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RESUMO

REZENDE, Talita Colombi. Preparagcdo e caracterizagdo de hidrogel com
nanoparticula de cério, Calendula officinalis ou Bixa orellana L., como
potenciais curativos de feridas cronicas. 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES.

Orientador: Christiano Jorge Gomes Pinheiro. Coorientador: Heberth de Paula.

O desenvolvimento de novas tecnologias e descobrimento de novos ativos tem
proporcionado um grande avango no tratamento de feridas, melhorando a
gualidade de vida dos pacientes. Assim, em todo o mundo tem-se observado
um crescente interesse no uso do hidrogel para aplicagcbes como curativos de
ferimentos, uma vez que favorecem o alivio da dor. Além disso, os hidrogéis
também podem ser aplicados como matrizes para sistema de liberacédo
controlada de principios ativos. O objetivo desse trabalho foi incorporar a
nanoparticula de cério, a Calendula officinalis e a Bixa orellana L. como ativos
em membranas de hidrogel para avaliar a eficiéncia na cicatrizacdo. A
nanoparticula de cério, a Calendula officinalis e a Bixa orellana L. s&o ativos
gue possuem uma excelente acao anti-inflamatéria, antioxidante e
antibacteriana. Foi realizado o estudo das propriedades mecanicas, fisico-
guimicas e a biocompatibilidade “in vivo” das membranas de hidrogel de
poli(vinilpirrolidona) (PVP), obtidas por reticulacdo pela radiacdo gama. As
membranas preparadas neste trabalho foram caracterizadas por
intumescimento, fracdo-gel, ensaio de tracdo, microscopia eletrbnica de
varredura, difracdo de raio-X, microscopia eletrbnica de transmissdo e
microscopia de forca atbmica. A matriz de hidrogel sintetizada mostrou ser uma
otima base para receber os ativos propostos. O teste “in vivo” desses hidrogéis
mostrou ser promissor para aplicar no processo de cicatrizacdo, depositadas
diretamente em superficie lesionadas, sendo que os hidrogéis com Calendula
officinalis apresentaram melhor contribuicdo para reducdo no tamanho do

ferimento.

Palavras-chave: Hidrogel, Radiagdo Gama, Curativos, Nanoparticula de Cério,

Calendula officinalis, Bixa orellana L.



ABSTRACT

REZENDE, Talita Colombi. Synthesis and characterization of hydrogel with
cerium nanoparticle, Calendula officinalis or Bixa orellana, as potential
materials of chronic wounds dressings. 2018. Dissertation. (Master degree
in Chemical Engineering) — Federal University of Espirito Santo, Alegre, ES.

Adviser: Christiano Jorge Gomes Pinheiro. Co-adviser: Heberth de Paula

The development of new technologies and discovery of new resources has a
great advance the treatment of wounds, improving the patients life quality.
Thus, throughout the world there has been a growing interest in using the
hydrogel for applications as wound dressings, since they favor pain relief. In
addition, hydrogels can also be applied as matrices to the principle controlled
release system. The aim of this work was to incorporate the cerium
nanoparticle, the Calendula officinalis and the Bixa orellana L. as active in
hydrogel membranes in order to evaluate the efficiency in the healing. The
cerium nanoparticle, the Calendula officinalis and the Bixa orellana L. are
actives which are excellent antioxidant and antibacterial anti-inflammatory
properties. The study of mechanical, physical-chemical properties and “in vivo”
biocompatibility of poly (vinylpyrrolidone) (PVP) hydrogel membranes obtained
by gamma cross-linking was carried out. The membranes prepared in this study
are characterized by swelling, gel-fraction, traction test, scanning electron
microscopy, X-ray diffraction, transmission electron microscopy and atomic
force microscopy. A synthesized hydrogel matrix proved to be a great base for
receiving the active purposes. The "in vivo" assays showed a promising
application to apply in the cicatrization process, deposited directly in the
dissemination of the lesions, and the hydrogels with Calendula officinalis

presented a better contribution to the size reduction of the fertilizer.

Keywords: Hydrogel, Gamma Radiation, Wound dressing, Cerium Nanopatrticle,

Calendula officinalis, Bixa orellana L.
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1 INTRODUCAO

Tratar uma ferida, principalmente crénica, ainda € um desafio. No entanto ndo
significa que seja novo. Atualmente, alguns protocolos vém sendo
estabelecidos visando acelerar o processo cicatricial, para que sejam obtidos
resultados mais eficientes em relagéo ao tempo, para a totalizacao do processo
e quanto a qualidade da cicatriz.

A cicatrizacao de feridas € um processo muito complexo. Os agentes curativos
séo ferramentas terapéuticas que auxiliam na resolucéo de lesdes e ferimentos
cutaneos (BROUGHTON et al, 2006). Dentre inUmeros curativos estudados, o
hidrogel tem se mostrado muito eficiente por ser hidroativo, possuir baixo custo
e obter um processo simples e seguro (WELLER e SUSSMAN, 2006). Com o
intuido de melhorar as funcbes gerais dos curativos, tem-se estudado a
incorporacao de bioativos, drogas, nanoparticulas e / ou outros potenciadores
de cura, podendo estes ser incorporados nos curativos para feridas de matrizes
poliméricas principalmente para melhorar qualidade e acelerar a cicatrizacéo
de lesdes (MOURA et al., 2013; WELLER e SUSSMAN, 2006).

Hidrogéis sao redes tridimensionais constituidas por cadeias poliméricas,
capazes de absorver grandes quantidades de agua e fluidos biol6gicos em sua
estrutura sem se dissolver (PEPPAS et al., 2000; ROSIAK e ULANSKI, 1999).
Estes polimeros podem ser preparados por processos fisicos e quimicos que
envolvem reticulacdo por radiagcdo ou agentes quimicos (PEPPAS e KHARE,
1993). O uso da radiacdo gama na formacdo de hidrogéis se tornou mais
viavel, pois possibilita a reticulacéo e a esterilizacdo simultaneamente, além de
ser uma tecnologia que permite a simplificacdo do processo de producao
(BISWAL et al., 2007; FOROUTAN e RABANI, 2007).

Os hidrogéis sintetizados para este estudo sdo a base de polivinilpirrolidona
(PVP), poli (etilenoglicol) (PEG) e agar. Podem ser produzidos a um custo
relativamente baixo, sendo um processo simples, seguro e eficiente (WONA e
JANIK, 2010). A escolha de hidrogéis de PVP como matriz polimérica para
incorporacdo e liberacdo de principios ativos foi motivada pela comprovada

biocompatibilidade e o alto grau de intumescimento do mesmo.
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Dentre os ativos incorporados para melhoria da cicatrizacdo, a nanoparticula
de cério, que tém sido estudadas em numerosas aplicagcbes de engenharia
tradicionais, ndo teve muita atencdo para aplicacbes biomédicas até
recentemente. Um maior interesse foi despertado quando os pesquisadores
descobriram que as nanoparticulas de cério possuem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (WANG et al., 2013).

O uso dos extratos naturais de Calendula officinalis e Bixa orellana L. s&o
consideradas grandes promessas na area biomédica. Sdo encontradas em
abundancia na natureza e sao faceis de serem adquiridas em mercados.
Sendo conhecidas popularmente por suas propriedades antibacterianas, anti-
inflamatérias, antioxidante, cicatrizantes e comprovadas cientificamente.

Diante deste contexto, a incorporacdo de ativos na matriz polimérica de PVP
utilizando nanoparticula de cério, Calendula officinalis ou Bixa orellana L.
podem apresentar um novo passo para a obtencéo de curativos mais eficientes

na melhora da cicatrizacdo de feridas cronicas.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é a sintese, caracterizacdo e comparacao da
eficiéncia biologica do hidrogel de polivinilpirrolidona (PVP) como matriz
polimérica, incorporados aos ativos: nanoparticula de cério, e extratos de
Calendula officinalis e Bixa orellana frente ao tratamento de feridas crénicas no

processo de cicatrizacao.

2.2 Objetivos especificos

Para alcancar este objetivo foram realizadas as seguintes etapas:

e Sintetizar as membranas de hidrogel de PVP propostas;

e Caracterizar as membranas de hidrogel desenvolvidas incorporadas com
nanoparticula de cério, Calendula officinalis ou Bixa orellana L.;

e Estudar a incorporacao dos ativos na matriz polimérica;

e Testar “in vivo” a eficiéncia das membranas de hidrogel incorporadas

com 0s principios ativos.
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3 Fundamentacdo Tedrica

3.1 Processo de cicatrizacao

A informacgéo relacionada tanto ao processo de cicatrizacdo de ferimentos
quanto a utilizacdo de técnicas curativas tem se expandido e vem sofrendo
alteracbes drasticas nas Ultimas trés décadas. No passado, o processo de
cicatrizagcao era considerado um processo natural de cunho temporal, ficando o
paciente refém do mesmo (BARANOSKI e AYELLO, 2008).

A cicatrizacado, ilustrada na Figura 1, é um processo biolégico complexo,
multifatorial, continuo e que se da fundamentalmente no tecido conjuntivo. Ela
estd dividida em trés fases distintas, didaticamente, porém sobrepostas:
inflamatoria, fibroblastica e remodelamento. Em diferentes regides de uma
mesma ferida, diferentes fases da cicatrizacdo podem estar ocorrendo
concomitantemente (BROUGHTON et al., 2006; STRONCEK et al., 2009).

- Fase inflamatoria

A fase inicial — inflamatéria - € fundamental no processo de reparo e tem
duracdo de um a quatro dias, tendo como objetivo conter e definir a extensao
da area lesionada, combater a contaminacdo por bactérias e controlar o

acumulo de tecidos mortos ou danificados. (BALBINO et al., 2005)

- Fase Fibroblastica

Também é conhecida como fase de reparacao, onde se da inicio a sintese dos
componentes da matriz extracelular (fiborogénese), rica em acido hialurénico e
colageno tipo | e lll. A acdo de macrofagos inicia a transicdo para esta segunda
fase do reparo da lesdo em que se desenvolve a formacdo do tecido de
granulacdo. O tecido de granulacdo consiste de uma densa populacdo de
macrofagos, fibroblastos e novos vasos, embebidos em uma matriz frouxa de

colageno, fibronectina e acido hialurénico (BALBINO et al., 2005).

- Fase de Remodelamento ou maturacao



20

Esta fase é dindmica e objetiva a formacédo do tecido cicatrial com reducdo da

superficie sanguinolenta, produzindo a aproximag¢do das bordas da leséo,

contribuindo para o fechamento da mesma. Esta fase € longa, tem inicio entre

0 sétimo e o décimo quarto dias de lesdo e geralmente, atinge um valor de até

80% da forca apresentada pela pele integra. O valor total pode ser apresentado

em até um ano (BALBINO et al.,
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2005; BROUGHTON et al., 2006).

¢ Inflamacao inicial (24h)

f Remodelacido
(semanas a meses)

Figura 1 llustragdo esquemética do processo de cicatrizagao de lesdes cutaneas.
Fonte: VITORINO FILHO (2011), modificado pelo autor.

A cicatrizacdo processa-se na maioria das vezes de forma rapida e satisfatoria.

Nos casos de ferimentos crbénicos, esta progressdo natural € afetada,

ocorrendo a auséncia ou a lentidao deste processo de reparo (MANNING et al.,

2014; PARK et al.,2011). No entanto, fatores como estado nutricional, doengas

preexistentes,

negativamente neste processo de regeneragao da pele (MARTINS et al.,

uso de vestimenta, &alcool

e fumo podem

influenciar
2006).
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Se ocorrer contaminag¢do por bactérias, principalmente se esta contaminacao
estiver acima de 105 unidades formadoras de colbénias (UFC) por miligrama de
tecido, ocorre a interrupcdo do processo de cicatrizagdo, mesmo com a
utilizacdo de enxertos ou recobrimentos secundarios. A infeccdo por bactérias
atinge a fase inflamatéria de maneira a prolonga-la, resultando na
reepitelizacdo, contracdo e deposicdo de coldgeno, o que d& origem, nestas
condicdes, ao tecido necrosado (BONACIN, 2006).

Os principais fatores que podem favorecer a cicatrizacdo séo: programas de
controle de infecgbes; combate ao estresse, devido a sua interferéncia
malévola no equilibrio hormonal orgéanico e uso de substancias farmacolégicas
gue comprovadamente apresentem favorecimento do processo cicatricial
(MARTINS et al., 2006).

3.1.1 Curativos para o tratamento de feridas

A pele natural € considerada um cobrimento perfeito para uma ferida, assim um
curativo ideal deve tentar replicar suas propriedades (MORIN e TOMASELLI,
2007). Historicamente, os curativos foram desenvolvidos primeiramente para
desempenhar apenas um papel passivo e protetor no processo de cura
(HARDING et al.,, 2000). Novas e recentes alternativas aos curativos
convencionais tém sido desenvolvidas; estas incluem a mistura de diferentes
polimeros utilizando métodos de reticulagdo mais eficientes para criar materiais
melhorados que garantem um ambiente ideal para a cicatrizacao da ferida.

Nas ultimas décadas, o tratamento de feridas obteve uma evolucdo com a
descoberta de curativos umidos, caracteristica que pode tornar o processo de
cicatrizacdo mais rapido e eficiente. Um ambiente iamido é também um fator
importante para induzir a proliferacdo e migracdo de fibroblastos e
gueratinécitos bem como para aumentar a sintese de colageno, levando a
formacéo reduzida de cicatriz (MOURA et al., 2013).

Além de garantir a umidade ideal para ambientes de feridas, atualmente é
aceito que um curativo também deve: (i) ter a capacidade para proporcionar o
isolamento térmico, a troca de gases, e ajudar a remocdo de detritos

promovendo, assim, uma melhoria do processo de reconstrucao de tecidos; (ii)
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ser biocompativel e ndo provocar qualquer reacdo alérgica; (iii) proteger a
ferida de infeccbes; e (iv) ser facilmente aplicado e removido sem causar
trauma (MORIN e TOMASELLI, 2007; MOURA et al., 2013).

Em tratamento de feridas cronicas, geralmente s&o utilizados curativos
hidroativos, uma vez que facilmente se adaptam as feridas e sdo capazes de
manter um ambiente iumido que pode melhorar o processo de cura (WELLER e
SUSSMAN, 2006). Para complementar e melhorar as fungbes gerais dos
curativos, varias estratégias diferentes tem sido desenvolvidas, uma delas as
gue envolve a incorporacdo de substancias bioativas. Drogas e / ou outros
potenciadores de cura, como extratos naturais, podem ser incorporados nos
curativos para feridas de matrizes poliméricas principalmente para melhorar e
acelerar a cicatrizacdo (MOURA et al, 2013; WELLER e SUSSMAN, 2006).

A utilizacdo de materiais poliméricos, tais como hidrogéis, como biometrias
para a gestao de cuidados de feridas tem aumentado nos ultimos tempos, uma
vez que estes materiais apresentam diversas vantagens, tais como o alivio da
dor, absorcéo, barreira para os microrganismos, permeabilidade ao oxigénio, a
transparéncia, 0 comportamento mecanico que pode ser adequado de acordo
com a aplicacao e capacidade geral para administrar farmacos de uma maneira
controlada (ROGERO et al., 2003).

Curativos de hidrogéis sao capazes de promover o desbridamento autolitico
(consiste na remocéo do tecido néao viavel, detritos celulares, exsudado e todos
os residuos estranhos, de forma a minimizar a infeccao da ferida e promover a
sua cicatrizacdo) de tecidos necréticos e sdo geralmente mais eficientes na
secagem de feridas com alguns exsudados (secrecdo) (DUMVILLE et al.,
2012).

3.2 Biomateriais

Os biomaterias sdo usados em recursos meédicos, sobretudo naqueles que séo
implantados temporariamente ou permanentemente no corpo humano. O termo
biomaterial foi definido na Conferencia do Instituto Nacional de

Desenvolvimento de Consenso em Salde em 1982 como:
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Qualquer substancia (outra que n&o droga) ou combinagcédo de
substancias, sintéticas ou naturais em origem, que sdo usadas
por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como parte
de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido,
orgéao ou funcéo do corpo (HELMUS e TWEDEN,1995).

A parte realmente significativa da definicdo da Conferéncia de Consenso € que
ela foi referida a interacdo com sistemas bioldgicos. Para se qualificar para esta
definicdo descrita, um material deve ser usado em uma situagcédo na qual deve
permanecer em contato com sistemas vivos por um tempo suficientemente
longo para que alguma interacéo significativa ocorra (DOUGLU, 2004).

Um biomaterial € um material usado para substituir parte de um sistema vivo ou
para funcionar em contato intimo com tecido vivo. A palavra biomaterial é
geralmente utilizada para reconhecer materiais para aplicacbes biomédicas,
destinado a salvar vidas, aliviar o sofrimento e melhorar a qualidade de vida
para um grande numero de pacientes a cada ano. Os biomateriais sao
classificados em quatro grupos: polimeros, metais, ceramicas e compoésitos
(SAHA et al., 2011)

Dentre os muitos biomaterias utilizados, os polimeros apresentam grande
potencial de uso, por apresentarem caracteristicas mecanicas semelhantes as
dos materiais biologicos e ser de facil manuseio (GRIFFITH, 2000). Entre os
biomaterias poliméricos destacam-se os hidrogéis (PEPPAS et al., 2006) os
guais possuem diversas aplicacbes como vasta utilidade na area da medicina,
desde a oftalmologia, a ortopedia, cardiologia, até aos sistemas de libertacdo
controlada. Dentre todas estas aplicacbes biomédicas, os estudos se
concentram no desenvolvimento de hidrogéis poliméricos como curativo de
feridas com material cicatrizante considerando sua aplicacdo para fins
extracorpéreos (SAHA et al., 2011).

H& uma enorme variedade de biomateriais que podem ser denominados, de
forma geral, polimeros naturais, sintéticos e derivados de matrizes acelulares.
No entando, para ser considerado biomaterial, estes devem ser isentos de
produzir qualquer resposta biolégica adversa local ou sistémica, ser atoxico,
nao carcinogénico, antigénico e mutagénico (SILVA, 2007).

Nesse aspecto, destaca-se a modificagdo de polimeros sintéticos e naturais

gue, combinados ente si, produzem misturas poliméricas (blendas) com
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propriedades desejadas (acéo e biocompatibilidade) para a obtencédo de novos
produtos para uso biomédicos (PAUL, 1985). A utilizag&do de radia¢do ionizante
tem-se demonstrado importante no decorrer dos anos para progressos nas
modificagBes de polimeros (JESZKA et al., 2006).

Quando o corpo humano entra em contato com um material sintético, o tecido
reage aos implantes de forma diferentes dependendo da composi¢cdo, das
caracteristicas superficiais e da carga funcional aplicada. No geral alguns
termos descrevem ou classificam uma biomaterial em relagdo a sua interacao
com o tecido, como bioinerte, bioativo e biodegradavel (RODRIGUEZ e
BICALHO, 2009). Porém o termo bioinerte ndo é adequado, de acordo com a
Conferéncia de Sociedade Europeia para Biomaterias realizada na Inglaterra
em 1986, jA que todo material induz algum tipo de resposta, mesmo que
minima (BERTRAN, 2000).

3.3 Hidrogel

Os hidrogéis podem ser definidos como polimeros reticulados constituindo de
uma estavel rede tridimensional e sdo capazes de intumescer e reter grandes
guantidades de agua ou fluidos biologicos, que preenchem o espaco entre as
macromoléculas sem se dissolver, podendo chegar a centenas de vezes a
massa dos polimeros original envolvidos no sistema (ROSIAK e ULANSKI,
1999, LUGAO e MALMONGE, 2001).

Hidrogéis tém recebido atencéo consideravel nos ultimos 50 anos, devido a sua
promissora gama de aplicacbes. Eles também possuem um grau de
flexibilidade muito semelhante ao tecido natural devido ao seu grande contetdo
de &agua (AHMED, 2015). Suavidade, elasticidade e capacidade para
armazenar um fluido preservando sua integridade fazem do hidrogel um
material exclusivo (ROSIAK e ULANSKI, 1999; LUGAO e MALMONGE, 2001).
A insolubilidade e a estabilidade desses hidrogéis variam em funcdo da
formacdo da rede tridimensional. A capacidade para absorver agua surge a
partir dos grupos hidrofilicos funcionais -OH, -COOH, -CONH, -SOzH, entre
outros ligados ao esqueleto polimérico, enquanto sua resisténcia a dissolucéo

surge de ligacdes cruzadas entre as cadeias de rede poliméricas, dando
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origem a sua estrutura 3-D, como ilustra a Figura 2 (HENNINK e VAN
NOSTRUM, 2012; AHMED, 2015).

Figura 2 llustracéo da estrutura 3-D dos hidrogéis
Fonte: BONACIN (2006, p. 34)

Deste modo, os hidrogéis sdo comumente classificados como quimicos ou
fisicos, de acordo com a natureza das suas ligacdes cruzadas (PEPPAS et al.,
2000). Alem disso, podem ser de origem natural ou sintética. Normalmente
possuem aparéncia como matriz, filme ou microesferas, dependendo da
técnica de polimerizacdo envolvida na preparagao processo.

Os hidrogéis sintéticos tem despertado interesse com o0 estabelecimento dos
primeiros por Wichterle e Lim, em 1954. Mas especialmente durante as duas
Ultimas décadas, hidrogéis de origem natural foram gradualmente substituidos
por hidrogéis sintéticos, pois estes apresentam longa vida Uutil, elevada
capacidade de absorcdo de agua, elevada resisténcia do gel e estabilidade a
variacdes de temperatura. Os polimeros sintéticos sédo hidrofébicos na natureza
e quimicamente mais fortes em comparacdo com polimeros naturais (AHMED,
2015).

Os hidrogéis por serem de consisténcia muito flexivel, ndo abrasiva,
permedveis e com capacidade de absorver e trocar fluidos com organismos
vivos encontram grande emprego como biomateriais. Seus principais usos sao
como lentes de contato, substratos para engenharia de tecidos, membranas
para liberacdo controlada de farmaco, de aplicagcbes em ortodontia, implantes
de cartilagem e cardiovasculares, curativos para ferimentos, queimaduras,
entre outros (VILLANOVA et al., 2010).

Os hidrogéis a base de polivinilpirrolidona (PVP), polietilenoglicol (PEG) e agar,
foram desenvolvidos, em primeiro lugar, como curativos para ferida oriunda de

gueimadura pelo Dr. Rosiak, de origem Polonesa (ROSIAK et al., 1989). Este
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obteve um amplo sucesso com pedido de tratamento médico em outros tipos
de ferimentos e doencas desde a sua introducdo no mercado, em 1992
(SOLER et al., 2012). Podem ser produzidos a um custo relativamente baixo,
sendo um processo é simples, seguro e eficiente (WONA e JANIK, 2010).

A poli(N-vinil-2-pirrolidona) também conhecida por polivinilpirrolidona (PVP) , é
classificado como um polimero sintético. Foi obtido no inicio da 22 Guerra a
partir da polimerizagdo da amida ciclica N-vinil -2-pirrolidona (OLIVEIRA, 2012).
Este polimero destaca-se por ser biocompativel, apresentar carater anfipatico,
gue possibilita a formacgéo de hidrogéis, bem como a inclusdo de moléculas de
interesse (PINTO et al., 1999) e apresenta propriedades semelhantes as de
uma proteina devido a sua estrutura de pirrolidona (SALLES et al., 2015) .A
Figura 3 apresenta o mero de PVP.

L

M

n
Figura 3 Mero Poli(n-vinil-2-pirrolidona) PVP
Fonte: Préprio autor.

A Polivinilpirrolidona (PVP) vem sendo amplamente utilizada para a producao
de hidrogéis, pois apresenta potencial para ser aplicada nas mais diversas
areas, principalmente a biomedicina. Tem sido usada com sucesso como um
material basico para a fabricacdo de curativos de hidrogel sendo membranas
compostas por sistemas poliméricos reticulados (ou entrelacados), em funcéo
de apresentar boa biocompatibilidade, serem constituidos com cerca de 90%
de agua (se o teor em agua é superior a 90%, estes materiais sdo geralmente
designado como superabsorventes) (JEFFCOATE et al., 2004), permeabilidade
ao oxigénio e podendo também reter substancias solubilizadas, com
propriedades especificas (AJJI et al., 2005, ROSIAK e YOSHII, 1999). A
reticulacdo do PVP em solucdo aquosa para formacao de hidrogel foi feita por
pela primeira vez por Charlesby e Alexander em 1995 (ALCANTARA, 2013).

O poli(etilenoglicol) (PEG) é um homopolimero termoplastico, obtido pela
polimerizac&o catalitica do 6xido de etileno (CAREY e SUNDBERG, 2007). E
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miscivel em &gua, possui baixa toxicidade, consegue ser compativel com uma
grande variedade de formulacdes e possui uma boa estabilidade. (CLINTON e
MATLOCK, 1990).

O agar € uma mistura complexa de polissacarideos extraidos de espécies de
algas vermelhas. E insolivel em agua e solivel em agua fervente. Quando
fervido (ndo fundido abaixo de 85 °C) terna-se um liquido limpido e na
temperatura entre 32 °C e 38 °C ele torna-se sdlido para resultar em um gel
firme (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1997).

O plastificante poli(etilenoglicol) e o gelificante agar utilizados ndo fazem parte
da reticulacdo formada pela polivinilpirrolidona, a reacdo € sensivel aos
componentes da solucéo a ser irradiada, como solvente e aditivos que afetam a
conformacao da cadeia polimérica (OLIVEIRA et al., 2005).

A sintese do hidrogel pode ser a partir de qualquer polimero hidrofilico que
possa ser reticulado formando uma rede tridimensional. A reticulagdo pode ser
de natureza quimica ou fisica. (PEPPAS e KHARE, 1993; SHETYE et al.,
2015).

A reticulacdo por reacdo quimica necessita de um agente reticulante. Este
agente normalmente liga as cadeias de polimeros através de seus grupos
multifuncionais, como por exemplo, a reacdo de Frenon. Um segundo método
utilizado € a reacdo de copolimerizacdo entre dois ou mais monémeros e um
mondmero multifuncional, que € presente em menor quantidade. Outro método
envolve o uso da combinacdo de um mondémero e uma cadeia polimérica linear
gue sao reticulados por um agente quimico (PEPPAS, 1996).

A reticulacdo de hidrogéis via radiacdo ionizante, pode ser dada através da
radiacdo gama ou da UV-C. O uso da radiacdo na reticulacdo de hidrogéis
pode ser definido como resultado de combinacdo mutua de macros radicais. A
radiacdo gama, em especial, se tornou mais eficiente e viavel, pois possibilita a
reticulacdo e a esterilizacdo simultaneamente, além de ser uma tecnologia que
permite a simplificacdo do processo de producdo (BISWAL et al., 2007;
FOROUTAN e RABANI, 2007).

Os agentes de reticulacdo tém de ser introduzidos para evitar a dissolucéo das
cadeias ou segmentos poliméricos hidrofilicos na fase aquosa. Uma grande
variedade de métodos de reticulacdo ja foram utilizados para preparar hidrogéis
(HENNINK e VAN NOSTRUM, 2012). No entanto, a elevada solubilidade em



28

agua impede que a PVP seja moldada in vivo, de modo que a PVP seja
utilizada principalmente na forma de uma rede reticulada. Por outro lado, o
hidrogel, depois de ser reticulado, torna-se ndo biodegradavel, o que limita a
sua aplicagcdo no campo da engenharia de tecidos (JIAO et al., 2006).

3.3.1 Hidrogel Reticulado por Radiacdo Gama

Desde os primeiros biomateriais de origem polimérica, cientistas se depararam
com um problema decorrente do uso de iniciadores quimicos nas suas reacdes
de reticulagdo e a consequente toxicidade dos mesmos. Este problema foi o
ponto de partida para a pesquisa de novas formas de reacdo consideradas
“limpas”, ou seja, fabricar um produto puro, ndo-contaminado com materiais de
lastro ou os residuos de iniciadores toxicos, mas que, a0 mesmo tempo,
conseguissem produzir materiais comparativamente semelhantes aos
conseguidos por métodos anteriormente testados (CASIMIRO et al., 2005;
CASIMIRO et al., 2005; ROSIAK et al., 1995).

Foi neste cenario que surgiu a utilizacdo da radiacdo de alta energia na
preparacao de biomaterias. As radiacfes de alta energia, como a radiacao vy, é
um exemplo de tipos de radiacdo atualmente usada para este fim. Contendo
instalacdes seguras para os seres humanos e meio ambiente (ROSIAK et al.,
1995).

Os raios y foram descobertos no inicio do séc. XX, em 1900, por Paul-Ulrich
Villard e posteriormente estudados por Marie e Pierre Curie. Ao contrario de
outros tipos de radiacdo, como a alfa ou a beta, os raios y propagam-se como
uma onda eletromagnética ao invés de se propagar através de particulas. Além
disso, ndo apresentam qualquer tipo de carga elétrica (HALLIDAY et al, 1995).
Os raios v utilizadveis em laboratorio sdo produzidos geralmente apds uma
reacdo de decaimento nuclear. Em diferentes elementos, apés reacdes deste
tipo, o nucleo permanece num estado de energia superior ao fundamental,
ocorrendo entdo a liberacdo dessa energia em excesso através de radiacéo
eletromagnética e radiacéo y. Desta forma, is6topos instaveis, como o **'Cs,
235, 21%p e o, sdo as fontes primordiais deste tipo especifico de radiacéo
(ALMEIDA, 2010; XAVIER et al., 2007).
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Os raios y possuem comprimentos de onda muito pequenos, no intervalo de
10 a 10™ metros, apesar de apresentarem um comprimento de onda fixo
associado ao tipo de fonte emissora. Além disso, a fonte de radiacdo yé
liberada de forma continua e, devido ao seu comprimento de onda, possui um
poder de penetracdo bastante elevado, sendo necesséario equipamento
especifico de protecdo (HALLIDAY et al,, 1995; ROSIAK, et al., 1995; ROSIAK
e YOSHII, 1999).

As reacdes de reticulacdo provocadas pela radiacdo y ocorrem por meio dos
radicais livres formados durante a transferéncia de energia da radiagéo para o
sistema eletrbnico do atomo ou da molécula, por tal motivo € denominada
também por radiacdo ionizante. A interacdo da radiacdo ionizante com a
matéria promove eventos fisicos-quimicos, em nivel atdbmico. A Figura 4 mostra
os dois caminhos para a formacdo de um radical polimérico: o direto e o
indireto (LOPERGOLO, 2002).

Direto

ve
P A"WWAY> P* (formacéo do radical)
P+ P* — - P-P (reticulacdo)

Onde P é a molécula polimérica

Indireto
e
H20 NAAAA *OH + H* (formacdo do radical)
OH+ P — P* + H20 (abstracdo do H do polimero)
P*+P* — > P-P (reticulacdo)

Figura 4 Formagéo do radical polimérico
Fonte: AMARAL (2009, p. 31), modificado pelo autor..

A irradiacédo da solugéo aquosa de PVP resulta na formagao de macroradicais
e radicais Hidroxilas (OH*) formados durante a radidlise do solvente. A

reticulacdo é resultante da recombinacdo muatua de macroradicais formados, e
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como resultado desse processo ha formacdo de ligacBes covalentes entre
estas moléculas, Se a quantidade destas novas ligacdes for suficientemente
grande, aparece no sistema uma fracdo gel insolavel ( ROSIAK e ULANSKI,
1999).

O espaco entre as cadeias € acessivel para a difusdo de solutos, representado
pela Figura 5. Quando inchado estes espacos contem agua ou, de um modo
geral, a moléculas de solvente, podendo também obter ativos adicionados ao
hidrogel. As dimensfes caracteristicas nesta regido dependem do grau de
reticulacdo. Quanto maior o grau de reticulagdo, menor quantidade de agua
pode ser absorvida (ROSIAK et al., 1995).

Figura 5 Esquema de rede de hidrogel. Circulo denota espaco disponivel para a difusdo.
Fonte: Préprio autor.

Os polimeros podem ser reticulados por radiacdo em diferentes condi¢cBes
tanto no estado solido como em solucdo, sendo a agua o solvente mais
utilizado. No entanto, a reticulacéo feita no estado solido requer maior dose de
radiacdo (ROSIAK et al., 1995)

O processo de formacédo de hidrogéis por radiacdo y possui algumas vantagens
controle reacional facilitado, reticulacdo em baixas temperaturas, esterilizacéo
em uma unica etapa tecnoldgica, custos relativamente baixos de operacdo e
auséncia de contaminacao por iniciadores quimicos, faz com que este tipo de
reacdo seja cada vez mais utilizado na sintese de materiais para aplicacao
biomédica (BISWAL et al., 2007; FOROUTAN e RABANI., 2007; ROSIAK et al.,
1995).
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3.4 Nanoparticula de Cério

Entre os elementos de terras raras (os 15 lantanideos, juntamente com o
escandio e o itrio), o cério € o elemento mais abundante, com 66,5 ppm na
crosta terrestre, seguido do cobre (60 ppm) e do estanho (2,3 ppm) (WANG et
al., 2013).

Dentre os compostos de Cério, o diéxido de Cério (CeO,), também chamado
de 6xido de Cério (IV) é o mais estavel devido a sua estrutura cubica do tipo
fluorita tanto no material massivo como e na forma de nanoparticulas -
diametro entre 1 e 100 nandometros. (SANTOS, 2013; MUMANI, 2009). A
Figura 6 ilustra a estrutura ideal cubica de face centrada do tipo fluorita do
CeO,, onde as esferas brancas simbolizam os céations Ce** e as vermelhas, os

Anions O72.

Figura 6 Estrutura ideal cubica de face centrada do tipo fluorita do CeO,.
Fonte: SANTOS (2013, p. 28)

As nanoparticulas de CeO,, também chamadas de ceria, possuem uma
elevada relacdo superficie-drea-volume que cria vacancias de oxigénio,
oriundas da reducdo de atomos de Ce*" para Ce®*, gerando assim, uma grande
versatilidade de uso para este produto (HIRST et al., 2013).

As vacancias ou locais reativos na superficie da nano-CeO,, que atuam como
locais para a eliminacdo de radicais livres e propriedades de transporte, estao
sendo investigados atualmente como intervencdes terapéuticas em sistemas
bioldgicos. Tais radicais livres séo formados em geral em regides submetidas a
algum dano, seja ele patogénico ou mecanico (NOLAN et al., 2006; HIRST et
al., 2013; WANG et al., 2013; GENIER et al., 2017).

O crescimento de nanocompdsitos poliméricos, comumente através da unido

de polimeros artificiais e particulas inorganicas ou pela combinagdo de
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nanoparticulas a matrizes de polimeros, é projetado para produzir materiais,
gue demonstram caracteristicas melhoradas e podem ser considerados uma
nova classificacéo de materiais (AL-HADA et al., 2016).

No entanto, as nanoparticulas de CeO, tém sido estudadas para numerosas
aplicacBes cientificas e de engenharia tradicionais, ndo havendo muitos
estudos sobre as potenciais aplicacbes biomédicas da ceria atualmente,
guando foi demonstrada sua propriedade antioxidante (WANG et al., 2013;
GENIER et al., 2017).

As nanoparticulas de 6xido de cério foram propostas para aumentar o poder
antioxidante devido ao seu efeito catalitico na estimulacdo da atividade da
Superéxido Dismutase (SOD) - que €é uma enzima importante na
defesa antioxidante na maioria das células - permanecendo ativa nos tecidos
por longos periodos, movendo-se espontaneamente entre o estado oxidado e
reduzido (POURKHALILI et al., 2011). Em estudos recentes, essa habilidade
antioxidante possibilitou a aplicacdo de nanoparticulas de CeO;, para proteger
contra danos por radiacdo, estresse oxidativo e inflamacéo celular (WANG et
al., 2013).

Adicionalmente, foi demonstrada a capacidade de nanoparticulas de Oxido de
cério para radioprotecao e conferir protecéo neuronal e ocular (OUYANG et al.,
2016; PONNURANGAM et al.,, 2014; PIERSCIONEK et al., 2009). Este
biomaterial versatil tem potencial para ser usado em nanoterapéuticos,
diminuindo mediadores de inflamacdo cronica sem dosagem repetida. (HIRST
et al., 2011). Outros estudos mostram atividade antimicrobiana contra
diferentes tipos de bactérias (BABENKO et al., 2012; WANG et al., 2013).

Os estudos de toxicidade da nanoparticula de cério ainda sdo muito recentes.
Forest (2017) demonstrou um impacto da morfologia das nanoparticulas de
CeO, sobre a sua toxicidade “in vitro”. Citando que as nanoparticulas cubicas /
octaédricas, dependendo da dose, apresentaram melhores respostas anti-
inflamatoria e de citotoxicidade. Embora outros estudos complementares ainda
sejam necessarios, isso argumenta fortemente para o fato de que a geometria
da nanoparticula de cério é um aspecto que nao deve ser negligenciado
(FOREST et al., 2017).

Os testes de toxicidade da nanoparticula de cério sdo muito dependentes de

propriedades superficiais. Por esta razdo, é uma boa ideia realizar ensaios de
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toxicidade para os materiais recentemente desenvolvidos em condi¢gbes que
imitem a exposi¢cdo ao potencial organismo. Enquanto ndo for desenvolvida
uma base de dados detalhada para materiais a base de nanoparticula de cério,
€ essencial testar todos os materiais desenvolvidos, designados para
aplicacbes biomédicas, utilizando uma configuracdo experimental como

representativa na possivel aplicacdo (GAGNON e FROMM, 2015).

3.5 Calendula officinalis

e POSICAO TAXONOMICA

Segundo Volpato (2005 apud CRONQUIST, 1988):

Reino — PLANTAE

Divisdo — MAGNOLIOPHYTA

Classe - MAGNOLIOPSIDA (DICOTILEDONEA)
Sub-classe — ASTERIDAE

Ordem — ASTERALES

Familia — ASTEARACEAE

Género - CALENDULA

Espécie — Calendula officinalis

Dos métodos utilizados em terapia na Medicina Natural, a fitoterapia é, sem
duavida, um dos mais antigos. Ja nos primoérdios da humanidade, o homem, ao
procurar nas plantas uma fonte de alimento, observou que algumas delas
promoviam efeitos terapéuticos. Essa informacdo foi passada para outras
geracOes, propagando o conhecimento dos efeitos médicos ate a atualidade
(OZAKI e DUARTE, 2006).

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo,
notadamente, nestes ultimos anos, tanto que, em 2001, o mercado mundial de

fitoterapicos girou em torno de aproximadamente 22 bilhées de dolares.
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(YUNES et al., 2001). E em 2011, este mercado mundial movimentou US$ 26
bilhdes (DE CASTRO e ALBIERO, 2016).

Figura 7 Calendula officinalis
Fonte: www.boironcalendula.com/about/garden-marigold (2017)

A Calendula officinalis € uma planta herbacea, que contém seus principios
ativos principalmente nos capitulos florais. Frequentemente pesquisada e
conhecida popularmente apenas como caléndula. Esta planta € originaria do
Mediterraneo e hoje disseminada pelo mundo. Como observa-se na Figura 7,
a caléndula possui flores alaranjadas das quais se extrai 6leo por maceragao. A
sua composicado quimica € bastante variada, compreendendo o0s principios
ativos formado por calendulina, acido malico, mucilagem, cumarinas, quinonas,
Oleos essenciais volateis, carotenoides, terpenoides, saponinas, flavonoide,
tarino, saponina triterpénica e acido salicilico (PARENTE et al., 2002; MULEY
et al., 2009).

Em estudos anteriores foi mostrado que este Oleo apresenta acdo externa e
interna sobre todas as feridas traumaticas, produzindo rapida cicatrizacdo e
impedindo a supuracdo (BALDUCCI-ROSLINDO et al., 1999). Além disso, a
caléndula € anti-inflamatoria, antiespasmaddica, cicatrizante, analgésica,
colerética e antitumoral, sendo usada sob as mais variadas formas, tais como:
infusdes, tintura, unguento, utdpico, por via oral e através de uso homeopatico
(PARENTE et al., 2002; MULEY et al., 2009; DELLA LOGGIA et al., 1994;
JIMENEZ-MEDINA et al., 2006).

A acdo anti-inflamatéria é a atividade mais estudada e com melhores
resultados pela Calendula officinalis, sendo que o0s principais constituintes

fitoquimicos responsaveis pela acdo sédo as saponinas (aproximadamente 6%)
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e flavondides (0,2-0,9%). (PARENTE et al., 2002; MULEY et al., 2009;
BALDUCCI-ROSLINDO et al.,, 1999; DELLA LOGGIA et al., 1994). Desta
forma, é apresentada potencialmente como uma planta medicinal importante

para a humanidade.

3.6 Bixa Orellana

e POSICAO TAXONOMICA

Reino — PLANTAE

Divisdo — MAGNOLIOPHYTA
Classe - MAGNOLIOPSIDA
Ordem — MALVALES

Familia — BIXACEAE

Género - BIXA

Espécie — Bixa Orellana L.

Bixa orellana L. (familia Bixaceae), comumente conhecida como urucum, é
originaria da América Tropical. E uma planta muito conhecida e utilizada
tradicionalmente pelos indios brasileiros e peruanos, como fonte de matéria
prima para tinturas vermelhas usadas para os mais diversos fins, entre eles,
protetor da pele contra o sol e contra picadas de insetos; ha também o
simbolismo de agradecimento aos deuses pelas colheitas, pesca ou saude do
povo (ROBINEAU, 1995).

Figura 8 Bixa 6re||ana L.
Fonte: www.ibflorestas.org.br/loja/muda-40a60-urucum-290ml.html (2017)
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O pigmento do urucum € extraido da camada externa das sementes de Bixa
orellana L., consistindo basicamente de cis-bixina, incluindo bixina e norbixina,
gue representa mais de 80% dos carotenoides totais ali presentes. Alem disso,
exixtem também alguns terpenoides, tocotrienois, arenos e flavonoides
(JONDIKO e PATTENDEN, 1989; SHILPI et al., 2006). Este pigmento é
amplamente utilizado nas inddstrias alimenticia, farmacéutica, cosmética, e de
tintas e vernizes. Do urucum séo fabricados os corantes mais difundidos na
industria de alimentos. (SILVA, 2007; SHILPI et al., 2006).

Estudos farmacolégicos descritos na literatura revelaram que os extratos de
Bixa orellana L. ligados a presenca de grande quantidade de bixina e norbixina,
possuem atividade anti-protozoaria e antiagregante plaquetaria (VILLAR et al.,
1997; BARRIO et al., 2004; COSTA e CHAVES, 2005). Apresentaram também
atividade antimicrobiana “in vitro” (CASTELLO et al., 2002; VENUGOPALAN et
al., 2011), atividade antioxidante (MARTINEZ-TOME et al., 2001,
VENUGOPALAN et al., 2011), e atividade anticlastogénica (ANTUNES et al.,
2005).

Em estudos recentes foram evidenciados também sua atividade antibacteriana
(MEDINA-FLORES et al.,, 2016; MAJOLO et al.,, 2013), contra espécies
selecionadas que associadas a diarreia e disenteria, e pela sua capacidade
para neutralizar os radicais livres in vitro (MARTINEZ-TOME et al., 2001).
Apresentaram também controle metabdlico da glicose, em roedores, para
tratamento do Diabetes mellitus (COSTA e CHAVES, 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Metodologia

4.1.1 Preparacao das solucdes de hidrogel

Os materiais utilizados ara a sintese do hidrogel foram a Poli(N-vinil-2-
pirrolidona) (PVP) K90 (p6; MM = 360000; Sigma-Aldrich), utlizando o
poli(etileno glicol) (PEG) 300 (liquido; MM = 300; Sigma-Aldrich) como
plastificante e o agar (po; purissimo; Isofar) como gelificante.

A sintese foi executada de acordo com o proposto por Amaral (2009) e
Momesso e colaboradores (2010), como apresentado no Quadro 1. Para o
preparo de 1 L de hidrogel, foram adicionados 60 g de poli(N-vinil-2-pirrolidona)
(PVP) K 90, 15 g de PEG 300 e completou-se com agua deionizada para o
volume final de 1 L. ApOs repouso de 24 horas em temperatura ambiente,
aqueceu-se até a fervura e adicionou-se 5 g de agar, mantendo em

aquecimento até completa dissolu¢do dos componentes.

Quadro 1 Descrigdo da formulagéo do hidrogel de PVP

Matriz Composicao Concentracao (%)
PVP PVP K 90 6,0
PEG 300 15
AGAR 0,5
AGUA DEIONIZADA 92,0

Fonte: AMARAL (2009), modificado pelo autor.

A solucdo preparada foi brevemente resfriada e adicionada em moldes
circulares (placa de petri) medindo de 100 mm de diametro até atingir 3 mm de
espessura, as quais, apos resfriamento total, foram seladas com plastico-filme,
embaladas adequadamente e enviadas para reticulacdo em uma fonte

emissora de raios gama.
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4.1.2 Reticulacao por radiagdo gama

A reticulacdo da solucgéo foi feita usando radiagdo gama de forma a obter os
hidrogéis, com uma dose de 25 kGy. A irradiacdo foi realizada com fonte de
®Co (Cobalto 60), fabricado pela MDS Nordion no Canadé, Modelo/niimero de
série IR-214 e tipo GB-127, de geometria circular, Figura 9, operando em doses
de 2 kGy/h localizada no Laboratério de Irradiagdo Gama - LIG do
CDTN/UFMG, Belo Horizonte, Brasil.

Figura 9 Fonte de Cobalto 60 do Laboratorio de Irradiagdo Gama - LIG do CDTN.
Fonte: Préprio autor.

4.1.3 Incorporacdo dos principios ativos

- Incorporacao da nanoparticula de cério na matriz de hidrogel

Com as matrizes prontas, 100 mg de nanoparticula de cério, foram sintetizadas
no Laboratorio de Quimica da UFES, Campus Alegre. A incorporacdo das
nanoparticulas na matriz de hidrogel foi realizada logo ap0s a preparacdo da
formula do hidrogel.

Primeiramente obtiveram-se as formula¢cdes da matriz polimérica de acordo
com a metodologia descrita no item 4.1. Apdés o resfriamento em
aproximadamente 60°C, foi incorporado 0,5 g/L da nanoparticula de cério e
misturado até completa homogeneizagdo. Apds o procedimento as amostras
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foram seladas e enviadas para reticulagdo. Foram guardadas em temperatura
ambiente e lugar escuro, para evitar foto-oxidacao.

- Incorporagéo da Calendula officinalis na matriz de hidrogel

Com as matrizes sintetizadas e irradiadas, 0,5 mg de 6leo vegetal puro de
Calendula officinalis (Forca da Terra), e 10 mL de solucdo DMSO 1 % foram
incorporado por intumescimento. Ap0s o procedimento a amostra foi
novamente selada e guardada em temperatura ambiente e lugar escuro, para

evitar foto-oxidacdo do extrato.

- Incorporagéo da Bixa Orellana L. na matriz de hidrogel

Com as matrizes sintetizadas e irradiadas, 0,3 mg de extrato puro de Bixa
Orellana L, gentilmente cedido por Corantec Produtos naturais Ltda, foi diluida
em 10 mL de solugdo DMSO 1 %, apoOs aproximadamente 10 minutos as
particulas ndo dissolvidas e a fase liquida com o pigmento vermelho foram
incorporado por intumescimento. ApOs o0 procedimento a amostra foi
novamente selada e guardada em temperatura ambiente e lugar escuro, para

evitar foto-oxidacao.

4.2 Caracterizacdo da matriz de hidrogel

4.2.1 Esterilizacéo

Para este teste, uma porcado do hidrogel reticulado por radiacdo gama foi
depositada em recipientes com agar nutriente com auxilio de uma pinca, tudo
assepticamente e incubado a 35°C. Apds quatro dias na incubadora, as
amostras foram retiradas da incubadora e fotografadas para analise de

crescimento de microrganismos.
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4.2.2 Fragéo gel

As amostras de membranas de hidrogel reticulados por radiagdo gamma foram
secas em estufa na temperatura de 60°C até massa constante. Apls a
secagem, cada amostra com cerca de 800mg, em triplicata, foram
empacotadas em saquinhos de tecido non woven e colocadas para remocéo da
fracdo soluvel, por 36h, no extrator Soxhlet, utilizando com o solvente a agua
deionizada. Presume-se que todo o material solivel tenha sido extraido pela
agua e o material residual insoltvel (parte reticulada) é a fracdo gel. Decorrido
este tempo as amostras foram novamente secas em estufa na temperatura de

60°C até atingirem peso constante.

O calculo da fracdo gel foi realizado pelas Equacbes 1 e 2 de acordo com a
norma ASTM D 2765 (ASTM, 2001).

FS (%) = [(Mi - Mf) / Mi] x 100 1)
FG (%) = 100% - FS (2)

Sendo FS a fracéo soluvel, FG a fracao gel, Mi a massa inicial da amostra e Mf

a massa do hidrogel seco.

4.2.3 Intumescimento

O Intumescimento foi caracterizado por dois métodos distintos, o primeiro

utilizando agua e o segundo uma solucao tampao.

e Agua

Para determinacao do intumescimento maximo, apés a sintese, as amostras de
hidrogel foram secas em estufa a 50 °C até a obtencdo de massa constante.
Em seguida, os hidrogéis secos, com cerca de 0,5 g cada, em triplicata, foram
imersos em agua deionizada, na qual permaneceu por um periodo total de 24 h
a temperatura ambiente e sem agitacdo, condi¢cdes consideradas ideais para
atingirem o equilibrio total do intumescimento. A agua superficial das amostras

intumescidas foi removida com cuidado utilizando papel de filtro. A massa era
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verificada a cada hora durante as 8 primeiras horas e posteriormente, quando
completado 24 horas. O resultado foi obtido usando-se a equacao 3, de acordo
com a norma (ASTM D 570).

Intumescimento (%) = [(Ms-mg)/Mmg] X 100 (3)

Cuja unidade € em porcentagem sendo que ms é a massa do polimero

intumescido e myg a massa do polimero seco em gramas.

e Solucgao salina

Este ensaio foi realizado com o mesmo procedimento de secagem, porem o0
teste de intumescimento foi realizado com imerséo em solugéo tampéao fosfato
salina (PBS), com pH 7,4, que € uma solucao simuladora de fluido biolégico. As
medidas da massa foram realizadas a cada 10 minutos durante os 30 primeiros
minutos e a cada 1 hora, por um periodo de 8 horas e, finalmente, apos 24
horas do inicio do ensaio. Os testes foram realizados em temperatura ambiente

e 0 grau de intumescimento foi calculada pela equacao 3.

4.2.4 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas das matrizes de hidrogel foram avaliadas pelo
ensaio de tracdo, para medir o modulo elastico da membrana, importante para
analisar a resisténcia adequada na manipulacao. Foi utilizado o texturémetro
Brookfield CT-3 Texture Analyzer (Figura 10), disponivel no Laboratério da
Engenharia de Alimentos da UFES, Campus Alegre.

Foram utilizados corpos de prova retangulares (4 cm?) fixados em probes roller
grips (4 mm D — Aco inox 10 g). No ensaio, as amostras, em triplicata, sujeitas
a uma velocidade de 1 mm/s e faixa de carga de 10 Kg, foram comprimidas até

a ruptura.
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Figura 10 Imagem do texturdmetro utilizado
Fonte: Préprio Autor

4.2.5 Liofilizagdo das membranas de hidrogel

A liofilizacdo € um processo de conservagcdo de produto que envolve dois
métodos existentes confiaveis: congelamento e desidratagdo. Para ser
liofilizada, primeiro a membrana de hidrogel foi congelada a uma temperatura
de -80 °C e depois submetida a vacuo, fazendo com que a agua presente nas
membranas fosse retirada por sublimacéo. O resultado final € uma membrana
com uma estrutura porosa e livre de umidade, sendo capaz de ser reconstruida
pela simples adicdo de agua. Foi usado para tal processo o liofilizador L101 da
Liotop, localizado no LABIOM - Laboratério Multiusuario de Analises

Biomoleculares — localizado na UFES, ilustrado na Figura 11.

Fingra 11 Imagem do liofilizador de bancada utilizado
Fonte: labiom.ufes.br/liofilizador-1101-da-liotop%C2%AE (2017)
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4.2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

A técnica foi utilizada para verificar a estrutura polimérics das amostras. Para a
obtencao de alta resolugdo em escala nano e micro, foi usada baixa tensédo na
faixa de 20 kV. O aparelho JEOL (JSM — 6610LV) ilustrado na Figura 12 esta
localizado no Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins
(LUCCAR) da UFES. Para a obtencéo das imagens por MEV, o preparo das
amostras ja liofilizadas consistiu na fixacdo destas com fita de carbono dupla-
face no porta amostras e, em seguida, na metalizagdo com ouro para aumento

da condutividade elétrica na superficie do material.

Figura 12 Imagem do microscépio eletrénico de varredura
Fonte: www.luccarufes.com.br/infraestrutura (2017)

4.2.7 Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

A técnica foi utilizada para verificar o tamanho e a organizacdo das
nanoparticulas de cério incorporado na matriz de hidrogel. Para a obtencéo das
imagens por TEM, o preparo das amostras da nanoparticula de cério em po
consistiu na suspensdo da mesma em etanol absoluto e posterior secagem
sobre uma grade de carbono de 200 mesh (EMS, Elecctron Microscope
Science). Para a preparacéo das amostras de hidrogel com a nanoparticula, foi
realizada a desidratacdo de um pequeno pedaco do material com gradiente
crescente de acetona e, em seguida, foram incluidas em uma resina epon
(EMbed 812, Electron Microscopy Sciences), sendo polimerizado por 48 horas
a 60 °C. O material foi seccionado em ultramicrétomo (Power Tome X, RMC

Instruments) em secc¢des de 60 a 100 nm de espessura. Nesta etapa foram
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utilizadas facas de vidro obtidas pelo equipamento Knife Maker Glass (RMC
Instruments, Modelo 12096KM). Os cortes foram colocados em grades de
cobre e foram levadas ao microscopio para visualizagdo a 120KV em um
Microscépio Eletrénico de Transmissdo. O aparelho JEOL (JEM1400, Inc.
USA), para visualizagdo a 120 KV, ilustrado na Figura 13 esta localizado no
Laboratorio de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) da
UFES sendo utilizado o filamento de hexaboreto de lantanio (LaB6) como fonte

de elétrons.

Microscopio Eletrdnico de Trans

Figura 13 Imagem do microscépio eletrénico de transmisséo
Fonte: www.luccarufes.com.br/infraestrutura (2017)

4.2.8 Difracdo de Raio-X (XRD)

Para avaliar a cristalinidade das membranas e a incorporacao dos ativos na matriz
polimérica, foi realizada Difracdo de Raios-X a altos angulos. O equipamento
utilizado foi disponibilizado pelo Laboratério de Materiais Carbonosos e Ceramicos
(LMC), localizado no campus de Goiabeiras da Universidade Federal do Espirito
Santo (Vitoria-ES). Para este ensaio, o hidrogel seco foi prensado sobre o porta-
amostra e levado ao difratdmetro, equipamento que realiza a difracdo de raios-X.
As medidas foram realizadas com alvo de cobre e uma varredura continua com 20

variando entre 10° a 90°.
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4.2.9 Microscopia de Forca atdmica (AFM)

A técnica microscopia de forca atbmica foi usada para verificacdo das
superficies das amostras. E utilizado um microscopio que utiliza uma sonda
gue varre ou escanea toda a superficie da amostra desejada. Atualmente, essa
técnica tem sido muito difundida para o estudo de polimeros.

A SPM utiliza as forcas de interacdo entre uma ponta e a superficie para gerar
uma imagem tridimensional da superficie. Esta técnica possui trés habilidades
principais: medicdo de forca, imagem e manipulacdo. O tipo de interacéo
definida no modo de operacédo foi imagem O equipamento utilizado foi o
Microscépio de Forca Atémica Agilent ILM 6000 (acoplado a microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axostar Plus), ilustrado na Figura 14, este localizado no

laboratério de nanoscopia, associado ao SisNANO da UFV.

Figura 14 Imagem do Microscoépio de Forca Atdmica.
Fonte: http://www.posfisicaaplicada.ufv.br/?page_id=81#NU

4.3 Teste Bioldgico

O termo biocompatibilidade pressupbe que a aplicacdo clinica de um
biomaterial ndo cause reacBes adversas, toxicas ou carcinogénicas ao
paciente. O primeiro critério para verificar a biocompatibilidade de um material
€ a avaliacdo de sua citotoxicidade. Foi realizada uma vasta pesquisa
bibliografica, pela qual foi possivel concluir a total biocompatibilidade dos
materiais utilizados neste estudo (AJJI et al, 2004; AMARAL, 2009; BONACIN,
2006; DAl et al, 2012; DARWIS, 2010; FLEISCHER et al, 2003; GAGNON e
FROMM, 2015; HIGA et al, 1999; KUMARI et al, 2014; MAJOLO et al, 2013;
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MULEY et al, 2009; NITZ et al, 2006; ROGERO et al, 2003; WONA e JANIK,
2010).

Os animais utilizados foram ratos Wistar, isogénico, machos, estes que
configuram a linhagem mais utilizada para estudos experimental de melhoria de
cicatrizagdo. Os animais usados neste estudo foram disponibilizados pelo
Biotério da Universidade Federal do Espirito Santo, campus Vitéria e foram
mantidos no Biotério da Universidade Federal do Espirito Santo, campus
Alegre até a finalizag&o deste trabalho.

O teste de cicatrizacido ocorreu “in vivo” utilizando o menor numero de animais
vélidos. O projeto foi aprovado pela Comissio de Pesquisa e Etica e Comissio
de Etica no uso de animais (CEUA), da Universidade Federal do Espirito Santo,
sob numero de protocolo 45/2017, “Preparagédo e caracterizacado de hidrogel
com nanoparticula de cério, Calendula officinali ou Bixa orellana L., como

potenciais curativos de feridas crénicas”, 06 de outubro de 2017.

4.3.1 Inoculacdo dos modelos experimentais para uso das matrizes de
hidrogel.

Os animais, 250-300 gramas, foram alocados em caixas de polipropileno (um
animal/caixa) com grade metalica, mantidos em sala climatizada a 22 °C + 2
°C, ciclo de luz de 12 h e foram alimentados com racdo comercial e agua ad
libitum.

Apods um periodo de aclimatizacdo de duas semanas e meia 0s animais foram
divididos randomicamente entre 0os 6 grupos experimentais, sendo alocado 10
animais por grupo.

O fluxograma da Figura 15 apresenta o procedimento escolhido para
inoculacao dos 6 grupos de animais.

Os curativos utilizados foram sintetizados e caracterizados pelo proprio autor,
exceto o grupo 6. Neste foi utilizado um gel comercial encontrado em farmacias
locais e de facil acesso titulado de Cicatricure, produzido pelo laboratério

Genomma Lab, que tem como especificacao estimular a regeneracao da pele.
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Grupo 1:
Grupo
controle.
Lesdo sem
curativo.

Grupo 2:
Lesdo com
curativo de

hidrogel sem
ativos

Grupo 3 :
Lesdo com
curativo de
hidrogel com
nano-cério

Grupo 4:
Lesdo com
curativo de

hidrogel com

Calendula

officinal

Grupo §:
Lesdo com
curativo de

hidrogel com
Bixa Orellana
L.

Grupo 6 :
Lesdo com
curativo de
hidrogel
comercial

Figura 15 Fluxograma do procedimento escolhido para o tratamento dos grupos experimentais.
Fonte: Préprio autor.

4.3.2 Avaliacdo dalesédo dos ratos Wistar

As lesbes foram realizadas pela equipe de veterinarios capacitados no Hospital

Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo, campus Alegre, na qual

foi realizada uma epilacéo por tracdo manual dos pelos do dorso com extenséo

de 5 cm no comprimento e de largura. Em seguida, foi produzido uma incisédo

cirargica circular no centro da area epilada, que provocou um dano na pele do

animal de 2 cm de didametro usando um punch dermatolégico estéril

descartavel. Com tesoura, aprofundou-se a incisao até a fascia (Figura 16). A

hemostasia foi feita por compressao digital com gases esterilizados.
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Figura 16 Rato depilado com incis&o dorsal.
Fonte: Préprio Autor

O tratamento foi iniciado de imediato com aplicacdo dos curativos. O curativo
foi utilizado de acordo com a Fig. 17 (A e B)

Durante todo o experimento foi realizada a avaliacao clinica dos animais onde
foram avaliadas aceitacéo e rejeicao do curativo e evolucdo da cicatrizacdo. A
avaliacdo clinica ocorreu com registros fotograficos e medi¢do do tamanho da
lesdo (elipse) com o auxilio de um paquimetro nos dia 3, 7, 14 e 21 dias de

tratamento.

Figura 17 Fotos apresentando a sequéncia de aplica¢éo dos curativos de hidrogel (A e B)
Fonte: Proprio Autor
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O procedimento para todos 0S grupos ocorreu na sequéncia abaixo (DE
OLIVEIRA, 2013):
1° Limpeza dos ferimentos com gases estéreis e soro fisiologico;
2° Os curativos foram colocados sobre as lesbes cutaneas por 48 horas;
3° Retirou-se os curativos e deixou-se o ferimento exposto por 24 horas;
4° Alternou-se este procedimento por um periodo de 21 dias.
Depois de 21 dias todos os animais de cada grupo experimental foram
eutanasiados, apos fim dos registros e tratamentos. Para a eutanasia foram
seguidas as normas éticas segundo as normas da resolucdo 1000/2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV). Os animais foram
anestesiados com pentobarbital (Hypnol 3%®, Fontover, i.p.) na dose de 40 mg
kg™ de peso corporal, seguido do método fisico de exsanguinacao.

4.3.3 Analise estatistica

Os dados estatisticos foram analisados utilizando-se o programa Microsoft Exel
e graphpad prism for Windows. A analise conjunta dos efeitos do dia (3, 7, 14 e
21) e dos 6 grupos de hidrogéis distintos, utilizando variavel numeérica (area da
lesdo) foi feita pelo teste de ANOVA, isto €, analise de variancia com dois
fatores, dia e grupo com interacao entre eles, seguido pelo teste de Tukey. O

nivel de significancia p, utilizado foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtencao das matrizes de hidrogel

As matrizes de hidrogel de PVP foram obtidas por meio da radiacdo gama
conforme descrito em materiais e métodos.

O critério para considerar as membranas adequadas ou ndo para serem
submetidas aos ensaios de caracterizacdo foi a formacdo de um filme
homogéneo, transparente, sem cheiro, elastico, com boa adesividade e com
uma resisténcia adequada para a manipulagdo, parametros avaliados

visualmente e manualmente, como pode ser observado na Figura 18.

Figura 18 Matriz de hidrogel de PVP
Fonte: Proprio Autor

5.2 Esterilizagéo

Apés o processo de irradiacdo das membranas de hidrogel, estes
permaneceram lacrados e ficaram armazenados em caixas de isopor fechadas

em um laboratorio controlado até a data de utilizagéo.
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I
Figura 19 Resultado do teste esterilizacdo da matriz de hidrogel. (19a) controle padrdo em agar

nutriente; (19b) hidrogel irradiado a 25 kGy.
Fonte: Préprio Autor

Um simples teste de esterilizacdo foi realizado para entender melhor a
eficiéncia das doses de radiacdo sobre a contaminagdo proveniente do
processo de sintese. Supbe-se que, com a etapa de radiacdo, deveria
acontecer a total eliminacdo da vida microbiol6gica destes materiais, pois ao
encontrar oS micro-organismos, a energia rompe a cadeia de DNA desses
seres, levando-os a morte ou a incapacidade de reproducdo. Como as ondas
eletromagnéticas possuem grande poder de penetracdo, 0s organismos podem
ser alcancados onde quer que estejam, tanto em embalagens lacradas como
em produtos acondicionados das mais variadas maneiras, o que garante a total
eficacia do processo.

Na norma de esterilidade, 1ISO 11137, a dose absorvida de referéncia no
processo de garantia de esterilizacdo € de 25 kGy, levando em conta a
eficiéncia da dose e o0 menor tempo de exposicdo da amostra (AJJI et al, 2005).
No teste realizado, ndo foi encontrado nenhum traco de contaminacédo (Figura
19b) por micro-organismo, sendo assim o hidrogel sintetizado estéril e seguro

para uso como curativos para feridas crénicas.

5.3 Fracéo gel

A fracdo de gel é a fragdo em massa do material resultante de uma formagéo
de rede tridimensional, mostrando o comportamento de reticulagéo do hidrogel.
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As macromoléculas de hidrogéis formados por radiagdo estdo ligadas entre si
através de ligagOes covalentes. (ROSIAK et al, 1995). Apenas as moléculas de
PVP sofrem reticulacdo no processo de radiacdo. Outros materiais néo
participam da rede estrutural formada, o PEG atua como plastificante podendo
melhorar as propriedades fisicas das membranas de hidrogel e o agar atuando
como gelificante. (FOROUTAN e RABANI 2007; LUGAO et al, 1998).

Neste teste, os hidrogéis reticulados apresentaram um alto teor de gel,
indicando uma alta reticulacdo entre as moléculas poliméricas. Os resultados

sdo apresentados na Tabela. 1

Tabela 1 Fracdo Gel obtida pela matriz de hidrogel PVP

Membrana mi () mf (g) % fragao gel
PVP 6% 0,0914 0,0688 75,13 +0,18
0,0986 0,0742
0,1035 0,0775

Fonte: Préprio Autor

Os resultados obtidos a partir de testes de fracdo de gel (Tabela 1) mostraram
um bom nivel de reticulacédo na dose de radiacao proposta, 25 kGy. Foi obtido
um porcentual de reticulacdo média de 75 %, 0 que representa uma rede com
alta reticulacdo. Segundo estudos semelhantes apresentado por Ajji e
colaboradores (2005) e Benamer e colaboradores (2006), com 6 % e 7 % de
PVP respectivamente, foram obtidos percentuais de reticulacdo de cerca de 81
%.

5.4 Intumescimento

O intumescimento é definido como a quantidade de fluido absorvido pelo
material polimérico no equilibrio, quando o0 mesmo € submerso em fluido por
um periodo de tempo suficiente para que o sistema atinja volume constante
(FLORY, 1953). Em uma determinada dose fixa de irradiacdo, o grau de
intumescimento no equilibrio depende da concentracdo de polimero utilizada
(BENAMER et al, 2006).
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Em ambas as solugdes utilizadas para os testes de intumescimento, a
capacidade de inchaco para a matriz de hidrogel PVP o equilibrio foi

alcancado, em média, 7 horas apds o tempo 0 como apresentados na Fig. 20.

1600 -+

1200

Intumescimento (%)
(0]
o
o

400

—e—Solugdo Tampao

—=— Agua
0 T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 20 Gréfico do perfil de intumescimento dos hidrogéis reticulados a 25 kGy, temperatura
ambiente e atmosfera comum - solucdo tampao e 4gua deionizada
Fonte: Préprio Autor

De modo geral, a capacidade de intumescimento depende da hidrofilicidade da
cadeia polimérica (BENAMER et al, 2006), da concentracdo dos componentes,
guando esta for o caso, do tamanho e tipo de estrutura dos poros (AJJI et al,
2005; FOROUTAN e RABANII, 2007; GANJI et al, 2010) do conteudo idnico da
solucdo (OMIDIAN e PARK, 2008; GANJI et al, 2010) e da densidade de
reticulacao.

Os resultados mostram que a matriz de hidrogel de PVP possui uma boa
capacidade de intumescimento, sendo que nas 2 primeiras horas observa-se
um intumescimento rapido para ambos os meios utilizados. Pode ser verificado
gue o hidrogel apresentou intumescimento maior com teste por solucao
tampéao, esta diferenca deve ser levada em consideracédo o conteudo iénico da
solucdo, assim afirmando a eficiéncia de uma eventual utlizacdo de
incorporacao de agente ativo na matriz de hidrogel de PVP.

No estudo de Ajji e colaboradores (2005) sobre a producéo de curativos de

hidrogéis de PVP por meio de radiacdo gama, foi verificado que com matrizes
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de hidrogel compostas por PVP, PEG e 4gar em diferentes doses de radiacédo
a matriz com 5 % de PVP e irradiada a uma dose de 25 kGy mostrou um grau
de expanséo de cerca de 1500 % apos 24 h. Utilizando a mesma dose de 25
kGy e 6 % de PVP o resultado foi de 1400 %.

Observa- se também que o conteddo i6nico da solugdo aumenta a
porcentagem de intumescimento. A medida que o nimero de ions dentro da
estrutura do hidrogel aumenta mais e mais forgcas osmdticas e eletrostaticas
serdo criadas dentro da estrutura do hidrogel (OMIDIAN e PARK, 2008; GANJI
et al, 2010).

A fracdo de gel (Tabela 1) e o grau de intumescimento (Figura. 20)
demonstram que este é um sistema altamente reticulado e que mostra um
maior nivel de inchaco na solucdo de PBS, sendo assim, um sistema adequado
para utilizagdo como matriz polimérica, indicado para uso de curativos como
assim proposto (MOMESSO et al, 2010).

5.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas estdo associadas a habilidade do material
polimérico a resistir a tensbées mecanicas. O ensaio de resisténcia a tracéo
avalia a tensdo maxima requerida para deformacédo e, ou ruptura do material.
Varios fatores estruturais podem influenciar os comportamentos mecanicos,
tais como: reticulacdes, ramificacbes, massa molar, grau de cristalinidade,
morfologia  cristalina, plastificacdo, copolimerizacdo, entre  outros
(MACDERMOTT e SHENOQY, 1997).

As propriedades mecéanicas dos hidrogéis estdo associadas a habilidade do
material resistir as tensdes mecanicas, principalmente, com a aptiddo do
polimero em formar ligacdes nas cadeias poliméricas, dificultando ou ndo a
separacdo destas cadeias quando submetidos a tensGes mecanicas. Foram
efetuados testes de resisténcia mecanica da matriz de hidrogel em relacédo a

perfuracao (Figura 21).
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Figura 21 Representacéo gréafica do resultado do teste de resisténcia mecéanica da matriz de
hidrogel em relacdo a perfuragéo, obtido por texturémetro.
Fonte: Proprio Autor

O ensaio de perfuracdo mede a resisténcia a compressao, em Newton (N), em
funcdo do tempo a que o filme é sujeito até sua ruptura. Os resultados
ilustrados na Figura 21 apresentam resultado de 1,1 N de forca para perfuracéo
total da matriz, e pico de tensdo de 15,52 N/cm? mostrando resultados
semelhantes entre aos encontrados na literatura para forca de ruptura que foi
de 1,13 N, em média (AMARAL, 2009). Segundo Darwis e colaboradores
(1993) a adicdo de agar e PEG na composicdo de hidrogéis de PVP pode

melhorar as propriedades mecéanicas das matrizes.

5.6 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

A estrutura interna do hidrogel foi observada por microscopia eletrbnica de
varredura (SEM) apos liofilizacdo, para que seus poros ndo colapsassem e
suas estruturas se mantivessem fidedignas. As imagens das superficies estao

apresentadas na Figura. 22.
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Figura 22 Micrografias de SEM da matriz de hidrogel reticulada e liofilizada. (22a) 100x; (22b)
1000x.
Fonte: Proprio Autor

Observando as micrografias da matriz polimérica, pode-se observar uma
topologia com estrutura porosa, com poros em distribuicdo aleatéria, exibindo
uma estrutura interna densa de reticulagdo. Tal resultado justifica os bons
resultados de fracdo gel e do grau de intumescimento. Assim, apresentando
boa estrutura e resisténcia para incorporacao de ativos no hidrogel.

A quantidade de poros e macro poros observados nas amostras sao
caracteristicas dos hidrogéis liofilizados. ApGs a retirada da agua por liofilizacdo
verifica-se a organizacdo e formatos desses poros, formados durante o
rearranjo das moléculas na reticulacdo. O tamanho dos poros do material
polimérico depende principalmente da dose de radiacdo e composicdo do
polimero (SOLER et al, 2012).

5.7 Difracédo de raio-X (XRD)

A técnica de Difracdo de Raios-X (XRD) foi utilizada para caracterizar o produto
de sintese quanto as suas propriedades cristalinas para uma matriz polimérica
neutra e eficiente. A Figura 23 apresenta o difratograma obtido a partir da
analise de DRX com incidéncia de raios-X gerados por alvo de cobre com

comprimento de onda igual a 1,540562 A.
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Figura 23 XRD da membrana em 25 kGy.
Fonte: Préprio Autor

E possivel observar uma primeira raia inesperada 2theta = 13,78° e a
existéncia de uma segunda raia ampla em torno de 2theta = 21,55°,
correspondente para o pico de PVP K90 cristalino (RAZZAK et al, 1999; DAI et
al, 2012; BAI et al, 2008). A raia inesperada pode indicar que o PVP utilizado
(amostra comercial) contém duas fases amorfas. O resultado corroa com a
literatura que sugere o PVP como um polimero amorfo, caracterizado pela
baixissima cristalinidadde, sugerindo que a orientagcdo molecular e a disposicéo

do polimero estavam desordenadas (DAI et al, 2012).

5.8 Microscopiade forca atbmica (AFM)

As imagens de superficie da microscopia de varredura por sonda do hidrogel

de PVP secos e umidos sdo mostradas na Fig. 24.



58

5
[um]

[um]

0 5 10
[um]

Figura 24 Imagens superficiais do hidrogel seco e molhado
Fonte: Préprio Autor

Pela Figura 24 € possivel observar que o hidrogel intumescido (Umido)
apresenta um preenchimento dos seus poros. Este fato gerou,
consequentemente, uma superficie mais lisa na amostra levando-a a uma
melhor biocompatibilidade para uso como curativo quando comparado ao
hidrogel de superficie seca. Apresentando assim, melhor indicacdo de uso
como curativo umido. Em 2004, Hayama e colaboradores concluiram que
hidrogéis Umidos apresentam maior biocompatibilidade com excelente
resisténcia mecanica sdo alcancadas misturando o PVP K90 a, em media, 6 %

em peso.

5.9 Obtencao e organizacao dos ativos na matriz

Com a matriz de hidrogel caracterizada e dentro dos padrbes esperados, foi
realizada a incorporacdo dos ativos por intumescimento. Os dispositivos de
hidrogel de PVP contendo os ativos propostos foram obtidos conforme descrito

no item 4.1.3 em materiais e métodos.
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O critério para considerar os dispositivos adequados ou ndo para serem
submetidos a uso como curativos no processo de cicatrizacdo foi a formacéo
de uma membrana homogenia, flexivel, macia e de facil manipulagdo. As
matrizes foram avaliadas visualmente e pelo tato como podem ser observadas
na Fig. 25.

Figura 25 Hidrogel de PVP incorporados com os principios ativos (25a) Nanoparticula de cério;
(25b) Calendula officinalis;(25c) Bixa orellana L.
Fonte: Préprio Autor

Observa-se na Figura 25b, uma coloracdo amarelada e de aparéncia brilhante,
devido a presenca de Oleo, meio onde o extrato da Calendula officinalis foi
utilizado. A matriz de hidrogel com presenca de Bixa orellana L (Fig. 25c), que
possui um pigmento de coloracdo vermelha, apresenta a mesma cor
avermelhada apds a incorporacao por intumescimento.

No hidrogel ilustrado na Figura 25a, foi observada uma coloracdo amarelada
justificada pela coloracao tipica da nanoparticula de 6xido de cério incorporada
a matriz de hidrogel.

Como na metodologia descrita, a nanoparticula foi incorporada antes da
radiacdo, fazendo parte do hidrogel antes de passar pelo processo de
reticulacdo. Foi observada uma estrutura menos rigida neste hidrogel do que
com aqueles incorporados por intumescimento apos a radiacdo. Mesmo que
ndo afetasse a estrutura flexivel, macia e de facil manipulagéo, foi realizado um

teste de intumescimento para entender tal comportamento (Figura 26).



60

800 -
——3 33 —3
;\3600 .
e
c
m L
E 400 £
[&]
0
(8}
S
2
£ 200 +
0 T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 26 Perfil de intumescimento dos hidrogéis reticulados a 25 kGy, com nanoparticula de
cério, temperatura ambiente e atmosfera comum - agua deionizada.
Fonte: Préprio Autor

Observa-se no grafico resultado semelhante ao da matriz de hidrogel, com a
mesma capacidade de absorcdo de agua. A nanoparticula incorporada ocupa
um espaco insignificante nos poros formados pela reticulacdo, ndo alterando a
eficiéncia de intumescimento do curativo proposto. Este fato foi analisado por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), onde foi possivel obter imagens

ampliadas de até 1000x mostradas na Figura 27.

x1,000 10um

Figura 27 Micrografias de MEV da matriz de hidrogel liofilizada incorporada com nanoparticulas
de CeO; (27a) aumento 100x (27b) aumento 1000x
Fonte: Préprio Autor

Observa-se uma reticulacdo menos densa e mais porosa se comparada a

matriz de hidrogel sem ativos, explicando o comportamento menos rigido
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registrado na analise visual. Apesar de a reticulacdo estar ligada diretamente
com os resultados do teste de intumescimento, esta mudanca de reticulacéo
nao foi suficiente para uma alteracdo significativa do resultado no teste de
intumescimento.

A presenca da nanoparticula pode ter sido um obstaculo durante a reticulacao
para as ligacdes acontecerem, podendo os poros terem sido moldados por um
excesso de nanoparticulas na formulacdo. A matriz incorporada também
apresenta formacdo de agrupamentos, apresentando clusters com ordem de

BN

grandeza inferior a 100 pm, podendo ter ocorrido devido a interagcdo do
polimero PVP com a nanoparticula antes da reticulacdo. Pela analise do MEV
foi observada somente a superficie da matriz, para uma analise mais completa
foi realizado uma Microscopia Eletrénica de Transmissao (Figura 28), assim

registrando uma incorporacdo da nanoparticula de forma completa,

Figura 28 Imagens obtidas por MET de uma amostra irradiada de hidrogel incorporado com
nanoparticulas de CeO,
Fonte: Préprio Autor
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Na analise é observado um pequeno clusters na borda de uma formacgéo de
poro, importante para entender que o registro das nanoparticulas ocorreu por
toda a matriz, mas tendo as bordas dos poros com principais aglomerados. As
particulas, mesmo com formacao de clusters, permaneceram nas dimensofes
nano, assim nao sofrendo alteracdes na estrutura e no tamanho devido a etapa
de reticulacao por radiagdo gama.

A técnica de Difracdo de Raios-X (DRX) foi utilizada para caracterizar o produto
de sintese quanto as suas propriedades cristalinas, e quanto a incorporacao na
matriz polimérica. A Figura 29 apresenta o difratograma obtido a partir da
analise de DRX com incidéncia de raios-X gerados por alvo de cobre com
comprimento de onda igual a 1,540562 A.
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Figura 29 Difratograma de difracdo de raios-X da amostra de (29a) nanoparticulas de CeOy;
(29b) hidrogel / nanoparticulas de CeO,. irradiados.
Fonte: Préprio Autor

O difratograma dos dados de DRX coletados para a amostra de nanoparticula
de CeO,; cedida para este estudo esta ilustrado na Figura 29a. Comparando

estes difratogramas com outros resultados de analises estruturais relacionadas
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ao CeOy, publicadas na literatura (CORRADI et al, 2006; DE OLIVEIRA et al,
2011), constata-se que a amostra, de fato, corresponde a uma estrutura
atdmica composta unicamente pela fase CeO,, sem contaminag&o. A interagao
do hidrogel com a nanoparticula de CeO, é observada na Figura 29b, onde
apresenta o pico 2theta = 21,55° referente ao PVP utilizado, porém a interagédo
com a nanoparticula ndo alterou a estrutura e a cristalinidade desta,
apresentando a mesma intensidade e posi¢céo dos picos no angulo 2theta.

No estudo de Dai e colaboradores (2008), ao incorporar nanoparticulas de
AgBr, foi obtido resultado semelhante ao deste estudo, onde as raias cristalinas
da nanoparticula utilizada e a parte amorfa da matriz polimérica foi observado
simultaneamente no difratograma.

Como nao foi encontrado registro na literatura da influéncia da radiacdo gama
na nanoparticula CeO,, ndo era sabido os efeitos esta para com as
nanoparticulas utilizadas. A nanoparticula apresentou uma alta resisténcia a
radiacdo gama, na dose proposta, permanecendo na mesma estrutura inicial.
Justificando este como o melhor método de incorporacdo de nanoparticulas na
matriz de hidrogel.

Na matriz de hidrogel com os ativos incorporados por intumescimento, sendo
eles a Calendula officinalis e Bixa orellana L., esses ativos ndo passaram pelo
processo de radiacdo gama, assim ndo podendo sofrer alteracbes na sua
estrutura original. Foi realizado somente a analise da microscopia eletronica de
varredura, gerando somente imagens da superficie, para estudo de distribuicdo

na matriz de hidrogel.

Figura 30 Micrografias de MEV da matriz de hidrogel liofilizada incorporada com Calendula
officinalis (30a) aumento 100x (30b) aumento 1000x
Fonte: Préprio Autor
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A matriz polimérica incorporada com a Calendula officinalis (Figura 30)
apresenta uma estrutura mais porosa, sendo esses poros de diversos
tamanhos. E observado que a estrutura oleosa do extrato da Calendula
officinalis esta incorporado nas bordas dos poros formados pela reticulacao
(Figura 30a). Na Figura 30b, € possivel concluir que o ativo ndo incorporou

dentro na matriz, tendo sua concentragdo basicamente na superficie.

! X1,000 10um -

Figura 31 Micrografias de MEV da matriz de hidrogel liofilizada incorporada com Bixa orellana L
(31a) aumento 100x (31b) aumento 1000x
Fonte: Préprio Autor

Nota-se na Figura 31, que a matriz polimérica incorporada com a Bixa orellana
L. apresenta uma estrutura mais densa, pois 0 pigmento foi incorporado por
toda a estrutura, fazendo os poros parecerem menores. O pigmento vermelho
do ativo utilizado na matriz de hidrogel foi incorporado tanto na superficie
(Figura 30a) quando por dentro dos poros de toda a estrutura reticulada (Figura

31b). Fazendo do método utilizado bastante eficiente para incorporacao.
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6 RESULTADO DO TRATAMENTO DOS ANIMAIS LESIONADOS

O teste “in vivo” foi feito a partir do monitoramento de um modelo experimental
em que foram aplicados os curativos de hidrogel em 6 grupos distintos
conforme a metodologia ja descrita.

Tabela 2 Aparéncias da lesdo em diferentes dias

1° dia 3° dia 7° dia 14° dia 21° dia

Controle
negativo

Hidrogel

Hidrogel /
NanoCeO,

Hidrogel /
Calendula
officinalis

Hidrogel /
Bixa
Orellana L.

Gel
comercial

Fonte: Proprio Autor

Para composicdo da Tabela 2 foi selecionada fotos dos animais com 0s
resultados que mais se aproxima da média aritmética do tamanho de todas as
lesdes, referente a Tabela 3, de cada grupo proposto. Nao foi observada
nenhuma ocorréncia de rejeicdo aos curativos e infeccdo, ndo correndo
nenhuma alteracdo evidente durante todo o tempo de tratamento e ndo ocorreu
nenhum o6bito, ao contrario, estavam todos em bom estado de higidez. A
manipulacdo dos animais seguiu a mesma metodologia em todos 0s grupos, e
ndo foi produzido estresse que pudesse interferir no processo de cicatrizacao.
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Na avaliagdo macroscopica, até o sétimo dia, o grupo do Controle negativo foi
0 Unico que externou surgimento de crosta seca significante, apresentando
mais sangramento e dificuldade de limpeza na troca dos curativos e 0 grupo
Hidrogel / NanoCeO, apresentou na feria uma cor amarelada, porém sendo
resultante da coloracdo do curativo, ndo aparecendo tracos de inflamagéo
visiveis.

Nota-se uma reducéo significativa entre os diferentes dias, tendo um salto entre
os intervalos dos dias 3-7 e 7-14. Ja nos intervalos dos dias 14-21 estdo mais
préximas entre si. Conforme esperado nota-se também que houve efeito de dia

no processo de cicatrizacdo; quanto maior o tempo menor ficou a éarea

cirurgica.
Tabela 3 Tamanho da lesdo cirdrgica no dorso por porcentagem.
Tamanho da leséo (%)
dia 1 dia 3 dia 7 dia 14 dia 21
Controle negativo 100 81,38+8,15*" 4454+1093% 9,02+1,732°  6,6+0?
Hidrogel 100 82,08+8,13*" 36,15+6,272 7,25+3,272" 3,343,932

Hidrogel / NanoCeO, 100 83,7 +13,502" 46,96 +15,542 12,4 +6,47% 6,88 + 5,722
Hidrogel / Calendula

officinalis 100 79,84+9,33" 37,93+9,14% 4,97 +3,26° 2,38+3,12
Hidrogel / Bixa

Orellana L. 100 74,08+7,75° 40,9 +13,34% 8,79 +3,463° 52+ 3,062
Gel comercial 100 94,5+ 13,152 43,2 +8,532 10,23 +2,882° 507 +2,572

*Letras diferentes indicam diferencas nas colunas (p<0,05)
Fonte: Préprio Autor

A melhor evolucédo até o terceiro dia de tratamento foi o grupo tratado com
Hidrogel / Bixa Orellana L. e com Hidrogel / Calendula officinalis, apresentando
porcentagens de reducdo no tamanho das feridas mais significativas (Tabela
3).

Com os testes estatisticos proposto, no sétimo dia de tratamento n&o foi
apresentada diferencas significativas nas médias da Tabela 3. Apds 14 dias de
tratamento todos 0s grupos ja apresentaram uma reducao do ferimento visivel,
porém percebe-se uma evolucdo no processo de cicatrizacdo mais avancada
no grupo tratado com Hidrogel / Calendula officinalis, este ja ndo apresenta
lesdo exposta, sendo o mais eficiente neste tempo de tratamento. E o pior
resultado foi exibido pelo grupo Hidrogel / NanoCeO,. Resultado comprovado

pela andlise estatistica realizada.
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Apdés 21 dias de tratamento todos o0s grupos apresentaram resultados
estatisticos pareados, ndo podendo citar melhores e piores resultados pelos
métodos estatisticos utilizados. Por andlise clinica macroscépica todos os 6
grupos apresentaram uma cicatrizacao quase completa, tendo o grupo Hidrogel
/ Calendula officinalis com o melhor efeito visivel, apresentando uma
cicatrizagdo clinica mais homogénea. E um resultado promissor, visto que o
custo financeiro deste ativo, se comparado com outros utilizados neste estudo
€ significantemente mais baixo e é facil de ser adquirido.

Mesmo listado em uma vasta revisdo bibliografica as vantagens e propriedades
da nanoparticula de CeO,, este ndo apresentou resultados significantes. O uso
de nanoparticula de CeO, em curativos de hidrogel é uma inovadora forma de
utilizacdo na area de engenharia de tecidos, visto que ndo foi encontrado
pesquisas descrevendo metodologias para dosagens utilizadas na literatura,

fazendo deste estudo base para pesquisas futuras.
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7 CONCLUSAO

O hidrogel de PVP sintetizados e irradiados por radiacdo gama apresentaram
caracteristicas perfeitas para uso como matriz polimérica para incorporacao de
ativos.

A matriz ndo apresentou nenhum traco de contaminacdo, sendo estéril para
uso direto como curativo. O comportamento das curvas de intumescimento e o
resultado da fracdo gel das matrizes de hidrogel analisadas podem ser
justificados de acordo com a formulacdo da amostra e assim como as
propriedades mecanicas e DRX, apresentaram resultados compativeis com a
literatura. Por MEV foi observado a estrutura da superficie da matriz de
hidrogel, sendo ela com densidades e poros coerentes com a dose de radiacao
recebida, assim também justificando os bons resultados de fracéo gel e do grau
de intumescimento. Foi observada na SPM uma superficie mais lisa na amostra
Uumida levando-a a uma melhor biocompatibilidade para uso como curativo.

A incorporacdo da nanoparticula de CeO,, realizada antes da etapa de
radiacdo gama, apresentou uma estrutura fisica mais fragil, mas que nao
comprometeu as especificacdes descrita como um bom curativo. Apresentou
distribuicdo da nanoparticula por toda a matriz. A radiacdo ndo alterou a
estrutura da nanoparticula de CeO..

A incorporacdo da Calendula officinalis e da Bixa orellana L realizada por
intumescimento na matriz ja irradiada apresentou uma distribuicdo homogénea,
também sendo ideal para uso como curativo externo.

As aplicac6es das membranas foram feita em forma de curativos e foi realizada
“in vivo” no tratamento das lesbdes cutdneas. Os curativos de Hidrogel /
Calendula officinalis, tiveram evidente contribuicdo para a reducao do ferimento
alcancando, no geral, uma melhor cicatrizacdo clinica. Em termos de
comparacdo a nanoparticula de CeO, ndo se mostrou viavel para uso na
concentracdo e no meio utilizada devido o seu alto custo comercial e fraco
desempenho. Por analise estatistica conclui-se que o hidrogel, em geral, se fez
mais eficiente até o 14° dia de tratamento, sendo mais indicado para lesdes

recentes com liberagéo de exsudado.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

- Investigacdo de diferentes doses de nanoparticula de CeO2
incorporadas na matriz polimérica para melhoria da cicatrizacdo em feridas

cronicas.

- Pesquisar a incorporacao de ativos em diferentes tipos de matriz

polimérica.

- Estudar outros modelos de reticulagdo da matriz de hidrogel, e
assim comparar melhores matrizes para incorporacdo de ativos para uso

topico.

- Investigacdo das membranas de hidrogel para tratamento de

outros tipos de lesdes.
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