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RESUMO

Células-tronco mesenquimais (MSC - Mesenchymal stem cell) apresentam
capacidade de diferenciar-se em diversas linhagens celulares, e desta maneira
auxiliam no processo de regeneracdo de tecidos, incluindo o tecido ésseo.
Porém, a aplicacdo das MSC apresenta resultados imprevisiveis devido a baixa
sobrevida das células frente ao processo de isquemia, uma vez que a escassez
de oxigénio e nutrientes promove estresse metabolico, diminuindo a sobrevida
destas células. Sendo assim, neste trabalho foram desenvolvidas membranas
poliméricas formadas por materiais hibridos organico-inorganicos chamados
ureasil-poliéter para liberacéo controlada de glicose com o objetivo do futuro uso
em processos de regeneracdo 0Ossea que necessitem da presenca deste
nutriente. Desta forma, a partir do método sol-gel, foram desenvolvidas
membranas formadas pela mistura de polimeros, 6xido de polipropileno
(PP0O4000) e 6xido de polietileno (PEO500) com incorporacéo de 6% de glicose.
Técnicas de caracterizagao fisico-quimica foram realizadas, assim como a
avaliacdo das propriedades térmicas, bioatividade, ensaio de intumescimento e
de liberacé@o do ativo em solugcdo SBF, além da cinética de liberacao a partir do
modelo Korsmeyer-Peppas. Os resultados do teste de intumescimento
mostraram que o aumento de massa das membranas ocorre com 0 acréscimo
da concentracdo de ureasil-PEO500 na mistura. A analise mecéanico dinamica
(DMA) mostrou que as membranas ndo sofreram ruptura, quando submetida a
aplicacdo de uma elevada forca de compresséao (15 N). Os difratogramas de
raios X (DRX) apresentaram picos alargados caracteristicos das regides amorfas
do material hibrido e a auséncia de picos de difracéo relacionados a glicose. As
curvas de DSC também nao apresentaram picos caracteristicos da glicose, e a
auséncia de pico de fusdo em todas as amostras corrobora com a caracteristica
amorfa do material, além de evidenciar a alta estabilidade térmica. O angulo de
contato menor para a membrana ureasil-PEO500 revelou o carater mais
hidrofilico do material em relacdo as outras membranas, atribuido ao carater
hidrofilico do precursor PEO500. As membranas apresentaram bioatividade in
vitro e os resultados de pH da solugcédo permaneceram dentro da faixa adequada
para gue ndo cause danos as células. O teste de liberagéo in vitro revelou que é
possivel modular o perfil e controlar a velocidade de liberacdo do ativo nas
membranas preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PPO4000. A analise cinética revelou mecanismo de liberacdo
caracteristico de cinética de transporte anémalo. Dessa forma, podemos concluir
gque as membranas ureasil-poliéter apresentam grande potencial para serem
utilizadas como sistema de liberagéo de glicose, e futura aplicacdo no auxilio de
regeneracao ossea.

Palavras-chave: Hibridos orgéanico-inorgéanicos; Processo sol-gel; Liberagéo de

glicose; Regeneracéo 6ssea.



ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) have the ability to differentiate into different
cell lines, and in this way to assist in tissue regeneration process, including the
bone tissue. However, the application of MSC has unpredictable results due to
the low survival of cells against the ischemic process, since the lack of oxygen
and nutrients promotes metabolic stress, decreasing the survival of these cells.
Therefore, in this work polymeric membranes formed by organic-inorganic hybrid
materials called ureasil-polyether for controlled release of glucose with the aim of
future use in bone regeneration processes that need the presence of this
nutriente were developed. From the sol-gel method, membranes formed by
mixing polymers, polypropylene oxide (PPO4000) and polyethylene oxide
(PEO500) with incorporation of 6% of glucose were developed. Physical-
chemical characterization techniques were performed, as well as the evaluation
of thermal properties, bioactivity, swelling and active release test in SBF solution,
in addition to the release kinetics from the Korsmeyer-Peppas model. The results
of the swelling test showed that the increase in membrane mass occurs with the
increase in the concentration of ureasil-PEO500 in the mixture. Dynamic
mechanical analysis (DMA) showed that the membranes did not rupture when
subjected to the application of a high compression force (15 N). X-ray
diffractograms (XRD) showed broad peaks characteristics of the amorphous
regions of the hybrid material and the absence of glucose-related diffraction
peaks. The DSC curves did not show glucose peaks and the absence of melting
peaks in all samples, also revealed the amorphous characteristic of the material,
in addition to evidencing its high thermal stability. The smaller contact angle for
the ureasil-PEO500 membrane revealed the more hydrophilic character of the
material in relation to the other membranes, attributed to the hydrophilic character
of the PEO500 precursor. The membranes showed in vitro bioactivity and the
solution pH results remained within the proper range so that it does not cause
damage to the cells. The in vitro release test revealed that it is possible to
modulate the profile and control the release rate of the active in membranes
prepared from the mixture of precursor’'s ureasil-PEO500/PP0O4000. Kinetic
analysis revealed a release mechanism characteristic of anomalous transport
kinetics. Thus, we can conclude that ureasyl-polyether membranes have great
useful potential as a glucose release system, and future application to aid bone
regeneration.

Keywords: Organic-inorganic hybrids; Sol-gel process; Glucose release; Bone

regeneration.
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1. INTRODUCAO

No mundo cerca de 2,2 milhdes de enxertos 6sseos séo realizados
anualmente, relatado como o segundo tecido mais transplantado (CHUNG et al.,
2018). Em consequéncia do envelhecimento da populacdo esse numero tende a
aumentar (GOMEZ-BARRENA et al., 2015), presume-se que a populagéo
mundial com 65 anos ou mais chegue a cerca de 22% do total em 2050 (COLON
et al., 2018), dessa forma, estima-se que a projecao de fraturas por fragilidade
Ossea seja de aproximadamente 4,5 milhdes em 2050 (TRAFTON, 2018).

O quadro de fratura 6ssea € agravado quando o processo fisiolégico de
regeneracao Ossea se depara com defeitos Osseos criticos, pois as células
encontram obstaculos na migracdo devido a dificuldade de restabelecimento das
redes de vascularizacao lesionadas (OSHIRO et al., 2017; PETITE et al., 2000).
Defeito 6sseo de tamanho critico pode ser considerado como um defeito que nao
cicatriza espontaneamente mesmo que ocorra intervencao cirdrgica. Entretanto,
na literatura ndo existe um consenso claro em relagédo a uma definicdo padrao
para esse tipo de defeito (SCHEMITSCH, 2017).

As técnicas tradicionais de enxertia Ossea apresentam limitacdes e
desvantagens associadas a possivel transmissdo de doencas ou infeccdes,
rejeicdo imunoldgica pelo hospedeiro receptor, disponibilidade limitada, dois
campos cirdrgicos (receptor e doador), morbidade do sitio doador, dor,
hemorragia, perda de funcéo, entre outros (CASAGRANDE et al.,, 2018;
GARCIA-GARETA; COATHUP; BLUNN, 2015; GOMEZ-BARRENA et al., 2019;
KAWECKI et al., 2018; MANASSERO et al., 2013; ORYAN et al., 2018). Deste
modo, pesquisas foram desenvolvidas como alternativas para auxiliar na
restauracdo do tecido 6sseo (ANITUA et al., 2013; BLACK et al., 2015).

Uma dessas alternativas € o uso de proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMP) como fatores de crescimento que apresentam diversas funcdes no
desenvolvimento humano, principalmente musculoesquelético. H& evidéncias de
gue entre essas proteinas, o tipo BMP-2 atua na regeneragcao 0ssea, com funcéo
de recrutar e induzir a diferenciacdo de ceélulas-tronco mesenquimais (MSC -

Mesenchymal stem cell) em células osteogénicas (DUMIC-CULE et al., 2018;
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HALLORAN; DURBANO; NOHE, 2020; PEARSON et al., 2019; SHEIKH et al.,
2015). Contudo, essa resposta osteogénica depende de alguns fatores como
dose, preparacdo, material de transporte e modo de administracdo dessas
proteinas (KANJILAL; COTTRELL, 2019).

Células-tronco mesenquimais (MSC) apresentam a capacidade de
diferenciar-se em diversas linhagens celulares, desta maneira, também
integram-se como alternativa na regeneracdo de tecidos, incluindo o tecido
6sseo (GARCIA-GARETA; COATHUP; BLUNN, 2015). Podem ser implantadas
no local lesionado isoladamente, ou associadas a materiais bioativos (GOMEZ-
BARRENA et al.,, 2015). Porém, a utilizacdo de MSC apresenta resultados
imprevisiveis (KAWECKI et al., 2018; PEREIRA et al.,, 2012), pois a baixa
sobrevida das células (10 a 20%) nos primeiros dias pode impedir que o método
seja eficiente (LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005; POTIER et al., 2007).

Diversos trabalhos na literatura cientifica mostram que a isquemia é a
principal razdo da inviabilidade de MSC. A isquemia acontece pela escassez de
oxigénio e nutrientes, como a glicose, promovendo estresse metabdlico que
impossibilita a resposta biolégica eficiente (BECQUART et al., 2012;
DESCHEPPER et al., 2011; MOYA et al., 2017, 2018; POTIER et al., 2007).
DESCHEPPER et al., 2011, 2013 e MOYA et al., 2018 evidenciaram que a
glicose exdgena atua na melhora da sobrevida e funcionalidade de MSC
implantadas em defeitos Osseos, quando andlises foram realizadas em
ambientes com hipdxia (1% O32). Portanto, a falta de glicose é o principal fator
causador da morte celular, quando comparada a baixa disponibilidade de

oxigénio.

A partir dessa compreensao, é de extrema importancia o desenvolvimento
de novos materiais visando o fornecimento controlado de glicose exdgena,
possibilitando a melhora na viabilidade das células em reconstrucbes 6sseas
(MOYA et al., 2018).

Neste contexto, membranas formadas por materiais poliméricos hibridos
organico-inorganico nanoestruturados chamados ureasil-poliéter sdo estudadas
por apresentarem caracteristicas como biocompatibilidade, alta flexibilidade,

resisténcia térmica e mecanica, capacidade de controle de liberacdo de diversas
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substéancias, sendo boas candidatas para atuar como sistema de liberacéo
controlada de farmacos e outras substancias biologicamente ativas (MOLINA et
al., 2014a; OSHIRO et al., 2017; TRUFFAULT et al., 2015; ZALDIVAR et al.,
2017). Sao formadas pela combinacdo de polimeros Oxido de polipropileno
(PPO) que apresentam caréater hidrofébico e/ou 6xido de polietileno (PEO),
hidrofilico (DAHMOUCHE et al., 1999; JUDEINSTEIN; SANCHEZ, 1996).

Estudos anteriores revelaram a capacidade das membranas ureasil-
polieter em controlar a liberacdo de anti-inflamatorios como diclofenaco sédico e
dexametasona, e antitumoral como a cisplatina (MOLINA et al., 2010; OSHIRO
et al., 2017; SANTILLI et al., 2009). Sendo assim, nosso grupo de pesquisa
realizou testes preliminares que indicaram a possibilidade de incorporar e liberar
glicose nas membranas hibridas e que essas membranas podem atuar na
liberacdo controlada da glicose, com objetivo futuro de melhorar a sobrevida das
MSC e aumentar a quantidade e qualidade do tecido 6sseo formado em

regeneracdes ésseas.

Na literatura foi encontrada apenas uma evidéncia de sistema com
capacidade de liberacdo controlada de glicose em reconstrucdo 6ssea com 0
uso de MSC incorporadas ao mesmo. Trata-se de um hidrogel misto de fibrina e
amido, contendo nanoparticulas que encapsulam uma enzima capaz de
hidrolisar o amido em glicose, apresentando difusdo da glicose por pelo menos
duas semanas, e assim contribuindo com a melhora na sobrevida das células
(DESCHEPPER et al., 2018).

Contudo, o tempo de tratamento do tecido 6sseo é elevado, podendo
ocorrer em meses (RETZEPI; DONOS, 2010), desta forma, nosso intuito é

desenvolver um material capaz de controlar a liberacéo de glicose por semanas.

Portanto, baseado em estudos preliminares realizados em nosso grupo de
pesquisa com diversos farmacos e com a glicose, este trabalho desenvolveu
membranas hibridas ureasil-poliéter contendo mistura de polimeros de
diferentes massas moleculares e naturezas quimicas, para produzir um material
com caracteristicas adequadas para promover a liberacdo controlada da glicose.
Sendo assim, foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica das membranas,

visando analisar as propriedades do material, como grau de intumescimento,
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resisténcia mecanica, angulo de contato, analise térmica, bioatividade e a

liberacdo da glicose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo

O corpo humano é constituido por um grupo esquelético que apresenta
funcdo biomecanica e metabdlica, no qual o osso é o integrante principal
(COWIN, 2001). Formado por aproximadamente 206 0sso0s, 0 esqueleto humano
exerce o principal papel de suporte estrutural, assim como protecédo de 6rgaos
internos, armazenamento de sais minerais, e hematopoiese (formagcdo das
células do sangue) (KARPINSKI; JAWORSKI; CZUBACKA, 2017; TETI, 2011).

O osso € um tecido mineralizado recoberto pela membrana de tecido
conjuntivo (periosteo), com ampla vascularizacdo, suprindo sangue e nutrientes
(FLORENCIO-SILVA et al., 2015; KARPINSKI; JAWORSKI; CZUBACKA, 2017).
A formacédo da estrutura 6ssea € caracterizada por niveis, como: nanoescala,
microescala e mesoescala (CURREY, 2012), onde os componentes basicos
existentes sdo fibrilas de colageno tipo |, proteinas ndo-colagenosas (ex:
osteocalcina, osteonectina, osteopontina e sialoproteina éssea), minerais e
agua, portanto, equivale a aproximadamente 65% de minerais, 35% de matriz
organica, células e 4gua (COWIN, 2001; WEINER; WAGNER, 1998). O mineral
0sseo confere dureza mecénica e estrutural, e a matriz organica proporciona
elasticidade e flexibilidade (CLARKE, 2008).

O mineral 6sseo hidroxiapatita encontrado como pequenos cristais de
aproximadamente 200 A, em forma de agulha, estdo localizados entre as fibras
de colageno, e contém carbonato, citrato, magnésio, flior e estréncio na rede
cristalina ou na superficie do cristal (CLARKE, 2008; COWIN, 2001), e constitui
o elemento principal da fase mineral 6ssea (BOSKEY, 2013; CLARKE, 2008).

As células do osso abrangem os osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos.
Sendo os osteoclastos células de reabsorcdo Ossea, 0s osteoblastos células
formadoras de 0sso, que séo procedentes de precursores oriundos da medula
0ssea. Os osteqcitos sao ceélulas resultantes de osteoblastos maduros, e sao
numerosos no 0sso maduro, encarregadas pela reconstrucéo 6ssea (COWIN,
2001; KARPINSKI; JAWORSKI; CZUBACKA, 2017).
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Dois tipos de ossos sao identificados no corpo humano, o osso cortical
(80%) e o osso trabecular (20%); no qual o primeiro esta localizado no cértex
dos ossos longos e apresenta porosidade de 5% a 10%, e o segundo encontrado
nas extremidades dos 0ssos longos com 50% a 90% de porosidade (CLARKE,
2008; YAVROPOULOU; YOVOS, 2016).

De acordo com a idade, nutricdo, saude e tratamentos medicamentosos
podem ocorrer variagdes nas concentracdes de proteinas da matriz 6ssea, e
consequentemente favorecer a ocorréncia de deformacdes e fraturas O0sseas
(FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Por exemplo, a ndo utilizacdo mecéanica 6ssea
pode originar osteoporose, e em contrapartida, a atividade fisica pode aumentar
a massa e densidade 0ssea, e resultar em um processo ativo que se molda de
acordo com a necessidade fisica externa (YAVROPOULOU; YOVOS, 2016). A
remodelacéo 6ssea é conduzida para areas que demandam reparo, e processa-
se a remocao de 0ssos antigos e substituicdo por matriz proteica recém-formada
e consequentemente, a mineralizacdo dessa matriz para a formacédo do 0sso
novo, deste modo preserva a forca 6ssea e a homeostase mineral (CLARKE,
2008).

2.2Reparacdo Ossea

A reparacdo Ossea é considerada um processo regenerativo (MAJIDINIA;
SADEGHPOUR; YOUSEFI, 2018). Trata-se de um processo complexo e
diretamente controlado por fatores fisioldgicos e genéticos. Em nivel celular
ocorre 0 recrutamento de células inflamatérias, vasculares e progenitoras,
enguanto no nivel molecular o reparo é promovido por classes de fatores, tais
como: citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, fatores pro-

osteogénicos e fatores angiogénicos (SCHINDELER et al., 2008).

As etapas da reparacdo 6ssea compreendem: inflamacao, formacdo de
calo mole (fibrocartilagem), formacao de calo duro (formagédo 6ssea primaria) e
adequacdo do osso a tensdo mecanica, e finalmente a remodelagdo 6ssea
(formacéo 6ssea secundaria) (SCHINDELER et al., 2008; SCHMIDT-BLEEK et
al., 2015).
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Instantaneamente apds um trauma, onde o endotélio vascular é danificado,
ocorre 0 bloqueio do fornecimento do suprimento sanguineo ao local, em
consequéncia ocorre a formacéo de um hematoma e o local da fratura apresenta-
se isquémico (LOI et al., 2016; SALINAS; ESBRIT; VALLET-REGI, 2013).
Detalhadamente, apdés a ruptura dos vasos sanguineos ha a atuacdo de
macrofagos e neutrofilos, assim resultam em uma cascata de quimiocinas como
interleucina 6 (IL-6) e ligante 2 de quimiocina (CCL2), que junto liberam proteina
morfogenética 6ssea (BMP) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
favorecendo a diferenciacdo osteogénica de células osteoprogenitoras na
direcéo do reparo 6sseo (SALHOTRA et al., 2020).

Os processos de inflamacdo aguda e o sistema imunoldgico inato séo
diretamente relacionados com a cura 0ssea, Visto que Sa0 processos
estimulados para retomar a homeostasia do corpo. Caso esse evento ndo ocorra
por algum motivo, pode-se ocasionar alteracdes perduraveis, tais como fibrose
ou inflamacéo crbnica, em razdo da inflamacdo ativa e a busca do reparo
continuo (GOODMAN et al., 2019; LOI et al., 2016).

Problemas que comprometem a funcionalidade musculoesquelética do
corpo, como traumas, deformidades ou doencas degenerativas 6sseas, podem
gerar muitos problemas, principalmente quando ocorre falha no reparo ésseo
fisiologico (ANITUA et al., 2013). As principais causas de defeitos na cicatrizacao
0ssea sdo doencas pré-existentes como a osteoporose, malformacéo congénita,
diabetes mellitus, neoplasias, e também tratamento medicamentoso com
glicocorticoides (KASHTE; JAISWAL; KADAM, 2017; SALINAS; ESBRIT;
VALLET-REGI, 2013). Foi relatado que até 10% dos pacientes enfrentam
problemas no processo de cicatrizacdo 6ssea que estao relacionados ao atraso
ou a cicatrizacao deficiente (SCHMIDT-BLEEK et al., 2015).

2.3 Biomateriais e Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos 0sseos refere-se a técnicas para tratamento do

tecido esquelético, que visa atuar no reparo 0sseo. Buscam formacdo 6ssea
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vigorosa e estratégias para melhorar a qualidade de vida da populacdo que por

algum motivo necessite de reparo 6sseo (BLACK et al., 2015).

Biomateriais podem ser definidos como qualquer material utilizado para
construir ferramentas para substituir total ou parcialmente uma funcéo biologica,
de forma segura e fisiologicamente satisfatoria. Além do uso de biomateriais na
regeneracao Ossea, sdo utilizados também como stent cardiovascular, stent
ureteral, entre outros (RAMESH; MORATTI; DIAS, 2018).

Materiais direcionados para regeneracao tecidual devem apresentar
diversos requisitos, dentre eles, serem biocompativeis e resistentes (GAUER et
al., 2015). Além disso, devem favorecer a adesdo e migracdo de células,
propiciar a incorporacdo de moléculas bioativas e/ou nutrientes, assim como
controlar sua liberacdo (BLACK et al., 2015). Para ser considerado um material
para o uso em reconstrucao 0ssea, busca-se ainda a habilidade de desenvolver
caracteristicas de osteogénese, osteoindutividade, osteocondutividade e/ou
osseointegracao (ORYAN et al., 2014).

2.3.1 Enxerto Osseo

Um material implantado, acompanhado ou n&o de outros tipos de materiais,
que favorece a cicatrizacdo 6ssea, € chamado de enxerto 6sseo (ORYAN et al.,
2014). Sao divididos em autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos e biomateriais
naturais e sintéticos (ANITUA et al., 2013; LIU; KERNS, 2014).

Autoenxertos sdo 0ssos colhidos do préprio individuo, que atuam como
osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. Aloenxertos sdo colhidos de
cadaveres e agem como osteoconducéo e osteoinducdo, e xenoenxertos séo

obtidos de outra espécie e operam como osteocondutores (LIU; KERNS, 2014).

Biomaterias naturais e sintéticos sdo considerados materiais que utilizam
por exemplo, compostos naturais como quitosana, hidroxiapatita, proteinas e
polissacarideos, ou polimeros sintéticos como poliésteres e polianidridos, entre
outros, além de fosfatos de calcio, vidros biotivos, cerédmicas e metais.

Apresentam diversos modos de utilizagdo, podendo ser injetados, implantados,
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e também atuar como material de liberacdo de moléculas bioativas (SHARMA;
MUJAWAR; KAUSHIK, 2019).

2.3.2 Células-tronco Mesenquimais (MSC)

As MSC foram descobertas pela primeira vez na medula 6ssea por
Friedenstein e colaboradores em 1966, e posteriormente foram encontradas no
tecido adiposo, corddo umbilical, placenta, tecidos dentérios e liquido sinovial
(CHATTERJEA et al., 2010; WANG et al., 2013). Apresentam capacidade de
diferenciar-se em células como osteoblastos, condrécitos e adipdcitos, desde
modo, sdo elementos fundamentais no processo de consolidacao 6ssea e outros
tecidos como cartilagem, rins, musculo e pele (BECQUART et al., 2012; MOYA
et al., 2018).

O uso de MSC é uma alternativa na engenharia de tecidos para
regeneracao 0ssea. Porém, a vascularizacdo no ambiente lesionado € escassa,
tornando-se uma barreira para tal técnica (AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU,
2012; LEE et al., 2019). As abordagens que utilizam as MSC incluem injecéao
direta no local, infusédo sistémica ou incorporacdo em materiais (WANG et al.,
2013).

A terapia com MSC é extremamente encorajada na regeneracdo de
tecidos, porém, € altamente limitada pelos obstaculos enfrentados em relacéo a
sobrevivéncia dessas células (NUSCHKE et al.,, 2016). Fisiologicamente as
células ndo conseguem adequar o consumo de glicose e também nao
apresentam reservas glicoliticas suficientes para preservar seu metabolismo por
mais de 3 dias em ambiente isquémico (baixa concentracdo de oxigénio e
auséncia de nutrientes), portanto, para o correto funcionamento do metabolismo
energético das células, e em consequéncia sua sobrevivéncia, a presenca de

nutrientes no local é fundamental (MOYA et al., 2018).

O ambiente isquémico € visto como um grande desafio, principalmente para
a producdo de energia das células, com niveis baixos de ATP (adenosina

trifosfato) a homeostase torna-se prejudicada, assim como o gradiente de



26

concentracéo de ions, reparo de DNA (acido desoxirribonucleico), entre outros
(MOYA et al., 2018). O processo de morte celular ocorre pela despolarizacao da
membrana, influxo de Ca?*, tumefacdo celular e hidrélise de componentes
celulares. Porém, as células apresentam adaptacdo a hipoxia (baixa
concentracdo de oxigénio), com o aumento da atividade da glicélise anaerdbica,
na presenca de glicose exdgena, para suprir a producdo de ATP e a
sobrevivéncia (MICHIELS, 2004).

DESCHEPPER et al., 2011 estudaram o comportamento in vitro de cultura
de MSC expostas a hipoxia (1% O2), e também expostas a situacdo de isquemia.
Assim, demostraram que as células sobrevivem a hipoxia por longo periodo (12
dias), desde que a glicose exdégena permaneca disponivel no meio, na qual a
concentracao inicial testada de glicose foi de 1% (1 g/l) e 5% (5 g/l) em relacéo
ao meio sobrenadante. Ademais, MOYA et al.,, 2018 também descrevem
resultados in vitro, sem diferencas significativas no consumo de glicose em
cultivo de MSC na presenca de 0,25% (0,25 g/l) e 5% (5 g/l) de glicose exdgena
no meio, sugerindo que o consumo de glicose pelas células ndo é controlado

pela porcentagem ofertada.

De forma semelhante, BECQUART et al., 2012 também demostraram que
a morte macica de células, ap6s o implante dos materiais sintéticos isento de
rede vascular, ocorre devido ao ambiente isquémico e desprovido de nutrientes,

principalmente na regido central desses materiais.

Como alternativa, outro nutriente como a glutamina, também foi testado
para a avaliacdo da sobrevivéncia das MSC em ambiente isquémico, e os
resultados foram negativos. Portanto, a glicose corresponde ao nutriente
essencial nesse processo, além de oferecer suprimento para a producéo de ATP,
atua também ativando HIF-1a (fator 1-alfa induzivel por hipoxia) que € um
regulador da resposta celular a hipoxia, o qual estimula a transcricdo de genes
relacionados com a sobrevivéncia, angiogénese e adaptacdo metabdlica
(DESCHEPPER et al., 2013).

Dessa forma, os dados sugerem a importancia do desenvolvimento de

novas estratégias de incorporacédo e liberagdo do nutriente glicose, com o
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objetivo de melhorar a viabilidade celular e a neoformacéo de tecidos 6sseos no

processo de regeneracédo 6ssea (MOYA et al., 2018).

2.4Sistemas de Liberacao de Ativos

Existem diversas formas farmacéuticas para a entrega de insumo
farmacéutico ativo (IFA) no organismo, como comprimidos, solugcdes, emulsdes,
nanoparticulas, matrizes poliméricas, dentre outras. Apresentam-se em
diferentes escalas como macro, micro e nandmetros e sao capazes de liberar os
ativos de forma controlada ou néo, para efeito sistémico ou direcionado a um
local especifico, dependendo da necessidade e do objetivo proposto (DAS;
PRAKASH, 2021).

Os sistemas de entrega denominados como tradicionais ou convencionais
sdo definidos pela liberacdo instantdnea do ativo, porém, necessitam de
repeticdes de doses, podendo levar a ocorréncia de oscilacdes da faixa de dose
terapéutica, e assim, torna-se uma das grandes desvantagens desses sistemas,
quando comparados com sistemas de liberagao controlada (figura 1) (SHARMA
et al., 2019).
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Figura 1. Representacéo ilustrativa da variacdo de concentracao plasmatica do
farmaco administrado por sistema tradicional com multiplas administracdes (a) e

administrado por sistema de liberacdo controlada (b).
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Mivel Plasmatico
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w
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Fonte: LYRA et al., 2007 (adaptado).

Com o avanco tecnoldgico em busca do contorno das desvantagens dos
sistemas tradicionais, a terapéutica com o0 uso de sistemas de liberacéo
controlada ganha destaque. No qual, os ativos podem ser liberados em periodos
de tempo prolongado ou para um alvo especifico, logo, esses sistemas
apresentam diversas vantagens em relacédo aos sistemas tradicionais, como por
exemplo, maior adesdao do paciente em relacdo a menor necessidade de
repeticdes de administracdes, manutencdo do nivel da faixa de dose terapéutica,
e assim diminuindo os efeitos colaterais, entre outras (DAS; PRAKASH, 2021;
DAVOODI et al., 2018; JACOB et al., 2018; SHARMA et al., 2019). Porém, a
maior desvantagem do uso dos sistemas de liberacdo controlada é o custo,
quando comparados aos sistemas tradicionais, assim como outras
desvantagens pontuais que podem ocorrer, tais quais, toxicidade e a nao
biocompatibilidade de alguns materiais (DAS; PRAKASH, 2021).

Neste contexto, matrizes poliméricas sdo reconhecidas por apresentaram

propriedades ajustaveis e serem responsivas a estimulos, portanto, se encaixam
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como sistemas de liberacdo controlada de ativos, a partir dos mecanismos de
difuséo, intumescimento e/ou erosdo (CROISFELT et al., 2019; DAVOOQODI et al.,
2018; FENGBO et al., 2019; SHARMA et al., 2019). E primordial também
destacar que essas matrizes podem ser formuladas em formas farmacéuticas
diferenciadas, como por exemplo, para uso tépico e transdérmico (CROISFELT
et al., 2019).

As propriedades fisico-quimicas dos materiais, assim como as
caracteristicas dos ativos e/ou a formulacédo da matriz tém potencial de interferir
de modo direto no mecanismo de liberacdo do ativo incorporado nas matrizes
poliméricas (DAVOODI et al., 2018; PAARAKH et al., 2018). Além disso, 0 uso
de diferentes polimeros e em distintas propor¢des também pode modificar o perfil
de liberacdo de um ativo (PAARAKH et al., 2018).

Dentre 0s processos de liberacdo a partir das matrizes poliméricas, a
difusdo normalmente ocorre quando o ativo comeca a ser liberado antes do
intumescimento e erosdo do polimero, que pode estar diretamente relacionado
com a concentracdo do ativo, a porosidade do material, e/ou as caracteristicas
de solubilidade da matriz polimérica (DAVOODI et al., 2018). Por outro lado, o
intumescimento ocorre a partir da hidratacdo e o relaxamento ou
desemaranhamento das cadeias poliméricas, e entdo ha a possibilidade do ativo
ser solubilizado e liberado antes do inicio do processo de erosdo do polimero
(DAVOODI et al., 2018; SHARMA et al., 2019).

O perfil de liberacdo desejado pode ser atingido de acordo com o material
utilizado, assim, é de suma importancia o incentivo para o desenvolvimento de
novos sistemas em busca de diversas finalidades, contudo, o empenho para

esse tipo de pesquisa devera ser aprimorado e intenso (SABAA, 2016).

2.5Materiais Hibridos Orgéanico-Inorganicos

O desenvolvimento de materiais hibridos organico-inorganicos apresentou

expansao a partir dos anos 80 (JUDEINSTEIN; SANCHEZ, 1996; OSHIRO et al.,
2016; SANCHEZ et al., 2005). Material hibrido organico-inorganico é um material
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anico, formado pela mistura em escala nanométrica de componentes organicos
(ou bioldgicos) e inorganicos (figura 2) (DAHMOUCHE et al.,, 1999;
JUDEINSTEIN; SANCHEZ, 1996; SANCHEZ et al., 1994, 2000; SANCHEZ;
RIBOT; LEBEAU, 1999).

Figura 2. Esquema estrutural de um material hibrido.

Cadeira polimérica

Fase inorgénica

Fonte: REKONDO; FERNANDEZ-BERRIDI; IRUSTA, 2007 (adaptado).

Dependendo da natureza da interface entre os componentes, 0os materiais
hibridos podem ser divididos em duas classes: classe | e classe Il (figura 3). Na
classe | ocorre ligacbes como hidrogénio, van der Waals ou ligacbes idnicas
entre 0S componentes organicos e inorganicos, e na classe Il as duas partes séo

unidas por ligacdes covalentes ou ibnicas (SANCHEZ et al., 2005).
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Figura 3. Representacéo das classes dos materiais hibridos.

CLASSE | CLASSEI

Fonte: BENVENUTTI et al., 2009.

Os materiais organico-inorganicos podem ter origem natural como
carapacas de crustaceos e conchas de moluscos (SANCHEZ et al., 2005), ou
podem ser sintetizados quimicamente e serem utilizados como condutores
iGnicos, adsorventes, dispositivos eletrocromicos, entre outros (CARAVIERI et
al., 2019; ZALDIVAR et al.,, 2017). Deste modo, sdo vistos como materiais
avancados, com aplicacbes em diversas areas como Optica, eletrbnica,
mecanica, energia, meio ambiente e saude (JUDEINSTEIN; SANCHEZ, 1996;
MOLINA et al., 2014a). Apresentando grande crescimento na area biomédica,
em particular no ambito de liberacdo de medicamentos, por exemplo, em

dispositivos implantaveis e emplastros (CARAVIERI et al., 2014).

2.5.1 Materiais Hibridos Ureasil-poliéter

As membranas ureasil-poliéter sdo constituidas por uma fase inorganica
contendo nos de reticulacdo (Si-O-Si) e cadeia polimérica organica (OSHIRO et
al., 2018). Sao originadas pela adicdo de polimeros organicos em redes de silica
formadas através do processo sol-gel, preparados a partir do alcoxido e sao
classificados como hibridos de classe Il (JOSE; PRADO, 2005). Nos materiais
hibridos de classe Il os precursores do componente organico Sao 0s
organossilanos, que apresentam grupos organicos ligados ao silicio (OSHIRO et
al., 2016).
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Apresentam silicas ligadas covalentemente a cadeias de poliéter com
comprimentos diferentes através de pontes de uréia (figura 4) (CAETANO et al.,
2016; PAREDES et al., 2014). Os grupos silandis reagem com o alcoxido durante
a condensacao e formam ligacdes Si-O-Si, e através dessas ligacdes e durante
0 processo sol-gel ocorre a formacdo de uma rede tridimensional de silica
covalente (MAHONY et al., 2010).

Figura 4. Estruturas dos precursores hibridos de ureasil (a) PEO e (b) PPO,
respectivamente.

(a)
HyCHLCO
) H M CHy, O OCH,CH,
HyCH:CO—__\ /1\
e v"ﬂ“‘ﬂvf‘”“wnf”“«/-{'-::-"’ }O% r-J)I\.lﬁH”'ﬁ'S'a__
o | n | | \ OCH;CH;
(b)
HyCHACO
\ T T CHy O OCHJCH,
fSI T Y s il - JD“H’/L N ”lL":J’h‘“—f”i “‘s:/{
/ T I n | | “SOCH,CH;
CHsCH;

Fonte: MOLINA et al., 2014a (adaptado).

A natureza dos polimeros utilizados (hidrofébicos ou hidrofilicos) e seu
peso molecular interferem diretamente no intumescimento do material, e
consequentemente na taxa de liberacédo de substancias incorporadas, e também
na resposta inflamatéria do hospedeiro in vivo (OSHIRO et al., 2017; SANTILLI
et al., 2009; TRUFFAULT et al., 2016), assim como na solubilidade e afinidade
da substancia pelo material (OSHIRO JUNIOR; SHIOTA; CHIAVACCI, 2014).
Além disso, materiais poliméricos podem ser moldados na forma e tamanho
desejaveis para sua aplicagdo (RAMESH; MORATTI; DIAS, 2018).

O método utilizado para o preparo dos hibridos nomeados ureasil—poliéter

€ conhecido como processo sol-gel, no qual ocorre mistura em nivel nanométrico



33

ou molecular de componentes organicos e inorganicos (PAREDES et al., 2014).
O processo abrange diferentes variaveis como tempo e temperatura da reacgéo,
natureza do catalisador e concentracées dos reagentes (JOSE; PRADO, 2005).
Dispersfes de particulas coloidais (tamanho entre 1 e 999 nm) em um fluido,
define o termo sol, ao passo que a nomenclatura gel é utilizada para uma
estrutura rigida formada de particulas coloidais ou cadeias poliméricas que fixam
a fase liquida nos intersticios (JOSE; PRADO, 2005; OSHIRO et al., 2016).

Membranas hibridas ureasil-poliéter comp&em caracteristicas de ambos
0s materiais utilizados, onde a parte organica proporciona flexibilidade e
moldagem, e a parte inorganica atua na estabilidade térmica e na alta resisténcia
mecénica (TOSKAS et al.,, 2013). Portanto, resultam em caracteristicas
exclusivas como alta flexibilidade, resisténcia térmica e mecéanica, transparéncia
e insolubilidade em agua (OSHIRO et al., 2017; OSHIRO JUNIOR et al., 2016;
SANTILLI et al., 2009; TRUFFAULT et al., 2015; ZALDIVAR et al., 2017).

A utilizacdo desses materiais em regeneracao 0ssea apresenta vantagens,
visto que a silica (SiOz2) possui propriedades biocompativeis e osteocondutoras.
Os grupos silandis (Si-OH) auxiliam a formacédo de apatita 6ssea, fornecendo
assim o aumento da bioatividade dos materiais (SARKER et al., 2013). Além

disso, ndo apresentam citotoxicidade em cultura de MSC (TOSKAS et al., 2013).

2.6Glicose

A Glicose é uma substancia que pertence a classe de carboidratos
chamados monossacarideos, conhecida também como grupo de carboidratos de
acucares simples. O composto foi isolado pela primeira vez em 1747 a partir de
passas, por Andreas Marggraf (SHENDURSE; KHEDKAR, 2016). A glicose pode
ser também denominada como dextrose, sua molécula apresenta seis atomos
de carbono e um grupo aldeido, cuja férmula quimica é CsH1206 (SHENDURSE;
KHEDKAR, 2016; SILVA; FREITAS FILHO; FREITAS, 2018). A estrutura da

molécula da glicose esta representada pela figura 5.
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Figura 5. Estrutura da molécula de glicose.

OH

O
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HO OH

OH
Glicose

v

Fonte: SILVA; FREITAS FILHO; FREITAS, 2018.

A glicose € um pé cristalino branco, com sabor adocicado, inodoro, com
massa molecular de 180,16 g/mol (SILVA; FREITAS FILHO; FREITAS, 2018).
Apresenta alta solubilidade em agua por ser uma molécula que apresenta grupos
guimicos polares (grupos OH), e moderada solubilidade em solventes organicos,
como metanol e etanol, entre outros (FRANCISCO JUNIOR, 2008). A
solubilidade da glicose em agua a 25°C é de 91 g/100 mL (MARTINS; LOPES;
DE ANDRADE, 2013; SHENDURSE; KHEDKAR, 2016).

A glicose é empregada em diversos setores, tal como alimenticio,
farmacéutico, quimico, dentre outros (SILVA; FREITAS FILHO; FREITAS, 2018).
Tem como principal funcéo transformar-se em fonte de energia para nutricéo,
funcionamento das células e regulacdo do metabolismo dos organismos vivos,
assim como, influenciar na expressao, proliferacao e diferenciacao celular (SUN
et al.,, 2016). Dessa forma, a presenca de glicose pode ser primordial para

processos de reconstrucao de tecidos.
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3. OBJETIVO

3.10bjetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo desenvolver membranas hibridas do tipo
ureasil-poliéter contendo glicose e avaliar a influéncia da natureza quimica das
cadeias poliméricas no intumescimento e no perfil de liberacdo da glicose para

futura aplicacdo em regeneracao 0ssea.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

e Poli (propilenoglicol) bis(2-aminopropil éter) 4000 - (Poly(propylene glycol)
bis(2-aminopropyl ether) 4000) (PPO 4000) (Saint Louis, MO, USA, Sigma
Aldrich);

e 0O,0" -Bis(2-aminopropil) polipropilenoglicol-bloco-polietilenoglicol-bloco-
polipropilenoglicol 500 - (O,0O’-Bis(2-aminopropyl) polypropylene glycol-
block-polyethylene glycol-block-polypropylene glycol 500) (PEO 500)
(Saint Louis, MO, USA, Sigma Aldrich);

o 3-(trietoxissilil) propil isocianato - (3-(Triethoxysilyl) propyl isocyanate),
95% (Saint Louis, MO, USA, Sigma Aldrich);

e Glicose Liquiform (Lagoa Santa, MG, Brasil, Labtest);
e Alcool etilico absoluto PA (Sumaré, SP, Brasil, Exodo Cientifica);

e Glicose Anidra (Dextrose) (Ribeirdo Preto, SP, Brasil, LS Chemicals);
e Cloreto de Sadio (Diadema, SP, Brasil, Labsynth);

e Bicarbonato de Sodio (Diadema, SP, Brasil, Labsynth);

e Cloreto de Potassio (Suzano, SP, Brasil, Neon);

e Fosfato de Potassio Bifasico Trihidratado (Suzano, SP, Brasil, Neon);
e Cloreto de Magnésio Hexahidratado (Suzano, SP, Brasil, Neon);

e Cloreto de Célcio Anidro (Suzano, SP, Brasil, Neon);

e Sulfato de Sédio Anidro (Suzano, SP, Brasil, Neon);

e Tris (Hidroximetil) Aminometano (Suzano, SP, Brasil, Neon);

e Acido Cloridrico (Xalostoc, México, J.T. Baker).

4.1.2 Equipamentos e Vidrarias

e Balancga analitica (Barra funda, SP, Brasil, Shimadzu);
e Agitador magnético (Staufen, BH, Alemanha, IKA);
e Rotaevaporador RV 10 digital (Staufen, BH, Alemanha, IKA);
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¢ pHmetro digital B 500 (Araucéria, PR, Brasil, ION);

e Paquimetro universal 125 MEB — 6/150 (Itu, SP, Brasil, Starrett);

e Andlise mecanico dindmica - DMA 2980 (New Castle, DE, USA, TA-
Instruments);

e Difratbmetro D5000 (Siemens);

e Microscopio Eletronico de Varredura JSM7500F (Musashino, Akishima,
Toquio, Japao, JEOL);

e Espectrofotometro de placa - modelo Power Wave XS2 (Winooski, VT,
EUA, Biotek);

e Calorimetro Q20 (DSC) (New Castle, DE, EUA, TA Instruments);

e Gonibmetro - OCA acoplado com uma camera CCD com auxilio do
software SCA20 2.0 (Filderstadt, BW, Alemanha, Dataphysics);

e Banho Maria Nova Etica (Vargem Grande Paulista, SP, Brasil, Ethik);

e Condensador de Refluxo (Ribeirdao Preto, SP, Brasil, Satelit);

e Micropipeta monocanal - 0,1 a1 mL; 1 a 10 mL e 100 a 1000 mL (Sao
José dos Pinhais, PR, Brasil, Kasvi);

e Béquer de vidro e de plastico (Sao Paulo, SP, Brasil, Perfecta) / (Itupeva,
SP, Brasil, Nalgon);

e Tubo de ensaio de vidro (Sao Paulo, SP, Brasil, Uniglas);

e Baldo de 3 bocas e 1 boca (S&o Paulo, SP, Brasil, Uniglas);

e Placa 96 pocos fundo chato (Trasadingen, Suica, TPP);

e Frasco plastico com tampa 50 mL (S&o José dos Pinhais, PR, Brasil,

JProlab);

e Frasco plastico cristal com tampa 15 mL (Sdo Paulo, SP, Brasil,
Frascolex).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparagado das Membranas Hibridas do Tipo Ureasil-poliéter e
Incorporacao da Glicose

Os materiais hibridos ureasil-poliéter foram sintetizados utilizando o

processo sol-gel, bem descrito na literatura cientifica (DAHMOUCHE et al., 1999;
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OSHIRO JUNIOR et al., 2016). O precursor foi preparado a partir de polimeros
modificados a base de poliéxido de etileno (PEO) com massa molar de 500 g
mol* (O,0’-Bis(2-aminopropyl) polypropylene glycol-block-polyethylene glycol-
block-polypropylene glycol 500) e/ou a base de polidxido de propileno (PPO) com
massa molar de 4000 g mol? (Poly(propylene glycol) bis(2-aminopropyl ether)
4000), ambos dissolvidos em etanol absoluto (OSHIRO JUNIOR et al., 2015).
Poli (6xido de etileno) (PEO) é aceito pelo Food and Drug Administration (FDA)
devido sua baixa toxicidade e biocompatibilidade (CAETANO et al., 2016). Na
sequéncia, a solugdo (polimero + etanol) foi colocada em um baldo de fundo
redondo, e entdo foi adicionado um alcéxido modificado (3-
isocianatopropiltrietoxisilano) (IsoTrEOS), com proporcdo molar de 1:2
(polimero/alcoxido). As quantidades de reagentes utilizadas estdo descritas na
tabela 1.

Tabela 1. Quantidades de reagentes utilizados na sintese dos precursores.

Material ISsOTrEOS Polimero Etanol
Ureasil-PEO 259
21,67 mL 50 mL
500 (PEO - massa molar 500 g mol?)
Ureasil-PPO 25¢g
3,26 mL 50 mL
4000 (PPO - massa molar 4000 g mol?)

Fonte: Dados da pesquisa.

Esta solucdo manteve-se sob refluxo durante 24 horas a 75°C e agitacéo
de 400 rpm, conforme figura 6 (a). Posteriormente, o etanol foi eliminado por

evaporacao a 80°C em rotaevaporador, formando o precursor hibrido, figura 6

(b).
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Figura 6. Condensador de Refluxo (a); Rotaevaporador IKA RV 10 digital (b).

a) tubo secante b)

condensador de refluxo

agitador magnético IKA

Fonte: Dados da pesquisa.

O precursor hibrido (0,750 g) foi submetido as reacdes de hidrolise e
condensacdao. A hidrélise foi promovida pela adicdo de 1000 pL de etanol, 500
uL de &gua, e 50 pL de catalisador HCI (2 M), sob agitacdo, conforme figura 7.
E apoOs este processo foram mantidos em frascos de polietileno com tampa

perfurada, em dessecador a temperatura ambiente, sob vacuo, resultando na

formacdo das membranas hibridas ureasil-poliéter.

Figura 7. Preparacdo das membranas hibridas ureasil-poliéter.

S = S = S =
Etanol + + Precursor + Catalisador
Agua + HC12M
Glicose 5 min.
agitagao 30 seg.
5 min. agitagio
o

Fonte: Dados da pesquisa.
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Durante a etapa de hidrdlise e condensacéo, junto com a adi¢do do etanol
e a 4gua, foram adicionadas diferentes porcentagens de glicose em relagédo a
massa do precursor hibrido, com o propésito de avaliar a concentragdo maxima
de glicose solubilizada nas membranas ureasil-poliéter. As porcentagens de

massa da glicose foram as seguintes: 1; 3; 6; 10; 15 e 30 %.

Foram testados os materiais preparados a partir dos precursores puros e
a mistura dos precursores com diferentes proporg¢des ureasil-PEO500/PP0O4000,
como, 10/90; 20/80; 30/70; 40/60; 50/50; 60/40; 70/30; 80/20; 90/10

respectivamente.

4.2.2 Avaliacdo do Intumescimento das Membranas Ureasil-poliéter

O teste foi realizado com as membranas preparadas a partir dos
precursores puros (ureasil-PPO4000 e ureasil-PEO500), e com a mistura dos
precursores em diferentes propor¢des, contendo 6% de glicose. As membranas
foram colocadas em béquer contendo solucéo de fluido corpo6reo simulado (SBF)
nas condi¢fes de 37°C (x 1,0°C), e agitacdo de 50 rpm. Em periodos definidos
(0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 360 minutos) as membranas foram retiradas das
solucdes, colocadas em papel absorvente para remover o excesso de liquido e,
entdo, pesadas em uma balanca analitica Shimadz. Apés a pesagem, as
membranas foram colocadas novamente na solugéo a 37°C (= 1,0°C) e agitacao
(50 rpm).

O intumescimento foi avaliado a partir do ganho percentual de massa das

amostras umidas e calculado pela equacéo:

(minicial - mfinal)

x 100
(mfinal)

%I =

Onde | é a taxa percentual de intumescimento, Minicial € Mrinal S80 as massas
das amostras secas inicial e depois da imerséo, respectivamente. O teste foi

realizado em triplicata.
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O preparo da solucdo SBF padronizada foi baseado na norma I1SO
23317:2007. A primeira versao desta solucao foi desenvolvida de 1991, porém,
ao longo dos anos diversas correc¢des foram realizadas com o objetivo de obter
uma solucdo com maior semelhanca ao plasma humano (KOKUBO;
TAKADAMA, 2006). A preparacao deste fluido superconcentrado € um processo
muito sensivel, demanda precisdo e cumprimento exato de sua metodologia,
principalmente no controle do pH e temperatura, caso contrario pode-se ter a

precipitacéo de sais na solucdo, o que impossibilita seu uso.
Para a preparacao da solugéo, as seguintes etapas foram seguidas:

1- Colocou-se 700 mL de agua deionizada em um béquer de polietileno ou
polipropileno de 1 L com uma barra de agitacdo, cobrindo com filme
plastico. O béquer foi colocado em banho maria em um agitador
magnético, e a agua aquecida a 36,5°C + 1,5°C enquanto se agitava;

2- Os reagentes foram dissolvidos na agua, cuidadosamente a uma
temperatura de 36,5°C = 1,5°C, pela ordem indicada na tabela 2. Cada
reagente foi colocado para dissolver somente depois que o anterior

estivesse completamente dissolvido;

Tabela 2. Ordem, reagentes e quantidades para a preparacdo de 1 L de SBF.

Ordem Reagente Quantidade
1 NaCl 8.035¢
2 NaHCO3 0.355¢
3 KCl 0.225 g
4 K2HPO4.H20 0.231¢g
5 MgClI2.6H20 0.311 g
6 1.0M-HCI 39 mL
7 CaCl2 0.292 ¢
8 Na2S04 0.072 g
9 TRIS 6.118 g
10 1.0M-HCI 0-5mL

Fonte: ISO 23317:2007.
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3- Inseriu-se o eletrodo do medidor de pH na solugéo. Antes de dissolver
o TRIS, o pH da solugéo estava em 2,0 + 1,0;

4- Definiu-se a temperatura da solugdo em 36,5 + 1,5°C. Se a quantidade
da solucéo fosse menor que 900 mL, adicionou-se agua deionizada até
900 mL no total;

5- Com a temperatura da solucdo entre 35°C e 38°C, preferencialmente
36,5 = 0,5°C, foi dissolvido o TRIS na solucdo pouco a pouco para
aumentar o pH para menos de 7,45, tomando nota cuidadosa da
mudanca e estabilizagdo do pH,;

6- Foi mantido o equilibrio do pH da solucéo entre 7,42 e 7,45 + 0,01 com
a adicdo do restante do TRIS, e se fosse necessério, a solu¢do de HCI
1M era utilizada;

7- Depois de dissolver toda a quantidade de TRIS, ajustou-se a
temperatura da solucéo para 36,5 £ 0,2°C, e 0 ajuste do pH da solugao
foi realizado adicionando a solu¢do de HCI 1 M aos poucos para um pH
de 7,42 £ 0,01 a 36,5 £ 0,2°C e, finalmente, ajustou-se o pH para 7,40
exatamente em 36,5°C;

8- Foi removido o eletrodo do medidor de pH;

9- Transferiu-se a solucdo do béquer, apds seu resfriamento a temperatura
ambiente, para um frasco de polietileno ou polipropileno de 1 L com
tampa. Foi adicionado entdo, a 4gua utilizada na lavagem do béquer. E
completou-se o volume com a agua deionizada;

10- A solucéo foi armazenada em refrigerador entre 5 e 10°C. O prazo de
validade era de 30 dias, a menos que algum sal precipitasse na solucéo
durante o armazenamento, e entdo esta solucdo deveria ser

descartada.

4.2.3 Analise Mecéanico Dinamica (DMA)

A analise mecanico dinamica foi realizada para determinar a resisténcia
mecanica das membranas quando estas foram submetidas a uma variacao de
forca de compressédo em sua superficie. Foi utilizado o equipamento DMA 2980

da TA-Instruments (figura 8 (a)), operando a temperatura de 37°C com o forno
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fechado para controlar a temperatura, com rampa de forca de 1 N/min até 15 N
(o equipamento proporciona uma forca maxima de 18 N, porém com melhor
desempenho até 15 N), modo de carga de compressao e corpo de prova no

formato cilindrico com diametro de 6,25 mm e espessura de 0,5 mm (figura 8

(b)).

Figura 8. DMA 2980 da TA-Instruments (a); Corpo de prova no formato cilindrico

(b).

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.4 Difracdo de raios X (DRX)

A difracdo de raios X foi utilizada para avaliar a evolugdo da cristalinidade
das membranas apoés a adicdo da glicose. As medidas foram coletadas em um
difratbmetro Siemens D5000, com passo de 0,05°/1s, com angulo inicial de 5° e
final de 80°.

4.2.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O equipamento utilizado para as medidas de analise térmica foi o
Calorimetro Q20 (DSC) (TA Instruments). As curvas foram obtidas em intervalo
de temperatura de -75°C a 350°C, com velocidade de aquecimento de 10°C/min
sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min). As amostras foram cortadas em forma

circular e acondicionadas em cadinhos herméticos de aluminio de 40 pL.
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4.2.6 Avaliacdo do Angulo de Contato (Molhabilidade) das Membranas
Ureasil-poliéter

O angulo de contato das membranas com a agua e a forma das gotas de
agua foram medidos a temperatura ambiente, sob atmosfera de ar, por meio do
instrumento Goniébmetro - OCA (Dataphysics) acoplado com uma camera CCD
com auxilio do software SCA20 2.0. Uma gota de agua (7 pL) foi depositada na
superficie da membrana usando uma seringa e agulha controlada por
computador e o angulo de contato ar/agua/membrana foi determinado por
andlise de imagem usando o software acima descrito. Cada valor do angulo de

contato foi obtido de uma média de trés amostras.

4.2.7 Bioatividade in vitro das Membranas Ureasil-poliéter em Solucéo
SBF

A bioatividade foi analisada através da imersdo das membranas hibridas
em frascos plasticos com tampa, contendo 50 mL de solucdo SBF (pH 7,4) e
mantidos em banho maria a 37°C, conforme figura 9, durante 12h, 24h, 3 dias, 7
dias e 14 dias, onde a razdo area de superficie/volume era 0,1cm? (ISO
23317/2007) (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION,
2007).

Figura 9. Avaliacdo da bioatividade in vitro das membranas hibridas ureasil-

poliéter.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A solugcéo SBF foi preparada conforme descrito no item 4.2.2, e a mesma
nao foi reabastecida por todo o periodo do teste (SOUZA et al., 2019). Apés os
periodos definidos, as membranas foram retiradas da solucdo, lavadas
cuidadosamente com agua deionizada e secas a temperatura ambiente em

dessecador a vacuo por aproximadamente 12h.

Posteriormente, o material foi recoberto por evaporacdo de 1 fio de
carbono, gerando uma cobertura de aproximadamente 5 nm de espessura, e as
superficies das membranas foram avaliadas pela técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV - Microscopio Eletrbnico de Varredura JEOL
MODELO JSM7500F), e em seguida caracterizadas por espectroscopia de raios

X por disperséo de energia (EDS), acoplada ao MEV.

Para a avaliacéo das altera¢gOes de pH induzidas pelas membranas, foi feita
a verificagdo do pH da solu¢cdo SBF coletada ao final de cada tempo avaliado,

utilizando um pHmetro digital ION modelo B 500.

4.2.8 Liberacdo da Glicose in vitro a Partir das Membranas Ureasil-

poliéter em Solucédo SBF

As membranas contendo 6% (0,045 g) de glicose, foram adicionadas em
béquer contendo 100 mL de solucédo de fluido corp6reo simulado (SBF) nas

condicbes de 37°C (x 1,0°C), agitacdo de 50 rpm, e pH 7,4.

Para coletar cada uma das aliquotas foi utilizada uma micropipeta, o
volume coletado das aliquotas foi de 2 mL, sendo reposto logo em seguida para
manter as condi¢des Sink. As aliquotas foram coletadas e analisadas em
intervalos de tempos selecionados em 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas,
3 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas (1 dia), 48 horas (2 dias), 72 horas
(3 dias), 96 horas (4 dias), 168 horas (7 dias), 264 horas (11 dias) e 336 horas
(14 dias).

A quantificacdo da glicose foi realizada por um sistema enzimatico
especifico para determinacéo de glicose (Glicose Liquiform — Labtest®), onde a

metodologia utilizada encontra-se descrita nas instrugdes de uso do proprio kit
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enziméatico (LIQUIFORM, 2011). Em um tubo de ensaio foi adicionado 10 pL da
amostra e 1 mL do reagente, permaneceu encubado em banho maria a 37°C por
10 minutos e posteriormente foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotometro de placa Biotek® (modelo Power Wave XS2). O teste foi

realizado em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1Preparacdo das Membranas Hibridas do Tipo Ureasil-poliéter e

Incorporacao da Glicose

As membranas ureasil-poliéter foram obtidas a partir de precursores
hibridos. Durante a evolucéo deste trabalho, a etapa primordial foi estabelecer
as condicdes ideais para a transicao sol-gel das membranas contendo a glicose,
uma vez que ao incorporar uma substancia ativa é importante garantir ao maximo
a homogeneidade da distribuicido da mesma. Acumulos da substancia ativa na
superficie das membranas pode acarretar na perda da quantidade incorporada

e na liberacéo rapida desta quando em contato com fluidos bioldgicos.

A forma mais simples de analisar a homogeneidade é avaliar 0 aspecto
visual das membranas. O aspecto visual das membranas ureasil-poliéter
preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000 em
diferentes proporgbes, sem glicose e com diferentes porcentagens
(massa/massa) de glicose estdo apresentados na figura 10.

Figura 10. Fotografias do aspecto visual das membranas preparadas a partir da
mistura dos precursores hibridos ureasil-PEO500/PP0O4000: 10/90; 50/50; 90/10
sem glicose e contendo 1%; 3%; 6%; 10%; 15% ou 30% de massa de glicose,

respectivamente.
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O experimento foi realizado para as membranas preparadas a partir da
mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000 nas propor¢cdes de 10/90;
50/50; 90/10, referindo-se aos extremos e a condicdo média de 50% de cada
precursor, para definir a concentracdo ideal de glicose na formacédo das

membranas.

Apds o processo de preparo sol-gel, em aproximadamente 24h houve a
gelatinizacdo das membranas, porém, a estabilizagcdo da massa das mesmas
ocorreu em aproximadamente 13 dias, a temperatura ambiente em dessecador,

sob vacuo.

Macroscopicamente, € possivel observar que a partir de 10% de massa de
glicose inicia-se a perda da uniformidade e transparéncia das membranas,
proporcionalmente ao aumento da concentracdo, a superficie visualmente
apresenta-se rugosa, opaca e com precipitados. Isso pode ter acontecido pela
qguantidade de glicose incorporada nao ser solluvel para o conjunto da preparacéo
da membrana, ou também pela possibilidade da menor solubilidade da glicose
na mistura etanol/dgua utilizada para promover as reacdes de hidrélise e
condensacao necessarias para a formacdo da membrana. A glicose apresenta
alta hidrofilicidade e solubilidade em agua (25°C - 0,91 g/mL), portanto, as
guantidades testadas ndo estavam saturadas (ex: 30% glicose - 0,45 g/mL),
porém, a solucdo com mistura de agua e etanol pode reduzir a solubilidade da
glicose em até 50% (ALVES; ALMEIDA E SILVA; GIULIETTI, 2007). Por outro
lado, existe também a possibilidade da glicose ter sido solubilizada na matriz,
visto que, os materiais hibridos possuem grupos quimicos polares eficazes para
dissolver moléculas polares, como o diclofenaco de sodio (MOLINA et al.,
2014b).

Portanto, entendemos que esse método pode auxiliar na solubilizacao
dependendo da concentracao e faz com que a glicose fique retida e/ou dispersa
na matriz polimérica, em um dos sitios de interacdo da membrana ureasil-
poliéter. Afigura 11 apresenta as estruturas das moléculas dos materiais hibridos
ureasil-PEO e ureasil-PPO e os possiveis sitios de interacdo (destacados nos

circulos azuis da figura) para diferentes moléculas, que sdo os grupos silanol,
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uréia e os atomos de oxigénio de tipo éter (LOPES et al., 2012; OSHIRO et al.,
2016).

Figura 11. Estruturas das moléculas dos materiais hibridos ureasil-PEO e ureasil-
PPO e os possiveis locais de interacdo (destacado nos circulos azuis), silanol,

atomos de oxigénio do tipo éter e uréia.
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Fonte: OSHIRO et al., 2016.

Observa-se na figura 10 que a maxima concentracdo de glicose que pbéde
ser incorporada sem alterar de forma visual a homogeneidade das membranas
foi de 6% de glicose, uma vez que macroscopicamente observa-se uma uniforme
dispersao/dissolucéo no interior da matriz hibrida, sem causar irregularidades ou

precipitados na superficie.

A incorporacgéo da glicose nas membranas ureasil-poliéter foi uma etapa
bem-sucedida, a partir da avaliacdo visual das membranas com diferentes
porcentagens de glicose massa/massa em relacdo a massa da mistura dos
precursores hibridos ureasil-poliéter testadas. De acordo com os resultados,
optamos por trabalhar com a concentracéo de 6% de glicose (0,045 g), por se
tratar da maior concentracao incorporada que ndo ocasionou deformacdes ou

perda da homogeneidade das membranas.

Na literatura, estudos evidenciaram que é possivel aperfeicoar as
caracteristicas das membranas hibridas a partir da mistura de precursores
hibridos a base de ureasil-PEO e a base de ureasil-PPO com diferentes massas

molares e em diferentes propor¢cbes massa/massa. Membranas utilizando a
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mistura de ureasil-PPO400 e ureasil-PEO1900 apresentaram mudancas
estruturais e, consequentemente, resultados satisfatorios em relacdo ao
intumescimento e liberacdo do ativo, quando comparadas com as membranas
preparadas a partir de precursores puros (MOLINA et al., 2014b; OSHIRO et al.,
2017). Assim como, a flexibilidade também pode ser alterada com a utilizacéo
de mistura dos polimeros (OSHIRO et al., 2017).

Dessa forma, o aspecto visual das membranas preparadas a partir dos
precursores puros ureasil-PEO500 e ureasil-PPO4000 contendo 6% de glicose
e ndo contendo glicose, e da mistura dos precursores em diferentes proporcdes

contendo 6% de glicose estdo apresentados nas figuras 12 e 13.

Figura 12. Fotografias do aspecto visual das membranas preparadas a partir dos
precursores puros ureasil-PEO500 e ureasil-PPO4000 néo contendo glicose e

contendo 6% de glicose.

RANET hrac ordY

LYIEMS| [LIORGAY A

ureasil-PEO500 ureasil-PP0O4000
sem glicose sem glicose

RGANIC O |
RGANIC HY B

I INORS; ' MYBRID ML
RGANIC HYB

ureasil-PEO500  ureasil-PP0O4000
6% glicose 6% glicose

Fonte: Dados da pesquisa.



51

Figura 13. Fotografias do aspecto visual das membranas preparadas a partir da
mistura com diferentes proporcbes dos precursores hibridos ureasil-
PEO500/PP0O4000 contendo 6% de glicose.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Evidencia-se a ndo formacdo de trincas e/ou rachaduras para todas as
membranas. A conservacao da uniformidade pode ser observada em todas as
membranas, porém a transparéncia apresenta-se discretamente menor para as
membranas preparadas a partir da mistura dos precursores que contém mais de
60% de ureasil-PEO500.

Neste trabalho, as membranas que dispdem de maior quantidade do
precursor ureasil-PPO4000 alcancaram maior flexibilidade no manuseio em
comparacao com as demais, além de apresentarem maior transparéncia, o que
pode estar ligado com a solubilidade da glicose ha membrana. Podemos dizer,
entretanto, que todas as membranas hibridas preparadas a partir da mistura
ureasil-PEO500/PPO4000 contendo 6% de glicose ndo apresentaram trincas
e/ou rachaduras, além de ndo apresentarem precipitados na superficie, apesar
das membranas com maiores concentracdes do polimero ureasil-PEO500 serem
menos transparentes que as mais ricas em ureasil-PP0O4000. Portanto, podemos
sugerir que as membranas formadas apresentam visualmente uniformidade
estrutural, e conclui-se que a metodologia de incorporacdo da glicose foi

realizada de forma satisfatoria.
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5.2Avaliacéo do Intumescimento das Membranas Ureasil-poliéter

O intumescimento das membranas em uma solucéo interfere diretamente
na capacidade e no mecanismo de liberacdo das moléculas ativas incorporadas,
da mesma forma que pode influenciar na resposta inflamatoria in vivo. Sendo
assim, avaliar o perfil de intumescimento das membranas é importante para

auxiliar na escolha das melhores propor¢des da mistura dos polimeros utilizada.

A figura 14 apresenta a evolucdo do aumento da massa associada ao
intumescimento, em solucdo SBF, das membranas preparadas a partir dos
precursores puros ureasil-PEO500 e ureasil-PP0O4000, e a partir da mistura dos
precursores com diferentes propor¢des de ureasil-PEO500/PPO4000, todas
contendo 6% de glicose. Os resultados estdo expressos com a média + EP da
triplicata (n = 3).

Figura 14. Comparacao do aumento de massa (%) entre membranas preparadas
a partir dos precursores puros e a partir da mistura em diferentes propor¢des dos
precursores ureasil-PEO500/PPO4000 contendo 6% de glicose durante o teste

de intumescimento das membranas imersas em SBF.
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O aumento da massa, e consequentemente o intumescimento das
membranas ocorre com o acréscimo da concentracdo de ureasil-PEO500 na
mistura e na membrana ureasil-PEO500. Os resultados mostraram que para a
membrana ureasil-PEO500 o intumescimento foi de =55%, e para a membrana
ureasil-PPO4000 =16%. Para a mistura, os resultados foram de =44% para
ureasil-PEO500/PP0O4000 90/10, =17% para a proporgao 10/90 e =25% para a
proporcao 50/50.

A diferenca do intumescimento entre as membranas deve ocorrer em razao
do hibrido ureasil-PPO4000 apresentar um carater mais hidrofobico devido a
presenca do grupo CHs ligado ao oxigénio do tipo éter, fato que ndo ocorre no
hibrido ureasil-PEO500 (OSHIRO JUNIOR; SHIOTA; CHIAVACCI, 2014). O
carater mais hidrofébico do hibrido ureasil-PPO4000 faz com que as membranas
apresentem menor afinidade pela solucdo SBF e, portanto, diminua sua

capacidade de intumescimento em relacdo a membrana ureasil-PEO500.

Nota-se que as diferentes proporcfes na mistura dos precursores podem
alterar o perfil de intumescimento, atribuindo um grau de intumescimento
intermediario quando comparados com as membranas preparadas a partir dos
precursores puros, e consequentemente também podem modular a taxa de
liberacdo da glicose, além de evitar a ocorréncia de traumas nos animais em
testes in vivo, 0 que poderia levar a uma resposta inflamatéria acentuada.
Conforme relatado na literatura em membranas preparadas a partir dos
precursores ureasil-PEO1900 e ureasil-PP0O400, a membrana ureasil-PEO1900
apresentou maior intumescimento, e ocorreu inflamacao aguda, por outro lado a
membrana ureasil-PPO400 ndo apresentou danos ao tecido apos 15 dias do
implante, possivelmente, por apresentar menor intumescimento (OSHIRO et al.,
2017).

Para selecionar as propor¢des das membranas testadas, utilizamos como
referéncia dado da literatura que apresentou resultado de intumescimento de
14,87% apds 60 minutos de experimento para a mistura do material ureasil-
PPO400/PEO1900 (80/20), e biocompatibilidade satisfatoria no teste in vivo
(OSHIRO et al., 2017). Portanto, as propor¢des de mistura selecionadas deste

trabalho sdo com valores de intumescimento proximos a referéncia (14,87%),
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referindo-se as membranas ureasil-PEO500/PPO4000 - 20/80 (=9%), 30/70
(=12%), 40/60 (=12%), 50/50 (=12%) e 60/40 (=14%).

5.3Anélise Mecanico Dinamica (DMA)

A técnica de DMA foi utilizada para fornecer informagBes sobre a
resisténcia mecéanica, como resultado da deformacdo das membranas hibridas,

a medida que uma forga de compresséao era aplicada na superficie das mesmas.

Na figura 15 estdo apresentadas as curvas de deformacdo em razdo da
forca aplicada para as membranas preparadas a partir dos precursores puros

contendo ou néo glicose em sua formacao.

Figura 15. Curvas de deformacdo em razdo da forca aplicada para membrana
ureasil-PPO4000 sem glicose; membrana ureasil-PPO4000 contendo 6% de
glicose; membrana ureasil-PEO500 sem glicose; membrana ureasil-PEO500

contendo 6% de glicose.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se que as deformacdes foram de aproximadamente 4 e 6% para

as membranas ureasil-PEO500, e de 38 e 42% para as membranas ureasil-
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PPO4000, sem glicose e contendo 6% de glicose, respectivamente. Nota-se que
a membrana hibrida ureasil-PEO500 ndo apresentou mudanca significativa na
deformacé&o na presenca de glicose. Por outro lado, a amostra ureasil-PP0O4000
com glicose revela uma deformacéao ligeiramente maior quando comparada com
a membrana sem glicose, sugerindo possivelmente uma discreta diminuicao da
rigidez das membranas. No que diz respeito ao tamanho das cadeias
poliméricas, a matriz ureasil-PPO4000 possui massa molecular maior, de modo
gue a deformacao pode ser modificada a partir da entrada do ativo, originando
mais espacos entre as cadeias poliméricas podendo favorecer na diminui¢do da

rigidez, e como resultado a maior deformacédo da membrana (LOPES, 2014).

As membranas ureasil-PEO500 sdo mais rigidas devido a cadeia
polimérica com menor massa molecular que apresenta nimeros maiores de nés
de reticulacdo, portanto, sdo mais resistentes a deformacdo (SANTILLI et al.,
2009). Por outro lado, as membranas ureasil-PPO4000 com massa molecular

maior sdo mais flexiveis e apresentaram menor resisténcia a deformacéao.

A figura 16 apresenta as curvas de deformagdo em razdo da pressédo em
resposta a forca de compressdo (15 N) aplicada nas membranas hibridas
preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000
contendo 6% de glicose em diferentes proporcdes, e com o intuito de facilitar a
visualizagéo e comparagao, inclui as curvas de deformacéo das membranas com
0S precursores puros contendo 6% de glicose. Estes resultados também

encontram-se descritos na tabela 3.
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Figura 16. Curvas de deformagcao em razdo da pressao para membrana ureasil-
PPO4000 e membrana ureasil-PEO500 contendo 6% de glicose; e membranas
preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000 -
60/40; 50/50; 40/60; 30/70 e 20/80, respectivamente, contendo 6% de glicose.
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Tabela 3. Valores de deformacéo (%) e pressao (MPa) em resposta a forca de
compressdo aplicada (15 N) para membrana ureasil-PPO4000 e membrana
ureasil-PEO500 contendo 6% de glicose; e membranas preparadas a partir da
mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 - 60/40; 50/50; 40/60; 30/70
e 20/80, respectivamente, contendo 6% de glicose.

Material Deformacéo (%) | Presséao (MPa)
Ureasil-PP0O4000 (100%) + 6% glicose 42 0,23
Ureasil-PEO500 (100%) + 6% glicose 6 0,32
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (60/40) + 6% glicose 7 0,33
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (50/50) + 6% glicose 11 0,32
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (40/60) + 6% glicose 20 0,30
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (30/70) + 6% glicose 23 0,30
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (20/80) + 6% glicose 28 0,25

Fonte: Dados da pesquisa.
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Verifica-se na figura 16 e tabela 3 que entre as diferentes proporgdes da
mistura dos hibridos ureasil-PEO500/PP0O4000, a proporcdo 60/40 atingiu a
menor deformacdao (=7%) e a proporcéo 20/80 a maior deformacao (=28%). Para
as membranas preparadas com maiores quantidades do precursor ureasil-
PPO4000 existe uma tendéncia de progressao da porcentagem de deformacao,
enguanto com o aumento da proporcao ureasil-PEO500 a deformagéo tende a

diminuir.

Estes resultados indicam que a mistura dos precursores na formacao das
membranas direciona para uma diminuicdo nas deformacdes em comparacéo
com a membrana ureasil-PPO4000 e um aumento nas deformacdes em relacéo
a membrana ureasil-PEO500. Estes resultados estdo de acordo com o0s
resultados apresentados no item 5.2, onde a mistura dos precursores também
moldou o intumescimento das membranas para uma futura possibilidade de

liberag&o controlada da glicose.

Em relacdo as deformacdes, podemos comparar os resultados com o0s
dados obtidos de uma membrana de colageno comercial (Infuse®) por OSHIRO
JUNIOR, 2017, que apresentou uma deformacgédo de 63%. Mesmo que neste
trabalho o maior resultado encontrado nas misturas dos precursores foi de =28%
(ureasil-PEO500/PP0O4000 - 20/80), ressalta-se que a amostra apresentou boa

flexibilidade, principalmente no manuseio, e ndo exibiu ruptura ao final do teste.

Observa-se na figura 16 e tabela 3 que as membranas preparadas a partir
da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000 apresentaram resisténcia
mecanica a compressao de 0,33 MPa para a propor¢éao 60/40 e 0,25 MPa para
a proporcao 20/80, referindo-se como o maior e menor valor encontrado entre
as proporcoes. Os resultados da resisténcia mecanica a compressao foram
confrontados com dados de materiais destinados a regeneracdo 6ssea que
apresentaram desempenhos semelhantes. LIU et al., 2009 descrevem
resisténcia a compresséao de 0,23 MPa a 0,55 MPa para scaffold de poliuretano
(PU) e hidroxiapatita (HA), e definem estes resultados como suficientes para a
regeneracdo de cartilagem e preenchimento de grandes defeitos 0sseos.
Hidrogéis de poli (etilenoglicol) (PEG) e nanoparticulas de silicato (Laponite RD)

apresentaram resisténcia mecéanica a compressao de 0,013 MPa a 0,026 MPa
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dependendo das variagoes de formulagdo (GAHARWAR et al., 2011a). Por outro
lado, hidrogéis de poli (etilenoglicol) (PEG) e nanoparticulas de hidroxiapatita
(nHAp) exibiram resultados de 0,048 MPa a 0,082 MPa (GAHARWAR et al.,
2011b). E por fim, GAHARWAR et al., 2011c avaliaram filmes de poli (6xido de
etileno) (PEO) com silicato (Laponite® argila), com resultado méximo de = 0,03
MPa. Dessa forma, os resultados obtidos para as membranas hibridas
estudadas neste trabalho apresentam valores de resisténcia mecanica a

compressdo compativeis com os observados na literatura.

Podemos concluir que as propriedades mecéanicas das membranas podem
ser moduladas pelas condigcbes de preparo, isto €, a proporcdo entre 0s
polimeros hidrofilico e hidrofobico. E apesar da elevada for¢ca de compresséao
aplicada, as membranas ndo apresentaram ruptura ou qualquer dano
macroscopico durante e ao final do teste, revelando assim boa resisténcia

mecanica.

5.4Difracédo de raios X (DRX)

A técnica de difracdo de raios X foi utilizada para avaliar a organizacéo
estrutural das membranas hibridas. A compreensdo da cristalinidade de um
biomaterial é fundamental, visto que ela influencia diretamente no
comportamento in vivo, podendo interferir também na propriedade mecanica do

material.

Inicialmente foi realizada a avalicao da cristalinidade da glicose incorporada
nas membranas hibridas (chamada de glicose experimental), para auxiliar na
identificacdo e discussdo dos difratogramas das membranas. A figura 17
apresenta os difratogramas de raios X da glicose experimental em comparacéo

com dados da literatura (CIF 1518432) para a glicose.
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Figura 17. Comparacao dos difratogramas de raios X obtidos da glicose

experimental incorporada nas membranas e o encontrado na literatura (CIF
1518432).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O padrao de difracdo da glicose é identificado por picos finos e de alta
intensidade, caracteristico de uma fase cristalina. Os picos presentes no
difratograma da glicose experimental foram comparados aos dados encontrados
do composto D-glicose que possui sistema cristalino ortorrombico e grupo
espacial P212:2:, (CIF 1518432). Pode-se observar que os difratogramas
apresentados na figura 17 sao bastantes similares (PATYK; KATRUSIAK, 2015).

Na figura 18 estdo apresentados os difratogramas de raios X das
membranas preparadas a partir dos precursores puros contendo e ndo contendo

glicose em sua formacao.
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Figura 18. Difratogramas de raios X da membrana ureasil-PEO500 contendo 6%
de glicose (a); membrana ureasil-PEO500 sem glicose (b); membrana ureasil-
PPO4000 contendo 6% de glicose (c); e membrana ureasil-PPO4000 sem

glicose (d).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para todas as membranas analisadas, podemos observar apenas a
presenca de um pico alargado, representativo das regides inorganicas de
siloxano amorfo dos hibridos ureasil-poliéter (CARLOS et al., 1999; CHIAVACCI

et al., 2004).

A figura 19 apresenta os difratogramas de raios X das membranas hibridas

preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000

contendo 6% de glicose em diferentes proporgdes.
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Figura 19. Difratogramas de raios X da membrana ureasil-PEO500 contendo 6%
de glicose (a); membrana ureasil-PPO4000 contendo 6% de glicose (b); e
membranas preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PP0O4000: 20/80 (c); 30/70 (d); 40/60 (e); 50/50 (f); 60/40 (qg),

respectivamente, contendo 6% de glicose.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na figura 19, assim como observado para os difratogramas da figura 18,
verifica-se apenas um pico alargado em todas as membranas, caracteristico dos

materiais hibridos néo cristalinos.

Observa-se que os picos finos e bem definidos caracteristicos da glicose
ndo estdo presentes nas membranas hibridas que a contém,
independentemente de serem formadas por ureasil-PEO ou ureasil-PPO puros
ou em mistura. Isso pode ter acontecido ou pelo fato da glicose estar presente
em pequena quantidade, por ter se tornado amorfa ou por ter sido
completamente solubilizada ao ser incorporada na matriz polimérica. Esta ultima
hipotese esta de acordo com os resultados obtidos na incorporacao da glicose a

partir do aspecto visual das membranas, apresentados no item 5.1.
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5.5Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC possibilita detectar as propriedades térmicas dos
materiais para correlaciona-las com as propriedades fisicas, e assim,
acompanhar as mudancas das transicoes de fases ocasionadas por transi¢cdes
de segunda ordem como a transi¢cdo vitrea e primeira ordem como a fuséo
(CASSU; FELISBERTI, 2005; GILL; MOGHADAM; RANJBAR, 2010). As
alteracdes nos eventos térmicos provocadas pela incorporagéo do ativo podem

fornecer informagdes sobre as interagdes ativo-matriz.

Para fins de comparacao, assim como no DRX, foi realizada a avalicao da
glicose incorporada nas membranas hibridas (chamada de glicose
experimental), para auxiliar na identificagdo e discussao dos resultados das
curvas de DSC das membranas. A figura 20 apresenta a curva de DSC da
glicose experimental e as curvas de DSC das membranas preparadas a partir
dos precursores puros, ureasil-PEO500 e ureasil-PPO4000 contendo e néo
contendo 6% de glicose, e das membranas hibridas preparadas a partir da
mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 - 20/80 e 40/60 contendo e
ndo contendo 6% de glicose. Essas proporcbes foram escolhidas por
apresentarem caracteristicas mecanicas e de intumescimento intermediarias e

desejaveis para futura aplicacéo.

A figura 21 apresenta uma ampliacdo da regido na qual a temperatura de
transicao vitrea (Tg) das membranas ureasil-poliéter foram observadas, e seus

respectivos valores estao descritos na tabela 4.
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Figura 20. Curvas de DSC da membrana ureasil-PEO500 sem glicose (a);
membrana ureasil-PEO500 contendo 6% de glicose (b); membrana ureasil-
PPO4000 sem glicose (c); membrana ureasil-PPO4000 contendo 6% de glicose
(d); membranas preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PP0O4000: 20/80 sem glicose (e); 20/80 contendo 6% de glicose (f);
40/60 sem glicose (g); 40/60 contendo 6% de glicose (h); glicose experimental

().

i) Glicose experimental

h) Ureasil-PEO500/PPO4000 (40/60) + 6% Litmse/

B i P A

1) Ureasil-PEO500/PPO4000 (20/80) + 6% glicose ./ /

“" &) Ureasil-PEO500/PPO4000 (20/80) .~

d) Ureasil-PPO4000 (100%) + 6% glicose

Fluxo de Calor (Wg ")

Endotérmico Yoy, At

I ! I ! I ! I I ! I ! I ! 1 !
-50 0 50 100 150 200 250 300 350
Temperatura (°C)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 21. Ampliagcéo das curvas de DSC da regido da temperatura de transicao
vitrea (Tg) da membrana ureasil-PEO500 sem glicose (a); membrana ureasil-
PEO500 contendo 6% de glicose (b); membrana ureasil-PPO4000 sem glicose
(c); membrana ureasil-PPO4000 contendo 6% de glicose (d); membranas
preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000: 20/80
sem glicose (e); 20/80 contendo 6% de glicose (f); 40/60 sem glicose (g); 40/60
contendo 6% de glicose (h).
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Tabela 4. Valores de Tg (°C) obtidos a partir das curvas de DSC para membrana
ureasil-PEO500 e membrana ureasil-PPO4000 n&o contendo e contendo 6% de
glicose; e membranas preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PP0O4000 nas proporcdes 20/80 e 40/60 ndo contendo e contendo 6%

de glicose, respectivamente.

Material Tg (°C)

Ureasil-PEO500 (100%) - 30,40
Ureasil-PEO500 (100%) + 6% glicose - 23,90
Ureasil-PPO4000 (100%) - 62,80
Ureasil-PP0O4000 (100%) + 6% glicose - 62,92
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (20/80) - 62,82
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (20/80) + 6% glicose - 62,99
Ureasil-PEO500/PP0O4000 (40/60) - 62,20
Ureasil-PEO500/PPO4000 (40/60) + 6% glicose -62,34

Fonte: Dados da pesquisa.

Observamos na figura 20 - i que a curva de DSC da glicose experimental
apresenta um pico endotérmico em 75°C equivalente a desidratacéo da glicose,
um pico de fusdo em 160°C, acompanhado por dois picos endotérmicos em
219°C e 308°C e um pico exotérmico em 332°C relacionados com as etapas de
decomposicdo do ativo. Estes dados estdo em conformidade os dados de
FREIRE, 2010 que obteve valores proximos utilizando a mesma metodologia
(FREIRE, 2010). O ponto de fusao propicia informacdes importantes para a
caracterizacdo de materiais, como identificacdo e pureza. As temperaturas de
fusdo dos acglcares ndo apresentam um consenso na literatura, para a glicose
os valores de temperatura variam entre 146 e 165°C (HURTTA; PITKANEN;
KNUUTINEN, 2004; ROJEK; WESOLOWSKI, 2019; WANG et al., 2019), mas
existem relatos de temperatura de decomposicdo acima de 200°C (ROJEK;
WESOLOWSKI, 2019).

De acordo com as figuras 20 e 21 e com a tabela 4, todas as membranas

analisadas, as temperaturas de transicao vitrea apresentaram valores negativos.
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Valores de Tg negativos estdo associados com a caracteristica de alta
flexibilidade dos polimeros, portanto, quanto mais proximo de zero for o valor de
Tg, maior a rigidez da cadeia polimérica (MENDES et al., 2021).

As membranas ureasil-PEO500 ndo contendo e contendo glicose
apresentaram resultados mais proximos de zero, dessa forma, indicando maior
rigidez em comparacao com as demais, assim como foi verificado nos resultados
de resisténcia mecéanica no DMA no item 5.3. Esse fato pode estar associado ao
namero maior de nos de reticulacdo devido a cadeia polimérica das membranas

ureasil-PEO500 apresentarem menor massa molecular.

Entre as membranas preparadas a partir da mistura dos precursores
ureasil-PEO500/PP0O4000, observamos um discreto aumento do valor de Tg
(mais préximo de zero) quando a proporgao de ureasil-PEO500 é aumentada,
no entanto, ndo sao diferencas significativas e prevalecem as caracteristicas de

Tg da maior proporcéo de ureasil-PP0O4000.

Na avaliacdo do possivel impacto da incorporacdo de glicose nas
membranas, observamos que o valor de Tg aumentou de -30,40°C para -
23,90°C quando a glicose foi incorporada na membrana ureasil-PEO500,
indicando um aumento da rigidez da membrana. Por outro lado, houve uma
discreta diminuicdo dos valores de Tg quando a glicose foi incorporada na
membrana ureasil-PPO4000, e nas proporcbes de mistura ureasil-
PEO500/PP0O4000. Sugerindo que as moléculas da glicose podem néo afetar a
rigidez das cadeias poliméricas PPO significativamente. Resultados
semelhantes foram relatados por LOPES et al., 2012 quando adicionado o
farmaco diclofenaco de sodio nas matrizes ureasil-PEO1900 e ureasil-PEO500,
e por MOLINA et al., 2013 na incorporacéo de ibuprofeno em Jeffamine® T-5000
(PPO).

Seguindo a avaliacao das curvas de DSC (figura 20), na regiédo entre 80°C
e 180°C verifica-se um pico endotérmico alargado em todas as membranas,
relacionado com a presenca de residuo de solventes remanescentes da sintese
do material, como etanol e/ou dgua. As pequenas variacbes desses picos entre
as amostras testadas podem estar relacionadas com o grau de hidrofilicidade,

tamanho da cadeia polimérica, e/ou com a quantidade de solvente presente em
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cada uma, mesmo apds a secagem do material (LOPES et al., 2012). A perda
da agua normalmente é observada em temperaturas inferiores a 100°C, porém,
pode ocorrer o aprisionamento dentro da rede polimérica, ocasionando o
aumento da temperatura de saida (ZALDIVAR, 2015).

Quando comparamos a curva de DSC da glicose experimental (figura 20 -
i) com as curvas de DSC das membranas contendo glicose (figura 20 — b, d, f,
h), observa-se que 0s picos caracteristicos da glicose ndo estdo presentes nas
membranas hibridas que a contém, independentemente de serem formadas por
ureasil-PEO ou ureasil-PPO puros ou em mistura. Isso pode ter acontecido ou
pelo fato da glicose ter se tornado amorfa ou por ter sido completamente
solubilizada ao ser incorporada na matriz polimérica, assim como foi visto nos
resultados de DRX.

Neste trabalho, nenhum dos materiais testados apresentou pico de fuséo,
por esse motivo ndo foram calculados grau de cristalinidade. A literatura relata
qgue polimeros PEO podem néo apresentar picos de fusdo quando a massa
molecular esta abaixo de 1000 g mol%, em que o tamanho da cadeia polimérica
nao é suficiente para cristalizar (LOPES et al., 2012; QIAO et al., 2004).

A inexisténcia do pico de fusdo nas curvas de DSC de todas as membranas
testadas revela a caracteristica amorfa dos materiais, corroborando com o0s
resultados do DRX. Além do mais, destacamos também uma alta estabilidade
térmica das membranas, em razdo da auséncia de picos relacionados a

decomposicdo do material.

5.6Avaliacdo do Angulo de Contato (Molhabilidade) das Membranas

Ureasil-poliéter

As medidas dos angulos de contato da agua com as membranas
preparadas a partir dos precursores puros, ureasil-PPO4000 e ureasil-PEO500
contendo e ndo contendo 6% de glicose, e a mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PPO4000 - 50/50 contendo e ndo contendo 6% de glicose, foram

realizadas para analisar a hidrofobicidade das membranas nas condi¢cdes
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extremas dos precursores puros e em 50% de mistura de cada, e para comparar
o efeito da presenca da glicose na avaliacdo da molhabilidade do material pela

agua.

As imagens e informacdes apresentadas na figura 22 permitem comparar
a diferenca do espalhamento da gota de agua na superficie das membranas

ureasil-poliéter e seus respectivos valores de angulos de contato.

Figura 22. Imagens e valores do angulo de contato (°) da membrana ureasil-
PPO4000 sem glicose (a) e contendo 6% de glicose (b); membrana ureasil-
PEO500 sem glicose (c) e contendo 6% de glicose (d); e membrana preparada
a partir da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 na proporcao
50/50 sem glicose (e) e contendo 6% de glicose (f). Os resultados estéo

expressos com a meédia + EP da triplicata (n = 3).

Ureasil-PPO4000 (@) | | Ureasil-PPO4000 + glicose (b)
6:84,8 +7,6

8: 70,5 +3,2

Ureasil-PEO500 (c)| | Ureasil-PEO500 + glicose (d)
6:66,1+1,2 6: 50,8 £3.5

Ureasil-PEO500/PP04000 (50/50) (e)| [Ureasil-PEO500/PPO4000 (50/50) (f)

6: 86,3 +0.4 + glicose
6:80,1+1,7

Fonte: Dados da pesquisa.



69

Observa-se que o menor espalhamento sobre a superficie ocorreu na
membrana preparada a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PP0O4000 na proporcao 50/50 sem glicose (figura 22 — e) que resultou
em uma gota semi-esférica com valor de angulo de contato médio préximo de
90°, assim como ocorreu também para a membrana ureasil-PPO4000 sem
glicose (figura 22 — a). Por outro lado, a membrana ureasil-PEO500 sem glicose

(figura 22 - c) apresentou média de angulo de contato de ~66°.

Portanto, evidenciamos o carater mais hidrofobico da membrana contendo
ureasil-PP0O4000 puro, assim como, para a membrana contendo apenas 50%
deste precursor. Para a membrana ureasil-PEO500 o angulo de contato da 4gua
€ bem menor e o espalhamento da gota € bem maior que o medido para as
membranas obtidas a partir do precursor PPO4000. Isso acontece pelo fato do
polimero PPO4000 apresentar carater mais hidrofébico que o polimero PEO500,
onde essa alta hidrofobicidade repele a gota de agua, que contrai sua superficie
na tentativa de diminuir ao maximo o contato com a membrana (OSHIRO et al.,
2021; OSHIRO JUNIOR; SHIOTA; CHIAVACCI, 2014). Além disso, a literatura
diz que superficies com angulos de contato maiores ou proximos de 90° sdo
considerados altamente hidrofébicas (GRUNDKE et al.,, 2015; PAVLENKO;
CHERKASHINA, 2018). Estes resultados corroboram com os perfis de
intumescimento descritos anteriormente, em que, membrana com natureza
hidrofébica mais elevada apresenta menor afinidade pelo meio e deste modo,

exibe menor intumescimento.

Os resultados dos angulos de contato para as membranas ureasil-poliéter
preparadas a partir dos precursores puros contendo 6% de glicose foram em
meédia =71° para ureasil-PPO4000 (figura 22 - b) e =51° para ureasil-PEO500
(figura 22 - d) e para a membrana preparada a partir da mistura dos precursores
ureasil-PEO500/PP0O4000 na proporcéo 50/50 (figura 22 - f) contendo 6% de
glicose foi de = 80°, portanto, todas as membranas apresentaram diminui¢éo do
angulo de contato, e consequentemente um aumento na hidrofilicidade quando
comparadas com as membranas preparadas sem a presenca da glicose. Com
isso, podemos sugerir que tal resultado esta associado a natureza hidrofilica da
glicose, ou seja, € um indicio do aumento de grupos hidrofilicos na superficie das
membranas (FRANCISCO JUNIOR, 2008; MACEDO et al., 2012).
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5.7Bioatividade in vitro das Membranas Ureasil-poliéter em Solucgéo
SBF

A analise em relacdo a bioatividade das membranas ureasil-poliéter foi
realizada através de testes in vitro em solugcdo SBF, visto que, ha relatos na
literatura que uma grande parte dos materiais bioativos podem formar uma
camada de apatita em sua superficie quando em contato com a solucdo SBF in
vitro por um tempo, dependendo do material esse tempo pode variar de 1 a 3
dias, ou mais (KOKUBO; YAMAGUCHI, 2019). Dessa forma, através dessa
camada, aumenta a probabilidade de ocorrer in vivo uma forte ligacdo quimica
entre o material bioativo (ions) e o osso (KOKUBO; TAKADAMA, 2006), com

possibilidade de favorecer o processo de cicatrizacdo em todo o defeito 6sseo.

A avaliacdo da superficie das membranas antes e apos a imersao em SBF
por 12 horas, 24 horas, 3 dias, 7 dias e 14 dias, sua morfologia e a analise

elementar qualitativa foram realizadas por MEV / EDS.

Inicialmente analisou-se a superficie das membranas hibridas ureasil-
PEO500 e ureasil-PPO4000 contendo e n&o contendo glicose, sem imersao em
solugcdo SBF. As imagens das microscopias e 0s espectros de EDS estédo

apresentadas nas figuras 23 e 24.
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Figura 23. Imagens de microscopia eletrénica de varredura e Espectros de EDS
da superficie da membrana ureasil-PEO500 sem glicose (a) e (c), e com glicose

(b) e (d), sem imersao em solucdo SBF.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 24. Imagens de microscopia eletrénica de varredura e Espectros de EDS
da superficie da membrana ureasil-PPO4000 sem glicose (a) e (c), e com glicose

(b) e (d), sem imersao em solugcao SBF.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Analisou-se também a superficie da membrana hibrida preparada a partir
da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000 — 20/80 ndo contendo
glicose, sem imerséo em solugdo SBF. A imagem de microscopia e 0 espectro

de EDS estao apresentadas na figura 25.
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Figura 25. Imagem de microscopia eletrénica de varredura (a) e Espectro de EDS
(b) da superficie da membrana preparada a partir da mistura dos precursores
ureasil-PEO500/PPO4000 - 20/80 sem glicose, sem imerséo em solu¢cao SBF.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em seguida, foram avaliadas as superficies das membranas hibridas
preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000
contendo glicose nas propor¢cdes 20/80 e 40/60, antes da imersédo em solugéo
SBF. As imagens de microscopia e 0s espectros de EDS destas estédo

apresentadas na figura 26.
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Figura 26. Imagens de microscopia eletronica de varredura e Espectros de EDS
das superficies das membranas preparadas a partir da mistura dos precursores
ureasil-PEO500/PP0O4000 - 20/80 (a) e (c); 40/60 (b) e (d), contendo 6% de

glicose, antes da imerséo em solucéo SBF.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Podemos observar nas imagens das figuras 23, 24 e 25 que as membranas
sem glicose apresentam uma superficie completamente lisa e homogénea,

indicando auséncia de particulas, precipitados ou bolhas.

Por outro lado, ambas as imagens das figuras 23, 24, 25 e 26 das
membranas com glicose apresentam superficie lisa, porém com bolhas.
Sugerimos que essas bolhas estejam relacionadas com a presenca de residuo
de solvente remanescente da sintese do material, mesmo apos a secagem,

considerando as quantidades utilizadas no processo sol-gel durante a formacéo
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da membrana e também associado a natureza hidrofilica da glicose incorporada.
Assim, a hipétese ¢ justificada através do fato de ocorrer menor perda de massa
na formacédo das membranas com glicose, o que corrobora com a possibilidade

do solvente estar aprisionado no interior ou na superficie da membrana.

Os espectros das figuras 23, 24, 25 e 26 tanto para as membranas com
glicose, quanto para as membranas sem glicose, mostram apenas picos dos
elementos quimicos carbono (C), oxigénio (O) e silicio (Si), que séo os elementos

constituintes da membrana hibrida ureasil-poliéter (SANTILLI et al., 2009).

As imagens de microscopia e 0s respectivos espectros de EDS das
superficies das membranas hibridas preparadas a partir da mistura dos
precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 nas proporcdes 20/80 e 40/60, contendo
6% de glicose, ap0s a imersdo em solugdo SBF nos tempos determinados estédo

apresentadas nas figuras de 27 a 30.

Figura 27. Imagens de microscopia eletronica de varredura das superficies das
membranas preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PP0O4000 - 20/80 contendo 6% de glicose imersos em solucédo SBF por
12 horas (a), 24 horas (b), 3 dias (c), 7 dias (d) e 14 dias (e).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 28. Espectros de EDS das superficies das membranas preparadas a partir
da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 - 20/80 contendo 6% de
glicose imersos em solucdo SBF por 12 horas (a), 24 horas (b), 3 dias (c), 7 dias
(d) e 14 dias (e).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 29. Imagens de microscopia eletronica de varredura das superficies das
membranas preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PP0O4000 - 40/60 contendo 6% de glicose imersos em solucdo SBF por
12 horas (a), 24 horas (b), 3 dias (c), 7 dias (d) e 14 dias (e).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 30. Espectros de EDS das superficies das membranas preparadas a partir
da mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 - 40/60 contendo 6% de
glicose imersos em solucdo SBF por 12 horas (a), 24 horas (b), 3 dias (c), 7 dias
(d) e 14 dias (e).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nota-se modificacdes superficiais nas membranas (figuras 27 e 29),
mantendo superficie lisa, mas com deposicéo de precipitados. Com a evolucao
do tempo de imersdo em SBF, observa-se 0 aumento gradativo do nimero de

precipitados e agregados.

Em destaque estéo as imagens (figura 27 - d/e; 29 - d/e) e os espectros
(figura 28 - d/e; 30 - d/e) das superficies das membranas apds a imersao por 7
e 14 dias nas duas propor¢cdes das membranas preparadas a partir da mistura
dos precursores analisadas, onde o numero de precipitados e agregados sao
maiores e indicam a presenca dos elementos calcio (Ca) e fosforo (P) nos
espectros de EDS que sado caracteristicos da hidroxiapatita, os quais ndo séo
observados antes da imersdo em SBF e até 3 dias apds a imersao. Contudo nos

espectros de EDS também séo encontrados os elementos carbono (C), oxigénio
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(O) e silicio (Si) caracteristicos da composi¢cédo das membranas. Ainda que esses
agregados ndo aparecam de forma homogénea na superficie avaliada, eles
estdo presentes e podem indicar o inicio da formacdo de hidroxiapatita,
principalmente com a avaliacdo dos resultados obtidos na analise de EDS.
Observagdes semelhantes foram reportadas por BIGHAM et al., 2020; SABER-
SAMANDARI et al., 2016 e SUTHA et al., 2013.

Os elementos quimicos encontrados qualitativamente nas superficies das
membranas com maior tempo de imersdo sao 0s principais componentes da
hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2), sugerindo assim a formacdo da camada de
hidroxiapatita (CATAURO et al., 2015; KOKUBO et al., 1990; SOSSA et al.,
2018). Devido a capacidade do material de levar a formacdo da camada dos
ndcleos de apatita, o processo continuo do consumo dos ions calcio e fosfato
presentes na solucdo SBF contribuem para o crescimento espontaneo da apatita
na superficie (MARY et al., 2020; SABER-SAMANDARI et al., 2016;
TAKADAMA; KOKUBO, 2008).

Pesquisas demonstram a importancia da presenga de grupos funcionais
nos materiais bioativos, para que ocorra a nucleacdo da apatita (KOKUBO;
YAMAGUCHI, 2019). Ha relatos que a existéncia de grupos Si-OH, SiO2 e Na20
nos materiais contribuem para a formacéo da hidroxiapatita na superficie dos
mesmos (CATAURO et al., 2015; MUNDSTOCK et al., 2012; PADILLA et al.,
2006). O elemento Si é reconhecido pela sua capacidade de atuar na formacéo
de apatita (TOSKAS et al., 2013), e as vantagens do uso de Si relaciona-se
diretamente ao envolvimento deste na mineralizacdo 6ssea (MARY et al., 2020;
PADILLA et al., 2006).

Em resposta a avaliagdo da bioatividade in vivo, OSHIRO et al., 2017
constataram que membranas ureasil-poliéter formaram osso em quantidade e
qualidade semelhantes a membrana de colageno comercial (Infuse®). Da mesma
forma, SEOL et al, 2010 expdem que materiais compostos por

hidroxiapatita/silica quando implantados favoreceram a formagéo 0ssea.

Com os resultados obtidos nesta analise, podemos dizer que ha indicativos
que as membranas ureasil-poliéter testadas sao bioativas, isto é, sdo capazes

de favorecer a ligacédo entre o material e o tecido 6sseo a partir da formacao da
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camada de hidroxiapatita na superficie do material e que pode ser usada

futuramente como um bom indutor de regeneracéo 6ssea.

As variacoes dos valores de pH da solugcdo SBF em funcdo do tempo de
imersdo das membranas ureasil-poliéter estdo apresentadas na figura 31. A
solucdo SBF inicialmente possuia pH 7,4 e esse valor foi considerado como

ponto de partida.

Figura 31. Medidas de pH da solucdo SBF em func&o do tempo de imersdo das
membranas preparadas a partir da mistura dos precursores ureasil-
PEO500/PPO4000 — 20/80 e 40/60 contendo 6% de glicose por 12 horas, 24
horas, 72 horas (3 dias), 168 horas (7 dias) e 336 horas (14 dias).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se que as membranas ureasil-PEO500/PP0O4000 — 20/80 e 40/60
contendo glicose apresentaram resultados similares durante os 14 dias testados,
os valores de pH ficaram entre 7,44 e 7,56. A faixa de pH conhecida como
adequada para as células fica entre 7,0 — 7,8 (GREENBAUM; NIRMALAN, 2005).
A verificacdo da variagdo do pH € de extrema importancia para a
biocompatibilidade do material, visto que alteragcdes bruscas podem causar

danos as ceélulas, como por exemplo, os osteoblastos preferem condi¢cdes
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alcalinas com pH préximos a 7,8 (BELLUCCI et al., 2011). Desta forma, conclui-
se que as membranas ndao modificaram o valor de pH da solugdo SBF para

valores diferentes dos aceitaveis.

5.8Liberacéo da Glicose in vitro a Partir das Membranas Ureasil-poliéter

em Solucédo SBF

O estudo do perfil de liberacéo in vitro em solucdo SBF foi realizado com o
intuito de quantificar o ativo liberado da matriz em fun¢ao do tempo, assim como

a cinética do mecanismo de liberacéo.

A figura 32 (a) mostra as curvas de liberagdo (porcentagem de glicose
liberada) a partir das membranas preparadas com a mistura dos precursores
ureasil-PEO500/PPO4000 nas proporcdes 20/80 e 40/60 contendo 6% de
glicose, nos tempos definidos. A figura 32 (b) apresenta o0 mesmo resultado,
porém, em escala ampliada, com a finalidade de melhorar a visualizag¢éo do perfil

de liberacdo da glicose nas primeiras 24 horas do experimento.

A tabela 5 correlaciona as porcentagens de liberacdo da glicose nas

amostras, durante todo o periodo testado (336h - 14 dias).
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Figura 32. Liberacéo da glicose (%) a partir das membranas preparadas com a
mistura dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 — 20/80 e 40/60 contendo 6%
de glicose em funcéao do tempo de imersao em SBF, por 15 minutos, 30 minutos,
1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas (1 dia), 48 horas
(2 dias), 72 horas (3 dias), 96 horas (4 dias), 168 horas (7 dias), 264 horas (11
dias) e 336 horas (14 dias) (a); Ampliacdo da escala dos resultados em até 24
horas de liberacéo da glicose (b).
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Fonte: Dados da pesquisa.



83

Tabela 5. Porcentagem de glicose liberada a partir das membranas preparadas
com a mistura dos precursores ureasil-PEO500/PPO4000 — 20/80 e 40/60
contendo 6% de glicose, em fungéo do tempo (h). Os resultados estdo expressos

com a média = EP da triplicata (n = 3).

Tempo de % (.3Iicose liberada % C'alicose liberada
liberacao (h) (UreaSII-PEOSOO/I.DPO4OOO (UreaSII-PEOSOOII.:’PO4000
(20/80) + 6% glicose) (40/60) + 6% glicose)
0 0,0 0,0
15 min 0,0 (£ 0,6) 1,9 (+ 0,6)
30 min 1,6 (+0,3) 5,1(+0,2)
1h 3,8(£0,9) 6,3 (£ 2,1)
2h 4,2 (£0,3) 9,4 (+ 0,6)
3h 3,9 (+0,0) 15,8 (+ 0,3)
4h 4,8 (£1,1) 20,0 (+ 2,1)
6h 5,5 (+ 0,9) 28,5 (+ 1,6)
12h 9,1 (+1,8) 43,3 (+ 2,0)
24h 11,7 (+ 3,0) 56,3 (+ 1,5)
48h 16,6 (+ 2,9) 60,0 (+ 0,3)
72h 27,5 (+ 3,4) 64,8 (+ 2,3)
96h 30,3 (+ 3,8) 66,0 (+ 1,7)
168h 38,3 (+ 2,5) 69,1 (+ 0,9)
264h 43,3 (+ 2,5) 70,0 (+ 0,5)
336h 45,6 (£ 3,3) 70,5 (+ 0,8)

Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se que nas duas amostras (figura 32 — a) ocorre um aumento
gradual da glicose liberada para o meio em até aproximadamente 168h (7 dias)
de experimento. ApdOs esse periodo, pode-se verificar uma tendéncia das curvas
em atingirem um patamar, especialmente para a membrana ureasil-
PEO500/PP0O4000 - 40/60, indicando que possivelmente o equilibrio do estado
estacionario (platd) da liberacéo foi ou esta proximo de ser atingido (PAREDES
et al., 2014).

Nota-se que para a membrana preparada a partir da mistura dos
precursores ureasil-PEO500/PPO4000 na proporgcéo 40/60 nos primeiros 15
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minutos de experimento foram liberados =1,9% da glicose, enquanto que para a
membrana ureasil-PEO500/PP0O4000 com proporcdo 20/80 a liberagdo ainda
nao havia iniciado (0%). Esse comportamento de liberacdo se manteve em todo
o tempo do experimento (14 dias), a membrana com maior proporc¢ao de ureasil-
PEO500 (40%) liberou maior quantidade de glicose em 336h (70,5%), quando
comparado com a proporgao que continha 20% de ureasil-PEO500 que liberou
45,6%.

Assim como foi observado na avaliagcdo do intumescimento (item 5.2),
maiores concentracbes de ureasil-PEO500 apresentaram o maior perfil de
intumescimento, e por consequéncia, neste caso € esperado que ocorra maior
liberacdo do ativo incorporado, através da rapida penetracdo de SBF no interior
da matriz. Isso se d& pela caracteristica de hidrofilicidade da cadeira polimérica
de ureasil-PEO500, como discutido anteriormente. Portanto, podemos concluir
gue had uma relacéo entre o intumescimento e o perfil de liberacéo, e que também
€ possivel modular o perfil de liberagao do ativo através da natureza do polimero,
como por exemplo o equilibrio hidrofilico/hidrofébico da mistura dos precursores
(MOLINA et al., 2010, 2014a; SANTILLI et al., 2009).

Os perfis de liberacdo revelam a atuacéo da matriz na liberacéo controlada
da glicose. A manutencao da liberagcéo do ativo pode estar relacionada ao tempo
necessario para ocorrer o intumescimento da matriz, possibilitando assim a
liberacdo do ativo para o meio (LI; MOONEY, 2016).

Para melhor entendimento do mecanismo de transporte de um ativo, faz-
se necessario conhecer a cinética de liberagcdo do processo. Neste estudo
aplicamos diferentes modelos matematicos de cinética, como Zero ordem,
Primeira ordem, Korsmeyer-Peppas, Baker-Lonsdale, Higuchi e de Hixson-
Crowell (COSTA; LOBO, 2001; SALOME; GODSWILL; IKECHUKWU, 2013),

com auxilio do software Sigma Plot 10.

A selecao do modelo que melhor se aplica ao perfil de liberagéo é realizada
através do valor do coeficiente de determinacéo (r?) mais préximo de 1 (COSTA;
LOBO, 2001). Assim, o modelo matematico que melhor se adequou as curvas
de liberacdo da glicose a partir das membranas hibridas testadas, foi o proposto
por Korsmeyer-Peppas (RITGER; PEPPAS, 1986, 1987), através da equacao:



85
e

Onde:
Mt = Quantidade cumulativa de farmaco liberada no tempo (t);
M-= Quantidade total do farmaco liberado em um tempo infinito;

k = Constante cinética de liberacdo que considera caracteristicas

estruturais e geomeétricas do sistema;
t = Tempo;

n = expoente de liberacdo que determina o mecanismo de liberacédo de

acordo com o valor numérico.

Este modelo matemaético é utilizado quando o mecanismo de liberagcédo de
um ativo ndo estd bem compreendido, ou quando pode ocorrer mais de um
mecanismo de liberacdo ao mesmo tempo (ZALDIVAR et al., 2017). A equacéo
também pode ser utilizada para o estudo dos mecanismos de liberacao a partir
de matrizes poliméricas monoliticas (LOPES et al., 2012). Porém, os parametros
desta equacdo s6 podem ser aplicados até que ocorra 60% de liberacao total do
ativo, percentual onde a equacédo é valida (PEPPAS; SAHLIN, 1989; RITGER;
PEPPAS, 1986).

No modelo Korsmeyer-Peppas 0 mecanismo de transporte de liberacao do
ativo é definido a partir do valor do expoente “n”, considerando também a
geometria do sistema. Neste caso, estdo sendo avaliados sistemas cilindricos
gue intumescem. Os valores de referéncia para a descricdo do mecanismo de

liberag&do encontram-se na tabela 6.
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Tabela 6. Valores do expoente "n", geometria do material e mecanismo de

liberacdo definidos através da equacéo de Korsmeyer-Peppas.

Geometria do _ _
material Expoente (n) Mecanismo de liberacéo

0,5 Difuséo Fickiana

Filme 0,5<n<1,0 Transporte anémalo (nédo Fickiana)
1,0 Transporte Caso Il
0,45 Difusao Fickiana

Cilindrica 0,45<n<0,89 | Transporte andbmalo (ndo Fickiana)
0,89 Transporte Caso Il
0,43 Difusao Fickiana

Esférica 0,43<n<0,85 | Transporte anébmalo (ndo Fickiana)
0,85 Transporte Caso Il

Fonte: (RITGER; PEPPAS, 1987)

Na tabela 7 encontram-se os valores do coeficiente de determinacéo (r?),
os valores do expoente “n”, mediante a equacdo de Korsmeyer-Peppas, e a
classificacdo do mecanismo de liberacdo da glicose através das membranas
testadas.

Tabela 7. Valores do coeficiente de determinacédo (r?), valores do expoente "n" e
mecanismo de liberacdo através da equacdo de Korsmeyer-Peppas para as
curvas de liberacdo da glicose das membranas preparadas a partir da mistura
dos precursores ureasil-PEO500/PP0O4000 nas proporcdes 20/80 e 40/60.

_ Mecanismo de
Material r n _ B
liberacéo
Ureasil- A
Transporte andbmalo
PEO500/PPO4000 0,9806 0,48 o
) (n&o Fickiana)
(20/80) + 6% glicose
Ureasil- R
Transporte andbmalo
PEO500/PPO4000 0,9357 0,47 o
_ (n&o Fickiana)
(40/60) + 6% glicose

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os valores do expoente “n” das duas proporcoes testadas ficaram entre
0,45 e 0,89, sendo 0,48 para ureasil-PEO500/PPO4000 — 20/80 e 0,47 para
ureasil-PEO500/PPO4000 - 40/60, portanto, apresentam caracteristica de
cinética de transporte anémalo, ou seja, o processo de liberacdo ocorre mediante
uma combinagédo dos mecanismos de difusdo do ativo (Difus&o Fickiana) e do
transporte controlado através do intumescimento por meio do relaxamento da
cadeia polimérica (Transporte Caso Il) (RITGER; PEPPAS, 1987). A partir da
mistura de precursores com carater hidrofilico e hidrofébico que apresentam
estruturas amorfas e intumescem, de acordo com a literatura, esperava-se
também a presenca do mecanismo de liberacdo de Caso Il (MOLINA et al.,
2014b).
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6. CONCLUSOES

Membranas hibridas foram desenvolvidas a partir da mistura de variadas
proporcdes dos precursores ureasil-PEO500 e PPO4000 com a incorporacéo de

6% de glicose (massa/massa) sem causar alteracdes visuais has membranas.

Os resultados do teste de intumescimento mostraram que a diferenga no
balanco hidrofilico-hidrofébico entre as propor¢gées da mistura possibilitou
controlar o perfil de intumescimento quando se compara com as membranas

preparadas a partir dos precursores puros.

A analise mecéanico dinamica indicou que as membranas preparadas com
maior concentracao de ureasil-PP0O4000 apresentam maior deformacéo e menor
rigidez em relacdo as maiores concentragoes de ureasil-PEO500 e que nenhuma
membrana apresentou ruptura quando submetida a aplicacdo de uma elevada

forca de compresséao (15 N).

Os difratogramas de raios X mostraram o carater amorfo dos hibridos
ureasil-poliéter, e a auséncia da cristalinidade da glicose, sugerindo que a

mesma solubiliza-se na matriz hibrida.

Nas curvas de DSC foi verificado valores negativos de Tg para todas as
membranas, associados com a alta flexibilidade do material. Nenhum dos
materiais apresentou pico de fuséo, evidenciando novamente o carater amorfo
das membranas. Também nédo foram observados picos caracteristico da glicose
nas membranas hibridas que a contém, sugerindo novamente que a mesma
solubiliza-se na matriz hibrida. Além disso, os resultados mostraram que a

membranas apresentam alta estabilidade térmica.

Os valores dos angulos de contato evidenciaram o carater mais hidrofébico
da membrana contendo ureasil-PPO4000 puro, assim como, para a membrana
contendo apenas 50% deste precursor, resultando em gota de agua semi-
esférica, com valores proximos de 90° A incorporacdo da glicose nas
membranas proporcionou um aumento na hidrofilicidade quando comparadas

com as membranas preparadas sem glicose.
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As membranas apresentaram bioatividade in vitro quando imersas em
solucdo SBF, através da precipitacdo de uma camada de apatita na sua
superficie. Os resultados de pH da solucdo SBF ficaram entre 7,44 e 7,56
durante 14 dias, permanecendo dentro da faixa adequada para que ndo cause

danos as células.

Os resultados de liberagdo da glicose revelaram que as membranas
ureasil-PEO500/PPO4000 nas proporcdoes 20/80 e 40/60 contendo 6% de
glicose liberaram =46% e =71% respectivamente, durante 14 dias. O estudo da
cinética de liberacdo in vitro da glicose mostrou que a liberagcdo ocorre atravées
de transporte an6malo, ou seja, a combinacdo dos mecanismos de difuséo e de

intumescimento.

Deste modo, concluimos que as membranas ureasil-poliéter desenvolvidas
a partir da mistura dos precursores sao visualmente homogéneas, bioativas,
flexiveis, apresentam resisténcia térmica e mecanica, e principalmente, sao
capazes de incorporar e liberar a glicose de forma controlada, portanto, sugere-
se gque elas apresentam grande potencial para serem futuramente aplicadas para

auxiliar no processo de regeneracéo 6ssea.
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7. PERSPECTIVAS

Algumas avaliagbes futuras poderdo ser essenciais para seguir com a

futura aplicacdo das membranas hibridas ureasil-poliéter, como:

e Novas técnicas de caracterizacdo para entender melhor o
comportamento da incorporacdo da glicose nas membranas:
Espectroscopia Raman, Espalhamento de raio X a baixo angulo
(SAXS), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN); Espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (FTIR); Termogravimetria
(TG);

e Degradacéo in vitro das membranas em solucdo SBF;

e Potencial das membranas em causar ou ndo causar hemdlise;

e Estudos in vivo para avaliar a bioatividade das membranas, o auxilio

na formacgéo 0ssea, e a sobrevida de células.
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