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RESUMO

SILVA, Gabriela Teixeira da. Desenvolvimento de Hidrogéis Compdsitos para
Potencial Aplicacdo como Biomateriais. 2016. 75f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pds-Graduagcdo em Quimica. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O desenvolvimento de materiais no ambito de melhorar a expectativa de vida
dos seres humanos vem sendo amplamente buscado nos ultimos anos. Neste
contexto, esta Dissertacdo apresenta e discute o desenvolvimento de um potencial
biomaterial que possa suprir alguns pontos desta busca. Tratamos aqui do preparo
de um hidrogel compdsito a partir da mistura de um polimero sintético, o poli (vinil
alcool) (PVA), com um polimero de origem natural, o sulfato de condroitina (SC),
combinados com p6 de 0sso bovino (POB). O compésito foi preparado pelo método
fisico de congelamento/descongelamento, sem a utilizacdo de agentes
potencialmente téxicos, o que viabiliza sua aplicacdo como biomaterial. Foram
empregadas diferentes técnicas de caracteriza¢do afim de se confirmar a formagéo
de matriz de PVA/SC e a incorporacdo do POB na mesma. Andlises macro e
microscopicas evidenciaram a formacao de um material com morfologia tipo esponja
com alta porosidade; caracteristicas morfoldégicas desejaveis uma vez que se
objetiva a aplicagcdo desse material como substrato (do inglés, scaffold) para a
regeneracao celular. Ainda, constatou-se que incorporacdo do POB na matriz
PVA/SC exerce influéncia nas propriedades mecanicas, de absorcao de liquidos, no
tamanho de poros e na taxa de biodegradabilidade do compdsito em comparacao ao
material sem POB. Conforme avaliado, tais variacbes sao dependentes da
quantidade de POB incorporada na formulacdo dos compdésitos. A robustez dos
compdsitos quanto a sua potencialidade como biomaterial foi investigada por meio
de ensaios in vitro e in vivo. Ensaios in vitro demonstraram que o compaosito nao
apresenta citotoxicidade contra células saudaveis e permite a adesao celular sob a
sua superficie. Ensaios in vivo revelaram que o compdésito PVA/SC com POB pode
auxiliar em processos de regeneracao celular, sem causar acao inflamatoria, sendo
completamente bioabsorvido ap6s o periodo de tratamento. Os resultados aqui
apresentados e discutidos permitem inferir que o0s hidrogéis compdsitos
desenvolvidos nesta Dissertacdo apresentam potencial para serem aplicados como

biomateriais, podendo atuar na regeneracéo de células e/ou tecidos.
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ABSTRACT

SILVA, Gabriela Teixeira da. Development of Composites Hydrogels for Potential
Application as a Biomaterial. 2016. 75f. Dissertation (Master's Degree) - Chemistry
Graduate Program. Federal University of Pelotas, Pelotas.

The development of novel materials to improve the human quality of life has
attracted great attention in the last years. In this sense, the development of a novel
biomaterial is presented and rationalized in this Dissertation. Herein, a hydrogel
composite was prepared by the blending of a synthetic polymer, poly (vinyl alcohol)
(PVA), and a biopolymer, chondroitin sulfate (SC) filled with bovine bone powder
(POB). The composite was physically crosslinked via freezing/thawing method,
without the use of additional chemicals, which decreases the potential toxicity of the
composite and enhances its application as biomaterial. Various techniques confirmed
the composite formation and the efficient incorporation of POB into the PVA/SC
matrix. Macro and microscopic analyses revealed that the composite shows a
sponge type structure with a high porosity. Such characteristics are desired for
biomaterials applied as scaffolds for cell and tissue regeneration. Furthermore, it was
found here that the adding POB into the PVA/SC matrix promotes changes in the
mechanical properties, liquid uptaking, total porosity and biodegradability rate of the
composite as compared to the hydrogel without POB. As assessed, these changes
depend on the content of POB into the PVA/SC matrix. The performance of the
composite as potential biomaterial was investigated by in vitro and in vivo
experiments. In vitro experiments showed that the composite does not show toxicity
against healthy cells. Moreover, it stimulates cell adhesion on its surface. In vivo
experiments demonstrated that the composite can be applied efficiently in tissue
regeneration without causes inflammatory or other drawbacks to the process. This
experiment showed that the composite is completely biodegraded and biosorbed
after the treatment period. Overall, the results presented and rationalized in this
Dissertation suggest that the PVA/SC/POB composite shows potential as

biomaterial, which can be applied in the cell or tissue regeneration.
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1. INTRODUC}AO E OBJETIVOS

Nos ultimos anos tem sido cada vez mais frequente a busca por melhores
condicbes de vida, com o intuito de aumentar sua expectativa, saude e também
bem-estar. Grande atencéo tem-se dado a pesquisa, procura e desenvolvimento por
materiais que possam atender a estes requisitos. A utilizacdo de implantes, por
exemplo, em reposicdo de estruturas biologicas (principalmente as dsseas), € uma
alternativa viavel para o restabelecimento das fun¢gdes normais do paciente (Barbanti
et al., 2005).

Neste contexto, uma area da ciéncia denominada engenharia de tecidos vem
ganhando grande destaque. Fundada pela National Science Foundation em 1988,
essa area tem como finalidade “aplicar os principios e métodos da engenharia e
ciéncia da vida em prol da compreensao das relacdes entre estrutura-funcdo dos
tecidos de mamiferos normais e patolégicos, e a partir destes desenvolver
substitutos biolégicos para restaurar, manter ou melhorar a fungao de algum tecido”.
Este campo de pesquisa ainda € relativamente novo, ao passo que a busca por
substitutos biolégicos teciduais ja vem a mais de um século (O’Brien et al., 2011).

Os materiais aplicados em engenharia de tecidos sao conhecidos como
biomateriais, apresentando uma simples definicdo, “materiais capazes de tratar,
aumentar ou substituir qualquer 6rgao, tecido ou fungdo do corpo” (Helmus et al.,
1995). Estes podem ser aplicados, por exemplo, na regeneracdo de algum 6rgao ou
tecido vivo, pelo cultivo de células do préprio tecido a ser regenerado em suportes
bioldgicos ou sintéticos, conhecidos como scaffolds, para ao final serem reinseridos
no local da aplicacéo (Barbanti et al., 2005).

Um dos tipos mais conhecidos e estudados de scaffolds sdo os hidrogéis, por
apresentarem propriedades estruturais e funcionais semelhantes a de muitos tecidos
moles. Além de apresentar uma estrutura em formato 3D, também & um material
altamente poroso, o que favorece sua aplicacdo na regeneracdo de tecidos, de
modo que a substituicdo ocorra de forma natural (Anisha et al., 2013). Os hidrogéis
podem ser preparados a partir de um unico polimero, porém, estes materiais nao
irdo apresentar todas as propriedades almejadas. A partir deste fato, pode-se haver
uma combinagcédo de dois ou mais polimeros, tornando possivel que este hidrogel

venha a ter as caracteristicas desejadas.
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Esta combinagéo pode ser entre um polimero de origem sintética e outro de
origem natural (biopolimero), como também uma combinagdo de dois polimeros de
mesma origem (Kanimozhi et al., 2016). Por serem considerados materiais bioinertes
e biocompativeis, devido ao fato de apresentarem pouca ou nenhuma toxicidade,
estes tém uma ampla aplicacdo na &rea biomédica, como, lentes de contato, 6rgéos
artificiais, curativos para queimaduras, entre outros (Oliveira et al., 2015). Muitas
vezes para aumentar suas propriedades ou gerar novas, sdo adicionados aos
hidrogéis materiais oriundos de diferentes classes de materiais (metais, silica,
cristais de celulose, entre outros), sem que haja mudanca em suas caracteristicas
iniciais e que resulte na formacédo de um hidrogel compésito. Um fato interessante é
gue estes materiais incorporados na formulacéo dos hidrogéis muitas vezes sao de
facil obtencéo e baixo custo (Tang et al., 2009).

Um exemplo de material que pode ser adicionado a hidrogéis é a
hidroxiapatita (HAp). Pode ser encontrada, por exemplo, em 0ssos, como de origem
bovina, um dos maiores residuos de descartes de frigorificos e de baixo preco. Por
meio de o0ssos bovinos também pode-se obter o colageno (Hoshi et al., 2012).
Acabando por se obter um hidrogel compésito com novas propriedades por meio da
presenca destes materiais.
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Objetivo Geral:

Preparar e caracterizar hidrogéis compdsitos para que apresentam potencial

aplicacdo como biomateriais.

d)

Objetivos Especificos:

Desenvolver uma rota para obtencdo do p6 de osso bovino (POB) a partir de
um fragmento 6sseo bovino.

Preparar hidrogéis compdsitos a partir de dois polimeros, um de origem
sintética (PVA) e outro de origem natural (SC), através do método de
congelamento/descongelamento, adicionando a este o POB.

Caracterizar as propriedades estruturais, fisico-quimicas, assim como as
propriedades morfolégicas e de retencdo de liquidos dos hidrogéis
compésitos formados.

Realizar ensaios biologicos afim de verificar o potencial dos hidrogéis

compoésitos como biomateriais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomateriais

A utilizacdo de materiais com o objetivo de auxiliar na saiude e bem-estar da
humanidade j4 vem sendo utilizada a mais de um século. O registro mais antigo se
data de 2.000 a.c., no antigo Egito, com o uso de suturas de linho e ouro (Au).
Desde |a, foram desenvolvidos varios outros materiais, como por exemplo, dentes
artificiais de conchas, ferro, substitutos 6sseos, 6rgao artificiais, entre outros (Pires
et al., 2015). Com o avanco da tecnologia, os esforcos em prol do desenvolvimento
de pesquisas pela busca por materiais que tenham o objetivo de ndo sé facilitar a
vida como também melhora-la tém sido realizadas. Sendo assim, nas ultimas
décadas, foram desenvolvidos os biomateriais, capazes de atender a maioria destes
requisitos buscados (Chen et al., 2016).

O termo “biomaterial® apresenta uma definicho consolidada, sendo
classificado como “material destinado a interagir com sistemas bioldgicos, tendo o
objetivo de tratar, aumentar ou substituir qualquer 6rgao, tecido ou fungéo do corpo”.
Estes materiais passaram de apenas interagir nos processos biolégicos do corpo,
para regenerar 0rgaos e tecidos (O’Brien et al., 2011).

No inicio do seu desenvolvimento, o objetivo era obté-los como
biocompativeis, onde pudessem substituir algum tecido danificado e promover
suporte mecéanico, com um minimo de resposta biolégica. Ao longo do tempo,
buscou-se aumentar o tempo de vida destes implantes, a interacdo deste com o
tecido do hospedeiro; obter materiais biodegradaveis, que apresentassem a
capacidade de serem incorporados e absorvidos (apds dissolucdo) pelo tecido do
hospedeiro. Recentemente, os estudos se baseiam no desenvolvimento de materiais
biomiméticos, que possam participar de forma ativa no processo de recuperacao,
atuando de forma a estimular em nivel celular o local aplicado (Chen et al., 2016).

Para que um material possa ter aplicacdo, uma série de requisitos devem ser
levados com consideracao. O efeito que o ambiente orgéanico ira oferecer ao material
(corroséao, degradacéo) e também, o efeito que o proprio material tera no organismo.
Séao fendmenos que devem ser estudados com extremo cuidado e atencéo, pois a
estes estd associada a biocompatibilidade. A interagcdo que ocorre entre o tecido
vivo e 0 biomaterial, associada a resposta do organismo a este, é o ponto mais

desafiador no desenvolvimento deste tipo de material. A busca por materiais que
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sejam bioinertes e biodegradaveis vem crescendo, pois além de substituirem tecidos
traumatizados, também podem propiciar a recuperagéo do tecido, podendo atuar em
metabolismos intra e extracelulares que séo responsaveis pela reproducédo celular,
propagando o crescimento do tecido danificado (Pereira et al., 1999).

Existe uma classificacdo dos biomateriais, onde os divide em trés tipos;
bioinertes, bioativos e bioreabsorviveis. Os intitulados bioinertes, sdo materiais
aceitos pelo organismo, menos suscetiveis a causar uma reacédo biolégica adversa,
devido a apresentar estabilidade quimica. Apresenta a caracteristica de formar
envoltério fibroso de espessura minima e liberar quantidades de produtos quimicos.
Os exemplos mais utilizados sdo, alumina, carbono, titdnio e suas ligas e zirconia.

Os denominados bioativos, sdo materiais nos quais ocorrem ligacdes
guimicas entre o tecido e estes. Apresentam a capacidade de formar tecido sobre a
superficie e assim estabelecer uma interface capaz de suportar cargas funcionais.
Os materiais mais utilizados sdo aqueles a base de fosfatos de célcio, como as que
formam os vidros, as vitroceramicas, HAp, entre outros. Ja os bioreabsorviveis ou
biodegradaveis, sdo materiais que quando em contato com tecidos por um certo
periodo acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo.
Os produtos de sua degradacdo ndo sdo toxicos, sendo eliminados no metabolismo
normal. S&o muito utilizados como implantes temporarios, ndo sendo necessario
uma nova intervencao cirargica para retirar o material implantado. Os exemplos mais
utilizados para este tipo de material sdo o fosfato tricalcico (B-TCP) e os polimeros
poli (acido lactico) e poli (acido glicdlico) (Callister et al., 2007).

Uma ampla gama de materiais pode dar origem aos biomaterias, como metais
(Zhou et al., 2016), ceramicas (Affatato et al., 2015), polimeros (Pires et al., 2015) e
compoésitos (Calé et al., 2015). Estes materiais podem ser utilizados isoladamente ou
em combinagdo uns com o0s outros, a fim de se obter diferentes caracteristicas e
propriedades.

Os polimeros sdo os mais utilizados no campo de aplicacbes médicas, por
apresentarem melhores propriedades (quimicas, por exemplo) do que os metais e
ceramicas. Polimeros podem apresentar propriedades Unicas como, flexibilidade,
resisténcia ao ataque bioquimico, biocompatibilidade, séo leves, faceis de moldar e

produzir sob diversas formas. Entre os exemplos de polimeros sintéticos tem-se o
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poli tereftalato de etila (PET), polipropileno, polietileno. Alguns exemplos de
polimeros naturais séo a quitosana, alginato e celulose.

A classe denominada compdésitos, engloba os materiais constituidos por uma
fase continua (matriz) e uma fase dispersa (componente de reforco ou modificador),
cujas caracteristicas podem somar as propriedades combinadas dos constituintes.
Na maioria das vezes se d& entre polimeros, ou a adicdo de algum material de
reforco na matriz do mesmo. Sendo ai denominados de biocompdsitos. O
desenvolvimento destes tem atraido grande interesse devido as diversas
propriedades que podem apresentar. Alguns exemplos de suas aplicacdes estao no
campo de dispositivos para entrega de drogas, engenharia de tecidos, cosméticos,
dentre outros. Um exemplo de carga (refor¢o) adicionado a matriz dos polimeros é a
HAp (uma fase do fosfato de calcio) (Pires et al., 2015; Kohn et al., 2013).

Atualmente, a utilizacdo dos biomateriais atende uma ampla variedade de
aplicacbes, como dispositivos biomédicos (biossensores, tubos de circulacao
sanguinea), materiais implantaveis (substitutos 6sseos, valvulas cardiacas, lentes),
dispositivos para liberacdo de medicamentos (ha forma de filmes, subdérmicos e
particulas), 6rgdos artificiais (coracao, pulméo, pele), curativos, entre varios outros
(Pereira et al., 1999).

2.2 Scaffolds

Pesquisas na area de materiais que possam ser utilizados como suporte para
regeneracdo de tecidos e 6rgdos vém sendo amplamente realizadas. E intensa a
busca por materiais que apresentem uma estrutura que se assemelhe aos tecidos,
como por exemplo, apresentar um formato tridimensional (3D) e uma porosidade
apropriada, semelhantes as de tecidos vivos, facilitando assim o desenvolvimento
das células, a fim de que possam substituir os tecidos danificados. Com base nestas
pesquisas, foram desenvolvidos o0s scaffolds, materiais que apresentam
propriedades morfologicas que atendem aos requisitos anteriormente mencionados
(O’Brien et al.,, 2011). De modo geral, estes biomateriais sdo conhecidos como
suportes bioldgicos ou sintéticos, utilizados para o cultivo de células, podendo ser ou
nao inseridos no paciente (Barbanti et al., 2005).

Scaffolds s@o materiais que podem ser carregados com células vivas ou

fatores especificos que estimulem, por exemplo, o crescimento 6sseo, favorecendo
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a regeneracao ou substituicdo de forma natural (Tsiourvas et al., 2016). Apresentam
uma estrutura 3D, altamente porosa podendo propiciar e potencializar o crescimento
celular, a difusdo de oxigénio e a entrega de nutrientes, mimetizando o ambiente
natural do tecido. Para ser considerado um material ideal deve ser biocompativel,
biodegradavel, promover a adesdo e proliferacdo metabdlica das células
(Sivashankari et al., 2016).

A caracteristica de maior importancia que um scaffold deve apresentar para
ser considerado ideal € a porosidade, pois é a partir da interligagcdo dos poros que
sera realizada a aderéncia e proliferacdo das células, ocasionando o
desenvolvimento dos tecidos. Além de também apresentar propriedades mecanicas
que correspondam com o local onde sera feito o implante (Le6n-Mancilla et al.,
2016). As propriedades mecanicas adequadas sdo um fator importante para que um
scaffold possa ser aplicado como biomaterial. A bioestabilidade depende de muitos
fatores, como resisténcia, elasticidade e degradacdo quimica. E importantissimo
manter a resisténcia mecanica ap0s a aplicacdo, como para a reconstrucdo de
tecidos duros, que suportem altas cargas, como cartilagem e 0sSsos
(Dhandayuthapani et al., 2011).

Os scaffolds podem ser preparados a partir de uma grande variedade de
polimeros, tanto os de origem natural quanto de origem sintética. No entanto, devem
ser biocompativeis e biodegradaveis, principalmente apds a implantacdo, para que o
organismo possa absorvé-los (Tsiourvas et al., 2016). Um tipo de scaffold que vem
sendo muito utilizado em diversos ramos de pesquisas, em prol de materiais

biocompativeis, sdo os hidrogéis.

2.3 Hidrogéis

Para que um substituto dérmico seja considerado eficaz deve apresentar
suporte mecanico e proporcionar uma estrutura porosa apropriada para a orientagédo
das células; como também um microambiente, a fim de estimular o fator de
crescimento celular. Muitos estudos tém mostrado que a adequada distribuicdo de
poros, retencdo de agua, proporcionando o crescimento e formacgéo de tecidos sao
cruciais para se ter sucesso no tratamento e lesfes (Yan et al., 2013).

A concepgdo e aplicagcdo de hidrogéis biodegradaveis aumentou na area

biomédica, permitindo o desenvolvimento do campo dos scaffolds. Devido ao seu
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potencial em absorver altos teores de agua mantendo a sua forma, grande
porosidade e consisténcia macia, eles conseguem reproduzir o ambiente do tecido
vivo (Cal6 et al., 2015). Estes materiais podem ser originados por polimeros
sintéticos, naturais, homopolimeros ou copolimeros (Gibas et al., 2010).

Os hidrogéis formados a partir do uso de polimeros naturais tém inUmeras
vantagens potenciais como biocompatibilidade, degradabilidade controlada e
interacdo celular. Podem ser compostos por uma ampla gama de polimeros, e
geralmente exibem propriedades mecanicas limitadas. Ao contrario, os polimeros
sintéticos podem ser preparados com suas fungdes e estruturas controladas
(Dhandayuthapani et al., 2011).

Estes materiais podem ser quimicamente estaveis ou se degradar, e
consequentemente, desintegrar ou se dissolver. Conseguem absorver até milhares
de vezes 0 seu peso seco, em solu¢des aquosas, devido a sua formacao se dar por
redes poliméricas tridimensionais (Cal6 et al., 2015). A quantidade de liquido
absorvida € um parametro de extrema importancia, pois esta ird implicar em sua
aplicacdo. Por exemplo, é importante manter um ambiente Uumido no processo de
cicatrizacdo de feridas (Gibas et al., 2010).

Esta estrutura 3D na qual os hidrogéis sdo formados pode ser constituida por
ligagbes quimicas ou forcas de coesdo, como interacdes idnicas, for¢cas de van der
Waals ou ligagdes de hidrogénio (Bajpai et al., 2008), como ilustrado na Figura 1.
Os grupos hidroxilas séo responsaveis pela sua hidrofilicidade e a cadeia principal

de carbono assegura estabilidade quimica e mecéanica (Kubinova et al., 2009).
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Figura 1. llustracdo de uma rede tridimensional de um hidrogel.
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Uma das propriedades indispensaveis que os hidrogéis devem apresentar é a
biocompatibilidade, definida como a capacidade de um material estar em contato
com oOrgdos do corpo, sem apresentar qualquer dano para 0s seus tecidos
circundantes e desencadear respostas indesejaveis (Calé et al.,, 2015). Além de
deverem apresentar boa elasticidade, robustez e estabilidade mecénica; para que se
tornem excelentes biomateriais (Bajpai et al., 2008). Os hidrogéis podem ser
encontrados sob diversas formas, por exemplo, moldados (lentes de contato), em po6
(comprimidos ou capsulas), microparticulas (bioadesivo ou tratamento para lesées),
revestimentos (implantes ou cateteres, revestimento sob a parede capilar), dentre
varios outros. (Hoffman et al., 2002).

A combinacdo entre matrizes poliméricas e materiais inorganicos e organicos
de outras classes tem sido cada vez mais utilizada para o preparo de hidrogéis
compositos. Estes consistem em uma mistura polimérica com particulas ou fibras,
fornecendo uma estrutura que néo perca as caracteristicas do hidrogel, mas sim que
agregue novas propriedades atrativas (aumento das propriedades mecanicas ou de
absorcado de liquidos, por exemplo) (Bae et al., 1993). Um exemplo de material que
pode ser adicionado a matriz do hidrogel sdo os argilominerais, os quais podem
prover ao hidrogel compdsito maior resisténcia mecanica sem a perda de
elasticidade (Ekici et al., 2006).

2.3.1 Processos de Reticulacdo para Formacéao de Hidrogéis

Existem diferentes formas de sintetizar os hidrogéis a fim de formar suas
reticulacbes, denominados métodos quimicos ou fisicos. Como ilustrado na Figura
2, observa-se a formacédo de hidrogéis com origem em um polimero, onde sua rede
3D pode ser formada por método quimico (crosslink) ou fisico (por exemplo,
interacdo fisica). Através da mesma pode-se avaliar que hidrogéis formados pelo
método quimico apresentam uma estrutura mais organizada que pelo método fisico
(Hoffman et al., 2002).
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Figura 2. Esquema dos diferentes métodos para a formacao de hidrogéis, por meio
de método quimicos (crosslink) e fisico (interacao fisica) a partir de um polimero
(adaptado de Hoffman et al., 2002).

Também conhecidos como hidrogéis permanentes ou quimicos, apresentam
em sua matriz constituida por redes covalentes reticuladas. Podem ser originados da
reticulacdo de polimeros, através da utilizacdo de algum agente reticulante, por
exemplo formaldeido, a fim de formar uma rede com ligacfes cruzadas (Hoffman et
al., 2002). No entanto, este tipo de material possui algumas limitacbes para o uso
em aplicacdes biomédicas, devido a utilizacdo de compostos tdéxicos durante o seu
preparo (Bajpai et al., 2008).

Os hidrogeéis fisicos ou também chamados de hidrogéis reversiveis, sao
aqueles mantidos por envolvimentos moleculares ou forcas quimicas, como idnica,
ligagdes de hidrogénio e ainda forcas hidrofobicas (Hoffman et al., 2002). E possivel
reverté-los mudando as condicfes do ambiente, como o pH, forca ibnica da solucao
e temperatura (Cal6 et al., 2015). Um exemplo é o processo denominado
congelamento/descongelamento (freezing-thawing).

Este método consiste em submeter o hidrogel a ciclos sucessivos de
congelamento/descongelamento, promovendo assim a formacdo de reticulagoes,

como ilustrado na Figura 3 (Kim et al., 2015).
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Figura 3. Representacdo esquematica do método de
congelamento/descongelamento na formacédo de hidrogéis (adaptado de Kim et al.,
2015).

Durante o congelamento da solugao, o gelo cria uma regido amorfa que induz
o crescimento de cristalitos poliméricos que atuam como pontos de reticulagéo fisica
entre as cadeias do polimero, produzindo um hidrogel insolivel em agua. As
reticulacbes sdo responsaveis pelas propriedades mecéanicas dos hidrogéis,
dependentes da concentracdo do polimero, tempo de congelamento e temperatura,
assim como o numero de ciclos de congelamento/descongelamento (Kim et al.,
2015).

Estas reticulacdes promovem um material com tamanhos de poros aleatorios.
Devido a apresentar zonas com mais cadeias poliméricas do que outras, que
influenciardo na distribuicdo e, consequentemente no tamanho dos poros. Com o
congelamento das moléculas de agua, os locais onde estas irdo descongelar
formaram poros com diferentes tamanhos. Este fato explica a formacéao de hidrogéis
com aspectos mais esponjosos, elimina totalmente a existéncia de radicais livres,
produzindo materiais com elevada resisténcia mecanica e boa elasticidade (Hassan
et al., 2000). Todas estas caracteristicas favorecem sua aplicacdo, em por exemplo,
carreador de sistemas de liberacéo controlada de farmacos (Hoare et al., 2008).

O aumento no namero de ciclos de congelamento/descongelamento acarreta
no aumento no numero de poros do material e seus tamanhos. Entretanto, utilizar
muitos ciclos produzira efeito adverso, pois h4 um aumento da densidade de
reticulacdes, restringindo a mobilidade das cadeias poliméricas (Hassan et al., 2000;
Kim et al., 2015).



27

2.3.2 Polimeros no Preparo de Hidrogéis

Os polimeros podem agir como uma matriz para suportar o crescimento
celular, devido a apresentarem varias propriedades, como, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, resisténcia mecanica, e por serem de facil modificacdo atraves
da insercao de grupos funcionais desejaveis (Lee et al., 2007). Os hidrogéis podem
ser obtidos a partir de polimeros sintéticos ou naturais, a diferenca esta no fato de
que os oriundos de polimeros naturais ndo apresentam uma for¢ca mecanica
satisfatoria, porém tem como vantagens ser biocompativel e biodegradavel. Por
outro lado, os de origem sintética, na maior parte das vezes, ndo apresentam boas
propriedades bioativas (Bajpai et al., 2008).

Devido a suas propriedades bioativas, os polimeros naturais apresentam
melhores interacfes com as células, permitindo melhorar o desempenho destas no
sistema bioldgico. Os polimeros sintéticos sdo muito Uteis na area biomédica, devido
as suas propriedades, como porosidade e caracteristicas mecanicas. Estes sdo
normalmente de custo mais alto do que os naturais. Muitos deles tém propriedades
fisico-quimicas e mecanicas comparaveis com as de tecidos biolégicos
(Dhandayuthapani et al., 2011).

Existe uma ampla variedade de polimeros que podem ser utilizadas para o
preparo dos hidrogéis, dentre estes os de origem natural, sintética ou a combinacéo
de ambos. Como por exemplo, hidrogéis a base de pectina, coldgeno e sulfato de
condroitina (exemplos de polimeros naturais) (Hoffman et al., 2002) e hidrogéis a
base de poliacrilamida, poli (vinil alcool), poli (vinilpirrolidona) (exemplos de
polimeros sintéticos) (Calo et al., 2015). E hidrogéis formados pela combinacéo de
ambos os tipos de polimero como, por exemplo, colageno-acrilato, alginato-acrilato
(Hoffman et al., 2002).

2.3.2.1 Sulfato de Condroitina (SC)

Membro da familia dos glicosaminoglicanos, pertence a classe dos
biopolimeros, apresenta origem natural e elevada massa molecular. O SC é
comumente extraido a partir de fontes animais como cartilagem de peixes (tubarado),
mamiferos (bovino e suinos) e aves (Ebube et al., 2002). E um dos componentes da
matriz extracelular de muitos tecidos conjuntivos, incluindo cartilagem, o0ssos, pele,

ligamentos e tenddes. Sua estrutura é formada pela repeticao de (1,4)-D acido
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glucurdnico e B(1,3)-N-acetil-D-galactosamina; os dois isbmeros mais comuns, S&o
respectivamente os padrbes de sulfonacdo nas posicbes Cs e Ce (Zhang et al.,

2015), como representado na Figura 4.

Figura 4. Representacao das unidades repetidas do SC.

Ele também contribui em varias bioatividades, como, desenvolvimento do
sistema nervoso central, cicatrizacdo de feridas e também fatores de crescimento
celular (Zhang et al., 2015). Apresenta a capacidade de estimular a sintese de
proteoglicanos e diminuir a atividade catabdlica de condrdécitos inibindo a sintese das
enzimas proteoliticas. O SC também exerce atividade anti-inflamatoria (Muzzarelli et
al., 2012).

Hidrogéis formados a partir de SC reticulado apresentam um adequado
ambiente in vitro, favorecendo o crescimento e proliferacdo de células, em especial
0s condroécitos e produtos cartilaginosos. Como resultado, € um dos principais
componentes de hidrogéis hibridos que podem atuar em aplicacbes in vivo
(Abbadessa et al., 2016).

2.3.2.2 Poli (vinil alcool) (PVA)

O PVA é uma resina polimérica sintética, solivel em &gua a altas
temperaturas, e a mais produzida em volume no mundo. Excelente adesivo, possui
boa resisténcia mecéanica a solventes, 0leos e graxas, e sua resisténcia a passagem
de oxigénio é superior a qualguer polimero conhecido. Tem sido utilizado em
processamento de papel e fibras como estabilizante de emulsédo, além de ser
importante matéria prima para filmes (Aranha et al., 2001).

Pode ser obtido por reacéo de polimerizacdo do acetato de vinila, gerando o

poli (acetato vinilico) (PVAc); ocorrendo reagdo de hidrolise do PVAc formando o
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PVA, como representado na Figura 5. A relacdo entre o percentual de hidroxilas no
PVA, apods a reacdo de hidrélise, e o numero total inicial de radicais acido acético
representa o grau de hidrélise. O aumento no grau de hidrélise implica na reducéo
de sua solubilidade em agua, na adesdo em superficies hidrofilicas, viscosidade e

resisténcia a tracdo (Costa Jr. et al., 2008).
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Figura 5. Esquema ilustrativo da reacdo para obtencéo do PVA.

O PVA é utilizado principalmente em solucéo. Solavel em solventes altamente
polares e hidrdéfilos, como, acetamida e agua. Sua solubilizacdo em agua requer
temperaturas elevadas, devido a alta energia associada a dissolucdo da fase
cristalina do PVA. Apés a dissolucéo, ele se mantém solivel mesmo a temperatura
ambiente. O efeito da temperatura na solubilidade estd associado a quebra das
ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Quando se aumenta a temperatura,
as ligacdbes de hidrogénio sdo rompidas, diminuindo as forcas inter e
intramoleculares, aumentando a solubilidade. Contudo, 0 aumento na temperatura
pode quebrar as ligacdes de hidrogénio diminuindo sua solubilidade em agua
(Aranha et al., 2001).

Hidrogéis a base de PVA guando reticulados, possuem muitas caracteristicas
atrativas que o0s tornam excelentes candidatos a biomateriais, como,
biodegradabilidade, atoxicidade, carater bioadesivo. Pesquisas recentes tém
demonstrado que quando hidrogéis de PVA entram em contato com o sangue, este
parece ativar as plaguetas. Além disso, apresentam elevada capacidade de absorver

agua e fluidos bioldgicos, e natureza elastica. Devido a estas propriedades, o PVA é
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capaz de simular o tecido natural, tendo diversas aplicacdes, como, lentes de
contato, valvulas artificiais cardiacas, substituicdo de tecidos moles, entre outros (Li
et al.,, 2004). Um ramo dos hidrogéis de PVA que vem adquirindo atengdo em
pesquisas sdo os hidrogéis compdsitos. Adicionando a sua matriz algum material
composito que podera agregar novas propriedades atrativas ao hidrogel. Como, por
exemplo, a HAp, por esta apresentar propriedades que podem auxiliar no
desenvolvimento do tecido 6sseo (Ye et al., 2014).

2.4 P6 de Osso Bovino (POB)

Os ossos sao um exemplo de tecido duro, eles tém o objetivo de apoiar,
proteger, formar as estruturas do corpo e auxiliar nos movimentos. A sua dureza tem
origem de sua composi¢cdo quimica, grande parte da agua € substituida por
materiais inorganicos. O calcio (Ca) e o fésforo (P) sdo os principais componentes
dos ossos humanos; o mineral oriundo destes dois € a HAp. Contudo, 0S 0Ss0S ndo
s6 sao constituidos de materiais inorganicos, mas também substancias organicas,
como, colageno, proteoglicanos, entre outros. Estes componentes ndo sao
exclusivos dos 0ssos, estdo presentes também em tecidos fibrosos, como, pele,
tendao ou ligamentos (Hoshi et al., 2012).

Os o0ssos sdo constituidos de uma matriz organica de colageno (tipo I), a
proteina mais abundante em mamiferos, contendo proteoglicanas de baixa massa
molecular. E uma matriz mineral, a HAp, formada por um processo de
biomineralizacdo, no qual a matriz organica é a base e fornece a orientacdo para
deposicado do material inorganico (Galia et al., 2011).

A HAp (Ca1o(PO4)s(OH)2) € um material ceramico utilizado para reconstituicao
do tecido 6sseo e dentes. Pode ser obtido de forma sintética ou natural. De origem
natural, pode ser obtida por ossos bovinos, frango, peixes, suinos, ovinos, cascas de
ovos, coral e conchas. Varios estudos tém demonstrado que a HAp sintética
apresenta diferentes caracteristicas da HAp de origem natural (Sofronia et al., 2014).
Ela € um dos materiais mais promissores para implantes 0sseos, devido a sua
excelente biocompatibilidade e semelhanca quimica com os tecidos rigidos. A sua
principal limitacdo como implante é a fragilidade mecénica e baixa tenacidade a
fratura, bem menor que os 0ssos humanos (Zhang et al., 2002).
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A sintese de fosfatos de calcio via precipitacdo quimica, para obtencdo de
HAp sintética, apresenta vantagens quando comparado aos métodos naturais,
como, baixo custo e simplicidade, no entanto, a maioria dos procedimentos
sintéticos apresenta a formacdo de produtos ndo estequiométricos e mistura de
fases (Rigo et al., 2007).

O colageno apresenta a funcdo de transmitir aos ossos ductibilidade e
capacidade de absorver energia. JA& a HAp confere propriedades estruturais e
mecanicas, excelente osteocondutividade e osteoindutividade. Estudos tem
demonstrado que a HAp ndo so facilita a formacdo de tecido 6ésseo, mas também
modula os perfis de crescimento e expressado de tumores 6sseos metastaticos (Ye et
al., 2014).

Um interessante trabalho contendo HAp foi publicado por Ye e colaboradores
em 2014, onde neste foi desenvolvido um hidrogel para atuar como scaffold,
constituido de PVA, formando um hidrogel compdsito. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um novo material que possa ser utilizado como modelo in vitro frente a
metastases 0sseas causadas pelo cancer de mama. Em resumo, foram preparados
scaffolds de modo satisfatério, onde sua arquitetura (como tamanho e distribuicdo de
poros) foi de grande importancia em sua aplicacdo. Quanto aos testes biologicos, 0s
materiais mostraram grande adesdo a proteinas séricas (que compdem o plasma
sanguineo); com o objetivo de tornar o material mais semelhante ao ambiente
corporal. Sugerindo que estes materiais podem ser utilizados como suportes no
desenvolvimento de modelos in vitro para estudos referentes a metastases 0sseas
causadas pelo cancer de mama. E a partir da presenca de HAp nestes materiais,
poder se estudar a interacdo que estas células cancerosas tém com o tecido 0sseo
humano (Ye et al., 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Reagentes Utilizados
o Acetona (P.A., ACS Synth, Brasil)
o Brometo de Potassio (KBr) (P.A., ACS Synth, Brasil)
o Cloreto de Potéassio (KCI) (P.A., ACS Synth, Brasil)
o Cloreto de Sodio (NaCl) (P.A., ACS Synth, Brasil)
o Enzima Hialoronidase (400-1000 unidades/mg de solido, Sigma-Aldrich, EUA)
o Etanol (P.A., ACS Synth, Brasil)
o Fosfato de Potassio Monobasico (KH2PO4) (P.A., ACS Synth, Brasil)
o Fosfato de Sédio Dibasico (NaH2POa4) (P.A., ACS Synth, Brasil)
o Hidroxido de Potassio (KOH) (P.A., ACS Synth, BR)
o Poli (Vinil Alcool) (Massa molar 85-124 kg/mol, 99% hidrolisado, Sigma-
Aldrich, EUA)

o Sulfato de Condroitina (doada por Solabia, Maringa, Brasil)

3.2. Procedimento Experimental

3.2.1. Solu¢cbes Tampdes

- Tampéao Fosfato Salina (PBS)

Inicialmente foi pesado em uma balanca analitica 8,0 g de NaCl, 0,2 g de KClI,
0,2 g de KH2PO4 e 1,15 g de NaH2PO4, homogeneizou-se os com agua destilada até
completa dissolucdo. Apos, adicionou-se os em um balédo volumétrico de 1000 mL e
completou seu volume com agua destilada. A seguir mediu seu pH utilizando um
pHmétro, marca Hanna Instruments (Portugal), tendo o mesmo que apresentar um
valor de 7,45.

- Diferentes pHs

De acordo com a Figura 6, abaixo, visualiza-se as quantidades de cada
reagente utilizado para preparar as solu¢gdes tampdes com diferentes valores de pH.
Onde, quando precisar corrigir o valor do pH da solucgéo, foram utilizados HCI 0,1 M
(para diminuir os valores de pH, deixar o meio mais acido) ou NaCl 0,1 M (para

aumentar os valores de pH, deixar o meio mais basico).
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K¢l {0,2M) 50 mL KH;HFO, (0,5M) 100 mL

—-"""—’-‘
T . Hol(o.2m) 106mL m ____——» NaOH (0,2M) 234 mL

_ —— KCI 3,049
H,0 940 mL
? ——— H;0 620mL

Na,HPO, (0,1M) 77,1 mL

—_— H;BO;/KCI (0,5M) 100 mL
. #__,.--'
> Ac.Citrico (0,5M) 123 mL
____——» NaOH (0,2M) 220 mL
————— H,0 800mL KCl 045 g
T——— H;0 630mL

_— KH;HPO, (0,5M) 100 mL P Na,HPO, (0,1M) 400 mL
_——» NaOH (0,2M) 29 mL H 12

——— KCI 3,309 P _____——» NaOH (0,1M) 600 mL

———— H;0 820 mL

Figura 6.Esquema de preparo das soluc¢des tampdes utilizados.

Todas as solucbes tampédo foram preparadas de acordo com a farmacopeia
americana (USP30-NF25, 2007).

3.2.2 Obtencéo do POB

Uma fracdo de osso bovino (porcado femoral) foi obtido em um agougue da
cidade de Pelotas-RS. Inicialmente, fez-se a limpeza manual do mesmo, a fim de
remover algum traco macroscopico de musculos, ligamentos e/ou cartilagem. Apos,
este foi imerso em agua destilada e mantido a temperatura de aproximadamente 100
°C por 2,5 h. O material resfriado foi entdo mergulhado em uma solucao alcoxida
(KOH/etanol) durante 12 h a temperatura ambiente. Em seguida, sonicado por 15
min em banho de ultrassom, equipamento da marca UltraCleaner, modelo USC-
800a (Brasil), contendo acetona a fim de remover algum material graxo restante. Ja
limpo, o fragmento de osso bovino foi seco em estufa a temperatura de 100 °C por
24 h e moido em um moinho de bolas marca Marconi, modelo MA350 (Brasil)
durante 10 min a temperatura ambiente. O pod obtido foi separado
granulometricamente utilizando uma peneira de 80 Mesh (< 180 um). O POB foi
caracterizado aplicando-se técnicas como difragédo de raios-X (DRX), espectroscopia
de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), analises termogravimétricas
(TGA), microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e microscopia eletrbnica de

transmissao (MET).
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3.2.3 Hidrogéis Compdsitos

Os hidrogéis foram preparados a partir da mistura de duas solucdes
poliméricas utilizando a técnica de congelamento/descongelamento. A primeira, uma
solucédo de PVA (15% m/v), foi preparada a partir da solubilizacdo de 1,5 g de PVA
em 10 mL de &gua destilada, sendo que a solugdo foi mantida sob agitacdo
magnética a temperatura de 75 °C durante 12 h. A segunda solucéo preparada foi a
de SC (30% m/v), para esta 3,0 g do biopolimero foi solubilizada em 10 mL de agua
destilada, e a mesma mantida a temperatura ambiente sob agitacdo magnética por
12 h. Posteriormente, as duas soluc¢des foram misturadas sob agitacdo magnética
moderada a temperatura ambiente. A solucdo resultante da mistura de ambas foi
mantida sob agitacdo por aproximadamente 60 min, até a obtencdo de uma mistura
homogénea. Por seguinte, a solucdo PVA/SC foi levada ao freezer, a temperatura de
aproximadamente -20 °C, com o objetivo de iniciar o processo de reticulagdo do
material.

Foi aplicado o método de congelamento/descongelamento para formacéo de
suas reticulacfes. Realizou-se 5 ciclos de congelamento/descongelamento com
aproximadamente 24 h cada (16 h congelado e 8 horas descongelado). Ao final, o
material foi imerso em uma solucao de KCI por 30 min e em agua destilada por mais
30 min. Por fim levado a estufa a 37 °C para secagem. Partindo desta mesma
metodologia foram preparados hidrogéis compdsitos, adicionando na etapa de
mistura das duas solugdes, algumas quantidades de POB, na razdo 1, 5 e 10%
(m/m) em relacdo a massa total de PVA/SC. Os hidrogéis obtidos foram
denominados H0%POB, H1%POB, H5%POB e H10%POB, respectivamente.

Os hidrogéis preparados foram caracterizados utilizando técnicas de DRX,
FTIR, TGA, MEV e espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDX). Além
disso, foram investigadas as propriedades mecanicas dos hidrogéis, bem com a
suas propriedades de absorcao e retencéo de liquidos aquosos.

3.3 Caracterizagbes
3.3.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A avaliacdo da composicdo molecular dos materiais foi realizada utilizando a
técnica de FTIR em um equipamento da marca Shimadzu, modelo IR-Affinity-1,

(Japao), acoplado ao acessério de refletancia total atenuada (ATR) da marca
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Shimadzu (Japao). Previamente as analises, foram preparadas pastilhas contendo
as amostras solidas trituradas e misturadas ao KBr anidro. As andlises foram
realizadas em um intervalo de comprimento de onda de 400 a 4000 cm™ com 64

varreduras por amostra.

3.3.2 Difracao de Raios-X (DRX)

As medidas de DRX foram realizadas em um difratdbmetro da marca Siemens,
modelo D500 (Alemanha) equipado com uma fonte de radiagdo Cu-Ka (A = 1,54 A®),
utilizando uma tensdo de 40 KV e uma corrente de 1,75 mA. As medidas foram
feitas em um angulo de varredura (26) de 5 a 70°, com resolucdo de 0,02° e

velocidade de varredura de 2°/min. As amostras foram analisadas na forma de pé.

3.3.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

As analises térmicas foram realizadas no equipamento SDT Q600, da marca
TA Instruments, modelo TA60 (EUA) a uma faixa de temperatura de 30 a 500 °C,
sob um fluxo de Nz de 100 mL/min, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.
Amostras com peso entre 0,1 a 10,0 mg foram pesadas previamente e colocadas em

porta amostra hermético de platina.

3.3.4 Avaliagcdo Morfologica
3.3.4.1 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

A morfologia do POB foi também investigada utilizando um Microscépio
Eletronico de Transmissdo, da marca JEOL, modelo JEM-1400 (EUA). Para a
obtencdo das imagens, a amostra foi preparada pela deposicdo de 5 pL de
suspensao (0,02% em peso) no porta amostra (gride de cobre de 200 mesh,
revestido com carbono, Pacific Grid-Tech, EUA). O excesso de liquido foi removido
por absor¢cdo com papel filtro para evitar que as particulas se agreguem, e secas a
temperatura ambiente. A imagem de MET foi obtida com uma aceleracao potencial
de 120 KV. O tamanho médio das particulas do POB foi calculado a partir da
avaliacdo da dimensé&o de 20 particulas escolhidas aleatoriamente, com auxilio do

software Size Meter, versdo 1.1.



36

3.3.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A avaliacdo morfolégica dos materiais preparados nesta Dissertacdo (POB e
hidrogéis) foi realizada com auxilio de um Microscopio Eletrénico de Varredura, da
marca JEOL, modelo JSM - 6610LV (EUA) equipado com microssonda de
Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) utilizando durante a
obtencao das micrografias uma aceleracdo potencial de 10 KV. Para a obtencéo das
imagens de MEV, a porcao superficial das amostras foram previamente metalizadas
com uma fina camada de Au em um metalizador da marca DentonVacuum, modelo
Desky (EUA). Também foi utilizada a microssonda de EDX para avaliar a
composi¢do quimica da superficie dos materiais. O tamanho médio das particulas do
POB foi calculado a partir da avaliacdo da dimensdo de 50 particulas escolhidas
aleatoriamente com o auxilio do software Size Meter, versdo 1.1. De modo
semelhante, o tamanho médio de poros dos hidrogéis preparados foi determinado a
partir de 70 poros com tamanhos aleatérios em cada amostra. A dimensdo dos

poros foi avaliada com o auxilio do software Size Meter, versao 1.1.

3.3.5 Analises Mecanicas

As propriedades mecanicas dos hidrogéis sintetizados foram determinadas
por meio de ensaios de compressdo dos materiais. Para isso, foi utilizado um
equipamento texturdmetro, marca TA.TXTplus (Reino Unido) equipado com uma
célula de carga de 50 N. Os parametros de cada ensaio de compressao foram
fixados em, limite de compressdo/deformacdo de 95% (até seu rompimento);
velocidade de pré-test 1mm/s; velocidade de teste 0,5 mm/s e velocidade de pds
teste 1,5 mm/s. Os ensaios de compresséo foram feitas com corpos de prova de
forma cubica (0,6 x 0,6 x 0,6 cm), os quais foram previamente intumescidos em
solugdo tampao PBS (pH 7,4) por 24 h a temperatura ambiente. Os dados de
compressdo foram coletados na forma de curvas de tensdao (MPa) versus
deformacéo (%) e a partir delas foram determinados parametros como o Mdédulo de
Young, a taxa de deformacdo e a forca no ponto de ruptura. Os ensaios de

compresséo foram realizados com 3 replicatas para cada amostra.
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3.3.6 Avaliacéo da Porosidade Total

A porosidade total dos hidrogéis com diferentes quantidades de POB foi
avaliada utilizando o método de deslocamento de liquidos. Neste caso acetona foi
utilizada como solvente, uma vez que a mesma preencha os poros sem alterar a
morfologia do material. Adicionando-se uma quantidade conhecida do solvente (8
mL), imergiu-se o material neste, e ap0s 24 h observou-se o deslocamento do
liquido. Os valores de porosidade dos materiais foram calculados através da
Equacédo 1. Os ensaios de porosidade total foram realizados com 3 replicatas de

cada amostra.

(V1—V3)
Oy = — >~ 51
£% (VZ—V3)x 00

Equacao 1. Taxa de porosidade total

Sendo
V1: Volume conhecido do solvente (mL)
V2: Volume deslocado (mL)

V3: Volume final (mL)

3.3.7 Teste de Absorcéo e Retencéo de Liquidos Aquosos

Todos os hidrogéis preparados foram avaliados perante suas capacidades de
absorver e reter liquidos, avaliando diferentes parametros, como, diferentes pHs do
meio, retencdo a temperatura constante e frente a uma forgca aplicada

(centrifugacéo). Segue abaixo a descri¢cdo de cada teste realizado.

3.3.7.1 Efeito da Quantidade de POB

Foram pesados aproximadamente 500 mg de cada amostra, as quais foram
mergulhadas em 100 mL de solugdo tampédo PBS (pH 7,4) durante 24 h a uma
temperatura de 37 °C sem agitacdo magnética. Utilizando a Equacao 2 foram
calculados os valores de intumescimento maximo de cada amostra. Os testes foram

realizados com 3 amostras de cada amostra de hidrogel.



38

(M; — My)

x 100
(Mg)

I (%) =

Equacdo 2. Taxa de intumescimento maximo

Sendo
Mi: Massa da amostra seca (mg)
Ms: Massa da amostra intumescida no equilibrio (mg)

As amostras com maior capacidade de intumescimento foram utilizadas nos

testes su bsequentes.

3.3.7.2 Efeito do pH do Meio de Intumescimento

O efeito do pH do meio de intumescimento na capacidade de absorcado dos
hidrogéis compadsitos foi investigado por meio da imersdo das amostras pesando
500 mg em 100 mL de solucédo tampédo durante 24 h a temperatura de 37 °C sem
agitacdo magnética. Foram testadas solucfes tampao com diferentes pHs (2 a 12).
Os valores referentes a capacidade de intumescimento em diferentes pHs foram
calculados utilizando a Equacéao 2. Os testes foram realizados em triplicata.

3.3.7.3 Avaliacdo da Taxa de Perda de Agua

Em 100 mL de solugédo tampéo PBS (pH 7,4) foram imersos 500 mg de cada
amostra durante 24 h em uma temperatura de 37 °C, sem agitacdo magnética.
Posteriormente, as amostras foram recolhidas e, entdo, secas em estufa a 37 °C.
Em intervalos de tempo pré-determinados, as amostras foram removidas da estufa e
pesadas afim de se avaliar a cinética de perda de agua. O processo de pesagem foi
realizado até as amostras apresentarem peso constante. A perda de agua em cada

intervalo de tempo foi calculada utilizando a Equacgéo 3.

(Ms _Mi)
I(%) = - 100

Equacdo 3. Taxa de perda de agua
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Sendo:
Ms: Massa da amostra seca (mg)

Mi: Massa da amostra intumescida em diferentes intervalos de tempo (mg)

3.3.7.4 Capacidade de Retencdo em Agua

A determinacdo da capacidade de retencdo de agua das amostras foi
realizada utilizando a centrifugacdo. Inicialmente as amostras de hidrogéis
compasitos foram imersas em solug¢do tampao PBS (pH 7,4) durante 24 h para que
atingissem o intumescimento de equilibrio. Posteriormente, estas foram pesadas e
centrifugadas, em uma centrifuga de eppendorfs, marca Minispin, modelo Plus
Eppendorf (EUA), a 10.000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Feito isso, as
amostras foram novamente pesadas, e o calculo utilizado para se obter o valor de

retencdo de agua foi realizado utilizando a Equacgéao 4.
Capacidade = € x 100
apaciaaade = Mi X

Equacéo 4. Capacidade de retencdo em agua

Sendo:
Mc: Massa da amostra apos ser centrifugada (mg)

Mi: Massa da amostra intumescida no equilibrio (mg)

3.3.8 Teste de Biodegradabilidade in vitro

Ensaios de biodegradabilidade com as amostras dos hidrogéis compadsitos
foram realizados em dois meios; solucdo tampao PBS (pH 7,4) e solugdo tampéao
PBS (pH 7,4) suplementado com 3,0 mg da enzima hialuronidase (E) (600
unidades/mg) como segue o0 esquema da Figura 7.
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Figura 7.Esquema do ensaio de biodegradabilidade.

Manteve-se o0s tubos em repouso com as amostras durante 1 semana; apos
este periodo, lavou-se cuidadosamente as amostras com agua destilada e, secou-as
em estufa a 50 °C durante 48 h, e ao final pesou-as novamente. Em seguida, as
amostras retornaram aos tubos de origem. As mesmas foram retiradas e pesadas
nos intervalos de 2 e 3 semanas de incubacdo. O percentual de biodegradacéo das
amostras foi calculado utilizando a Equacdo 5. Os ensaios de biodegradabilidade
foram realizados em triplicada para cada amostra de hidrogel compdsito em cada
um dos meios analisados.

(M; — Mg)

i

% Biod = x 100

Equacdo 5. Percentual de biodegradacdo dos hidrogéis

Sendo
Mi: Massa inicial da amostra (mg)

Mt Massa apos o periodo de incubacéo (mg)
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3.3.9 Ensaios Bioldgicos

3.3.9.1 Ensaios in vitro de viabilidade e adesao celular

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com o intuito de investigar se
as amostras, HO%POB e H10%POB, apresentam alguma toxicidade frente a células
saudaveis, utilizando o método colorimétrico com MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlico]. Resumidamente, foram cultivadas células
Vero (células epiteliais de rim de macaco verde africano - Cercopithecus aethiops)
em DMEM (Dulbecco Modified Eagle Médium, Gibco, EUA) suplementado com 10%
FBS (Soro Fetal Bovino, Gibco, EUA) e 50 pg/mL de getamicina (37 °C, 5% de COy2).
Elas foram armazenadas em recipientes plasticos selados para o seu respectivo
cultivo. Para o0s ensaios de citotoxicidade, as amostras de biocompdsitos,
previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C por 15 min, foram colocadas em
microplacas de cultura (24 pocos), juntamente com 500 pL do meio de cultura, e
foram incubados por 4 h (37 °C, 5% de CO3). Feito isso, foram semeadas células
sob o topo das amostras (densidade de semeadura 2,5 x 10° células/mL de DMEM).
Cada poco foi suplementado com FBS (10%) e 50 pg/mL de gentamicina. A placa de
teste foi incubada a 37 °C e os meios de cultura foram substituidos em dias
alternados. Apés o tempo de incubacéo (24, 48 e 72 h), cada meio de cultura foi
retirado e os pocos lavados com solucdo tampao PBS (pH 7,4) (500 mL). O poco
gue ndo continha nenhuma amostra foi denotado como controle. Em seguida, foi
adicionada a solucédo de MTT (2 mg por mL de PBS) nos pocos, e as placas de teste
foram incubadas durante 4 h (37 °C, 5% de CO2) protegida da luz. Ao final, 0 MTT
gue néo reagiu foi removido e entdo, foi adicionado 500 pL de DMSO com a
finalidade de dissolver o produto formado. A densidade Optica das células vivas em
cada poco foi medida em um micro leitor de placas, marca Bio-Tek Power Wave XS,
(EUA) a 570 nm.

Para determinar a aderéncia das células nas amostras de hidrogéis, as
amostras incubadas na etapa anterior foram recolhidas e lavadas com solugéo
tampéo PBS (pH 7,4), e em seguida, colocadas em uma nova microplaca de cultura
contendo solugdo de MTT. Esta foi incubada a 37 °C por 4 h (5% de CO2) na
auséncia de luz. O MTT que nao reagiu foi removido e os cristais formados foram
dissolvidos em DMSO por 15 min. A densidade o6ptica das células vivas foi medida

em um leitor de microplaca a 570 nm.
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3.3.9.2 Analises in vivo

Estas analises foram realizadas utilizando camundongos Swiss, adultos, do
sexo masculino, pesando de 25,0 a 35,0 g. Eles foram mantidos em uma sala de
animais separado, em um ciclo de 12 h de luz/escuriddo, com luzes ligadas as 7 h, a
temperatura ambiente (22 £ 1 °C), com livre acesso a comida e 4gua. Os estudos
foram realizados de acordo com as orientacdes da Comissdo sobre Cuidados e Uso
de Recursos Experimentais com Animais da UFPel (Brasil). O nimero de animais e
as intensidades de estimulos nocivos utilizados foram o minimo necesséario para
demonstrar os efeitos consistentes dos hidrogéis HO%POB e H10%POB.

Com o objetivo de se verificar a potencial biocompatibilidade das amostras
HO0%POB e H10%POB com a pele, os camundongos foram anestesiados por
inalacdo com isoflurano, e apds suas costas foram raspadas. Foi gerada uma ferida
de aproximadamente 0,5 cm na parte traseira de cada camundongo com um
perfurador de biépsia. Os hidrogéis em estudo, HO%POB e H10%POB, foram
colocados no local da ferida, e um grupo denominado “controle” permaneceu sem
tratamento.

A verificacdo de mudanca na area da ferida foi realizada em tempos de 0, 3, 9
e 15 dias. Ao final destes, os animais foram sacrificados e a area da ferida foi
removida para a observacdo macroscopica e determinacdo da atividade de
mieloperoxidase (MPO). As amostras de pele foram homogeneizadas em solucdo
tampdo de fosfato de potassio (20 mmol/L, pH 7,4) contendo &cido
etilenodiaminotetra-acético (0,1 mmol/L). Ap6s a homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas a 900 rpm a 4 °C durante 10 min para se obter uma fracdo de
sobrenadante de baixa velocidade (S1). Por seguinte, fracdo S1 foi centrifugada
novamente a 20.000 rpm a 4 °C, durante 15 min para produzir um pelete final (P2)
que foi ressuspenso em meio contendo solugéo tampéo de fosfato de potassio (50
mmol/L, pH 6,0) e brometo de hexadeciltrimetil (0,5 %). As amostras foram
finalmente congeladas e descongeladas trés vezes para 0 ensaio enzimatico
posterior. Para a determinacdo da atividade da MPO, uma aliquota de P2
ressuspensa (100 mL) foi adicionada em um meio contendo o meio de ressuspensao
e N,N,N',N'-tetrametilbenzidina (1,5 mmol/L). A analise cinética da MPO foi iniciada
depois da adicdo de peréxido de hidrogénio (H202) (0,01 %), e a cor da reacao foi

medida a 655 nm a 37 °C. Os resultados foram expressos como a densidade Optica
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(OD)/mg de proteina/min. A concentracdo de proteina foi medida pelo método de
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (1 mg/ml) como padréo.

3.3.10 Anélises Estatisticas

Todos os dados que compdem esta Dissertacdo estdo expressos em média +
desvio padrdo com repeti¢cdes (n = 3), para cada amostra em cada experimento. A
analise estatistica foi realizada utilizando o software OriginPro 8.5. Os dados
correspondentes as andlises in vivo foram avaliados por andlise unidirecional de
variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Newman-Keuls quando apropriado, e
expresso como média + S.E.M..
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS
4.1. Preparo dos Materiais

4.1.1 Obtencao do POB

ApoOs a utilizacdo do método proposto no item 3.2.2 do procedimento
experimental para a obtencdo do POB, obteve-se um fino pé de coloracdo branca,
com tamanho de particula <180 ym, como pode ser observado na Figura 8. O POB
utilizado na formulacdo dos hidrogéis compdsitos ndo sofreu nenhum outro tipo de

manipulacdo ou tratamento apos a sua obtencao.

Figura 8. Aspecto final do POB.

4.1.2 Hidrogéis Compdésitos

Foram preparadas trés amostras de hidrogéis compdsitos, com quantidades
de POB variando entre 1 e 10% POB (m/m) e uma de hidrogel sem a presenca do
POB, utilizado para fins de comparacdo. Ao final dos 5 ciclos de
congelamento/descongelamento os hidrogéis obtidos apresentaram uma aparéncia
tipo esponja, conforme demonstrado na Figura 9a. Apds serem secos em estufa os
mesmos apresentaram o aspecto mostrado na Figura 9b. Deve ser ressaltando que
estas imagens tém carater representativo; todos os hidrogéis formados obtiveram

mesma coloragao e formato.
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Figura 9. Fotos dos hidrogéis (a) formados apds os 5 ciclos de

congelamento/descongelamento e (b) apds secagem em estufa.

4.2 Caracterizacdes
4.2.1 Analises de FTIR

A técnica de FTIR permite obter um espectro onde as bandas caracteristicas
de cada grupo funcional que compdem a amostra analisada estéo representadas. A
Figura 10a exibe os espectros de FTIR relativos aos trés materiais precursores
utilizados para o preparo dos hidrogéis compdésitos. O espectro obtido para o POB
apresenta as bandas caracteristicas dos grupamentos fosfato (PO4%) (1030 cm™?) e
carbonatos (CO3%) (1454 cm™), os quais constituem a fase inorganica do mesmo
(HAp). Além disso, é observada uma banda em 1622 cm (deformacédo axial da
ligacdo C=0 de amidas) e uma banda alargada em 3280 cm™ (moléculas de agua
estruturais ou adsorvidas), as quais sdo caracteristicas da fase organica do POB,
constituida principalmente por colageno (Galia et al., 2011).

No espectro obtido para o PVA é observada uma banda alargada préoximo a
3450 cm* atribuida a vibracédo dos grupos hidroxila e bandas em 2916 cm™ e 1088
cm? atribuidas estiramento da ligacdo C-H de grupos alquila e a vibracdo das
ligacGes C-O. Ainda, observa-se uma banda pouco intensa préximo a 1710 cm
(estiramento C=0) devido a presenca de grupos acetato nao hidrolisados (Kim et al.,
2010). Para o SC verifica-se a presenca das bandas relativas ao grupamento amida
e estiramento da ligagdo C-O (1650 cm™ e 1420 cm), como também a banda
atribuida a vibracdo da ligacéo sulfato (SO4?) em 1253 cm™* (Amrutkar et al., 2009).
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Figura 10. Espectros de FTIR dos (a) materiais precursores (POB, PVA e SC) e (b)
dos hidrogéis HO%POB, H1%POB, H5%POB e H10%POB.

A Figura 10b apresenta os espectros de FTIR obtidos para o hidrogel
(HO%POB) e para os hidrogéis compositos (H1%POB, H5%POB e H10%POB). Os
espectros obtidos de todos os hidrogéis apresentaram todas as bandas
caracteristicas de seus materiais precursores, o que permite afirmar que os mesmos
séo constituidos de PVA/SC, no caso da amostra HO%POB, e de PVA/SC/POB, no
caso dos hidrogéis compdésitos.

No espectro da amostra HO%POB podem ser observadas bandas em 1088
cm?, 1422 cm™ e 2916 cm™ relativas a estrutura do PVA e bandas em 1650 cm™ e
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1253 cm? oriundas da estrutura do SC. Para as demais amostras (H1%POB,
H5%POB e H10%POB), além de serem evidentes as bandas descritas acima, com a
incorporacdo do POB observa-se também a presenca de bandas caracteristicas
deste. Estas bandas sdo observadas em 1030 cm? (POs*) e 1454 cm™? (COs?),
respectivamente. A intensidade das mesmas aumenta a medida que a quantidade
de POB incorporada na matriz de PVA/SC aumenta. Dessa forma, pode ser inferido

gue o hidrogel compdsito foi obtido com sucesso.

4.2.2 Analise de DRX

Os espectros de DRX obtidos para o PVA, SC, POB, H0%POB e H10%POB
sdo apresentados na Figura 11. No difratograma do POB, nota-se a presenca dos
principais picos difracdo da HAp, componente da fragdo inorganica, em 26 = 25,8° e
31,9° designados pelos planos de reflexdo (002) e (211), além dos picos em 26 =
32,4° (112) e 33,0° (300) (Zhang et al.,, 2002). O mesmo padrao de difracdo
demonstra que a fracdo organica (colageno) presente no POB interfere no padréo de
difracdo da HAp, uma vez que esta apresenta alta cristalinidade e picos de difracao
bem definidos quando pura. A presenca da fracdo organica no POB é caracterizada
pelo aparecimento de um halo préoximo a 20 = 21°, além de picos ndo definidos em
toda faixa de varredura.

O padréo de difracdo do PVA apresenta picos em 20 = 19,6°, 22,8° e 40,4°,
caracterizando o material como semicristalino. Essa caracteristica estrutural pode
ser atribuida a formacéo ligac6es de hidrogénio intra e intermoleculares nas cadeias
de PVA (Strawhecker et al., 2002). O perfil de difracdo do SC apresenta um halo na
regido de 26 = 22° (caracteristico de SC de origem bovina) e a auséncia de picos de
difracdo, o que caracteriza o mesmo como sendo um material amorfo (Ebube et al.,
2002).

O difratograma da amostra HO%POB apresenta além do pico de difracédo
proveniente do PVA (28 = 20°), inumeros picos de difracdo o que permite inferir que
0 processo de preparo do hidrogel contribui para o ordenamento das cadeias de
PVA/SC, resultando assim em um material com maior cristalinidade quando
comparado com o PVA e o SC puros. Conforme ilustrado na Figura 3, os ciclos de
congelamento/descongelado contribuem para a aproximagdo das cadeias

poliméricas que formam o hidrogel e por meio de ligacdes de hidrogénio o material é
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reticulado. Esta configuragdo aumenta a cristalinidade do hidrogel. Acredita-se que a
quantidade de ciclos de congelamento/descongelamento estd associada a
cristalinidade do material, ou seja, quando se aumenta o numero de ciclos aumenta
a cristalinidade. O grau de cristalinidade, por sua vez, depende do numero de
cristalitos formados durante o processo de reticulacdo (Fukumori et al., 2013).

O difratograma obtido para a amostra H10%POB apresenta os picos de
difracéo relativos ao POB (20 = 25,8° e 31,9°), confirmando assim a incorporacao do
mesmo na matriz de PVA/SC. Quando comparado com o difratograma da amostra
HO0%POB, verifica-se que a presenca do POB reduz a cristalinidade do compdsito
em relacdo ao HO%POB. A incorporacao do POB acaba interferindo na aproximacao
das cadeias poliméricas, uma vez que o mesmo pode se alojar entre as cadeias de
PVA e SC, atuando como uma barreira fisica para a organizacdo do sistema.
Consequentemente, grande parte dos picos de difracdo observados para a amostra
HO%POB néo foram observados para amostra HL0%POB.
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Figura 11. Espectros de DRX obtidos para PVA, SC, HO%POB, H10%POB e POB.

4.2.3 Analises Térmicas

A estabilidade térmica dos materiais precursores e dos hidrogéis compositos
foi investigada utilizando andlise termogravimétrica (TGA). Esta tem por objetivo
avaliar a perda de massa dos mesmos a medida que se aumenta a temperatura do
meio de analise. Na Figura 12a-d sdo apresentadas as curvas termogravimétricas e

as curvas DTG (primeira derivada das curvas TG) obtidas para o PVA, SC e POB e
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para as amostras H0%POB, H1%POB, H5%POB e H10%POB. A andlise das curvas
TGA de todas amostras, materiais precursores e hidrogéis, apresentam um primeiro
estagio de perda de massa na faixa de temperatura entre 75 e 150 °C relativa a
vaporizacao de agua e eliminacdo de algum composto volatil (Fajardo et al., 2013).

Para temperaturas superiores a 200 °C sao verificados perdas de massa
correspondentes as degradacdes térmicas das cadeias poliméricas do PVA e SC. A
decomposicao térmica do PVA é caracterizada por dois estagios de perda de massa,
a primeira entre 210 e 400 °C referente a decomposicéo das cadeias laterais do PVA
e a segunda entre 400 e 500 °C correspondente a decomposi¢édo da cadeia principal
do mesmo (Kim et al., 2010). Ja o SC apresenta um estagio de perda de massa que
se inicia em 226 °C atribuida a degradacdo térmica do polimero indo até
aproximadamente 450 °C (Jardim et al., 2015).

Para o POB, a curva TGA demonstra que o0 mesmo sofre um processo de
degradacdo térmica com inicio em aproximadamente 220 °C, referente a
degradacédo térmica da sua fase organica (colageno) e também de algum resquicio
de 4gua estrutural presente, indo até aproximadamente 400 °C (Galia et al., 2011).
Ainda, a curva TGA do POB revelou que na temperatura de 500 °C, o mesmo
apresenta cerca de 75,2% de residuo. Esse residuo corresponde a fase inorgéanica
presente em sua composic¢ao, ou seja, HAp.

A curva de TGA obtida para a amostra HO%POB demonstra que apos a
formacdo do hidrogel, esse possui temperatura de degradacéo térmica maior que os
seus componentes puros, PVA e SC. Esse dado corrobora com a analise de DRX,
uma vez que a amostra H0%POB possui maior cristalinidade que o PVA e o SC
puros. A formacdo de um compésito com 1% de POB (amostra H1%POB)
praticamente nao afeta a estabilidade térmica do sistema. Contudo, quando
quantidades de 5 e 10% de POB séo incorporadas na matriz PVA/SC (amostras
H5%POB e H10%POB) verifica-se uma diminuicdo na temperatura de degradacao
dos compdsitos em comparagcdo com a amostra sem POB (ver Figura 12c, d). Tal
observacdo também esta em acordo com a analise de DRX pois, a presenca do
POB atenua a formacdo de regibes ordenadas na matriz PVA/SC o0 que
consequentemente reduz sua estabilidade térmica. Notando-se que o aumento da
guantidade de POB no compdésito reflete-se em um aumento proporcional na

guantidade de residuos a 500 °C.
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Figura 12. Curvas termogravimétricas obtidas para os (a) materiais precursores (SC,
PVA e POB), (b) seus respectivos DTGs, (c) para os hidrogéis (H0%POB, H1%POB,
H5%POB e H10%POB) e (d) com seus respectivos DTGs.

4.2.4 Analises Morfologicas
4.2.4.1 MET

Imagens de MET foram obtidas para o POB com o objetivo de observar sua
disposicdo morfolégica e tamanho. A microscopia da Figura 13 demonstra que as
particulas do POB estdo organizadas em agregados constituidos de cristais
separados (na figura mostrados com pontos escuros) referentes a matriz inorganica
(HAp), e componentes esféricos menos densos, a matriz organica (colageno),
representado na figura pela parte na cor cinza. Os cristais apresentam dimensodes

nanomeétricas com diametro médio de 25 + 4 nm.
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50 nm

Figura 13. Imagem de MET do POB.

4.2.4.2 MEV

Por meio das micrografias geradas através de MEV pode-se avaliar a
morfologia do material compdésito preparado, bem como sua rede tridimensional e
porosidade. A avaliacdo da porosidade destes tem um papel importante quanto a
aplicacdo que sera dada ao material. Como, por exemplo, na aplicacdo de
biomateriais em engenharia de tecidos, como scaffolds, os tamanhos de poros
recomendados sédo de 100 a 200 pum, com uma porosidade de aproximadamente
90%, a fim de proporcionar espaco suficiente para a semeadura de células (Li et al.,
2016).

A imagem de MEV obtida para o POB, Figura 14, demonstra que 0 mesmo €
constituido de um material particulado e que estas particulas apresentam tamanhos
distintos e formas poligonais ndo ordenadas. A distribuicdo do tamanho das
particulas varia de 5 a 60 um, enquanto que o tamanho médio calculado foi de 11,1

9 um
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Figura 14. Imagem representativa de MEV do POB.

A Figura 15a apresenta uma imagem representativa de MEV obtida para a
amostra H0O%POB. Avaliando sua morfologia, pode-se inferir que o material obtido
apresenta uma morfologia altamente porosa, onde os poros séo distribuidos de
modo heterogéneo. O tamanho médio calculado para esta amostra foi 119,6 + 21
pum. Ja quando se avalia a Figura 15b, imagem representativa da amostra
H10%POB, nota-se que sua morfologia se distingue um pouco da H0%POB, pois
apresenta visivelmente poros com tamanhos distintos e menores (tamanho médio de
87,3 £ 13,9 um). Este fato pode estar atribuido a adicdo de POB no meio, acabando
por desorganizar a matriz polimérica, fazendo com que os cristalitos formados pelo
método de congelamento/descongelamento figuem menores, e consequentemente

ocorrendo a formacao de poros menores.

SElI  10kV WD10mm  SS837 SElI  10kV WD11mm SS837

Figura 15. Imagens representativas de MEV das amostras (a) HO%POB e, (b)
H10%POB.
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Pode-se ainda fazer mais uma avaliagdo nos materiais através da andlise de
MEYV, utilizando um de seus recursos, o EDX. Trata-se de uma analise elementar
qualitativa que identifica a composicdo quimica da superficie dos materiais. Para os
materiais avaliados, HO%POB e H10%POB, objetivou-se avaliar suas composicoes
na superficie a fim de verificar as diferengas.

Para o HO0%POB, Figura 16a, observa-se picos indicando ter uma
composicdo baseada em carbono (C), nitrogénio (N), enxofre (S) e oxigénio (O),
todos estes oriundos dos polimeros que fazem parte da matriz do hidrogel PVA/SC,;
além de um pico de Au com grande intensidade. Este aparece, pois, 0 material foi
recoberto com uma camada de Au para conduzir elétrons a fim de poder ser
analisado no equipamento.

J4 na avaliagdo da composicdo do H10%POB, Figura 16b, observa-se o
aparecimento de alguns outros picos, como Ca e P, estes oriundos da HAp que faz
parte do POB, confirmando que este esta contido no hidrogel. Além de potassio (K)
decorrente da imersdo do material em solugcédo de KCI, C e O relativos aos polimeros
de origem. Neste caso além do Au pelo recobrimento aparece cobre (Cu), pois esta
andlise foi realizada com uma fita de cobre para prender o hidrogel ao porta

amostra.
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Figura 16. Andlises de EDX das amostras (a) HO%POB e (b) H10%POB.

4.2.5 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecéanicas de hidrogéis como por exemplo, na aplicacdo
como scaffolds, em engenharia de tecidos, sdo parametros importantes devido a
necessidade de apresentar estabilidade estrutural frente as tensdes ocorridas
durante aplicacdes in vitro e in vivo. Estes parametros avaliam, por exemplo, a forca
aplicada para compressdo do material, ou seja, 0 quanto 0 mesmo suporta até sua
ruptura; sendo esta forca de grande importancia em sua aplicacdo. A grande maioria
dos polimeros ndo suporta grandes quantidades de for¢as, porém, com a adi¢éo de
algum material em sua matriz, este parametro pode ser melhorado (Kanimozhi et al.,
2016).

Foi realizada a andlise de compressao nos hidrogéis H0O%POB e H10%POB,
utilizando uma carga de 50 N, a fim de avaliar suas propriedades mecanicas como,
forca de ruptura, Modulo de Young e deformacao de ruptura. Avaliando a influéncia
que a incorporacdo do POB tem no material. Os valores obtidos neste teste se

mostram na Tabela 1, assim como seus desvios.
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Tabela 1. Propriedades mecanicas determinadas a partir de ensaios de

compressao.
AMmostra Forca de Modulo de Deformacéao de
Ruptura (N) Young (kPa) Ruptura (%)
H0%POB 70,1+ 16.7 9,02 93
H10%POB 95,7 +£18.3 17,3+2 94

Observa-se através dos valores obtidos pela for¢ca de ruptura que a adi¢cao do
POB no meio altera a forca aplicada, sendo ela superior a que foi aplicada na
amostra HO%POB. Consequentemente, 0 mesmo ocorre com 0 Mdodulo de Young,
pois sugere-se que o POB acabe aumentando a rigidez do meio. Sabe-se que
materiais considerados flexiveis exigem uma baixa forca aplicada (como no caso da
maioria dos polimeros); e neste caso, observa-se que a adicdo do POB exigiu uma
forca aplicada maior, podendo ser classificado como material rigido.

O POB incorporado atua como um reforco para a matriz do hidrogel,
deixando-o mais rigido, porém, sua incorporacdo desorganiza o meio, auxiliando

com que se forme poros menores e seja exigido uma forca de compressao maior.

4.2.6 Determinacdo da Porosidade Total

A determinacdo da porosidade total dos hidrogéis foi realizada através do
método de deslocamento de liquidos, utilizando acetona, pois esta nao interfere na
estrutura dos materiais (Anisha et al., 2013). A porosidade total determinada para

cada amostra de hidrogel é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de porosidade determinados para os hidrogéis através do método

de deslocamento de liquidos.

Amostra Porosidade
HO0%POB 87,4+0,7
H1%POB 88,1+04
H5%POB 88,5+ 0,6

H10%POB 65,6 + 4,4
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De acordo com os resultados apresentados na tabela acima, verifica-se que
quanto maior a quantidade de POB incorporada na matriz PVA/SC, menor é a
porosidade do mesmo. Fato este que foi confirmado pela analise das imagens de
MEV (ver Figura 15a, b). Quando se tem uma pequena quantidade de POB, como
no caso da amostra H1%POB nao se nota uma mudancga significativa na porosidade
total, porém, quando se adiciona uma quantidade maior, como no caso da amostra
H10%POB, verifica-se uma mudanca no tamanho dos poros. Relacdo semelhante
foi observado na avaliacao da estabilidade térmica do material.

A incorporagédo de POB na matriz do hidrogel auxilia na formacao, durante o
processo de congelamento/descongelamento, de poros com tamanhos menores. E
esta caracteristica ndo € satisfatoria para as amostras, se estas forem aplicadas
como scaffolds, como por exemplo, no caso de enxertia 6ssea, onde 0S poros
devem ter um tamanho maior (Li et al., 2016). No entanto, por apresentar em sua
estrutura a adicéo de diferentes materiais, como por exemplo POB, o material pode

vir a ser atrativo para outras aplicacdes, como auxiliar na cicatrizacdo de feridas.

4.2.7 Testes de Intumescimento

4.2.7.1 Intumescimento Maximo em Funcédo da Porcentagem de POB

Um biomaterial desenvolvido para atuar como scaffold deve possuir a
habilidade de absorver e reter fluidos fisiolégicos bem como a capacidade de
transferir nutrientes e compostos bioativos através de sua matriz. Geralmente, um
bom scaffold € capaz de absorver altas quantidade de fluidos aquosos mantendo
seu formato e permitindo o transito de nutrientes e de residuos inerentes aos
processos de crescimento e regeneragdo celular. Nesta Dissertacdo, a capacidade
de intumescimento dos compdésitos foi avaliada em solucdo tampao PBS (pH 7,4) a
37 °C durante 24 h. Os dados calculados pela Equacgdo 2 referentes ao
intumescimento maximo das amostras H0O%POB, H1%POB, H5%POB e H10%POB

séo apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Intumescimento maximo das amostras de hidrogel em solu¢ao tampéao
PBS (pH 7,4) em funcéo da quantidade de POB.

Nota-se que para a amostra H1%POB houve uma elevada capacidade de
intumescimento, quando comparada com as demais. Para as amostras H5%POB e
H10%POB houve pouca diferenca na taxa de intumescimento apés 24 h de imersao
em solucao tampéao PBS (pH 7,4). O POB quando em pequenas quantidades (como
no caso do H1%POB) acaba auxiliando no aumento da capacidade de absorcao de
liquidos do material. Além da matriz ser composta por PVA/SC, que apresentam
caracteristicas altamente hidrofilicas, a presenca do POB também ajuda na
absorcao.

Porém quando se tem uma maior quantidade de POB no meio (como nas
amostras H5%POB e H10%POB), verifica-se que a capacidade de intumescimento
diminui. Sugere-se que este fato aconteca devido as reticulacbes formadas pelo
meétodo de congelamento/descongelamento dos polimeros formadores do hidrogel,
PVA/SC e da interagdo da matriz com o POB. Isso acabando por deixar a matriz do
hidrogel compdsito mais rigida, reduzindo sua flexibilidade e a quantidade de grupos
hidrofilicos no meio. Conforme avaliado, o aumento na quantidade do POB no
composito reduz o tamanho de poros e a porosidade total, assim a absorcéo e

retencdo de liquido diminui.
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4.2.7.2 Efeito do pH do meio de intumescimento

Foi avaliado o intumescimento das amostras HO%POB e H1%POB frente a
solucdo com diferentes pHs (2, 4, 6, 8, 10 e 12), notando-se que 0S mesmos
mostram uma dependéncia de intumescimento em relacdo aos pHs do meio,
conforme segue na Figura 18. Em solugbes acidas (pH < 6), onde os pHs sé&o
menores ou muito proximos aos valores de pKa dos grupos carboxilato (-COOH, pKa
=~ 4,57) e sulfato (-OSOsH, pKa = 2,6), observa-se um ligeiro aumento na capacidade
de absorcdo das amostras testadas (Fajardo et al., 2010). Sugere-se que este fato
ocorre devido a variacao na protonacgao dos grupos —-COOH e —OSOsH, o que pode
contribuir para absorcdo de liquidos, principalmente quando os grupos mencionados
apresentam carga negativa.

Em solugbes com pH proximo a neutralidade (6 < pH < 8), observou-se uma
ligeira diminuicdo no intumescimento de ambas as amostras. Isso ocorre devido a
nao formacao de carga nos grupos funcionais do PVA e do SC, o que favorece a
formacdo de ligacdes de hidrogénio entre os grupos, restringindo o inchaco. Por
outro lado, em solugdes alcalinas (pH = 8), percebeu-se um elevado aumento no
intumescimento das amostras testadas. Nestes pHs os grupos hidroxila (—OH) do
PVA séo desprotonados, havendo uma repulsdo de cargas entre os anions,
consequentemente, uma expansao da matriz e aumento da absorcao (Fajardo et al.,
2012). Verifica-se que a amostra HO%POB apresenta valores de intumescimento
superiores as do H1%POB, sugerindo que a adicdo de POB interfere em relacao a

capacidade de absor¢cao do material.
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Figura 18. Intumescimento dos hidrogéis HO%POB e H1%POB em solu¢cdes com

diferentes pHs.

4.2.7.3 Determinacéo Cinética da Taxa de Perda de Agua

Neste teste foram utilizadas as amostras HO%POB e H1%POB, os melhores
resultados obtidos para o teste descrito no item 4.7.2.1. Avaliou-se a taxa de perda
de agua destes materiais monitorando sua secagem. Os valores calculados pela
Equacéo 3 sdo apresentados na Figura 19. Conforme observa-se na figura, ambas
as amostras apresentam uma curva cinética de perda da &agua previamente
absorvida em decorréncia do passar de tempo. Apds 250 min, as amostras atingiram
um estado estacionario de peso. Ao final do teste (360 min) foi calculado a perda de
agua de aproximadamente 87% para HO%POB e 84% para H1%POB. A partir deste
resultado nota-se que a adicdo, mesmo que em pequenas quantidades, do POB na
matriz PVA/SC, auxilia na retencdo da agua previamente absorvida. Este resultado
pode ser explicado pelo caréater hidrofilico do POB, o qual contribui para retencdo do
liquido. Ainda, comparando as duas curvas € possivel inferir que a adicdo de POB
altera a cinética de perda de agua, a qual para o material compdsito se mostrou
mais lenta que para o HO%POB. Nos materiais com potencial aplicagdo como
biomateriais, a propriedade de retencéo de liquidos é um fator muito importante, pois
estes devem evitar a perda de umidade no local onde forem aplicados (Dai et al.,
2011).
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Figura 19. Cinética de perda de agua das amostras H0%POB e H1%POB

previamente intumescidas.

4.2.7.4 Capacidade de Retencdo de Agua

A capacidade de retencdo de liquidos nos hidrogéis esta intimamente

relacionada com a porosidade assim como o0 intumescimento dos mesmos.

Primeiramente os materiais sdo imersos em uma solucdo tampéao PBS (pH 7,4) por

24 h a fim de que seja atingindo o maximo de intumescimento. Por seguinte

submete-se as amostras a um processo de centrifugacao (10.000 rpm por 5 min),

avaliando posteriormente a perda de agua por meio da diferenca entre suas massas.

A capacidade de retencdo de agua calculada para o hidrogel e dos compdsitos séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Capacidade de retencdo de agua.

Amostra Capacidade (%)
HO0%POB 56 +12
H1%POB 59+6
H5%POB 41,8+ 2
H10%POB 322+2
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A partir dos resultados da Tabela 3, nota-se para as amostras H0%POB e
H1%POB foram as que apresentaram os melhores valores quanto a retencao de
liquidos. O aumento da quantidade de POB na matriz PVA/SC reduz a
disponibilidade dos grupos hidrofilicos dos polimeros o que faz com que a interacao
com as moléculas de agua reduza. Dessa forma, ap0s a aplicacdo de uma forca
fisica (centrifugacéo) externa, a agua € retirada com maior facilidade das amostras
H5%POB e H10%POB.

4.2.8 Teste de biodegradabilidade in vitro

Os ensaios de biodegradabilidade dos hidrogéis foram realizados em solucéo
PBS (pH 7,4) pois este mimetiza o pH do plasma humano e em solucdo PBS (pH
7,4) suplementado com a enzima hialuronidase, uma enzima ndo especifica capaz
de degradar glicosaminoglicanos. Todos os meios testados foram mantidos na
temperatura de 37 °C, a qual é a temperatura corporea em condicdes normais. A
taxa de biodegradacao foi determinada a partir da relacdo entre o peso inicial das
amostras secas e 0 peso registrado para essas apos trés semanas de incubacao.
Os resultados s&o descritos na Figura 20.

Como observado, para ambos 0s meios testados 0s compdsitos com maior
guantidade de POB apresentaram uma maior taxa de biodegradacao. Esta condicéo
pode estar associada a capacidade de absorcdo de liquidos, como também a adicéo
de POB no meio. Sugere-se que ocorra uma interacdo entre os ions Ca (carga
positiva) presentes no POB e 0s grupos carboxilato (carregados negativamente) das
cadeias laterais dos aminoacidos ou também grupos carboxilato terminais da enzima
hialuronidase (Ye et al., 2014). Outro fator que deve ser mencionado € que a taxa de
biodegradacdo avaliada por ser relacionada a ocorréncia da biodegradacdo do
préprio POB, o que explica, por exemplo, os valores obtidos para as amostras
H5%POB e H10%POB.

Ainda, a maior taxa de biodegradacéao apresentada pelas amostras, H5%POB
e H10%POB pode ser correlacionada com a eliminacdo de fragmentos de PVA e
SC. Conforme avaliado por DRX, a incorporacao do POB reduz a organizacdo do
sistema. A menor organizacdo estrutural da matriz polimérica permite que a solucéo
incubadora ao difundir pelo interior das amostras arraste algum fragmento

polimérico, o que contribui para a biodegradacéo. Este fato ocorre em muito menor
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escala nas amostras, HO%POB e H1%POB, pois nestes tém-se maior densidade de
ligacBes de hidrogénio formadas entre as cadeias que formam a matriz do hidrogéis

(ver Figura 3).
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Figura 20. Taxas de biodegradacdo das amostras de hidrogéis compdsitos apés 3
semanas de incubacdo em solugdo tampéao PBS (pH 7,4) e solugédo tampao PBS
(pH 7,4) suplementado com hialuronidase (E).

4.2.9 Ensaios in vitro de viabilidade e adeséo celular

Este foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito citotoxico das amostras,
HO0%POB e H10%POB, em células saudaveis. A viabilidade das células Vero e sua
aderéncia sobre a amostra foram determinadas pelo ensaio MTT. Como observado
na Figura 21, nenhuma variacdo estatisticamente significativa em relacdo a
viabilidade das células foi verificada para as amostras H0%POB e H10%POB em
relagcdo ao “controle” pds 24 ou 48 h de incubacdo. Até as 48 h de incubagao as
amostras nao afetaram a proliferacéo celular em comparagcéo com o “controle”.

Porém, foi verificada uma variacéo significativa (P<0,05) na viabilidade celular
nas amostras incubadas por 72 h, quando comparadas com o “controle”. Esta
diminuicdo ocorrida na viabilidade celular pode ser explicada por um possivel dano
causado pela friccdo da parede externa dos scaffolds contra a camada de células

formada nos pocgos da placa de incubacao.
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Estes resultados sugerem que ambas as amostras nao exercem efeito
citotoxico contra as células testadas. Além disso, o teste de adeséo celular mostrou
que a densidade celular sob a amostra HO%POB aumentou de 3475 % 230
células/mL para 4275 + 153 células/mL, quando o tempo de incubacdo aumenta a
partir de 24 para 72 h, enquanto que densidade celular para H10%POB aumenta de
3560 + 339 ceélulas/mL para 4125 + 146 células/mL. A presenca de HAp e colageno
na matriz de PVA/SC podem melhorar a adesédo celular na matriz total. Estes
estudos demonstram que ambas amostras, HO%POB e H10%POB, mostraram
potencial para serem aplicadas como biomateriais, mais especificamente como

scaffolds.
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Figura 21. Avaliacao do efeito citotoxico das amostras HO%POB e H10%POB em
células Vero utilizando o ensaio de MTT.

4.2.10 Analises in vivo

As andlises in vivo foram realizadas afim de se verificar a agdo do compdsito
no fechamento de ferimentos utilizando um modelo em camundongos. Os resultados
mostraram que ocorreu um rapido fechamento das feridas em presenca das
amostras testadas, HO%POB e H10%POB, apos decorrido 3, 9 e 15 dias, como
observado na Figura 22. Nota-se que nem 0 animais pertences ao grupo “controle”

nem aqueles tratados com os hidrogéis apresentaram alguma complicagédo na ferida
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ou infeccdo. Infecgbes de feridas e falhas de reparacdo podem ocorrer quando
materiais sintéticos sé@o utilizados para fechamento de algum tipo de ferimento. No
entanto, quando se utiliza materiais naturais, as feridas sdo menos susceptiveis a

infecgdes (Drewa et al., 2005).
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Figura 22. Acompanhamento do fechamento da ferida através de imagens
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macroscopicas ao longo dos dias e, amostras de peles retiradas dos animais pés 15

dias.

Na avaliacdo macroscopica das peles das areas das feridas, ainda na Figura
22, nota-se que estas foram completamente regeneradas e revascularizadas tanto
no grupo “controle” quanto nos grupos tratados com H0%POB e H10%POB
decorrido 15 dias apds o implante. E importante salientar que apds o periodo de
tratamento ambas as amostras utilizadas, HO%POB e H10%POB, foram
completamente biodegradadas e bioabsorvidas pelo organismo.

Quanto aos resultados obtidos para o teste da avaliacao da atividade de MPO
na area da ferida para as amostras de hidrogel analisadas e o grupo “controle” sao
avaliados através do grafico representado na Figura 23. Quando se aplicam as
amostras nos animais, uma cascata inflamatéria é iniciada, pois esta sendo
implantado um corpo estranho na ferida, e esta inflamacédo é medida por enzimas
liberadas por neutréfilos. Contudo, se o material implantado ndo é degradado
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enzimaticamente, o processo torna-se uma inflamacao crénica (Gardner et al.,
2013).

As particulas menores sdo fagocitadas pelos macrofagos, que sao
recrustados no inicio do processo. Para fagocitar moléculas maiores, os macrofagos
se fundem para formar um corpo estranho de células gigantes (Anderson et al.,
2008). Alem disso, se 0os materiais forem semelhantes as macromoléculas do corpo,
serdo degradadas por fagocitose mediada por macrofagos, com infiltracdo

inflamatoria limitada (Chang et al., 2011).
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Figura 23. Determinagao da atividade de MPO no grupo “controle” e nos grupos

tratados com as amostras, HO%POB e H10%POB.

Os resultados experimentais confirmam que apds duas semanas de
tratamento a atividade de MPO ndo foi alterada na regido da ferida. Este dado
reforca a ideia de que as amostras analisadas sdo materiais de grande
biocompatibilidade, e ndo exercem respostas inflamatdrias frente a sua aplicagdo. E
importante ressaltar que estes resultados estdo de acordo com 0s obtidos no ensaio
de citotoxicidade, salientando assim a seguranca em se utilizar os hidrogéis
compositos para este tipo de aplicacdo. Percebendo-se que tais resultados
demonstram que os materiais desenvolvidos e descritos nesta Dissertacdo podem

ser explorados como biomateriais para aturem como scaffolds.
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4.5. Perspectivas futuras

Mais estudos poderéo ser realizados com o intuito de se investigar o processo
de regeneracdo de células/tecido apos o tratamento com os hidrogéis compositos
desenvolvidos nesta Dissertacdo como, por exemplo, avaliacdo histolégica da regido
tratada. Por meio desta avaliagdo pode ser ter uma clara ideia do comportamento
dos materiais na regeneracdo celular e também estimar seu tempo exato de
absorcao pelo organismo. Estudos podem ser executados no sentido de incorporar
algumas moléculas com acéo biologica (agentes de crescimento, farmacos, entre
outros) na matriz do material compdsito ampliando assim seu campo de acgédo e

efetividade na aplicagdo proposta.
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5. CONCLUSAO

Nesta Dissertacdo € apresentado o preparo de hidrogéis compdsitos a partir
de uma matriz formada por PVA/SC preenchida com POB. A metodologia
empregada para a obtencdo do POB, bem como a metodologia executada para o
preparo dos hidrogéis compdsitos mostraram-se satisfatorias. Utilizando o método
de congelamento/descongelamento para promover a reticulacdo da matriz
polimérica foi possivel obter materiais sem a presenca de agentes potencialmente
toxicos, 0 que pode potencializar a aplicacdo destes como biomateriais.

A formacéo do hidrogel compésito foi confirmada pelas andlises obtidas pelas
técnicas de FTIR, DRX e TGA. Além da interacdo entre as cadeias de PVA e SC
decorrentes do processo de reticulagdo, foi possivel também evidenciar a
incorporacdo do POB na matriz do hidrogéis compdsitos. Conforme avaliado, o POB
tem efeito sobre diferentes propriedades do material compdésito (como, estrutural,
térmica). A intensidade desses efeitos € proporcional ao conteido de POB utilizado
no preparo dos hidrogéis compasitos.

Conforme avaliado, o0os materiais preparados apresentam interessantes
propriedades morfologicas e estruturais que sugerem seu potencial uso como
biomaterial. As analises de MEV mostraram que os materiais preparados sao redes
tridimensionais altamente porosas, onde esses poros sao interconectados. Ainda, 0s
mesmos possuem elevada capacidade de intumescimento, alta taxa de porosidade,
biodegradabilidade e propriedades mecéanicas adequadas ao tipo de aplicacéo
anteriormente mencionado.

As andlises preliminares in vitro e in vivo mostraram que os hidrogéis
compositos ndo exercem efeito citotéxico contra a células saudaveis e auxiliaram no
fechamento de feridas sem causar processo inflamatério. Mostrando serem materiais
biocompativeis e biodegradaveis. Os resultados obtidos nesta Dissertacdo sugerem
que os materiais desenvolvidos, por meio das propriedades obtidas, possuem
potencial para serem utilizados como scaffolds na regeneracdo de células e/ou

tecidos.
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