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RESUMO

Este trabalho apresenta a sintese, a caracterizacdo e o estudo reologico de hidrogéis de
poli (&lcool vinilico) funcionalizados. A partir da fotoreticulacdo de solugdes de PVA
modificado foi possivel obter novos hidrogéis. O estudo de intumescimento mostra que,
o grau de modificacdo do PVA pela insercao de grupos metacriloila altera a absorcéo de
agua dos hidrogéis. Foi observado um maior intumescimento para menores graus de
modificacdo do PVA, mostrando assim que a densidade de reticulacdo é inversamente
proporcional a quantidade de &gua absorvida pelo hidrogel. Os resultados de reologia
mostram que hidrogéis com maiores graus de modificacdo apresentam maiores modulos
de armazenamento e perda. O valor do mddulo de armazenamento apresentou-se acima
do valor do mddulo de perda em todos os hidrogéis, evidenciando o comportamento
elastico dos hidrogéis sintetizados. Os resultados obtidos no intumescimento dos
hidrogéis de PVA reticulados com &cido citrico e BTCA mostram que a densidade de

reticulacdo desses hidrogéis é bastante baixa.
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ABSTRACT

This work presents the synthesis, characterization and rheological study of poly (vinyl
alcohol) functionalized hydrogels. Starting from the photocrosslinking modified PVA
solutions were obtained new hydrogels. The swelling study showed that the
modification degree of the PVA by insertion of methacryloyl groups changed the water
absorption of hydrogels. It was observed higher swelling for smaller modification
degree of the PVA, thus indicating the crosslinking density is inversely proportional to
the amount of water absorbed by the hydrogel. The rheological results showed that of
higher modification degree in the hydrogels showed higher storage and loss modulus.
The value of the storage modulus was showed above to the value of loss modulus at all
hydrogels, showing the elastic behavior of the synthetized hydrogels. The results of the
swelling degree of PVA hydrogels crosslinked with citric acid and BTCA showed that
the crosslink density of these hydrogels was quite low.
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1 INTRODUCAO

Uma das definicGes mais amplamente empregadas para biomaterial é aquela
dada pelo Instituto Nacional Americano de Saude a qual descreve o biomaterial como
“qualquer substancia ou combinacéo de substancias, com exce¢do dos medicamentos,
sintéticos ou de origem natural, o qual pode ser utilizado durante qualquer periodo de
tempo, que aumente ou substitua parcialmente ou totalmente qualquer tecido, érgéo ou
funcdo do corpo, a fim de manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo™.

Os biomateriais criaram uma interface entre a quimica, ciéncia dos materiais,
engenharia mecanica, biologia e medicina. Esse campo multidisciplinar tem passado por
um crescimento consideravel desde o seu inicio, além da introducdo constante de novas
ideias e tecnologias. Alguns exemplos de avancos significativos na area de biomateriais
podem ser vislumbradas na area de liberacdo controlada de fA&rmacos e na engenharia de
tecidos®.

Veiculos de entrega de farmacos, plataformas de cultura de células e scaffolds
(arcaboucos) com resposta (bioresponsivos) utilizam redes de polimeros hidrofilicos, ou
hidrogéis. Os hidrogéis sdo polimeros com liga¢bes cruzadas, que absorvem
extensivamente 4gua ou fluidos biolégicos mantendo sua estrutura tridimensional®. O
desenvolvimento de lentes de contato foi a primeira aplicacdo dos hidrogéis como
biomaterial.. Em 1936, o optometrista Willian Feinbloon introduziu as primeiras lentes
de plastico, o que deu inicio a primeira geracdo de biomateriais®.

Ap6s a Segunda Guerra Mundial, novos metais, cerdmicas e materiais
poliméricos estavam disponiveis, e os cirurgides comecaram a implantar biomateriais
precoces, tais como o Teflon®, nylon, polimeros de metacrilato, aco inoxidavel e ligas a
base de titanio em procedimentos de alto risco. Estes materiais foram selecionados com
0 objetivo de alcancar as propriedades mecénicas adequadas e toxicidade minima,
porque os materiais ainda ndo tinham sido projetados especificamente para aplicacOes
biomeédicas.

O primeiro hidrogel sintetizado especificamente para aplicacdes biomeédicas foi
0 poli (metacrilato de 2-hidroxietila) (pHEMA), em 1960, e foi rapidamente
incorporado e patenteado para lentes de contato gelatinosas. Desde entdo os hidrogéis
evoluiram de materiais bioinertes estaticos para microambientes bioativos, que podem

ser utilizados para dirigir respostas biologicas especificas, tais como o crescimento



celular, cicatrizagdo de feridas ou entrega de agentes terapéuticos’>. A Figura 1 ilustra

as aplicacdes de hidrogéis na area da salde.

Lentes de Contato
poli{metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA)
poli{pirrolidona de M-vinila) (PNVP)
poli(acido metacrilico) (PMAA)
poli{metacrilato de butila) (PBMA)
poli{metacrilato de metila) (PMM.A)

Entrega Controlada de Farmacos

celulose

poli(alcool winilico) (PV.A)

dextrana

poli(acido metacrilico) (PMA)
poli{acrilamida de M-isopropila) (PNIP.AAm)

Contato com Sangue
poli{alcool vinilico) (PV.A)
poli(acrilamida) (P4 Am)
poli{éxado de etileno) (PEO)
poli{etileno glicol) (PEG)
celulose

Pele Artificial
poli (Alcool winilica) (PV.A)
poli{metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA)

Rim Artificial Cartilagem Artificial
acetato de celulose ' ..
poli(alcool vinilico) (PVA) poh(élcqol vmihco) (EVA) 4
polietileno glicol) (PEG) poh(a;nlannd_a de N-gsopropﬂa) (PNIPAAm)
poli(etileno glicol)-poli(tereftalato de etileno) (PEG-PET) poli(etileno glicol)-poli(propileno glicol) (PEG-PPG)

Figura 1: Aplicacdo de alguns hidrogéis na area da saude. Estes exemplos abrangem
hidrogéis que foram empregados para atender as necessidades clinicas. Figura

adaptada’.

O uso de hidrogéis na engenharia de tecidos, mais especificamente na
regeneracdo de tecidos e 6rgdos, € uma opc¢do para o transplante de 6rgdos. Segundo
dados da Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO), ocorreu um
crescimento no nimero de transplantes, mas ainda ndo atende a demanda prevista pela

populacdo brasileira. Esses nimeros podem ser visualizados nas Figuras 2 e 3.
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Figura 3: NGmero absoluto anual de transplantes®.

Como observado na Figura 1, o hidrogel de PVA é empregado em diversas
aplicacbes para orgdos e tecidos do corpo humano, porém o PVA ndo possui
propriedades de adesdo celular, o que é um pré-requisito na engenharia tecidual para
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que seja possivel o crescimento e proliferacdo de celulas e, posterior regeneracao do
tecido. Uma das maneiras mais eficazes de introduzir propriedades de adeséo celular é a

incorporacdo de peptideos funcionais em cadeias poliméricas®™.

A menor sequéncia
peptidica conhecida por ser capaz de interagir com componentes da matriz extracelular
e promover adeséo celular é a sequéncia arginina-glicina-aspartato (RGD)™.

Levando em consideracdo as propriedades dos hidrogéis e sua aplicacdo como
biomaterial, juntamente com a possibilidade de modificacdo quimica do PVA, esta
dissertacdo visa o0 desenvolvimento de hidrogéis de poli (alcool vinilico)
funcionalizados com a sequéncia tetrapeptidica arginina-glicina-aspartato-serina

(RGDS) para aplicagdo em engenharia tecidual.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar hidrogeis de poli (alcool vinilico) funcionalizados com a

sequéncia tetrapeptidica RGDS visando sua aplicacdo como biomaterial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar hidrogéis a partir do poli(alcool) vinilico modificado com grupos
laterais amina atraves da reacdo de fotoreticulacao;

e Sintetizar hidrogéis a partir do poli(alcool vinilico) modificado com grupos
laterais amina através de reticulacdo quimica com dois tipos de agentes
reticulantes: acido citrico e o acido butano 1,2,3,4,-tetracarboxilico;

e Funcionalizar os hidrogéis obtidos tanto através da fotoreticulacdo, quanto os
hidrogeis obtidos por reticulacdo quimica, com a sequéncia tetrapeptidica
RGDS;

e Caracterizar os hidrogéis obtidos por ambos os métodos: fotoreticulacdo e
reticulacdo quimica através das técnicas de espectroscopia de absor¢do no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H) e analise de
Grupamentos Hierarquicos (HCA);

e Avaliar a capacidade de absor¢do de agua dos hidrogéis fotoreticulados e
reticulados quimicamente através de testes de intumescimento;

e Avaliar o comportamento reologico dos hidrogéis fotoreticulados através de
experimentos oscilatorios sob tenséo controlada;

e Avaliar a estabilidade térmica dos hidrogéis fotoreticulados e reticulados
quimicamente através da técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC);

e Avaliar a citotoxicidade e adesdo celular dos hidrogéis fotoreticulados e
reticulados quimicamente contendo a sequéncia peptidica RGDS em células do

complexo cumulus oophorus;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 HIDROGEIS

Hidrogeis séo redes tridimensionais formadas a partir de homopolimeros,
copolimeros ou macrémeros reticulados que exibem a habilidade de reter uma grande
quantidade de 4gua sem alterar sua estabilidade dimensional'***. As propriedades dos
hidrogéis sdo determinadas pela natureza da cadeia polimérica e a densidade de
reticulacdo. Por exemplo, o caréater hidrofilico é devido a presenca de grupos polares na
cadeia principal ou lateral do polimero, como: -OH, -COOH, -CONH,, -CONH, -SOzH.
Ja a conservacdo da estabilidade dimensional em presenca de dgua € garantida pela
estrutura reticulada®™.

Os hidrogéis abrangem diversas areas de pesquisa tendo destaque a quimica e a
ciéncia dos materiais (Figura 4). Além disso, podem ser encontrados em cosméticos™®
7 produtos de higiene pessoal® e na agricultura. Um exemplo da utilizagdo dos

hidrogéis é na agricultura, principalmente como reservatérios de agua™ *°

para
otimizacdo dos recursos hidricos na horticultura e também na liberagdo controlada de
fertilizantes?®, onde a exigéncia de biocompatibilidade néo é exigida.

Os hidrogéis apresentam caracteristicas Unicas que 0s tornam atraentes na area
médica. Em primeiro lugar, sdo biocompativeis devido, principalmente, ao seu alto teor
de &gua e semelhanca estrutural com matrizes extracelulares naturais. Em segundo
lugar, a natureza flexivel dos hidrogéis minimiza irritagdes mecénicas e danos ao tecido
circundante. E, em terceiro lugar, eles tém excelente permeabilidade para o transporte
de nutrientes e metabélitos, o que favorece a sobrevivéncia e crescimento de células®™
22 A maior desvantagem é a baixa resisténcia mecanica. Isto pode ser superado pela
reticulacdo®®, formacéo de redes interpenetradas® ou por cristalizacdo® que induzem

um reforgo na estrutura do hidrogel.
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Figura 4: Principais areas de pesquisa sobre hidrogéis. Fonte: Web of Science
utilizando hydrogel como palavra-chave. *98 valor (es) de areas de pesquisa além das
opcodes de exibicdo. 5 registros (0,020%) ndo contém dados nos campos. % a partir de
25350 registros. Periodo entre 2005 a 2013.

3.1.1 Classificagdo dos Hidrogéis

Os hidrogeéis podem ser classificados de varias maneiras, dependendo do seu
método de preparacdo, carga ionica, fontes, propriedades fisicas (intumescimento), taxa
de biodegradacéo ou a natureza da reticulacdo®. A Figura 5 apresenta uma classificacdo
detalhada dos hidrogéis.

A variacdo de volume nos hidrogéis pode ser induzida pelo solvente, nessa
classe se enquadram os hidrogéis convencionais. Porém, a variacdo de volume também
pode ser produzida por mudangas no ambiente em que o hidrogel se encontra, como:

27,28 1429, 30
, PH

essa transicdo de fases em resposta a um estimulo externo sdo conhecidos como

temperatura , campo elétrico®™ * luz* entre outros. Os géis que possuem
hidrogéis inteligentes®. Nesta categoria, os hidrogéis que mais tem chamado atencéo
para aplicagdo biomédica séo aqueles com resposta ao pH e temperatura.

Hidrogéis que possuem grupos funcionais iénicos respondem ao pH do meio. O
comportamento do intumescimento do hidrogel depende dos valores de pK, de grupos
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funcionais &cidos, por exemplo, acido carboxilico e acido sulfonico, ou de grupos
bésicos como sais de amonio. Esses grupos aceitam ou liberam prétons em resposta a
mudanca do pH do meio®. Kozlovskaya et al. em trabalho recente®® sintetizaram um
hidrogel com propriedades de resposta ao pH para a entrega de drogas especificas para o
tratamento do cancer. O hidrogel contendo poli (d&cido metacrilico), 6xido de manganés
mesoporoso e poli (N-vinilpirrolidona) liberou doxorrubicina e o seu efeito anti-
cancerigeno foi demonstrado pela diminuicéo significativa da viabilidade das células de
cancro A549 e Hela.

Hidrogéis Hidrogéis Hidrogéis Hidrogéis
nio ibnicos catibnicos anidnicos anfifilicos

Hidrogéis

biodegradaveis
Carga Hidrogéis

inteligentes
Propriedades
Biodegradabilidade Fisicas
Hidrogéis Hidroggéis
convencionais
Reticulagio
Hidrogéis eticutag Fonte

quimicamente Método de idrog¢is naturais
Preparagio
Hidroggéis Hidrogéis hibridos
reticulados
fisicamente Hidrogéis sintéticos
Homopolimeros l | Copolimeros | |Pulimnmsintcrprnctmdm|
Copolimeros Copolimeros
Triblocos Multiblocos

Figura 5: Classificagdo dos Hidrogéis®*.

Os hidrogéis que apresentam variacdo no grau de expansdo em funcdo da
temperatura sdo chamados de hidrogéis termossensiveis. Para se obter um gel que mude
seu grau de expansdo com a mudanca de temperatura, um dos componentes do gel deve
ser insoltvel, acima ou abaixo de determinada temperatura, ou seja, deve ser um sistema
de solucdo de temperatura critica inferior (LSCT — lower critical solution temperature)
ou superior (UCST — upper critical solution temperature), respectivamente. Géis que
possuem um comportamento LCST reduzem seu volume com o aumento da
temperatura. Ja 0s géis que se contraem com a reducdo da temperatura possuem um

comportamento de sistema UCST?’.


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AVeronika%20Kozlovskaya

A aplicacdo mais estudada dos hidrogéis termossensiveis € na liberacdo controlada
de drogas®, porém estes hidrogéis também s&o utilizados na area de engenharia de
tecidos, um exemplo é o trabalho de Lin®* e colaboradores, onde o hidrogel composto
por PLA-g-PEG contendo hidroxiapatita apresenta caracteristicas potenciais para ser

aplicado em regeneracéo 0ssea.

3.1.2 Métodos de Reticulacao
Conforme o método de reticulacdo empregado os hidrogéis podem ser
classificados em dois grandes grupos: hidrogéis reticulados fisicamente e hidrogéis

reticulados quimicamente.

3.1.2.1 Hidrogéis reticulados fisicamente

Hidrogéis fisicos, também chamados de pseudo-hidrogéis, sdo redes tridimensionais
continuas e desordenadas formadas por forcas associativas capazes de criar ligagdes
cruzadas ndo covalentes. Estas ligacOes sdo formadas por interacdes fracas e podem ser
reversiveis. As interacdes incluem ligacdes de hidrogénio, interacdo i6nica, associacao
hidrofébica ou segmento cristalino*® *'. Essas interaces fazem com que as cadeias
poliméricas associem-se e induzam a formacdo de uma estrutura estavel pela formacao
de uma zona de juncdo. A estrutura formada na zona de juncdo ndo é covalentemente
ligada, entdo a quebra da rede pode ocorrer devido a uma mudanc¢a no ambiente, como
temperatura, pH ou adicdo de sais (fendmenos reversiveis)™.

A reticulagdo fisica possui a vantagem da reversibilidade e a auséncia de reagdes
quimicas que podem ser potencialmente prejudiciais para a integridade de agentes
bioativos incorporados ou células. Por outro lado a sua estabilidade in vivo pode ser
afetada por interacBes com fungdes corpdreas, tanto fisiologicas quanto mecanicas. Por
exemplo, em 0ssos e articulagBes esses hidrogeis podem apresentar resisténcia mecanica
insuficiente™.

Véarios métodos sdo descritos na literatura para obter hidrogéis reticulados
fisicamente, dentre eles destaca-se:

- Complexo coacervado: sdo formados pela mistura de um polication com um
polidnion. O principio fundamental deste método é que os polimeros com cargas
opostas se unem e formam complexos sollUveis ou insoluveis, dependendo da

concentracdo e pH das respectivas solucdes® (Figura 6).



“complexo coacervado” ou
hidrogel com complexo
poli iénico

polianion polication

Figura 6: Métodos para a formagao de um complexo coacervado. Figura adaptada®*.

- Interacdo idnica: os polimeros idnicos podem ser reticulados pela adi¢do de contra
fons di ou trivalentes. Um exemplo é a reticulacdo do alginato com fons calcio* (Figura
7).
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Figura 7: Reticulacdo por interacdo idnica entre 0s grupos anidnicos do alginato

(COO") com fons metalicos divalentes (Ca*?). Figura adaptada* **.

- Ligacbes de Hidrogénio: hidrogéis contendo ligagdes de hidrogénio podem ser
obtidos reduzindo o pH da solucdo de polimeros que apresentam grupos carboxilicos.
Um exemplo é a rede de carboximetil celulose (CMC) formada pela dispersdo de CMC

em solucdo aquosa 0,1M de HCI®

. O mecanismo envolve a substituicdo do sodio
presente na CMC, pelo hidrogénio da solugdo do &cido para promover a ligacdo de
hidrogénio (Figura 8). As ligacbes de hidrogénio induzem uma diminuicdo na

solubilidade da CMC o que resulta na formacéo de um hidrogel eléstico.
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Figura 8: Formacao da rede do hidrogel devido a ligacdo de hidrogénio intermolecular

na CMC em pH baixo. Figura adaptada®

- Ciclos de congelamento-descongelamento (freeze-thawing): a reticulacdo fisica de
um polimero para formar um hidrogel pode ser conseguida através de ciclos repetitivos
de congelamento e descongelamento. O mecanismo envolve a formacdo de
microcristais na estrutura do polimero (Figura 9). A microestrutura dos hidrogéis
produzidos é fortemente regulada por pardmetros de processamento, ou seja, a

composicdo, nimero de ciclos de congelamento e descongelamento e temperatura®

Remmfo cristalina

Remio amorfa

Figura 9: Representacdo de agregacao de cadeias poliméricas por cristalizacéo*®

O hidrogel obtido por freeze-thawing mais estudado €é o poli (alcool vinilico). Zhang
e colaboradores*’ obtiveram hidrogéis de PVA auto-reparaveis na temperatura ambiente
sem a necessidade de qualquer estimulo ou agente de cura. Millon e colaboradores*®

funcionalizaram o hidrogel de PVA obtido por freeze-thawing com fibronectina para
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aplicacdo em tecido cardiovascular. J& Gupta* e colaboradores estudaram a influéncia
da concentragdo do polimero para um dado nimero de ciclos de congelamento e
descongelamento sobre a adesdo celular em substrato de poli(alcool vinilico) e
verificaram que a maxima fixacdo de células ocorreu em hidrogéis com propriedades
mecanicas, cristalinidade e densidade de reticulacdo elevadas. Hidrogéis com essas

caracteristicas sdo obtidos com as maiores concentragdes de PVA.

3.1.2.2 Hidrogéis reticulados quimicamente
Hidrogéis quimicos, também chamados de hidrogéis permanentes, apresentam
ligacbes covalentes entre as cadeias poliméricas. A reticulacdo quimica permite a
formagdo de hidrogéis com resisténcia mecéanica superior e estabilidade fisiologica
controlavel quando comparados com os hidrogéis preparados por reticulagdo fisica* *°.
As ligacbes cruzadas nos hidrogéis quimicos podem ser geradas atraves da
adicdo de um agente reticulante, por radiacdo ou uso de enzimas.
- Reticulacéo utilizando agentes reticulantes: um agente reticulante € uma molécula
de massa molecular muito menor que as cadeias poliméricas envolvidas e que devera
possuir pelo menos dois grupos funcionais reativos de modo a permitir a formacao de
“pontes” entre as cadeias poliméricas®. A Figura 10 mostra a formacgdo de ligacdes

cruzadas em hidrogéis pela reacdo de condensacdo com reticulantes multifuncionais.

o0
Q_~_FP
mondmero ou %) %)

polimero hifuncional

reticulantes
multifuncionais

o @ / '.3'5'35::
W 00 % ogo hidrogel

polimero polifuncional
com grupos reativos

Figura 10: Esquema de métodos para a formacéo de ligagdes cruzadas em hidrogéis por

reacdo de condensacgéo de reagentes multifuncionais.

A reticulacdo de polimeros naturais ou sinteticos pode ser realizada atraves da
reacdo dos seus grupos funcionais (tais como OH, COOH e NH,) com agentes de

reticulacdo®®. Exemplos incluem as reacdes entre: isocianatos e aminas ou alcoois, para
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formar ligacdes uretanicas, aminas ou tidis e grupos vinil para formar aminas ou sulfitos
por adi¢Oes de Michael, aminas e ésteres ativos tais como N-hidroxi-succinimida, para
formar amidas, &cidos ou cloretos de &cidos e alcoois, para formar ésteres e aldeidos e
aminas para formar bases de Schiff, etc**.

O reticulante quimico mais citado é o glutaraldeido (Figura 11) e o polimero com
grupos hidroxila mais utilizado é o poli (alcool vinilico). Reinhart e Peppas®® utilizaram
glutaraldeido e formaldeido para reticular o PVA e estudar a influéncia da reticulacéo
nas propriedades de difusdo. Varshosaz e Koopaie®® em 2002 utilizaram PVA e
glutaraldeido para estudar o comportamento de intumescimento e de liberacdo de

54,55,56

farmaco. Trabalhos mais recentes também utilizam glutaraldeido como reticulante

em sistemas biomédicos. A epicloridrina também é um reticulante utilizado para formar

estruturas reticuladas no PVA®’ e em outros polimeros, como xantana®® e quitosana™.

OH
B
H
L L g +  OHC(CH,)sCHO
H
H Glutaraldeido

Polimero contendo grupos
funcionais hidroxila

Figura 11: Reticulacdo de polimero contendo grupos hidroxilas com glutaraldeido em

meio &cido®.

Os hidrogéis reticulados com agentes quimicos oferecem propriedades
desejaveis, mas a biocompatibilidade de diversos agentes de ligagdo cruzada é
desconhecida, enquanto que outros foram considerados relativamente toxicos, como o
glutaraldeido. Além disso, 0 destino de muitas destas moléculas no corpo ndo foi
estabelecido. Para evitar quantidades de agentes reticulantes que ndo reagiram, 0s
hidrogeis sintetizados devem ser submetidos a purificacfes antes da sua administracéo.
Além disso, os agentes de reticulagdo podem reagir com a carga de hidrogel,

desativando ou limitando a liberagéo terapéutica. No momento, a escolha de um agente
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reticulante biocompativel € limitada, o que representa o principal inconveniente dos
hidrogéis quimicos®

Um novo agente de reticulacdo que se mostrou biocompativel é a genipina. A
genipina € obtida a partir da geniposide, um glicosideo iridoide isolado dos frutos de
Genipa americana e Gardenia jasminoides Ellis que se mostrou eficaz como agente de
ligacdo cruzada em polimeros que apresentam grupos amina, por exemplo, a quitosana,
e é muito menos citotoxico que o glutaraldeido® ®.

Sistemas que utilizam acido citrico como agente reticulante também nao
apresentam toxicidade, uma vez que o acido citrico € um produto metabélico do corpo
(ciclo de Krebs)®?. Devido a sua atoxicidade o 4cido citrico é utilizado em aplicacdes
médicas e farmacéuticas, como liberacdo de farmacos®™ e compostos i6nicos®. Um
exemplo destas aplicacdes é o trabalho de Taguchi e co-autores®™, onde o 4cido citrico
foi modificado para obter grupos ésteres ativos e assim ser possivel a incorporacéo ao
coladgeno para obter um novo adesivo tecidual. Com 0 mesmo objetivo, obter um novo
adesivo tecidual, Taguchi® desenvolveu géis de gelatina reticulados com &cido citrico
contendo grupos ésteres ativos.

Em outro trabalho® Taguchi e co-autores preparam géis de colageno pH
responsivos com reticulante a base de derivados de &cidos di ou tricarboxilicos (acido
citrico e acido malico). O gel preparado com acido citrico apresenta caracteristicas
potenciais para aplicacdo em sistemas de liberacdo de drogas e engenharia tecidual, ja o
gel preparado com acido malico ndo apresentou grau de intumescimento relevante para
ser aplicado como gel pH responsivo.

Hidrogéis reticulados com &cido citrico também podem ser aplicados em areas
diferentes da biomédica, o trabalho de Demitri e colaboradores®® é um exemplo, onde o
hidrogel superabsorvente de celulose reticulado com &cido citrico possui aplicagdo em
produtos de cuidados pessoais, como fraldas e absorventes e também na agricultura
como sistema para armazenamento de agua e liberagcdo controlada de fertilizantes. Outro
exemplo é o trabalho de Gorgieva e Kokol®, onde o hidrogel termosensivel de
hidroxietilcelulose e carboximetilcelulose reticulado com acido citrico apresenta
aplicacdo na area de tecidos inteligentes.

Outros acidos carboxilicos polifuncionais também sdo utilizados como agentes

1.7° utilizou

reticulantes, embora se encontre poucos trabalhos na literatura. Seidel et a
acido malico, &cido citrico, &cido tartarico, &cido maldnico, &cido succinico, &cido

glutérico e &cido adipico e avaliou a influéncia destes sobre a estrutura e propriedades
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mecanicas de derivados de amido. O gel que apresentou maior mddulo de
armazenamento, e assim, propriedades mecanicas superiores foi o gel reticulado com
acido citrico.

Levando em consideracdo o resultado do trabalho de Seidel e a existéncia de
poucos trabalhos utilizando acido citrico para reticular hidrogéis preparados a partir de
polimeros sintéticos optou-se em utilizar neste trabalho o &cido citrico como agente de
ligacdo das cadeias do PVA. Outro polidcido também foi utilizado como agente
reticulante, o acido butano 1,2,3,4-tetracarboxilico (BTCA).

O BTCA ¢ utilizado principalmente para reticular o algoddao. Em trabalho
utilizando o BTCA e o0 é&cido citrico como reticulantes da mistura de algoddo e
quitosana, Hsieh produziu estruturas capazes de absorver metais toxicos presentes em
processos industriais’t. J& Orhan utilizou BTCA e &cido citrico juntamente com
triclosano para criar atividade antibacteriana no algod&o’. Zhou™ utilizou 0 BTCA para
incorporar PVA ao algodéo e assim melhorar a resisténcia a abraséo do tecido.

Em 1989 o BTCA foi indicado para testes de carcinogenicidade com prioridade
moderada a alta pelo National Cancer Institute (NCI). Este composto foi nomeado
devido ao aumento da sua potencial utilizacdo como um substituto para reticulantes a
base de formaldeido na industria téxtil. A nomeacao foi levada ao conhecimento do NCI
em 1988 pelo National Cotton Council of America and the U.S. Department of
Agriculture™ ™. Porém, ndo foram encontrados dados sobre a disposicdo quimica,
aguda, pré-cronica, cronica/cancerigenas e efeitos reprodutivos ou teratogénicos do
BTCA em humanos,

Um exemplo de aplicacdo do BTCA como reticulante para materiais na area
médica é o trabalho de Cay e Miraftab’®. Eles sintetizaram hidrogéis de PVA contendo
nanofibras por electrospinning que possuem aplicacdo como curativos. O BTCA foi
escolhido para ser utilizado neste trabalho devido a dois fatos: ser um reticulante ndo
toxico e pela existéncia de apenas um trabalho utilizando esse reticulante para materiais
com aplicacdo na area biomedica.

- Reticulacdo utilizando radiagdo: a reticulagdo por radiacdo & uma técnica
amplamente utilizada, uma vez que ndo envolve a utilizacdo de agentes reticulantes
quimicos que muitas vezes sdo tdxicos, assim a biocompatibilidade do polimero é
mantida. Antes de falar sobre o processo de reticulacdo € necessario distinguir 0s

conceitos de fotopolimerizacdo, fotoreticulagéo e fotoenxeria.
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Fotopolimerizacdo refere-se a polimerizacdo de pequenos mondmeros ou
oligbmeros polimerizaveis via métodos fotoreativos para produzir estruturas
macromoleculares lineares. Fotoreticulagdo é o processo no qual os grupos funcionais
de um macrdmero linear ou ramificado se cruzam para formar uma rede tridimensional.
Em termos gerais, fotopolimerizacdo descreve tanto polimerizacdo linear quanto
fotoreticulagéo.

Ja a fotoenxertia descreve o procedimento de incorporacdo covalente de
moléculas a uma matriz polimérica ou superficie utilizando um mecanismo induzido por
luz. Fotoenxertia € uma modalidade importante para a modificacdo de superficies de
biomateriais’’.

A fotopolimerizacdo requer trés elementos essenciais: radiagdo eletromagnética
(hv), fotoiniciador e monémero ou macrdmero contendo insaturacdes’®. O sucesso da
fotopolimerizacdo depende da efetividade da iniciacdo e propagacdo. Os fotons
irradiados com frequéncia adequada sdo absorvidos pelos elétrons m-conjugados do
fotoiniciador (PI) que sdo simultaneamente promovidos para um orbital de mais alta
energia (PI*). Esse estado quéantico excitado possui uma meia vida inferior a
microssegundos (useg). Eles rapidamente decaem ao seu estado original induzindo
emissdo de luz. Muitos PI* também podem se decompor quimicamente em fragmentos
reativos, como radicais [Ie] ou ions [I'/I]. Como intermediarios reativos esses
fragmentos sdo mais estaveis e podem iniciar polimerizacdes radicalares ou

anidnica/cationica’’ (Eq.1).

Pl + hv = PI* — PI (decaimento)
Pl +hv = PI* = [I] ou [I'/I
[Ie] ou [I'/IT + mondmero/macrémero + hv — polimero linear ou polimero
reticulado
Equacdo 1: Excitacdo de fotoiniciadores e processo de fotopolimerizacao.

Para muitas aplicacbes medicas 0 mecanismo por radicais livres é o utilizado

para iniciar a polimerizagdo de mondémeros ou macrémeros contendo grupos vinila™
(Figura 12 e Figura 13).
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Figura 12: Fotopolimerizacio de mondmeros vinilicos’”.
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Figura 13: Fotoreticulacdo de macrdmeros contendo grupos vinilicos’.

Muitas vezes o polimero ndo apresenta grupos susceptiveis a fotopolimerizacéao
em sua estrutura original, sendo necessario realizar reacdes de modificacdo. A reagdo
mais utilizada para essa finalidade é a incorporacdo de moléculas vinilicas. Um exemplo
é o trabalho de Martens e Anseth®’, onde o PVA foi modificado com grupos acrilato
para ap6s fotoreticular a estrutura. J4 Sun e colaboradores® utilizaram anidrido
metacrilico para incorporar ao alginato de sédio grupos susceptiveis a fotoreticulacéo.

Além da efetividade do fotoiniciador em gerar espécies ativas outros fatores
devem ser considerados na sua escolha, tais como: solubilidade em &gua,
biocompatibilidade, estabilidade e citotoxicidade. Willians e colaboradores® avaliaram
a compatibilidade bioldgica dos fotoiniciadores com seis linhagens celulares distintas.
Testaram trés diferentes fotoiniciadores comerciais: Irgacure®2959, Irgacure®184 e

Irgacure®651 e concluiram que o Ir2959® causa a menor toxicidade.

o Q H,CO  OCHs O o
OH
© HO\/\O
(@) (b)

©
Figura 14: Estruturas quimicas dos fotoiniciadores: (a) Irgacure®184 (b) Irgacure®651
e (c) Irgacure®2959.

Os fotoiniciadores sdo geralmente divididos em duas classes, de acordo com o

processo pelo qual as espécies de iniciacdo sdo formadas: fotoiniciadores do Tipo I,
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envolvendo reacGes unimoleculares e fotoiniciadores do Tipo Il, envolvendo reacdes
bimoleculares. A maioria dos fotoiniciadores do Tipo | sdo compostos carbonilicos
aromaticos contendo substituintes que facilitam a fotofragmentacdo direta, gerando
radicais. Dependendo da natureza do grupo funcional e de sua localizacdo na molécula
em funcdo do grupo carbonila, a fragmentacdo pode ocorrer na ligacdo adjacente ao
grupo carbonila (clivagem o) ou na ligagdo quimica na posi¢do B (clivagem B). O tipo
mais importante de fragmentacdo nos processos de iniciacdo por radiagdo € a clivagem
a da ligagdo carbono-carbono entre o grupo carbonila e o radical alquidico nas cetonas
aquil-arila, que sdo conhecidas como reacdes de Norish Tipo I. O principal objetivo do
desenvolvimento de novos fotoiniciadores € encontrar estruturas que levem ao
mecanismo de clivagem o, pois este mecanismo € 0 mais eficiente no processo de
iniciacdo das reacdes de fotopolimerizac&o®

Grande parte dos fotoiniciadores comerciais sdo do Tipo |, apresentando o
mecanismo de clivagem o. As Figuras 15, 16 e 17 mostram exemplos da fotodegradacéo

de alguns fotoiniciadores.

o]

Fo-o o

Figura 15: Geracéo de radicais reativos por fotodegradacéo do Irgacure®184".
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Figura 16: Geracéo de radicais reativos por fotodegradacéo do Irgacure®651"".
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Figura 17: Gerac#o de radicais reativos por fotodegradacao do Irgacure®2959"".
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As duas reacgdes principais para os fotoiniciadores do Tipo Il sdo: abstracdo de
hidrogénio pelo iniciador no estado excitado e transferéncia de elétrons fotoinduzida
seguida de fragmentacdo. A abstracdo de hidrogénio é uma reacgdo tipica de diaril
cetonas. A transferéncia de elétrons fotoinduzida é um processo mais geral, ndo se
limitando a classes especificas de compostos.

Os estados excitados de algumas moléculas ndo levam a reacdo de

fragmentacdo. A molécula pode, entretanto, reagir com outra molécula para produzir
uma espécie iniciadora por meio de uma reacdo bimolecular. Estes sistemas de iniciacdo
s30 denominados de fotoiniciadores bimoleculares ou do Tipo 11%.
- Reticulacdo utilizando enzimas: o interesse em hidrogéis reticulados
enzimaticamente é devido, principalmente, a suavidade desse tipo de reacdo. As reagdes
enzimaticas sdo catalisadas pela maioria das enzimas em pH neutro, meio aquoso e em
temperaturas moderadas. Adicionalmente, as reacdes secundarias indesejadas que
podem ocorrer com fotiniciadores ou reticulantes quimicos sdo evitadas, devido a uma
das melhores caracteristicas do uso de enzimas: a especificidade*?. Esta técnica tem
mostrado grande potencial para aplicacdes biomédicas, tais como engenharia de tecidos
e entrega de drogas ou protefnas®.

Os sistemas mediados por enzimas séo relativamente recentes e apontam para
direcdes promissoras em obtenc¢éo de hidrogel. Apesar dos grandes avangos e vantagens
da utilizacdo de biocatalisadores, ainda ha desafios a serem superados. Estes dizem
respeito, principalmente, a quantidade de estudos in vivo, a instabilidade de alguns tipos
de enzimas, como transglutaminases e tirosinases e as limitadas propriedades mecéanicas
dos géis formados* .

Predominantemente, transglutaminases e peroxidases podem ser destacadas
como os sistemas enziméticos mais bem estudados envolvidos na reticulagdo de
hidrogeis para a engenharia de tecidos. Transglutaminases sdo altamente interessantes,
pois elas oferecem grande integracdo entre o gel formado e tecido nativo.
Adicionalmente, estas enzimas provaram catalisar a reacdo de reticulacdo em diferentes
tipos de materiais, tais como poli(etileno glicol), elastina e gelatina. Peroxidases
também sdo atrativas, devido a sua elevada estabilidade, disponibilidade e facil

purificacdo®? .
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3.1.3 Agua em Hidrogéis

O comportamento de intumescimento em hidrogéis é um importante parametro
que rege suas aplicacbes na area biomédica. A presenca de &gua na superficie dos
hidrogéis reduz a energia livre interfacial em ambiente fisiologico e, portanto, melhora
suas propriedades biolégicas®®. O contetido final de 4gua nos hidrogéis depende de
parametros cinéticos e termodindmicos. Durante o processo de inchamento, as primeiras
moléculas de agua hidratam os grupos hidrofilicos. Assim que a hidratagdo dos grupos
hidrofilicos € concluida a forca osmética das cadeias reticuladas permite que a rede
absorva mais agua. Este intumescimento é adicional e opdem-se pela presenca de
reticulacfes covalentes ou fisicas por meio de forca elastica de retragdo da rede. Por
fim, o balanco das forcas de retracdo e da diluicdo infinita estabelece um nivel de

equilibrio de intumescimento, representado na Figura 18*".

for¢a de intumescimento:
dissolugido do polimero,
forga elastica eletrostatica, osmotica

< > &
< > <
| '

) ¢
A
v

conformacéo espiral

reticulagio

conformacio estendida

Figura 18: Forcas presentes em hidrogéis intumescidos®.

A absor¢do de agua em hidrogéis depende de muitos fatores, tais como:
reticulacdo, a natureza da solucdo e estrutura do hidrogel (porosa ou sem poros). O
fator mais importante € a densidade de reticulacdo, o qual é determinado pelo nimero
de agentes quimicos ou fisicos de liga¢des cruzadas em um determinado volume. Este,
por sua vez, determina a distancia entre duas ligacbes cruzadas da mesma cadeia
polimérica. Quanto menor a distancia, maior a densidade de reticulagdo®°.

O processo de intumescimento pode ser visto como um processo de difuséo,
seguido por um processo de relaxamento. Inicialmente o processo de intumescimento é
determinado pela taxa a qual a agua pode difundir na estrutura do hidrogel, o que

depende principalmente do solvente, temperatura da solucao e a extensdo da porosidade.
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A segunda etapa para é determinada pela maneira como cadeias polimeéricas podem

relaxar, 0 qual é um lento processo de absorcéo®

intumescimento de hidrogéis.

. A Figura 19 ilustra a cinética de

0 N "ﬂ"
R L
+ haixa densidade de reticulacéo alta
reticulacéio ¢ » reticulaciio

intumescimento normalizado

___________ _‘_ _|_ ToER ___T
equilibrio de
intumescimento
controlado por controlado por tempo

difusio relaxacéio

Figura 19: Cinética de intumescimento em hidrogéis®

3.1.4 Propriedades dos Hidrogéis

Um hidrogel é um composito formado por um solido (polimero) e um liquido

(dgua). As propriedades finais de um hidrogel sdo determinadas pela composicdo do

compdésito (razdo agua-polimero). Como mostrado na Figura 20, um baixo ou um alto

intumescimento é caracterizado por uma alta ou baixa propor¢do polimero/agua,

respectivamente. Hidrogéis, com estabilidade superior em seu estado intumescido, por

exemplo, hidrogeis para lente de contato exigem um alto teor de sdlidos e em hidrogéis

com baixo teor de solidos, por exemplo, géis superabsorventes para fraldas de bebg, é

desejavel que a capacidade de intumescimento seja elevada

86, 87
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Figura 20: Propriedades de intumescimento e composicdo de hidrogéis®®.

A densidade de reticulacdo é um importante pardmetro que governa muitas
caracteristicas estruturais dos hidrogéis®® ®. Existe uma relagdo entre a densidade de
reticulacdo e as propriedades dos hidrogeis, como o modulo, o intumescimento e
difusibilidade. A Figura 21 ilustra essa relacdo, onde a medida que a densidade de
reticulacdo aumenta, razdo volumétrica de intumescimento e a difusividade diminuem
com a redu¢do concomitante da dimensdao na malha (§). O tamanho da malha define o
espaco entre as cadeias macromoleculares disponiveis para o transporte molecular e,
portanto afeta o teor de agua e a difusividade. Por outro lado, 0 médulo do gel aumenta

mediante 0 aumento da densidade de reticulacéo®.

Estrutura do Hidrogel

=

cadeia macromolecular

reticulacio

Propriedade (G, Q, D)

Densidade de reticulacio

Figura 21: Relaco entre densidade de reticulagdo e propriedades do hidrogel®.
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Dependendo da natureza e composicdo do hidrogel a etapa posterior ao
intumescimento é a desintegracdo e/ou dissolucdo se a cadeia polimérica ou ligacoes
cruzadas sdo degradaveis. Hidrogéis biodegradaveis sdo vantajosos em aplicacOes tais
como engenharia tecidual, cicatrizacdo de feridas e liberacdo de farmacos. As ligacdes
instaveis podem ser quebradas sob condigdes fisioldgicas, via enzimatica ou quimica, na
maior parte dos casos, por hidrélise* .

Biocompatibilidade é a terceira propriedade mais importante exigida pelos
hidrogéis. Biocompatibilidade é definida como a compatibilidade com o sistema imune
do hidrogel e seus produtos de degradacdo formados, os que também ndo devem ser
toxicos. Idealmente, devem ser metabolizados em produtos inofensivos ou podem ser
excretados pelo processo de filtracdo renal*®. Geralmente, hidrogéis possuem uma boa
biocompatibilidade devido a sua superficie hidrofilica apresentar uma baixa energia
livre interfacial quando em contato com fluidos corporais, 0 que resulta em uma baixa
adesdo de proteinas e células nessas superficies. Além disso, a natureza viscoelastica

dos hidrogéis minimiza a irritacio com o tecido envolvente®® %,

3.1.5 Caracterizacdo de Hidrogéis

- Caracterizagdo Estrutural: a estrutura quimica dos hidrogéis pode ser elucidada
através de técnicas analiticas, tais como Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN-'H)®.  Geralmente FTIR é utilizada para investigar 0 arranjo estrutural no
hidrogel em comparagdo com os materiais de partida®. A técnica de RMN é utilizada
para controlar e/ou identificar o grau dos processos de polimerizacdo/copolimerizacdo®
% ou enxerto®® %,

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) pode ser utilizada para fornecer
informacdes sobre a topografia da superficie da amostra, sua composicdo e outras
propriedades, tais como a condutividade elétrica e presenca ou ndo de poros. MEV ¢é
uma técnica amplamente usada para capturar a caracteristica de estrutura em rede
presente nos hidrogéis** %% %,

- Intumescimento: uma vez que os valores de massa, volume e dimensdo dos hidrogéis
mudam durante o processo de intumescimento, qualquer um destes fatores pode ser
utilizado para caracterizar o comportamento de intumescimento de hidrogeéis. O método
mais utilizado é a propor¢do de massa-intumescimento, que pode ser expressa em

unidade de massa ou em percentagem, como mostrado abaixo®®.
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_ (mg—mg)

Qe=—_— (9/9)  Equacio?2
d

Q: = (st Ma) x 100 (%)  Equacdo 3

mq

Onde, Q; ¢ o intumescimento no tempo “t”, mg € @ massa do hidrogel intumescido no

tempo “t” e mqg € a massa do hidrogel seco.

Quando mg >>my a raz8o massa-intumescimento é simplificada e expressa pela

Equacéo 4.
Qi = — Equacéo 4

- Massa molecular entre reticulagbes (Mc): a teoria de Flory-Rehner leva a uma
expressdo para a massa molecular entre ligacGes cruzadas se o hidrogel é preparado na
auséncia de um solvente. Peppas e Merrill modificaram esta teoria para hidrogéis

preparados na presenca de um solvente (Equacéo 5)** .

v
1 2 V1 [ln(l—v2'5)+ Uy st X1 1722,5] )
YT 1 Equacéo 5
¢ n V2,5s\3_ V2s
Var V2 r 2v2 r

Onde, M, é a massa molecular média do polimero de origem, V; é o volume molar da
agua, 7 € o volume especifico da agua e y ¢ o parametro de interagdo polimero-solvente.
Os termos v, - € v, ¢ denotam a fracdo de volume do polimero “relaxada” e totalmente
intumescido, respectivamente®®.

O estado de relaxamento se refere ao estado do polimero, imediatamente apos a
reticulagdo, mas antes de qualquer intumescimento adicional ocorrer. Se o gel é
preparado na auséncia de um solvente, a fragdo em volume do polimero no estado
relaxado se torna um (v,, = 1) 0 que provoca a mudanca da equagdo 5 para a equagao

da teoria de Flory-Rehner (Equacdo 6)".
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0
1 2 V1 [ln(l—vz,s)"' Vast X1 Uzz,s]
—_ = Equacao 6
Me Mn v'/3 2,5~ vi_s R

A fragdo no estado intumescido, v, ; , em ambas as equacdes refere-se a fragdo

em volume do polimero quando o hidrogel é totalmente intumescido na presenca de
4gua pura®®.
- Caracterizacdo Mecéanica e Reologica: para a maioria das aplicacbes o requisito
mais importante dos hidrogéis é o qudo bem um hidrogel pode manter a sua forma no
estado intumescido, o que é chamado de estabilidade em estado molhado. A reticulacéo
das cadeias do polimero é geralmente necessaria para melhorar as propriedades
mecanicas dos hidrogéis. Com o aumento na densidade de ligacbes cruzadas, as
propriedades mecanicas sé&o aumentadas™.

Hidrogéis tais como os polimeros sdo materiais viscoelasticos. Portanto, eles
apresentam componentes elastico e viscoso. Estes dois sdo caracterizados pelos
maodulos de armazenamento e de perda, respectivamente. As propriedades viscoelasticas
dos hidrogéis intumescidos podem ser medidas por um reémetro®®. Assim como as
propriedades mecanicas as propriedades reoldgicas sao muito dependentes dos tipos de
estrutura (associacdo, entrelagcamentos, ligacdes cruzadas) presentes no sistema e analise
dos modulos permite distinguir entre solugdes poliméricas concentradas e géis.

No caso de uma solucdo concentrada em baixas frequéncias, a solucdo apresenta
comportamento viscoso (G”>G’), enquanto que em altas frequéncias um
comportamento eldstico (G’>G”) ¢ observado. A transicdo entre o comportamento
viscoso e elastico é indicado pelo ponto de cruzamento entre as curvas de G” ¢ G” em
funcdo da frequéncia. Em baixas frequéncias as cadeias poliméricas sdo capazes de
recuperar a configuragdo de equilibrio através do movimento browniano dentro da
escala temporal do experimento e a solugdo se comporta como um liquido viscoso. Por
outro lado, em altas frequéncias, acima do ponto de cruzamento das curvas de G’ e G”
as cadeias ndo conseguem se separar durante o curto periodo de oscilacdo e, portanto, se
comportam como uma rede de ligagdes cruzadas em que a principal forma de acomodar

r

o estresse ¢ por deformacdo de rede e entdo o comportamento elastico (G’>G”) ¢é

observado™® %,
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3.2 POLI (ALCOOL VINILICO)

O poli (&lcool vinilico) também conhecido por alcool polivinilico possui uma
estrutura quimica relativamente simples com grupos hidroxila pendentes. A
polimerizacdo direta do alcool vinilico ndo é possivel devido a instabilidade do
mondmero, o qual se tautomeriza para a forma de acetaldeido. Portanto, 0 PVA é um
polimero sintético obtido por meio da polimerizacdo radicalar do mondémero de acetato
de vinila para poli acetato de vinila (PVAc), seguida pela hidrolise dos grupos acetato
para produzir a cadeia polimérica hidroxilada (Figura 22). A reacdo de hidrdlise ndo é
completa resultando em polimeros com certos graus de hidrolise dependendo da

extensdo da reacdo. Na esséncia, PVA é sempre um copolimero de PVA e PVAC®" %,

polimerizagao | hidrolise

H,C==CH ~{—CHZCH1— ‘(~CH2CH~]—[~CHZCH~]—
n | X | y
OH o)

C|> o

T:O c=—0 T:O

CHy CHs CHy
Acetato de vinila Poli acetato de vinila (PVAc) poli alcool vinilico (PVA)

Figura 22: ReacGes de obtencdo do poli (alcool) vinilico.

O PVA ¢ comercializado com altos graus de hidrélise (acima de 98,5%). O grau
de hidrolise, ou o contetdo de grupos acetato no polimero, tem um efeito global sobre
as propriedades quimicas, solubilidade e cristalinidade do PVA. A polimerizacdo para
obter o PVA resulta em uma distribuicdo de massa molecular bastante ampla. O indice
de polidispersdo de 2 a 2,5 é bastante comum em muitas classes comerciais. A
distribuicdo de massa molecular € uma importante caracteristica do PVA, pois afeta
muitas propriedades, incluindo cristalizac&o, adesdo, forca mecanica e difusibilidade®.

A solubilidade em agua, biodegradabilidade e biocompatibilidade fazem do PVA
um dos polimeros sintéticos mais interessantes®. A biodegradabilidade é um pré-
requisito chave de precursores de hidrogéis para aplicagdes biomédicas. A Figura 23
mostra os produtos resultantes da degradacdo por hidrdlise do PVA. Outro fator
interessante € a sua reatividade uma vez que os grupos hidroxilas permitem a

modificacdo estrutural do polimero™®.
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Figura 23: Reacdo de degradagdo do PVA'®,

3.2.1 Hidrogéis de Poli (alcool vinilico)

Devido a capacidade de formar hidrogéis através de reticulacdo fisica ou quimica
aliada as caracteristicas de ndo toxicidade, minima adesdo celular e absorcdo de
proteinas 0 PVA se tornou um polimero apropriado para fins biomédicos e
farmacoldgicos'®. O primeiro hidrogel a ser amplamente utilizado como um implante
biomédico foi o hidrogel de PVA reticulado com formaldeido®. Este material foi
inventado em 1949 e comercializado com o nome comercial Ivalon®. Comecando na
década de 1950, esse material foi estudado por quase todas as imaginaveis aplicacdes
biomédicas, incluindo: substituicdo de pele, substituicdo de cartilagem articular,
scaffolds para regeneracdo 0ssea, proteses vasculares, tratamento para a tuberculose e
como material embélico®.

53, 55, 100, 103

PVA tem sido utilizado em hidrogéis e redes semi-interpenetradas

(semi-IPN)*®* como sistema de liberacdo diferenciada em farmacos. Murphy et al.*®
sintetizaram hidrogéis de PVA/tetrahidroxiborato com finalidade de liberacdo de
boratos em Ulceras superficiais induzidas em ratos, com resultados positivos. Em
adicdo, o PVA mostra potenciais aplicacbes em substituicdo de tecidos macios,
cartilagem articular, cateteres, pele artificial, pancreas artificial e membranas de
hemodialise. Algumas aplicaces especificas serdo discutidas®® 1%,

Um dos primeiros trabalhos considerando o PVA como biomaterial foi realizado
por Peppas e Merrill'® X7 Ggis de PVA foram examinados para a sua utilizagdo em
aplicacbes onde a compatibilidade com o sangue era uma questdo importante. Baseado
nas informac@es destes trabalhos, hidrogéis de PVA foram investigados para a possivel
reconstrucéo de cordas vocais'®. Hidrogéis de PVA também foram considerados como
candidatos para aplicacdes como biomembranas em rins artificiais'® e em vélvulas
cardiacas™®.

Muitas pesquisas foram centradas em questdes de biocompatibilidade para
determinar com mais precisdo a utilizacdo de hidrogéis de PVA para aplicacOes
biomédicas ou farmacéuticas. A compatibilidade celular de hidrogéis de PVA
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funcionalizados com fibronectina para aplicacdo em enxerto vascular foi estudada por
Millon e co-autores® e os resultados mostram a aderéncia e disseminacdo das células
radiais arteriais e células endoteliais vasculares nas superficies dos hidrogéis de PVA
com fibronectina, enquanto que as células ndo aderiram no hidrogel de PVA néo
funcionalizado (controle). Gupta* preparou hidrogéis de PVA com ciclos de
congelamento/descongelamento a fim de tornar o PVA susceptivel a adeséo celular e
mostraram que alteragcdes nas propriedades mecénicas e de energia de superficie
influenciam na adesdo de células (fibroblasto dérmico humano e células epiteliais
oculares).

Hidrogéis de PVA com nanoparticulas de carbono aplicados em reparo de defeito
osteocondral foram estudados por Rodrigues**' e apresentaram crescimento 6sseo na

interface implante/tecido. Song e co-autores**?

também estudaram hidrogéis contendo
PVA em tecido dsseo. Eles prepararam hidrogéis compostos de poli (alcool vinilico),
hidroxiapatita e colageno tipo I. Os resultados mostraram que ocorreu a adesdo,
proliferacdo e diferenciacéo celular in vitro, assim os hidrogéis representam uma matriz
de revestimento de superficie de implante promissora para a melhoria da
osseointegracdo de implantes.

O PVA possui propriedades elésticas que podem ser benéficas para células
cultivadas, por exemplo, melhorar a transmisséo de estimulos mecénicos para induzir a

orientagdo celular*™®

. Assim como hidrogéis de poli (etileno glicol) (PEG), o PVA ¢
ndo-adesivo as células e proteinas, mas pode ser covalentemente modificado com
peptideos de adesédo celular. Esse assunto tem sido o foco de alguns estudos. Matsuda et
al.™* incorporaram peptideos GRGDSP em filmes de PVA e obtiveram uma melhor
aderéncia de células endoteliais bovinas sobre as superficies de PVA modificadas do
que em filmes de PVA.

Em outro exemplo, desta vez utilizando a sequéncia de peptideos de aderéncia
RGD, Schmedlen et al*®. alteraram hidrogéis de PVA com RGDS para suporte em
adesdo e propagacdo de fibroblastos dérmicos humanos. A viabilidade celular foi
mantida homogeneamente por todo o gel durante 2 semanas em cultura. O grau de
proliferacdo e adesdo foi dependente da dose e aumentou com concentragfes superiores
de RGDS. Kawase et al'*®. imobilizaram glicil-L-histidil-L-lisina (GHK) em superficies
derivadas de PVA para utilizacdo como substratos para a cultura de hepatdcitos. A
agregacdo das células iniciou-se ap6s 24 horas e esferdides multicelulares se

desenvolveram durante o periodo de incubacdo de 5 dias.
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3.3 INTERACAO BIOMATERIAL E MEIO BIOLOGICO

3.3.1 Matriz Extracelular (MEC)

Nos ultimos anos o conceito de biomateriais foi ampliado. Defende-se a ideia de
que substratos implantados ndo devem apenas fornecer suporte estrutural para os tecidos
danificados, mas também interagir com esses e idealmente promover a sua regeneracao.
O que se pensava anteriormente é que 0s materiais deveriam apresentar uma superficie
relativamente inerte a fim de minimizar respostas imunes e fibroticas. No entanto, uma
série de evidéncias sugere que materiais biomiméticos muitas vezes apresentam melhor
desempenho mesmo que 0s mecanismos que regulam as respostas de tecido para estes
materiais ndo sejam bem compreendidos. Esta evolugdo no pensamento tem solicitado
um esforco crescente para modificar superficies sintéticas com elementos bioldgicos
para promover a integracdo com os tecidos circundantes, ou, alternativamente, para
projetar substratos diretamente de moléculas bioldgicas™® '’

A interface entre o contato da célula e o biomaterial é a matriz extracelular. A
MEC ndo é um meio inerte, ela € 0o meio natural em que as células proliferam,
diferenciam e migram e, portanto, é de grande importancia para a regeneracdo de
tecidos™®. Em condicdes fisiolégicas a composicéo da MEC deriva da homeostase, um
balanco dindmico de regeneracdo, diferenciacdo e morte celular programada (apoptose),
que remodela continuamente a MEC através de sintese e degradacdo de proteinas™®.
Dentre os constituintes da MEC podem ser citados diferentes tipos de macromoléculas
(proteoglicanas e glicosaminoglicanas), proteinas fibrosas como colageno e elastina,
ambas com funcBes estruturais, além de glicoproteinas adesivas como laminina,
tenacina e fibronectina'®.

A aderéncia das células as proteinas da MEC se d& através da acdo de proteinas
de ligagdo transmembranar chamada de moléculas de adeséo. As moléculas de adeséo
celular constituem um grupo heterogéneo de receptores de superficie celular
importantes no desenvolvimento de diversos processos fisiologicos e patoldgicos, tais
como: divisdo, migracéo e diferenciacdo das células. As moléculas de adesdo celular séo
classificadas em varios grupos, entre os quais estdo as caderinas, as imunoglobulinas, as
selectinas e as integrinas, entre outras***.

Existem varias interacdes moleculares que podem mediar a ligacdo de células, no
entanto, grande parte das pesquisas nesta area tem-se centrado na utilizacdo de

peptideos adesivos que se dedicam e ativam as integrinas na superficie das células,
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dentre os quais a sequéncia peptidica Arg-Gly-Asp (RGD)™.

Um esquema para
representar a adesdo entre a célula e o polimero funcionalizado com RGD esta ilustrado

na Figura 24.

célula MEC
polimero 3 \Sj/ i /
. = integrinas
\/// - 5 - i
A B

ja. Tt ]
RGD ||
\ ]

Figura 24: Representacdo esquematica da adesao entre o polimero funcionalizado com

RGD e a MEC, mediada pelas integrinas. Em B ndo ocorre adesé&o.

3.3.2 Sequéncia Peptidica RGD

Nas ultimas décadas, os cientistas das areas de ciéncia dos materiais, engenharia
de superficies, quimica, fisica, biologia, bioguimica e medicina funcionalizaram
polimeros a fim de obter interacdes de superficie celular especificas. No inicio estes
materiais foram revestidos com proteinas de adesdo celular como fibronectina, colageno
ou laminina. O uso de proteinas, no entanto, tem algumas desvantagens na visdo de
aplicacBes médicas. A maior parte das desvantagens das proteinas pode ser superada por
pequenos peptideos imobilizados que apresentam fungo de reconhecimento celular'?.

Os peptideos exibem maior estabilidade para condi¢cbes de esterilizagdo,
tratamento térmico e variacdo de pH (por exemplo, comparado com a fibronectina), de
armazenamento e mudanca conformacional, além de melhor custo-beneficio™* %,
Devido aos peptideos serem moléculas menores, a superficie € funcionalizada com
maior densidade e, além disso, as proteinas da MEC normalmente contém muitas
fungdes de reconhecimento de células diferentes, enquanto que peptideos representam
apenas um unico motivo. Por isso, eles podem tratar seletivamente um tipo particular de
receptores de adesdo celular'?.

A sequéncia RGD foi identificada por Pierschbacher e Ruoslahti*! como a
sequéncia peptidica minima necessaria para a adesdo nas integrinas da MEC.

Pierschbacher citou a sequéncia RDGS como sendo um fator de reconhecimento celular
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determinante comum a varias proteinas. Desde entdo inumeros polimeros, em especial
hidrogéis’ foram funcionalizados com RGD para aplicacdes biomédicas. Segundo
Hersel'® n&o ha regras e nunca houve um desenvolvimento a respeito de quais
peptideos RGD sdo usados para promover a adesdo celular. Um grande numero de
diferentes peptideos RGD sdo combinados com diferentes polimeros e linhas de células.
Existem apenas alguns exemplos na literatura que realizam uma comparacao
quantitativa sistemética de diferentes peptideos RGD.

Hirano et al.'®" testaram as atividades de ligacdo de células de RGD, RGDS (a
partir de fibronectina), RGDV (a partir de vitronectina) e RGDT (a partir de colageno)
para diferentes linhas de células. Os tetrapeptideos mostraram um aumento distinto na
fixacdo de células em comparacdo com a sequéncia tripeptidica. Curiosamente nao
houve diferenca significativa na atividade de ligacdo celular dos diferentes
tetrapeptideos em relacéo as diferentes linhas de células.

A ligacdo estavel de peptideos RGD em uma superficie é essencial para
promover uma forte adesdo celular. Existem duas formas de ligacdo, via métodos fisicos
ou métodos quimicos. Os métodos fisicos de incorporacdo de RGD envolvem a
deposicdo, adsorcdo ou precipitacdo sobre ou dentro de um material solido. O peptideo
ndo esta covalentemente ligado ao material, 0 que proporciona as propriedades de massa

do sistema'?®

. Os métodos quimicos envolvem a formacédo de ligacOes covalentes entre
0 peptideo e o substrato.

Todos os métodos quimicos de modificacdo exigem a presenca de grupos
funcionais no material ao qual o peptideo pode se ligar, através de um reagente de
acoplamento ou um agente de reticulagdo. Os grupos funcionais que podem ser
utilizados incluem acidos carboxilicos, aminas, aldeidos, alcoois e tidis*?. Os reagentes
de acoplamento s&o utilizados para ativar os grupos funcionais ou do material ou do
peptideo e mediar a formacdo da ligacdo. A formacdo da ligacdo pode ser conseguida
em sintese de uma Unica etapa, onde o reagente de acoplamento e o peptideo séo
adicionados simultaneamente ou em sintese de duas etapas em que um grupo ativado
semi-estavel é formado na primeira etapa, e o peptideo ou o polimero é adicionado na
segunda etapa.

Na maioria dos casos os peptideos RGD séo ligados a polimeros através de uma
ligacdo amida covalente estavel e a reacdo ocorre entre um grupo acido carboxilico
ativado com um nitrogénio nucleofilico terminal através de uma reacdo de substituicéo

nucleofilica. Grupos carboxilicos podem ser ativados através dos seguintes reagentes de
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acoplamento: hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida (EDC),
diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) ou carbonil diimidazola (CDI)**. Dois desafios
podem surgir por este método de ativacdo: primeiramente, hd mais grupos funcionais
reativos no peptideo RGD (grupos carboxilas no carbono terminal e na cadeia lateral do
acido aspartico e o grupo guanidino nucleofilico da cadeia lateral da arginina — Figura
25) e em segundo lugar o reagente de acoplamento e os grupos carboxila ativados
podem ser desativados rapidamente, por hidrélise™®.

HN NH,
HN
OH
0 0]
N \)L
N
H,N N -
o)
arginina glicina aspartato
R G D

Figura 25: Estrutura molecular do peptideo RGD. Em vermelho o grupo amina
terminal, em azul o grupo guanidino, em rosa o grupo carboxila lateral e em verde o

grupo carboxila terminal.

Uma possibilidade para superar este problema é proteger as cadeias laterais dos
peptideos com grupos protetores e a utilizacdo de outros solventes que ndo a agua (por
exemplo, dimetilformamida, diclorometano ou acetona)'?®. Por este método, peptideos

RGD protegidos foram ligados com sucesso em polimeros*® 3.

Uma grande
desvantagem dessa estratégia € a necessidade de condigcdes severas para remover 0s
grupos protetores. Alternativamente, o acoplamento de peptideos RGD desprotegidos
em meio aquoso é possivel adicionando N-hidroxisuccinimida (NHS) ou sulfo N-
hidroxisuccinimida (sulfo-NHS) & mistura reacional para aumentar a eficiéncia do
acoplamento mediado pelo EDC proporcionando um intermediario que ndo €

susceptivel a hidrélise'®® ' (Figura 26).
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Figura 26: Reacdo do peptideo RGD com polimeros contendo: (a) grupos carboxila e

(b) grupos amina. Em ambas as reac¢fes os grupos acidos sdo pré-ativados com EDC e

NHS para gerar um éster estavel. Figura adaptada®®.

O consumo de prétons nessa reacdo requer um tampdo para manter a acidez da
solucdo. Porém, o tampdo ndo pode ter acidos carboxilicos, pois estes reagiriam com o
intermediario estavel que ndo é susceptivel a hidrélise (O-acilisouréia). O composto
acido 2-morfolinoetanosulfénico (tampdo MES) é frequentemente usado como um
tamp&o em reacOes que utilizam a quimica da carbodiimida porque ndo contém &cidos

carboxilicos'?.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental esta descrita de acordo com o método de reticulagédo

utilizado para a obtengdo dos hidrogéis.

4.1 MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais:
poli(alcool vinilico), metacrilato de 2-isocianato de etila, 2-6-di-tert-butil-4-metilfenol,
4.,4-dietoxibutilamina, 2-hidroxi-4’-(2-hidroxietoxi)-2-metilpropilfenona, acido 2-
morfolinoetanosulfénico, sulfo N-hidroxisuccinimida, hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida, arg-gli-asp-ser, cloreto de soédio, fosfato de
sodio e acido butano 1,2,3,4,-tetracarboxilico que foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Acetona, acido sulfurico, hidroxido de amonio, dimetilsulfoxido e nitrato de
prata foram adquiridos da empresa Synth e acido citrico foi adquirido da empresa
Nuclear. Membranas de dialise com massa molecular de corte (MWCO) de 2000 Da

foram adquiridas da empresa MilliPore.

4.2 METODOS
4.2.1 Hidrogéis Fotoreticulados

A reticulacdo fotoquimica foi o método escolhido devido a auséncia de
compostos reticulantes que pudessem causar toxicidade para o material (meio)
biolégico. Todos os reagentes utilizados foram escolhidos de forma a minimizar ao
méaximo a toxicidade do hidrogel final.

A fim de facilitar a compreensdao das siglas utilizadas € apresentado um
diagrama (Figura 27) das etapas da sintese dos hidrogéis fotoreticulados e a respectiva
nomenclatura dos produtos obtidos em cada etapa.
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Figura 27: Identificagdo dos produtos obtidos nas reacdes de modificacdo,
fotoreticulagéo e funcionalizagéo do PVA.

4.2.1.1 Introducdo de Grupos Metacriloila ao PVA (Reacdo de Modificacdo 1)

Para obtencdo dos hidrogéis funcionalizados, o PVA foi modificado
primeiramente pela reacdo com metacrilato de 2-isocianato de etila (2-ICEMA),
utilizando dimetilsulféxido (DMSQO) como solvente na proporcdo de 20%
massa/volume (m/v) em relacdo ao PVA. Foi adicionado 1% m/m de 2-6-di-tert-butil-
4-metilfenol (DTBMP) para inibir a polimerizacdo de metacrilatos e a solucdo foi
purgada com argénio durante 30 min. Apoés, percentagens molares (1, 2, 5 e 10%) de 2-
ICEMA em relagdo aos grupos hidroxilas do PVA foram adicionados gota a gota e a
reacdo foi mantida a 60°C durante 4h com agitacdo magnética constante'®? (Figura 28).

O gel formado foi precipitado em acetona e seco em estufa a vacuo.
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Figura 28: Reagdo de obtencdo do PVA modificado com grupo metacriloila.

4.2.1.2 Introducdo de Grupos Amina ao PVA (Reacdo de Modificacéo 2)

A segunda modificacdo na cadeia polimérica do PVA foi obtida através da
reacdo em solucdo aquosa (12% m/v) dos PVAs modificados com grupo metacriloila
(PVA/A1-A10) com 4,4-dietoxibutilamina (4-ABA), sob agitacdo magnética na
temperatura de 40°C durante 30min. Utilizou-se 10% em mol de 4-ABA em relacdo aos
grupos hidroxilas do PVA e o pH do meio reacional foi ajustado para 1 com solucdo de
HCI 6 mol-L™. Transcorrido o tempo de 30min, elevou-se o pH até 8 com solucéo de
NH,OH 20% e a mistura reacional foi transferida para membranas de diéalise (MWCO
2000). O controle da dialise foi realizado através de teste de deteccdo de ions cloreto
com solugdo de nitrato de prata 0,2 mol-L™. Apés a agua utilizada na diélise apresentar
resultado negativo no teste de fon cloreto, a solucéo foi liofilizada™** *** (Figura 29). Ao
final desta reacdo, tem-se 0 PVA modificado com grupos metacriloila e amina conforme

a Figura 29.
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Figura 29: Reacdo de obtencdo do PVA modificado com grupos amina.

4.2.1.3 Sintese dos Hidrogéis Fotoreticulados

1a)
(2A)
(5A)
(10A)

Hidrogéis foram obtidos a partir de solu¢do aquosa a 1%, 2% e 3% m/v dos

PVAs modificados com grupo amina (1A, 2A, 5A e 10A) na forma cilindrica com

didametros de aproximadamente 3 cm. Apods diversos testes preliminares, foi escolhida a

melhor condicdo para a reacdo de fotoreticulacdo. Foi adicionado 1% m/v de

fotoiniciador (Irgacure 2959) e a solucdo foi exposta durante 15 s em lampada de

Xendnio com poténcia de 300W e intensidade de 100mW/cm? (Figura 30).
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Figura 30: Reacdo de obtencao dos hidrogéis fotoreticulados.

4.2.1.4 Funcionalizacdo dos Hidrogéis Fotoreticulados

Os hidrogéis fotoreticulados foram entdo funcionalizados com a sequéncia
peptidica arginina-glicina-acido aspartico-serina (RGDS) via reacdo com carbodiimida.
A primeira etapa € a ativacdo dos grupos acidos do RGDS, que ocorre através da reacdo
entre o hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida (EDC) e o sulfo
N-hidroxisuccinimida (sulfo-NHS) utilizando o acido 2-morfolinoetanosulfénico (MES)
como tampéo. Foi utilizado 2mM de sulfo-NHS e 5mM de EDC em 50mM de MES
(pH 6, 0,5M NacCl), o periodo de ativacao foi de 1h em temperatura ambiente.

A segunda etapa é a incorporacdo da sequéncia RGDS ao hidrogel. No meio
reacional contendo EDC e sulfo-NHS foi adicionado 2,6uM de RGDS ¢ logo apds o
hidrogel. O sistema foi mantido na temperatura de 4°C durante 12h com agitacdo

magnética constante™* *** (Figura 31).
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Figura 31: Reacdo de obtencdo dos hidrogéis fotoreticulados funcionalizados com

RGDS.

4.3.1 Hidrogéis Quimicamente Reticulados

A fim de obter hidrogéis reticulados por método diferente do fotoquimico optou-

se pela reticulacdo através de agentes quimicos ndo citotéxicos, neste caso escolheu-

os poliacidos &cido citrico e o acido butano 1,2,3,4,-tetracarboxilico.

Se

A fim de facilitar a compreensdao das siglas utilizadas € apresentado um

diagrama (Figura 32) das etapas da sintese dos hidrogéis quimicamente reticulados e a

respectiva nomenclatura dos produtos obtidos em cada etapa.
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Figura 32: Identificacdo dos produtos obtidos na reacdo de modificacdo, reticulacéo

quimica e funcionalizacéo do PVA.

4.3.1.1 Reacdo de Modificacédo do PVA

Os polimeros reticulados por métodos quimicos foram primeiramente
modificados com grupos amina para permitir a posterior incorporacdo com o
tetrapeptideo RGDS. Assim, utilizou-se nessa etapa do trabalho a mesma metodologia

empregada no item 4.2.1.2. A Figura 33 ilustra a reacdo envolvida.

pH=1
SR —
40°C/30min m

OH OH OH oH OH OH o o
PVA PVA-a
+
o/\CH3
HN
’ o/\cn3
4-ABA

Figura 33: Reacdo de obtencdo do PVA modificado com grupos amina.

4.3.1.2 Sintese dos hidrogéis: reticulacdo com acido citrico

As proporcdes dos reagentes, concentracdo do catalisador, tempo e temperatura
da reacdo foram escolhidas apos repeticdes e adaptacdes da sintese de PVA reticulado
com &cido adipico e &cido citrico de Pereira (1995)**.

Para promover a reticulagédo do PVA-, foi empregada a solucgdo aquosa a 5% m/v
contendo 2% de &cido citrico e 2% de solugéo de HCI 0,1mol-L™ como catalisador. O
tempo de reacdo foi de 10 min na temperatura de 40°C com agitacdo magnética

constante. Em seguida, a solucéo foi vertida em placa de petri e colocada na capela para
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evaporacdo do solvente, nesta etapa a reacdo de esterificacdo do PVA com o agente

reticulante foi completada (Figura 34).
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OH COOH o
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OH \oO 0/n OH OH OH o
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o )\/EI

Figura 34: Reagdo de obtencdo dos hidrogéis reticulados com &cido citrico.

4.3.1.3 Sintese dos hidrogéis: reticulacdo com acido butano 1,2,3,4,-tetracarboxilico
A reticulacdo do PVA-AM com acido butano 1,2,3,4,-tetracarboxilico (BTCA)
foi realizada utilizando a mesma metodologia empregada no item 4.3.1.2 (Figura 35).

HOOC

[H']
+ —_—
HOOC 40°C
OH

COOH O
PVA-a

COOH ()

BTCA I:I \)\O Y )\/D

-0y ™ 0
OH OYO n OH OH OH

Figura 35: Reacdo de obtencdo dos hidrogéis reticulados com BTCA.

4.3.1.4 Funcionalizagcdo com RGDS dos hidrogéis reticulados quimicamente

Os hidrogéis reticulados quimicamente com &cido citrico e BTCA foram
funcionalizados com RGDS via reagdo com carbodiimida utilizando a mesma
metodologia empregada no item 4.2.1.4.

A reacgdo encontra-se ilustrada nas Figuras 36 e 37 tanto para o hidrogel
reticulado com 4&cido citrico, quanto para o hidrogel reticulado com BTCA,

respectivamente.
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Figura 36: Reacdo de obtencdo dos hidrogéis reticulados com 4&cido citrico

funcionalizados com RGDS.
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Figura 37: Reacdo de obtencdo dos hidrogéis reticulados com BTCA funcionalizados
com RGDS.
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4.4 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS DE PVA MODIFICADOS E
FUNCIONALIZADOS

Todas as técnicas de caracterizagdo e foram realizadas na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, com excecdo dos experimentos de reologia, que foram realizadas no
Laboratorio de Quimica de Carboidratos Vegetais do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, na Universidade Federal do Parana.

Abaixo, fluxogramas sdo apresentados para ilustrar a sequéncia das analises
utilizadas para caracterizacdo dos hidrogéis modificados e funcionalizados. As
caracterizacdes dos hidrogéis obtidos pelo método fotoquimico estdo esquematizadas na
Figura 38 e as caracterizacfes dos hidrogéis obtidos por reticulantes quimicos estdo
esquematizadas na Figura 39.

—/

[ Hidrogéis Fotoreticulados Funcionalizados

[ Reacoes de Modificagdo no PVA ]

Modificacéo 1 I _-
[ Introducéo de grupos metacriloila

[ Modificacéo 2 -
Introducdo de grupos amina

! RMN-H

[ Fotoreticulacédo -
Formacéo do Hidrogel -

RMN-1H

L =)

—()

Funcionalizagédo
Incorporacédo de RGDS
DSC

Figura 38: Analises utilizadas para caracterizar os hidrogeis fotoreticulados.
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Figura 39: Andlises utilizadas para caracterizar os hidrogéis reticulados quimicamente.

4.4.1 Espectroscopia de Absorc¢éo na Regido do Infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR-ATR)

Para a realizacdo destas analises foi utilizado o equipamento marca Varian. As
medidas foram realizadas na faixa de 4.000 a 400 cm™ com resolugdo de 4 cm™ e 40

varreduras no modo de reflectancia Total Atenuada (ATR).

4.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H)
As analises de RMN-'H foram realizadas utilizando o equipamento marca

Varian. Os espectros foram obtidos a 400MHz e o solvente utilizado foi agua deuterada.

4.4.3 Analise Hierarquica por Agrupamentos (HCA)

Os dados de FT-IR das amostras 1B, 2B, 10B, 1C, 2C e 10C foram analisados
através da técnica quimiométrica Analise Hierarquica por Agrupamentos (do inglés
hierarchical cluster analysis). O software utilizado foi o0 Matlab 7.11 (MathWorks Inc.,
Natick, MA), rotina do PLS Toolbox 6.2.1 (Eigenvector Research Inc.).
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4.4.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As medidas de Calorimetria Exploratéria Diferencial foram realizadas em um
equipamento DSC Q2000 TA Instruments, utilizando atmosfera de nitrogénio. Para a
realizacdo das andlises foram utilizadas em torno de 7,0 £ 0,3 mg. As amostras foram
aquecidas da temperatura ambiente até 150°C, com isoterma de cinco minutos. As
amostras foram entdo resfriadas até 0°C e aquecidas novamente até 250°C. As analises

foram conduzidas a uma taxa de aquecimento de 10°C min™.

4.4.5 Estudo Reologico

As medidas reoldgicas sob cisalhamento oscilatorio foram obtidas utilizando o
equipamento Themo Scientific - Reoterm, modelo Haake Mars - Modular Advanced
Rheometer System. A geometria utilizada foi de placas paralelas com espagcamento
entre as placas (GAP) de 0,8 mm. Todas as medidas foram realizadas na temperatura de
36,5°C no modo tensdo controlada. Primeiramente, foi realizada uma varredura de
tensdo a fim de escolher a regido de viscoelasticidade linear, nessa regido ambos os

modulos (G’ e G*’) sdo independentes da tensdo aplicada.

4.4.6 Teste de Intumescimento
Os testes de intumescimento foram realizados a 36°C e o solvente utilizado foi
agua deionizada (pH 6). As amostras secas e previamente pesadas (10 mg) foram
imersas em agua e em intervalos pré-definidos (0,25; 0,75; 1,25; 1,75; 18; 24 e 48
horas) as amostras foram removidas e secas com auxilio de papel filtro para remover o
excesso de agua superficial e pesadas em balanca analitica.
O grau de intumescimento, expresso em porcentagem, foi calculado conforme a
equacéo 7%.
Mi— Mo

x 100 Equacdo 7

0
Onde M; representa a massa da amostra intumescida no tempo t e Mg a massa

inicial da amostra seca.

4.4.7 Citotoxicidade e Adesdo Celular
Para realizacdo de ensaio visual de citotoxicidade foi utilizado células frescas
cumulus oophorus extraidos de complexos de cumulus oophorus (CCOs) de ovarios

bovinos captados em matadouros comerciais.
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Os hidrogéis foram colocados em placa de quatro po¢os (Nunc™) e cobertas
com 0 meio TCM199. Células cumulus oophorus foram mecanicamente isoladas de
COCs e colocadas sobre a superficie dos hidrogéis. Cultivou-se a 38,5°C durante 48 h,
em atmosfera de CO, a 5%. Apo6s a cultura, as células de cumulus e os hidrogéis foram
fixados com 4% paraformaldeido durante 5 min a temperatura ambiente.

Os hidrogéis foram corados com soluc¢bes de hematoxilina e eosina durante 5
minutos em cada solugdo. A analise visual da viabilidade celular foi realizada em um

microscopio optico Olympus BX41.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor visualizagdo e entendimento, as secGes a seguir foram divididas

conforme o método de reticulacdo empregado para a obtencdo dos hidrogéis.

5.1 HIDROGEIS FOTORETICULADOS
5.1.1 Sintese e Caracterizacdo Espectroscopica
5.1.1.1 PVA modificado com grupos metacriloila

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada para caracterizar o
polimero puro (PVA), o reagente responsavel pela modificacdo (2-ICEMA) e os
materiais obtidos (1, 2, 5, 10). Em particular, FTIR foi utilizado para identificar se
ocorreram mudancas nos grupos funcionais caracteristicos dos materiais obtidos, em
comparacao aos grupos funcionais caracteristicos dos compostos de partida, avaliando
assim a eficiéncia da reacéo utilizada para a modificacdo do PVA.

Na Tabela 1 estdo listadas as principais bandas presentes no espectro de FTIR do

poli (alcool vinilico).

Tabela 1: Relacdo das bandas do PVA obtidas por espectrofotometria no

infravermelho.

Grupo caracteristico Numero de onda | Referéncia
(cm™)
\Y O-H_ da Il_gagao de hidrogénio 3500 - 3200 136
intra/intermolecular

v C-H de alcanos 3000 - 2900 136

8 C=0 de éster 1650 48, 137

v C-O de éster 1320 48, 137
& C-H de CH,4 1440 136
v C-O de alcool 1020 136

Um espectro tipico do PVA ¢é observado na Figura 40, mostrando a banda larga
entre 3500-3200 cm™ que esta relacionada com o estiramento O-H das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares, e as bandas em 1650 cm™ e 1320 cm™,
atribuidas aos estiramentos C=0 e C-O dos grupos acetatos remanescentes do PVA,
respectivamente. Ainda na Figura 40 os espectros do PVA, 2-ICEMA e um dos

produtos obtidos (10) sdo apresentados. Os espectros das amostras 1, 2, 5 e 10 sdo
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sobreponiveis, entdo sera apresentado somente o espectro da amostra 10, a titulo
representativo. Os outros espectros se encontram no Anexo. A banda existente no 2-

ICEMA em 2250 cm™ referente ao grupo isocianato’®

tem a sua intensidade bastante
reduzida, quase inexistente, nos polimeros modificados obtidos, confirmando assim a

introducao de grupamentos metacriloila na cadeia polimérica do PVA.
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Figura 40: Espectros na regido do infravermelho para: (a) PVA, (b) polimero

modificado obtido (10) e (c) reagente de modificacdo (2-ICEMA).

A extensdo da reacdo pode ser vista pela diminuicdo da intensidade da banda
referente a0 OH do PVA, em comparacdo aos polimeros modificados obtidos,
conforme mostra os espectros de FTIR em absorbancia da Figura 41. Pela anélise da
Figura 41 observa-se que conforme aumenta o teor do reagente 2-ICEMA (1, 2, 5 e
10%) utilizado nas reacOes de modificacdo 1, a banda referente ao grupo hidroxila nos

materiais obtidos (1, 2, 5 e 10) apresenta menor intensidade de absorbancia.
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Figura 41: (a) Espectros na regido entre 3800-2900 cm™ no infravermelho, em
absorbancia, para o polimero puro (PVA) e os polimeros modificados obtidos (1, 2, 5 e

10) e em (b) ampliagdo da regi&o entre 3700-3000 cm™ para os polimeros modificados
obtidos (1, 2, 5 e 10).

A confirmacdo da introducdo dos grupos metacriloila na cadeia do PVA é dada
pelo espectro de RMN-'H (Figura 42) da amostra 10. Os espectros das outras amostras
estdo dispostos em Anexo. Ha dois picos distintos na regido de ligacdo dupla (5,6 € 6
ppm), 0s quais estdo correlacionados com os hidrogénios H; e H, do reagente 2-
ICEMA 132139 o que confirmam a modificacdo realizada na reacdo 1. O sinal entre
3,5-4 ppm é referente ao H do PVA assinalado (H*). Os demais sinais sao referentes aos

hidrogénios que no estdo assinalados® .
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Figura 42: Espectro de RMN-"H do polimero modificado 10 em D-0.

O grau de substituicdo da reacdo 1 (GS;) foi calculado a partir dos espectros de
RMN-'H. Onde a razdo entre a média aritmética das areas dos hidrogénios vinilicos (H;
e H,) dos grupos metacriloila e a area total, dada pela soma da média das areas dos

hidrogénios H; e H, e dos hidrogénios hidroxilicos (H*) (Equacéo 8)**°.

(A(H1)+A(Hz) /)
GS;= [(A(H1)+A(H2)/2)+A(H*)

X 100] Equacéo 8

O ntmero de reticulaces por cadeia do polimero foi calculado através da Equacdo 9%.

Onde MM é a massa molecular e UR representa a unidade repetitiva do polimero.

MMpoll'mero)
MMyr

Reticulacdo por cadeia = GS; ( Equacédo 9

O grau de substituicdo (GS;) para cada polimero modificado obtido esta listado

na Tabela 2, juntamente com o nimero de reticula¢fes por cadeia.
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Tabela 2: Grau de substituicdo para a reacdo de modificacdo 1 do PVA e nimero de

reticulagfes por cadeia para os polimeros modificados 1, 2, 5 e 10.

Polimero GStedrico | GS; | Reticulacbes
Modificado (%) (%) por cadeia
1 1 1,9 4.5
2 2 3,5 8,3
5 5 4,3 10,2
10 10 9,1 21,6

Verifica-se que, nas propor¢des de reagentes em que a reacao 1 foi realizada, a
modificacdo ocorreu com alto grau de substituicdo, sendo assim satisfatoria. Stephanie
J. Bryant e colaboradores® utilizaram o 2-ICEMA para introduzir grupos
fotopolimerizaveis no hidrogel de poli (alcool vinilico)/sulfato de condroitina e
obtiveram eficiéncia de 80-100%.

Joydip Kundu e colaboradores®™ modificaram o hidrogel de poli (&lcool
vinilico)/fibroina de seda e também obtiveram um rendimento alto na reagdo utilizando
0 2-ICEMA. Além do alto rendimento a reacdo se processa em meio homogéneo,
condices suaves e tempo relativamente curto, algo que outras rotas de modificacdo® *
1 ngo oferecem.

O namero de reticulagbes por cadeia obedeceu ao esperado, ou seja, aumentou
conforme aumentou o grau de substituicdo (GS;). Além disso, observa-se que quanto
maior a quantidade de grupos metacriloila adicionada ao PVA, mais reticulada sera a
estrutura do hidrogel resultante. Igualmente, o valor encontrado para o nimero de
reticulagdes por cadeia do polimero modificado 1 corrobora com o valor encontrado no
trabalho de Kundu®, onde foram obtidas 4 reticulagOes por cadeia para o teor de 1% de

funcionalizagédo do PVA.

5.1.1.2 PVA modificado com grupos amina

Apods a liofilizacdo, os polimeros modificados com grupos amina foram
caracterizados por espectroscopias de FTIR e de RMN-H. O espectro no infravermelho
para a amostra 10A é apresentado na Figura 43, os espectros das outras amostras estéo
dispostos em anexo. E possivel observar alteracdo na banda presente em 1250 cm™
quando comparado com o polimero modificado obtido na primeira reacdo de
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modificacdo do PVA (Figura 40). Essa alteracdo (banda mais intensa) pode ser atribuida
a formagdo de ligagdo acetal (éter ciclico)**® 2. Qutra alteracio associada & formagao
da ligagdo acetal é observada na banda de estiramento C-O*°, presente em 1020 cm™,
que passa a apresentar menor intensidade e tem sua posicao alargada devido a presenca

da ligacdo C-N que aparece em regi&o préxima (1090 cm™).

(a)

transmitancia (u.a)
§
3

! I ! I ! I ! I ! I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
ndmero de onda (cm™)

Figura 43: Espectros na regido do infravermelho para: (a) PVA, (b) polimero
modificado obtido (10A) e (c) reagente de modificacdo (4-ABA).

A extensdo da reacgdo pode ser observada quando os espectros no infravermelho
dos polimeros modificados com grupos amina (1A, 2A, 5A e 10A) sdo comparados com
os polimeros modificados com grupos metacriloila (1, 2, 5 e 10) (Figura 44). A banda
de OH apresenta diminuicdo de sua intensidade nos materiais onde foi incorporado
grupos amina, esse comportamento € observado em todos os polimeros modificados.

Embora os dados obtidos por FT-IR ndo sejam conclusivos, eles indicam
possiveis mudancas estruturais no polimero, ap0s a reacdo de modificacdo. A

confirmacéo da introducdo dos grupos amina na cadeia do polimero é dada por RMN-
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'H, cujo espectro da amostra 10A é apresentado na Figura 45. Os espectros das outras

amostras estdo dispostos em Anexo.
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Figura 44: Espectros na regifo entre 3800-3000 cm™ do infravermelho, em
absorbancia, (a) 1 e 1A; (b) 2 e 2A; (c) 5 e 5A; (d) 10 e 10A.

A Figura 45 mostra a presenca de um pico em 2,9 ppm referente aos hidrogénios
assinalados (H*), esse sinal confirma a introducao dos grupos amina a cadeia polimérica
do PVA. O sinal entre 3,5-4 ppm é referente ao hidrogénio do PVA assinalado (H").

Com os espectros de RMN-H foi calculado o grau de substituicdo (GS,) de cada
polimero obtido atraves da razédo entre as areas dos hidrogénios do carbono ligado ao
grupo amina e a area total, dada pela soma da area dos hidrogénios H* (referentes aos
grupos amina) e dos hidrogénios H* (referentes aos hidrogénios hidroxilicos do PVA)
do grupo amina e dos hidrogénios hidroxilicos, multiplicando o resultado por 100, como

mostrado na Equacdo 10132 1%°,
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Figura 45: Espectro de RMN-'H do polimero modificado 10A em D,O. A esquerda a

ampliacdo na regido entre 2,8 e 3,2 ppm.

A tabela 3 mostra o graus de substituicdo GS; para os polimeros obtidos a partir
da reacdo de modificacdo 2 do PVA. Verifica-se que, nas proporc¢des de reagentes em
que a reacdo 2 foi realizada, a modificagdo ocorreu com alto grau de substituicdo, indo
de encontro aos dados encontrados na literatura™.

A insercdo de grupos amina é realizada para a posterior funcionalizagdo com
RGDS ser possivel. A insercdo do tetrapeptideo RGDS a cadeia do PVA ocorre por
meio de ligacdo amida, resultante entre o grupo amina inserido no PVA com a reacao de
modificacdo 2 e o grupo acido carboxilico presente na unidade serina (S) do
tetrapeptideo RGDS. As propriedades mecanicas e de biocompatibilidade juntamente
com o baixo custo e facilidade de producéo do PVA'™ justificam o uso das trés reagdes
utilizadas (modificacdo 1 e 2 e a reacdo de fotoreticulacdo) para obter hidrogéis capazes

de se ligar ao peptideo.
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Tabela 3: Grau de substituicdo para a reacdo de modificacdo 2 do PVA.

Polimero GS tedrico GS;
Modificado (%) (%)
1A 10 9,7

2A 10 8,8

5A 10 7,2
10A 10 13,2

5.1.1.3 Hidrogéis fotoreticulados

Hidrogéis foram obtidos apds a reticulacdo utilizando a ldmpada policromatica
(item 4.2.1.3), a partir de solucdo aquosa dos polimeros contendo grupos amina (1A,
2A, 5A e 10A) nas concentracdes de 1, 2 e 3% m/v. Os hidrogéis foram caracterizados
por espectroscopias de FTIR e de RMN-'H. Os espectros no infravermelho para os
hidrogéis obtidos (1B, 2B, 5B e 10B) sdo praticamente sobreponiveis, entdo sera
apresentado somente um espectro (Figura 46) a titulo representativo (amostra 10C na
concentracdo de 3%), os demais espectros encontram-se em anexo.

Observando o espectro constata-se que € bastante similar ao espectro
apresentado do PVA modificado com grupos amina (10A). Assim pode-se afirmar que a
adicdo do fotoiniciador ndo induz modificacbes nos grupos quimicos do polimero,
apenas reticulou sua estrutura.

A. Gupta™ e colaboradores investigaram a eficacia do hidrogel de PVA
reticulado com persulfato de potassio como material para curativo. A espectroscopia de
FTIR foi utilizada para analisar as mudancgas no PVA ap0s a reticulagcdo e mostrou que a
estrutura ndo foi modificada, a ndo ser pela conversdo do OH em C=0, a qual faz parte
das reacOes radicalares envolvidas no processo de reticulacdo. Ja Qiaozhi An, Catherine
Beh e Huining Xiao'® modificaram o PVA pela introducdo de grupos acetaldeido e
apos utilizaram glutaraldeido como agente reticulante. Os espectros de FTIR e de RMN-
'H também mostraram que o reticulante ndo alterou a estrutura quimica do hidrogel,

criando somente uma rede reticulada.
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Figura 46: Espectro na regido do infravermelho para: (a) o polimero modificado 10A,

(b) o polimero reticulado 10B.

Os espectros de RMN-'H dos hidrogéis também mostram que a reticulacdo néo
afetou a estrutura quimica do polimero, ocorreu apenas o desaparecimento dos sinais em
5,6 e 6 ppm referentes aos grupos metacriloila. A Figura 47 representa o espectro para a
amostra 10B. Os sinais referentes a cadeia do PVA estdo presentes, e os sinais em 5,6 e
6 pmm dos grupos metacriloilas desapareceram, o que era esperado uma vez que € a

145 também observaram o

partir destes grupos que a reticulacéo ocorre. Jeon e co-autores
desaparecimento dos sinais referentes aos grupos metacriloila do metacrilato de 2-
amino etila no espectro de RMN-"H do hidrogel de alginato sintetizado. Outra alteraco
presente sdo 0s sinais em 7 e 8 ppm, 0s quais sdo atribuidos ao residuo do fotoiniciador
empregado (1-2959), Jeon*** também identificou residuos de fotoiniciador (D-2959) no
hidrogel.

Os sinais do fotoiniciador em 7 e 8 ppm sdo confirmados ao comparar 0S
espectros de RMN-'H do hidrogel e do fotoiniciador. Como a quantidade de

fotoiniciador utilizada é pouca e a quantidade que ndo reagiu € menor ainda, a técnica
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de infravermelho ndo possui sensibilidade o suficiente para identificacdo do
fotoiniciador, o que é possivel através da técnica de ressonancia magnética de proton.

A Unica alteracdo presente no FT-IR da Figura 46 ocorre em aproximadamente 1000
cm™ (ligeiro desdobramento). Essa banda pode ser atribuida & ligagdo C-O, pois apés a
reticulacdo os grupamentos metacriloilas ndo se enquadram como ramificacfes da

cadeia polimérica, mas sim agentes de ligacao entre as cadeias do PVA.

,l , d,ULMJ SN |

8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 47: Espectro de RMN-"H do polimero reticulado 10B em D,O.

5.1.1.4 Hidrogéis funcionalizados com RGDS

Ap0s a funcionalizacdo dos hidrogéis com RGDS estes foram caracterizados por
espectroscopias de FT-IR e Analise Hierarquica por Agrupamentos (HCA). Os
espectros de infravermelho para os hidrogéis (1C, 2C, 5C e 10C) em todas as trés
concentragfes empregadas sdo sobreponiveis, entdo novamente serd apresentado
somente um espectro (Figura 48) a titulo representativo (10C na concentragdo de 3%

m/iv).
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Figura 48: Espectro na regido do infravermelho para: (a) o polimero reticulado 10B, (b)

o0 polimero reticulado e funcionalizado 10C.

A Figura 48 nédo apresenta nenhuma alteracdo nas bandas referentes aos grupos
funcionais, quando comparado com o espectro do hidrogel 4B. A alteracdo esperada
seria a presenca da banda caracteristica de amida, uma vez que a reacdo de
funcionalizagdo do hidrogel ocorre entre a amina terminal e o grupo &cido da serina
presente na sequéncia tetrapeptidica RGDS. Porém, a banda da amida aparece acima de
3000 cm™, mesma regi&o onde se encontra a banda de OH do alcool e devido & banda de
OH ser bastante larga e intensa, a banda da amida fica mascarada e sua identificagdo
ndo é possivel. Outra banda caracteristica da amida aparece entre 650-800 cm™, porém
essa regidao se localiza dentro da zona de “impressdo digital” fazendo com que a
identificacdo de grupos funcionais ndo seja confiavel para a técnica de infravermelho
que se utilizou. A dificuldade de observar as diferengas antes e apds a funcionalizagéo
com RGDS ¢ clara e, por esse motivo, optou-se por empregar uma ferramenta estatistica

de separacao por similaridade chamada Analise Hierarquica por Agrupamentos (HCA).
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O uso da HCA tem como objetivo principal agrupar as amostras em classes,
baseando-se na similaridade dos participantes de uma mesma classe e nas diferencas
entre os membros de classes diferentes. A representacdo gréfica obtida é chamada de
dendrograma, um grafico bidimensional independentemente do nimero de variaveis do
conjunto de dados™*® ',

Diversos trabalhos utilizam a espectroscopia de infravermelho aliada a
ferramentas quimiométricas para extrair informagdes quantitativas e qualitativas. O
trabalho de M. Prieto™*® mostra que vérios estudos ja foram realizados utilizando FTIR e
analises quimiométricas, como HCA e PCA como ferramentas para caracterizar a
composi¢cdo molecular em bactérias patogénicas transmitidas por alimentos. Em outro
trabalho M. Pietro™* aplica a espectroscopia de FTIR juntamente com HCA e stepwise
discriminant analysis (SDA) na identificacdo e caracterizacdo de bactérias lacticas.
Outro exemplo onde a quimiometria e a espectroscopia de infravermelho sdo
amplamente utilizadas é na identificacdo de 6leos vegetais utilizados na producdo de
biodiesel*.

A faixa do infravermelho utilizada para realizar a HCA foi de 700 a 1400 cm™.
Foi escolhida esta regido, pois é a regido que se encontra a ligacdo N-H de amidas. A
Figura 47 apresenta a HCA dos hidrogéis antes da funcionalizacdo (1B, 2B e 10B) e
apos a funcionalizagdo (1C, 2C e 10C). O hidrogel 5B foi retirado da andlise, em
virtude de um erro na aquisi¢do do espectro. Analisando o dendrograma da Figura 49
observa-se a divisdo em dois grupos, os hidrogéis sem RGDS (1A, 2A e 10A)
correspondem ao grupo vermelho e os hidrogéis com RGDS (1C, 2C e 10C) que
correspondem ao grupo verde.

A partir dessa divisdo e sabendo que a HCA relaciona a identidade das amostras
com suas caracteristicas quimicas, pode-se afirmar que o grupo dos hidrogéis ndo
funcionalizados ¢ diferente do grupo dos hidrogeis funcionalizados. Como a reacéo que
foi utilizada na funcionalizacéo visa a transformacao de uma amina em amida, espera-se
que essa divisdo dos grupos seja decorrente da formacao da ligacdo amida, uma vez que
para obter a HCA foi utilizado a faixa de nimero de onda em que a ligacdo N-H de

amidas aparece.
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Figura 49: Dendrograma dos hidrogéis sem RGDS (1B, 2B e 10B) e dos hidrogéis com
RGDS (1C, 2C e 10C).

5.1.2 Perfil de Intumescimento

A absor¢do de agua em hidrogeis depende de muitos fatores, tais como:
reticulagéo, a natureza da solucédo e estrutura do hidrogel (porosa ou sem poros)®. O
fator mais importante é a densidade de reticulacdo, por este motivo optou-se em avaliar
0 comportamento de inchamento em funcao do teor de agente reticulante utilizado nas
reacoes.

As Figuras 50 e 51 mostram os perfis de intumescimento na temperatura de 37°C
dos hidrogéis funcionalizados obtidos (1C, 2C, 5C e 10C). Para ambas as concentragdes
(2 e 3%) o perfil de intumescimento é similar aumentando rapidamente até o tempo de

105 minutos (1,75h) e ap6s aumentando gradativamente até 24h, em maior ou menor
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proporcéo dependendo do teor de grupos metacriloila presentes na estrutura do hidrogel.

Apos 24h, ndo ocorreram mudancas significativas no contetdo de agua, podendo-se

afirmar que os hidrogéis atingiram o equilibrio.

3,0 (@)
28;
264 (b)

Grau de Intumescimento (%)

Tempo (horas)

35 40 45 50

Figura 50: Perfil de intumescimento para: (@) 1C, (b) 2C, (c) 5C e (d) 10C na

concentracédo de 3% m/v.
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Figura 51: Perfil de intumescimento para: os hidrogéis (a) 1C, (b) 2C, (c) 5C e (d) 10C

na concentracao de 2% m/v.

O processo de intumescimento de um hidrogel é governado por forcas fisicas e
quimicas que induzem a entrada de liquido na matriz polimérica. O inicio do
intumescimento comegca com um processo de difusdo, onde a agua é absorvida por
grupos hidrofilicos através da formacdo de ligacdes de hidrogénio. A capacidade de
absorcéo vai depender principalmente do volume livre existente entre as cadeias do
polimero, o qual é maior em estruturas reticuladas, pois assim as cadeias poliméricas

estdo mais afastadas umas das outras™l %2

. Provavelmente nos tempos iniciais o
intumescimento de todas as amostras aumentou rapidamente por causa do elevado
volume livre existente em sua estrutura. Apos determinado tempo (18 horas), a agua que
esta se difundindo na estrutura do hidrogel encontra os pontos de reticulagdo, os quais
funcionam como obstéculos, assim a absor¢do de mais &gua € regulada pela forca
osmotica das cadeias reticuladas. A Gltima etapa é o equilibrio, alcangado para todas as
amostras apos 24 horas. Nessa etapa a rede polimérica estd expandida e a forca de
intumescimento é contrabalanceada pela forca de retracdo imposta pela estrutura

reticulada (resposta eléstica)*? 2°.
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O tempo que o hidrogel demora em alcancar o equilibrio vai depender da
densidade de reticulagéo presente na estrutura. Um aumento na densidade de reticulagéo
tem o efeito de aumentar a forca resistiva e assim hidrogéis altamente reticulados véo
alcancar o equilibrio em tempo menor e consequentemente vao apresentar baixos graus
de intumescimento®. Esse comportamento foi observado nas Figuras 50 e 51, onde o
intumescimento foi menor para hidrogéis que apresentam maior teor de agente
reticulante (maior densidade de reticulagéo).

O grafico apresentado na Figura 52 esta de acordo com o esperado, uma vez que
ao aumentar o teor de agente reticulante reduz-se o grau de intumescimento no

.15 em trabalho

equilibrio. Resultados semelhantes foram encontrados por Martens et a
que avaliava as propriedades mecanicas em hidrogéis de PVA. Aumentando o nimero
de grupos funcionais por cadeia do PVA o resultado € um decréscimo significativo no
intumescimento, seguido pelo aumento no modulo de tensdo. Ja Gupta e
colaboradores* em trabalho sobre géis de PVA preparados pelo método freeze-thaw
observaram que um maior grau de reticulacdo resulta em menor absor¢do de agua.

A figura 52 indica uma variacdo no grau de intumescimento em funcdo da
concentracdo do PVA. A propor¢cdo de intumescimento diminui a medida que a
concentracdo do polimero aumenta. Esse resultado é decorrente da organizacdo da
estrutura macromolecular do polimero quando em solugdo. Em uma concentracdo
maior, a disponibilidade de locais (sitios) onde a reticulacdo pode ocorrer é mais
elevada do que em uma solucdo com concentracdo menor. Assim, solucdes
concentradas terdo maior densidade de reticulagdo e, consequentemente, menores graus
de intumescimento®*. No entanto, & medida que a concentragdo aumenta, a viscosidade
do meio também aumenta, fazendo com que a movimentacdo das cadeias poliméricas
diminuam e, por consequéncia menor o grau de reticulacdo e a capacidade de absorcéo
do hidrogel**® **°.
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Figura 52: Grau de intumescimento apds 48 horas para os hidrogéis 1C, 2C, 5C e 10C

nas concentracdes de 2 e 3% m/v.

5.1.3 Propriedades Reoldgicas
5.1.3.1 Efeito do teor de agente reticulante

A concentracdo de grupos metacriloila alterou as propriedades de
intumescimento, como foi discutido no tépico anterior (5.1.2), e também alterou as
propriedades viscoelasticas dos hidrogéis. O médulo elastico (G”) variou entre a ordem
de grandeza 10? até 10* para os hidrogéis sintetizados. Os valores de G’ ¢ G”, bem
como os valores de frequéncia, para todos os graficos apresentados estdo em escala
logaritmica.

Durante toda a regido de varredura, que compreende o intervalo entre 0,03 a 100
Hz (Figura 53) os hidrogéis na concentracdo de 3% apresentaram pouca dependéncia
com a frequéncia. Além disso, 0 médulo de armazenamento (G’) foi maior do que o
modulo de perda (G”), com valores de G’ em torno de 1-2 ordens de grandeza maiores
do que G” em baixas frequéncias (Figura 54). Esses dois fatores fazem com que o0s
hidrogéis sintetizados sejam caracterizados como géis fortes® apresentando um

comportamento altamente elastico.
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Figura 53: Simbolos fechados (G”) e simbolos abertos (G”) para os hidrogéis : (a) 1C
(b) 2C (c) 5C e (d) 10C na concentracdo de 3% m/v.

A Figura 54 mostra 0 modulo de armazenamento em funcgdo da concentracdo do
agente reticulante empregado. De maneira geral, observa-se o0 aumento do mddulo de
armazenamento em funcdo do aumento da quantidade de agente reticulante. Este
comportamento era previsto, uma vez que 0 incremento da quantidade de grupos
fotopolimerizéaveis inseridos na cadeia do polimero leva a uma estrutura mais reticulada,
que por sua vez apresenta um modulo de armazenamento maior (G’).

Outra observacdo que pode ser feita a partir da Figura 54 € sobre a proximidade
dos valores de G’ conforme o teor de agente reticulante (% de grupos metacriloila
inseridos na cadeia do PVA). Para os hidrogéis 1C e 2C as curvas de G’ possuem
valores proximos, bem como para os hidrogéis 5C e 10C. Esse resultado mostra que
para pequenas variagdes no teor de agente reticulante (de 1 para 2%) o aumento de G’ ¢
mais pronunciado que para grandes variagdes do teor de agente reticulante (de 5 para
10%).

O comportamento observado pode ser atribuido a formacdo de rede associativa
cuja forca estd diretamente relacionada ao numero efetivo de reticulagfes. Esse
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comportamento sera explicado mais detalhadamente no item 5.1.3.2 (abaixo da Figura
58).
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Figura 54: Mo6dulo de Armazenamento e Perda no intervalo de baixas frequéncias para
os hidrogéis na concentracdo de 3% m/v com diferentes teores de agente reticulante.

O efeito do aumento da quantidade de agente reticulante para os hidrogéis na
concentracdo de 2% sobre os valores de G’ ¢ G” apresentou 0 mesmo comportamento
descrito para os hidrogéis na concentragdo de 3%. Ou seja, um aumento no teor de
grupos metacriloila introduzidos no PVA induziu um aumento no modulo de
armazenamento dos hidrogéis (Figura 55). Novamente os valores de G’ em baixas
frequéncias para os hidrogéis 1C e 2C sdo proximos, assim como para os hidrogéis 5C e
10C (Figura 56).
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Figura 55: Simbolos fechados (G”) e simbolos abertos (G”) para os hidrogéis : (a) 1C
(b) 2C (c) 5C e (d) 10C na concentracdo de 2% m/v.
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Figura 56: Modulo de Armazenamento e Perda no intervalo de baixas frequéncias para
os hidrogéis na concentracdo de 2% m/v com diferentes teores de agente reticulante.

As pesquisas na area de hidrogéis abordam o efeito da quantidade de agente
reticulante sobre as propriedades de intumescimento, porém, poucos estudos sobre as
propriedades reoldgicas em funcdo da variagdo do teor de agente reticulante séo
encontrados na literatura. Entretanto, a maioria dos artigos aborda as diferencas

157.1%8 5 de compésitos™™.

reoldgicas em funcéo da incorporacédo de outro polimero
5.1.3.2 Efeito da concentragdo do PVA

A concentracdo do polimero na solugdo a ser reticulada influenciou nas
propriedades reoldgicas dos hidrogéis obtidos. Nesse trabalho utilizaram-se duas
concentracdes para os hidrogeis 1C, 2C e 5C e trés concentracfes para o hidrogel 10C.
A Figura 57 mostra os médulos de armazenamento e perda para o hidrogel 1C nas duas
concentracOes trabalhadas, 2% e 3%. Observa-se que ambos os mddulos, G’ ¢ G” sdo
maiores para a concentracdo de 3%. Esse comportamento é visto também para o
hidrogel 2C (Figura 58).
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Figura 57: Modulo de Armazenamento e Perda no intervalo de baixas frequéncias para

os hidrogéis 1C nas concentracdes de 2 e 3% m/v.
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Figura 58: Modulo de Armazenamento e Perda no intervalo de baixas frequéncias para

os hidrogéis 2C nas concentragdes de 2 e 3% m/v.
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Para os hidrogéis 5C e 10C novamente G’ ¢ G” sdo maiores na concentracao de
3% (Figura 59 e 60) do que na concentracdo de 2%. Porém essa diferenca é pequena.
Pode-se explicar esse resultado com base nos gréaficos anteriores, onde a diferenca entre
G’ de hidrogel 5C e o hidrogel 10C ¢ pequena, assim a partir de certa densidade de
reticulacdo o médulo ndo é afetado pelo cisalhamento imposto.

De acordo com a teoria da rede transiente desenvolvida por Green e Tobolsky™®°
0 modulo de equilibrio é proporcional ao nimero de cadeias elasticamente efetivas por
unidade de volume. Os resultados expostos nas Figuras 54, 57-60 mostram claramente
que conforme a densidade de reticulacdo aumenta, seja por aumento da quantidade de
grupos metacriloila inseridos na cadeia do PVA (GS;) ou pelo aumento da concentracao
do polimero o médulo (G’) tem um acréscimo. O perfil pouco dependente da frequéncia
para todos os hidrogéis fornece informacgdes sobre a estrutura desses hidrogéis. Os
sistemas possuem uma elevada densidade de ligacGes cruzadas, fato que foi confirmado
pelos valores de GS; obtidos e também pelos baixos valores nos graus de
intumescimento.

161 em trabalho

Resultados similares foram encontrados por Choudhary e Bhatia
sobre a reologia e nanoestrutura de géis e solucdes de alginato modificados com grupos
hidrofébicos. O médulo dos géis aumentou com o aumento dos grupos hidrofdbicos e

também com o aumento do teor de alginato.
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Figura 59: Modulo de Armazenamento e Perda no intervalo de baixas frequéncias para

os hidrogéis 5C nas concentracdes de 2 e 3% m/v.

O mddulo de armazenamento para o hidrogel 10C na concentracdo de 1% €é uma
ordem de grandeza menor que para os hidrogéis nas outras concentracfes (2 e 3%)
(Figura 60). Em uma menor concentracdo, a densidade de reticulacdo serd mais baixa,
pois h&a menor propor¢do de cadeias poliméricas e, desta forma, uma quantidade inferior
de reticulac@es, quando comparado com uma concentra¢do mais elevada de polimero.
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Figura 60: Modulo de Armazenamento e Perda no intervalo de baixas frequéncias para

os hidrogéis 10C nas concentraces de 1, 2 e 3% m/v.

5.1.3.3 Efeito da massa molecular do PVA

Em reologia de polimeros um assunto bastante abordado ¢ a influéncia da massa
molecular do polimero sobre as propriedades viscoelasticas. Um aumento na massa
molecular implica em cadeias poliméricas maiores, e assim com maior numero de
possibilidades no grau de emaranhamento. Desta forma, é necessario uma maior
temperatura, maior taxa de cisalhamento ou tempos maiores para causar mudancas em
sua estrutura.

Em hidrogéis espera-se que um aumento na massa molecular do polimero cause
0 mesmo efeito que é observado em polimeros lineares, ou seja, um aumento em ambos
0s modulos (elastico e viscoso). Esse resultado pode ser verificado na Figura 61.

162 onde ao aumentar a massa

Resultados semelhantes foram encontrados por Uchida
molecular do polimero (polietilenoimina) 0 modulo de armazenamento também
aumentou. O comportamento do hidrogel com massa molecular menor (31.000-50.000
Da) ndo é alterado. Isso demonstra que mesmo utilizando PVA com massa molecular

menor o hidrogel resultante se comporta como um hidrogel forte, assim pode-se
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concluir que a estrutura da rede reticulada depende fortemente do agente reticulante e de

sua concentracdo, dependendo muito fracamente da massa molecular do polimero.
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Figura 61: Modulo de Armazenamento e Perda no intervalo de baixas frequéncias para
os hidrogéis 5C na concentracdo de 3% m/v. PVA-1: 31.000-50.000 Da e PVA-2:
85.000-124.000 Da.

5.1.4 Propriedades Térmicas

5.1.4.1 Efeito da funcionalizacdo com RGDS

O poli (&lcool vinilico) € um polimero semicristalino que apresenta temperatura
de transicéo vitrea (Ty) em aproximadamente 88°C e temperatura de fusdo em torno de
212°C™®  estes valores podem variar em funcdo da massa molecular do PVA e seu grau
de hidrdlise. A Figura 62 representa os termogramas de calorimetria diferencial
exploratdria (DSC) dos hidrogéis antes e ap6s a funcionalizacao.

A funcionalizacdo com a sequéncia tetrapeptidica RGDS do hidrogel causou um
leve deslocamento para maiores temperaturas nos eventos térmicos de fusdo (T), € um
leve deslocamento para menores temperaturas na transi¢do vitrea (Tg) quando a

sequéncia peptidica esta presente na estrutura do hidrogel. As temperaturas de
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transicOes vitreas se mantém entre a regido de 70 a 85°C. Ja os picos endotérmicos de
fusdo se encontram entre 135 e 143°C e sdo referentes aos segmentos cristalinos do
PVA, uma vez que esse polimero é classificado como semi-cristalino® e também pelo
ordenamento da estrutura causado pela reticulagcdo. O pico entre 237 e 242°C é referente
a fusdo do poli (alcool vinilico).

As maiores temperaturas de fuséo (Tn,) encontradas para o hidrogel 10C podem
ser explicadas analisando a estrutura do hidrogel funcionalizado. O hidrogel 10C possui
a molécula de RGDS em sua estrutura, assim sua cadeia lateral € maior do que a cadeia
do hidrogel 10B, o qual ndo possui RGDS. Para fundir uma substancia é necessario
romper suas ligagdes e como o hidrogel funcionalizado apresenta na sua cadeia lateral a
molécula de RGDS mais energia (nesse caso, na forma de calor) deve ser fornecida para
fundir o hidrogel em toda a sua extenséo.

O menor valor de transi¢do vitrea para o hidrogel 10C pode ser atribuido a
presenca da sequéncia tetrapeptidica na cadeia lateral do polimero. A molécula de
RGDS pode ter ocasionado um afastamento entre as cadeias de PVA (maior volume
livre), aumentando o grau de mobilidade da cadeia principal e diminuindo os valores de
Tq.

Comparando os valores de Ty encontrados para os hidrogéis 10B (nédo
funcionalizado) e 10C (funcionalizado) com os valores de T, para 0 PVA purg® 103164
observa-se que o polimero puro possui uma maior Ty, 0 que pode ser atribuido ao maior
namero de grupos hidroxilas em sua cadeia polimérica. Os grupos hidroxila formam
ligacBes de hidrogénio que reduzem a mobilidade da cadeia polimérica e aumentam a
densidade de empacotamento e, consequentemente, a Ty do polimero'®®.
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Figura 62: Termograma de DSC para o hidrogel ndo funcionalizado (10B) em preto e

para o hidrogel funcionalizado (10C) em vermelho.

5.1.4.2 Efeito do teor de agente reticulante

A Figura 63 mostra as curvas de DSC para os hidrogéis 5B e 10B,
correspondentes a incorporacao de 5% e 10% (em mol) de grupos metacriloila a cadeia
do PVA, respectivamente. Os valores de Tq e Ty, sofrem um leve acréscimo para o
hidrogel 5B. Novamente o resultado encontrado pode ser explicado pela natureza da
estrutura quimica dos hidrogéis.

O hidrogel 5B contém menos grupos metacriloila, os quais agem como
reticulantes, assim o hidrogel possui mais grupos hidroxilas livres quando comparado
com o hidrogel 10B. Esses grupos hidroxilas formam pontes de hidrogénio, as quais tem
a capacidade de reduzir a mobilidade da cadeia polimérica e assim aumentando a Ty do
polimero. Esse efeito é pouco pronunciado sendo de dificil visualizacdo na Figura 63.
Se esse efeito tivesse sido estudado entre os hidrogéis 1C e 10C poderia gerar

termogramas com maiores diferencas entre as transi¢des térmicas.
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Figura 63: Termograma de DSC para os hidrogéis ndo funcionalizados 5B (em preto) e

10B (em vermelho).

5.1.5 Citotoxicidade e adesao celular

Para investigar os possiveis efeitos adversos dos hidrogéis em meio celular foi
utilizado teste de citotoxicidade visual com células do complexo cumulus oophorus. A
Figura 64 mostra a microscopia 6ptica do hidrogel 1B (ndo funcionalizado).

Figura 64: Microscopia 6ptica com aumento de 400 vezes do hidrogel 1B. As linhas
amarelas indicam células em alinhamento, a seta amarela indica células em aparente
migracao e as setas azuis indicam feixes e agrupamentos de células.
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A sobrevivéncia das células apos 48 horas em contato com o hidrogel indica que
a composicdo quimica do hidrogel e os produtos quimicos utilizados na sua sintese nao
foram prejudiciais para as células. As células ndo apresentaram comportamento de
apoptose (morte celular programada), o que indica que o hidrogel apresenta
caracteristicas para ser um produto biocompativel®® **. As células migraram a partir do
agregado inicial (setas e linhas amarelas na Figura 64) em aparente alinhamento. O
alinhamento pode seguir as reticulagdes presentes no hidrogel, porém se faz necessério
a realizacéo de microscopias eletronicas para confirmar essa hipotese.

A Figura 65 mostra a microscopia oOptica do hidrogel 1C (funcionalizado com
RGDS). Observam-se células em aparente migracdo (setas amarelas na Figura 65) e
células seguindo um alinhamento (linhas azuis). A funcionalizacdo com RGDS do
hidrogel alterou a morfologia das células, as quais adquiriram morfologia fusiforme, a
qual indica possivel proliferacdo celular. Lei'®® e co-autores investigaram a influéncia
das seguintes variaveis sobre a adesdo, migracgdo e proliferacdo celular de células-tronco
mesenquimais de ratos em hidrogel de acido hialurénico: natureza do reticulante,
concentracdo de RGD, concentracdo do polimero e densidade de reticulacdo. Um dos
resultados mostrou que a introducdo de RGD alterou significativamente a morfologia
celular, as células apresentavam morfologia esférica antes da adicdo de RGD e ap6s a
adicdo de RGD passaram a apresentar morfologia fusiforme.

Outro resultado interessante do trabalho de Lei'®® ¢ referente a proliferacéo
celular e a concentracdo de RGD. Geralmente, quanto mais elevada a concentracdo de
RGD, mais rapidamente as células migram e proliferam, porém o resultado encontrado
foi diferente. A migracéo e proliferacdo celular foi maior em hidrogeis que apresentam
menor concentracdo de RGD, Lei'®® explica esse fato afirmando que a concentracdo de
RGD é é um fator importante para modular a migracdo de células em hidrogéis de acido
hialurdnico.

Levando em consideracdo a morfologia fusiforme adquirida pelas células apés a

introducdo de RGDS e também os resultados encontrados no trabalho de Lei'®® e

também de outros trabalhos® %

pode-se afirmar que o hidrogel de PVA sintetizado
possui caracteristicas potenciais para servir de matriz para o cultivo celular e ser

aplicado como biomaterial para a medicina regenerativa (engenharia tecidual).
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Figura 65: Microscopia Optica com aumento de 400 vezes do hidrogel 1C. As setas
amarelas indicam células em aparente migracdo, as linhas azuis indicam feixes e

agrupamentos de células.

5.2 HIDROGEIS RETICULADOS QUIMICAMENTE
5.2.1 Sintese e Caracterizacio Espectroscopica
5.2.1.1 PVA modificado com grupos amina

O poli (&lcool vinilico) foi modificado pela introducdo de grupos amina
conforme reacdo mostrada no item 4.3.1.1. O produto desta reagdo, apos liofilizacéo, foi
caracterizado por espectroscopias no infravermelho e ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio.

O espectro no infravermelho do produto obtido (Figura 66) mostra uma banda
presente em 1250 cm™, referente & formacdo da ligagdo acetal, outra banda relativa a
essa ligacdo aparece em 1020 cm™ (banda de estiramento da ligacdo C-O), como jé foi
discutido no item 5.1.1.2. A confirmagdo da introducdo dos grupos aminas na cadeia do
polimero é dada por RMN-'H.
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Figura 66: Espectro na regido do infravermelho para: (a) PVA, (b) PVA-a e (c) 4-ABA.

A partir das &reas dos picos de interesse presentes no espectro de RMN-'H
(Figura 67), foi calculado o grau de substituicdo (GS) do polimero obtido através da
Equacdo 10 (item 5.1.1.2). O valor obtido a partir da equacdo 10 foi de 8,5%. O que

indica que a reacdo de incorporacdo de grupos amina ao PVA foi bem sucedida, uma
vez que a quantidade tedrica é de 10%.
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Figura 67: Espectro de RMN-'H do PVA modificado com grupos amina (PVA-a) em

D,0. A direita a ampliacéo na regido entre 2,8 e 3,2 ppm.

5.2.1.2 Hidrogeéis reticulados com &cido citrico

A Figura 68 apresenta o espectro de FTIR obtido para o PVA com grupos amina
(PVA-a), o acido citrico utilizado como reticulante e o hidrogel obtido (PVA-b). Os
espectros do PVA-a e PVA-b séo praticamente coincidentes, porém ao ampliar a regido
entre 1500 a 2000 cm™ e analisar em absorbancia (Figura 69) observa-se um aumento da
intensidade das bandas correspondentes as ligagdes C=0 (1750 a 1700 cm™), indicando
qgue os grupos carboxila do acido citrico foram incorporados a cadeia principal do
polimero, conforme detalhada pela reacdo exposta no item 4.3.1.2. O excesso de acido
citrico (que pode néo ter participado da reacdo) nos hidrogéis foi eliminada através do
enxague destes com solucdo de NaOH 0,01 mol/L e agua deionizada até alcancar o pH

entre 6-8.
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Figura 68: Espectro na regido do infravermelho para: (a) PVA-a, (b) PVA-b e (c) acido
citrico.
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Figura 69: Espectro na regido do infravermelho entre 1500-2000 cm™ para o PVA-a em
preto e para o PVA-b (em vermelho).

5.2.1.3 Hidrogéis reticulados com BTCA:

A Figura 70 apresenta o espectro de FTIR obtido para o PVA com grupos amina
(PVA-a), o BTCA utilizado como reticulante e o hidrogel obtido (PVA-d). Novamente
0s espectros do PVA com grupos amina (PVA-a) e o hidrogel obtido (PVA-d) séo

praticamente coincidentes. Ao analisar a Figura 71 que nestes hidrogéis também ocorreu
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um aumento da intensidade das bandas correspondentes as ligacdes C=0 (1750 a 1700
cm™), o que indica a incorporacdo do BTCA a cadeia do PVA, conforme sugere a
reacdo exposta no item 4.3.1.3. Os hidrogéis foram lavados com solu¢do de NaOH 0,01
mol/L e agua deionizada até alcancar o pH entre 6-8 para eliminar o excesso de BTCA

(que pode ndo ter participado da reacéo).
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Figura 70: Espectro na regido do infravermelho para: (a) PVA-a, (b) PVA-d e (¢)
BTCA.
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Figura 71: Espectro na regido do infravermelho entre 1500-2000 cm™ para o PVA-a em

preto e para o PVA-d (em vermelho).
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5.2.1.4 Hidrogéis reticulados quimicamente e funcionalizados

Apos a funcionalizagdo dos hidrogéis com RGDS estes foram caracterizados por
espectroscopias de FT-IR (espectros em Anexo). Novamente ndo se observa mudancas
que indicam a formacdo de amida. Os motivos sdo 0s mesmos apresentados no item
5.1.1.4. Nao foi possivel realizar a Analise Hierarquica por Agrupamentos (HCA), pois
precisa de grupos com maior quantidade de componentes em cada grupo para realizar
essa analise. Aqui 0 grupo seria composto por somente duas amostras (amostra grupo 1:
hidrogel sem RGDS e amostra grupo 2: hidrogel com RGDS), ndo podendo fazer uma
comparacdo de similaridade entre os componentes de cada grupo, ocasionando assim

um resultado ndo confiavel.

5.2.2 Perfil de Intumescimento

O hidrogel reticulado com éacido citrico e funcionalizado com RGDS se
dissolveu na &gua utilizada para realizar os testes de intumescimento em menos de
quinze minutos. O mesmo ocorreu para o hidrogel reticulado com BTCA e
funcionalizado com RGDS. Analisando a reacdo de reticulacdo do PVA-a com ambos
os acidos, acido citrico e BTCA, percebe-se que ocorre uma competicdo de reacdes
entre 0s grupos acidos e o0s grupos hidroxila e amina presentes na cadeia do PVA.

A reacdo que deve ocorrer para formar as reticulacGes € a esterificacdo. Segundo
0 aumento da banda de C=0 visto nos espectros de FTIR a reacdo ocorre, porém 0s
testes de intumescimento mostram que a reacdo ocorreu em baixa extensao. Os fatores
que levaram a este resultado séo os seguintes: solucdo acida utilizada como catalisador
ndo é eficiente ou os grupos amina presentes na estrutura do PVA reagem com 0S
grupos é&cidos carboxilicos do acido citrico e do BTCA. E pouco provavel ter ocorrido a
reacdo entre 0s grupos amina e o acido, pois 0s grupos hidroxila estdo presente em
quantidade muito superior na estrutura do PVA, porém ndo se pode descartar essa
hipotese.

5.2.3 Propriedades Térmicas

A Figura 72 mostra o termograma obtido para os hidrogéis reticulados com
acido citrico. As transi¢Oes térmicas ndo sdo afetadas pelos mesmos motivos expostos
no item 5.1.4.

O termograma para os hidrogéis reticulados com BTCA (Figura 73) foi o

termograma que apresentou a diferenca mais significativa entre todos os hidrogéis
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estudados neste trabalho. Essa diferenca se encontra no pico exotérmico de fusdo um
pouco acima de 250°C para o PVA-e. Este comportamento pode ser explicado com base
na estrutura quimica do hidrogel. O reticulante utilizado nessa reagdo possui quatro
grupos &cidos que podem reagir com os grupos hidroxilas do PVA, porém devido a
efeitos de impedimento estérico é bastante provavel que nem todos os grupos sofram
reacdo de esterificacdo formando a estrutura reticulada. Desta forma, 0s grupos que
permanecem livres, podem reagir com grupamentos amina presentes no RGDS. Cabe
lembrar que na reacdo entre os grupos acidos do BTCA e os grupos amina do RGDS,
também poderia ocorrer impedimento estérico, porém esta possibilidade poderia

explicar o pico de fusdo em maiores temperaturas.
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Figura 72: Termograma de DSC para o PVA-b (em preto) e para o PVA-c (em

vermelho).
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Figura 73: Termograma de DSC para o PVA-d (em preto) e para o PVA-e (em
vermelho).
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6 CONCLUSOES

e Os hidrogéis de poli (alcool vinilico) modificados com grupos metacriloila e
grupos amina e funcionalizados com RGDS foram sintetizados e caracterizados com
sucesso. A introducdo de grupos metacriloila, gerou altos graus de substituicdo, bem
como a insercdo de grupos amina. A reacdo de fotoreticulacdo nédo alterou a estrutura
quimica do hidrogel e a funcionalizacdo com RGDS se mostrou eficiente, segundo
resultados obtidos por ferramentas quimiométricas.

e O estudo de intumescimento dos hidrogéis fotoreticulados e funcionalizados
mostrou que foi obtido géis altamente reticulados, confirmando os resultados do grau de
substituicdo da reacdo de incorporagdo de grupos metacriloila. As caracteristicas
reoldgicas desses hidrogéis também refletiram a influéncia do ndmero de grupos
metacriloila inseridos na cadeia polimérica do PVA. Quanto as propriedades térmicas,
ndo houve mudancas significativas nos hidrogéis fotopolimerizados apds a
funcionalizacao.

e Os resultados obtidos pelo teste de adesdo e citotoxicidade mostrou que 0S
hidrogéis reticulados fotoquimicamente ndo sao letais para as células, uma vez que ndo
ocorreu apoptose celular;

e Os hidrogéis obtidos por reticulagdo com agentes quimicos, acido citrico e
BTCA, foram sintetizados e caracterizados com sucesso. Porém, eles mostraram serem
hidrogéis fracamente reticulados, Quanto as propriedades térmicas, ndo houve
mudancas significativas ap6s a funcionalizacéo.

e Uma vez que os hidrogéis funcionalizados e reticulados fotoquimicamente
apresentaram resultados promissores como biomaterial para a regeneracdo de tecidos a
perspectiva é realizar outros testes de cito-toxicidade e também testes de
biocompatibilidade e biodegradabilidade juntamente com testes in vitro e
posteriormente in vivo para a certificacdo e eficiéncia de sua aplicacdo. Ja os hidrogéis
funcionalizados e reticulados com agentes quimicos necessitam de maiores estudos,
tanto em termos de sintese, como em avaliacdo de suas propriedades reologicas e de

intumescimento.
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8 ANEXOS
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Figura Al: Espectro de absorcéo na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 1.
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Figura A2: Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 2.
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Figura A3: Espectro de absorcao na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 5.
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Figura A4: Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 10.
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Figura A5: Espectro de RMN-'H do polimero modificado 1 em D,O.
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Figura A6: Espectro de RMN-'H do polimero modificado 2 em D,O.
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Figura A7: Espectro de RMN-'H do polimero modificado 5 em D,O.
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Figura A8: Espectro de RMN-"H do polimero modificado 10 em D-O.
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Figura A9: Espectro de absorcao na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 1A.
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Figura A10: Espectro de absorcédo na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 2A.
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Figura Al1l: Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 5A.
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Figura A12: Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 10A.
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Figura A13: Espectro de RMN-'H do polimero modificado 1A em D-0.
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Figura Al4: Espectro de RMN-"H do polimero modificado 2A em D-0.
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Figura A15: Espectro de RMN-"H do polimero modificado 5A em D-0.
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Figura A16: Espectro de RMN-'H do polimero modificado 10A em D;0.
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Figura AL17: Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 1B na concentracéo de 3%.
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Figura A18: Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 2B na concentracéo de 3%.
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Figura A19: Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 5B na concentracéo de 3%.
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Figura A20: Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 10B na concentracdo de 3%.
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Figura A21: Espectro de RMN-"H do fotoiniciador Irgacure®2959 em DO.
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Figura A22: Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 1C na concentracéo de 3%.
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Figura A23: Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 2C na concentracao de 3%.
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Figura A24: Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 5C na concentracéo de 3%.
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Figura A25: Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (ATR) do polimero modificado 10C na concentracdo de 3%.
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