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LOUISE DE AGUIAR SOBRAL

SINTESE E CARACTERIZACAO DE HIDROGEIS PARA PRODUCAO DE
BIOMATERIAIS

Fevereiro, 2019
Orientacdo: Prof® Veronica Maria de Aradjo Calado

A utilizacdo de biomateriais para a realizacdo de implantes de 6rgdos e tecidos tem se
tornado uma alternativa eficaz na substituicdo do processo de transplantes convencionais. Os
biomateriais podem ser de origem sintética ou natural; contudo, precisam ser biofuncionais e
biocompativeis para poderem ser implantados no corpo humano. Dentre a grande variedade de
materiais possiveis para se utilizar como biomateriais, os hidrogéis tém grande importancia por
serem bem aceitos pelo corpo humano devido a sua semelhanca estrutural em relagdo a
superficie das células humanas. Uma das possiveis aplicacbes de biomateriais a base de
hidrogéis que pode ser realizada é a confec¢do de implantes para recuperacdo de tecido
cartilaginoso articular. O tecido cartilaginoso articular, geralmente, ndo se regenera com
facilidade sendo considerado um tecido de dificil tratamento pds lesdo. Sendo assim, o objetivo
do seguinte trabalho é sintetizar e caracterizar hidrogéis compostos de Poli Alcool vinilico
(PVA), Poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) e Poli éxido de etileno (PEO) para serem utilizados
na confeccdo de biomateriais para reposicdo de tecidos cartilaginosos. Os hidrogéis foram
sintetizados utilizando-se a técnica de solubilizacdo polimérica em agua, seguida de ciclos de
congelamento. O planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centroide com pontos
axiais foi utilizado para se determinar a proporcao ideal entre os trés polimeros estudados, com
0 intuito de se obter um hidrogel com propriedades mecénicas adequadas. A proporcdo dos
polimeros, porém, foi restrita a no minimo 70% de PVA, baseando-se em estudos anteriores.
Nesse planejamento, também foram considerados trés graus de hidratacdo distintos (90, 85 e
80%). A variavel resposta utilizada nesse planejamento foi o0 modulo de Young, determinado
por andlise dindmico-mecéanica (DMA). O planejamento experimental teve como resultado a
proporcao de 98%, 0,5% e 1,5% para os polimeros PVA, PVP e PEO, respectivamente, e grau
de hidratacdo do hidrogel de 80%. Apds a sintese do hidrogel com essas especificacdes, foi
realizada sua caracterizacdo por meio das seguintes analises: TGA/DTG, DSC, DMA,
determinacéo do grau de intumescimento e microscopia eletrénica de varredura.

Palavras chave: Biomateriais, Hidrogel, Cartilagem Avrticular, Poli Alcool Vinilico, Médulo
de Young, Planejamento de Misturas.
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Abstract of the Dissertation presented to the Postgraduate Course in Chemical and
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF HYDROGELS FOR
BIOMATERIALS APPLICATION

February, 2019
Supervisor: Professor Verdnica Maria de Araujo Calado

The use of biomaterials in the performance of organ and tissue implants has become an
effective alternative for replacing the conventional transplant process. The biomaterials may be
of synthetic or natural origin; however, need to be bio-functional and biocompatible to be
implanted in the human body. Among the great variety of materials to be used as biomaterials,
hydrogels are of paramount importance because they are well accepted by the human body due
their structural similarity to the surface of human cells. One of the possible applications of
biomaterials, based on hydrogels, which can be performed, is the preparation of implants for
the recovery of articular cartilaginous tissue. The articular cartilaginous tissue usually does not
regenerate, easily, being considered a difficult to treat post-injury tissue. Therefore, the
following work aimed at synthesizing and characterizing hydrogels composed of Polyvinyl
Alcohol (PVA), Polyvinyl-2-pyrrolidone (PVP) and Polyethylene Oxide (PEO) to be used for
manufacturing biomaterials in the replacement of cartilaginous tissues. The hydrogels were
synthesized using the technique of polymeric solubilisation in water followed by freezing
cycles. The experimental design of simplex-centroid blends with axial points was used to
determine the ideal proportion between the three polymers studied, in order to obtain a hydrogel
with adequate mechanical properties. The proportion of the polymers, however, was restricted
to at least 70% PVA, based on previous studies. In this planning, three different degrees of
hydration were also considered (90, 85 and 80%). The response variable used in this planning
was the Young's modulus, determined by dynamic-mechanical analysis (DMA). The
experimental design resulted in the proportion of 98%, 0.5% and 1.5% for the polymers PVA,
PVP and PEO, respectively, and hydration degree of the hydrogel of 80%. After the synthesis
of the hydrogel with these specifications, it was carried out its characterization by means of the
following analyses: TGA / DTG, DSC, DMA, determination of swelling degree and scanning
electron microscopy.

Keywords: Biomaterials, Hydrogel, Articular Cartilage, Poly(vinyl alcohol), Young’s
Modulus, Mixture Design of Experiments.
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Capitulo 1 — Introducéo

Os o0rgdos e tecidos do corpo humano, com o decorrer do tempo, sofrem desgastes
naturais e/ou podem sofrer lesGes devido a injurias ou doencgas (EBARA, 2016; RUYS, 2013).
Sendo assim, desde o inicio da medicina moderna, diversos tipos de materiais sdo utilizados
para substituir o tecido ou 6rgdo lesionado ou doente de forma a mimetizar suas caracteristicas
e fungdes bioldgicas no corpo humano (RODRIGUES; MOTA, 2017; RUYS, 2013). Os
materiais com essa finalidade sdo denominados biomateriais e a sua utilizagdo na realizacao de
implantes tem se tornado uma alternativa eficaz na substituicdo do processo de transplantes

convencionais (EBARA, 2016).

Os biomateriais sdo materiais sintéticos ou naturais que precisam ser biofuncionais e
biocompativeis para poderem ser implantados no corpo humano e restaurar ou substituir, total
ou parcialmente, tecidos danificados. Esses materiais podem ser de origem metéalica, ceramica,
polimérica ou uma combinacao entre eles (compositos) (BLACK, 2006; LI; WEISEL, 2014,

RUYS, 2013).

Atualmente, existem biomateriais capazes de mimetizar diversos érgdos ou tecidos,
conforme mostra a Figura I.1. Entretanto, casos de rejeicdo ou perda de funcéo bioldgica do
material implantado ainda sdo muito recorrentes (LI; WEISEL, 2014; RODRIGUES; MOTA,
2017). Sendo assim, pesquisadores buscam produzir biomateriais com caracteristicas cada vez
mais semelhantes aos componentes do corpo humano (EBARA, 2016). Dentre a grande
variedade de materiais possiveis para se utilizar como biomateriais, os hidrogéis tém grande
importancia por serem bem aceitos pelo corpo humano, por conseguirem mimetizar a estrutura

natural da superficie das células animais (HENCH; JONES, 2005; MARK, 2004; RUYS, 2013).
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Figura I.1 — Tecidos e érgaos do corpo humano que sdo substituidos, total ou parcialmente, por
biomateriais. Fonte: Adaptado de GRUMEZESCU, 2016.

Os hidrogeis consistem em uma rede tridimensional polimérica hidrofilica que retém
agua, podendo ser feitos de polimeros de origem natural ou sintética, conforme ilustrado na

Figura 1.2 (MARK, 2004; PERALE; HILBORN, 2017).

™
Figura 1.2 — Foto de um hidrogel (A) e a representacado de sua rede polimérica (B). Fonte: PERALE;
HILBORN, 2017.

A utilizacdo dos hidrogéis com fins biomédicos comecou com a producdo e

comercializacdo de lentes de contato flexiveis (feitas de hidrogéis a base de



Polimetilmetacrilato) e capsulas gelatinosas para liberagdo controlada de farmacos (HENCH,;
JONES, 2005; MARK, 2004). Atualmente, esse tipo de material vem sendo estudado para
aplica¢do na producao de “scaffolds” (estrutura base para crescimento de células animais de
forma organizada) na area de engenharia de tecidos (JENNINGS; BUMGARDNER, 2017;
RODRIGUES; MOTA, 2017; WANG, 2017). Isso se deve ao fato dos hidrogéis possuirem,
geralmente, em sua composi¢do mais de 70% de agua, facilitando a difusdo de nutrientes e
metabdlitos quando inseridos em qualquer parte do corpo humano. Isso favorece o crescimento
das células cultivadas em sua matriz (JENNINGS; BUMGARDNER, 2017). Além disso, 0s
hidrogéis podem ser confeccionados de maneira a terem propriedades mecéanicas desejadas e
diversas outras caracteristicas, a depender do objetivo do implante a curto e longo prazos

(RUYS, 2013; WANG, 2017).

As aplicagdes mais recentes para ‘“scaffolds” compostos de hidrogéis relatadas na
literatura sdo para implantes de tecido dsseo e tecido cartilaginoso, principalmente para
diminuir o tempo de recuperacdo dos pacientes com doencas ou lesdes nesses tecidos
(APARICIO; GINEBRA, 2016; RODRIGUES; MOTA, 2017). O tecido cartilaginoso,
geralmente, € pouco irrigado pelos vasos sanguineos e possui baixa capacidade de regeneracéo,
sendo considerado um tecido de dificil tratamento pos lesdo (HENCH; JONES, 2005; PARK

etal., 2013; WANG, 2012).

Nesse contexto, a utilizacdo de hidrogéis para reparar ou substituir (total ou
parcialmente) cartilagens articulares vem sendo amplamente estudada devido as seguintes
vantagens: facil moldagem do material a ser implantado; propriedades mecanicas semelhantes
ao tecido a ser substituido; habilidade de encapsular células; bioatividade, entre outros
(APARICIO; GINEBRA, 2016; RUYS, 2013; BECK et al., 2016). No entanto, até o presente

momento, as técnicas de engenharia de tecido empregadas com o intuito de se regenerar o tecido



cartilaginoso articular ndo conseguiram obter o resultado esperado (HENCH; JONES, 2005;

WANG, 2017).

A maior dificuldade em se obter hidrogéis adequados para a substituicdo de cartilagem
articular é conseguir mimetizar as propriedades mecanicas mantendo ao mesmo tempo o grau
de hidratagdo necessario para o crescimento e manutencdo vital das células cartilaginosas
(condrocitos) (APARICIO; GINEBRA, 2016). Geralmente, a utilizacdo de mondmeros
sintéticos na sintese do hidrogel resulta em um material com propriedades mecanicas desejadas,
mas com baixa concentracdo de dgua (MARK, 2004; POOLE; MARTENS; GREEN, 2016).
Em contrapartida, os hidrogéis produzidos com polimeros de origem natural possuem Gtimas
condicbes para o cultivo de condrocitos, entretanto suas propriedades mecanicas sao
inadequadas a producdo de cartilagens, apresentando baixa resisténcia a tensdes e a fric¢éo
(JENNINGS; BUMGARDNER, 2017; POOLE; MARTENS; GREEN, 2016). Sendo assim, a
utilizacdo de hidrogéis feitos a partir de copolimeros e/ou misturas poliméricas pode ser uma
forma para se obter o biomaterial ideal neste caso (AMBROSIO, 2017; JENNINGS;

BUMGARDNER, 2017).

Os hidrogéis a base de PVA (Poli Alcool Vinilico) s&o muito utilizados na producio de
biomateriais para substituicao de tecido epitelial devido as suas propriedades mecénicas (LIU,
2010). Sendo assim, esse tipo de material vem sendo empregado como uma das possiveis
solugdes para se produzir implantes cartilaginosos (LIU et al., 2010; MAIOLO et al., 2012).
Uma das técnicas mais aplicadas para a producdo de hidrogéis de PVA é a sintese utilizando-
se ciclos de congelamento, com o intuito de promover interacfes fisicas entre as cadeias
poliméricas, formando-se, assim, a rede polimérica tridimensional do hidrogel (MAIOLO et

al., 2012; URUSHIZAKI et al., 1990).



O poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) é um polimero amplamente utilizado para
aplicacdes biomédicas, principalmente para confeccdo de lentes de contato (BONACIN, 2011,
MARK, 2004). Atualmente, o PVP vem sendo adicionado a composi¢do de hidrogeéis na
producdo de biomateriais, por auxiliar na formagdo da rede polimérica (nas ligacbes entre
cadeias poliméricas) e por conferir caracteristicas bioativas a superficie do hidrogel

(ALCANTARA, 2013).

Outro material amplamente utilizado com aplicagdes biomédicas é o PEO (poli 6xido
de etileno), polimero com mesma composicao que o PEG (polietileno glicol), mas possuindo
massa molecular maior (acima de 20.000 g/mol) (JENKINS, 2007; YANG et al., 2017). Além
das diversas aplicacdes do PEG/PEO na confeccdo de implantes de tecido epitelial e 0sseo,
estudos recentes mostraram que esse material copolimerizado ou misturado a outros polimeros

pode auxiliar na fabricacdo de cartilagens artificiais (WANG et al., 2017).



Capitulo 2 — Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar hidrogéis compostos de Poli
Alcool Vinilico (PVA), Poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) e Poli ¢xido de etileno (PEO) para

serem utilizados na confeccdo de biomateriais na reposi¢éo de tecidos cartilaginosos.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar o planejamento experimental do tipo misturas para determinar o grau de
hidratacdo e composicao 6timos para se obter o hidrogel com as propriedades mecanicas
mais semelhantes a cartilagem articular humana;

¢ Sintetizar o hidrogel com composicéo e grau de hidratacdo de acordo com o resultado
obtido no planejamento experimental;

e Caracterizar o0 hidrogel produzido: analise dindmico-mecénica, analise
termogravimeétrica, determinacao do grau de intumescimento, entre outros;

e Comparar o valor do médulo de Young ou modulo de Elasticidade do hidrogel
produzido, obtido na analise dindmico-mecéanica, com o de uma cartilagem articular

humana.



Capitulo 3 — Revisao Bibliografica

3.1 Biomecanica da Cartilagem Articular

O tecido cartilaginoso humano é encontrado em diversas partes do corpo (a exemplo
das articulac@es, nariz, orelhas e discos vertebrais) e possui caracteristicas distintas a depender
do local e funcdo que exerce no organismo (BECK, 2008; GRUMEZESCU, 2016; HENCH,;

JONES, 2005).

As cartilagens podem ser de trés tipos: fibrocartilagem, cartilagem elastica, e cartilagem
articular. As fibrocartilagens estdo presentes na regido do menisco do joelho, nos discos
vertebrais, nos ligamentos e tendGes por todo o corpo. As cartilagens elasticas sdo encontradas
dando forma ao nariz e as orelhas (GRUMEZESCU, 2016; HENCH; JONES, 2005). Por fim,
as cartilagens articulares sdo encontradas nas articulac@es e sdo responsaveis por transmitir, de
forma uniforme, as tensdes de um 0sso ao outro e, a0 mesmo tempo, reduzir o atrito entre esses
0ss0s para evitar o seu desgaste severo (AMBROSIO, 2017). A Figura II1.1 mostra trés
representacdes da articulacdo do joelho humano, mostrando como a cartilagem articular

envolve as extremidades dos ossos fémur, tibia e rétula.
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Figura 1.1 - Cartilagem articular do joelho: radiografia lateral (A); representacéo frontal (B); e
representacdo transversal (C). Fontes: WANG, 2012 (A e B) e MACHADO, 2015 (C).




As cartilagens articulares sdo compostas basicamente de células do tecido cartilaginoso,
condrdcitos, imersas em material extracelular. O material extracelular desse tecido consiste em
uma mistura de macromoléculas, a exemplo de colédgeno (varios tipos), elastina, glicoproteinas
e proteoglicanos, cuja concentracéo e dispersdo dependem do tipo e de fungdo da cartilagem no
organismo (GRUMEZESCU, 2016). A proporc¢éo de colageno e de proteoglicanos nesse tecido
é de 75% (aproximadamente) e de 20-30%, respectivamente, em base seca (AMBROSIO,
2017). Os proteoglicanos mais abundantes em cartilagens articulares sdo 0s
glicosaminoglicanos (GAGS) e, em conjunto com as moléculas de colageno, sdo responsaveis

pelas caracteristicas estruturais presentes no tecido cartilaginoso (YANG et al., 2017).

O componente mais abundante na cartilagem articular é a agua, que estad em maior
concentracdo na superficie da cartilagem (aproximadamente 80% m/m). Sua concentracdo
diminui linearmente em relacdo ao aumento da profundidade do tecido cartilaginoso, chegando
a valores de aproximadamente 65% na zona profunda (AMBROSIO, 2017; NORDIN;

FRANKEL, 2003).

As cartilagens articulares possuem regidbes em que se observam diferentes
concentracdes de coldgeno, GAGs e agua, além de interacGes moleculares distintas. Conforme
ilustra a Figura I11.2, ao todo, a cartilagem pode ser dividida em quatro regides: zona tangencial
superficial, zona intermediaria, zona profunda e zona calcificada (AMBROSIO, 2017

NGUYEN et al., 2011).

A zona superficial é localizada na superficie da cartilagem e possui pequenas
guantidades de GAGs e de colageno do tipo X, que tem maior capacidade estrutural em
comparagao com outros tipos de coldgeno presentes. No entanto, € a regido que apresenta maior
grau de hidratacdo (80% m/m de agua, aproximadamente) e maior concentracdo de colageno

do tipo Il. A zona intermediaria, como o proprio nome sugere, possui caracteristicas



intermediérias em comparagdo com a zona superficial e a zona profunda. A zona profunda é a
regido que compde a maior parte da cartilagem articular e possui maior concentragéo de GAGs
e de colageno tipo X. Essas moléculas se encontram organizadas, funcionando como molas de
amortecedores, aliviando o impacto de tensBes exercidas sobre os condrdcitos (evitando o
rompimento dessas células). Por fim, a zona calcificada € uma regido de transicdo para o tecido
0sseo que possui baixo grau de hidratagdo, maior concentracdo de proteinas estruturais
orientadas e compactadas, e a presenca de hidroxiapatita de célcio (substancia presente na

composic¢do do tecido 6sseo) (AMBROSIO, 2017; LEES; PARTINGTON, 2016).

/Zona Superficial\
T i N N

Colagenolll

Zona Intermediaria

Zona Profunda

\NV
\Zona Calcificada/

Figura I11.2 — Zonas existentes na cartilagem articular. Fonte: Adaptado de NGUYEN et al., 2011.

Modulo de Compressao

GAGs
Colageno X

As causas de degradacdo de cartilagens articulares séo diversas e podem estar
relacionadas a habitos especificos do paciente, doencas relacionadas a idade, pré-disposicdo

genética e/ou problemas articulares e musculares. As principais causas relatadas sao:

e Lesdo por trauma (acidentes e injurias repentinas);
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e Atividades fisicas de alto impacto em alta frequéncia;

e Cancer: de cartilagem (raro), 6sseo, muscular;

e Doencas congénitas: Sindrome de Treacher Collins e Sindrome de Apert;

e Artrites rematoides;

e Doencas autoimunes: miastenia gravis, poliartrite rematéide, l0pus sistémico
eritematoso;

e Doencas genéticas: Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP), neurofibromatose

tipo I, Sindrome de Digeorge e Distrofia Muscular.

Essas doencas causam dor e inaptiddo fisica para qualquer tipo de exercicio ou
movimento articular, piorando muito a qualidade de vida das pessoas e resultando em grandes
prejuizos aos governos devido aos gastos com os tratamentos médico-cirurgicos
(GRUMEZESCU, 2016). A articulagdo do joelho é a que mais apresenta relatos de lesdes e,
sendo assim, diversos métodos para reparacao dos tecidos existentes nessa parte do corpo foram

desenvolvidos (WANG, 2012).

Dentre os métodos existentes para reparacao de cartilagem articular, os mais recentes e
inovadores sdo baseados na implantacdo de material no tecido lesionado, com o intuito de
estimular a regeneracdo do tecido local. O material a ser implantado pode conter somente
hidrogéis, para servir de matriz estrutural para o crescimento e recuperacao de células existentes
no proprio tecido ou conter a mistura de hidrogéis e células, nos casos em que as células do
tecido lesionado estdo em pouca quantidade ou com problemas de crescimento e realizacao de

fungdes metabolicas (AMBROSIO, 2017).

Sendo assim, é requerido que os hidrogéis utilizados nos implantes em tecidos

cartilaginosos possuam propriedades mecénicas (principalmente), quimicas e fisicas adequadas
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para permitir o crescimento apropriado dos condrocitos e para suportar o0 estresse mecanico

sofrido por esse tecido (NGUYEN et al., 2011).

3.2 Caracteristicas dos Biomateriais

Biomaterial é qualquer material, de origem sintética ou natural, que usado em sistemas
bioldgicos (em contato com tecidos vivos) tem como objetivo restaurar ou substituir, total ou
parcialmente, tecidos danificados no corpo humano (BLACK, 2006; GRUMEZESCU, 2016).
Sendo assim, com o aumento da longevidade da populacdo mundial, os biomateriais se
tornaram extremamente importantes na manutengédo da qualidade de vida das pessoas (EBARA,
2016). No entanto, a necessidade de implantes ou tratamentos especificos pode-se iniciar na
juventude do paciente, devido a doencas ou traumas. Nesse contexto, o biomaterial se torna
uma alternativa mais acessivel e barata que os transplantes de tecidos ou 6rgaos (RODRIGUES;

MOTA, 2017).

O primeiro biomaterial conhecido foi o aco inoxidavel, desenvolvido em 1929, que
somente em 1938 foi utilizado em cirurgias de implantes em tecido 6sseo. A partir desse
momento, outros materiais conhecidos a época e que apresentavam potencial uso como

biomaterial foram testados e utilizados em implantes (PLUNKETT, 2005).

Os biomateriais podem ser de tamanhos variados e sdo aplicados a diversas areas
biomédicas: ortopedia, cardiologia, cirurgias plasticas e/ou de reconstrucdo facial,
oftalmologia, neurologia, engenharia de tecidos entre outros. O objetivo do uso de biomateriais
é melhorar ou restaurar funcdes vitais de um 0Orgao ou tecido, para permitir que o paciente
consiga viver de forma autbnoma, sem afetar negativamente outras partes do corpo

(GRUMEZESCU, 2016).
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A escolha do biomaterial adequado depende de uma série de fatores relacionados com
a parte do corpo humano a ser mimetizada. Esse material precisa atender as necessidades
anatémicas do local onde ele serd implantado e precisa desempenhar a funcéo bioldgica do
tecido ou 6rgdo a ser substituido, além de possuir as propriedades mecénicas adequadas. Além
disso, a interagdo quimica e fisica do biomaterial com o corpo humano ndo pode liberar
substancias toxicas nem desencadear rea¢Ges imunoldgicas; ou seja, esse material deve ser

biocompativel (BRANT, 2008; GRUMEZESCU, 2016).

Um material é classificado como biocompativel quando provoca resposta bioldgica
minima ao ser implantado; ou seja, 0 material em contato com o organismo ndo induz reacoes
quimicas que causam inflamacdes, alergias e processo de rejeicdo do implante (PERALE;

HILBORN, 2017).

O conjunto de propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas exigidas para um biomaterial
desempenhar adequadamente determinada funcdo € denominado biofuncionalidade. Esse
conceito descreve o comportamento do material implantado no organismo e ainda compreende
a capacidade do dispositivo desempenhar uma funcdo desejada durante o periodo esperado

(BLACK, 2006).

Outro aspecto importante é a capacidade de esterilizacdo prévia do material a ser
implantado. Os biomateriais precisam suportar os tratamentos quimicos ou fisicos que
promovam a completa destruicdo de micro-organismos, para que possam ser implantados sem

o risco de ocorrer uma infecgdo microbioldgica (PERALE; HILBORN, 2017).

A composicdo do biomaterial pode ser de origem natural (colageno, quitosana,
carbonato de calcio proveniente de corais e 0ss0s, entre outros) ou de origem sintética (metais,

polimeros, ceramicos, compositos) (RODRIGUES; MOTA, 2017). A Tabela 111.1, a seguir
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mostra alguns dos biomateriais mais aplicados na medicina, sua aplicagdo e sua composicéo

quimica.

Tabela I11.1 — Alguns Biomateriais e suas Aplicagdes. Fonte: BRANT, 2008.

Dispositivo

Func¢do no Organismo

Composicéo

Protese da cornea

Valvulas cardiacas

Proteses artificiais do quadril,
joelho, ombro, cotovelo e pulso

Pinos intramedulares

Protese mamaria

Pele artificial

Suturas

Prover um caminho 6tico para
aretina

Substituicdo de valvulas
danificadas

Reconstrugdo de articulagdes
artriticas ou fraturadas

Alinhamento de fraturas

Substitui¢do ou aumento de
seios

Tratar queimaduras severas

Manutencdo de contato entre
tecidos para auxiliar na
cicatrizacdo

Hidrogel de PMMA

Ligas Co-Cr; carbono
histordpico de baixa
temperatura; liga de Ti com
Silastic
Aco inox 316L; liga Co-Cr; Ti
e liga Ti-Al-V; cimento de
PMMA; polimero poliacetal;
alumina de alta densidade

Composito polissulfona-fibra
de carbono; compdsito de acido
polilactico-acido poliglicélico

Gel e borracha de silicone,
Dacron; esponja de Hydron

Colageno tratado; compésito
de espuma de policaprolactona
(PCL) — filme de PCL

PLA, PGA, P(LA-co-GA); Aco
inox; seda; nailon;
polipropileno

A producdo de dispositivos e implantes é regulamentada e fiscalizada por diversos

orgdos competentes. Orgdos, a exemplo da ASTM (American Society for Testing and

Materials) e da ISO (International Standards Organization), desenvolvem protocolos para

verificacdo das especificacOes exigidas para biomateriais licenciados, para auxiliar na

manutencdo da qualidade e padronizagdo dos materiais produzidos. Outros 6rgéos, a exemplo

da FDA (Food and Drugs Administration), auxiliam na fiscalizacdo das empresas produtoras e

comercializadoras desses produtos. Essas organizagdes procuram garantir que os biomateriais
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utilizados apresentem biocompatibilidade, biofuncionalidade e estejam aptos ao uso médico

(BLACK, 2006).

As pesquisas mais recentes procuram obter biomateriais que possam ser aplicados no
desenvolvimento da area da engenharia de tecido (PERALE; HILBORN, 2017). A engenharia
de tecido consiste em uma area da ciéncia biomédica que busca produzir ou regenerar tecidos
ou 6rgdos por meio da implantacdo ou cultivo controlado de células especificas da parte do
corpo a ser mimetizada. No entanto, para que isso possa ser realizado, trés componentes basicos
sd0 necessarios: células especificas, fatores de sinalizagao e “scaffolds” (material estrutural para
o0 crescimento ordenado das células) (HENCH; JONES, 2005). Os “scaffolds” utilizados no
desenvolvimento da engenharia de tecido sdo biomateriais que precisam ser bioativos e,
geralmente, biodegradaveis ou reabsorviveis. Nesse caso, 0s biomateriais de origem polimérica
possuem vantagens em relacdo a outros tipos de materiais devido a capacidade de permitir o
crescimento e manutencdo celular, ser absorvido pelo organismo a longo prazo e apresentar

propriedades mecanicas adequadas (ALMEIDA, 2010).

3.3 Modulo de Young ou Elasticidade

As propriedades mecanicas de um material sdo o conjunto de informacdes que
especificam como ele ird se comportar quando sofrer a acdo de uma carga ou de uma forca. As
propriedades mecanicas sdo especificadas por meio da determinacdo dos parametros: médulo
de elasticidade, limite de resisténcia a tracdo, resisténcia ao impacto e resisténcia a fadiga

(CALLISTER, 2002).

A quantificacdo dos pardmetros que envolvem o comportamento mecénico de um

material é realizada ao se relacionar tenséo exercida (o) com a deformacéo resultante (€). As
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equacBes que descrevem essas variaveis, nos casos de tensfes unidirecionadas, Sao

(RODRIGUES; MOTA, 2017):

AL L-Lg
Lo Lo

1)

> |

sendo AL igual a diferenca entre o comprimento inicial e final da amostra ap6s sofrer a tenséo
0; Lo igual ao comprimento inicial da amostra; F igual a forca aplicada sobre o material; e A
igual a area transversal ao movimento. Nesse caso, a forca é aplicada no sentido em que se
observa a deformacdo €. Se considerarmos a lei de Hooke para um material s6lido com

elasticidade ideal, temos:

o = Ee (2)

sendo E igual ao mddulo de Young ou modulo de Elasticidade (RODRIGUES; MOTA, 2017).

A Figura I11.3 mostra a relacdo entre tensdo, deformacao e o modulo de Young.

Tenséo

Coeficiente angular =
madulo de elasticidade

Deformacgéo

Figura 111.3 — Gréfico de tensdo versus deformagdo para calculo do mddulo de elasticidade de um
material. Fonte: Adaptado de CALLISTER, 2002.
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O valor do modulo de elasticidade é calculado em unidades de pressdo, geralmente,
sendo expresso em GPa, MPa ou psi. Sabendo-se o valor dessa varidvel, é possivel prever o
quanto um material ir& se deformar quando sofrer uma determinada tensdo. Mesmo ndo sendo
uma informacgéo suficiente para descrever o comportamento mecanico de um material, o
maodulo de Young auxilia na comparacédo e na escolha dos materiais de acordo com a finalidade

para a qual sera aplicado (TANZI; FARE, 2017).

O valor do modulo de elasticidade é um dos fatores mais utilizados para se descrever o
comportamento mecanico de biomateriais, principalmente, quando a peca ou dispositivo a ser
confeccionado tem funcdo estrutural (BLACK, 2006). Sendo assim, durante a etapa de
caracterizacdo de novos biomateriais a serem aplicados com o intuito de substituir cartilagens
articulares, ensaios mecanicos séo realizados para obter o valor do mddulo de elasticidade (E)
do material. O valor do modulo de elasticidade do biomaterial precisa ser o0 mais proximo
possivel do valor do material bioldgico a ser mimetizado, para ser considerado biofuncional

(WU et al., 2008).

Os valores das propriedades mecanicas dos materiais sdo obtidos por meio da realizacao
de experimentos em laboratorio, que devem reproduzir, o mais fielmente possivel, as condi¢bes
de estresse que o material ird sofrer na realidade. Dentre os fatores a serem considerados nesse
tipo de analise, incluem-se a natureza da carga aplicada e a duracdo da sua aplicacdo bem como
as condigdes ambientais (a exemplo da temperatura e umidade do ambiente). A carga/forca
aplicada pode ser do tipo tracdo, compressiva, flexiva ou de cisalhamento, conforme ilustra a

Figura 111.4 (CALLISTER, 2002; MENARD, 2008).
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Compressao

Cisalhamento Flexdo

Tracao

Figura 111.4 — TensBes que podem ser exercidas em um corpo de prova. Fonte: Adaptado de MENARD,
2008.

A magnitude da forca aplicada pode ser constante ao longo do tempo ou entdo variar
constantemente. Outro parametro a ser observado é o tempo de aplicacdo da forca, pois o ensaio
deve ser realizado dentro de um periodo adequado para se observar o comportamento do

material de forma adequada (CALLISTER, 2002).

Atualmente, para o célculo do médulo de elasticidade de um determinado biomaterial,
0s ensaios mais utilizados sdo os de tracdo ou compressdo da amostra. Os equipamentos
utilizados para realizar analise, na maioria das pesquisas cientificas realizadas, sdo os UMT
(Universal Mechanical Tester) (MAIOLO et al., 2012; MASRI; CHAGNON; FAVIER, 2017).
Porém, é possivel observar que, na maioria dos trabalhos publicados, a temperatura da amostra
ndo foi controlada; ou seja, as analises foram realizadas sob condi¢des ambientais locais
(GUPTA; SINHA; SINHA, 2010; MAIOLO et al., 2012; WU et al., 2008). No entanto, a
temperatura da amostra, durante os ensaios de compresséo ou tracdo, pode influenciar no valor
do médulo de elasticidade observado, principalmente se o material for de origem polimérica, a

exemplo dos hidrogéis (BLACK, 2006).

A temperatura ideal para a realizacdo dos ensaios de compressdo ou tracdo de
biomateriais é 37 °C, aproximadamente, valor de temperatura corpérea observado na maioria

dos seres humanos saudaveis (TANZI; FARE, 2017). Contudo, 0 médulo de elasticidade
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também pode ser calculado por meio dos resultados da anélise dindmico-mecanica (DMA), em

que a condigéo de temperatura utilizada no teste pode ser controlada (CHEN et al., 2014).

A confecgdo de um biomaterial deve estar de acordo com os valores das propriedades
mecanicas do tecido a ser mimetizado. No caso de tecido cartilaginoso articular, 0 modulo de
elasticidade é um dos primeiros fatores fisicos a ser avaliado (MASRI; CHAGNON; FAVIER,
2017; WANG et al., 2017). No caso do tecido cartilaginoso articular, por exemplo, 0 modulo
de elasticidade varia entre 0,5 e 1,5 MPa no corpo humano de acordo com Nordin e Frankel
(2003) e entre 0,20 e 5,41 MPa de acordo com Maiolo et al. (2012). O trabalho publicado por
Machado (2015) relata que o valor encontrado para 0 moédulo de elasticidade da cartilagem

articular de joelho é de 0,3886 MPa.

3.4 Caracteristicas dos Hidrogéis

Os hidrogéis consistem em uma rede polimérica tridimensional que absorve agua e que,
ao mesmo tempo, é insolivel em meios aquosos sob determinada faixa de temperatura, pH e
forca ibnica (DARWIS et al., 2002; DULONG et al., 2006). A rede polimérica dos hidrogéis é
formada por meio de interacGes entre as cadeias dos polimeros ou oligbmeros, utilizados na
sintese do material. Esses polimeros se mantém conectados em pontos chamados “cross-
linkers”, que podem ser formados por ligacdes covalentes, eletrostaticas (ou hidrofébicas) ou

por interac6es dipolo-dipolo, conforme mostra a Figura 111.5, a seguir (MARK, 2004).



:
.

=S

Interagdes
I6nicas

\/—\/'\./

|
Ligagdes
Covalentes

Enovelamento

i

19

Figura I11.5 — Formas de preparo da rede polimérica dos hidrogéis. Fonte: Adaptado de LI; WEISEL,

2014.

A Figura 111.6 representa microscopicamente como a rede polimérica do hidrogel é

organizada. Os espacos entre os intersticios formados ndo sdo padronizados devido a

complexidade que envolve a formacéo do hidrogel (K1M, 1999; PERALE; HILBORN, 2017).
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Figura 111.6 — Estrutura microscopica dos hidrogéis. Fonte: Fonte: Adaptado de PERALE; HILBORN,

2017.

A hidrofilicidade do hidrogel ocorre devido a presenca de grupos hidrofilicos, tais como:

hidroxila, carboxila, amida e sulfonicos ao longo da cadeia polimérica (ALCANTARA, 2013;
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KIM, 1999). Entretanto, os hidrogéis retém agua até um valor de equilibrio (ALMEIDA, 2010).
O equilibrio no estado de hidratacdo de um hidrogel resulta de um balancgo entre as forgas
motrizes osmoticas, que causam o intumescimento do hidrogel, com as forgcas coesivas
exercidas pelas cadeias poliméricas, que resistem a expansdo e expelem a 4gua do hidrogel. As
forgas coesivas dependem da densidade de “cross-linkers” existentes no hidrogel e as forgas
osmaticas dependem do ambiente em que o hidrogel estd inserido (BRANT, 2008). Apo6s o
intumescimento, ao tentar-se retirar a gua, muitas vezes a estrutura do hidrogel pode colapsar

(BRANT, 2008; MARK, 2004).

Em relacdo a forma com que a agua esta interagindo com a rede polimérica, existem
quatro tipos agua observados no hidrogel, conforme ilustra a Figura I11.7. A agua pode ser
classificada como: agua livre, agua adsorvida, agua intersticial ou agua ligada (PERALE;

HILBORN, 2017).

+«—— Agua Livre

\/\ i

Agua Intersticial

\/\ o -Hgualiia

Figura I11.7 — Tipos de agua existentes nos hidrogéis. Fonte: Adaptado de PERALE; HILBORN, 2017.

A agua ligada estd mais fortemente ligada a cadeia polimérica, principalmente por
ligacOes de hidrogénio. A agua adsorvida interage diretamente com a agua ligada e também é

considerada fortemente ancorada ao hidrogel. A &gua intersticial preenche os poros do hidrogel.
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Por fim, a agua livre é a que preenche a superficie e os grandes vazios existentes no hidrogel.
A égua do tipo livre ou intersticial possui maior mobilidade que a 4gua ligada ou adsorvida, por
interagir de forma mais fraca com os outros componentes do hidrogel, e, sendo assim, é a 4gua
que migra nos processos de intumescimento e desidratacdo do hidrogel (ALMEIDA, 2010).
Esses tipos de agua sdo determinados por DSC (differential scanning calorimetry) e RMN

(ressonancia magnética nuclear) (MARK, 2004; TANZI; FARE, 2017).

Um aspecto importante a ser levado em consideragdo é que quase todos os hidrogéis que
contém grandes quantidades de adgua (acima de 85%) possuem propriedades mecanicas ruins
(DATTA, 2007). No entanto, a quantidade de agua existente no hidrogel determina as
caracteristicas de difusdo e de transporte. Na maioria dos casos, é observado que quanto mais

agua melhor a difusdo de moléculas no hidrogel (K1M, 1999).

Outra caracteristica a ser observada nos hidrogéis se refere a cristalinidade das redes
poliméricas formadas, ou seja, o grau de organizagdo molecular observado. Os hidrogéis
amorfos apresentam cadeias poliméricas dispostas de forma aleatéria e enoveladas, o que
resulta em um material, geralmente, transparente e macio. Enquanto isso, os hidrogéis
semicristalinos possuem cadeias com um empacotamento ordenado em determinadas regides e

s&0 mais rigidos e opacos (ALCANTARA, 2013).

Devido as inimeras formas de sintese, de composicdo e caracteristicas, 0s hidrogeéis
possuem diversas classificagdes, conforme mostra a Figura I11.8. De acordo com Alcantara

(2013) e Brant (2008), os hidrogéis podem ser classificados das seguintes formas:

e Quanto a origem do polimero: o polimero pode ser de origem natural (colageno,
alginato, quitosana, celulose, entre outros), de origem sintética (PEG/PEO, PVA, PLA,

PMMA, entre outros) ou uma mistura entre polimeros naturais e sintéticos.
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Quanto a carga i6nica: o polimero que compde o hidrogel pode ter carga negativa,
positiva, ser neutro, ou adquirir cargas distintas a depender do pH e/ou forca idnica do
meio;

Quanto as propriedades de interagdo com o meio em que estéo inseridos: os hidrogéis
podem apresentar modificacGes na sua estrutura quando estimulados (chamados de
hidrogéis inteligentes) ou podem ser inertes, ou seja, ndo interagir (hidrogéis
convencionais);

Quanto aos métodos de sintese do hidrogel: realizando reacbes com polimeros ou a
partir de monémeros, na presenca ou ndo de agentes reticulantes;

Quanto a biodegradabilidade: os hidrogéis podem ser estaveis (ndo biodegradaveis) ou
sofrer reagBes quimicas de oxidacdo ou hidrolise com o decorrer do tempo
(biodegradaveis);

Quanto ao tipo de reticulacdo realizada: a sintese do hidrogel pode ser realizada por
reacOes quimicas entre as cadeias poliméricas (hidrogéis quimicos) ou por interacoes
fisicas entre grupamentos quimicos existentes nas moléculas dos polimeros (hidrogéis

fisicos).
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Figura 111.8 — Classificacdes dos hidrogéis. Fonte: ALCANTARA, 2013.

Uma das classificacBes mais relevantes ao se estudar um hidrogel é a que define por

qual método de reticulacdo a rede polimérica foi formada. Nesse contexto, os hidrogéis podem

ser classificados como fisicos ou quimicos (BRANT, 2008; SANNA, 2013).

Os hidrogéis quimicos sdo formados por meio de reacdes quimicas entre grupamentos

existentes nos polimeros utilizados na sintese. Sendo assim, a estrutura tridimensional do

hidrogel ¢ mantida coesa devido a liga¢cdes covalentes entre as cadeias poliméricas. Esse tipo

de hidrogel é considerado estavel em ambientes biol6gicos (ABDELHALIM, 2006; BRANT,

2008). No caso dos hidrogéis fisicos, as cadeias poliméricas estdo coesas por interacbes mais

fracas (ndo-covalentes) e, por isso, se tornam mais susceptiveis as mudangas no meio (pH,

temperatura, pressdo osmdtica). A sintese do hidrogel fisico ocorre, principalmente, por agdo
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de forgas eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e enovelamento das

cadeias poliméricas (BRANT, 2008; SANNA, 2013).

Os hidrogeéis fisicos possuem vantagens em relacdo aos hidrogéis quimicos quanto a
utilizacdo para fins biomédicos, pois conseguem apresentar propriedades mecanicas similares
aos orgdos e tecidos a serem mimetizados e ndo apresentam problemas quanto a toxicidade do
biomaterial produzido, por ndo utilizarem agentes reticulantes durante sua sintese (como ocorre

na producao de hidrogéis quimicos) (GANN et al., 2009; GUPTA et al., 2009).

Uma das formas de se sintetizar hidrogéis fisicos € utilizar o processo de solubilizacao
de polimeros hidrofilicos em agua e realizar ciclos de congelamento para induzir a formacéao
do hidrogel. Esse tipo de hidrogel tem aplicacdo na producdo de pele sintética e tem sido testado

para aplicacdo como cartilagens artificiais (HOLLOWAY et al., 2011).

A utilizacdo de hidrogéis ocorre em diversas industrias, a exemplo da farmacéutica,
cosmética e de alimentos (NORTON; HANCOCKS; GROVER, 2014). Na industria
farmacéutica, os hidrogéis sdo muito utilizados na liberacdo de farmacos de forma controlada
no organismo (DULONG et al., 2006). Outros materiais de uso biomédico, como lentes de
contato ocular e pele sintética, também utilizam hidrogéis na sua formula¢do (DARWIS et al.,
2002). Recentemente, biomateriais a base de hidrogéis e hidroxiapatita tém sido aplicados na

producdo de implantes 6sseos (HAYAMI et al., 2007).

Os hidrogéis sdo bem aceitos pelo corpo humano (aplicacbes biomédicas) porque
conseguem mimetizar a estrutura natural da superficie ou material que envolve as células do
corpo humano (YIN, 2012). Com isso, os hidrogéis tém sido amplamente estudados com o
proposito de utiliza-los na produgao de “scaffolds” na area da engenharia de tecido (REN et al.,
2015; SARKER,2015). A Figura 111.9 mostra a interacdo do biomaterial implantado no corpo

humano, servindo de estrutura para o crescimento de células e regeneracdo do tecido tratado.
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Figura 111.9 — Representacdo da interacao de biomateriais feitos de hidrogel no organismo. Fonte:
Adaptado de OSADA e KAJIWARA, 2001.

Devido ao seu comportamento mecanico frente a esforgos do tipo friccdo, pesquisas
utilizando hidrogéis na substituicdo de cartilagens articulares estdo sendo realizadas. Além de
bom desempenho mecanico, os hidrogéis apresentam boa lubrificacdo superficial, o que se
assemelha as cartilagens naturais, auxiliando na sua protecdo contra desgastes (BAYKAL et
al., 2013; BLUM; OVAERT, 2013; SPILLER et al., 2008; THOMAS et al., 2009). Além disso,
os hidrogéis podem ser citocompativeis e permitem a difusdo de adgua, nutrientes e metabolitos
que ajudam na manutencdo e crescimento celular (BAYKAL et al., 2012; REMYA; NAIR,
2013; SARKER,2015). Nesse contexto, os hidrogéis de PVA estdo sendo estudados por
apresentarem caracteristicas desejaveis a utilizacdo na confecgdo de biomateriais para reposicdo

de cartilagens articulares (NGUYEN et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012).

3.5 Hidrogéis de PVA, PVP e PEO

O Poli Alcool Vinilico (PVA) é um polimero sintético, solivel em &gua, que possui

grupamentos hidroxila ao longo da sua cadeia polimérica (LIU, 2010). Esse polimero,
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geralmente, é produzido por meio da alcodlise do poliacetato de vinila (PVAc) e pode ser
comercializado com massa molar e graus de hidrélise variados (EBEWELE, 2000). A Figura

I11.10, a seguir, mostra a estrutura quimica do PVA.

OH

CH—CH,1+—

Figura 111.10 — Estrutura quimica do poli &lcool vinilico (PVA). Fonte: LIU, 2010.

O polimero de PVA é utilizado na sintese de hidrogeis com excelentes propriedades
mecanicas para aplicacdo na inddstria de engenharia de tecidos, mais especificamente, na
producdo de pele e cartilagens artificiais (JENKINS, 2007). Os hidrogéis de PVA e os
biomateriais feitos a partir deles sdo regulamentados e aprovados pela FDA (Food and Drugs
Administration) e outros 6rgaos reguladores. No entanto, as células animais ndo aderem com
facilidade sob sua superficie, limitando a sua aplicacdo como “scaffolds” (POOLE;
MARTENS; GREEN, 2016). Uma das alternativas para melhorar a aderéncia dos hidrogéis de

PVA é utilizar o poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) na mistura polimérica (ZHENG et al., 2008).

O poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) é um polimero soltivel em &gua que possui baixa
toxicidade, biocompatibilidade e alta resisténcia quimica (MA et al., 2009). Esse polimero é
utilizado em diversas aplicacbes em quase todas as areas da industria, principalmente nas
industrias farmacéutica, cosmética e de alimentos (BRANT, 2008). A Figura 111.11, a seguir,

mostra a estrutura quimica do PVP.
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Figura I11.11 — Estrutura quimica do poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP). Fonte: BRANT, 2008.

Os hidrogéis de PVP sdo utilizados pela industria biomedica na producdo de

biomateriais, principalmente peles artificiais (BONACIN, 2011; MUTA et al., 2002).

O polidxido de etileno (PEO) é um polimero biodegradavel que quando apresenta massa
molecular abaixo de 20.000 g/gmol é chamado de polietileno glicol (PEG). Esse polimero
sintético € o mais utilizado em aplicagdes biomédicas por ser considerado ndo tdxico, ndo
alergénico e apresentar baixa aderéncia para proteinas em sua superficie e, por isso, seu uso é
aprovado pela FDA (Food and Drugs Administration) e outros 6rgaos reguladores (POOLE;

MARTENS; GREEN, 2016). A Figura 111.12 representa a estrutura quimica do PEO.

HO — (CH,CH,— O —) H

Figura 111.12 — Estrutura quimica do polioxido de etileno (PEO). Fonte: EBEWELE, 2000.

Os hidrogéis de PVA podem ser sintetizados por reacdes quimicas ou por interagdes
fisicas (STAUFFER; PEPPAS, 1992). As reacOes para producdo de hidrogéis quimicos a base
de PVA ocorrem por meio da adicdo de agentes reticulantes ou pela acdo de radiacdo e
consistem em reagir 0s grupamentos hidroxila de uma cadeia polimérica de PVA com outras

cadeias adjacentes formando a rede polimérica do hidrogel (LI1U, 2010).
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As interacdes responsaveis por formar hidrogéis fisicos de PVA consistem em formar a
rede polimérica por meio da técnica de cristaliza¢éo por ciclos de congelamento. Os hidrogéis
fisicos de PVA s&o viscoelasticos e possuem resisténcia a tragdo. Além disso, a rota fisica de
sintese de hidrogéis evita a geracéo de biomateriais com residuos quimicos (agentes reticulantes
usados em reagBes quimicas) ou com radicais livres (devido a reacdo por radiacdo). Sendo
assim, os hidrogeis fisicos de PVA séo os melhores materiais para se utilizar como matéria-

prima na fabricacdo de biomateriais em geral (PRAMANICK et al., 2012).
A formacao de hidrogéis de PVA por ciclos de congelamento ocorre em duas fases:

e 12 fase: o polimero PVA ¢ solubilizado em &gua quente (acima de 90°C)
(HATAKEYEMA; YAMAUCHI, 1984; NAGURA; HAMANO; ISHIKAWA, 1989).
Outros polimeros e/ou outras substancias podem ser acrescidas durante a solubilizagédo
de todo material (HAYES et al., 2016). O aquecimento do sistema pode ser realizado por
autoclavagem (DROZDOVA et al., 2017; HATAKEYEMA et al., 2005) ou em placa
de aquecimento sob agitacéo constante (CHEN et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2004);

e 2%fase: a solucdo de PVA em &gua, obtida na 12 fase, passa por ciclos de congelamento.
Cada ciclo consiste em armazenar o material, por algumas horas, a uma temperatura de
-20°C e depois a 4°C (KOBAYASHI; TOGUCHIDA; OKA, 2003) ou 25°C (PAN;
XIONG; MA, 2007). A quantidade necessérias de ciclos de congelamento para se obter
o hidrogel depende das condi¢fes em que ocorreu a sintese e das caracteristicas

desejadas (BUTYLINA; GENG; OKSMAN, 2016).

A Figura 111.13 mostra o efeito da quantidade de ciclos de congelamento na estrutura da

rede polimeérica obtida no hidrogel de PVA.
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Figura I111.13 — Efeito dos ciclos de congelamento na estrutura do hidrogel de PVA. Fonte: Adaptado de
LIU, 2010.

A cada ciclo de congelamento realizado, a rede polimérica, antes enovelada e sem
organizacdo aparente, apresenta regides de cristalizacdo do PVA (MCKENNA; HORKAY,
1994; MORARIU et al., 2016). Essa organizacdo da estrutura molecular promove maior

estabilidade e propriedades elasticas ao hidrogel formado (PRAMANICK et al., 2012).

Hidrogéis de PVA porosos (fisicos) tém sido utilizados como matriz para crescimento
celular na formagdo de cartilagens sintéticas in vitro (GRUMEZESCU, 2016). Estudos
publicados por Curley et al. (2014) e Kobayashi, Toguchida e Oka (2003) utilizaram hidrogéis

de PVA na producdo de tecido cartilaginoso para reposicéo da regido do menisco (joelho).

Entretanto, os hidrogéis de PVA puro ndo apresentam boas condi¢des para uso como
estruturas de crescimento celular devido a dificuldade de adesdo das células na superficie desses
hidrogéis (KANCA et al., 2018; SHI et al., 2016). Sendo assim, para contornar esse problema,
outros polimeros hidrofilicos estdo sendo misturados ao PVA para produzir biomateriais
aplicaveis as técnicas de engenharia de tecido (BODUGOZ-SENTURK et al., 2008; MA et al.,

2009).
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Capitulo 4 — Materiais e Métodos

4.1 Sintese dos Hidrogéis

A sintese de todos os hidrogéis utilizados neste trabalho foi realizada por meio da técnica
de solubilizacdo polimérica em &gua, seguida de ciclos de congelamento. Os polimeros
utilizados para produzir as amostras de hidrogel foram: Poli Alcool Vinilico (PVA), Poli(vinil-
2-pirrolidona) (PVP) e o Polioxido de etileno (PEO). No entanto, a propor¢ao em massa de cada
um desses polimeros, nas amostras, variou conforme o especificado no planejamento
experimental realizado (metodologia devidamente explicada no item 4.2): 70 a 100% de PVA;
0 a 30% de PVP; e 0 a 30% de PEO, levando em consideracdo somente a fracdo polimérica do

hidrogel.

A fracdo polimérica dos hidrogéis sintetizados variou de 10 a 20% em massa, sendo o
restante do material composto somente por agua, ou seja, 80 a 90% de agua na composicdo das
amostras. A propor¢do de agua nos hidrogéis é denominada grau de hidratacdo e esse valor

variou conforme o especificado no item 4.2.

A sintese dos hidrogéis foi iniciada adicionando-se a fracdo polimérica (mistura dos
polimeros em po) a quantidade de &gua necessaria, de acordo com o grau de hidratacdo desejado
para a amostra. Cada mistura foi agitada a 100 rpm e aquecida a temperatura de 90°C durante
um periodo de quatro horas, com o intuito de se formar uma suspensao homogénea, facilitando
a solubilizacdo do material na etapa seguinte. A total solubilizacdo dos polimeros em agua
ocorreu ao se aguecer a suspenséo, obtida na primeira etapa, a temperatura de 121°C (presséo
absoluta de 2,2 atm) por duas horas. A solugdo viscosa formada, apds essas etapas de

solubilizacdo polimérica em agua, foi colocada em placas petri de vidro (90 mm de diametro)
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para formar hidrogéis com espessura de 5 mm, aproximadamente. Apos isso, as amostras foram

congeladas a temperatura de -20°C para iniciar a etapa dos ciclos de congelamento.

Os ciclos de congelamento consistiram em congelar e descongelar as amostras
sucessivas vezes para se formarem as interacfes fisicas entre as cadeias dos polimeros,
formando a rede polimérica do hidrogel. O inicio de cada ciclo consistiu em congelar a amostra
a temperatura de -20°C, por um periodo de vinte horas, e depois descongelar a amostra a
temperatura de 25°C, por um periodo de quatro horas, finalizando-se, assim, um ciclo de

congelamento.

Ao todo, as amostras foram submetidas a 15 ciclos de congelamento, conforme
metodologia descrita por Pramanick et al. (2012), com o intuito de se obter hidrogéis fisicos
com a rede estrutural bem definida. Durante os ciclos, a formacdo das interacdes fisicas
provocou mudancas no aspecto das amostras, que se tornaram mais opacas e apresentavam

cristais mais organizados enquanto congeladas.

e e -M e ’ o
Figura IV.1 — Aspecto macroscopico observado apds 5 ciclos de congelamento (A) e apds 15 ciclos de
congelamento (B).
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4.2 Planejamento Experimental

O planejamento de experimentos é uma ferramenta muito eficiente quando se deseja
realizar pesquisas cientificas, pois permite a reducdo do nimero de ensaios necessarios, em

relacdo ao método de tentativa e erro (NUNES, 1998).

O planejamento experimental do tipo mistura foi realizado neste trabalho para se obter
a composicdo polimérica ideal na confeccdo de um hidrogel com propriedades mecénicas
similares as de uma cartilagem articular humana. A varidvel resposta utilizada nesse
planejamento foi o valor do médulo de Young (ou elasticidade) para cada uma das amostras,

obtido por meio da anélise dindmico-mecéanica (DMA), descrita no item 4.3.

Os componentes avaliados na mistura foram os polimeros PVA, PVP e PEO, sendo que

as proporcdes deles obedeceram a seguinte equacao:
3 —
i=1Xi =1 ©)

Sendo assim, a soma das proporcdes foi igual a 1 (100%) em todos os casos estudados.
O planejamento de mistura foi do tipo Simplex-centroide com pontos axiais, com a adi¢do de
quatro réplicas no ponto central. No entanto, esse planejamento foi realizado com restri¢cdes nas
proporcdes dos componentes, como mostra a Figura V.2, devido ao fato que a proporcao de
PVA nos hidrogéis ndo poderia ser inferior a 70%, pois varios estudos mostraram que
proporcoes de PVA inferiores a esse valor resultavam na formacgdo de hidrogéis semissolidos

(MANSUR; OREFICE; MANSUR, 2004).
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Figura IV.2 — Planejamento experimental de mistura realizado.

Entretanto, ao todo, foram realizados trés grupos de experimentos com esse tipo de
planejamento para se avaliar, também, a influéncia do grau de hidratacdo na varidvel resposta.
Os graus de hidratacdo avaliados (teor de agua existente no hidrogel) foram de 80, 85 e 90%.
Sendo assim, 42 amostras foram feitas ao todo, sendo 14 para cada grupo de experimentos (um

para cada grau de hidratag&o).

O software utilizado para a analise estatistica dos resultados foi o STATISTICA13.
Apdbs o resultado da andlise estatistica, foram sintetizadas amostras de hidrogel com a

composicdo ideal obtida na otimizacdo do modelo.

4.3 Analise Dindmico-Mecénica (DMA)

Os equipamentos que realizam a andlise dindmico-mecéanica (DMA) aplicam forgas na
amostra analisada e mensuram a resposta viscoelastica que esse estimulo provoca (MENARD,

2008; TANZI; FARE, 2017). Sendo assim, as amostras de hidrogel foram analisadas em um
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equipamento DMA 7, da marca Perkin Elmer (laboratério Labter), com o objetivo de se obter

o valor do médulo de elasticidade das amostras.

A anélise de DMA das amostras de hidrogel foi realizada utilizando-se o método de
compressdo por placas paralelas, de acordo com o descrito por Beck et al. (2016). As placas
tinham formato de disco com diametro de 20 mm. As amostras de hidrogel foram preparadas
em formato de disco (com o mesmo diametro das placas do aparelho) e com espessura de 5

mm. A andlise ocorreu em temperatura constante de 37°C, aproximadamente.

Antes do inicio da analise, as amostras estavam imersas em tampéo fosfato-salino (PBS)
por 24 horas, a 37°C, aproximadamente. Essas condi¢fes ambientais impostas as amostras de
hidrogel mimetizam o ambiente em que as cartilagens articulares ficam inseridas. O intuito
desse procedimento é obter o valor real do médulo de elasticidade que as amostras irdo

apresentar quando inseridas no corpo humano.

Conforme o descrito pelo protocolo de reagentes da ANVISA (2010), a composi¢édo do

tampdo PBS utilizado neste trabalho foi:

6 g/L de cloreto de sodio;
e 0,15 g/L de cloreto de potassio;
e 1,075 g/L de fosfato de sdédio dibasico dodeca-hidratado;

e 0,15 g/L de fosfato de potassio monobasico.

4.4 Analise Termogravimetrica (TGA/DTG)

O conceito de analise térmica a define como um conjunto de técnicas que permite medir
as mudancas de uma propriedade fisica ou quimica de uma substancia ou material em funcéo

da temperatura ou do tempo, enquanto a substancia é submetida a uma programacéo controlada
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de incrementos de temperatura. No caso da termogravimetria ou analise termogravimétrica
(TGA), ela pode ser definida como um processo continuo que mede a variagao de massa (perda
ou ganho) de uma substancia ou material, resultante de uma transformacéo fisica (sublimagé&o,
evaporacao, condensacao) ou quimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo), em funcdo da

temperatura e/ou tempo (GIOLITO, 1987; e MOTHE et al., 2009).

As andlises termogravimétricas da amostra de hidrogel, com a composicéo estabelecida
pelo resultado da otimizacdo do modelo obtido no planejamento experimental, foi realizada em
um equipamento da marca TA, modelo Q-500 (laboratério LAPIN — IMA). O intuito dessa
analise foi determinar a faixa de vaporizacdo da agua e de degradacdo dos componentes
poliméricos contidos. A taxa de aquecimento utilizada foi de 10 °C/min e os ensaios foram
realizados em uma atmosfera inerte (N2, a uma taxa de 60 mL/min na balanca e 30 mL/min na

amostra).

4.5 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

A amostra otimizada do hidrogel, obtida pela metodologia descrita no item 4.2, foi
submetida a analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), baseando-se nos resultados

obtidos na anélise termogravimétrica (TGA).

A andlise DSC (i.e., differential scanning calorimetry) é uma técnica termoanalitica, na
qual a diferenca na quantidade de energia necessaria para elevar a temperatura de uma amostra
em estudo e de uma amostra referéncia € medida em funcdo da temperatura. As referidas
amostra e referéncia sdo mantidas em temperaturas, aproximadamente, iguais (i.e., processo
isotérmico) durante todo o experimento. Essa técnica mede as temperaturas e a taxa de calor
associadas as transices dos materiais em funcdo da temperatura e do tempo. Tais medidas

fornecem informacgdes sobre mudancas fisicas e quimicas que envolvem processos
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endotérmicos, exotérmicos ou mudangas na capacidade calorifica (GIOLITO, 1987; e MOTHE

et. al., 2009).

4.6 Determinacdo do Grau de Intumescimento (Gl)

O grau de intumescimento pode ser descrito como a quantidade de dgua absorvida pelo
hidrogel em determinado ambiente, com pressdo osmética conhecida. O equilibrio de
intumescimento e a variacdo dimensional do hidrogel sdo controlados pelo equilibrio
hidrofilico/ hidrofébico do hidrogel, pela densidade de reticulagdo e pelas interacdes
intermoleculares entre os segmentos do polimero e as moléculas do solvente (ALCANTARA,

2013).

A amostra otimizada de hidrogel foi analisada quanto ao grau de intumescimento
guando inserida em tampédo PBS, nas mesmas condicBes descritas no item 4.3. O ensaio para
determinacdo do grau de intumescimento do hidrogel consiste em desidratar a amostra e,
depois, inseri-la em ambiente aquoso por tempo suficiente para o hidrogel ficar em equilibrio
osmotico com o meio. A desidratacdo das amostras foi realizada em estufa, a 50°C. O ensaio
foi feito em triplicata e a determinacéo do grau de intumescimento (Gl) foi realizada de acordo

com o descrito por Mark (2004):

mg—Img

GI(%) = x100 (4)

S

sendo mrigual a massa final da amostra de hidrogel apos o intumescimento e ms igual & massa

final da amostra de hidrogel seca.
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4.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura possibilita a obtencdo de imagens microscopicas
de alta resolucdo (VOGEL, 2002). A amostra otimizada de hidrogel e uma amostra de hidrogel
com 100% PVA e grau de hidratacdo de 80% (referéncia para andlise do resultado) foram
analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). As amostras foram desidratadas e
metalizadas (superficie coberta por particulas de prata) antes da realizacdo do MEV. O
equipamento utilizado na obtencdo das imagens foi um microscépio eletrdnico da marca FEI

Quanta 400 (Laboratério COAM — CETEM).
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Capitulo 5 — Resultados e Discussao

5.1 Planejamento Experimental

As amostras de hidrogel sintetizadas, conforme o descrito no item 4.1, apds o término
dos ciclos de congelamento foram imersas em tampdo PBS para poderem ser analisadas no
equipamento DMA, conforme descrito no item 4.3. No entanto, algumas amostras, ao
absorverem agua do meio, tornaram-se semissoélidas e, por isso, ndo puderam ser analisadas
pelo equipamento. Isso inviabilizou a realizagdo do planejamento experimental com o0s

hidrogéis com graus de hidratacdo iguais a 85 e 90%.

A Tabela V.1 mostra os resultados obtidos do de modulo de elasticidade para as
amostras com grau de hidratacdo igual a 90%. Somente 0s pontos experimentais que nédo
continham PEO em sua composicado puderam ser analisados; ou seja, todos os hidrogéis com
grau de hidratacdo igual a 90% e presenca de PEO na porcdo polimérica se tornaram

semissélidos quando imersos em PBS.

Tabela V.1 — Resultados dos Valores do Moédulo de Young para as Amostras com 90% de

Hidratacéo
Proporgéo de Proporgéo de Proporgéo de Mddulo de
Amostras PVA PVP PEO Young (MPa)
1 1 0 0 0,00214
2 0,7 0,3 0 0,00195
3 0,7 0 0,3 -
4 0,85 0,15 0 0,00220
5 0,85 0 0,15 -
6 0,7 0,15 0,15 -
7 0,8 0,1 0,1 -
8 0,8 0,1 0,1 -
9 0,8 0,1 0,1 -
10 0,8 0,1 0,1 -
11 0,8 0,1 0,1 -
12 0,9 0,05 0,05 -
13 0,75 0,2 0,05 -

14 0,75 0,05 0,2 -
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A Tabela V.2 mostra os resultados obtidos dos valores de médulo de elasticidade para
as amostras com grau de hidratacdo igual a 85%. Nesse caso, além dos pontos experimentais
que ndo continham PEO, os dois pontos axiais com a menor quantidade de PEO (5% somente)

permaneceram solidos apds serem imersos em tampdo PBS.

Tabela V.2 — Resultados dos Valores do Moédulo de Young para as Amostras com 85% de

Hidratacéo
Proporgéo de Proporgéo de Proporgéo de Mddulo de
Amostras PVA PVP PEO Young (MPa)
1 1 0 0 0,00359
2 0,7 0,3 0 0,00300
3 0,7 0 0,3 -
4 0,85 0,15 0 0,00331
5 0,85 0 0,15 -
6 0,7 0,15 0,15 -
7 0,8 0,1 0,1 -
8 0,8 0,1 0,1 -
9 0,8 0,1 0,1 -
10 0,8 0,1 0,1 -
11 0,8 0,1 0,1 -
12 0,9 0,05 0,05 0,00371
13 0,75 0,2 0,05 -
14 0,75 0,05 0,2 0,00032

Por fim, todas as amostras de hidrogel com grau de hidratagdo igual a 80%
permaneceram solidas depois de terem sido imersas em tampdo PBS. Sendo assim, para esse
grupo de amostras foi possivel realizar a analise estatistica dos dados. A Tabela V.3 mostra 0s

valores do mddulo de elasticidade obtidos para as amostras de hidrogel com 80% de agua.

E interessante notar que quanto maior o grau de hidratacdo, menor é o valor do médulo
de elasticidade obtido para os hidrogéis, ao se comparar hidrogéis com a mesma composicao
polimérica. Uma possivel explicagdo para esse fato é que a quantidade de &gua presente no
meio, enquanto a rede polimérica é formada, pode estar atrapalhando na aproximacdo das

cadeias poliméricas, tornando o hidrogel mais fragil. Como esses hidrogéis sdo formados por
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interagdes fisicas, o contato entre as cadeias poliméricas durante os ciclos de congelamento é

crucial para a defini¢do das propriedades mecénicas do hidrogel.

Tabela V.3 — Resultados dos Valores do Moédulo de Young para as Amostras com 80% de

Hidratacéo
Proporgéo de Proporgéo de Proporgéo de Mddulo de
Amostras PVA PVP PEO Young (MPa)
1 1 0 0 0,01222
2 0,7 0,3 0 0,00238
3 0,7 0 0,3 0,00249
4 0,85 0,15 0 0,00916
5 0,85 0 0,15 0,00991
6 0,7 0,15 0,15 0,00241
7 0,8 0,1 0,1 0,01101
8 0,8 0,1 0,1 0,01110
9 0,8 0,1 0,1 0,01100
10 0,8 0,1 0,1 0,01099
11 0,8 0,1 0,1 0,01109
12 0,9 0,05 0,05 0,01350
13 0,75 0,2 0,05 0,00349
14 0,75 0,05 0,2 0,00421

Sendo assim, os valores dos médulos de elasticidade das amostras de hidrogel com grau
de hidratacdo de 80% foram analisados estatisticamente, conforme o procedimento do
planejamento experimental de misturas. O modelo matematico cubico especial foi utilizado

nesse planejamento e a equacdo final devera ser da seguinte forma:

y = Baxa *+ Bexp t BcXc + BapXaXp + BacXaXc + BecXpXc + BapcXaXpXc (5)

sendo B os valores dos coeficientes referentes ao modelo; A, B, C cddigos referentes aos
componentes estudados nesse planejamento (PVA, PVP e PEO, respectivamente); x igual ao
valor da propor¢éo de um componente (A, B ou C); e y igual ao valor do modulo de elasticidade

(variavel resposta) de acordo a composicdo polimerica.
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A andlise estatistica foi realizada utilizando um nivel de significancia de 5%. O resultado
da andlise de variancia (ANOVA) do ajuste dos pontos ao modelo cubico especial foi
significativo, com valor p igual a 0,0216 e erro quadratico de 0,9554. Sendo assim, 0s
coeficientes que compdem o modelo foram avaliados quanto a significancia, observando-se a
tabela contendo os valores de p e o erro quadratico. A Figura V.1 mostra o gréfico de Pareto do

modelo contendo todos os termos.

(AJPVA T -12_8221
ABC 4. 783641

(C)PED 11985431
(B)PVP 11956627

AB - -1 73421

AC | A278348

BC | - 310624

p=05

Figura V.1 — Gréfico de Pareto antes da retirada de termos do modelo.

Os termo referente a interacdo de PVA com PVP, PVA com PEO e PVP com PEO
(B.xe.xc) foram desconsiderados do modelo para obter melhor ajuste dos pontos. Apds essa
acao, o valor p do modelo ficou igual a 0,0181, o erro quadratico ficou igual a 0,9328 e com
trés termos do modelo ficaram com valores significativos (p < 0,05). A Figura V.2 mostra o
gréafico de Pareto obtido apds o ajuste do modelo. E possivel observar que apenas trés termos

foram significativos.



43

(APVA | 15.03902
ABC | 6.118398

(C)PEO | 280689

(B)PVP | 1297858

p=.05

Figura V.2 — Grafico de Pareto apo6s a retirada de termos do modelo.

Sendo assim, 0 modelo matematico que relaciona a composicao polimérica da amostra

com o valor do mddulo de elasticidade obtido pelo software estatistico foi:

y= 0'0139XPVA + 0'001109XPVP + 01002399XPE0 +

0,11078 1XPVAXPVPXPEO (6)

Com os resultados obtidos pelo software, foi possivel obter um grafico de superficie de
resposta, Figura V.3, mostrando como a composi¢cdo influencia no valor do modulo de

elasticidade observado na amostra.
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Bl >0012
Bl <0.012
B <0.01

. []<o0.008
¥ ¥ []<0.006
0,00 0,15 0,30 I <0.004
PVA PWP Bl <0.002

Figura V.3 — Superficie de resposta do planejamento experimental para as amostras com grau de
hidratacéo igual a 80%.

1,00

Ao se analisar o grafico da superficie de resposta obtido, é possivel observar que quanto
maior o teor de PVA na composicdo polimérica do hidrogel, maior o valor do modulo de

elasticidade.

De acordo com o resultado oferecido pelo software, a composicdo polimérica que
produz o hidrogel com maior médulo de elasticidade, 0,0139 MPa aproximadamente, consiste
em uma regido do gréafico, perto do ponto que corresponde ao hidrogel com PVA puro. No
entanto, o intuito do estudo é adicionar PVP e PEO a composicdo do hidrogel para oferecer
outras caracteristicas desejadas, tais como capacidade de adeséo de células e maior capacidade
de intumescimento. Sendo assim, a composi¢do escolhida dentro dessa faixa que possui 0s trés
componentes presentes foi: 98% de PVA, 0,5% de PVP e 1,5% de PEO e grau de hidratagéo de

80%.



45

5.2 Anélise Dindmico-Mecéanica (DMA)

A partir dos resultados obtidos pelo planejamento experimental, foram sintetizadas
amostras com a composic¢édo de 98% de PVA, 0,5% de PVP e 1,5% de PEO, para obter-se um
hidrogel com o mddulo de elasticidade mais préximo possivel do desejado. A Figura V.4, a

seguir, mostra o resultado dessa analise.

y=0,0132x+0,0001
R*=0,9969

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

-10
Deformacéo (AL/L)

Figura V.4 — Resultado da anélise de DMA para amostra de hidrogel otimizado (98% de PVA, 0,5% de
PVP e 1,5% de PEO).

Ao realizar-se o ajuste linear dos valores obtidos como resultado dessa analise, foi obtida
uma fungdo com valor do coeficiente de determinacéo igual a 0,9968 e coeficiente angular igual
a 0,0133. O valor do coeficiente angular dessa funcdo é equivalente ao valor do médulo de
elasticidade da amostra. Sendo assim, o valor do médulo de elasticidade, determinado pelo

DMA, para a amostra estudada foi igual a 0,0133 + 0,0001 MPa.
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5.3 Anélise Termogravimétrica (TGA/DTG)

O resultado da analise termogravimétrica da amostra de hidrogel otimizado pode ser
observado na Figura V.5. A curva termogravimétrica apresenta trés eventos termodinamicos
mais intensos, cujas temperaturas sdo 90,37°C, 124,91°C e 316,23°C, definidas pelo resultado

da curva de DTG (derivada da curva de TGA).

100 10

90.37°C
124.91°C

80 La

58.51%

604 (20,37mg)

404 -4
Residue:
1593%

(0 5546mg)

Weight (%)
Deriv. Weight Change (%/min)

21,04%
(7.324mg) 11.18%
(3.892mg)

20 316,23°C
A

2.276%
{0.7920mg)

11.18
(3.892mg)

1] 100 200 300 400 500
Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura V.5 — Termograma da amostra de hidrogel otimizado.

Os dois primeiros picos de degradacdo sao, possivelmente, referentes a saida da agua
existente no hidrogel. A perda de massa total, ao se somar esses dois eventos, é de 79,55%,
valor muito proximo ao valor do grau de hidratacdo dessa amostra (80%), 0 que ajuda a

corroborar que esses eventos estdo ligados com a evaporacao de 4gua da amostra.

O pico referente a temperatura de 316,23°C mostra o inicio da degradacdo dos polimeros

existentes na mistura polimérica. O teor de cinzas final obtido foi de 1,593% (em massa).
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Com esse resultado, foi escolhida a faixa de operagéo da anélise em DSC: de 30 a 200°C,
para se investigar os eventos térmicos referentes aos dois primeiros picos observados na curva

de DTG.

5.4 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

A andlise calorimétrica foi realizada para quantificar a energia absorvida ou liberada
pela amostra estudada e ocorreu na faixa de temperatura entre 30 e 200°C. Essa faixa de
temperatura foi escolhida baseando-se no resultado observado na analise de TGA. Essa faixa
de temperatura compreende os eventos térmicos que ocorrem antes da degradacdo dos
polimeros contidos na rede polimérica e depois da possivel evaporacao dos quatro tipos de dgua

do hidrogel.

Essa andlise permite observar a faixa de temperaturas em que ocorre qualquer tipo de
evento no hidrogel e permite detectar se existe algum componente volatil na amostra estudada.
Inicialmente, a amostra era submetida a um primeiro aquecimento, a partir de 30°C até 200°C,
com uma taxa de aquecimento igual a 10°C/min. Ap0s o primeiro aquecimento, a amostra era
resfriada, a uma taxa de 10°C/min até 30°C. Por fim, a amostra era submetida a um segundo
aquecimento (nas mesmas condi¢bes do primeiro aquecimento), finalizando a analise ao se
atingir a temperatura de 200°C. A Figura V.6 mostra o grafico obtido apds o término da analise,

contendo somente as duas curvas de aguecimento da amostra.
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Figura V.6 — Grafico de DSC para o hidrogel otimizado.

O gréfico de DSC obtido mostrou como resultado a existéncia de trés picos no primeiro
aquecimento. Os componentes responsaveis por esses picos volatilizaram antes da temperatura

de 200°C, pois ndo foram detectados no segundo aquecimento.

Os picos foram observados nas temperaturas de 115,43°C, 132,52°C e 134,56°C e,
conforme descrito por Hatakeyema e Yamauchi (1984), podem estar ligados a mudanca na

forma de interacdo da agua com a estrutura polimérica.

Com a elevacdo da temperatura, a agua livre e a agua intersticial evaporam com
facilidade, o que explica o primeiro evento térmico observado no resultado da anélise de TGA
(item 5.3). No entanto, a 4gua ligada e a agua adsorvida estdo fortemente ligadas a estrutura
polimérica e conseguem permanecer no hidrogel. No entanto, a partir de determinada
temperatura (possivelmente 115,43°C, observada no resultado de DSC), esses tipos de agua

rompem sua ligacdo com a rede polimérica e comegam a evaporar.

Sendo assim, os eventos observados no resultado do DSC, provavelmente, estdo
relacionados com a mudanca na forma de interagdo da 4gua com a estrutura polimérica, a

medida que a temperatura aumenta.
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5.5 Grau de Intumescimento (Gl)

Ap0s a realizacdo do procedimento descrito no item 4.6, o valor obtido para o grau de
intumescimento do hidrogel sintetizado foi de 136,5 + 0,7%. Isso significa que quando o
hidrogel desidratado € colocado em meio PSB, a 37°C, ele absorve agua equivalente a mais de

100% da massa inicial de hidrogel desidratado.

E importante lembrar que a amostra de hidrogel seco ndo ¢ totalmente isenta de agua. A
agua do tipo ligada e intersticial permanece na amostra, porque, caso contrario, o hidrogel

perderia a sua estrutura original, o que ndo € interessante para essa analise.

Sendo assim, é possivel concluir que o hidrogel com a composicéo estudada, ao estar
em equilibrio osmotico com um meio similar as condi¢des do corpo humano, possui mais de
50% em agua livre ou intersticial em sua composic¢do. Esse valor € um dado importante para se

estudar os mecanismos de difus&o de ions e moléculas através da estrutura do hidrogel.

5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias obtidas por andlise de microscopia eletrénica de varredura estdo
demonstradas na Figura V.7 (disponiveis no ANEXO 1). O aumento maximo obtido nessa
analise foi de 15.000 vezes e, conforme é possivel observar nas micrografias, ndo foi possivel
analisar a estrutura do hidrogel em escala nanométrica. Ao se tentar aumentar a resolucdo da
analise, o feixe de elétrons rompia o material, inviabilizando a continuacdo da analise. No

entanto, o objetivo principal, ao se realizar esta analise, foi observar a superficie do hidrogel.

A escala maxima em que os hidrogéis puderam ser observados foi de 5 pm, o que

possibilitou observar as diferencas entre as superficies dos dois tipos de hidrogéis estudados.
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O hidrogel composto somente de 4gua e PVA possui a superficie irregular e poros bem
distribuidos ao longo da sua estrutura. No caso da amostra de hidrogel otimizado, é possivel
observar que a superficie € mais homogénea e que 0s poros sdo menores que a amostra de PVA

puro. N&o foi possivel aferir o tamanho dos poros devido a resolucéo das micrografias obtidas.

HV det | HF\ WC P S5p HV det | HFW | mag
20.00 kV|IETD|19.9 9.4n 3.0 CET 20.00 kV|ETD[19.9 pm| 15 00(

Figura V.7 — Micrografia do hidrogel de PVA puro (A) e do hidrogel otimizado (B).
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Capitulo 6 — Conclusoes

O trabalho desenvolvido neste estudo obteve sucesso no objetivo de sintetizar hidrogéis
fisicos a base de PVA, PVP e PEO para servirem de matéria-prima na confeccdo de cartilagens
artificiais. No entanto, as amostras, com graus de hidratacdo acima de 80%, ndo resistiram ao
procedimento de imersdo em tampéo PBS, a 37°C, tornando-se semissolidas. Essas amostras

ndo puderam ser utilizadas na analise de dados requerida no planejamento experimental.

As amostras de hidrogel com grau de hidratacdo de 80% foram analisadas em um

equipamento de DMA e o mddulo de elasticidade foi calculado.

O resultado da anélise estatistica dos dados foi um modelo ctbico especial com quatro
termos e valor de p igual a0,0181. A otimizacdo do modelo permitiu a obteng&o da composi¢éo
6tima para se obter o hidrogel com maior médulo de elasticidade (nesse caso, era o valor mais
préximo possivel do desejado). A composicao do hidrogel otimizado foi de 98% de PVA, 0,5%
de PVP e 1,5% de PEO, com grau de hidratacdo de 80%. O valor esperado para 0 modulo de

elasticidade do hidrogel foi de 0,0139 MPa, conforme o resultado do modelo.

O hidrogel otimizado foi caracterizado por meio da realiza¢do das analises de DMA,
TGA/DTG, DSC, MEV e determinacdo do grau de intumescimento (Gl). A analise de DMA
teve como resultado o valor de 0,0133 MPa para 0 modulo de elasticidade da amostra. Esse
valor ficou muito préximo ao valor determinado pelo modelo estatistico (0,0139 MPa). No
entanto, o valor do médulo de elasticidade desejado para o hidrogel sintetizado era de 0,3886,
por ser o valor do médulo de elasticidade de cartilagens articulares, conforme descrito no estudo

de Machado (2015).

Os resultados do TGA/DTG e do DSC mostraram que, possivelmente, a gua presente

no hidrogel é evaporada em duas etapas: primeiro, a agua livre e a dgua intersticial sdo liberadas



52

aos poucos, sendo que o apice da taxa de evaporacao ocorre na temperatura de 90,37°C; depois
a 4gua ligada e a agua adsorvida sdo liberadas, sendo que o0 &pice da taxa de evaporagao ocorre

na temperatura de 124,91°C.

Os resultados obtidos pelo MEV mostraram gque a amostra de hidrogel otimizado possui
superficie mais homogénea e poros menores que a amostra referéncia (hidrogel de PVA puro).

Né&o foi possivel observar a estrutura em escala nanometrica por meio desse tipo de analise.
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Capitulo 7 — Sugestdes Futuras

O presente trabalho forneceu informagdes sobre como os hidrogéis, contendo PVA em
sua composicdo, sdo sintetizados e algumas caracteristicas mecéanicas deles. No entanto,
algumas atribuicGes ainda carecem de melhoras. Alguns exemplos objetivos séo: o hidrogel
obtido precisa ter o valor de modulo de elasticidade adequado a utilizagdo como matéria-prima
para cartilagens artificiais e precisa ser mais resistente quando imerso em tampdes

mimetizadores do ambiente fluido do corpo humano.

Para isso se tornar possivel, cabe como sugestdo adicionar nanofibras ao hidrogel para
melhorar as propriedades mecanicas e a estabilidade deste. Além disso, analises como FTIR e
MEV do tipo FEG ajudariam a ter mais informacdes a respeito da natureza do hidrogel e de

como ocorrem as interac@es poliméricas.

A realizacdo de teste de friccdo e de estabilidade por longos periodos, também séo

sugestdes para complementar o estudo sobre esse tipo de material.
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ANEXO 1 - Micrografias
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Figura A.1 — Micrografia de hidrogel de PVA puro.
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Figura A.2 — Micrografia de hidrogel otimizado.




