um tempo de gel e de cura mais rapido. O
tempo de gel da mistura controle, resina Biodur E12 e endurecedor E1, foi de 12
horas e o tempo de cura completa foi de 24 horas.

Tendo em vista o tempo curto de cura do epodxi alternativo, houve a
necessidade de realizacdo do teste de tempo de gel e de cura com diferentes
concentragcbes de endurecedor para adaptagao a etapa de impregnagao, cujos

resultados sdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5. Primeiro teste de tempo de gel e de cura da resina E48 com diferentes

propor¢gdes de endurecedor para o estabelecimento dos tempos de gel e cura

completa.
Amostra | Endurecedor (%) Tempo de Gel Tempo de Cura
Completa
43% 1 hora e 15 min 20 horas
2 21,50% 3 horas e 15 min -
3 10,75% 22 horas e 41 -
min
4 5,37% >15 dias -
5 2,68% >15 dias -

Fonte: do préprio autor.

Por seguranga, o protocolo completo de impregnagdo e montagem das
amostras biologicas para a cura deve ser de, no minimo, 10-12 horas e, com isso,
o ponto de gel da resina deve ocorrer a partir deste tempo para possibilitar a
realizacdo completa das etapas. Ja a etapa de cura completa do epodxi nao é
conveniente que ultrapasse 72-96 horas para que haja finalizagao da plastinagao.
Nas condi¢des testadas, a amostra 2 entrou em estado de gel abaixo do tempo
necessario para o uso na plastinagao, com aproximadamente 3 horas. No caso da

amostra 3 (E48 com adigdo de 10,75% m/m de iniciador), o tempo ideal foi
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ultrapassado, uma vez que entrou em ponto de gel em aproximadamente 23 horas.

Diante do grande intervalo de tempo de gel entre a amostra 2 e 3 foram realizados

ensaios com as concentragdes intermediarias, como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Segundo Teste de Tempo de gel e de cura da resina E48 com diferentes

proporgdes de endurecedor.

Amostra | Endurecedor (%) Tempo de Gel Tempo de Cura
s Completa
6 18,85% 6 horas e 45 min -
7 16,15% 10 horas e 44 min -
8 13,45% 12 horas e 43 min -

Fonte: do préprio autor.

A curva de tempo de gel para as diferentes concentra¢gdes de endurecedor

€ apresentada na Figura 14. As amostras 4 e 5 ndo foram apresentadas por nédo

terem apresentado estado de gel dentro dos 15 dias avaliados.
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Endurecedor (%)

y = 43,401x045
R?=0,9577

Figura 14. Variagao do tempo de gel da resina E48 em fungédo da proporcao de

endurecedor E5.

Fonte: do préprio autor.
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Em relacdo ao endurecimento das 8 amostras com diferentes quantidades
do E5 no teste de tempo de gel e cura, somente a amostra com 43% de
endurecedor (proporgao preconizada pela empresa que comercializa o produto)
atingiu o endurecimento completo dentro do tempo de realizagdo da testagem do
tempo de gel. Diante disso, evidenciou-se que a proporgao preconizada e ideal de
resina/endurecedor € fundamental para a cura da resina, ou seja, existe uma
proporgao estequiométrica para que a reagdo da cura seja completa (LICARI,
SWANSON, 2011). Quanto menor a quantidade de endurecedor, menos ligagdes
cruzadas entre a malha polimérica sdo formadas e, com isso, menor a rigidez do
polimero. Com isso, em algumas amostras houve uma polimerizagao inicial até o
ponto de gel em diferentes tempos, mas sem completar a cura.

De acordo com Dagdag et al. (2018), a polimerizagao das resinas epoxi e do
agente de cura é uma reacao nucleofilica de abertura do anel e, dependendo do
processo de cura, da proporgao resina/endurecedor, tempo e temperatura de
preparo, € possivel obter diversos sistemas epdxi, com diferentes caracteristicas
térmicas, mecanicas e fisicas. O numero de locais reativos na estrutura e a
distancia entre eles também influenciam muito nas propriedades do material.

Quanto menor a quantidade e maior a distancia de um local reativo do outro,
mais macio e flexivel sera o material. Porém, com uma maior quantidade e
proximidade entre eles, maior a rigidez e fragilidade (AMARAL et al., 2013;
MENEZES et al., 2004). Na figura 15 & possivel visualizar a reacao de cura geral

de resinas epoxi.

/C'\ OH
R'NH, + H,C— CH—R = RNHCH, — CH—R
(&}
H.C CH—R
OH

_CH,—CH—R
RN

™ cH,—CH—R

OH

Figura 15. Esquema da reagao de cura de resina epoxi com endurecedores aminas.
Legenda: R — pré-polimero.
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Fonte: DIXIT, VARUN, et al., 2010.

No processo de cura de um termofixo, como a resina epdxi, as moléculas
reagem entre si, provocando o aumento das cadeias poliméricas e,
consequentemente, o aumento da viscosidade. Com o avango das reagdes lineares
e de reticulagdo, o material passa de um liquido viscoso para um gel elastico
insoluvel (FOUCHAL et al., 2004). Neste ponto de gel, a resina perde a sua fluidez
e, por isso, a etapa de impregnagao da plastinagao (troca do solvente pela resina
através do vacuo) de espécimes anatdomicos deve ser feita antes deste momento.

ApOs a obtencdo de resultados insatisfatérios no primeiro teste de
plastinacdo das seccbes de ratos Wistar com a redugdo da proporgcao
resina/endurecedor preconizada nas fichas técnicas dos produtos (relatado no
préoximo topico), procedeu-se a testagem do uso de um diluente/plastificante, sem
alteracdo da concentragcdo de endurecedor em relagdo a resina sugerida pelo
fabricante, objetivando-se estender o tempo de cura da mistura sem comprometer
o endurecimento no fim da etapa. Por ser uma testagem nova e especifica do
produto selecionado (E48), foram selecionadas 6 concentragdes crescentes de
plastificante, de 0 a 35%, para a avaliagdo. Como ja mencionado, a identificagao
do composto utilizado nos testes foi omitida por motivo de registro de patente. A
Tabela 7 mostra os resultados do teste de tempo de gel/cura versus concentragao
do diluente para os epoxis testados. A porcentagem de endurecedor adicionado
presente na Tabela 7 foi calculado a partir da nova formulagao, ou seja, mistura da
resina com adigdo do diluente (100%), respeitando-se os 43% sugeridos pelo
fabricante com a proporcao resina pura/endurecedor, sem contabilizacdo do

diluente.
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Tabela 7. Teste de tempo de gel e de cura da mistura resina E48 e o endurecedor
ES5 com diferentes proporgdes do plastificante (amostras 1 ao 6) e da mistura E12

e E1 conforme preconizado pelo fabricante Biodur (amostra 7).

Amostras | Epoxi (%) | Plastificante |[Endurecedor| Tempo de | Tempo de

(%) (%) gel cura

1 100 - 43 1h 3h

2 95 5 40,8 1h 35 min 14 h

3 85 15 36,6 2h 50 min 24 h

4 75 25 32 5h 45 min 36 h

5 70 30 30 8h 30 min 48 h

6 65 35 28 11h 60 h

7 100 - 28 12h 24h

Fonte: do préprio autor.

Todas as amostras testadas com variagdo do diluente curaram (secos ao
toque), embora houvesse variagdo da rigidez das amostras. Foi notado que, por
meio de aplicacado de pressao ao toque, quanto maior a concentragao de diluente,
menor a rigidez da resina curada.

A amostra 6 se mostrou promissora para uso na plastinacéo, tendo em vista
0 seu tempo habil de impregnagéo antes da entrada no estado de gel e a sua cura
completa em 60 horas (Tabela 7) e, por isso, definiu-se sua proporgéo para teste

na impregnagao das amostras bioldgicas, recebendo a denominagao E48P.

6.2. PLASTINACAO DE TECIDOS BIOLOGICOS COM OS EPOXIS E
AVALIAGCAO DOS PRODUTOS FINAIS

6.2.1. Avaliacado das secgdes finas com as resinas epoxi

Foram plastinados um total de 200 fatias de ratos Wistar, sendo 100 para
cada um dos grupos experimentais (E12 e E48) e divididas em 4 momentos (ou
repeticdes) de impregnagdo. Em todas as repeticdbes de impregnagao foram
processadas 25 seccbes de cada resina na mesma camara de vacuo e sob as
mesmas condi¢des de temperatura e velocidade de impregnacgao.

No 1° teste de plastinagdo com o E48 foi utilizada a mesma concentragao de
endurecedor da amostra 7 do teste de tempo de gel (16,15% de endurecedor)
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(Tabela 6), uma vez que, para a impregnagao, esta concentragdo permitia um
tempo habil antes do estado de gel de aproximadamente 11 horas. Para a
montagem do sanduiche na cura foi utilizada uma mistura recém preparada com
43% de endurecedor, para tentar “incluir’ as fatias impregnadas nessa resina nova
a fim de que o produto final se apresentasse totalmente curado, rigido e seco ao
toque, mesmo com o uso de uma mistura do epoxi com uma concentragdo do
endurecedor que nido apresentou cura completa.

Contudo, no 1° teste ndo foram encontrados resultados satisfatorios, pois no
momento da desmontagem, todas as fatias apresentaram pontos de resina mal
curada que se aderiram fortemente as folhas de acetato. Com isso, houve perda ou
deslocamento de fragmentos de tecidos biolégicos e 6rgaos inteiros junto com a
resina aderida (Figura 16). Isso ocorreu provavelmente devido a propor¢édo nao
estequiométrica de resina e endurecedor necessaria para uma cura completa.
Como foi realizada a redugao da quantidade de endurecedor para extensdo do
tempo de impregnacao, a resina ndo endureceu totalmente, o que formou um gel

com forte poder de adesdo na folha de acetato.

Figura 16. Etapa de desmontagem do sanduiche de cura do 1° teste com a resina

de comercializagdo nacional, evidenciando a adesao de epdxi ndo curado nas
folhas de acetato.

Fonte: do préprio autor.

A Figura 17 mostra a comparagéao entre secgdes plastinadas com os epoxis
E12 e E48P das impregnagdes de numero 2, 3 e 4. As seccgdes plastinadas com o

E48P presentes nesta figura sdo representativas das impregnagdes citadas, uma
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vez que a mistura de impregnacgao foi a mesma (proporgao de 65:35:28 para resina,
plastificante e endurecedor, respectivamente). As fatias de rato Wistar plastinadas
com os epoxis E12 e E48P se apresentaram muito semelhantes no contraste e
semitransparéncia caracteristicos desse método. Além disso, todas se mostraram
secas ao toque, indicando a cura completa das resinas. Mesmo com observagao
atenta das fatias de rato, nao foi possivel distingui-las visualmente entre os grupos

experimentais.

Figura 17. Fatias de cabecga, térax e abdome de ratos Wistar plastinados com o
epoxi Biodur E12 e E48P (resina com 35% de plastificante).

Fonte: do proprio autor; rato = https://neuroscience-graphicdesign.com/portfolio/
laboratory-rats/.

A Figura 18 apresenta a comparagao visual entre uma secgédo de abdome

fresca (sem fixagao) e depois da plastinagdo com a resina E12, evidenciando as
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mudancgas caracteristicas de contraste e semitransparéncia que a técnica com

epoxi proporciona.

Figura 18. Antes (A) e depois (B) da plastinagcado de secgdes de abdome de rato
Wistar com epoxi (E12).

Fonte: do préprio autor.

Entre as impregnacdes (testes) 2, 3 e 4 de plastinagdo com a resina nacional
E48 nao foram observadas diferengas visuais entre os tecidos biologicos das
seccgdes produzidas. As diferengas foram observadas nas placas de resina curada,
provenientes do método de sanduiche da cura.

No 2° teste de impregnacao foi utilizada a mesma propor¢ao de resina,
plastificante e endurecedor da amostra 6 do teste de tempo de gel realizado
anteriormente (65:35:28 m/m, respectivamente) (Tabela 7). Na cura utilizou-se a
propria mistura de impregnacao para a montagem do sanduiche, na tentativa de
maior aproximacgao do protocolo da Biodur e maior aproveitamento dos materiais.
Com a adicao do plastificante tentou-se prolongar o tempo habil necessario para a
impregnagao e montagem da cura, mantendo a propor¢ao de resina/endurecedor
e, consequentemente, sem interferir na cura completa da resina impregnada nos
tecidos biolégicos das amostras. Esta mistura proporcionou um tempo de trabalho
(sem atingir o estado de gel) de aproximadamente 11 horas e endurecimento
completo em 60 horas em temperatura ambiente (25 + 2 °C) (Tabela 7).

Neste teste, a viscosidade da mistura reativa ao final da impregnacao se
apresentava visualmente bem menor, quando comparada ao grupo controle, o que
ocasionou alguns extravasamentos no momento da montagem do sanduiche de

cura, mas sem prejudicar a conclusao da etapa. Ja a desmontagem das fatias
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curadas foi realizada facilmente, sem aderéncia ou observacao de pontos de resina
sem cura completa. Com a adicdo do plastificante, as fatias de 2-3 mm
apresentaram certa flexibilidade (ou maleabilidade) sem ocasionar fratura (Figura
19), diferentemente das fatias preparadas com o epoxi de referéncia que se
mostraram bem rigidas. Sec¢des flexiveis como produtos da plastinagao com epoxi
ainda nao foram descritas na literatura, se tratando de um novo produto
desenvolvido a partir desta pesquisa. A flexibilidade pode tornar as placas com
secgdes mais resistentes a quedas e manipulacdo para utilizagdo no ensino em
aulas praticas, além de serem utilizadas em diferentes propostas de montagens em
exposi¢des, em que pode se desejar uma certa distorcdo angular ou torgdo nos

espeécimes.

e

Figura 19. Seccdes de rato Wistar plastinadas com o epdxi E12 (A) e o E48P (B)
sob leve tensionamento, evidenciando a flexibilidade do epdxi E48 com o
plastificante.

Fonte: do préprio autor.

A partir do primeiro més de cura, as fatias impregnadas e curadas com a
resina E48P, seu endurecedor e o plastificante utilizado no segundo teste foram
alterando sua coloragao para tons de amarelo sob condi¢gdes amenas de iluminagao
interna do Laboratério de Plastinagcdo da Ufes (Figura 20). De acordo com a
literatura, o uso de plastificante pode acelerar o amarelamento da resina epoxi
(KRAUKLIS; ECHTERMEYER, 2018). Nesse mesmo prazo, nao havia nenhum

sinal de amarelamento dos outros grupos experimentais.
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Figura 20. Secgbes impregnadas e curadas com a mistura reativa contendo o
plastificante recém-curada (A) e apés um més de cura (B), evidenciando o
amarelamento da resina epoxi.

Fonte: do préprio autor.

A fim de se produzir placas mais rigidas como as da Biodur, nos testes 3 e
4 utilizou-se a mesma composi¢cao e proporgcdo da mistura reativa do teste anterior
(resina, plastificante e endurecedor) para a etapa de impregnacgéo forgada e, na
etapa de cura, foi utilizada uma mistura recém preparada com a resina e 43% de
endurecedor. O preparo do sistema reacional para a cura ocorreu 30 minutos antes
da sua aplicacdo. Este procedimento foi adotado para se alcangar um maior
controle da viscosidade e, consequentemente, diminuir a movimentagao das fatias
e o extravasamento de resina do sanduiche montado durante a cura dos
especimes.

A principal diferenga entre as etapas de impregnacao e cura do teste 1 para
os testes 2, 3 e 4 foi a presenca do plastificante na mistura reativa, permitindo a
extensdo do tempo de impregnacgéo sem alterar a quantidade estequiométrica de
endurecedor e, assim, promovendo um endurecimento completo da resina.

As fatias plastinadas com o epoxi E48P nos testes 3 e 4 se mostraram
rigidas, secas ao toque, transparentes e com tecidos bioldgicos semitransparentes
sem retracao aparente, caracteristicas bem semelhantes as fatias plastinadas com

0 epdxi E12 (Figura 17). Além disso, foram observadas maiores quantidades de
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bolhas de ar no sistema E48P em detrimento ao da Biodur, provavelmente devido
a sua maior viscosidade e, consequentemente, maior incorporagdo de bolhas
durante a manipulacdo. Outras caracteristicas relevantes do sistema E48P foram a
manutengdo do formato das placas ao longo do tempo, sem arqueamento, € o
amarelamento para os testes 3 e 4 se deu apenas apds 12 meses da sua aplicagéao,
nas condi¢des de exposi¢cao do laboratério. Isso se deve a presenga de um filtro
UV na formulagao da resina.

No decorrer da impregnagdo com o epoOxi controle notou-se o aumento
gradativo da viscosidade da mistura, a partir da erupgao das bolhas de acetona na
superficie do liquido. A mistura mais viscosa facilitou a montagem do sanduiche de
cura, evitando o seu rapido extravasamento nas bordas das folhas de acetato e
mantendo uma fina camada de epdoxi nas partes superior e inferior da secgao
impregnada.

As seccgdes plastinadas com o epdxi E12 foram facilmente montadas e
desmontadas do sanduiche de cura, como o esperado, sem pontos de adesao no
acetato. As fatias curadas se apresentaram com a semitransparéncia caracteristica
deste método, secos ao toque e com grande rigidez. Também foi observado o inicio
do amarelamento a partir do 6° més de finalizagdo, mesmo manipuladas
esporadicamente sob condi¢des amenas de iluminagao e temperatura (rotineiras
do laboratorio).

Para todos os subgrupos experimentais, os tecidos biolégicos mais
vascularizados, como o pulmonar, hepatico e cardiaco, apresentaram uma
coloragdo mais escurecida e com menor semitransparéncia quando comparados
aos outros tipos de tecidos.

A partir dos testes 2, 3 e 4 foram propostos dois métodos de plastinagdo com
0 epo6xi E48P: um para producgao de fatias flexiveis e outro para producao de fatias
rigidas. A escolha do método mais adequado depende da finalidade dos espécimes

e da escolha pela praticidade do processamento.

6.2.2. Analise da retracdo tecidual

Para a analise de retragdo dos diferentes tipos de tecidos biolégicos foram

avaliadas um total de 55 fatias de epdxi, sendo 27 do grupo experimental E12 e 28
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do E48P. E importante salientar que, em uma mesma secgdo, pode ter sido
mensurado mais de um tipo de tecido bioldgico.

Como ja descrito, para a avaliacdo da retragdo causada na etapa de
impregnagao forgcada pelos epoOxis foram registradas as areas superficiais dos
tecidos (6rgdos). Nao ha na literatura um limite “aceitavel” de retracédo na
plastinagdo, sendo assim, normalmente utilizam-se os valores de retracédo
causados pelo epdxi E12.

O teste de normalidade realizado pelo método Shapiro-Wilk, demonstrou
que os dados apresentaram distribuicdo normal para todos os grupos e tecidos (p
> 0,05). Ademais, o teste de Levene demonstrou que todos os grupos e tecidos
também apresentaram homogeneidade de variancia dos dados. A normalidade e
homogeneidade dos dados permitiram o uso de testes paramétricos, como o teste
t de Student para a comparagao entre os grupos E12 e E48P, e a ANOVA para a
analise de variagdes entre os seis tipos de tecidos avaliados.

O teste t de Student foi utilizado para comparar os grupos E12 e E48P para
cada tecido bioldgico. A analise revelou que, para todos os tecidos, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas no percentual de retragdo entre os grupos
(p > 0,05), com Cardiaco = [t(18) = 1,455; P = 0.163]; Esplénico = [t(18) = 1,497; P
= 0.152]; Hepatico: [t(18) = 1,121; P = 0.277]; Nervoso: [t(18) = 1,371; P = 0.187];
Pulmonar: [t(18) = 1,544; P = 0.140]; Renal: [t(18) = 2,136; P < 0.052].

A Analise de Variancia (ANOVA) de uma via foi utilizada para investigar
diferengas entre os tecidos dentro de cada grupo. No grupo E12, o teste ANOVA
revelou que ndo houve diferencas significativas entre os tecidos (F = 1,248; p =
0,300). Resultados semelhantes foram observados no grupo E48P (F = 0,761; p =
0,582). Os resultados indicam que, apesar das diferengas observadas entre os
tecidos na média de retracao, estas nao foram estatisticamente significativas para
ambos 0s grupos.

Os valores percentuais médios de retragao por area + desvio padrdao dos
tecidos sado apresentados na Tabela 8, sendo estes obtidos a partir da diferencga
percentual da area (cm?) do antes da impregnacgédo e depois da cura medida pelo
programa ImagedJ. Os valores de retracdo percentual e desvio padrao foram

arredondados para uma casa decimal.
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Tabela 8. Valores médios das areas (cm?) antes da impregnacgéo (APre) e apos a
cura (APost), retragdo média percentual (RM) e desvio padrao da média (DPM) dos

diferentes tecidos plastinados com E12 e E48P.

Tecido N APre APost RM (%) DPM
(cm?) (cm?)

Todos 72 1,319 1,19 9,7 0,4
Cardiaco 12 1,248 1,131 9,0 1,0
Pulmonar 12 0,633 0,569 9,9 1,0
E12 Renal 12 0,603 0,541 9,9 1,2
Hepatico 12 3,793 3,422 10,0 0,8
Esplénico 12 0,586 0,529 9,7 1,0
Nervoso 12 1,050 0,950 9,5 1,3
Todos 72 1,179 1,084 8,8 0,4
Cardiaco 12 0,795 0,729 8,3 1,0
Pulmonar 12 0,905 0,820 9,4 1,1
E48P Renal 12 0,742 0,680 8,4 1,9
Hepatico 12 3,237 2,947 9,0 1,9
Esplénico 12 0,362 0,330 8,8 1,3
Nervoso 12 1,036 0,945 8,8 0,9

Fonte: do préprio autor.

As percentagens de retragcdo médias encontradas nos tecidos em cada epoxi
foram bem proximas entre si, com menos de 1% de diferenga entre a maior e a
menor média. Embora n&o tenha sido encontrada diferenga significativa, a maior
retragdo tecidual verificada foi no tecido hepatico (10,0% + 0,8) para o E12 e no
hepatico e pulmonar (9,2% + 1,9 € 9,2% + 1,1) para o E48P. Ja a menor retragao
encontrada foi no tecido cardiaco para ambos os grupos (9,0 e 8,3 para E12 e
E48P, respectivamente). Além disso, o epdxi E48P apresentou retragdo menor em
comparagao ao E12 para todos os tecidos analisados.

O trabalho de Monteiro et al. (2022) demonstrou que os diferentes tipos de
tecidos biolégicos tendem a ter diferentes niveis de retragdo na etapa de
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impregnagao forgada utilizando-se o polimero silicone. O trabalho propds que os
principais fatores que influenciam na diferenca de retracédo entre os tecidos sao a
composi¢cado bioquimica dos tecidos, a estrutura extracelular e a superficie de
contato de impregnacao. A composigao tecidual € um importante fator para o nivel
de retragdo, uma vez que a presenga de maior quantidade de agua tecidual
normalmente causa uma maior retragdo, visto que a agua sera substituida por
acetona e posteriormente pelo polimero. Além da agua, parte dos lipidios também
€ removida dos tecidos na desidratagdo por serem solubilizados em acetona
(SORA et al., 2002). Ja a estrutura ou matriz extracelular é diferente para cada tipo
de tecido, contendo diferentes constituintes de tecido conjuntivo, de proteinas
estruturais e macromoléculas em geral (JUDAS et al., 2012), influenciando na
rigidez do tecido, ou seja, suscetibilidade a uma maior ou menor retracdo. A
superficie de contato permite uma area maior de troca entre a acetona no tecido e
o0 polimero a sua volta na etapa de impregnacdo. Contudo, ndo se verificou
diferenca estatistica de retracdo entre os tecidos analisados. Provavelmente, a
superficie de contato foi tdo elevada em relagao ao volume tecidual nas secgdes
finas (2-3 mm), que os outros fatores citados foram minimizados e, com isso, 0
epoxi permeou o tecido com muita facilidade. A retragao causada pela propria cura
do polimero nao foi considerada relevante por ser inferior a 0,5%.

Nao foram encontrados na literatura estudos que avaliassem a retracéo
tecidual em diferentes tipos de tecidos plastinados com epoxi como aqui
apresentado, mas somente estudos sobre retragao de fatias como um todo (SOAL
etal., 2010; SORA et al., 2002). Ainda assim, sao escassos os trabalhos que tratam
de retragao na plastinagdo com epdxi. Sora et al. (2002) encontrou em seu trabalho
que a retracdo média das seccdes em epoxi E12 variaram entre 2-3% na etapa de
desidratagdo em baixas temperaturas (-25 °C) e 4-6% na etapa de impregnagao
forcada/cura. Contudo, a menor retragdo encontrada no trabalho de Sora foi
atribuida ao maior tempo de impregnacéo (48 horas), a partir da adigdo do
composto Biodur® AE10 e da diminuicao da temperatura de impregnacgao (5 °C),
que estendeu o tempo de cura. Existe uma relacdo bem estabelecida na literatura
sobre o tempo ou velocidade de impregnacéao e a retragao tecidual: quanto menor

a velocidade de impregnagao, mais eficiente a troca da acetona pelo polimero nos
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tecidos e, consequentemente, menor a retracdo (MONTEIRO et al., 2022;
DELPUPO et al., 2024; JUVENATO et al., 2023; STARCHIK; HENRY, 2015).

De acordo com von Hagens (1985), no geral as retragdes teciduais da ordem
de 10% sao inerentes ao processo de plastinacdo. Valores de encolhimento
menores que 10% para a técnica com E12 e outras resinas representam bons
resultados para o processo de plastinagdo (SORA et al., 2015).

Embora a literatura mostre que a viscosidade de um polimero € diretamente
proporcional a retracdo dos tecidos biologicos na etapa de impregnagao
(MONTEIRO et al., 2022; STARCHIK; HENRY, 2015), a diferenca de viscosidade
dos epoxis testados (0,91 e 0,17 mPa.s para E12 e E48P em 25 °C,
respectivamente, conforme secao tépico 5.3.2) ndo foi determinante para uma
diferenga de retragdo. Como ja mencionado, provavelmente a grande superficie de
contato e a pequena espessura das fatias minimizaram outros fatores que
aumentariam a retragao.

Diante dos resultados encontrados na comparacao das retragdes teciduais,
o E48P se mostrou uma alternativa plausivel, com taxas de retragdo iguais as de

referéncia.

6.2.3. Analise Microscoépica estereoscopica e confocal de fluorescéncia

A fim de se verificar a possivel aplicagdo do epoxi E48P em pesquisas
microscopicas, uma das principais utilizagdes da plastinagdo com epédxi (E12), foi
feita a avaliagcdo comparativa geral de tecidos presentes nas secgdes com o auxilio
de microscopia. As Figuras 21, 22 e 23 apresentam os tecidos plastinados com o
E12 e E48P cujas imagens foram obtidas via microscopia estereoscopica com
aumento de 8x e no confocal com autofluorescéncia nos comprimentos de onda de
excitacdo de 488 nm e aumento de 10x. As imagens A e B apresentam a mesma
regido da seccgao plastinada com E12, bem como as imagens C e D com o E48P.
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Figura 21. Secgdes transversais de térax de rato Wistar plastinadas com epéxi E12
(A e B) e E48P (C e D) vistas em estereomicroscopia com aumento de 8x (A e C)
e microscopia confocal (B e D) com aumento de 10x. Legenda: 1 = tecido pulmonar;
2 = tecido cardiaco; 3 = tecido muscular.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 22. Secc¢des transversais de abdome de rato Wistar plastinadas com epoxi
E12 (A e B) e E48P (C e D) vistas em estereomicroscopia (A e C) e microscopia
confocal (B e D). Legenda: 1 = tecido renal; 2 = tecido hepatico; 3 = tecido do
intestino.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 23. Secgdes transversais de abdome de rato Wistar plastinadas com epoxi
E12 (A e B) e E48P (C e D), contendo tecido intestinal, vistas em
estereomicroscopia (A e C) e microscopia confocal (B e D).

Fonte: do préprio autor.

Nas imagens de microscopia com o estereoscopio foi possivel identificar
claramente a organizacdo tecidual das amostras e observar em detalhes as
delimitagdes e estruturas macroscépicas dos tecidos, principalmente os ricos em
tecido conjuntivo. Estruturas cavitarias como vasos sanguineos e bronquiolos se
mostraram evidentes e de facil visualizacdo em determinados pontos (Figuras 21,
22 e 23).

O processo de plastinacdo resulta em tecido conjuntivo endogenamente
autofluorescente na excitagdo de 488 nm, especialmente o colageno e elastina

(PHILLIPS et al., 2002). A partir da analise das secg¢des dos dois grupos de epoxi
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observou-se no geral uma maior autofluorescéncia nos tecidos plastinados com o
epoxi E48P. Nestas amostras, as estruturas histolégicas e os limites entre os
tecidos foram mais bem definidos. Como uma possibilidade para isso tem-se que o
epoxi E48 com o plastificante possua um indice de refragdo (IR) menor do que o
E12, aumentando o contraste entre o meio e os tecidos e influenciando menos na
captacao das imagens de autofluorescéncia (BRAGHIROLI et al., 2022; RITO;
PINEIRO-MACEIRA, 2009). Além disso, segundo Saify e Tiwarital (2020), para a
obtencdo de imagens de melhor qualidade (em termos de contraste e brilho) o IR
do meio no qual a amostra esta inserida deve ser o mais préximo do IR do tecido
bioldgico, sendo que as proteinas tém um IR de 1,53 (VOROS, 2004). Ambas as
ideias foram corroboradas pelo teste de indice de refracao realizado, no qual o IR
medido do E12 foi de 1,55 e do E48 com plastificante foi de 1,53. Estas afirmacgdes
também explicam o fato de o tecido adiposo nao ter uma boa transparéncia nas
secgoes plastinadas com epoxi e precisar ser desengordurado na desidratagao,
uma vez que o IR deste tecido tem valor de 1,467 (VON HAGENS; TIEDMANN;
KRIZ, 1987) (Figura 18). Em comparacéo, o silicone PDMS tem um IR de 1,402 e,
por isso, produz sempre espécimes opacos (MARKS et al., 2008).

Em geral, na microscopia de fluorescéncia com o confocal ndo foram
observadas distorgdes ou outras alteragdes morfoldgicas significativas nos tecidos
plastinados com os epoxis, preservando-se bem a estrutura tipica de cada tecido.
Comparativamente, os tecidos se apresentaram bem semelhantes entre os grupos
experimentais de epoxi.

A Figura 24 mostra imagens Z-stack obtidas com o microscopio confocal de

tecido intestinal de rato Wistar plastinados com os epoxis E12 e E48P.
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Figura 24. Imagens Z-stack de intestino de rato Wistar plastinado com o epdxi E12
(A) e E48P (B), evidenciando a profundidade das regides analisadas em
micrémetros (um).

Fonte: do préprio autor.

As imagens Z-stack mostram em grande qualidade e detalhamento a
arquitetura tecidual do intestino formada por tecido conjuntivo em diferentes niveis
das secgbes plastinadas, ndo sendo possivel distinguir visualmente entre os
grupos. Foi possivel também a reconstrucdgo 3D da area capturada pelo
microscopio.

A microscopia € uma importante ferramenta na pesquisa de tecidos
bioldgicos a partir de secgdes plastinadas em epodxi (XU et al., 2018; NASH et al.,
2005; PHILLIPS et al., 2002), principalmente para descricbes anatbmicas e de
reconstrugao tecidual em 3D. A precisdo das reconstrugdes 3D a partir de material
plastinado com epdxi € comparavel as obtidas de imagens de Tomografia
Computadorizada ou Ressonancia Magnética e se apresenta como uma 6tima
opgao para analises morfométricas (SORA et al., 2019; BHATTARAI; STAAT, 2018;
XU et al., 2018). E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos investigativos
nos quais se utiliza a microscopia confocal e estereoscépica para descricoes
anatbmicas basicas e aplicadas a clinica de estruturas constituidas principalmente
de tecido conjuntivo, como ligamentos e fascias. O trabalho de Liugan e
colaboradores (2017), por exemplo, objetivou revelar a configuragao das estruturas
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fibrosas dentro do canal o6ptico e sua relagdo com o nervo Optico, espaco
subaracnadideo intracraniano (SAS) e artéria oftalmica para testar a hipotese de que
liquido cefalorraquidiano nao flui continuamente entre o SAS intracraniano e o SAS
dentro da bainha do nervo 6ptico. Ja o trabalho de Nash et al. (2005) tinha como
objetivo investigar a organizagao tridimensional dos tecidos conjuntivos no triangulo
anterior do pescogco a fim de responder se realmente existe a camada de
revestimento da fascia cervical profunda. Em ambos os trabalhos, a principal
ferramenta de investigagéo foi a microscopia confocal em espécimes plastinados
com resina epoxi. Portanto, diante dos achados deste trabalho, acredita-se que
pesquisas aplicadas (clinicas) poderao ser feitas com o E48P.

Embora nado realizada nesta pesquisa, a utilizacdo de fluorocromos
especificos podem ser usados para destacar tecidos especificos nas imagens do
confocal e corantes histolégicos para o estereomicroscopio para investigacdes
basicas ou clinicas (NASH et al., 2005).

As seccgbes plastinadas examinadas n&o foram fixadas com formalina para
melhor manutenc¢ao da cor dos tecidos e para nao interferir na analise microscopica
confocal. A literatura indica que o formaldeido também tem propriedades
autofluorescentes (NASH et al., 2005).

Diante dos resultados encontrados, o uso do epoxi E48P se mostrou efetivo
na plastinacao de tecidos bioldégicos e uma alternativa na substituicdo do epdxi de
referéncia (E12) em avaliagdes macro e microscopicas. Outra grande vantagem do
uso da resina E48P refere-se ao seu custo, uma vez que o seu sistema completo
(epoxi + plastificante + endurecedor) apresentaram custo pelo menos 50% menor

comparado ao da Biodur.

6.3. ANALISE DAS RESINAS E SEUS ENDURECEDORES

6.3.1. Caracterizagao Reoldgica

As medidas das taxas de cisalhamento e de viscosidade foram utilizadas
para a construgao das curvas de viscosidade dindmica a 20 °C de cada polimero,
mostrando que, as viscosidades das resinas E12 e E48 diminuiram com o aumento

da taxa de cisalhamento, ou seja, ndo demonstram um comportamento Newtoniano
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dentro dos parametros utilizados. As viscosidades destas resinas se mostraram
constantes entre as taxas de cisalhamento de 100 a 200 s’ e o desvio do
comportamento Newtoniano ocorre em taxas de cisalhamento maiores (Figuras 25
e 26). A queda da viscosidade observada ocorre devido a destruicdo temporaria e
gradativa das forcas de interacao (van der Waals) existentes na resina ndo curada
gerada pelo cisalhamento e, nesse sentido, quanto maior o cisalhamento, menor
as forgas de interagdo (LEVY NETO; PARDINI, 2006). Ja a resina E48P (proporgéo
resina e plastificante de 65:35, respectivamente) demonstrou um comportamento
semelhante a um fluido Newtoniano, dentro dos parametros utilizados nos testes,
provavelmente determinado pelo comportamento do plastificante adicionado. Mas,
vale ressaltar que, uma expansao da taxa de cisalhamento pode demostrar um

comportamento diferente do visto (Figura 27).

Viscosidade (Pa.s)
Kol e e e T
= = N w i a (e)] ~ (o] © N
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Taxa de Cisalhamento (s?)

Figura 25. Viscosidade dindmica em funcdo da taxa de cisalhamento do epdxi
Biodur E12.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 26. Viscosidade dinamica em fungao da taxa de cisalhamento do epoxi E48.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 27. Viscosidade dinamica em funcdo da taxa de cisalhamento do epoxi
E48P.

Fonte: do préprio autor.
Os valores médios das viscosidades foram calculados a partir das 100

medidas realizadas variando-se a taxa de cisalhamento para cada valor de

temperatura, como demonstrados na Tabela 9. Os valores de desvio-padrao (DP)
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das médias das viscosidades nao foram apresentados na tabela por serem de

ordem muito diminuta (menores que 0,1).

Tabela 9. Valores médios das viscosidades dinamicas (VD) (Pa.s) e o seus desvios

padrao (DP) dos epoxis E12, E48 e E48P para cada temperatura pré-definida.

Temperatura Viscosidade (Pa.s)
(°C) E12 E48 E48P
20 1,56 1,75 0,24
22,5 1,21 1,41 0,21
25 0,91 1,10 0,17
27,5 0,71 0,86 0,14
30 0,56 0,68 0,12
32,5 0,45 0,55 0,10
35 0,35 0,44 0,09

Fonte: do préprio autor.

Dentre os resultados obtidos destacam-se na faixa de temperatura de 25 °C.
De acordo com os dados do fabricante, a resina E48 deve apresentar viscosidade
entre 0,6-1,6 Pa.s e o valor encontrado foi de 1,1 Pa.s, portanto dentro da faixa
preconizada. Ja para a resina E12, o valor encontrado foi de 0,91 Pa.s, sendo que
o fabricante informa que a faixa de viscosidade deve ser de 3,0-4,0 Pa.s, portanto
menor que o valor sugerido. A resina E48P apresentou o menor valor de
viscosidade, da ordem de 0,17 Pa.s. Neste caso o baixo valor de viscosidade esta
associado ao uso de plastificante, como ja visto, na proporgéo de 65:35 m/m para
resina e plastificante, respectivamente. A adicao do plastificante na resina E48
resultou na diminui¢gdo de sua viscosidade em 5 a 7 vezes dentro do intervalo de
temperatura medido.

A Figura 28 mostra as curvas de variagado da viscosidade nas diferentes

temperaturas para as resinas E12, E48 e E48P.
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Figura 28. Curva viscosidade versus temperatura dos epoxis E12, E48 e E48P
(proporgéo resina e endurecedor de 65:35, respectivamente), incluindo a equagao
da curva (y) e o coeficiente de determinagéo (R?).

Fonte: do préprio autor.

Na Figura 28 nota-se o efeito da temperatura no comportamento da
viscosidade de cada epoxi e, verifica-se que o aumento da temperatura promove a
diminuicao da viscosidade. Esse padrdao também foi observado nos trabalhos de
Monteiro et al. (2018) e Sora (2015) para o polimero PDMS utilizado na
plastinagdo. Portanto, quanto maior a temperatura, menos ingreme se torna a curva
da viscosidade das resinas. Os valores de R? do grafico dos epoxis sdo 0,9991,
0,9996 e 0,999, para o E12, o E48 e o E18P, respectivamente. Esses valores
mostraram um grau de exatidao da equacgao superior a 99,9%, sendo um grau de
associacao bastante elevado (COSENTINO; MOURA JUNIOR; COSTA, 2013). O
epoxi E48 possui uma viscosidade maior em todas as temperaturas analisadas
quando comparado ao E12. Dentre os principais fatores que determinam a
viscosidade de uma resina epoOxi pode-se citar o tamanho e complexidade das
moléculas poliméricas e a quantidade de diluente ou aditivos da formulagao
(GORNINSKI, 2002; BRYDSON, 1999). A partir da ficha técnica, sabe-se que 0 E12

possui um diluente adicionado a formulacao, que reduz a sua viscosidade, e, além
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disso, o E48 pode ter uma massa molar média (ou tamanho da cadeia polimérica)
maior do que a resina da Biodur, aumentando a sua viscosidade.

Por outro lado, a resina E48P possui a menor viscosidade em todas as
temperaturas, devido a menor viscosidade do plastificante (0,02 Pa.s a 25°C,
conforme o fabricante) e ao aumento do distanciamento entre as moléculas da
resina, com diminuigao das interagdes intermoleculares e consequente redugao da
viscosidade (CANEVAROLO JR, 2002).

Nota-se que com o aumento da temperatura a diferengca entre as
viscosidades das resinas E12 e E48 aumentou. Para fins comparativos, na
temperatura de 20 °C, a E48 apresentou viscosidade 1,12 vezes maior do que a
resina E12, enquanto em 35 °C a relagao de viscosidades foi de 1,25 vezes. Em
contrapartida, na comparacao entre a E48P e as outras resinas tem-se que o
aumento da temperatura diminui a diferenca das viscosidades, sendo a diferenca
entre o E12 e E48P na temperatura de 20 °C de 6,38 vezes e em 35 °C de 4,05
vezes. Provavelmente o plastificante apresenta uma menor variacdo de
viscosidade no gradiente de temperatura testado comparado as resinas, por ter
uma menor cadeia, influenciando na diferenca de viscosidade da mistura com o
E48.

Como ja mencionado, estudos tém mostrado que quanto maior a viscosidade
do polimero, quer seja pela massa molecular média ou pela redugcédo da
temperatura, maior a tendéncia a retragdo dos tecidos biolégicos na etapa de
impregnagao forcada da plastinacdo (STARCHIK; HENRY, 2015; MONTEIRO et
al., 2022). Entretanto, outro fator importante na retragéo € a dimensao ou espessura
do tecido biolégico, uma vez que o aumento da superficie de contato tecidual (ou
espessura) tende a diminuir o efeito da diferenga de viscosidade do polimero no
encolhimento dos espécimes (MONTEIRO et al.,, 2022), como ja visto nesta
pesquisa. Ou seja, na plastinacdo com epoxi em que sao utilizadas fatias finas de
2-3 mm apenas, as diferengas de viscosidades entre duas resinas nao acarretaram
diferenca de retracdo. Portanto, a area de contato, associado a espessura da
seccgao, foi o fator determinante para a néo diferenga significativa de retragcao entre
0s epoxis.

Em tecidos mais espessos (>5 mm), o aumento da temperatura da mistura

de impregnagdo com epoxi poderia reduzir a viscosidade e, consequentemente, a
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retragcao tecidual. Contudo, a mistura € composta pela resina e o endurecedor € 0
aumento da temperatura acelera a velocidade da reagdo de cura, diminuindo o
tempo de impregnacdo disponivel antes do endurecimento da resina. Como ja
mencionado, idealmente a impregnacao dos tecidos bioldgicos com epdxi deve

demorar pelo menos entre 10-12 horas.
6.3.2. Caracterizacao por Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho
A Figura 29 mostra os espectros dos endurecedores E1 da Biodur e o E5 de

comercializacdo nacional e a Tabela 10 demonstra as principais bandas

observadas nos espectros e seus provaveis grupos funcionais correspondentes.
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Figura 29. Espectros de absorgao no infravermelho dos endurecedores E1 e ES5.

Fonte: do préprio autor.
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Tabela 10. Principais bandas observadas nos espectros dos endurecedores E1 e

ES5, seus provaveis grupos quimicos e modos vibracionais correspondentes.

Numero de onda (cm™) Grupo/Modo Vibracional
700-600 C-H fora do plano do anel aromatico
820-730 Dobramento N-H

1250-1020 Estiramento C-N alifaticas

1335-1250 Estiramento N-H aromaticas

1370-1360 Deformagao CHs

1400-1200 Dobramento CHs

1455-1440 C=C de anel aromatico

1590-1490 Deformacgao N-H de amina secundaria

1640-1500 Dobramento N-H de amina primaria

2830-2910 Alongamento C-H dg 'QHz e CH aromatico e
alifatico

3500-3000 Estiramento N-H

Fonte: do préprio autor; Pavia et al. (2008); Vertuccio et al. (2023).

A partir dos espectros da Figura 29, nota-se que existem algumas
semelhangcas entre as bandas de absorcdo dos endurecedores E1 e E5,
especificamente nas regides de 1600-1580, 1450 e 1368 cm-1, que estdo
relacionados com a deformacado angular da ligacdo NH de aminas primarias,
estiramento da ligacao insaturada de anel aromatico e deformacgao do grupo metil,
respectivamente. Ja as principais diferengcas aparecem nas bandas na faixa de
numero de onda de 3.500 a 3.000 cm™" e 820 a 730 cm™', referentes ao estiramento
e dobramento do grupo N-H de aminas primarias e secundarias, respectivamente
(Figura 29) (FOUCHAL et al., 2004; GONZALEZ et al., 2012). Ademais, o E5
apresenta bandas bem definidas e praticamente ausentes no E1 na regido de 820-
730 cm™, referente ao dobramento N-H (RAMIREZ-HERRERA et al., 2021), e
1250-1020 cm™, referentes a ligagdo C-N em aminas alifaticas (FOUCHAL et al.,
2004). Esses picos podem indicar que o endurecedor E5 possui mais grupos amina
e, com isso, influenciar na maior velocidade de cura da resina.

Em endurecedores a base de amina, o estiramento N-H se localiza entre

3.500 e 3.000 cm', sendo que as aminas primarias mostram um dupleto (refletindo
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os modos de alongamento simétrico e antissimétrico), como verificado no espectro
do E1. Ja as aminas secundarias mostrariam uma unica banda. No caso do E5 ha
uma sobreposicéo de picos nesta regido, dificultando a visualizagao de seus limites
e intensidades.

O espectro de IV do E1 é compativel com o composto 2,2'-Dimetil-4,4'-
metileno bis(ciclohexilamina) (DMMB-CHA) (Figura 30) e o do E5 é compativel com
uma amina cicloalifatica, compostos estes especificados nas formulacdes descritas
nas fichas técnicas dos produtos. Embora o componente principal do endurecedor
da Biodur também seja uma diamina cicloalifatica, pode-se verificar a partir dos
espectros que os endurecedores E1 e ES5 trata-se de espécies quimicas distintas

e/ou formulacdes diferentes.

CHs CHs

HoN CH> NH>

Figura 30. Estrutura quimica do 2,2'-Dimetil-4,4'-metileno bis(ciclohexilamina)
(DMMB-CHA), principal constituinte do E1.
Fonte: FOUCHAL et al. (2004).

Outra comparacao estabelecida esta relacionada com a diferenciagao das
resinas epoxi E12, E48 E E48P, cujos espectros de absorgéo no infravermelho sao
apresentados na Figura 31. Destaca-se que os espectros foram obtidos para as

resinas nao curadas.
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Figura 31. Espectros de absorgéo no infravermelho das resinas epdxi E12, E48 e
E48P n&o curadas.

Fonte: do préprio autor.

Ja na Figura 32 é possivel observar os espectros de infravermelho das
resinas E12, E48 e E48P curadas. Para a cura foram utilizadas as proporgdes
discriminadas pelos fabricantes (28, 43 e 28% de endurecedor para as resinas E12,

E48 e E48P, respectivamente).
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Figura 32. Espectros de absorgéo no infravermelho das resinas epdxi E12, E48 e
E48P curadas.

Fonte: do préprio autor.

A Tabela 11 apresenta as principais bandas de absorcéo e as respectivas

ligacdes dos grupos de atomos das resinas epoxi.
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Tabela 11. Principais bandas observadas nos espectros das resinas epoxis E12,

E48 e E48P, seus provaveis grupos quimicos e modos vibracionais

correspondentes.
Numero de onda (cm-) Grupo/Modo Vibracional
3500 Estiramento O-H
3500-3200 Estiramento N-H
2960-2870 Alongamento C-H d_e 9H2 e CH aromatico e
alifatico
1606 Alongamento C=C de anéis aromaticos
1510-1500 Alongamento C-C de aromatico
1350-1280 Amina aromatica/composto de amina
1125 e 1185 Alongamento C-O benzénico
915, 1255-1245 Alongamento C-O e vibragao de grupo oxirano
831-1034 Alongamento C-O-C do grupo oxirano
740-775 Rotagao “rocking” CH2

Fonte: Adaptado de GONZALEZ et al. (2012), DAGDAG et al. (2018), SUKANTO
et al. (2023); DIXIT et al. (2010).

De acordo com os resultados encontrados nos espectros de absor¢géo no
infravermelho das resinas pode-se notar que o E12, E48 e E48P apresentaram as
mesmas bandas caracteristicas para as ligagdes quimicas existentes no grupo do
epoxi mais comum e usual, o diglicidil éter de bisfenol A (DGEBA) (Figura 33)
(GONZALEZ et al., 2012).
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Figura 33. Estrutura quimica da resina DGEBA.
Fonte: Jilani et al. (2015).

De forma geral, os espectros das resinas puras e curadas sdo semelhantes,
apresentando diferencas pontuais na definicdo dos picos. Como observado nas
Figura 31 e 32, uma das principais diferencas entre os espectros das resinas é que
a E12 e a E48P possuem uma banda de absor¢do bem definida na regido de
numero de onda de 1735-1720 cm™, ausente na resina E48. Esta regido de
absorgao pode estar relacionada com a presencga de grupos eésteres existentes na
estrutura do plastificante da resina (WEI et al., 2018). Além disso, no caso da resina
E48P também existe uma banda na regido de 1072 cm™', caracteristico do
plastificante utilizado neste estudo.

Os picos presentes nos numeros de onda 1606, 1508, 1245, 1034, 915 e
831 cm™' sd0 os principais pontos observados para determinagio da presencga de
grupos epoxi. Todas as resinas apresentaram picos nestes comprimentos de onda.

A banda larga no nimero de onda de 3500-3200 cm™', referente a ligagao N-
H e presenga de hidroxila esta presente nas resinas curadas. Em geral, os
grupamentos amina e hidroxila sdo provenientes da reacédo de cura do epdxi com
o endurecedor a base de amina (Figura 34). Contudo, a presenca de ligacdo N-H
no espectro pode indicar também a presenca de endurecedor que néo reagiu com
0 epodxi (em excesso) (FOUCHAL et al., 2004). Na faixa do infravermelho médio, a
quantificacdo de OH para verificagao do grau de reticulagao é bastante dificil por
causa do formato e da sobreposi¢cdo da banda com outros picos (3500 cm-')
(GONZALEZ et al., 2012).
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Figura 34. llustragdo esquematica do mecanismo de reagdo de cura da
polimerizagao epoxi-amina.
Fonte: Li et al., 2016.

Observa-se também a diferenga dos picos nas regides 2860-2880, 2920-
2940, 2950-2970 cm referentes a ligagdo C-H de CH2 e CH aromatico e
alifatico, devido possivelmente a diferenca de configuragao dos grupamentos metil
e anéis aromaticos entre as cadeias poliméricas puras e curadas (Figuras 31 e 32).
As Figuras 35, 36 e 37 mostram, sob outra perspectiva, os espectros de cada

resina pura e curada.
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Figura 35. Espectros de absorgao no infravermelho da resina epdxi E12 n&o curada
e curada.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 36. Espectros de absorgao no infravermelho da resina epdxi E48 nao curada

e curada.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 37. Espectros de absor¢do no infravermelho da resina epdxi E48P nao
curada e curada.

Fonte: do préprio autor.

De acordo com Gonzalez et al. (2012) e Fouchal et al. (2004), a cura de
resinas epoxi com diaminas pode ser explicada como uma reagao em duas etapas:
primeiramente, o grupo epoxi reage com uma amina primaria produzindo uma
amina secundaria e, na segunda etapa, reage com outro grupo epoéxi produzindo
uma amina terciaria (Figura 34). Nessas reagdes, pode-se observar a cura através
da diminuicdo da concentragdo de grupamentos epoOxi, aminas primarias ou até
aminas secundarias e aumento de aminas terciarias. Com isso, geralmente, a
diminuicao de grupos epodxi pode ser observado nas areas das bandas de absorgéo
em aproximadamente 3055-3050 cm' (alongamento CH do grupo oxirano terminal)
e em 915-900 cm™' (deformagéo de C-O do oxirano), os dois principais pontos
indicativos da presenga de anéis oxiranos em resinas epoxi na faixa do
infravermelho médio (GONZALEZ et al., 2012; SABU et al., 2020). Entretanto,
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segundo Gonzalez et al. (2012) e Li et al. (2016), a observagao da banda em 3055-
3050 cm' ndo é muito util, pois sua intensidade é baixa e esta muito préxima das
fortes absorgées de O-H (banda larga em = 3500 cm™'), sendo utilizada apenas
como um indicativo qualitativo da presenga de grupos epoxi em monémeros de
baixo grau de polimerizac&do. Nesse sentido, como pode ser visto nas Figuras 35 a
37, no comprimento de onda de 915-900 cm-' os picos das resinas E12, E48 e E48P
desaparecem apos a cura, indicando as rea¢des de polimerizagado. Ja para a regiao
em 3050 cm™ ndo se observou diferenga significante entre as resinas curadas e
liquidas.

Outra diferenca importante e bem definida entre as duas resinas puras e
curadas é a banda larga e de baixa intensidade presente nos espectros dos epéxis
curados na faixa de 3500 e 3200 cm-'. Como ja mencionado, esta faixa de nimero
de onda corresponde ao grupamento amina (estiramento N-H) sobreposta ao pico
do grupo hidroxila (estiramento O-H em 3500 cm'), indicando a cura da resina a
partir da abertura do anel epdxido e/ou indicando a presencga de endurecedor néo
reagido (FOUCHAL et al., 2004).

A faixa de 3000-2800, referentes a ligagdo C-H de CH2 e CH aromatico e
alifatico, apresenta diferengas entre as resinas curadas e liquidas pelas novas

configuragcdes das cadeias poliméricas apds a reacao de cura (Figuras 35 a 37).
6.3.3. Analise Termogravimétrica
As Figuras 38 e 39 mostram as curvas termogravimétricas (TG) dos

endurecedores E1 e E5, respectivamente. A linha pontilhada dos termogramas

mostra a derivada da massa (DTG).

95



100 147°C, 96.75%
PR L e e - 0.0
80 -
€
[}
F-0.5 -
— 2
S o
s 0
© --1.0 ©
ﬁ s
= 40 5
©
152
Q
a}
20 -
--2.0
341°C, 0.00%
0- -
0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)
Figura 38. Curva termogravimétrica do Endurecedor E1.
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Figura 39. Curva termogravimétrica do Endurecedor E5.

Fonte: do préprio autor.
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A maior diferenga observada nas curvas de TG entre os produtos da Biodur
e os alternativos se devem aos endurecedores. O endurecedor E1 apresenta
somente um ponto de perda de massa na faixa de temperatura entre 147 e 341 °C
com perda total da massa (96,75%), enquanto o E5 possui duas perdas de massa
bem definidas entre 64-242 °C com diminuicéo de 85,3% e 295-433 °C com perda
de 11,7%. As curvas de TG e DTG dos endurecedores sugerem que a formulagao
do E1 é monocomponente ou que todos os seus componentes sdo decompostos
termicamente na mesma faixa de temperatura e, no caso do E5, por apresentar
duas perdas de massa pode se tratar de um sistema bicomponente. Além disso, o
E1 mostrou-se mais estavel e resistente a degradagao térmica. Na temperatura
maxima testada (700 °C), o endurecedor E1 foi totalmente decomposto
termicamente, ndo havendo presenca de residuo. Contudo, o endurecedor E5
apresentou 1,44% de residuo carbonaceo ao final da analise.

O estudo de Li et al. (2014) sobre a estabilidade térmica (analise
termogravimétrica) do composto puro 2,2'-Dimetil-4,4'-metileno bis(ciclohexilamina)
(DMMB-CHA), principal constituinte do E1, mostrou que o termograma possui
apenas um ponto de perda de massa entre as temperaturas de 150 a 350 °C, com
valor de massa residual perto de zero, corroborando com os dados obtidos do
endurecedor E1 (147 a 341 °C). Embora tenha sido constatado que o E1 tenha uma
formulagédo com um componente maijoritario, a ficha técnica do endurecedor mostra
que pode haver a presenca de até 20% de outras substancias nao especificadas,
como aditivos.

Ja a presenca de dois pontos distintos de perda de massa na curva
termogravimétrica do E5 indica perda de massa a partir da amina cicloalifatica
modificada na primeira curva (64-242 °C) (Li et al., 2014) e a presencga de outra(s)
substancia(s) com ponto de ebuligao/pirdlise maior (295-433 °C), como solventes
ou aditivos (Figura 39).

As Figuras 40 e 41 mostram as curvas termogravimétricas das resinas E12

e E48 ndo curadas, respectivamente.
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Figura 40. Curva termogravimétrica da resina E12 nao curada.

Fonte: do préprio autor.
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A partir das curvas termogravimétricas € possivel verificar que existem trés
eventos térmicos durante o aquecimento para as duas resinas. Para a resina E12,
as perdas de massa acontecem nos intervalos de temperaturas de 137-273 °C,
273-384 °C e 384-468 °C com variagdes percentuais massicas de 20,6%, 67,1% e
7,7%, respectivamente. No caso da E48, os intervalos de perda de massa ocorrem
em 138-255 °C, 255-410 °C e 410-470 °C com variagdes percentuais da ordem de
8,2%, 80,5% e 6,2%, respectivamente. Ambas as resinas tém uma perda
acentuada da massa (cerca de 90%) entre as temperaturas de aproximadamente
137 a 470 °C, restando apenas 5% da massa inicial. A primeira perda de massa da
resina E12 é atribuida a volatilizacdo do plastificante usado (faixa de pirdlise do
componente na literatura € de 135 — 239 °C), com perda de aproximadamente 20%,
compativel com a quantidade citada na ficha técnica (entre 15 e 25%). No caso da
E48, o primeiro ponto € provavelmente de um componente mais volatil, como um
diluente (ou plastificante) ndo especificado. A segunda perda de massa € relativa a
pirdlise do DGEBA para as duas resinas, que pode ser influenciada pela massa
molecular da resina (SHOKRALLA; AL-MUAIKEL, 2010). Na ultima perda de massa
ocorre a degradacdao de subprodutos remanescentes e/ou um componente de
maior ponto de pirélise nao identificado na formulacéo.

As Figuras 42 e 43 mostram as curvas termogravimétricas (TG) das resinas
curadas E12 (E12/E1 na proporgédo de 100:28) e E48 (E48/E5 na proporgéo

100:43), respectivamente.
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Figura 42. Curva termogravimétrica da resina E12 curada.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 43. Curva termogravimétrica da resina E48 curada.
Fonte: do préprio autor.
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Os termogramas das resinas curadas (Figura 42 e 43) apresentam dois
pontos de perda de massa, sendo a E12 nas faixas de temperatura de 63-220 °C e
220-524 °C com variagcbes massicas percentuais de 44% e 87,6%,
respectivamente. Ja o E48 mostrou os dois pontos de perda de massa em 76-312
°C e 312-539 °C com variagbes percentuais de 14,1% e 76,8 % de massa,
respectivamente. Ambos os polimeros curados tém uma perda acentuada da
massa (70%) entre as temperaturas de aproximadamente 300 a 500 °C, a partir da
qual restam cerca de 8% da massa inicial. Contudo, a resina E12 possui um inicio
de perda de massa nos testes termogravimétricos em temperaturas menores que
o alternativo, indicando uma menor estabilidade para decomposi¢cao térmica
quando comparado ao epoxi da Biodur.

A primeira perda de massa observada para a E12 e E48 se deve
provavelmente a decomposi¢cao térmica de aditivos volateis das resinas curadas.
Como visto nos termogramas, a resina E48 tem uma perda maior (14,1%) quando
comparado a E12 (4,4%). Segundo o trabalho de Shokralla e Al-Muaikel (2010), o
padrdao geral de degradacdo térmica de uma resina DGEBA curada exibe
principalmente duas etapas com reacgdes subsequentes. Uma perda minima (as
vezes imperceptivel) de uma fracdo de massa em cerca de 280-320°C que pode
ser explicada pela degradacao inicial com a formagao de olefinas pela perda do
grupo hidroxila secundario da cadeia propila na resina epdxi. Na segunda etapa,
uma perda acentuada ocorre a 369,2 °C, correspondente a degradagéo do grupo
bisfenol-A. Por serem duas perdas de massa subsequentes, as curvas de TG de
resinas epoxi DGEBA podem aparentar um unico ponto de perda de massa para
os dois componentes citados (LV et al., 2012; WOO; KIM, 2021), como observado
no segundo ponto de perda de massa dos termogramas das resinas E12 e E48.
Vale ressaltar que o uso de diferentes agentes de cura de resina epdxi podem
alterar o padrao das curvas termogravimétricas em analises calorimétricas, pois
afeta drasticamente o processo de polimerizagdo e, consequentemente, as
propriedades térmicas do polimero curado. Cada tipo de agente de cura forma
ligagdes quimicas diferentes com a resina epoxi e, estas possuem energias de
dissociagdo distintas, o que influencia diretamente a estabilidade térmica do
polimero curado (JIANG, 2015; RAZACK; VARGHESE, 2021).

101



As analises termogravimétricas de uma outra resina DGEBA curada
realizadas por Meng e Wang (2012), Al-Bayaty et al. (2020) e Bifulco et al. (2020)
se assemelham com a curva obtida das resinas E12 e E48, no qual o ponto de
perda de massa mais acentuado ocorre entre 250 e 400 °C.

A Figura 44 expbe todas as curvas termogravimétricas das resinas e

endurecedores testados.
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Figura 44. Curvas termogravimétricas dos endurecedores E1 e E5 e das resinas

E12 e E48 nao curadas e curadas.

Fonte: do préprio autor.

Como observado na Figura 44, o endurecedor E1 comecga a perder sua
massa em temperaturas mais altas quando comparado ao E5. A resina E48 liquida
possui um inicio de perda de massa em temperaturas ligeiramente maiores que o
E12. Ja no caso das resinas curadas, o padrao se inverte, com o E12 apresentando
maior estabilidade térmica. Isso poderia indicar um maior grau de reticulacdo na
resina curada E12. Nesse sentido, nota-se também que as resinas curadas tém
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uma maior estabilidade a degradagao térmica quando comparados com as resinas
puras. As ligacdes covalentes provenientes das reacgdes de reticulacdo da malha
polimérica garantem uma maior resisténcia a pirélise dos compostos (LI et al.,
2014).

Vale ressaltar que as resinas e o0s endurecedores dos dois grupos
experimentais tiveram perda de massa em temperaturas bem superiores a
temperatura de utilizagdo dos espécimes plastinados (temperatura ambiente) e do

préprio método de plastinagao.

6.3.4. Indice de Refracao

A Tabela 12 apresenta os resultados das medidas de indice de refracao (IR)

das resinas epoxi ndo curadas.

Tabela 12. indices de refracdo médios e desvios-padrdo das resinas ndo curadas.

RESINA IR
E12 1,5425 + 0,0002
E48 1,5503 + 0,0001
E48P 1,5288 + 0,0001

Fonte: do préprio autor.

A resina E48 apresentou o maior IR (1,5503) e a E48P o menor valor
(1,5288). Essa diferenca se deve ao menor IR do plastificante (<1,49, conforme
ficha técnica do produto) presente na resina E48P. O indice de refragdo encontrado
para a resina E12 esta de acordo com os dados informados pelo fabricante (1,54)
(BIODUR, 2018).

O indice de refragcao das resinas epoxi normalmente varia de 1,50 a 1,57
(HEGEDUS et al., 2017; SU et al., 2002), sendo essa uma medida de quanto o
material desacelera a velocidade da luz. Para fins de comparacao, no trabalho
realizado por Luo et al. (2012) e Luo et al. (2014) foram medidos os indices de
refracdo das resinas curadas e nao curadas e observou-se um aumento na
propriedade otica da ordem de 0,03-0,04 para a resina sélida. Tomando-se estes

valores como referéncia, espera-se que os indices de refracdo das resinas
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utilizadas neste estudo tenham variagdes semelhantes aqueles citados para a
resina curada.

A avaliacdo do IR das resinas é importante, pois pode influenciar, por
exemplo, nos resultados de microscopia confocal de fluorescéncia de espécimes
plastinados com resina epdéxi. Como ja mencionado, a técnica de microscopia
confocal € uma 6tima ferramenta para analise morfolégica tecidual, principalmente
ricos em tecido conjuntivo, e para analises morfométricas de estruturas teciduais
(SORA et al., 2019; BHATTARAI; STAAT, 2018; XU et al., 2018).

6.3.5. Ensaio de mudanga de colorag&o da resina curada

ApOs a cura das placas de teste foi observado que a resina E48 sofreu mais
0 processo de “blushing” que a resina E12 (Figura 45). Todas as placas da resina
E48 apresentaram um grau leve de “blush”, enquanto na resina E12 néao foi
observado. O “blushing” € um processo comum durante a cura do epoxi e se deve
ao aparecimento de carbamatos indesejaveis (carbonatagcdo) na superficie da
resina curada, apresentando um aspecto de névoa. E proveniente da reacdo entre
agentes de cura ou aceleradores funcionais de amina com diéxido de carbono
(COz2) elou vapor de agua do ambiente (PHAM; MARKS, 2005). Na plastinagéo,
este processo ndo ocorre na E48, uma vez que a mistura reativa fica entre folhas

de acetato e, com isso, ndo fica em contato com o ar atmosférico na montagem do

método “sanduiche” da etapa da cura.
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Figura 45. Placas curadas do teste de amarelamento, evidenciando a auséncia de

“blush” na resina E12 (A) e presencga de “blush” na superficie da placa de E48 (B).

As Figuras 46 e 47 apresentam o comparativo do amarelamento das
amostras E12, E48 e E48P ao longo dos 6 meses de teste para as duas situagdes

de exposi¢ao: ao abrigo da luz e a exposicao direta de luz UV natural.

Tempo
Grupo Més 3 Més 6
E12
E48
E48P

Figura 46. Amostras dos epdxis E12, E48 e E48P mantidas ao abrigo de radiagéo
UV ao longo de 6 meses.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 47. Amostras dos epoxis E12, E48 e E48P mantidas a exposicéo direta (8
horas/dia) e indireta de radiagdo UV solar ao longo de 6 meses.

Fonte: do préprio autor.

No mesmo sentido, as Figuras 48 e 49 apresentam indices relacionados com

a intensidade da cor amarela medidos mensalmente com o software ColorDetector.
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Figura 48. indices de amarelamento das amostras de resina epdxi sem exposi¢ao
a radiagao UV ao longo de 6 meses.

Fonte: do préprio autor.
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Figura 49. indices de amarelamento das amostras de resina epdxi expostas a
radiacao UV natural ao longo de 6 meses.

Fonte: do préprio autor.
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A partir das imagens das placas (Figuras 46 e 47) e dos valores do indice da
cor amarela medidos pelo software (Figuras 48 e 49) observou-se que o
amarelamento foi um processo progressivo, continuo e se mostrou muito mais
intenso no grupo exposto a radiagao UV natural.

O amarelamento gradativo € uma caracteristica bem conhecida na
plastinagdo com resina epdxi. De acordo com Latorre et al. (2002), a reagdo que
gera o amarelamento se inicia em poucos dias e progride até aproximadamente 6
meses, atingindo um grau acentuado de amarelamento em condigdes rotineiras de
laboratério.

A mudanca de cor € irreversivel e esta relacionada ao mecanismo de
envelhecimento, podendo ser acelerado pela exposicdo a luz UV e a propria
umidade do ar. Na literatura ndo ha consenso sobre o exato mecanismo quimico
de envelhecimento das resinas epoxi, no entanto, uma das principais hipoteses € o
processo oxidativo com a formagéo de cromoforos, como grupos carbonila (C=0)
e duplas ligagdes na estrutura polimérica. Com isso, as moléculas de resina s&o
ativadas por energias de entrada, como radiagao UV ou térmica, e os elétrons nos
cromoforos podem absorver luz visivel com determinados comprimentos de onda.
Entéo, as resinas exibem a cor complementar, que € amarela neste caso, da luz
visivel absorvida. Outros tipos de resinas, como o poliuretano, também podem
alterar a coloragao a partir do mecanismo de formagcao de carbonila na estrutura
macromolecular, causado pela oxidacdo (KRAUKLIS; ECHTERMEYER, 2018; WU
et al., 2022).

O amarelamento de epdxis ndo € linear no tempo e pode variar de acordo
com varios fatores, como os grupos funcionais das moléculas, o sistema de cura e
a presenca de aditivos. Fatores ambientais, como presenga de oxigénio, nivel de
umidade, temperatura e radiagdo ultravioleta (UV) também influenciam nesse
processo. Além da coloracao, o processo de envelhecimento altera as propriedades
mecanicas do epoxi curado, tornando a resina mais rigida e friavel (KRAUKLIS;
ECHTERMEYER, 2018).

Embora a resina E48P tenha apresentado o maior valor de cor amarela ao
final dos 6 meses, na metodologia sem a exposi¢ao ao UV, esta resina teve a menor

alteragao proporcional da coloragdo comparando-se o estado inicial e final (2,5
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vezes contra 4,7 do E12 e 3,2 do E48) (Figura 48). Provavelmente, a cor mais
amarelada do plastificante, confirmada pela diferenga da coloragao inicial do E48 e
E48P detectado pelo software, influenciou na percep¢ao do amarelamento mais
lento do epoxi ao longo do tempo. Outra observagdo importante foi que, nas
mesmas condi¢cdes citadas de exposi¢cdo, a resina E12 apresentou maior
amarelamento proporcional comparado ao E48. Nesse caso, o filtro UV presente
na formulagao do E48 diminuiu as rea¢des de envelhecimento da resina.

Ja para o teste com as amostras expostas a radiagao UV, a E48P apresentou
a maior alteracdo de tonalidade amarela comparando-se o inicio e o fim das
medidas, sendo a diferengca de 15,5 vezes contra 11 do E12 e 11,6 do E48.
Segundo Down (1986), a adicdo de alguns tipos de diluentes e plastificantes na
formulacdo aceleram a foto-oxidacdo da resina quando exposta a iluminagao
intensa. De forma comparativa, os epodxis E12 e E48 tiveram um aumento
proporcional do amarelamento semelhante (11 vezes parao E12 e 11,6 vezes para
0 E48) nos seis meses.

Sobre a velocidade de envelhecimento, as placas do E12 e E48 sem
exposic¢ao ao UV tiveram comportamentos semelhantes, com uma mudancga na cor
mais acentuada no primeiro més (aumento entre 41-45%), seguido de uma
estabilizacdo ou alteragdo menor nos trés meses seguintes e, por fim, um novo
aumento a partir do quinto més (42-75%). A resina E48P manteve um
amarelamento menor nos 4 primeiros meses (<11%) e aumentou drasticamente a
partir do més 5 (80%). Em contrapartida, nas placas expostas ao UV da E12 e da
E48P houve uma grande alteracdo do amarelo no primeiro més (aumento de 225 e
273%, respectivamente) e no segundo (aumento de 48 e 87%, respectivamente),
seguido de uma menor variagdo da cor nos meses seguintes. No caso da E48, o
amarelamento foi menos acentuado no primeiro més (108%) e constante nos
meses seguintes, mostrando a eficacia do filtro UV presente na formulagao,

principalmente nos primeiros meses.

6.3.6. Ensaio de resisténcia a Tracao
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Os resultados dos ensaios de resisténcia a tracdo uniaxial das resinas
curadas em termos de tensdo maxima, tensao de escoamento, alongamento na

ruptura e médulo de elasticidade estao listados na Tabela 13.

Tabela 13. Valores médios + desvio-padrao das propriedades mecanicas

analisadas das resinas E12 e E48.

Resina
Propriedades
E12 E48
Tensdo Maxima (MPa) 43,0+4,5 39,6 £ 0,7
Tensdo de escoamento
(MPa) 39,325 28,8 £ 1,1
Alongamento na
Ruptura (%) 1,9+0,2 2,7+0,3
Moédulo (MPa) 2595 + 116,7 2239 + 163,5

Fonte: do préprio autor.

A média da tensdo maxima das resinas E12 e E48 nao apresentaram
diferencgas estatisticamente, uma vez que ha sobreposicdo dos desvios-padrao, o
que indica que ambos o0s epoOxis suportam uma tensdao semelhante antes da
ruptura.

Ja para a tensdo de escoamento, o valor da E12 apresentou-se
significativamente maior (39,3 £ 2,5) do que o E48 (28,8 + 1,1). Isso mostra que a
E12 suporta uma carga ou tensdo maior antes de se deformar de forma permanente
e irreversivel.

O mddulo de elasticidade da resina foi estatisticamente maior para a E12
(2595 £ 116,7) comparada a E48 (2239 + 163,5), mostrando que esta resina curada
€ ligeiramente mais rigida, ou seja, possui resisténcia maior a deformagao sob
carga. Desta forma, a E48 apresenta ligeira maior flexibilidade a tracdo mecéanica.

Segundo Chawla (2019), Levy Neto e Pardini (2006) e Garcia et al. (2007),
em geral, a tensao de ruptura em um sistema epéxi curado varia entre 40 e 90 MPa,
enquanto a deformagao maxima na ruptura fica na faixa de 1% a 6%, com o modulo
elastico variando entre 2,5 e 6,0 GPa. Os resultados encontrados nesta pesquisa

estao dentro da faixa citada.
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A Figura 50 apresenta as curvas tensao versus deformacéo do ensaio de

tracao das resinas E12 e E48.
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Figura 50. Curva de Tenséao versus Deformacgao das resinas curadas E12 e E48.

No caso da resina E12, verifica-se que o material tem um certo
comportamento elastico linear, seguido do inicio do processo de ruptura e a ruptura
total. Ja a resina E48 apresentou um comportamento elastico nao linear (Figura
50).

Para as resinas epo6xi curadas, varios fatores intrinsecos do polimero e
processo de cura podem influenciar nos resultados de resisténcia mecanica, como
o tipo de resina, composicado de plastificantes e aditivos, o tipo e proporcao de
agente de cura utilizado e tempo e temperatura de cura. Como visto no trabalho de
Ceron (2012), as propriedades mecanicas da resina epoxi DGEBA sao diretamente
relacionadas aos percentuais do agente de cura utilizado, uma vez que o grau de
reticulacao é dependente da proporgao entre resina e endurecedor e isso se reflete
na variagao da rigidez do material (PAIVA et al., 2006). Deste modo, sistemas
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curados com excesso de resina DGEBA, apresentaram maior capacidade de
deformagao, uma vez que o grau de reticulagédo € menor e o grau de liberdade das
moléculas € maior. Ja quando ha excesso de agente de cura, a resisténcia
mecanica tende a diminuir (CERON et al., 2012).

7. CONCLUSAO

A resina alternativa E48P (com plastificante) e seu endurecedor E5
atenderam aos pré-requisitos fisico-quimicos iniciais e produziram espécimes
visualmente indistinguiveis daqueles plastinados com a resina de referéncia, o E12.

Adicionalmente, os espécimes do grupo E48P apresentaram maior contraste
fluorescente na microscopia confocal, uma retragao estatisticamente semelhante a
do grupo controle e um custo 50% menor comparado ao E12.

No ambito do desenvolvimento do protocolo de plastinacdo foram
desenvolvidas duas metodologias de cura com o epdxi E48P: a primeira utilizando
uma mistura de cura nova sem plastificante que resultou em espécimes rigidos e
na segunda empregou-se a propria mistura de impregnagao que resultou em placas
mais flexiveis, caracteristica inédita na literatura.

Foi observado que o constituinte principal das resinas testadas € o diglicidil
éter de bisfenol A (DGEBA) e os endurecedores sédo compostos a base de aminas.
Além disso, observou-que a formulacido do E48P possui a menor viscosidade e
apresentou um comportamento mais préximo de um fluido Newtoniano. Contudo, a
resina alternativa tem uma capacidade de amarelamento mais pronunciada ao
longo do tempo.

Diante dos resultados, verificou-se que a resina E48P é uma opc¢ao viavel e
mais acessivel para a plastinacdo de secgdes bioldgicas finas (2-3 mm).

Recomenda-se que trabalhos futuros foquem no aprimoramento da
formulacao da resina E48P, com a avaliacdo de outros plastificantes e aditivos para
a formulagéo E48P, como um inibidor de amarelamento para o E48P. Além disso,
a formulagao aprimorada posteriormente pode permitir o método de plastinacéao de
seccgdes ultrafinas, com tempo de impregnacgao superior a 48 horas e espécimes

finais com menos de 1 milimetro de espessura.
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