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RESUMO

A formagao de feridas cronicas € um problema de saude publica devido aos elevados nimeros
de casos e as complexas interacdes entre a pele e os tecidos subjacentes, enquanto a engenharia
de tecidos ¢ um campo que busca materiais que possam auxiliar na restauragdo e progressao da
cicatrizagdo de tecidos lesados, utilizando, por exemplo, curativos bioativos inteligentes
capazes de promover a cicatrizacdo de feridas de maneira ordenada, rapida, eficaz e com
capacidade bioativa. O vidro bioativo (VB) ¢ um material que estimula a formagao de colageno
em tecidos moles por meio da liberacdo de ions presentes em sua estrutura, € sua composi¢ao
pode ser modificada pela inser¢do de diferentes ions com fungdes terapéuticas, como agao
antioxidante pelo elemento quimico cério (Ce) e antimicrobiana pelo elemento quimico cobalto
(Co), sendo muito utilizado na obtencdo de curativos quando associados a materiais
poliméricos, especialmente em materiais que possam ser responsivos ao meio fisiolégico de
acordo com o pH. Neste estudo, objetivou-se desenvolver novas composi¢des de nanoparticulas
de VB incorporando ions Ce e Co, por meio da rota sol-gel com impregnagdo desses ions apos
a sintese de silica, bem como a caracterizacdo desses materiais por técnicas de microscopia, de
analises quimica e estrutural. Os resultados indicam que houve incorporagdo desses ions na
estrutura do VB como modificadores e formadores de rede. Os VBs apresentaram morfologia
esférica, mesoporosidade e tamanho nanométrico, € as suas atividades antioxidante, atividade
antimicrobiana e biocompatibilidade dos VBs foram comprovadas. Em seguida, o VB foi
incorporado em um sistema hidrogel de dupla camada de poli(alcool vinilico) e poli(acido
acrilico) (PVA-PAA) para obtencdo de curativos com alta capacidade de absor¢ao. Em pH
basico (ferida infectada), os nanocompositos demonstraram liberacdo controlada dos ions
terapéuticos e maior capacidade de absorcdo de exsudato simulado de ferida (SEF), além de
boa capacidade de movimentagdo de fluidos e transmissdo de vapor d’4gua em comparagdo
com produtos de mercado. Ensaios biologicos in vitro indicaram compatibilidade celular de
todas as composicdes desenvolvidas e maiores concentragdes de VB no nanocomposito
resultaram em maior atividade antibacteriana. O nanocomposito demonstrou ser responsivo ao
pH do meio, mostrando capacidade para identificar e tratar adequadamente lesdes cronicas,
acelerando o processo de cicatrizagao. Portanto, a proposta de aplicagao dos VBs empregados
em curativos bicamada PVA/PAA mostram potencial para aplicagdo como curativo para
restauragdo de tecidos cutaneos devido a sua capacidade de controle inteligente e responsivo ao
pH, permitindo a liberagdo de ions terapéuticos.

Palavras- chave: vidro bioativo; cério; cobalto; sol-gel; pva-paa; curativos inteligentes



ABSTRACT

The formation of chronic wounds is a public health concern due to the high number of cases
and complex interactions between the skin and underlying tissues. Tissue engineering is a field
that seeks materials to aid in the restoration and progression of tissue healing. For example,
smart bioactive dressings capable of promoting wound healing in an organized, rapid, effective,
and bioactive manner are being explored. Bioactive glass (BG) is a material that stimulates
collagen formation in soft tissues through the release of ions present in its structure. Its
composition can be modified by incorporating different ions with therapeutic functions, such
as cerium (Ce) for antioxidant action and cobalt (Co) for antimicrobial activity. BG is
commonly used in the development of dressings when combined with polymeric materials,
especially those responsive to physiological conditions, such as pH. This study aimed to
develop new compositions of BG nanoparticles incorporating Ce and Co ions through the sol-
gel route with ion impregnation after silica synthesis. The materials were characterized using
microscopy, chemical analysis, and structural analysis techniques. Results indicate successful
incorporation of these ions into the BG structure as modifiers and network formers. The BGs
exhibited spherical morphology, mesoporosity, and nanoscale size. Antioxidant, antimicrobial
activity, and biocompatibility of the BGs were confirmed. Subsequently, BG was incorporated
into a double-layer hydrogel system of poly(vinyl alcohol) and poly(acrylic acid) (PVA-PAA)
to create dressings with high absorption capacity. Under basic pH conditions (infected wound),
the nanocomposites demonstrated controlled release of therapeutic ions and higher absorption
capacity for simulated wound exudate compared to market products. Additionally, they
exhibited good fluid movement and water vapor transmission. In vitro biological assays
indicated cellular compatibility for all developed compositions, and higher concentrations of
BG in the nanocomposite resulted in increased antibacterial activity. The nanocomposite was
responsive to the pH of the environment, demonstrating the ability to identify and appropriately
treat chronic injuries, thereby accelerating the healing process. Therefore, the proposed
application of the employed BGs in PVA/PAA double-layer dressings shows potential for
restoring cutaneous tissues due to their intelligent and pH-responsive control, allowing for the

release of therapeutic ions.

Keywords: bioactive glass; cerium; cobalt; sol-gel; pva-paa; smart dressings
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1. INTRODUCAO

A pele integra ¢ uma barreira eficaz contra a entrada de agentes patogénicos no corpo humano.
Porém, quando esta barreira ¢ rompida, o corpo fica vulneravel a permanéncia e proliferagao
de microrganismos nocivos que podem causar infec¢des. De acordo com Malheiro e
colaboradores (2017), as infecgdes de pele estdo entre as condigdes mais comuns em pacientes
que comparecem a um pronto-socorro. Por vezes, estas infecgdes sdo suficientemente graves
para levar a choque séptico (infeccao generalizada) e justificar a admissdao do paciente em
unidade de terapia intensiva. Em 2017, as infec¢des de pele e tecido mole graves eram
responsaveis por 4,3 % a 10,5 % dos episodios sépticos, tendo um nivel de fatalidade variando

entre 1,3 % e 7,2% [1].

A incorporacdo de antibidticos em materiais € usada para eliminar bactérias, mas a resisténcia
bacteriana pode comprometer a eficacia desses materiais. Alternativamente, o uso clinico de
materiais sintéticos com atividades antibacterianas intrinsecas em curativos pode evitar o risco
de infec¢des sem o problema de resisténcia bacteriana. Desta forma, o desenvolvimento de
curativos que incorporem multiplos componentes benéficos e explorem as vantagens de cada
componente individual, mas que ainda possam trabalhar em sinergia, torna-se uma solugao

atraente [2].

Os hidrogéis atendem a varios critérios para serem empregados como curativos. Eles sdo
formados pela retencdo de 4gua em uma rede tridimensional de polimeros, o que € benéfico
para a hidratacdo de uma ferida (efeito “doador de umidade”) e também podem aliviar a
formagao de escara (tecido morto) ou ajudar em feridas dificeis de desbridar [3]. Além disso,
curativos de hidrogel geralmente sdo faceis de remover e substituir, pois ndo possuem fibras
que permanecam no leito da ferida ou que a ela sejam aderentes; e permitem a passagem de

metabolitos e trocas gasosas entre a ferida e o meio [4].

Os hidrogéis podem mostrar alteragdes em seu comportamento de inchamento, estrutura,
permeabilidade ou propriedades mecanicas em resposta a varios estimulos internos e externos,
podendo agir como um sistema de administragdo de farmacos sincronizado com o status
fisiologico do paciente e fornecendo liberagdo do medicamento em resposta a mudangas fisicas

ou quimicas do ambiente, chamados de materiais responsivos [3,5]. Eles também sdo chamados



18

de polimeros “sensiveis ao meio” ou “inteligentes”, e se usados na area médica sdo chamados

"biomateriais inteligentes" [5].

A formulagao de hidrogéis com dupla camada para aplicacdo como curativo tem sido estudada
como “biomaterial inteligente”. Uma das possibilidades de produ¢do destes biomateriais ¢ a
partir da combinagdo de PVA (poli(alcool vinilico)) e PAA (poli(acido acrilico)) para fabricar
filmes hibridos que associem a sensibilidade ao pH do meio do PAA e as excelentes
propriedades mecanicas do PVA [6]. Assim, um curativo sensivel de PVA-PAA modularia a
liberacdo de agentes terapéuticos incorporados no PVA como proteinas, carboidratos ou
materiais inorganicos, tal qual o vidro bioativo [5] para a ferida de acordo com o pH do meio

identificado pelo PAA.

O vidro bioativo (VB) foi desenvolvido por Larry Hench em 1969 e teve ampla visibilidade
pela sua capacidade de integracdo dssea atribuida a capacidade de formagao de hidroxiapatita
carbonatada. Porém, o seu uso nao se limita ao tecido dsseo, abrangendo também tecidos
macios, como a pele, a partir da sua interacdo com o colageno [7]. Ao VB podem ser associados
ions que desempenham papéis terapéuticos, tais como o cério (Ce), que age como antioxidante
e antimicrobiano; e o cobalto (Co), que atua como fator indutor de hipdxia e angiogénico [8,9].
Composi¢des de VB contendo Co em sua rede tém sido estudadas para o tratamento de lesdes
cutaneas [10], assim como fibras de VB contendo ions Ce [11], mostrando-se como potenciais

ions para tratamento dessas lesdes.

Duas sao as principais rotas de obtencao dos VBs: fusdo; que envolve altas temperaturas; e sol-
gel [12]. A rota sol-gel ocorre a temperatura ambiente e envolve uma série de reacdes de
hidrolises e condensacdes dos precursores do material em solucio aquosa. Além do menor gasto
energético durante a sintese, o processo sol-gel permite a obten¢ao de VBs com maiores area
superficial e porosidade, morfologia esférica, particulas com tamanhos reduzidos e com melhor
capacidade de dispersao - quando comparados aos VBs produzidos pela rota de fusdo. Estas
caracteristicas aumentam a taxa de liberacdo de ions do material em meio bioldgico e,
consequentemente, podem diminuir o tempo e estimular a cicatrizagdo de uma ferida cronica

[13].

Estudos mostram que ¢ possivel a obtencdo de VB contendo Ce ¢ Co (VB-CeCo) em sua

estrutura através da rota sol-gel, principalmente por metodologia de incorporagao de ions pos-
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sintese, que tem se mostrado vantajosa por reter a forma, o tamanho e a dispersdo das
nanoparticulas sintetizadas [ 14]. Porém, estes estudos ndo tratam da incorporacdo concomitante
dos ions terapéuticos Ce e Co como proposta ao tratamento de lesdes cutaneas em estado
cronico. Através de estudo bibliografico, foi observada auséncia de estudos sistematicos
voltados para a angiogénese e para o efeito bactericida concomitantemente, através do uso de
vidros Dbioativos obtidos pelo processo sol-gel com Cobalto e Cério incorporados
concomitantemente em sua estrutura. Assim como a utilizacdo dessas novas composi¢des de
VB em sistema polimérico sintético de camada dupla com atuagdo responsiva ao pH para o
tratamento de lesdes cutaneas. Neste trabalho foram produzidas e estudadas nanoparticulas
esféricas de vidro bioativo com incorporagdo de ions cério e cobalto, concomitantemente,
através de rota sol-gel e, em seguida, caracterizar os materiais obtidos. O VB foi incorporado
ao hidrogel bicamada de PVA-PAA a fim de se obter um curativo polimérico que fosse sensivel
ao pH, de simples fabricagdo e que possuisse propriedades antimicrobiana e antioxidante, assim

formando nanocompdsitos inteligentes e bioativos.



20

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi desenvolver e caracterizar nanocompositos constituidos por dupla camada
polimérica de PVA/PAA como agente carreador de nanoparticulas de vidro bioativo contendo
ions terapéuticos cério e cobalto para uso potencial como curativo no tratamento de lesdes

cutaneas.

2.2 Objetivos Especificos

* Sintetizar nanoparticulas esféricas e mesoporosas de diferentes composi¢des de vidro
bioativo contendo ions cério e cobalto via rota sol-gel,

* (Caracterizar os vidros bioativos por meio de técnicas de analise quimica, morfoldgica,
de tamanho de particula, estrutural e texturais;

* Avaliar a capacidade antioxidante dos vidros bioativos;

* Realizar estudo de liberacdo ionica do material em solucdo simulada de exsudato de
feridas (SEF);

* Auvaliar a viabilidade celular e a atividade antimicrobiana in vitro dos vidros bioativos;

* Preparar e caracterizar nanocompositos de dupla camada de PVA/PAA e vidro bioativo;

* Caracterizar os nanocompositos obtidos quanto a sua morfologia, estrutura, resisténcia
mecanica, capacidade de absor¢do de fluidos, transmissdo de vapor d’agua, capacidade
de movimentagao de fluidos, angulo de contato e variagao de pH;

* Estudar o perfil de liberagdo dos ions terapéuticos Ce e Co presentes no nanocompdsito
via imersao em SEF;

* Avaliar a viabilidade celular e a atividade antimicrobiana in vitro dos nanocompositos;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A Pele

A pele € o maior e mais externo 6rgdo do corpo humano, sendo a sua principal fungio a de
protecdo dos musculos, ossos, ligamentos e 6rgdos internos contra agentes biologicos,
quimicos, mecanicos e fisicos externos [2]. Como tal, a pele fornece uma barreira robusta e
flexivel a substancias toxicas indesejadas e microrganismos patogénicos, a perda de agua e
nutrientes, e responde a forcas mecanicas internas e externas (elasticidade e amortecimento).
Dentre as fungdes da pele, também se incluem a sensibilidade ao toque, sensac¢des de dor e
calor, protecao ultravioleta, metabolismo cutaneo, atividade imunologica, producao de vitamina

D e regulagao térmica [15].

A pele ¢ um 6rgdo heterogéneo que contém varias camadas celulares divididas em regides
distintas, como esquematizado na Figura 3.1 [15]. Anatomicamente, a pele ¢ dividida em trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme.

Poro sudoriparo

) Corpasculo Glandula
e de Meissner sebicea

Epiderme —| Camada cornea (queratinizada)

| _— Terminagdo nervosa livre
__— Glandula sudoripara

Derme —
| Masculo eretor do pélo

Hipoderme —|
Tecido subcutdneo (adiposo)

Artéria  Veia Foliculo piloso

Figura 3. 1: Imagem esquematica da estrutura da pele. (Fonte: [16])

A epiderme ¢ a regido externa que cobre o tecido conjuntivo e ¢ a principal barreira a penetracao
na pele, tendo 10 um a 50 pm de espessura. A epiderme contém agua (5 % a 20 %) e a maioria
de seu conteudo celular ¢ queratina, uma proteina resistente e impermeavel [17]. Uma

membrana basal fina separa a epiderme da derme [15].
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A derme ¢ o tecido de sustentacdo da epiderme e ¢ o local onde estdo localizados vasos
sanguineos, nervos sensoriais (pressdo, temperatura e dor) e linfaticos. Os principais
componentes da derme incluem o colageno, que confere a resisténcia; a elastina, que da a
elasticidade; e os proteoglicanos, além de fibras proteicas, fibras de reticulina, vasos sanguineos
e linfaticos, terminacdes nervosas, 6rgaos sensoriais, foliculos pilosos e glandulas sudoriparas
e sebaceas [16]. Suas principais fungdes sdo fornecer suporte nutricional para a epiderme

(avascular) e ser um 6rgdo de armazenamento de dgua [15].

Abaixo da derme hd uma camada de tecido conjuntivo frouxo, comumente conhecido como
hipoderme (tecido celular subcutaneo ou paniculo adiposo) [15,16]. A hipoderme € constituida
por adipdcitos, células especializadas no armazenamento de gordura, fazendo com que ela atue
como reserva energética. A hipoderme também possui fungdes de protecdo contra choques
mecanicos e isolante térmico. Esta estrutura ¢ organizada em l6bulos de gordura divididos por
septos fibrosos compostos de coldgeno, por onde correm vasos sanguineos, linfaticos e nervos

[16].

A perda da integridade da pele expde o tecido subcutaneo e favorece a colonizacdo e
proliferagdo microbiana, pois esta regido dispde de condi¢des adequadas de umidade,
temperatura e nutrientes para proliferacao de fungos e bactérias [18]. Entdo, para que a barreira
cutinea seja reerguida, a pele passa por uma sequéncia de processos de reparacdo, ou

cicatrizacao.

3.1.1 O processo de cicatrizacio e tipos de feridas na pele

O processo de cicatrizagdo da pele ¢ baseado no reparo, € ndo na regeneracdo completa como
acontece em outros 6rgaos do corpo humano. O reparo da pele ¢ um processo complexo que
consiste em varias fases que devem ser executadas sem perturbacdes para restaurar o tecido

perdido [4]. Este processo de reparo acontece em quatro fases que sao descritas a seguir:

1) Homeostasia e coagulagdo: um coagulo de fibrina ¢ formado para evitar a perda de
sangue por vasoconstri¢ao, bem como para evitar contaminagao microbiana [2];

2) Inflamagdo: A fase inflamatéria comeca quase simultaneamente com a hemostasia e
envolve o recrutamento de neutr6filos, mondcitos / macréfagos e linfocitos que exercem

uma resposta especifica contra microbios [2]. Esta fase se inicia com a liberagao de
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substancias vasoconstritoras, entdo o endotélio lesado e as plaquetas estimulam a
cascata da coagulagdo com o aumento da permeabilidade vascular, promovendo a
quimiotaxia [19];

3) Proliferagdo: ¢ constituida por quatro etapas fundamentais: epitelizacao, angiogénese,
formagao de tecido de granulagdo e deposi¢do de colageno. A angiogénese ¢ estimulada
pelo fator de necrose tumoral alfa, e € caracterizada pela migracao de células endoteliais
e formacao de capilares, sendo essencial para a cicatrizacao adequada [19]. A fase
proliferativa comeca com a migracdo de fibroblastos para o local da ferida e a
diferenciagdo em miofibroblastos para produzir componentes da matriz extracelular
como fibronectina, 4cido hialurdnico, colageno e proteoglicano - envolvidos na
producao da matriz extracelular (MEC), deposicao de colageno, novos vasos sanguineos
e reepitelizagdo [2]. A parte final da fase proliferativa ¢ a formacao de tecido de
granulacgdo [19];

4) Remodelacdo: ou maturacdo, € o ultimo estadgio do processo de cicatrizagdo de feridas
e nesta fase todos os processos que foram ativados apds a lesdo sdao cessados [2]. A
caracteristica mais importante desta fase ¢ a deposicao de coldgeno de maneira
organizada, pois o colageno produzido inicialmente ¢ mais fino do que o colageno
presente na pele normal. Com o tempo, o colageno inicial ¢ reabsorvido e um colageno
mais espesso € produzido e organizado ao longo das linhas de tensdo, o que fara com

que haja aumento da resisténcia mecanica da cicatriz [19].

Diz-se que o processo de cicatrizagao foi bem sucedido quando ha equilibrio entre a sintese da
nova matriz de colageno e a reabsor¢cdo da matriz antiga. Entretanto, diversos fatores sistémicos
podem afetar negativamente o tempo de cicatrizacdo de feridas, como: diabetes melito,
deficiéncias vitaminicas, hipotiroidismo, doengas hereditarias, alteragdes da coagulagdo, idade,
trauma grave, queimaduras, sepse, insuficiéncia hepatica e renal, insuficiéncia respiratoria,

tabagismo, radioterapia, desnutri¢ao e o uso de alguns farmacos [19].

A duracdo e a natureza do processo de cicatrizagdo definem se as feridas na pele sdo
classificadas como agudas ou cronicas. Uma ferida aguda ocorre repentinamente, como
consequéncia de abrasdes, avulsdes, queimaduras, incisoes, laceragdes e perfuracdes, ¢ detém
um tempo de cicatrizagdo dependente do tamanho e do numero de camadas de pele afetadas.
Sob condicdes fisioldgicas normais, a restauracdo da estrutura epidérmica causada por feridas

agudas ¢ altamente eficiente. Porém, quando o processo de cicatrizagao ¢ defeituoso, isto €, nao
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permite que a pele seja reparada de maneira ordenada e oportuna, ocorre uma ferida cronica
[2].

Quando a ferida esta em um estado perpétuo de inflamagao, ou reparo, e falha em obter a cura
dentro de um periodo de tempo razoavel, ¢ chamada de ferida cronica. Isso ocorre através, por
exemplo, de infeccdo, inflamagdo prolongada, falta de suprimento sanguineo, cancer ou fatores
fisicos. As feridas cronicas sdo caracterizadas por varias deficiéncias celulares e moleculares,
como niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ERO), hipoxia, infeccdo persistente,
influxo continuo de neutréfilos e um desequilibrio de fatores de crescimento, citocinas e

proteases [4].

Feridas cronicas ndo cicatrizam em curto espaco de tempo e geralmente ocorrem em pacientes
que sofrem de uma condicao que prejudica sua capacidade de cura. Essas feridas levam a uma
diminui¢do na qualidade de vida do paciente e uma quantidade significativa de recursos sao
gastos em seu tratamento. Uma condicdo subjacente que pode levar a feridas cronicas € o
diabetes, ¢ foi demonstrado que as células de pacientes diabéticos t€ém uma resposta
enfraquecida a hipoxia. A hipdxia pode desencadear a producao de varias proteinas através do
caminho do fator indutor por hipoxia (HIF), e um efeito semelhante pode ser observado ao usar

metais de transi¢do como cobre e cobalto em ambientes normais de oxigénio [10].

Outro importante fator relacionado a problemas de cicatrizagdo de feridas ¢ a infecgdo.
Enquanto a pele estd ferida, a barreira fisica contra patdgenos diminui, permitindo que os
microrganismos se infiltrem mais facilmente. Uma infeccao local pode ser tratada com agentes
antimicrobianos com acao topica, como € o caso do uso de materiais que contém cério. Portanto,
o tratamento de feridas cutaneas visa atingir dois objetivos: (1) a interrup¢ao do sangramento e
a prevengdo da exsanguinagdo (processo fatal de perda total de sangue - hipovolemia); e (2) a
prevencao de infeccao, danos permanentes e perda de fungdo [4]. Neste contexto, a engenharia
de tecidos busca coberturas topicas eficazes a partir do desenvolvimento de curativos

poliméricos.

3.1.2 Engenharia de tecidos no processo cicatricial

Os curativos tradicionais, como gaze ou ataduras adesivas, formam uma barreira fisica e

absorvem o exsudato, mas fornecem pouco beneficio ao processo de cicatrizagdo. Esses

curativos podem até ser prejudiciais para a ferida, por exemplo, quando fibras ou fragmentos
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se entrelacam com o tecido da ferida e afetam a resposta imune, podendo levar também a lesdes
e dor ao remover o curativo. Assim, sdo necessarios produtos avancados para tratamento que

interajam de maneira mais inteligente com a ferida e melhorem o processo de cicatrizagao [4].

Para um curativo ser considerado ideal, varios critérios sdo estipulados. Logo, o curativo deve:
(1) ser capaz de absorver exsudato, (2) manter o ambiente umido, (3) permitir a troca gasosa
entre os meios interno e externo, (4) ser isolante térmico, (5) proteger a ferida contra bactérias,
(6) ser apropriado ao hospedeiro, e (7) ser facilmente removido. Critérios adicionais incluem o
material possuir boa (8) maneabilidade, (9) robustez / resisténcia ao desgaste, (10)

conformabilidade e (11) ser facilmente esterilizavel [4].

Com relagdo a fungao de curativo, dois requisitos principais podem ser identificados: (1) o
material deve lidar com as for¢as que podem ser esperadas durante o tratamento e (2) os
parametros ndo devem prejudicar a funcdo normal da pele e, de preferéncia, deve promover a
cura. Projetar o material para se parecer com a funcdo € o comportamento da pele o mais

proximo possivel parece a abordagem mais recomendavel no tratamento de lesdes cutaneas [4].

Atualmente, a maioria dos curativos ¢ de camada simples, como hidrogéis e nanofibras, que
podem auxiliar o processo de cicatrizagdo. No entanto, quando os microrganismos infectam
feridas cobertas pelo curativo, podem resultar em danos secundérios na troca do curativo.
Portanto, ¢ importante minimizar a invasdo bacteriana no local da ferida. No passado, os
revestimentos ou germicidas conjugados foram aplicados em curativos, porém as deficiéncias
desse método incluem: diminui¢ao da biocompatibilidade e da atividade antimicrobiana com a
degradacdo do curativo. Para superar essas limitagdes, pesquisas estdo demonstrando crescente

interesse em curativos de dupla camada [20].

3.1.3 Curativos de dupla camada polimérica

As feridas cronicas geralmente afetam diferentes camadas dérmicas e subdérmicas da pele.
Devido a sua estrutura, a regeneracdo dérmica ¢ menos eficiente e mais complicada que a
regeneragdo epitelial. Por essas razdes, pesquisas tém se concentrado no desenvolvimento de
curativos de duas camadas que combinem materiais com propriedades similares as camadas
epitelial e dérmica da pele [21], consistindo tipicamente de uma camada superior densa e

elastica com uma camada inferior porosa € macia. A camada superior atua como uma barreira
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para proteger as feridas de infec¢des bacterianas e manter um microambiente imido. A camada
inferior ¢ usada como um arcabouco celular (scaffold) para ajudar a promover a migragao

celular e a regeneragdo de tecidos [20] ou como agente controlador de liberagao de farmacos

[6].

Virios estudos foram realizados com o intuito de se obter curativos de dupla camada polimérica
utilizando polimeros naturais e/ou sintéticos em sua composi¢do. Yang e colaboradores (2020)
utilizaram membrana amnidtica bovina descelularizada, por fornecer fatores de crescimento
que podem acelerar a cicatrizacdo da ferida, e esponja de quitosana, para melhorar a capacidade
de absor¢do de fluido, preencher a cavidade da ferida acelerar a coagulagdo sanguinea, em um
curativo de camada dupla. O estudo mostrou que a jun¢ao dos dois materiais propicia um
ambiente para a redugdo do tempo da fase inflamatdria no processo de cicatrizagao [22]. Choi
e colaboradores (2014) estudaram a associa¢do de um polimero natural, alginato de sddio, a um
polimero sintético, o PVA. Os autores mostraram que o material desenvolvido ¢ mais elastico
€ mais resistente mecanicamente do que os curativos de camada inica compostos pelos mesmos
polimeros. O material, ainda, teria um nivel adequado de umidade e acimulo de exsudatos na

regido da ferida [23].

Outras combinagdes de polimeros para formacdo de uma dupla camada polimérica sao:
quitosana de baixa e alto massa molecular [24]; alginato/carboximetilcelulose e
alginato/gelatina [25]; alginato de baixa e alta massa molecular [26]; Polivinilpirrolidona (PVP)
e acido hialurénico [27]; e poliuretano e policaprolactona/gelatina [28]. Neste contexto, a maior
parte dos curativos de dupla camada desenvolvidos envolvem a utilizagdo de polimeros
naturais. Porém, a utilizacdo de polimeros naturais pode ser questionada devido a potenciais
reacdes imunogénicas, possibilidade de transmissdo de doengas e, principalmente, na
dificuldade do controle das propriedades fisico-quimicas das matérias-primas. Portanto, este
trabalho propde a utiliza¢ao de polimeros sintéticos, PVA e PAA, como a base para curativos

bioativos.

3.1.4 Hidrogéis sensiveis: Poli(alcool vinilico) (PVA) e Poli(acido acrilico) (PAA)

Os hidrogéis sdo uma rede polimérica hidrofilica de estruturas tridimensionais reticuladas

obtidos a partir de materiais poliméricos naturais ou sintéticos que absorvem uma quantidade

substancial de agua. Os hidrogéis derivados de polimeros sintéticos exibem intimeras
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vantagens, como altas capacidades de absor¢do de dgua e resisténcia mecanica e custo razoavel
do gel, quando comparados aos hidrogéis naturais. Os hidrogéis sintéticos diferem, ainda, em
suas caracteristicas devido a suas possibilidades de obtengdo de vérias estruturas quimicas,
técnicas de sintese e teor de agua ou reticulagdo. Ainda, € possivel projetar um hidrogel que
cumpra fungdes especificas para necessidades especificas, a partir de uma mudanca na
composicao quimica ou mesmo em um dos fatores de sintese, como condi¢des das técnicas de
sintese, métodos de reticulagdo e géis, podendo levar a novos biomateriais inteligentes. Os
polimeros sintéticos geralmente contém estruturas de rede bem definidas que podem ser
modificadas para gerar degradabilidade e funcionalidade adaptéveis, que sdo caracteristicas
interessantes para o desenvolvimento de biomateriais [29]. Polimeros soltiveis em agua, como
poli(acido acrilico), poli(alcool vinilico), poli(vinilpirrolidona), poli(etileno glicol) e
poliacrilamida sao os sistemas mais comuns usados para se formar hidrogéis. Esses polimeros
sdo atoxicos e amplamente utilizados em vérias aplicagdes farmacéuticas e biomédicas [3],

como para o uso em curativos inteligentes.

Os curativos inteligentes ou responsivos a estimulos melhoram o tratamento da lesdo,
detectando autonomamente o status da ferida e reagindo de acordo. Um exemplo sdo curativos
inteligentes que podem detectar passivamente a infec¢do da ferida através da variagdo do pH
do ambiente. Em feridas cronicas, os niveis de pH aumentam de 4cido (pH 4,0) para basico (pH
9,0) numa infec¢ao bacteriana e, assim, a variacdo do meio pode desencadear a liberagao de
farmacos e ions antibacterianos carregados pelo inchamento de um polimero sensivel ao pH
[4].0s hidrogéis sensiveis ao pH podem ser divididos em neutros e i6nicos (cationicos e
anionicos). Os hidrogéis anidnicos contém fragmentos carregados negativamente na rede de
polimeros; os cationicos tém fragmentos com carga positiva, enquanto os hidrogéis neutros

contém fragmentos de cadeia polimérica com cargas positiva e negativa [30].

Os polimeros i6nicos mais comumente estudados para o comportamento responsivo ao pH
incluem poli(acrilamida) (PAAm), poli(acido acrilico) (PAA), poli(dcido metacrilico) (PMAA)
e poli(metacrilato de dietilaminoetil) (PDEAEMA). Em meios aquosos de pH e forga idnica
apropriados, os grupos laterais das cadeias poliméricas ionizam-se € desenvolvem cargas fixas
na rede de polimeros, gerando forgas repulsivas eletrostaticas responsaveis pelo inchago
dependente de pH do hidrogel. Pequenas mudangas no pH podem resultar em mudangas
significativas no tamanho do emaranhado das redes poliméricas. Grupos laterais de hidrogéis

anionicos sdo ionizados acima do valor de pKa da rede polimérica, levando ao inchago do
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hidrogel a um pH acima do pKa do polimero devido a uma grande for¢a de inchamento
osmotica pela presenga de ions. O inverso € o caso dos hidrogéis cationicos, que incham em pH
mais baixos. Os principais fatores que influenciam o grau de intumescimento dos polimeros
10nicos incluem as propriedades do polimero (carga, concentragdo ¢ pKa do grupo ionizavel,
grau de ioniza¢do, densidade de reticulagdo e hidrofilicidade ou hidrofobicidade) e propriedades

do meio de intumescimento (pH, forga idnica e o contra-ion e sua valéncia) [31].

Hidrogéis de PVA/PAA foram estudados com fins de absor¢do de cobre (Cu (II)) das aguas
residuais da galvanizacdo industrial [32], em lentes de engenharia (microscopios, cameras,
displays, etc) [33], recobrimento para melhorar a interface eletrodo-tecido neural [34] e,
ligantes para anodos de silicio em baterias de ion de litio [35]. Na &rea biomédica, quando estes
dois polimeros sao utilizados em conjunto hé a possibilidade de formacao de hidrogéis sensiveis

ao pH com resisténcia mecanica adequada para uso em curativos.

O poli(élcool vinilico) (PVA), representado esquematicamente na Figura 3.2, ¢ um polimero
sintético soluvel em agua que possui cadeia linear principal composta apenas por atomos de
carbono e um grupo lateral -OH [36]. Na ultima década, muita atengdo foi dada ao PVA na
pesquisa biomédica por ser um polimero biocompativel e com baixa citotoxicidade [37]. O uso
do PVA completamente hidrolisado (grau de hidrélise entre 98 % e 99,8 %), em detrimento do
PVA parcialmente hidrolisado, ¢ um ponto importante na producdo e para aplicagdes
biomédicas. A solubilidade do PVA completamente hidrolisado acontece em temperaturas
acima de 80 °C, enquanto a solubilidade do PVA parcialmente hidrolisado pode ser feita em
temperaturas baixas, em torno de 40 °C, o que iria de encontro a temperatura corporal € poderia
causar eventuais efeitos indesejados durante o uso do biomaterial que estard em contato com

exsudatos [38].
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Figura 3. 2: Imagem esquematica (a) da estrutura do mero do PVA completamente hidrolisado; (b) estrutura do
alcool vinilico; (c) Estrutura do PVA; (d) Estrutura do PVA parcialmente hidrolisado. Fonte: [37]

Um dos principais motivos para a alta aplicabilidade do PV A ¢ pela sua capacidade de formagao
de hidrogéis de PV A para usos biomédicos. Assim, os hidrogéis de PVA podem ser empregados
como administradores de farmacos, para encapsulamento celular, meniscos artificiais, como
biossensores € como curativos, gracas a sua alta reten¢do de umidade, alta permeabilidade ao
oxigénio e transparéncia [29,36]. Além disso, por possuir propriedade ndo adesiva, os curativos
de hidrogel de PVA podem ser facilmente removidos da ferida no processo de troca por um
novo curativos sem ocasionar nova lesdo na ferida [39]. Ainda, PVA com alta massa molecular
tende a ter maior resisténcia a esforcos de tracao, o que também auxilia na troca de curativo,

visto que o material ndo se romperia ou deixaria residuos no leito da ferida[40].

O poli(acido acrilico) (PAA) € um polimero que consiste em unidades repetidas de um grupo
vinil com um 4cido carboxilico anexado, Figura 3.3 [41]. O (PAA) é um polimero hidrofilico
sintético, superabsorvente e ionizavel usado para liberagdo de fArmacos e no aprimoramento da
hidrofilicidade da superficie dos materiais [42]. Portanto, a sua capacidade de formacao de
hidrogéis e sua biocompatibilidade, tornam o PAA um bom candidato a pesquisa de dispositivos
médicos. Estudos mostram também a sua ampla variedade de aplica¢cdes médicas no campo

tratamento de lesdes cutineas a partir da elaboragdo de curativos [41].

]
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n
Figura 3. 3: Férmula estrutural do PAA. (Fonte : (Fonte: Propria autora)
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O hidrogel de PAA ¢ obtido a partir da polimerizagdo via radicais livres do monomero acido
acrilico (AA) na presenca de um reticulante que vise reforgar a estrutura do gel formado, de
modo a evitar a solubilizagdo do polimero durante o processo de absor¢ao de agua [43]. O
dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) ¢ um dos agentes reticulantes mais utilizados na

polimeriza¢ao em solucdo do 4cido acrilico (Figura 3.4).
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Figura 3. 4: Representagdo das reagdes de reticulagdo do acido acrilico pelo EGDMA (Fonte: Propria autora)

O processo de polimerizagdo do AA ¢ iniciado por intermédio de iniciadores com a formagao
de radicais livres por temperatura ou por reagdes redox [44]. Um dos pares redox empregados
para a obtencdo do PAA ¢ o persulfato de amonio ((NH4)2S20s)) e o bissulfito de sodio
(NaHSO3) [45-48]. O processo com o par redox envolve reagdes de formacao de radicais livres

do persulfato de amoénio (Eq.3.1) e bisulfito de sédio (Eq. 3.2 e Eq.3.3):

(NH4)2S:05 + H20 — S,05* Eq.3.1
NaHSO3 + H,0 — HSO3 + Na* Eq.3.2

Como o bissulfito ¢ uma mistura de bissulfito de s6dio ¢ metabissulfito de sédio, a reacao

radicalar de metabisulfito de s6dio deve ser considerada (Eq.3.3). Portanto,

Na2S:05 + H20 — S,05* + 2Na* Eq.3.3

Assim, a reagio redox ocorre com ambas espécies S20s>” (Eq.3.4) e HSO5™ (Eq.3.5).

$208> + $205 — $,05™ + S04 + SO4° Eq.3. 4
S,052 + HSO3” — HSO3™® + S04 + SO4™° Eq.3.5
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Ao mesmo tempo em que as Eq.3.4 e Eq.3.5 ocorrem, e como a polimeriza¢do (neste caso)
acontece na presen¢a do oxigénio do meio, o metabissulfito também ird reagir com o oxigénio
(Eq.3.6). Assim,

4HSO; + O2 — 4S05™* + 2H0 Eq.3.6

A formacao dos radicais supracitados (R*®) dara inicio a polimerizagdo no monomero (Eq.3.7),
M:
R*+M — RM* Eq.3.7

Seguida da propagacdo da cadeia (Eq.3.8):

RM® + nM — R(M)*ps1 Eq.3.8

O final da polimerizagdo envolve processos de terminagdo por combinac¢do de pontas de cadeia

e/ou por desproporcionamento [45—48].

A reticulacdo do PAA na interface do PVA tem sido frequentemente descrita, principalmente
na producdo de fibras e aplicagdes onde a superabsor¢cdo sdo requeridas. A eficacia da
reticulagdo e o comportamento de intumescimento PAA/PVA dependem de varios fatores,
incluindo tempo e temperatura de sintese, massa molar dos polimeros e a propor¢ao da mistura
PVA/PAA [42]. Liu e colaboradores (2018) relataram a produgdo de um tipo de hidrogel de
PVA/PAA super-resistente obtido através de ligagdes de hidrogénio entre os polimeros. O
processo utilizado foi a imersdo de hidrogéis de PVA preparados em solugdes aquosas de PAA.
O processo de imersdo, entdo, teria introduzido cadeias de PAA nos hidrogéis de PVA, o que
teria aumentado a densidade de reticulagdes por ligagdo de hidrogénio e, portanto, aprimorado
as propriedades mecanicas do PAA [49]. Neste trabalho, o processo de polimerizacao de PAA

sobre um filme de PV A, previamente formado e seco, foi utilizado.

Uma maneira de aumentar a aplicabilidade dos hidrogéis de PVA/PAA em aplicagdes
avangadas (etnologicas e médicas) € a partir da introdugdo de materiais inorganicos ao hidrogel.
Uma abordagem interessante se concentra na incorporacdo de nanoparticulas dentro dos
hidrogéis poliméricos, como nanomateriais a base de carbono, polimeros, ceramicos e
metalicos. Assim, ¢ possivel obter, por exemplo, nanocompoésitos com propriedades superiores

e funcionalidade personalizada [29]. Um exemplo ¢ o material desenvolvido por Zhu e
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colaboradores (2018) que visaram uma aplica¢do ecoldgica, onde membranas de PVA/PAA
(produzidas por eletrofiacdo) e nanoparticulas de silica contendo ions prata (produzidas via rota
sol-gel) atuariam como filtro e purificador de ar, além de deter propriedades antibacterianas e
antivirais [50]. Os curativos também podem ser modificados pela adicdo de agentes
antibacterianos e/ou fatores de crescimento para melhorar os efeitos terapéuticos [22], como ¢

0 caso do uso de vidro bioativo contendo ions cério e cobalto.

3.2 O Vidro Bioativo

Os materiais ceramicos sdo uma classe de materiais com caracteristicas inorganicas, nao
metélicas e de carater misto i6nico-covalente, extensamente estudados para uso em aplicagdes
biomédicas, na area de engenharia de tecidos, como substitutos de tecidos danificados e/ou com
a funcdo de estimular a regeneracgdo tecidual [51]. Dentre os materiais ceramicos estudados

encontram-se a hidroxiapatita sintética (HA), fosfatos de célcio e os vidros bioativos [12,52].

O VB (vidro bioativo) foi desenvolvido por Larry Hench no final dos anos de 1960 e ganhou
visibilidade por sua alta capacidade de ligagdo com o tecido 0sseo a partir da liberagao dos fons
presentes na estrutura do material e formagao de hidroxiapatita carbonatada [53,54]. Neste
contexto, Hench criou um material com a mesma composicao do tecido 6sseo, contendo 46,1%
mol de SiO2, 24,4 % mol de Na>O, 26,9 % mol de CaO e 2,6 % mol de P20s, o chamado 45S5-
o Bioglass ® [7]. Porém, o uso do VB nao se limita apenas ao tecido 6sseo, podendo também
ser usado em tecido macio, como a pele, geralmente envolvendo a associagdo do VB com
polimeros para uso como curativo. Experimentos in vitro e in vivo mostraram que VBs
aplicados na pele estimulam fibroblastos a expressar alguns fatores de crescimento e proteinas
importantes que levam a uma melhoria na capacidade de migragdo celular, aumento na
formacdo de vasos sanguineos e na diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos no local
da ferida, resultando em uma aceleragdo do seu processo de cicatrizagao [55]. Exemplos de
curativo contendo VB sdo os desenvolvidos por Martins e colaboradores (2016) e Martins e
colaboradores (2018), que produziram espumas de quitosana contendo VB para tratamento de

lesdes cutaneas causadas por queimaduras [56,57].

Diversas texturas e formas podem ser produzidas e empregadas com os VBs, como po,
scaffolds, na producdo de compdsitos e/ ou hibridos, como agentes de carga para materiais

poliméricos, em revestimento de biomateriais metéalicos, em sistemas de liberagao controlada
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de farmacos, como carreadores de ions e/ou em escala nano [58]. Ao serem produzidos em
nanoescala, os VBs se tornam materiais particularmente atraentes em aplica¢cdes biomédicas.
Dentre as texturas de nanoparticulas de VB, o vidro bioativo mesoporoso atrai cada vez mais a
atencdo para ser empregado como carga bioativa no transporte de medicamentos, ou na
liberagdo de ions terapéuticos devido ao seu tamanho ajustavel, estrutura de poros e alta area
superficial especifica [14]. Ainda, VBs em escala nano e com morfologia esférica podem
melhorar a adesdo celular no material, aumentar a proliferacdo celular e promover a

diferenciagdo em meio fisiologico [59].

Os VBs podem ser sintetizados por rota de fusdo ou rota sol-gel. A metodologia de fusdo
apresenta algumas desvantagens, como a dificuldade em se obter particulas em escala nano, a
possibilidade de haver dissolu¢ao de impurezas indesejadas no VB durante o processo, a fusao
dos 6xidos demanda alto gasto energético e as particulas formadas tendem a ser pontiagudas, o
que pode causar microlesdes no tecido [8,12]. Desta forma, a principal via de sintese de VB a

temperatura ambiente, alternativa ao processo de fusdo, ¢ o processo sol-gel.

3.2.1 Sintese de vidros bioativos via rota sol-gel

A rota de formagado de VB via sol-gel tem inimeras vantagens. Além de menor gasto energético,
ela oferece vantagem para as aplicagdes biomédicas, uma vez que proporciona a formagao de
particulas homogéneas, com elevadas areas superficiais e elevada porosidade que facilitam a
adesdo celular [60]. Além disto, os VBs sintetizados por esta rota apresentam maiores
concentracdoes de grupos Si-OH, o que aumenta a capacidade de funcionalizagdo destes
materiais, pois aumenta a quantidade de sitios ativos, aumentando, também, a sua taxa de
degradagdo quando em contato com fluido corporeo [54,58]. Outras vantagens relacionadas a
este método sdo a facilidade de associagdao de moléculas organicas poliméricas e biomoléculas,

células, farmacos e ions ao material sintetizado [61].

No processo sol-gel o tetraetil ortosilicato (TEOS- SiCsH2004) € o precursor de silicato mais
empregado para obten¢ao de VB. O TEOS interage com a 4gua hidrolisando-se (sol), tanto em
meio acido como em meio basico, formando uma suspensao contendo nanoparticulas de SiO»
(sol) e condensando, de modo a formar uma rede tridimensional de SiO» (gel) [61,62]. A

hidrélise do TEOS forma grupos silanol (SiH40), enquanto a condensagdo destes grupos
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silandis e de grupos etoxi (R-O) cria ligacdes de siloxano, gerando a estrutura da silica (Si-O-

Si) [63,64]. As reacdes de hidrdlise e condensagdo estdo apresentadas na Figura 3.5.

Si(OC,Hs), + H,0

- S|(0C2H5)30H+ H20+C2H50H

=S50 H+H -0 Si=

| Condensacdo da dgua |

= Si—0—Si=+H,0

= Si—O0CH.+H— 0—Si=

| Condensacdo do &lcool |

— Si—0— Si= + C,H,OH

Figura 3. 5: Reagoes gerais de TEOS que levam a formagdo de particulas de silica no processo sol-gel (Fonte:
Adaptado de [63])

As reacoes de condensagdo liberam agua e etanol, o que gera um excesso de agua na rede do
vidro. Assim, faz-se necessaria a secagem do material para estabilizar o gel e produzir um corpo
nanoporoso de rede interconectada. Os poros sdo os intersticios ou espacos pré-ocupados pela
dgua e solventes na rede das nanoparticulas aglutinadas [8]. Apos o processo de secagem ¢
iniciado o processo de calcinagdo, ou tratamento térmico, empregado para eliminar
subprodutos de materiais ndo alcéxicos nas particulas, dar resisténcia mecanica, realizar o
crescimento de grao e densificar o material. Temperaturas acima de 400 °C devem ser
empregadas no processo de calcinacdo para que ocorra a incorporacao de ions adicionais na

rede do vidro [8,61,65].

A escolha do pH da sintese influencia nas caracteristicas finais do material, como a distribuicao
de tamanho das particulas, morfologia, volume e tamanho de poros [60]. Uma vez acontecendo
em condigdes basicas, o processo ¢ chamado de processo Stober. Originalmente desenvolvido
por Werner Stober em 1967, este método consiste na adigdo de hidroxido de amdnia como
catalisador a sintese e permite a produgdo de particulas esféricas e monodispersas [66]. A
dispersdo acontece porque as particulas em suspensao no meio sofrem repulsao devido as forgas
repulsivas geradas pela presenca de ions OH". Por vezes, ¢ adicionada a sintese surfactantes
organicos catidonicos para melhorar a dispersdo das particulas e agir adicionalmente como
templates. A introducdo destas moléculas facilita a formag¢ao de morfologias complexas e de

materiais com estruturas mesoporosas (diametro de poros entre 2 nm e 50 nm). Exemplos de
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templates e surfactantes para catdlises basicas sdo o brometo de centrimonio (CTAB) e a

dodecilamina [58,61].

3.2.2 A estrutura dos vidros bioativos

Os VBs possuem caracteristica amorfa e sdo estruturalmente formados por 6xidos formadores
de rede, modificadores de rede e oxidos intermediarios. Os 6xidos formadores de rede sdo
aqueles que nao precisam de componentes adicionais para que o vidro seja criado, exemplo
destes sao a silica (Si0z), o pentoxido de fésforo (P20s) e o tridxido de boro (B203). J& os
modificadores de rede sdo aqueles que afetam a estrutura do vidro, porque ligam-se a &tomos
de oxigénio ndo- ligantes (Si- O- M, onde M ¢é um cation modificador de rede), enquanto que

os oxidos intermediarios podem tanto agir como formadores quanto como modificadores [58].

A unidade basica de constru¢io dos vidros de silicato ¢ o tetraedro de SiO4*, que pode se ligar
ao vizinho através de atomos de oxigénio ligantes, formando ligacdes de Si- O- Si, como
mostrado na Figura 3.6. Esses tetraedros sdo comumente chamados de unidades Q", onde n
descreve o numero de atomos de oxigénio ligados ao tetraedro. Por exemplo, um tetraedro
ligado a outro tetraedro em cada um dos seus quatro vértices corresponde a quatro atomos de

oxigénio ligantes por tetraedro (Q*) [67].

Hidrélise

—_—

TEOS Si(OC,Hs) +
H,0+ 4cido ou base

Figura 3. 6: Reagdes no processo sol-gel para formagao de silica tetraédrica e nanoparticulas a temperatura
ambiente (Fonte: Adaptado de [8]).

A terceira categoria de componentes ¢ a de ions intermedidrios. Os fons intermediarios tém

forgas de campo cristalino situadas numa faixa entre os formadores de rede e os modificadores
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de rede. Como resultado, a incorporacdo de ions intermediarios em vidros bioativos pode ajudar
a melhorar certas propriedades do vidro, como a redu¢do da tendéncia de cristalizagdo [67].

Uma das formas de alterar a estrutura do VB e incrementar propriedades terapéuticas ¢ a partir
da adicao de ions que desempenham fungdes quimicas e/ou bioldgicas no meio ao qual estao

inseridos [68,69].
3.2.3 Incorporacio de ions terapéuticos ao vidro bioativo

A estrutura dos vidros bioativos podem ser inseridos alguns componentes, como moléculas
bioldgicas, farmacos e ions metalicos que exercem fungdes terapéuticas. Os ions metalicos
adicionais desempenham fungdes especificas, como a¢do antimicrobriana, antioxidante,
angiogénica, dentre outras. Exemplos destes ions e das fungdes que desempenham sdo a prata,
o galio e cério, com efeito bactericida; estroncio com inibicdo da atividade osteoclastica e
aumento da atividade metabolica de osteoblastos, podendo ser empregado no tratamento da
osteoporose; o calcio que pode favorecer a diferenciagdo osteoblastica, bem como a
precipitacdo de apatitas do material; e o cobalto que possui acdo angiogénica [9,12,70]. A

Figura 3.7 traz alguns dos ions empregados e suas agdes terapéuticas.

— Angiogenese
Co g Pt Simula a neovascularizac¢do via endotélio e
(Ce \Nbsf: —) por secregdo de fatores de crescimento

histamina, bradicinina, fator de ativagdo de
) plaguetas e interleuguinha-1

& i angiogénico
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> N -~ \A}j' # g
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9 &) @ —-— Afeta prostaglandinas, leucotrienos,
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AN 4 \\
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—) bactérias e a suas interagdes com as bases
no DNA ~

Figura 3. 7: Visdo geral das respostas biologicas aos produtos de dissolugéo ionica de vidros bioativos (Fonte:
Adaptado de [7]).

Na rota sol-gel existem duas formas de insercdo de ions a rede do vidro: 1) a partir da adi¢ao

de sais metalicos durante a sintese e 2) imergindo o material sintetizado em um banho de sais
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metdalicos. A primeira via de insercdo de ions a rede do vidro acontece por adi¢do de sais e
oxidos durante a formagdo de rede da silica, enquanto que a segunda via de inser¢do de ions a
rede do vidro acontece apds a obtencdo de particulas de silica, onde essas particulas sao
mantidas em uma solu¢do de ions que serdao adsorvidos na sua superficie; em seguida, o vidro
¢ novamente tratado termicamente para que os ions sejam difundidos para o interior da rede no
material [58,71,72] Neste estudo a segunda via de inser¢do de ions, chamada de método de

impregnacao pos-sintese, foi utilizada.

3.2.3.1 O Cério no Vidro Bioativo

O cério (Ce) ¢ o elemento quimico de numero atdmico 58 na tabela periddica, que possui massa
atomica 140 u e faz parte do grupo dos elementos classificados como lantanideos ou terras
raras. O cério € o mais abundante dos elementos terras raras e pode ser encontrado na natureza

na forma de 6xido de cério (CeO2) em minerais como bastinasita e monasita [73] .

O Ce ¢ um elemento eletropositivo capaz, portanto, de formar ligacdes idnicas com outros
elementos, uma vez que possui baixo potencial de ionizag¢do. A distribui¢@o eletronica do cério,
[Xe]4f' 5d!s%, mostra que o estado de oxidagdo mais estavel para este elemento é o (Ce III,
Ce*"), entretanto este estado pode facilmente oxidar para (Ce IV, Ce*") em solugio aquosa. No
estado tetravalente, o cério ¢ um forte agente oxidante e pode ser reduzido, por exemplo, por
perdxido de hidrogénio via reaco espontinea. Assim, os sais de Ce*" sdo mais utilizados como

precursores de cério para varios compostos [73].

Um dos compostos formados pela espécie Ce*" é o oxido de cério (CeO, ou céria). A céria
possui estrutura ctbica do tipo fluorita, como mostrado na Figura 3.8 (a). Esta estrutura tipo
fluorita confere a céria maior estabilidade que o 6xido formado pela espécie Ce*", o sesquidxido

(Ce203), que possui estrutura do tipo hexagonal, como mostrado na Figura 3.8 (b) [73].
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(a) (b)

Figura 3. 8: Estruturas cristalinas dos principais 6xidos de cério. (a) Estrutura cubica do tipo fluorita do CeO»;
(b) Estrutura hexagonal do Ce,Os. (Fonte: Adaptado de [74])

Devido a sua versatilidade oxidativa, o cério pode ser aplicado em diversas situagdes. Exemplos
sdo compostos de cério empregados em refino metalargico, ligas metalicas, anticorrosivos para
uso doméstico, células a combustiveis, medicina, dentre outros [73,75]. Nos campos da biologia
e medicina, as pesquisas relacionadas ao cério apontam para aplicacdes da presenga deste
elemento em compositos como agente fungicida, anti-inflamatorio e antitumoral. A atividade
antimicrobiana da céria ¢ associada a sua capacidade de entrar e/ou interagir com a membrana
das bactérias. Para explicar esta atividade antimicrobiana dois mecanismos de acdo sdo
estudados: 1) bloqueio do transporte de nutrientes para dentro da célula; 2) estresse oxidativo.
No primeiro mecanismo, estima-se que as particulas, especialmente as nanoparticulas, se
associem a locais especificos na célula, como transportadores e poros [75]. Para Kannan e
colaboradores (2014), este mecanismo deve-se a inativagdo de proteinas celulares e desativagao

de enzimas apés a penetragdo da céria na célula bacteriana [76].

O segundo mecanismo de a¢do antimicrobiana se baseia na variagdo do numero de oxidagao
(NOX) do cério, na alternancia entre Ce*" e Ce*' [77]. Estes ions podem combater espécies
reativas de oxigénio (ERO) (radicais livres) presentes na célula, como superdxido (O2), radicais
peroxil (ROO") e radicais hidroxil (OH"), ajustar/limitar a concentragdo de oxigé€nio no
microambiente e induzir atividades anti-inflamatdrias, pro-osteogénicas e pro-angiogénese no
organismo [78]. O perdxido de hidrogénio (H2O») € o tipo mais abundante de ERO presente em
células vivas e também ¢ o responsavel pelo dano oxidativo em células. Em quase todos os
organismos vivos, a enzima catalase ¢ a responsavel pela decomposi¢do do H>O> em oxigénio
e dgua, entretanto pode haver um desbalanco entre ERO e essa enzima causando doengas, como
aquelas devido a penetracao de bactérias no organismo durante uma inflamagao. A inflamacgao

frequentemente aumenta a geracao de ERO, e isso induz estresse oxidativo. Esse desequilibrio
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propaga a inflamacdo, o que pode levar tempo em demasia para que seja alcancada a
recuperagdo completa do organismo. Nesse cenario, 0xidos redutiveis, como a céria, que sao
eficazes na conversdo de ERO, representam bons candidatos como aditivos para biomateriais
por conferir propriedades antioxidantes semelhantes a enzima catalase [79]. Assim, estudos
recentes tém utilizado o elemento cério associados ao vidro bioativo para diminuir as respostas

inflamatorias e, consequentemente, o tempo de cura de uma lesdo [78,80].

A adicao de ions cério ao vidro bioativo aumenta a acdo bactericida do material [81,82]. A
maior parte dos estudos relacionados a adi¢ao de cério no VB sdo direcionados para a dopagem
do VB com céria, por ser um 6xido que age na regulagem do estresse oxidativo das células,
pois limita a quantidade disponivel de radicais livres de oxigénio [77]. Porém a céria ¢ um 6xido
que tende a reduzir a liberacdo de ions no VB, pois a céria tende a reagir com o foésforo
formando cristais aglomerados de CePO4 que, por sua vez, sdo pouco soliveis em meio

fisiologico [83].

Vidros bioativos baseados na composi¢dao 45S5 Bioglass® contendo diferentes porcentagens
de CeO» foram produzidos, por Lusvardi e colaboradores (2019), por rota de fusdo e foram
estudados sem fosforo na composi¢ao do material. Os testes in vitro mostraram que os vidros
ndo sdo citotoxicos para as células osteociticas, e que estimularam a proliferacao celular. O
estudo demonstra, portanto, que os vidros bioativos contendo céria e isentos de fésforo sdo bons
candidatos para o uso como biomateriais, pois poderia diminuir o tempo de recuperagdo de um
paciente, bem como a quantidade de farmacos utilizados por paciente num pos-operatorio [84].
Malavasi e colaboradores (2019) chegaram a conclusdoes semelhantes que Lusvardi e

colaboradores (2019) para o VB 45S5 Bioglass® associado ao cério [85].

Outros trabalhos, como o de Nicolini e colaboradores (2015) e Nicolini e colaboradores (2017)
tratam da capacidade dos vidros bioativos contendo Ce, baseados no 45S5 Bioglass®, de inibir
o estresse oxidativo em termos de reducdo do peroxido e superdxido de hidrogénio (O2"),
mimetizando a atividade da enzima catalase e a atividade da enzima superéxido dismutase. Os
ensaios para a mimetizagao da catéalise do cério visaram estudar se o material possuia agdo
antioxidante — tal qual particulas de céria ndo associadas a VB. Ja o teste da atividade enzimatica
da superdxido dismutase ocorreu para avaliar se o material conseguiria degradar o H>2O2 em
H>0 e O (oxigénio). Os autores, entdo, concluiram que quanto maior ¢ a concentragdo de cério

no VB, mais efetiva ¢ a capacidade antioxidante do material [86,87]. O papel da enzima catalase
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na dissociacdo do H>O> pela presenga céria em VB também foi estudado por Benedetti e
colaboradores (2018). Os autores observaram que vidros mesoporosos produzidos por rota sol-
gel, em relagdo aos VBs produzidos por rota de fusdo, possuem maior atividade mimética da
enzima catalase, uma vez que possuem maiores areas superficiais, sendo, portanto, mais

efetivos no combate a compostos que levariam ao estresse oxidativo de células [79].

Estudo in vitro de VB com o intuito de incorporar ions c€rio e analisar a sua bioatividade e
atividade bactericida foi realizado por Goh e colaboradores (2014). Para a producao do VB foi
utilizada a rota sol-gel. Os testes para analise da atividade bactericida in vitro para espécies do
tipo E. coli mostram que o vidro ¢ um bom candidato a aplicacdes onde esta agdo terapéutica ¢
requerida [81]. Estudos baseados na composi¢do de VB 80S também foram realizados. A
analise da estrutura de VB contendo cério (VB-Ce) feita em estudo de Shuti e colaboradores
(2012), deu-se a partir da sintese de microparticulas de VB-Ce via rota sol-gel e pela
caracterizagio do material através de 2°Si MAS NMR (espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de alta resolugdo com giro no angulo magico). Os resultados obtidos pelos autores
indicaram que o cério atua na rede do VB como modificador de rede, o que também foi

observado por Shruti e colaboradores (2013) [88,89].

Zhang e colaboradores desenvolveram VB multicomponentes (SiO; - Na,O — CaO — ZnO -
Ce02), assim combinando as propriedades terapéuticas dos ions cério e zinco para aplicacao
em regeneracdo de nervo periférico, quando associado a polimeros biodegradaveis como o
PLGA (poli(acido latico co-acido glicolico)). O trabalho discute o perfil de liberagdao de ions
de zinco e de calcio, entretanto a liberagao dos ions cério nao foi destacada. Porém, com estes
resultados, os autores afirmam que a razdo Ca:Ce estd intimamente relacionada a
interconectividade da rede do vidro, uma vez que enquanto a razdo Ca:Ce aumenta, a

interconectividade da rede de Si-O-Si tende a diminuir [90].

Zheng e colaboradores (2020) sintetizaram nanoparticulas de VB-Ce baseadas na composicao
do vidro 70S via rota sol-gel com metodologia de impregnacao apds a sintese. O tamanho de
particulas por eles obtidos variou entre 100 nm e 300 nm, indicando que se trata de um material
submicrométrico. Os autores mostraram a partir das analises de resultados das técnicas de UV-
vis e XPS que o cério foi incorporado a rede do VB em diferentes estados de oxidagdo, porém
a concentragio de Ce*" foi maior em relagio a concentragiio de Ce**. Nos resultados de ensaios

biologicos, os autores afirmam que houve redug¢ao da expressao de todos os genes pro-
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inflamatorios indicando que o material produzido possui ac¢do anti-inflamatdria. O material,
ainda, reduziu respostas ao estresse oxidativo, neutralizando os efeitos oxidantes induzidos por
agentes pro-oxidantes, como as nanoparticulas apenas de vidro [78]. A adaptagao desta sintese

foi empregada neste estudo para a producao de VB contendo ions cério.

Karakoti e colaboradores (2010) desenvolveram scaffolds de VB contendo nanoparticulas de
céria encapsuladas e estudaram a sua capacidade de estimular a producdo de colageno em
c€lulas tronco mesenquimais humanas (hMSCs). Apos 10 dias, as hMSCs produziram uma
quantidade significativa de colageno, quando comparados a produgao de coldgeno nos scaffolds
sem nanocéria [91]. Estes estudos mostram que a utilizagcdo do cério como agente terapéutico
pode ser eficaz na producao de coldgeno, quando associados ao VB, no tratamento de lesdes

cutaneas.

Outro estudo para aplicagdo em tecido dérmico foi realizado por Xie e colaboradores (2022),
onde foi investigada a influéncia do extrato de nanoparticulas mesoporosas de VB contendo
ions Ce na formagao de novos vasos linfaticos in vitro. O estudo mostrou que o VB-Ce ¢ capaz
de promover a proliferacdo e migra¢ao de células endoteliais linfaticas, além de promover a
formacdo da rede vascular linfatica. Portanto, o VB-Ce seria uma estratégia potencial para a
utilizacdo na cicatrizagao de feridas cronicas, uma vez que a cicatrizacdo de feridas estd

altamente relacionada ao sistema vascular linfatico [72].

3.2.3.2 O Cobalto no Vidro Bioativo

O cobalto (Co) ¢ o elemento quimico de nimero 27 na tabela periddica, possuindo massa
atdmica de 59 u e faz parte do grupo de elementos quimicos classificados como metais de
transi¢do. O cobalto ¢ encontrado em sua forma natural em rochas e minerais igneos e
sedimentares, e seus estados quimicos de oxidagao variam entre +1 e +5, mas os estados +1, +4
e +5 sdo raros de serem encontrados, sendo o Co (II) (Co*") e o Co (III) (Co*") mais comuns.

A formagdo de sais de Co ocorre a partir do Co (III) em meio acido, o que nao ocorreria com o

Co(II) por ser uma espécie menos reativa [92,93].

O cobalto pode ser encontrado no meio ambiente em peixes, dgua, nas plantas e cereais. J4 no
ser humano, a presenga do cobalto ocorre especialmente no coragdo, figado, rins e bago, sendo

a pele uma das principais vias de absorcao do elemento. Assim, em meio biologico, o Co
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empenha fung¢des para o desenvolvimento da vida, como componente da vitamina B12,
coenzima para mitose celular, desempenhando papel na geracdo de neurotransmissores, no
funcionamento do sistema imunoldgico, na regulacao da expressao génica e na prevencao de

doengas cronicas [93,94].

As aplicag¢des do Co envolvem intimeras aplica¢des industriais, como soldagem, ferramentas
diamantadas, retificacdo, catalisadores quimicos, usinas nucleares, industrias de pigmentagao,
dentre outras [93,94]. Na medicina, o Co ¢ utilizado no tratamento da menopausa € como
biomaterial (principalmente proteses) produzido a partir de suas ligas metélicas [94]. Ainda no
campo dos biomateriais, estudos mostram a producdo de VB associado ao cobalto (VB-Co)
para regeneragdo 0ssea, uma vez que o Co ¢ um agente angiogénico e auxilia na regeneragao

tecidual [95].

Os ions cobalto tem sido indicados como promissores para aplicagdes biomédicas, pois tém a
capacidade de interferir com os sensores de oxigénio no caminho da resposta a hipoxia. Este
fendmeno estimula a producdo de eritropoietina, levando a um aumento da capacidade de
transporte de oxigénio no sangue. Portanto, a ativag¢ao do fator induzivel por hipoxia (HIF) leva
auma codificacao de fatores de crescimento angiogénicos, resultando em crescimento de tecido

in vivo [96].

A resposta celular a baixa pressdo de oxigénio desempenha um papel fundamental na promogao
da cicatrizagdao de feridas. O HIF ¢ o principal ativador transcricional que regula a funcao
celular e a expressao génica em condi¢des hipdxicas. O HIF-1 ¢ um fator de transcrigdo
heterodimérico que consiste em duas subunidades, HIF-1a e HIF-1b. A subunidade HIF-1b ¢
constitutivamente expressa dentro do nucleo da célula, enquanto a presenca e atividade
mantidas de HIF-1a sdo reguladas por oxigénio. Durante condigdes normoxicas, o HIF-1a ¢
continuamente hidroxilado por prolilhidroxilases (PHDs) dependentes de Fe?" e oxoglutarato,
resultando em ubiquitinacdo rapida e subsequente degradacdo. Durante a hipdxia, a atividade
dos PHDs ¢ bloqueada, levando a estabilizacdo e acimulo de HIF-1a, que consequentemente
se transloca para o nucleo e se liga ao HIF-1b. O complexo HIF-1 combinado inicia a ativagao
dos genes alvo relacionados a neovascularizacao e regeneracao tecidual. A hipdxia pode ser
imitada artificialmente pela estabilizacdo da expressdo de HIF-1a, por exemplo, através da
adicdo de dimetiloxalilglicina (DMOG), um inibidor competitivo de PHDs de pequenas

moléculas. Foi relatado que curativos fibrosos de policaprolactona (PCL) liberadores de
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DMOG poderiam melhorar a angiogénese e o processo de cicatrizagdo em camundongos
diabéticos. Os ions cobalto (Co?") oferecem uma alternativa aos agentes que simulam hipoxia.
O Co?*" pode inibir a atividade dos PHDs, substituindo o Fe?" 14bil do centro de ferro, o que
resulta em HIF-1a artificialmente estabilizado em situagcdes normoxicas. A inducgdo de
condi¢des semelhantes a hipéxia e o efeito antimicrobiano de Co*" revelaram sua potencial

aplicagdo na cicatrizagdo de feridas [97].

Barrioni e colaboradores (2018) estudaram como dois tipos de sal precursor de cobalto
influenciam nas propriedades estruturais e de bioatividade de VB-Co sintetizados via rota sol-
gel. Para isso, foram utilizados os sais cloreto de cobalto e nitrato de cobalto. Os resultados de
difragdo de raio X (DRX) mostram que ao utilizar o precursor cloreto de cobalto, ocorre a
formacdo de cristais de oxido de cobalto (II, III), indicando que nem todo cobalto foi
incorporado a rede do VB como um modificador de rede. Porém, ndo foi detectada

cristalinidade ao utilizar nitrato de cobalto como precursor [98].

VBs-Co foram associados ao PVA para estudo de regeneragdo Ossea. Laia e colaboradores
(2020) desenvolveram scaffolds hibridos de PVA/VB-Co contando com a capacidade
terapéutica do VB em promover a osteogénese e a do cobalto em promover angiogénese. O VB
foi sintetizado via rota sol-gel e produzido com variacdo de cobalto entre 5 % e 10 % mol. O
estudo mostrou, a partir de uma andlise do produto da dissolugdo do material, que o cobalto ¢
liberado para o meio nas primeiras horas de imersdo em Simulated Body Fluid (SBF) e que a
presenca do cobalto ndo causa citotoxicidade as células endoteliais de veia umbilical humana.
Isto indica que o hibrido possui potencial aplicacdo como biomaterial com liberagdo de ions

cobalto como ion terapéutico associado ao PVA [95].

A producao de VBs multicomponentes contendo ions cobalto foi relatada por Moura e
colaboradores (2017). Os autores estudaram a producdo e caracterizagdo de um material
compdsito para aplicagdes em cicatrizacao de feridas. Os VBs foram obtidos pelo processo sol-
gel contendo em sua composicao ions metalicos de prata (Ag) e cobalto. Os ions Ag e Co foram
escolhidos devido as suas propriedades antibacterianas e angiogénicas, respectivamente, que
seriam benéficas no processo de cicatrizagdo de feridas. Fibras de PCL foram produzidas por
eletrofiagdo. As membranas desenvolvidas a partir das fibras de PCL contendo VB com fons

Ag e Co apresentam grande potencial para cicatrizagdo de tecidos moles. A partir dos resultados



44

obtidos, os autores levantaram a hipotese de que os curativos poderiam ser bons candidatos a

para melhorar a cicatrizagdo de feridas em tecidos especiais, como a pele [96].

Diante da revisao bibliografica realizada, observou-se que o uso concomitante de metais de
transicao com fins terapéuticos ganhou espago nas pesquisas académicas envolvendo materiais
bioativos. Logo, este trabalho se propds a utilizar ions de transi¢cdo Ce e Co para o tratamento

de lesOes cutaneas como alternativa ao uso de antibioticos sistémicos.
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4. ESTUDO DE NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE VIDRO BIOATIVO
CONTENDO CERIO E COBALTO

Este capitulo teve como objetivo a produgdo via rota sol-gel de nanoparticulas esféricas e
mesoporosas de vidro bioativo com incorpora¢do de ions terapéuticos Ce e Co através de
procedimento de modificagdo pds-sintese. A andlise das propriedades estruturais indicou que
os ions estariam incorporados na rede do VB tanto como modificadores, quanto como
formadores de rede. O perfil de liberagao de Si, Ce e Co foi monitorado durante 14 dias usando
solugdo simulada de exsudato de ferida (SEF), o que ndo havia sido relatado anteriormente na
literatura. Os comportamentos bioldgicos in vitro mostraram que Ce e Co tiveram um efeito
sinérgico sobre o meio, resultando em amostras com alta viabilidade celular e atividade
antibacteriana. Os nanomateriais obtidos mostraram resultados promissores para o tratamento

de feridas cutaneas.

Publicado em Journal of Non-Crystalline Solids (volume 613, 122391, 2023).
DOI: 10.1016/j.jnoncrysol.2023.122391
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4.1 Introducao

A pele humana ¢ o maior e mais externo 6rgao do corpo, e sua funcao primaria ¢ protegé-lo de
agentes externos [2]. De acordo com Lai-Cheong ¢ McGrath [99], a pele € um tecido epitelial
e mesenquimal complexo composto por uma epiderme estratificada em multiplas camadas,
estruturas anexais como foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, uma derme
contendo fibras de coldgeno e elastina, e uma camada de tecido adiposo subcutaneo subjacente.
A perda da integridade da pele expde o tecido subcutaneo, favorecendo a colonizacdo e
proliferagdo microbiana [18]. A cicatrizacdo da pele ¢ um processo complexo composto por
varias etapas, como hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelagcdo [100]. Quando uma
ferida estd em um estado persistente de inflamagdo, e ndo pode ser cicatrizada em um tempo
razoavelmente curto (menos de 12 semanas), ¢ chamada de ferida cronica [60]. Feridas cronicas
sdo causadas por deficiéncias celulares e moleculares, incluindo altos niveis de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e infeccdo persistente [4]. Outro fator importante a ser considerado em
relacdo a cronicidade das feridas € sua colonizagdo por bactérias patogénicas. A presenga de
bactérias patogé€nicas em uma ferida pode atrasar significativamente o processo de cicatrizagao.
Nesses casos, as bactérias podem interferir nos mecanismos naturais de cicatrizacao de feridas,
levando a inflamacao prolongada e danos teciduais [101,102]. Nesse contexto, a engenharia de
tecidos tem se dedicado ao desenvolvimento de materiais de uso topico capazes de melhorar a
eficacia do tratamento de feridas, a0 mesmo tempo que previnem o uso de fAirmacos sistémicos

e seus efeitos colaterais.

O vidro bioativo (VB), desenvolvido por Larry Hench ao final da década de 1960, se destaca
dentre os materiais bioativos utilizados em aplicagdes biomédicas para tecidos moles [103,104].
Quando aplicado em feridas, o VB induz o crescimento de fibroblastos, melhora a migragao
celular, promove a formag¢ao de vasos sanguineos e faz com que os fibroblastos se diferenciem
em miofibroblastos [7]. Esse comportamento acelera a cicatrizacao de feridas, reduz o tempo

de recuperagdo e diminui o uso de medicamentos sistémicos [84,105].

Vérios sdo os processos para se obter VB, mas o processo sol-gel tem recebido atengao
significativa pelas suas inimeras vantagens [106]. O processo sol-gel permite, dentre outras
possibilidades, a preparacdo de VB com elevada area superficial, estrutura mesoporosa,
tamanho de particula nanométrico e morfologia esférica [79,105]. Tais propriedades favorecem

a migracdo, adesdo, proliferacdo e diferencia¢do celular, estimulando, assim, a reparagao
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tecidual [107]. A preparacao de nanoparticulas esféricas e estrutura mesoporosa ¢ de particular
interesse, pois confere a esses materiais capacidades de liberacdo de farmacos/ions e

propriedades de fluxo adequadas para o contato direto com fluidos corporais [58].

A fim de aprimorar o carater terapéutico do VB, ions podem ser adicionados a rede do material.
Espécies como Ce [108] e Co [95] tém sido incorporadas ao VB para obter propriedades anti-
inflamatoérias, antimicrobianas e antioxidantes, como € o caso do cério, ou pela capacidade de
ativar a hipdxia (baixa pressao de oxigénio) e estimular a angiogénese, como € o caso do cobalto
[8,58,109]. Além das propriedades citadas, o Ce pode, ainda, suprimir a formag¢ao de espécies
reativas de oxigénio (EROs), inibindo o estresse oxidativo e reduzindo os niveis de perdxido
de hidrogénio e superdxido nas células, evitando a apoptose celular precoce [86]. Diante dessas
propriedades, o VB contendo ions Ce e o Co incorporados a sua rede tém potencial de uso no
tratamento de feridas cronicas [8,11]. Nanoparticulas de VB podem ser obtidas pelo processo
sol-gel usando varios métodos de incorporagdo, incluindo o processo de impregnacao pos-

sintese que mantem a forma, o tamanho e a dispersao das nanoparticulas de VB [72].

Virios sdo os trabalhos que combinam metais de transicdo na composi¢do de VBs com
potenciais aplicagdes em tecidos moles [90,96,110—112], entretanto a coaditivacao de Co e Ce
ainda nao havia sido estudada — até onde se tem conhecimento. Portanto, a coaditivagao de Co
e Ce no vidro bioativo a partir da rota sol-gel representa uma abordagem inovadora para o

desenvolvimento de materiais para aplicagdes em engenharia de tecidos moles.

Neste estudo, o processo sol-gel foi empregado para obter nanoparticulas de VB mesoporosas
coaditivadas com Ce e Co através do método de impregnacdo pds-sintese. Os materiais foram
caracterizados quanto as suas propriedades quimicas e estruturais, capacidade de liberacdo de
ions em meio simulado de exsudato de feridas e através da biocompatibilidade e atividade
antimicrobiana in vitro. Os avangos aqui encontrados podem elevar a eficacia dos tratamentos
de lesdes cutaneas para pacientes que sofrem com a situacdo e, consequentemente, melhorar a

qualidade de vida dessa populagao.

4.2 Materiais

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico (P.A.). Para a sintese dos vidros

bioativos foram utilizados: Agua Milli-Q com resistividade minima de (18,0 MQ.cm) a 25 °C;
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Tetraetil ortosilicato 98 % (TEOS, Sigma Aldrich); Acetato de Etila (Sinth), Brometo de Cetil
Trimetilamonio (CTAB, Sigma Aldrich); solug¢do de hidroxido de sddio 2 M, preparada a partir
de hidroxido de s6dio (NaOH, Neon); Etanol absoluto (99,8 %, Neon); Nitrato de cério (III)
(Ce(NOs):.6H:0, Neon); Nitrato de cobalto (Co(NO3),.4H20, Exodo Cientifica).

4.3 Sintese das nanoparticulas de vidro bioativo

4.3.1 Sintese das nanoparticulas de silica

As nanoparticulas mesoporosas de vidro bioativo foram sintetizadas a partir da metodologia
descrita por Chang e colaboradores [113], como esquematizado e enumerado por etapas na
Figura 4.1. No procedimento, uma solucao inicial (1) foi produzida a partir da dissolucao de
1 g de brometo de cetrimonio (CTAB) em 500 mL de 4gua deionizada que permaneceu sob
agitacdo mecanica a 600 rpm durante 10 min. Apods esta primeira etapa, a sintese das
nanoparticulas ocorreu a temperatura constante de 70 °C mantida por banho maria. Assim, a
solucdo resultante, houve a dissolucao de 3 mL de NaOH em concentragdao 2 M (2), seguida da
adi¢ao gradual de 5 mL de TEOS e 5 mL de acetato de etila. Apoés 1 h, o sistema ficou em
repouso (sem agitacdo) sob temperatura de 70 °C por 3 h (3). Em seguida, a suspensdo
resultante foi centrifugada (4) e o precipitado de particulas de silica recolhido. Para a etapa de
lavagem, o precipitado de silica foi disperso em 5 mL de etanol absoluto (5) em banho
ultrassonico (6) durante 15 min e a suspensdo foi centrifugada durante 15 min (7), sendo este
processo repetido por trés vezes. Apos a ultima lavagem, as particulas foram secas em estufa
por 24 h a 60 °C (8). Apds tratamento térmico a 550 °C por 6 h, em atmosfera a ar, com taxa de

aquecimento de 3 °C/min (9), as nanoparticulas de silica foram obtidas (10).
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Figura 4. 1: Representagdo esquematica da sintese de nanoparticulas de silica. (Fonte: Propria autora)

4.3.2 Incorporacao de ions terapéuticos as nanoparticulas de vidro bioativo

A incorporacdo dos ions terapéuticos escolhidos (cério e cobalto) foi feita de acordo com a
metodologia relatada previamente por Greasley [71]. Para a incorporacdo dos ions nas
particulas de vidro bioativo, o nitrato de cério (III) (Ce(NOs);.6H20) foi utilizado como
precursor de Ce e o nitrato de cobalto (Co(NO3)2.4H>0) foi utilizado como precursor de cobalto.
O protocolo de incorporagdo de ions ¢ descrito e enumerado na Figura 4.2: (1) as nanoparticulas
de silica obtidas pelo método sol-gel apresentado foram dispersas em agua deionizada, (2)
misturadas com uma solucao contendo as concentragdes em fracado molar indicadas na Tabela
IV.1 e (3) permaneceram em banho ultrassonico por 20 min. Em seguida, a suspensdo foi
centrifugada (4) para coletar as particulas, as amostras foram secas a 60 °C por 24 h (5) e depois
tratadas termicamente a 680 °C, por 3 h, a uma taxa de aquecimento de 2 °C/min (6). Apos o
tratamento térmico, as particulas foram lavadas por trés vezes com etanol (7) para remover o
excesso de ions que ndo foram incorporados na rede do vidro, sonificadas por 15 min (8) e
centrifugadas (9). Em seguida o material foi seco a 60 °C por 24 h (10) e, assim, foram obtidas
as amostras de VB (11). A concentragao da solugdo empregada na metodologia de impregnagao
pos-sintese afeta a incorporagdo de ions metalicos na estrutura do material [14]. Neste trabalho
foram utilizadas uma amostra controle de silica (VB-Si0;), composi¢des bindrias (Si-Ce e Si-
Co) e composigdes ternarias (Si-Ce-Co) a fim de estudar as caracteristicas de incorporagdo

destes ions concomitantemente.
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Figura 4. 2: Representacdo esquematica da metodologia de incorporagao de ions nas particulas de silica. (Fonte:
Propria autora)
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Tabela 4. 1: Amostras de vidros bioativos desenvolvidos neste trabalho e as respectivas

concentragdes (fragao molar) das solu¢des empregadas para incorporagdo dos ions.

Amostra Composic¢iao por fracio molar
SiO2 CeO2 CoO
VB-Si0; 1 - -
VB-1Ce 1 1 -
VB-1Co 1 - 1
VB-1CeCo 1 1 1
VB-0.5CeCo 1 0.5 0.5
VB-0.25CeCo 1 0.25 0.25
VB-0.1CeCo 1 0.1 0.1
VB-0.05CeCo 1 0.05 0.05
VB-0.01CeCo 1 0.01 0.01

4.4 Caracterizacao das nanoparticulas de vidro bioativo

Para todas as composi¢des de vidro bioativo desenvolvidas neste trabalho foram aplicadas as

técnicas de caracterizagcdo de materiais a seguir.

4.4.1 Analise da composicio quimica

Espectrometria de emissdo atdémica com plasma acoplado indutivamente (ICP- OES)
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A composicio das particulas foi analisada por meio de Espectrometria de Emissao Optica por
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) no equipamento Optima 7300 DV (PerkinElmer,
EUA). Para essa analise, 0,1 g das amostras foram transferidas para um cadinho de grafite,
contendo 0,7 g de metaborato de litio. Outra porcao de 0,7 g de metaborato de litio foi
adicionada e a mistura levada a mufla (950 £+ 25 °C) por 10 min. O cadinho foi retirado da
mufla, a mistura homogeneizada e, em seguida, colocada de volta no equipamento por
10 minutos adicionais (950 + 25 °C). Depois disso, a mistura foi transferida para um béquer
contendo 100 mL de solucdo de 4cido nitrico (10 % (v/v) e submetida a agitacdo até completa
dissolucdo. A solugdo resultante foi transferida para tubos falcon para armazenamento e
posterior analise. As concentragdes de Si, Ce e Co foram entdo analisadas pelo equipamento e

as proporg¢oes de SiOz, CeO2 e CoO foram calculadas em triplicata.

4.4.2 Analise da morfologia e distribuicio do tamanho das particulas

Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia superficial dos materiais foi observada em Microscopio Eletronico de Varredura
(MEV) FEI-Quanta 200 F, operando a tensao de 15kV. O MEV ¢ equipado com Espectrometro
por Dispersao de Energia (EDS) da EDAX Genesis, utilizado para avaliar qualitativamente a
composicdo quimica elementar da superficie das amostras. Todas as amostras foram
previamente preparadas para a andlise a partir da direta pulverizacao de grafite em fita adesiva

e condutiva de carbono.

Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

A morfologia e o tamanho das particulas foram avaliados com o auxilio de um Microscopio
Eletronico de Transmissao (Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI - 120Kv), operado a 120 kV. As
particulas de vidro bioativo foram dispersas em etanol na propor¢do de 0,1 mg.mL™'. Apés 30
minutos em banho ultrassonico uma gota da solucdo foi dispensada em grade de cobre de
400 mesh e pulverizada com grafite. Para a analise da periodicidade e simetria da estrutura dos
poros, as imagens obtidas foram processadas em Image J (versdo 2.1.4.7, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, EUA) para obteng¢@o do difratograma de Fourier por meio da analise de
transformada rapida de Fourier (FFT). Esta andlise FFT essencialmente transforma a fungao de

distribuicao de escala de cinza de uma imagem em uma fun¢ao de distribuicao de frequéncia, a
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partir da qual ¢ obtido um padrdo de difracdo [114]. Os diametros das nanoparticulas foram
avaliados a partir das micrografias de MET, sendo em média medidas 100 particulas para cada
amostra com a utilizacdo do programa Imagel] (Freeware National Institutes of Health) para

calculo do didametro médio e desvio padrao.

Espalhamento dindmico de luz (DLS)

A analise de espalhamento dinamico de luz (DLS) foi realizada para mensurar o diametro
hidrodindmico das particulas apds o tratamento térmico. O equipamento utilizado foi o
Zetasizer 3000 HS 1256. Este sistema ¢ equipado com um laser de 4 mW de hélio/neon, com
comprimento de onda de 633 nm e mede o tamanho de particula com a tecnologia de
retroespalhamento nao invasiva com um angulo de deteccao de 173°. As medi¢des de dispersao
de luz foram realizadas a 25 £1 °C. As medig¢des hidrodindmicas foram realizadas com angulo
de 90°. Os dados foram analisados de acordo com o método cumulativo para didmetro médio
aparente e indice de polidispersibilidade (PDI), o valor final foi uma média aritmética de 10
medicoes. Para avaliar o tamanho das particulas, as amostras foram preparadas a partir da

dispersdo dos VBs em metanol na concentragdo de 0,01 mL™".

Potencial Zeta

A analise de carga superficial do material por meio da carga superficial das particulas foi
mensurada a partir da analise do potencial Zeta. As particulas de vidro foram dispersas em agua
deionizada (0,1 mg.mL") e mantidas em banho de ultrassom por 30 minutos. O potencial Zeta
das dispersdoes foi mensurado a 25°C usando o equipamento ZetaPALS (Brookhaven
Instruments Corporation, EUA), com um comprimento de onda de luz laser de 660 nm (laser

de diodo vermelho de 35 mW) e o valor final foi uma média aritmética de 10 medigdes.

4.4.3 Analise das caracteristicas estruturais

Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo quimica a partir dos grupos funcionais presentes nas amostras, foi realizada

por Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Foi

empregada a técnica de Reflectancia Total Atenuada (ATR), com comprimentos de onda entre
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400 e 4000 cm’!, em equipamento Bruker Alpha, no decurso de 128 varreduras com resolugio

de 4 cm™ e com intervalos de 2 cm™.

Difracao de raio-X (DRX)

A analise de Difragdo de Raios X (DRX) foi empregada a fim de verificar as caracteristicas de
fases e organizagao estrutural das amostras de VB produzidas. Os espectros foram coletados no
equipamento Philips PANalytical PW1700 utilizando radiagdao Cu-Ka (A=1,5418 A) a
40kV/40mA. Os dados coletados estdo em 20 entre 3° e 90° com passo de 0,02° e tempo de

permanéncia de 1 s.

Espectroscopia Ultravioleta-visivel (UV-visivel)

A técnica de Ultravioleta-visivel (UV-vis) foi empregada nas amostras de VB para avaliar
qualitativamente o estado de oxidagdo dos atomos de cério e cobalto na matriz do VB. Os
espectros foram coletados no modo reflectancia difusa na faixa de 200 nm a 800 nm do

equipamento UV-visivel (Shimadzu UV-2600), utilizando o BaSO4 como referéncia.

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

A Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) identifica os elementos quimicos
na superficie da amostra, suas concentracdes relativas e seus estados de oxidacao. Sendo assim,
a analise de XPS foi utilizada para definir as ligacdes quimicas formadas pelos componentes da
amostra e, a partir desses resultados, propor um modelo que possa explicar a incorporagdo e/ou
interagdo dos ions cério e cobalto com a rede de silica. A analise de XPS foi realizada no
equipamento Kratos Amicus utilizando radiagdo Mg- Ka e 120 W. O sinal de C 1s (284,6eV)
foi utilizado como referéncia para a calibracao das energias de ligagao de diferentes elementos
para corrigir o efeito de carga. Os espectros de varredura foram realizados para verificar a
composicao elementar na superficie das amostras e as varreduras em alta resolugdo foram
realizadas para Si 2p, O 1s, Ce 3d e Co 2p para investigar a configuracdo das ligacdes quimicas.
A energia de ligagdo (BE) devido ao carregamento da amostra foi corrigida usando como
referéncia a linha central C 1s, deslocada para 284,8 eV. Os espectros de alta resolugdo foram

submetidos a deconvolugdo com ajuste Gaussiano [115].
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Adsorcio de nitrogénio por método BET

A técnica de adsorcao-dessor¢ao de N> pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET) foi
realizada a fim de se obter valores de area superficial especifica, porosidade total e diametro
médio de poros das particulas de VB. Para tal, foi utilizado equipamento Quantachrome9 com
medidas de 33 isotermas de adsor¢do-dessor¢do de N2 a 77 K. A 4rea de superficie especifica
foi determinada pelo método de BET, que utiliza os pontos dos dados de adsor¢ao na pressao
relativa (P/P,) na faixa de 0,01 a 0,30. A distribuicao do diametro dos poros foi calculada pelo
método BJH (Barrett, Joyner e Halenda) aplicada as curvas de dessorcdo. A dessor¢do ¢
preferivel a adsorc¢do para estes calculos, porque geralmente ocorre com menor pressao relativa,
sendo, portanto, considerada uma melhor aproximag¢ao do equilibrio termodinamico [9]. Os
tipos de isotermas foram avaliados de acordo com a sua forma e tipo de histerese entre os modos

de adsorgao-dessor¢ao.

4.4.4 Capacidade antioxidante das particulas

Teste da atividade mimética da enzima catalase

Para verificar se os VB mostrariam capacidade antioxidante, foram realizados os testes de
atividade de mimetizacdo da catalase nas amostras sintetizadas. Os testes foram realizados da
seguinte forma: amostras de VB foram imersas em solu¢do de H>O> nas concentracdes de 1 M
na propor¢do amostra/solugio de 5 g.mL!. As suspensdes ficaram a temperatura de 37 °C em
estufa, nos tempos de 0, 24, 96 ¢ 168 h. Decorridos os tempos pré-determinados, as amostras
foram filtradas e secas a 60 °C durante 12 h. Para avaliar se houve H>O: residual, foram
realizadas titulagdes com KMnO4 & concentragao de 0,1 N [86]. O ensaio foi realizado em

triplicata.

4.4.5 Analise da liberacio de ions em Solucio de Exsudato de Feridas (SEF)

O ensaio em Simulated Exudate Fluid (SEF) foi empregado para predizer a liberacao de ions

cério e/ ou cobalto presentes na estrutura das amostras de vidro bioativo.

Preparacio da Solucio de Exsudato de Feridas
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A solucdo SEF foi preparada de acordo com o protocolo de Khabbaz e colaboradores (2019)
[116]. A temperatura ambiente, 0.368 g de CaCl, e 8.298 g de NaCl foram adicionados a
1000 mL de 4gua até a completa dissolu¢do dos sais por homogeneizacao da solugao em balao

volumétrico.

Procedimento do ensaio de liberagao ionica

Inicialmente, as amostras produzidas foram imersas na concentra¢do 1,5 gmL™! em 15 mL de
SEF e foram mantidas a 37 °C por 1 h, 3 h, 24 h, 3d, 7d e 14 dias. A concentracdo utilizada
foi baseada em estudo in vitro que demonstrou viabilidade celular de VB em células promotoras
de regeneragdo tecidual dérmica [72]. A cada periodo de tempo, aliquotas de 1 mL foram
retiradas da solugdo e mais 1 mL de SEF foram repostos. Essas aliquotas foram diluidas em
8 mL de HNOs3 2% p/p para que quaisquer reacdes fossem encerradas e as solucdes
estabilizadas. Cada aliquota retirada foi analisada via ICP-OES para determinagao quantitativa

de Si, Ce, Co liberados em todas as amostras produzidas. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.4.6 Estudo bioldgico in vitro

Citometria de Fluxo

A cultura celular e a citometria de fluxo foram realizadas de acordo com os critérios de
biosseguranga recomendados [117]. Estes ensaios foram realizados utilizando duas linhas de
tumores de mama humanos, nomeadamente 4T1, MDA-MB-23 e HEK 293. Foi utilizado como
meio de cultura o meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM/Aldrich)
suplementado com soro fetal bovino (10 %) e estreptomicina (1 %). As células foram incubadas
a 37 % em incubadora Thermo 311 regulada para 37 °C e com atmosfera controlada (95 % O>
e 5 % CO2) e umidade (95 % UR). Depois que as células atingiram a confluéncia adequada, 1
x 108 células foram transferidas para placas de cultura celular de 12 pogos e mantidas a 37 °C
por 24 horas. Os seguintes grupos experimentais foram considerados (n = 3 por grupo): (i)
solugdo estéril de NaCl (0,9 % peso/vol.), como controle negativo; (ii) solu¢do de DMSO

(20 %), como controle positivo; (ii1) amostras.

A analise por citometria de fluxo foi realizada com o kit Fixable Viability Stain® V450-A (BD

Biosciences — Sao Paulo, Brasil), que foi capaz de discriminar entre células vivas e mortas. A
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apoptose e a necrose foram avaliadas com o método de coloragdo dupla de anexina V-PE/7-
amino-actinomicina D(7-AAD) (BD Bioscience, NJ, EUA). Os ensaios foram executados em
duplicata e 50.000 eventos foram considerados para cada amostra. Parametros como dispersao
lateral (SSC), dispersao lateral frontal (FSC) e emissdo V450 foram considerados. Todos os
materiais utilizados nestes ensaios foram previamente esterilizados e a manipulagao celular foi

realizada em Biosseguranga BIOSEG 12 Classe II tipo A1 (Grupo Veco, Sao Paulo, Brasil).

Analise da capacidade antimicrobiana das composicoes de Vidro Bioativo

Teste do disco- difusdo em agar

O teste de disco-difusao em agar (Método de Kirby Bauer) ¢ um método muito utilizado para
avaliar a sensibilidade aos antimicrobianos na pratica clinica em laboratérios. Trata-se de um
método versatil que permite testar a maioria das bactérias patogénicas [118]. Portanto, esse teste
foi empregado para avaliar a capacidade antimicrobiana dos materiais aqui sintetizados. Para a
realizagdo dos testes, as normas do BRCAST- EUCAST (2021) foram seguidas [119]. A cepa
bacteriana utilizada para preparar a suspensdo bacteriana foi o Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). Apods o preparo da suspensdo, a mesma foi ajustada a escala 0,5 de
McFarland, que corresponde a 1,5 x 10® UFC.mL"!. Posteriormente, com o auxilio
de swab estéril, a suspensdo foi semeada em placas de dgar Mueller Hinton e, em seguida, os
discos de 6 mm? das amostras de VB foram gentilmente alocados sobre o meio de cultura. Como
controle utilizou-se disco comercial de penicilina, que foi adicionado as placas com S.aureus.
Entdo, as placas foram incubadas em estufa microbiologicaa 35 °C por 18 h e, apos esse tempo,
foram realizadas as medidas do didmetro dos halos de inibigdo [119]. Os ensaios foram

realizados em quadruplicata.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos pela média + erro padrao da média. Os dados obtidos
foram analisados por ANOVA e as diferencas foram avaliadas pelo pds-teste de Tukey, na qual

os valores maiores que 0,05 foram considerados significativos.

4.5 Resultados e discussao
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4.5.1 Analises da composicao quimica dos Vidros Bioativos por ICP-OES

A composi¢do quimica (em % mol) dos vidros foi analisada através do método de fusdo de
metaborato de litio e analise de ICP-OES. Os resultados sao apresentados na Tabela 4.2. Neste
trabalho foi utilizado o método de incorporagdo de ions terapéuticos por impregnacao apos a
sintese das nanoparticulas de silica, que passaram posteriormente por processos de lavagem,
processo no qual o excesso de ions nao incorporados a rede do vidro ¢ lixiviado, alterando a
composi¢ao final do material [120]. Para a analise dos resultados foi considerado que todos os
elementos encontrados pela técnica formaram o6xido contendo uma tUnica fase, de modo a

facilitar a interpretacdo desses resultados.

Tabela 4. 2: Composi¢do quimica determinada pelo método de fusao de metaborato de litio e

ICP-OES (% mol) dos vidros bioativos.

Composicio mensurada (% mol)

Amostra SiO2 CeO2 CoO
VB-SiO» 100,0 £ 0,5 0+0 0+0
VB-1Ce 88,4+0,5 11,6 £0,1 0+0
VB-1Co 76,4 +£0,7 0+0 23,6 £0,1
VB-1CeCo 72,6 £0,2 13,8 £0,2 13,6 +£ 0,05
VB-0.5CeCo 83,4+0,1 8,3+0 83+0,1
VB-0.25CeCo 919+04 3,9+0,04 42+0,1
VB-0.1CeCo 96,0 = 0,05 2,10 1,9+ 0,03
VB-0.05CeCo 97,7+0,6 1,3 +0,1 1,0 £0,03
VB-0.01CeCo 99,2 +0,1 0,5 +0,01 0,3+0,02

Para a amostra de VB-Si0;, onde ndo foram adicionados ions terapéuticos Ce e Co, obteve-se,
portanto, composi¢ao de 100 % de SiO2, conforme esperado. A elaboracdo de sistemas bindrios
(VB-1Ce e VB-1Co) permitiu observar que a composi¢ao contendo 1 molar de Ce teve menor
incorpora¢do de ions (11.6 = 0.1 % mol) que a amostra contendo 1 molar de Co (23.6 +
0.1 % mol), podendo ser um indicativo de que ions cobalto tendem a incorporar maiores
concentragdes em % mol do que ions cério. Isso pode ser explicado pelo tamanho dos raios
ionicos dos ions Ce e Co, Tabela 4.3. O cobalto apresenta menores raios idnicos que o cério, o
que facilitaria a sua incorporacao na rede de silica através do processo de difusdo durante a

etapa de tratamento térmico [120—123].
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Tabela 4. 1: Raios dos ions dos elementos Cério e Cobalto
fon Ce’t Ce*" Co*" Co*"

Raio Iénico (A) 1.03 0.87 0.75 0.61

Para os sistemas ternarios, contendo SiOz, CeO; e CoO, a composi¢do quimica tornou-se
equivalente, onde a concentracdo em % mol de CeO; e CoO sdo similares para todas as
amostras. Criando um paralelo entre concentragao de Ce e Co presente nas amostras VB-1Ce e
VB-1Co, respectivamente, héd indicios de que a presenca do cério limita a incorporagdo de
cobalto. Kurtuldo e colaboradores (2021) compararam a incorporagdo de célcio e cério em
nanoparticulas mesoporosas de silica tanto a partir da impregnacgao desses em solugdo apenas
de cério (o calcio foi adicionado previamente na sintese), quanto em solucao contendo ions
cério e calcio [124]. Os autores mostraram através de analise de ICP-OES que ao adicionar ions
cério e calcio em uma mesma solucao precursora, os ions cério limitam a incorporagdo de ions
calcio [124]. Portanto, aqui, tal qual observado por Kurtuldo e colaboradores (2021), acredita-

se que os ions cério estariam concorrendo com os ions cobalto na rede de silica.

Através da andlise quimica dos materiais € possivel inferir que houve incorporacdo de ions Ce
e Co nos VB. Como esperado, a quantidade de Ce e Co incorporados na silica aumentou com
o aumento da concentragdo de Ce e Co na solugdo para impregnacdo, mostrando que a
composi¢ao final do vidro ¢ ajustavel a partir do método de impregnagao pos-sintese. A
dependéncia da incorporacdo de ions a partir da concentragdo de ions na solu¢do de
impregnacdo também foi observada em outros trabalhos [78,125]. Na literatura, estudos
indicam que maiores concentracdes de CeO expressam maiores viabilidade e proliferacao
celular, via contato direto, e maior capacidade de mimetizagao de enzima catalase - o que indica
maior capacidade de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio que causam danos celulares

[79,84,86].

4.5.2 Caracterizacao fisica dos vidros bioativos

Analises morfologica, de distribuicio e dispersao de particulas

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada a fim de se fazer uma avaliagao

preliminar da morfologia das amostras, enquanto a analise de espectroscopia de raios X por

energia dispersiva (EDS) foi utilizada para confirmar a presenca dos ions cério e cobalto na
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superficie das amostras. A Figura 4.3 apresenta as imagens dos vidros produzidos e seus
respectivos espectros de EDS. Nas imagens ¢ possivel identificar que todas as amostras
apresentam morfologia esférica, interessante para aplicacdes na engenharia de tecidos por
tenderem a exibir baixa citotoxicidade, menor resposta inflamatoria, melhorar a adesao celular
no material, aumentar a proliferacdo celular e promover a diferenciacdo em meio fisioldgico,
além de ter maior area superficial para a interagdo material polimérico/ceramico na producao

de nanocompdsitos que sejam responsivos ao meio [126,127].

A presenca do elemento Si foi observada em todos os espectros de EDS, indicando a formagao
de silica. J& os elementos Ce e Co foram observados nos espectros de EDS para as amostras
VB-1Ce e VB-1Co, respectivamente, bem como para a amostras VB-1CeCo; VB-0.5CeCo;
VB-0.25CeCo e VB-0.1CeCo. Para a amostra VB-0.05CeCo foi identificado apenas o elemento
Ce, enquanto para a amostra VB-0.01CeCo nao foram identificados os elementos Ce ¢ Co, o
que pode ter ocorrido devido ao limite de detec¢@o da técnica, uma vez que as amostras VB-
0.05CeCo e VB-0.01Ceco possuem menores concentragdes destes elementos, podendo ter

atingido o limite de sensibilidade de detec¢ao na técnica.
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Figura 4. 3: Micrografias de microscopia eletronica de varredura das amostras de vidro bioativo. (a) VB-SiO»;
(b) VB-1Ce; (c) VB-1Co; (d) VB-1CeCo; (e) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-
0.05CeCo e (i) VB-0.01CeCo. (Fonte: Propria autora)

A morfologia e o tamanho das particulas de vidro bioativo foram também avaliados por
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET), e as micrografias sdo apresentadas na Figura
4.4, onde foi possivel confirmar a formag¢ao de nanoparticulas com morfologia esférica, tal qual
indicado pelas analises de MEV, e a monodispersdo das amostras. E possivel identificar que ha
poros ordenados na estrutura do material, formando uma estrutura mesoporosa, devido a
utilizagdo do CTAB como surfactante na sintese das nanoparticulas de silica. O CTAB tende a
formar mesoporos hexagonais, tal qual identificado pelo padrao obtido através da transformada

rapida de Fourier (FFT) (imagens inseridas), com grau moderado de ordenacgao [114,128-130].

A literatura tem relatado que utilizagdo de CTAB como surfactante para a producao de materiais
porosos leva a maiores taxas de degradagdao do material, o que € interessante para o controle de
liberagdo de ions terapéuticos para o meio fisiologico [114,128,129,131]. Portanto, as
caracteristicas morfologicas (forma de esfera e estrutura mesoporosa), composicionais e
potenciais efeitos fisioldgicos (biodegradacdo, acdes antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatéria e angiogénica) dos vidros contendo Ce e Co tornam essas nanoparticulas
promissoras como cargas de compositos para vdarias aplicagdes terapéuticas, incluindo

cicatrizagdo de feridas cronicas [72].
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Figura 4. 4: Micrografias de Microscopia Eletronica de Transmissdo das amostras de vidro bioativo (a) VB-
Si0;; (b) VB-1Ce; (¢) VB-1Co; (d) VB-1CeCo; (¢) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-
0.05CeCo; (i) VB-0.01CeCo. O padriao de transformada rapida de Fourier (FFT) atribuido as micrografias
obtidas paralelamente ao longo da dire¢@o do eixo do poro também ¢ mostrado. (Fonte: Propria autora)

Foi observada a presenga de pontos escuros na superficie do material (indicados com setas
vermelhas), a exce¢do das amostras VB-SiO;, VB-0.05CeCo ¢ VB-0.01CeCo. A fim de
esclarecer a natureza destas regides escuras foi feita ampliag@o nestes locais com a amostra VB-

1CeCo (Figura 4.5), na qual foram identificados planos cristalinos nessas regides, indicando
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que se trata de material cristalino — diferentemente da silica que possui natureza amorfa -,
possivelmente devido a formagao de 6xido de cério e/ou cobalto, depositado na superficie ou
nos poros do material [132,133]. Portanto, esses pontos pretos indicam a presenga de segunda
fase na superficie do material. E possivel que o processo de lavagem apds o tratamento térmico
ndo tenha sido capaz de remover por completo subprodutos cristalinos do tratamento térmico,
uma vez que os O0xidos podem estar incrustados a superficie das particulas. A formacao de
segunda fase na superficie de amostras de vidros bioativos produzidos via rota sol-gel também
foi observada por varios autores [78,81,134]. Zheng e colaboradores 2020; e Goh e
colaboradores (2014) mostraram que, no caso de VB contendo Ce, a presenga de segunda fase
pode auxiliar no aumento da acdo antimicrobiana do material [78,81]. J4 no caso de segunda
fase em um material contendo cobalto ¢ associada a degradag¢dao do perdxido de hidrogénio,

agindo como um mimetizador da enzima catalase [135].

Figura 4. 5: Micrografia da regido da amostra VB-1CeCo onde foram identificados planos cristalinos e
ampliacdo dos planos cristalinos identificados na amostra.
A analise de DLS foi realizada para a obtenc¢do do didmetro hidrodindmico médio das particulas de vidro
bioativo sintetizadas. A Tabela 4.4 apresenta os resultados do didmetro das particulas por analises de MET e
DLS. (Fonte: Propria autora)
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Tabela 4. 2: Diametro médio de nanoparticula das amostras de acordo com analises de MET e

DLS, indice de polidispersividade e potencial Zeta.

Amostra Diametro médio Diametro médio PDI Potencial
MET (nm) DLS (nm) Zeta (mV)
VB-SiO» 53+2 78 +2 0.31£0.02 -183+0.2
VB-1Ce 66 +2 166 + 12 0.1 +0.01 -28.1+04
VB-1Co 46 £ 1 152+9 021+0 -31.8+0.3
VB-1CelCo 66 +2 152+11 0.20+0 -19.2+2.0
VB-0.5Ce0.5Co 77 +2 128 £ 11 0.26+0.04 -18.4+03
VB-0.25Ce0.25Co 61 +2 111+£3 023+0 -29.0 £0.03
VB-0.1Ce0.1Co 65+ 1 101+ 16 0.34+0.01 -24.0+0.02
VB-0.05Ce0.05Co 75+2 94 + 16 0.32+0.1 -285+0.4
VB-0.01Ce0.01Co 73 +2 87+ 20 0.33+£0.1 -19.2+0.1

Na medi¢ao direta do tamanho de particulas por MET, observou-se que as particulas se
encontram entre 53 nm e 75 nm, ou seja, menores que 100 nm sendo, portanto, classificadas
como nanoparticulas. Houve um aumento do didmetro médio para as particulas em que os ions
Ce e Co foram incorporados em relacdo a amostra contendo apenas SiOz (VB-Si0,). Efeito
similar foi observado na analise do diametro hidrodindmico da particula por DLS, no qual a
amostra VB-SiO; apresentou menor didmetro (78 + 2 nm), aumentando de acordo com o teor
de Ce e Co incorporados nas nanoparticulas. Ou seja, o diametro hidrodinamico das particulas
tendeu a aumentar da seguinte maneira: VB-SiO> (78 £ 2 nm) < VB-0.01CeCo (87 £ 20 nm) <
VB-0.05CeCo (94 + 16 nm) < VB-0.1CeCo (101 + 16 nm) < VB-0.25CeCo (111 + 3 nm) <
VB-0.5CeCo (128 £ 11 nm) < VB-1CeCo (152 = 11 nm) = VB-1Co (152 £ 9 nm) < VB-1Ce
(166 = 12 nm).

Valores mais elevados de didmetro médio das particulas foram obtidos para as analises
realizadas por DLS quando comparados com os valores avaliados por MET, conforme
esperado, uma vez que essa técnica avalia o raio hidrodinamico das particulas. No entanto, a
formacao de agregados de nanoparticulas em suspensdo pode também estar relacionada com o
aumento do diametro médio observado por DLS, além da influéncia da deposicdo de uma
segunda fase na superficie e poros do material [58,136].

O Indice de Polidispersividade (PDI, em inglés) ¢ definido pela norma ISO 22412:2008
(Particle Size Analysis — Dynamic light scattering (DLS)) como a medida adimensional que
varia entre 0 e 1 [137]. Com valores de PDI entre 0 e 0.1 sistemas nanoparticulados sao

considerados altamente monodispersos [138]. Portando, como os valores de PDI encontrados
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neste estudo variaram entre 0.1 = 0.01 e 0.34 + 0.01 pode-se afirmar que os sistemas ndo se
encontram com alta dispersdo em meio aquoso. Logo, os valores de didmetro das particulas
obtidos por DLS referem-se a aglomerados, o que justifica o seu aumento em relagdo aos

valores encontrados na medigao direta do tamanho de particula por MET.

Através da andlise de potencial Zeta (PZ), a pH 7, observou-se que todas as particulas possuem
carga negativa em sua superficie, que variaram entre -18.4 = 0.2 mV (VB-SiO;) e -31.8 +
0.3 mV (VB-1Co), o que desfavorece a aglomeracao [139]. A carga negativa presente na
superficie do material ¢ justificada pela presenca de grupos de Si-OH na superficie externa das
nanoparticulas, que possuem cargas negativas [140], e auxiliam na adsor¢do de proteinas na
superficie do vidro durante as interacdes com as membranas celulares [109,141]. Este trabalho
nao observou periodicidade entre os valores de PZ das amostras, entre si, que justificassem

aumento ou diminui¢do da adsor¢ao dos ions Ce ¢ Co.

4.5.3 Analises das caracteristicas estruturais das particulas

A técnica de UV-vis foi empregada com o intuito de identificar os estados de oxidagao dos ions
cério e cobalto nas amostras de vidro bioativo. A Figura 4.6 apresenta os espectros de UV-
visivel obtidos para cada uma das amostras avaliadas neste trabalho. A amostra VB-SiO> nao
apresentou banda de adsor¢ao especifica no comprimento de onda entre 200 nm a 800 nm, pois

o SiO2 ndo absorve radiagdo nesta faixa [142].
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Figura 4. 6: Espectros de Uv-vis das amostras de vidro bioativo (a) VB-SiOz; (b) VB-1Ce; (¢) VB-1Co; (d) VB-
1CeCo; (e) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-0.05CeCo e (i) VB-0.01CeCo. (Fonte:
Propria autora)

De acordo com Nicolini e colaboradores (2017), o Ce*" absorve luz na faixa entre 250 nm e
300 nm, enquanto Ce*" absorve luz na faixa entre 350 nm e 400 nm [86]. Os espectros apds a
incorporagdo de Ce no VB mostram picos amplos entre 250 nm e 400 nm, logo, tanto as
espécies Ce** quanto Ce*" devem estar presentes nas amostras, indicando que além dos ions,
pode haver a presenca de Ce2O3 e CeO; na superficie do material [87,142]. Os estados de
oxidagdo Ce** e Ce*" sdo interessantes nas aplicagdes do VB especialmente devido a sua rapida
capacidade de interconversdo, conferindo ao VB propriedade de mimetizagdo de enzimas
(superoxido oxidase, catalase e oxidase) que possuem capacidade antioxidante para quase todas
as espécies nocivas de oxigénio intracelular, consequentemente evitando a morte celular e

auxiliando na regeneracgdo do tecido, apresentando um importante papel biologico [86].



69

Os picos centrados nos comprimentos de onda de 450 nm e 725 nm indicam a presenga de
cobalto nos estados de oxidagdo Co*" e Co**, respectivamente, nas amostras contendo cobalto
em diferentes concentragdes. A banda de absor¢cao em 450 nm pode ser relacionada a transi¢ao
de transferéncia de carga O* — Co?", enquanto que a banda de absor¢io em 725 nm ¢é relatada
a transi¢do de transferéncia de carga O> — Co’" [143]. Portanto, dois componentes sdo
possiveis em relacdo ao cobalto: o 6xido de cobalto (CoO) e o 6xido de cobalto (11, IIT) (C0304),
que possui estrutura espinélica (sitios tetraédricos (Co*") e octaédricos (Co>") mistos) [144].
Assim, o Co304 apresenta duas energias de gap correspondentes aos dois estados de oxidagao
do cobalto, Co®" e Co?"[145], o que indica que o composto presente nas amostras pode ser tanto

0 CoO, quanto o Co304.

Os espectros de FTIR dos vidros sintetizados podem ser observados na Figura 4.8, e as
principais bandas de absor¢do estdo listadas na Tabela 4.5. As composi¢cdes quimicas de VB
produzidos apresentaram espectros com as bandas tipicas de VB. A banda centrada em
1070 cm™! pode ser relacionada ao estiramento assimétrico de Si-O-Si, enquanto que a banda
centrada em 966 cm™! ¢é reportada para o Si-O- (Si-O-ONL) com um oxigénio nio ligante (ONL)
por tetraedro de SiO4 [120,141,146]. A banda de 800 cm™ pode ser associada ao estiramento
simétrico vibracional de Si-O-Si, e banda centrada em 450 cm™ e 0 ombro em 1200 cm™ podem

estar relacionados a vibrac¢ao de Si-O-Si e também ao Si-O de vidro amorfo [120,141,146].
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Figura 4. 7: Espectro FTIR dos vidros bioativos produzidos (1400- 400 cm™): (a) VB-SiO»; (b) VB-1Ce; (c)
VB-1Co; (d) VB-1CeCo; (e) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-0.05CeCo e (i) VB-
0.01CeCo. (Fonte: Propria autora)
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Tabela 4. 3: Principais bandas vibracionais associadas aos vidros bioativos

Amostra Numero de onda (cm™) Atribuicao Referéncias
VB-SiO» 966 Estiramento Si-OH [120]
VB-Si0; Estiramento [120][141]
VB-1Ce 1070 assimétrico de Si-O-
VB-1Co Si
VB-0.01CeCo 200 Estiramento [120][141]
VB-0.05CeCo simétrico de Si-O
VB-0.1CeCo [120][141]
VB-0.25CeCo 450 Vibragao de Si-O-Si
VB-0.5CeCo
VB-1CeCo
VB-1Co 663 Vibragio (ABO3), O- [146,147]
VB-0.25CeCo Co*
VB-0.5CeCo 573 Vibragao (OB3), O- [146,147]
VB-1CeCo Co’"

Para as amostras contendo ions terapéuticos Ce e/ou Co houve diminui¢cdo da banda centrada
em 960 cm™, que pode facilmente ser visualizada na amostra VB-SiO», indicando que ao

adicionar ions a silica, ha aumento da conectividade de rede, tornando o material mais denso

[120].

As bandas distintas em 663 cm™ e 573 cm™! sdo caracteristicas do estiramento Co-O, presentes
no Co20s[146]. A banda centrada em 663 cm™ pode ser atribuida a vibragio ABO;, onde A
denota 0 Co*" em um posi¢io tetraédrica, enquanto a banda centrada em 573 cm™ pode ser
associada com a vibragdo OB; na rede espinela, onde B denota Co*" em posi¢do octaédrica
[146,147]. Porém, essas bandas ndo foram perceptiveis para as amostras VB-0.1CeCo,
possivelmente por essa amostra ter baixa concentracao de Co. Nao foi possivel identificar a

formagdo do Co30; pela analise de FTIR nas amostras VB-0.05CeCo ¢ VB-0.01CeCo.

Além das bandas relacionadas ao estiramento Co-O e da banda centrada em 960 cm™ no VB-
Si0,, ndo foram identificadas outras diferengas entre os espectros das amostras de VB obtidas.
Como isso, observa-se que as amostras VB-Si0; parecem possuir uma maior concentragao de

ligagdes Si-OH, logo, uma rede de silica mais aberta.

Os padrdes de difragao de raio X (DRX) obtidos para as amostras sao apresentados na Figura

4.9. Através dos padroes encontrados ¢ possivel confirmar a natureza amorfa do vidro, com
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formag¢ao de um halo disperso em 2 0 entre 15° e 30° para cada uma das amostras, caracteristico
dessas estruturas [89]. Para as amostras VB-1Ce, VB-1Co, VB-1CeCo, VB-0.5CeCo, VB-
0.25CeCo e VB-0.1CeCo ¢ possivel visualizar fases cristalinas nos padroes de DRX. Na
amostra VB-1Ce, picos de difragdo com valores em 20 proximos a 28°, 33°, 47°, 56°, 69°, 76°,
79° e 88° foram observados, sendo caracteristicos do 6xido de cério (IV) (CeO»), ICDD 00-
043-1002 (JCPDS card n° 43-1002) [148], enquanto para a amostra VB-1Co os valores em 260
proximos a 19°, 31°, 36°, 38°, 45°, 55°, 59°, 65°, 77° e 78° sdo caracteristicos do 6xido de
cobalto (II, III) (Co304), ICDD 01-071-0816 (JCPDS card n°® 71-0816) [148]. Esses picos de
cristalinidade, referentes ao Ce e ao Co, corroboram os resultados apresentados na analise de
UV-visivel, confirmando a presenga de CeOz e Co304 nas amostras contendo ions cério e/ou
cobalto. Na analise de DRX nao foram identificados picos referentes ao 6xido de cobalto II

(Co0), ICDD 00-048-1719 (JCPDS card no. 43-1004) [149].
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Figura 4. 8: Padroes de DRX das amostras de vidro bioativo (a) VB-SiO,; (b) VB-1Ce; (¢) VB-1Co; (d) VB-
1CeCo; (e) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-0.05CeCo e (i) VB-0.01CeCo. (Fonte:
Propria autora)

O oxido de cério (IV) apresenta baixa solubilidade em meio aquoso, o que poderia dificultar a
liberacdo de ions Ce*" para o meio. Porém, estudos mostram que o CeO> auxilia no aumento da
atividade de cicatrizacio de feridas devido ao seu estado de oxidacdo dupla (Ce>"/Ce*"), além

de eliminar espécies reativas de oxigénio (ERO) do local da lesdo e auxiliar na produgdo de
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colageno e hidroxiprolina, que sdo marcadores para cicatrizagdo eficaz de feridas [150,151].

Além disso, a céria pode reduzir a inflamagao cronica e promover angiogénese [152].

De acordo com Tang (2018) e colaboradores, a fase cristalina Co304 também ¢ pouco soluvel
em meio aquoso, o que poderia dificultar a liberagdo de ions cobalto para o meio [98]. Porém,
a fase Co304 ¢ associada a degradacdo do perdxido de hidrogénio, agindo como um
mimetizador da enzima catalase [135]. Entretanto, para fins de estabilizacdo do HIF-1a e
neoformacdo de vasos sanguineos, o estado de oxidagdo Co>" (CoO) tem sido preferido, em
detrimento de espécies de Co** (ambos presentes no CoszOs) [97]. Estudo realizado por
Mendoza e colaboradores (2001) explica a precipitacdo de 6xido de cobalto na superficie da
silica produzida via rota sol-gel. De acordo com os autores, parte dos ions cobalto (precursor
nitrato de cobalto) adicionados a sintese mdifundem do volume para a superficie do material
formando uma camada superior rica em cobalto que ¢ oxidada pelo oxigénio presente no meio

e, assim, a oxidacdo do cobalto levaria a formaria de Co3O4 na superficie do material [153].

Indicios da presenca dos 6xidos de cério (IV) e cobalto (II, III) puderam ser identificados nas
micrografias de MET como precipitados nas superficies das amostras VB-1Ce, VB-1Co, VB-
1CeCo, VB-0.5CeCo, VB-0.25CeCo e VB-0.1CeCo, o que indica que os ions adicionados as
sinteses ndo foram completamente incorporados como modificadores ou formadores de rede na
estrutura do vidro ou lixiviados em etanol durante o processo de lavagem. No entanto, na
amostra VB-0.05CeCo, foram identificados apenas picos referentes ao CeO2, e para a amostra
VB-0.01CeCo, apenas o halo amorfo foi observado. Portanto, ao diminuir a concentracao de
ions presentes na solucdo precursora hd diminuicao da precipitacdo de material cristalino
(6xidos) na superficie do vidro, o que pode ser um indicativo da incorporacdo dos cétions

Ce**/Ce*" e Co*" na amostra VB-0.01CeCo [98,141].

A estrutura das amostras de VB também foi analisada por meio de XPS, e o espectro de
varredura ¢ apresentado na Figura 4.10. Linhas Auger e de fotoemissao caracteristicas de Si 2p,
O 1s, Ce 3d e Co 2p, constituintes das amostras sintetizadas dos vidros bioativos, foram
identificadas. Devido ao carregamento elétrico das amostras ¢ a fim de calibrar a energia de
ligacdo (BE), a banda correspondente a C 1s, observada no espectro de alta resolucao de todas
as amostras foi empregada para o ajuste e seu valor foi regulado para 284,8 eV [154,155], uma
vez que o carbono ¢ tido como um contaminante naturalmente presente na superficie de

amostras [156].
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Figura 4. 9: Espectros de varredura de XPS para as amostras. (a) VB-SiOz; (b) VB-1Ce; (¢) VB-1Co; (d) VB-
1CeCo; (¢) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-0.05CeCo e (i) VB-0.01CeCo. (Fonte:
Propria autora)
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Os resultados de energias de ligagcdo para cada amostra e seus respectivos componentes estao

apresentados na Tabela 4.6.
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A Figura 4.11 apresenta o espectro de alta resolugdo Si 2p para as amostras de VB obtidas,
sendo observadas bandas centradas entre 103.4 eV e 104.6 eV referentes ao 6xido de silicio -
Si0; [156,157]. Um valor mais elevado de BE foi encontrado para a amostra VB-SiO»
(104,6 eV) quando comparado a amostras contendo ions terapéuticos Ce e Co. Esse valor foi
reportado na literatura [ 134] e associado a auséncia de cations metalicos modificadores de rede.
Além disso, o VB mesoporoso possui em sua superficie um elevado ntimero de grupos
hidroxilas (Si-OH), que ¢ um grupo retirador de elétrons (mais eletronegativo), fazendo com
que a BE seja deslocada para valores mais altos quando comparados a silica produzida por fusao

(103,9 eV) [158].
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Figura 4. 10: Espectros de XPS de alta resolugdo de Si 2p para as amostras. (a) VB-SiO»; (b) VB-1Ce; (c) VB-
1Co; (d) VB-1CeCo; (e) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-0.05CeCo e (i) VB-
0.01CeCo. (Fonte: Propria autora)

Os valores maximos da banda de Si 2p foram deslocados para valores mais baixos apos a
incorporacdo de cobalto para todas as amostras contendo este ion, porém o mesmo nao foi
observado com a adi¢do de cério (VB-1Ce, 104,6 eV). A literatura indica que o deslocamento
de BE para valores mais baixos estd associado a presenca de grupos com baixas

eletronegatividades, o que indica cations metalicos (M") atuando como modificadores de rede
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na superficie do material [134,159]. Esses ions rompem a estrutura da silica, quebrando a
ligacdo Si-O-Si, que apresenta oxigénio ligante (bridging oxigen - BO), formando uma ligag¢ao
ionica Si-O-M", que apresenta oxigénio ndo-ligante (non-bridging oxigen - NBO) [141]. Esse
mesmo comportamento (deslocamento de banda) foi observado por Mekki e colaboradores
(1997) em estudo voltado para a andlise da estrutura de vidros de silicato de s6dio contendo
cobalto [160]. Mekki e colaboradores (1997) apenas sugerem que qudo maior a concentragao
de cobalto nas amostras, maior o deslocamento da curva, ndo apresentando mais explicagdes
sobre o fenomeno [160]. Assim, os espectros de Si 2p apresentam deslocamentos que podem

ser atribuidos a modificacdo da rede do VB pelo Co.

Os espectros de alta resolucao O 1s obtidos para os VBs sdo apresentados na Figura 4.12. Todas
as amostras apresentaram uma banda principal bem definida com maximo entre 532,7 eV e
533,9 eV, associada ao oxigénio ligante, e uma banda menor foi observada nas amostras VB-
1Ce e VB-1CeCo em energia de ligacdes mais baixas (529,7 eV a 530,7 eV), associada a
contribuic¢des de oxigénios ndo-ligantes [161]. Também ¢ possivel observar que a presenca do
cobalto afetou os espectros das amostras VB-1Co, VB-1CeCo, VB-0.5CeCo, VB-0.25CeCo,
VB-0.1CeCo, VB-0.05CeCo ¢ VB-0.01CeCo deslocando as curvas para menores BE em
relacao ao VB-SiO; e ao VB-1Ce.

A presenca acentuada de bandas relacionadas a contribuicdes NBO em VB-1Ce e VB-1CeCo
indica que os ions Ce estariam agindo como modificadores de rede nas nanoparticulas
mesoporosas de silica, gerando a ruptura da rede e consequente maior formagao de ligagdes Si-
O™ [88]. No entanto, a prevaléncia de BO na amostra VB-1Co indica que o Co pode também

atuar como ion formador de rede no VB [145].
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Figura 4. 11: Espectros de XPS de alta resolugdo de O 1s para as amostras. (a) VB-SiO»; (b) VB-1Ce; (c) VB-
1Co; (d) VB-1CeCo; (e) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-0.05CeCo e (i) VB-
0.01CeCo.. (Fonte: Propria autora)

Os espectros de alta resolugdo Ce 3d para as diferentes amostras contendo esse elemento sdo
apresentados na Figura 4.13. As trés bandas da faixa de energia de ligagao de 920,7 eV a
901,2 eV das amostras contendo Ce correspondem ao estado de acoplamento da 6rbita de spin
Ce 3ds2, enquanto os outros trés picos com energias de ligagdo de 901,8 eV a 883 eV estdo
associados ao estado Ce 3ds» [162]. Os picos proximos a 918 eV (920,7 eV; 917,4¢eV e
916,9 eV) sao relacionados ao estado de oxidagdo do Ce (IV), ja as bandas proximos a 884 eV
(886,4 ¢V e 883,0 eV) sao relatados para o Ce (III) [162]. A andlise de XPS para as amostras
contendo ions Ce elucida a presenga tanto de CeO2, quanto de Ce203. Com relagdo aos espectros
de ampla resolugao de Ce das amostras VB-0.1CeCo, VB-0.05CeCo ¢ VB-0.01CeCo, nao foi

possivel obter a definicdo dos picos referentes ao cério, possivelmente devido a menor
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quantidade de ions Ce presentes na amostra, podendo a técnica ter atingido o seu limite de

detecgdo (aproximadamente 10 nm).

Intensidade (a.u)

y T T - | ' T '
910 900 890 880

Energia de Ligacao (eV)

T
920

Figura 4. 12: Espectros de XPS de alta resolugdo de Ce 3d para as amostras. (a) VB-1Ce; (b) VB-1CeCo; (c)
VB-0.5CeCo; (d) VB-0.25CeCo; (e) VB-0.1CeCo; (f) VB-0.05CeCo e (g) VB-0.01CeCo. (Fonte: Propria
autora)

Os espectros de alta resolucdo Co 2p para as diferentes amostras contendo esse elemento sao
apresentados na Figura 4.14, sendo formado por duas bandas caracteristicas do desdobramento
dos multipletos Co 2p32 e Co 2pi., identificados em aproximadamente 780 eV e 796 eV,

compativeis com valores de compostos de cobalto relatados na literatura [160,163].
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Figura 4. 13: Espectros de XPS de alta resolucdo de Co 2p para as amostras. (a) VB-1Co; (b) VB-1CeCo; (c)

VB-0.5CeCo; (d) VB-0.25CeCo; (e) VB-0.1CeCo; (f) VB-0.05CeCo e (g) VB-0.01CeCo. (Fonte: Propria
autora)

De acordo com os valores de BE, os estados de oxidagio sdo referentes ao Co*>* e ao Co>* [155],
juntamente com caracteristicas de shake-up de satélites observados ao lado da maior BE
(aproximadamente 790 eV) [98,155]. De acordo com Nare e colaboradores (2022),
especificamente o pico de baixa intensidade em 796 eV ¢ atribuida a fase Co304, enquanto que
Moteki e colaboradores (2011), citam o fato de pico entre 780 eV e 780,7 eV ser atribuido a
fase CoO [164]. Portanto, as caracteristicas relativas aos picos sdo amplas, o que sugere que ha
uma mistura de diferentes compostos de cobalto (CoO e Co3z04) nos VB contendo Co [165,166].

Apesar da segunda fase CoO nao ter sido identificada via DRX, indicativos da sua presenca

foram obtidos através da analise de XPS.
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Trabalhos anteriores afirmam que o deslocamento de bandas para menores BE esta associada a
ligacdo de atomos metalicos aos atomos de oxigénio nao-ligante, tornando a superficie do VB
mais conectada, o que pdde ser visualizado a partir da adigdo de Co a composi¢ao dos VB
[167,168]. Portanto, ¢ possivel que: 1) parte do cobalto e do cério adicionados as amostras de
VB precipitaram como 6xidos, tal qual indicado pelas analises de MET, DRX, UV-vis e FTIR;
2) parte dos ions Co foi incorporada a rede dos VB como formador de rede, como indica os
espectros de Si 2p e O 1s [159,169,170]; e 3) parte dos ions Co e Ce esta presente no material

como modificador de rede, tal qual indica o espectro de O 1s.

A partir das analises estruturais empregadas neste trabalho, sdo sugeridas as estruturas internas
— “bulk” do material (Figura 4.15) — e a superficie dos materiais (Figura 4.16) para as amostras
de VB produzidas neste trabalho. Nas figuras, os ions Si agem como formadores de rede, os
ions Ce agem como modificadores de rede e os ions Co agem tanto como formadores, quanto
como modificadores de rede - tal qual pode ser verificado neste trabalho a partir das analises
realizadas. Além disso, a partir das imagens de MET notou-se que a formacao de 6xido nas

amostras seria superficial, portanto, assim foram consideradas na representagdo esquematica.

Figura 4. 14: Imagem esquematica da estrutura do volume interno das amostras de VB contendo ions Ce e Co.
(Fonte: Propria autora)
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Figura 4. 15: Imagem esquematica da estrutura da superficie das amostras de VB contendo ions Ce e Co.
(Fonte: Propria autora)

4.5.4 Analises das caracteristicas texturais das particulas

A érea superficial, o tamanho dos poros e a distribui¢ao dos poros em funcao da analise de
adsorcdo de nitrogénio pelos métodos BET e BJH, respectivamente, confirmam informagdes
importantes da silica mesoporosa sintetizada para a potencial aplicagdo como biomaterial. A
Figura 4.17 mostra as isotermas de adsor¢do-dessorcao e o perfil de distribuicdo de tamanho de

poros (grafico inserido) obtidos através das analises.
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Figura 4. 16: Isotermas de sor¢éo de nitrogénio e distribuigdes de tamanho de poro (grafico inserido) para (a)
VB-Si0,, (b) VB-I1Ce, (c) VB-1Co, (d) VB-1CeCo; (e) VB-0.5CeCo, (f) VB-0.25CeCo, (g) VB-0.1CeCo, (h)
VB-0.05CeCo e (i) VB-0.01CeCo. (Fonte: Propria autora)

As isotermas de adsor¢ao-dessorcao de todas as amostras foram identificadas como do tipo IV,
de acordo com os critérios estabelecidos pela IUPAC, que sdo proprias de materiais com
caracteristica mesoporosa, tipicos de materiais sintetizados na presenca de CTAB, nos quais 0s
poros encontram-se na faixa de 2 nm a 50 nm [139,142,171]. A mesoporosidade em VB possui
varios atributos tinicos que os tornam excelentes candidatos para uma ampla gama de aplicagdes
farmacologicas e biomédicas, pois podem ter a sua capacidade de carga de farmacos e ions
terapéuticos aumentada devido a alta area superficial e aos grandes poros uniformes — o que
pode auxiliar na efetividade do tratamento de feridas [172]. Além disso, estudos mostram que
a utilizagdo de nanoparticulas mesoporosas de silica para o tratamento de feridas diminui o

tempo de cicatrizagdo, elimina a necessidade de suturas e ainda ha a eliminagao do material no
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organismo de forma sincrona a formacdo de novo tecido [173]. Os loops de histerese das

isotermas sdo do tipo H1, o que indica que os poros estdo em formato de canais cilindricos [89].

A area superficial especifica obtida pelo método BET, o volume de poros e o didmetro médio
de poros estdo apresentados na Tabela 4.7 e estdo de acordo com as areas superficiais de silica
mesoporosa encontradas na literatura, entre 200 m>.g™' e 800 m>.g”' [174]. A partir da Tabela
4.7, infere-se que a area superficial dos VBs produzidos apresentaram diminuicao da area
superficial em relagdo a silica pura (amostra VB-Si03), possivelmente pela obstrucao de parte
dos mesoporos durante a impregnacdo de ions Ce e Co [142,162,175]. Essa tendéncia de
diminuicdo de area superficial também foi observada por Zheng e colaboradores (2020) quando
incorporaram ions Ce a SiO; num processo de impregnacao pos-sintese [78]. Fouad e
colaboradores (2011) observaram que a area superficial de VBs sintetizados com diferentes
concentragdes de Co diminuiu com o aumento da adicdo de Co ao VB, de acordo com os
autores, isso pode estar relacionado a ocupacgdo da rede de SiO: por espécies de cobalto [176].
Em comparagdo a amostra VB-SiO» (720 m2.g™), é possivel observar que a formulagio de
sistema bindrio a partir da inser¢do de ions Ce (VB-1Ce, 453 m2.g™") diminui a area superficial
do material, mas ndo tanto quanto a inser¢io de ions Co (VB-1Co, 359 m>.g!), possivelmente
pela maior concentragdo em % mol de oxido (23,6 % mol CoO e 11,6 % mol CeO,,
respectivamente) presentes nas amostras. A partir da constituicdo do sistema ternario (VB-
xCeCo, onde x indica a concentracdo em % mol dos ions terapéuticos), concentragdes mais
altas de ions (VB-1CeCo, VB-0.5CeCo, VB-0.25CeCo ¢ VB-0.1CeCo) levaram a menores
4reas superficiais (327 m2.g"!, 355 m2.g"!, 403 m2.g"! e 476 m2.g’!, respectivamente), enquanto
que as concentragdes mais baixas de ions (VB-0.05CeCo ¢ VB-0.01CeCo) obtiveram areas
superficiais mais elevadas (547 m?.g™!' e 525 m?.g™!, respectivamente). Ainda que o ordenamento
apresentado seja a titulo de comparagdo entre as amostras, todos os VB aqui sintetizados
possuem alta area superficial. Pinna e colaboradores (2020) observaram que a area superficial
de particulas mesoporosas de SiO> diminuiu apés a impregnagdo pds sintese e justificaram
através de uma possivel obstrugcdo dos poros pela presenga de 6xidos nos mesmos [162]. O
mesmo foi observado por Zheng et al (2020) [142]. A presenga 6xidos na superficie do material
tende a nao afetar a aplicacdo dos VB em meio fisioldgico, uma vez que durante a dissolugao
do vidro esses 6xidos sdo liberados e apresentam caracteristicas favoraveis no meio como agao

antiinflamatoria, antioxidante e angiogénica [142].
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Tabela 4. 5: Propriedades texturais obtidas pelos métodos BET e BJH para as amostras VB-
Si0;, VB-1Ce, VB-1Co, VB-1CeCo, VB-0.5CeCo, VB-0.25CeCo, VB-0.1CeCo, VB-
0.05CeCo e VB-0.01CeCo.

Amostra Area Superficial Volume Total de Didmetro Médio
(m’.g"") Poros (cm’.g™) do Poro (nm)

SiO; 720 0,6 4 0
VB-1Ce 453 0,5 4

VB-1Co 359 0,8 9

VB-1CeCo 327 0,3 4

VB-0.5CeCo 355 0,3 4

VB-0.25CeCo 403 0,7 7

VB-0.1CeCo 476 0,5 4

VB-0.05CeCo 547 0,7 5

VB-0.01CeCo 525 0,7 5

O volume total de poros obtido pelo método BJH foi pouco afetado para as amostras VB-
0.25CeCo (0,71 cm?.g™!), VB-0.1CeCo (0,52 cm3.g™!), VB-0.05CeCo (0,66 cm®.g") e VB-
0.01CeCo (0,65 cm?.g™"), em relagdo a amostra VB-SiO2 (0,63 cm?.g™!). Porém, o volume total
de poros foi amplamente afetado para as amostras VB-1Ce (0,45 cm3.g™"), VB-1Co (0,76 cm?.g”
1, VB-1CeCo (0,32 cm?.g™!) e VB-0.5CeCo (0,33 cm?.g™!). Observa-se que apds a impregnagio
de Ce na silica (VB-1Ce) houve a diminui¢do do volume total de poros do material, enquanto
que a impregnacao de Co na silica (VB-1Co) levou a um aumento do volume total de poros do
material. Isso se justifica, como pode ser visto nas micrografias de MET, pelo fato de que nas
particulas de VB-1Ce ha formagdo de oOxido nanoestruturado cobrindo a superficie das
particulas, o que pode ter afetado o volume total de poros do material, enquanto que nas
particulas de VB-1Co sao formadas particulas de 6xido que se assemelham em tamanho as
nanoparticulas de vidro bioativo e que parecem estar dispersas na amostra. Logo, as particulas
de VB-1Ce tenderiam a ser mais densas, com menor volume total de poros, que as particulas
de VB-1Co. Com relagdo aos sistemas ternarios VB-1CeCo e VB-0.5CeCo, por serem VB com
maiores concentracdes de ions terapéuticos, Ce e Co, elas possuem tanto 6xidos cobrindo as
particulas, quanto nanoparticulas de 6xidos (mais conectadas que as nanoparticulas de VB-
Si0,), assim como pdde ser visto nas analises de MET, o que reduziria o volume total de poros
quando comparadas as particulas dos sistemas binarios. Portanto, a presenca de 6xidos nas
particulas influenciou diretamente nos valores de area superficial e volume total de poros das
amostras, ou seja, quanto maior a quantidade de 6xidos, menores as medidas de area superficial

e volume total de poros dos VBs.
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O diametro de poros obtido pelo método BJH, mostrou que as amostras VB-1Ce (4,0 nm), VB-
1CeCo (3,9 nm), VB-0.5CeCo (3,7 nm), VB-0.1CeCo (4,3 nm), VB-0.05CeCo (4,8 nm) e VB-
0.01CeCo (5,0 nm) possuem uma distribui¢do homogénea de tamanho de poros. A amostra VB-
Si0; (3,5 nm) apresentou menor tamanho de poros dentre todas as amostras, possivelmente
devido a auséncia dos ions terapéuticos Ce e Co em sua estrutura, que agem como
modificadores de rede e causam rupturas na conectividade da silica [88,89,177,178]. Maiores
valores de didametro médio de poro foram encontrados para as amostras VB-1Co (8,5 nm) e
VB-0.25CeCo (7,1 nm), o que pode ser relacionado a juncao de poros menores para formagao

de poros maiores [70].

Os resultados obtidos indicam que, apdés a modificacdo da superficie, as nanoparticulas
mantiveram sua forma e estrutura mesoporosa e ainda exibiram elevada area superficial e
volume de poros, que sdo atraentes para uma variedade de aplicacdes biomédicas, como
liberagdo de ions terapéuticos [175]. Particulas mesoporosas ainda exibem maior bioatividade
do que particulas densas, € podem incorporar mais facilmente espécies de importancia
biologica, como proteinas especificas e farmacos, que podem ser liberadas de maneira
controlada, agindo assim como um sistema de liberacdo de drogas [174,175]. A elevada area
superficial permite maior/rapida interagdo com o meio no qual estiver inserido, ou seja, sua
superficie possui alta biorreatividade [179]. Além disso, sdo materiais atrativos para a producao
de biocompdsitos, ja que tendem a interagir com maior facilidade com a superficie do polimero,

auxiliando na formag¢ao de um sistema de liberagdo controlada de ions terapéuticos [180].

4.5.5 Analise da acio antioxidante das nanoparticulas de vidro bioativo

A enzima catalase € o catalisador mais eficiente para converter peréxido de hidrogénio (H202)
em O e H>O e proteger as células contra o efeito toxico causado pelo H2O2[181]. A conversao
de H>0O, em espécies menos reativas € vital para abrandar o processo inflamatorio em feridas
cronicas, levando a recuperacdo do tecido lesionado [79]. O mecanismo de acdo dessa enzima
catalisadora ¢ a partir da diminui¢do da barreira de energia que deve ser superada antes que a
reacdo de decomposi¢do ocorra, portanto, a energia de ativagdo da reacdo catalisada pela
enzima ¢ menor do que a nao catalisada pelas enzimas [135]. Materiais que contenham
elementos como o Ce e o Co tendem a ser capazes de mimetizar essa catalise, simulando a
atividade da enzima catalase [79,182]. Portanto, o ensaio de atividade mimética da enzima

catalase foi empregado neste estudo para avaliar a capacidade de degradacao do H>O» pelas
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amostras, de acordo com a Eq. 4.1., de modo a demonstrar que a presenca de Ce ¢ Co nos

materiais € capaz de auxiliar a prevengao do estresse oxidativo produzido pelo H>O [183].

2H202 = O + 2H20 Eq4.1

A Figura 4.18 relata os resultados das titulacdes das solugdes apos a imersdo das amostras em
solugdo 1M de H»O; por diferentes tempos, onde ¢ possivel observar que as amostras

produzidas exibiram niveis diferentes de atividade catalitica - decomposi¢ao do H>O».
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Figura 4. 17: Decomposi¢do do H>O,, a 37°C, apds 0Oh (to), 24h, 96h ¢ 168h de imersdo das amostras (a) VB-
Si0s; (b) VB-1Ce; (c) VB-1Co; (d) VB-1CeCo; (e) VB-0.5CeCo; (f) VB-0.25CeCo; (g) VB-0.1CeCo; (h) VB-
0.05CeCo e (i) VB-0.01CeCo em diferentes tempos de imersdo. (Fonte: Propria autora)

E possivel observar que a amostra VB-SiO, praticamente ndo degradou o H2O; e a diferenca
observada nos tempos de 96h e 168h pode ser relativa a instabilidade da solugdo [86]. Em
relacdo ao mesmo periodo de teste, a amostra VB-1Co degradou mais rapidamente o H>O> do
que a VB-1Ce, o que indica que o Co seria responsavel por maior parte da degradagao do H,O»
nas demais amostras contendo estes ions. J& a amostra VB-0.01CeCo possui perfil de

degradagdo proximo ao perfil de degradacdo da amostra VB-1Ce, indicando que uma
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concentragdo de Co inferior a 0.3 % mol ¢ menos efetiva para a degradagdo do H>0», portanto
a espécie responsavel pela maior parte da degradacao apresentada pela amostra VB-0.01CeCo
seria o cério. Também ¢ possivel observar que a degradagdo do H»O, ¢ dependente da
concentracao dos ions, isto €, quanto maior a concentragao de ions, maior a degradacao de H,O»
para o mesmo tempo de teste. Nicolini e colaboradores (2017) observaram que hd uma
dependéncia da concentragdo de Ce no VB com a degradagdo do H2O». Os autores mostraram
que quanto maior a concentragao de Ce no VB, maior a atividade catalitica do material [86].
Essa tendéncia também foi observada por Varini e colaboradores (2019) [184]. Em relagao ao
cobalto, Malavasi e colaboradores (2020) mostraram que a presen¢a deste ion no VB tende a
degradar completamente o H>O, em poucas horas de imersdo do material numa solugdo 1M de
H>0; [182]. As equagdes a seguir indicam possiveis mecanismos de decomposi¢ao do H,O»
pelas espécies de Ce (Eq. 4.2 e Eq.4.3) e Co (Eq.4.4, Eq. 4.5, Eq. 4.6, Eq.4.7 ¢ Eq.4.8)
[135,182].

Ce** + H,0;, — Ce*' + OH" + OH™ Eq.4.2
Ce*" + H,0, — Ce*" + HOy' + HY Eq.4.3
H,0, + OH™ & OOH™ + H,0 Eq.4. 4
Co(III) + OOH™ — Co(II)’OOH Eq.4.5
Co(II)’OOH — Co(II) + "0:H Eq.4. 6
Co(II) + H20, — Co(IIl) +"OH + OH~ Eq.4.7
"OH + '0:H — H,0 + 0, Eq4.8

Portanto, o ensaio de atividade mimética da enzima catalase mostrou que todas as composi¢des
de VB reduziram a barreira de energia para a decomposicao de H>O», sendo capazes de

mimetizar a atividade desta enzima com sucesso.

4.5.6 Analise da liberacio de ions em Solucio de Exsudato de Feridas (SEF)

O ensaio de liberagdo i6nica ¢ amplamente utilizado para avaliar a capacidade de dissolucao de
uma dada composicdo de VB em diferentes meios, por exemplo Simulated Body Fluid,
Modified Eagle Medium [177] e Phosphate Buffered Saline [185], além de avaliar — quando
necessario - a formagdo de hidroxiapatita carbonatada na superficie do material. A maioria
desses meios, entretanto, ndo simula a composicdo quimica da secrecdo extra corpoérea de

exudato de feridas (SEF). A SEF pode ser facilmente produzida a partir da dissolugdo de
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cloretos de sodio e calcio em dgua e ¢ usualmente utilizada para simulacdo da absor¢do de
exsudato por curativos [116]. Portanto, aqui, pela primeira vez reportado na literatura, até¢ onde
se tem conhecimento, o ensaio de liberagao de ions do VB foi feito em uma solu¢ao simulada
de exsudato de feridas, uma vez que nao ¢ do interesse do estudo da cicatrizacao feridas a

capacidade do VB em formar hidroxiapatita.

A Figura 4.19-a mostra o perfil de liberacao de Si para as amostras de VB sintetizadas neste
estudo. O valor maximo de liberagao de Si ocorre para a amostra VB-SiO; no tempo de 168 h
com 66 ppm, seguido de liberacdo constante dos ions. Esse perfil pode ser observado também
para as amostras VB-1CeCo, VB-0.5CeCo e VB-0.05CeCo, o que estaria indicando que a partir
de determinado tempo em contato com a SEF, a liberacao de Si atingiria um patamar e ficaria
constante. Ja pra as amostras VB-1Ce, VB-1Co, VB-0.25, VB-0.1 e VB-0.01, ao contrario das
demais amostras, apos o pico de liberagdo houve queda abrupta da liberagdao de Si chegando
proximo a 0 (aproximadamente 0,3 ppm) indicando que as amostras liberariam maior
quantidade de Si nas primeiras horas do ensaio. A literatura afirma que a liberagao de Si em
biomateriais na faixa de 0,1 ppm a 100 ppm pode favorecer a citocompatibilidade, pois, nesta
faixa, o Si pode causar estimulos que levam a proliferagdo celular, consequentemente
auxiliando na regeneracgao tecidual [186]. Para a regeneracao dérmica, especialmente, o silicio
tem papel estrutural importante, pois auxilia nas sintese de colageno e ativa enzimas,

melhorando a resisténcia e a elasticidade da pele [187].
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Figura 4. 18: Perfil de liberaggo de ions (a) Si, (b) Ce, (c) Co para amostras apds imersdo em SEF. (Fonte:
Propria autora)

Os perfis de liberagao de Ce para as amostras de VB produzidas neste estudo sdo apresentados
na Figura 4.19-b. A amostra com maior liberacao de ions Ce foi a VB-0.01CeCo, alcangando
0,59 ppm apos 72 h, e mantendo-se constante apds esse periodo de tempo. As demais amostras
apresentaram pico de liberagdo de Ce em 24 h de ensaio: VB-1Ce (0,04 ppm), VB-0.1CeCo
(0,18 ppm), VB-0.25CeCo (0,05 ppm). As amostras VB-1CeCo e VB-0.5CeCo ndo
apresentaram liberacao significativa de Ce que pudesse ser detectada pela técnica utilizada. Tal
qual esperado, ndo houve identificagdo de ions Ce nas amostras VB-SiO; e VB-1Co. Estudo
realizado por Salinas e colaboradores (2011) mostra que a liberagdo do cério para o meio €
dependente da solugdo simulada utilizada no teste de liberacao, uma vez que ao utilizar de SBF
o cério liberado reage com o fosforo, formando um precipitado, e assim diminuindo a sua

disponibilidade em solucdo (maximo 0,04 ppm) [188]. Isso mostra que, para fins de
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regeneracdo dérmica, o uso de SEF ¢ uma op¢do mais interessante para analisar o

comportamento de liberagcdo do Ce para o meio.

A Figura 4.19-c mostra os perfis referentes a liberagio de Co. E possivel observar que a maior
liberagdo de Co ocorreu no tempo de 168 h (7 dias) para as amostras VB-1CeCo (2,25 ppm),
VB-0.5CeCo (1,75 ppm), VB-0.25CeCo (1,36 ppm) e VB-1Co (1,26 ppm), enquanto que para
as amostras VB-0.1CeCo, VB-0.05CeCo ¢ VB-0.01CeCo a liberacao maxima de cobalto foi
apos 24 h de contato com a solugao de SEF. Tal qual era esperado, nao houve identificacao de
ions Co nas amostras VB-1Si0; e VB-1Ce. Estudos mostram que a toxicidade do cobalto por
estresse oxidativo esta intimamente relacionada com a faixa de concentracao do ion no meio
(10 ppm a 14 ppm) e com o tempo (acima de 1 semana) em que esse ion esta em contato com
as células [189—-192]. De acordo com Azevedo e colaboradores (2010), a faixa de concentracao
fisiologicamente ativa do Co no meio ¢ de 3 ppm a 15 ppm [159]. Portanto, amostras de VB
contendo cobalto podem ser empregadas em concentragdes acima de 1,5 g/ em meio simulado
de exsudato de feridas para maior liberacao de Co, seja o VB utilizado isoladamente ou
empregado para obtengdo de um compoésito de matriz polimérica no tratamento de feridas

cronicas.

Os resultados para o ensaio de liberagao de ions em SEF mostraram que as amostras com
maiores concentragdes concomitantes de Ce ¢ Co (VB-1CeCo ¢ VB-0.5CeCo) tendem a ter
menor liberacdo (detectavel) de Ce, enquanto a liberacdo de Co ¢ maior. Por se tratarem de
amostras com precipitados cristalinos insoltiveis em meio aquoso (tal qual identificados via
UV-visivel e DRX), ¢ possivel que a maior parte do Ce adicionado esteja precipitado nas
amostras, portanto, os 6xidos ficaram retidos no filtro (malha 0,22 pm) apds a filtragem das

solugdes utilizadas no ensaio.

Estudos em modelos animais mostraram que, ao utilizar 6xido de cério (céria) para tratamento
de feridas, a deposi¢@o de colageno e a taxa de fechamento da ferida foram maiores, pois a céria
auxilia na elevada produgdo de colageno e hidroxiprolina que sdo marcadores para cicatrizagao
eficaz de feridas [150,151]. Desta forma, a céria terd papel fundamental na associagdo com o

VB para evitar a mé formagao de cicatrizes em feridas cronicas.

4.5.7 Estudo biologico in vitro
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Analise da viabilidade celular

A técnica de citometria de fluxo foi empregada neste trabalho a fim de analisar a viabilidade
celular e citotoxicidade dos vidros bioativos a partir da integridade da membrana celular de
células embriondrias de rim humano (HEK293), carcinoma mamario murino (4T1) e
adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231). Além disto, esta andlise também visou obter

informacdes importantes sobre o mecanismo das células mortas.

O espalhamento do feixe de laser ao longo de seu caminho (FSC) como funcdo do seu
espalhamento lateral (SSC) medido em um angulo de noventa graus sdo apresentados nas
Figuras 4.20-a a4.20j,4.21-aa4.21-j e 4.22-a a 4.22-]. Assim, FSC ¢ proporcional ao diametro
da célula e ¢ principalmente devido a difracdo de luz na superficie da célula. Estes graficos
revelam um perfil de baixa citotoxicidade dos VBs, onde se observam populagdes significativas
de células vivas (pontos verdes). Por outro lado, o SSC esté associado a luz refratada ou refletida
na interface entre o laser e as estruturas intracelulares, fornecendo informagdes sobre a

granularidade das células examinadas [193].
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Figura 4. 19: Avaliacdo in vitro da biocompatibilidade em células HEK-293 por citometria de fluxo. Grafico de
SSC em fungdo de FSC (a) Controle negativo; (b) VB-SiO»; (¢) VB-1Ce; (d); VB-1CO; (e) VB- 1CeCo; (f) VB-
0.5CeCo; (g) VB-0.25CeCo; (h) VB-0.1CeCo; (i) VB-0.05CeCo; (j) VB-0.01CeCo. Analise de viabilidade
celular (a.1) Controle negativo; (b.1) VB-SiO; (c.1) VB-1Ce; (d.1); VB-1CO; (e.1) VB- 1CeCo; (f.1) VB-
0.5CeCo; (g.1) VB-0.25CeCo; (h.1) VB-0.1CeCo; (i.1) VB-0.05CeCo; (j.1) VB-0.01CeCo. (Fonte: Propria
autora)
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Figura 4. 20: Avaliacdo in vitro da biocompatibilidade em células 4T1 por citometria de fluxo. Grafico de SSC

em fungdo de FSC (a) Controle negativo; (b) VB-SiO»; (¢) VB-1Ce; (d); VB-1CO; () VB- 1CeCo; (f) VB-

0.5CeCo; (g) VB-0.25CeCo; (h) VB-0.1CeCo; (i) VB-0.05CeCo; (j) VB-0.01CeCo. Analise de viabilidade

celular (a.1) Controle negativo; (b.1) VB-SiO»; (c.1) VB-1Ce; (d.1); VB-1CO; (e.1) VB- 1CeCo; (f.1) VB-

0.5CeCo; (g.1) VB-0.25CeCo; (h.1) VB-0.1CeCo; (i.1) VB-0.05CeCo; (j.1) VB-0.01CeCo. (Fonte: Propria
autora)



x1000 (a)Controle Negativo %1000
250 L 250
200 200
< < <
9 o
(mb 150 a 150 g
a
100 100
50 - 50
0 - ki o :
0 — : . -102 0 10+ 10¢ 10° 10° 10
107 A%, do 1 Anexina- FITC-A
' (e.1) VB-1Ce
;51300 (c) VB—l(_:ew N—— (c.1) .
200
<
¥ 150
A
100
50

50

100 150
FSC-A
(e) \{B~1CeC_q

200

(a.1)Controle Negativo

- LR
oY . b :
0 50 100 150 200 3250 108 10* 10°
FSC-A ¥1000 a0
VB-0.25CeCo
qu‘h 5 (&) T o 10°
250 "o :
200 10°
< 150 g
2 : e
100
10
50 W ol
s 2.54 50,95
O S0 100 150 200 250 -102 O w0t 10
FSC-A 1000 = -, e
’ B o (i.1)VB-0.05CéCo
x100Q, (l) V?'0.0S_CQCD ~-iprs 105 249 5
250 o e araé
10
o
RE Lo
10?2
o W g
0 50 100 150 200 35
FSC-A %1000 V450-A

96

(b) VB-Si0,

x1000 (b.1) VB-SiO, wr
250 5 5.95

-‘50 100 150
FSC-A

(d) VB-1Co

200 02

1 10
FITC-A
(d.1) VB-1Co

3

10*

uR
587

100 150 200 250 10t 107108 104 10%
FSC-A x1000 FITC-A

f) VB-0.5CeCo . (f1)VB-0.5CeCo  w

3 05 " X

50 100 150 200

5
0 250 >
FSC-A 301000 10* frea 1O 10
(h) VB-0.1CeCo x1000 (h.1) VB-0.1CeCo
250 :
200
=
0 150
3
100
50
0 0
10° 10* 10° B o
7-AAD-A
(j) VB-0.01CeCo &
ST T UR i
<
<
&

50 100 350 200 350 0 10
FSC-A

100 104
V450-A

Figura 4. 21: Avaliagéo in vitro da biocompatibilidade em células MDA-MB-231 por citometria de fluxo.
Gréfico de SSC em fungdo de FSC (a) Controle negativo; (b) VB-SiOz; (¢) VB-1Ce; (d); VB-1CO; () VB-
1CeCo; (f) VB-0.5CeCo; (g) VB-0.25CeCo; (h) VB-0.1CeCo; (i) VB-0.05CeCo; (j) VB-0.01CeCo. Analise de
viabilidade celular (a.1) Controle negativo; (b.1) VB-SiO»; (c.1) VB-1Ce; (d.1); VB-1CO; (e.1) VB- 1CeCo;
(f.1) VB-0.5CeCo; (g.1) VB-0.25CeCo; (h.1) VB-0.1CeCo; (i.1) VB-0.05CeCo; (j.1) VB-0.01CeCo. (Fonte:

Propria autora)

As taxas de necrose e apoptose das amostras foram determinadas com kit de deteccao de

apoptose PE Anexina V e 7-amino-actinomicina-D (7AAD) I (BD Bioscience, NJ, EUA), sendo

apoptose precoce (LR), apoptose tardia (UR) e morte por necrose (UL). A Tabela 4.10 resume os

dados de viabilidade celular (LL) para cada uma das linhagens celulares empregadas neste

estudo. Os dados revelam que todas as amostras apresentaram uma populacgao de c€lulas viaveis

acima de 70 %, indicando que os VBs sintetizados sdo biocompativeis. Nao foram encontradas
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incorporagao de ions terapéuticos nas amostras de VBs.

Ensaios adicionais devem ser realizados para a completa compreensao do comportamento
bioldgico das amostras de VBs sintetizadas, bem como estudos que envolvam outros tipos
celulares e modelos in vivo. Os resultados preliminares mostram que os VB sdo citocompativeis

para células HEK293, 4T1 e MDA-MB-231 refor¢ando seu uso promissor como biomaterial.

Tabela 4. 6: Porcentagem de células viaveis (LL).

% Viabilidade Celular (LL)

Amostra
HEK-293 4T1 MDA-MDB231
Controle Negativo 98+9 91+10 95+5
VB- SiO2 91+5 877 91+6
VB- 1Ce 90+ 6 91+8 94 +8
VB-1Co 96 + 8 85+7 90+9
VB- 1CeCo 95+9 79+ 10 92+8
VB- 0.5CeCo 94+ 5 98 £ 0.1 80+6
VB-0.25CeCo 98 +7 85+0.1 91+6
VB- 0.1CeCo 95+8 99 +0.1 93+4
VB-0.05CeCo 89 +0.1 96 + 0.1 94+ 8
VB-0.01CeCo 92+0.1 94 +0.1 877

Analise da capacidade antimicrobiana das composicées dos Vidros Bioativos

A propriedade antibacteriana das particulas obtidas foi investigada empregando o Método de
Kirby Bauer, e os resultados estdo apresentados na Figura 4.23. As bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus foram utilizadas neste trabalho por serem bactérias multirresistentes a
antibidticos e causadoras de infeccdes em feridas cutaneas [194,195]. A Figura 4.23-a mostra
o grafico do didmetro absoluto do halo de inibi¢do de crescimento de bactérias, enquanto a
Figura 4.23-b traz as amostras de VB com diametro de 6 mm imersas na placa de agar apos a
realizagdo do teste. E possivel observar que o halo de inibicdo para as amostras de VB ¢

crescente da seguinte maneira:

VB-1Ce = VB-0.01CeCo < VB-0.05CeCo < VB-0.1CeCo = S102 < VB-0.25CeCo < VB-
0.5CeCo = VB-1Co < VB-1CeCo.
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VB-1CeCo apresentou maior halo de inibi¢do de bactérias enquanto que as amostras VB-1Ce
e VB-0.01CeCo apresentaram menor halo de inibi¢do. Portanto, para os sistemas ternarios, €
possivel inferir que quanto maior a concentracao de ions Ce e Co incorporados ao VB, maior a
sua capacidade antimicrobiana. Para os sistemas binarios, os resultados mostram que a
composicao VB-1Co possui maior didmetro de halo de inibi¢do do que a composi¢cdao VB-1Ce.
Portanto, a a¢do antibacteriana vista nos sistemas ternarios (VB-xCeCo) deve estar ligada a
presenca do Co, ao invés de estar ligada a presenga do Ce — como era esperado. Ao observar a
analise de liberagao de ions (Topico 4.5.6) no tempo de 24h, pode-se constatar que as amostras
contendo menores concentragdes de Ce e Co foram as que detiveram maiores liberacdes de Ce.
Portanto, apesar de haver ions Ce sendo liberados para o meio durante o ensaio antimicrobiano,
possivelmente eles ndo estariam atuando como agentes antimicrobianos. Isso pode estar
relacionado as concentragdes de Ce liberadas para o meio, que deveriam ser mais altas para
terem efeito antibacteriano significativo [81,196]. Estudo realizado por Deliormanli e
colaboradores (2016) também ndo observou halo de inibigdo para amostras contendo cério
utilizando bactérias S. aureus e E. coli, sugerindo que outras bactérias devem ser investigadas
e testes complementares deveriam ser feitos para o melhor entendimento do que ocorreu

[118,191].
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Figura 4. 22: No painel A pode-se observar a média do didmetro dos halos de inibigdo (mm) de VB-SiO,, VB-

1Co, VB-1Ce e VB-CeCo (1 2 0,001) no teste disco-difusdo em agar para Staphylococcus aureus. Os valores sdo

expressos pela em média + erro padrdo da média com n =4. *P<0,001 quando comparado com o grupo VB-1Co.

#P<0,001 quando comparado com o grupo VB-1CeCo. No painel B observa-se os halos de inibi¢do na placa de
petri em agar Mueller Hinton frente a Staphylococcus aureus. (Fonte: Propria autora)

Raja e colaboradores (2022) mostraram o efeito sinérgico antibacteriano entre diferentes
composi¢des de VB contendo ions Co, Cu e Zn. Neste trabalho, os autores mostraram que o

efeito antimicrobiano dos VB aumenta quando hd combinagdo entre dois dos ions citados,
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comparativamente, ao uso do VB contendo apenas um dos ions [197]. Em outro trabalho, Raja
e colaboradores (2019) observaram que quanto maior a concentragdo de cobalto em % mol no
VB produzido por metodologia de fusdo, menor o tempo gasto para o efeito antibacteriano
[191]. Porém, os autores ndo deixam claro como ocorre o mecanismo bactericida dado pelo

cobalto liberado pelo VB.

A relagdo entre atividade antibacteriana de bactérias gram-positivas € o Co esta relacionada a
presenca ou do cobalto metalico, ou do 6xido de cobalto (III) [194]. Na literatura, ha
discordancias entre autores quanto ao mecanismo antibacteriano do 6xido de cobalto (III)
(Co304) [198]. Para Arsalan e colegas (2020), o mecanismo pode estar ligado tanto a produgao
de espécies reativas de oxigénio induzida pela liberacdo dos ions, ou a danos associados a
membrana celular da bactéria [199]; enquanto que para Gupta e colaboradores (2022), ¢ certo
de que o mecanismo ¢ a ruptura da membrana bacteriana [195]. O 6xido de cobalto (II) estaria
ligado & agdo antibacteriana para bactérias gram-negativas [200,201], por isso testes
complementares com outras bactérias devem ser realizados para afirmar a acao do CoO como

agente antibacteriano nas amostras de VB aqui sintetizadas.

Assim, com o teste do disco-difusdo em agar foi possivel observar que ha um efeito sinérgico
na presenga de Ce e Co no VB quando se trata de efeito antibacteriano, pois a presenga do Ce
na amostra VB-1CeCo aumentou este efeito, quando comparado apenas a amostra VB-1Co.
Além disso, o efeito antibacteriano das amostras de VB se mostrou intrinsecamente ligado a
presenca de Co. Portanto, o uso de VB contendo Ce e Co, especialmente as amostras VB-
0.5CeCo e VB-1CeCo, ¢ promissor para o tratamento de feridas cronicas, podendo diminuir o

uso de antibioticos de uso sistémico e seus efeitos colaterais nos pacientes.

4.6 Conclusao da sessao

Neste estudo particulas de vidro bioativo contendo ions terapéuticos cério e cobalto foram
sintetizadas com sucesso através de rota sol-gel e impregnagdo de ions pos-sintese. O MET
mostrou que as particulas sao esféricas e possuem poros ordenados. A analise estrutural das
particulas via UV-visivel, FTIR, DRX e XPS confirmaram que o cério e cobalto foram
incorporados a silica modificando e/ou formando a rede do vidro bioativo, respectivamente. O
teste de BET mostrou que as amostras sdo mesoporosas € possuem alta drea superficial. Porém,

o tamanho médio de poro das particulas tende a diminuir com o aumento da concentracao de
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ions presentes no material. Pela primeira vez foi estudada a liberagao de ions do vidro bioativo
na solucdo de exsudato simulado de feridas. O ICP-OES indicou que hé liberagdo de ions Ce e
Co para o meio estudado, portanto, ¢ possivel a utilizacdo dos VBs como biomateriais com
liberacao controlada de ions terap€uticos para o meio. O teste de atividade mimética da enzima
catalase mostrou que as composicdes de VBs contendo Ce e Co sdo altamente eficientes no
combate a ROS produzida por perdxido de hidrogénio. As amostras dopadas com Ce e Co
mostraram eficiéncia na atividade bactericida contra a bactéria S. aureus, principalmente ao
aumentar a concentracao de ions terapéuticos na composi¢ao do VB. O ensaio de citotoxicidade
em células HEK293, 4T1, MDA-MB-23 indicou que todas as amostras sdo biocompativeis e

possuem potencial no uso de biomateriais no tratamento de lesdes cutneas cronicas.

O desenvolvimento de sistemas poliméricos inteligentes desempenha um papel importante na
aplicacdo eficaz de vidro bioativo no tratamento de lesdes cutineas. Esses sistemas oferecem
uma plataforma segura e controlada para carrear o VB, uma vez que a sua aplicagdo direta a
pele pode ser desafiadora. A integracdo estratégica de PVA/PAA como um sistema que
desempenha papel responsivo ao pH possibilita uma liberagdo controlada do vidro bioativo,

otimizando assim sua eficacia terapéutica e contribuindo para avancos na regeneracao da pele.
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5. ESTUDO DE CURATIVOS DE DUPLA CAMADA INTELIGENTE A BASE DE
PVA/PAA E VIDRO BIOATIVO

Este capitulo teve como objetivo a elaboracao de curativos de dupla camada polimérica de
PVA/PAA carregados com as nanoparticulas de vidro bioativo contendo 1 molar de ions cério
(Ce) e cobalto (Co) (VB-1CeCo) incorporados em sua estrutura. A escolha do VB-1CeCo para
a camada de PVA foi baseada em suas propriedades de liberagdo de ions terapéuticos,
mimetiza¢do da enzima catalase, viabilidade celular e atividade antimicrobiana. O estudo ao
qual este capitulo se baseou, entitulado Cost-Effective Double-Layer Hydrogel Composites for
Wound Dressing Applications [6], indica ser a camada de PVA ideal para a carreacdo de
farmacos e bioativos. As analises das propriedades térmicas e estruturais revelaram interacdes
por ligacdao de hidrogénio entre os polimeros na interface da dupla camada, enquanto o VB
estaria interagindo quimica e mecanicamente com o PVA. Os curativos demonstraram
sensibilidade & mudanca de pH, absorvendo maiores quantidades de solug¢do simulada de
exsudato de ferida (SEF) em pH basico (ferida infectada), o que auxiliaria a liberacao dos ions
terapéuticos. Os testes biologicos in vitro mostraram altas viabilidade celular e atividade
antibacteriana para amostra contendo 10 % m/m de VB. Este estudo contribui para o
desenvolvimento de biomateriais, uma vez que os nanomateriais demonstraram resultados para
aplicagdes clinicas futuras, fornecendo um ambiente favoravel a cicatrizagao e controle de

infecgdes em feridas cutaneas.

Publicado em Materials Today Communications 38 (2024) 107981
DOI: https://doi.org/10.1016/j.mtcomm.2023.107981
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5.1 INTRODUCAO

Mundialmente, lesdes cutianeas cronicas representam um grande desafio para pacientes e
profissionais de saude, uma vez que sao feridas cujo processo de cicatrizagdo ¢ prejudicado por
diversos fatores como idade avancada, doencas cronicas, doengas metabolicas, hipoxia do
tecido e diminui¢do da vascularizacdo [202,203]. O tratamento adequado dessas lesdes requer
uma abordagem cuidadosa e sistematica, o que inclui o uso de curativos eficazes que protejam
o leito da ferida, promovam ambiente adequado e previnam de complicacdes, como infec¢des
[3,4]. As feridas cronicas dominaram o mercado de curativos em 2022, levando a uma
participagdo de 59,8 % neste mercado, o que endossa a importancia do desenvolvimento de
curativos eficientes e eficazes [202,204]. Portanto, lesdes cronicas tornam-se um grave
problema de satude publica, dado que elas sdo responsaveis por custos significativos de saude e

pelo impacto na qualidade de vida dos pacientes que sofrem com dores e debilitagdes [203,205].

A engenharia de tecidos busca desenvolver biomateriais que atendam aos requisitos de
utilizacao dos curativos, auxiliando na restauracao e na progressao da cicatrizagao. Dentre as
alternativas, os hidrogéis sdo uma op¢do promissora, pois eles sdo capazes de absorver
exsudato, manter o ambiente imido, permitir a troca gasosa entre os meios interno e externo, e
podem ser facilmente removidos [4,206]. Além disso, hidrogéis podem apresentar
comportamentos adicionais, como serem responsivos a temperatura, agdes mecanicas ou ao pH

do meio em que estdo inseridos [3].

Uma das possibilidades de producao destes biomateriais ¢ a partir da combinagdo de PVA
(poli(alcool vinilico)) e PAA (poli(acido acrilico)) [6]. O PVA ¢ um polimero sintético
altamente empregado para pesquisas de curativos, pois suas propriedades fisico-quimicas sao
favoraveis a este uso [207], dentre as quais encontram-se a capacidade de transmissdo de gases
entre o curativo e a ferida; a elasticidade que proporciona conforto e adaptabilidade do curativo
ao corpo; e a biocompatibilidade do material [207,208]. Porém, o PVA ¢ um material que nao

apresenta alta capacidade de absorc¢ao de fluidos e/ou comportamento responsivo ao meio.

O PAA ¢ um polimero sintético obtido através da polimerizag¢ao do acido acrilico [6], altamente
hidrofilico e que pode absorver e reter grandes quantidades de agua. Essa caracteristica ¢
benéfica em curativos, pois ajuda a manter a umidade na ferida, auxiliando na manutengao da

limpeza da area e minimizando a maceragao da pele ao redor, auxiliando na remogao de tecido
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necroético e criando um ambiente propicio para a cicatrizagao [209]. Além disso, o PAA detém
comportamento responsivo ao pH, onde em meio bésico sua capacidade de intumecimento ¢é
maior que em meio acido, o que pode auxiliar no controle da liberagao de farmacos e particulas
inorganicas - como o vidro bioativo (VB) [6,31,210]. Entretanto, o PAA ¢ um material que

apresenta baixa resisténcia mecanica.

Materiais bioativos, como os VB, podem ser utilizados no tratamento de lesdes cutaneas devido
a sua capacidade de estimular respostas bioldgicas especificas em tecidos moles, como o
estimulo a formacdo de coldgeno [7,211]. Outras respostas biologicas relevantes, como
atividades antimicrobiana, angiogénica e/ou antioxidante, podem ser obtidas através da
incorporagdo de ions com agao terapéutica a rede do VB, que serdo liberados no meio através
da dissolugao do material [8,212]. Dentre os ions estudados em tecidos moles para o tratamento
de lesdes cutaneas, destacam-se o cério e o cobalto (VB-CeCo) que apresentam as agdes
terapéuticas supracitadas [78,109,124,182,186,213]. Paralelamente ao desenvolvimento de
composi¢des de VB, e a fim de auxiliar no controle da liberagdao de ions terapéuticos para o
meio, bem como facilitar sua aplicacao evitando demasiados traumas, os VB sdo incorporados

a polimeros para aplicagdes como curativo [96,214].

Nesse contexto, o presente estudo visou produzir curativos compostos por filmes hibridos de
PVA-PAA com dupla camada a fim de potencializar as vantagens de ambos os materiais e
minimizar as suas desvantagens [6], bem como incorporar VB-CeCo em diferentes
concentragdes, para avaliar a capacidade de liberacao de ions cério e cobalto. As propriedades
fisico-quimicas dos compositos desenvolvidos, a capacidade de liberacdo de ions, a

bioatividade e a capacidade antimicrobiana dos materiais foram avaliadas.

5.2 Materiais

Para a preparacdo dos filmes poliméricos de dupla camada foram utilizados os seguintes
reagentes: Agua Milli-Q com resistividade minima de (18,0 MQ.cm) a 25 °C, Poli(alcool
vinilico) (PVA, Mw =145,000; Grau de hidrélise 99.9 %, Sigma-Aldrich); reticulante
Dimetacrilato de Etilenoglicol (EGDMA, Ci0H140O4, Sigma-Aldrich) e Persulfato de amonio
(PA, (NH4)2S20s, Sigma-Aldrich); Bissulfito de sédio (BS, NaHSO3, Sigma-Aldrich).
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5.3 Preparo dos nanocompdsitos

5.3.1 Sintese do hidrogel bicamada de PVA/PAA

Os filmes de PVA/PAA foram preparados pela metodologia desenvolvida por Tavakoli e
colaboradores (2018) e o procedimento esta esquematizado e enumerado na Figura 5.1 [6]. Uma
solugdo contendo 5 % p/p de PVA e agua destilada foi preparada a 90 °C sob agitag@o constante
(1000 rpm) durante 12 h em um recipiente fechado (1). Em seguida, a solugao de PVA foi
vertida em uma placa de Petri e seca em estufa a 70 °C por 24 h (2). Entdo, uma quantidade de
agua deionizada referente a 10 % em peso do PVA foi vertida uniformemente sobre o filme
seco de PVA, que foi mantido vedado por 30 min (3). Apds os 30 min, a agua destilada foi
absorvida pela camada superficial do filme de PVA e uma camada intumecida distinta e fina
foi observada (4). Para a formacdo de uma segunda camada polimérica contendo poli(acido
acrilico), quatro outras solugdes foram preparadas. A primeira solugdo (solugdo 1) foi feita a
partir de 0,1 mol de mondmero de acido acrilico (AA), 3,5 mL de agua destilada e 4,8 umL de
dimetacrilato de etileno glicol (EGDMA) que agiu como reticulante na reagcdo. A segunda
solugdo (solucdo 2) continha 0,07 g de persulfato de aménio (PA) e 0,5 mL de 4gua destilada.
E na terceira solugdo (solugao 3) foi diluido 0,026 g de bissulfito de sodio em 0,5 mL de agua
destilada. Em seguida, as quatro solugdes foram misturadas e a solucao final foi vertida
uniformemente sobre a camada de PVA intumecido (5). As reagdes de reticulacdo e
polimerizacdo da mistura de AA ocorreram a 50 °C em estufa por 1 h. Entdo, as amostras de

filme com dupla camada contendo interface entre o PVA e o PAA foram obtidas (6).
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(1)

PVA + H,0 +
VB-1CeCo
1N

solugdo 1 +
solugdo 2 +
(6) solugdo 3 (4)

pva+ve il
Dupla camada Filme PVA
polimérica encharcado

Figura 5. 1: Desenho esquematico das etapas de preparacdo do hidrogel bicamada de PVA/PAA. (Fonte: Propria
autora)

5.3.2 Preparo dos nanocompadsitos

Quantidades pré-definidas de VB contendo ions cério e cobalto foram pesadas e adicionadas a
solugdo aquosa de PVA- preparada conforme procedimento descrito no item 5.3.1. A amostra
VB-1CeCo (72,6 £ 0,2 SiO2 - 13,8 £ 0,2 CeO> - 13,6 = 0,05 CeO % molar) foi empregada para
a producao dos nanocompdsitos e escolhida devido as suas capacidades antioxidante e
antimicrobiana comprovada pelo Método de Kirby Bauer e pela biocompatibilidade in vitro
apresentada pelo material e demostrada no Capitulo 4. Os filmes foram preparados com PVA
combinado com VB-1CeCo na propor¢cao m/m % apresentada na Tabela V.1, essas propor¢des
se mostraram eficazes na dispersao do VB-1CeCo no PVA sem alterar a capacidade de
formagdo do filme. O procedimento consistiu na homogeneizagdo da solucdo de PVA com a
dispersdao do VB sob agitacdo magnética por 4 h. Entdo, o material foi vertido em placa de Petri
e 0s passos subsequentes de secagem do filme, intumescimento e formacao da camada de PAA
ocorreram como descrito no item 5.3.1. Foram obtidas quatro amostras de nanocompdsitos,

variando entre 0 % e 10 % m/m de VB.
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Tabela 5. 1: Composi¢do (m/m %) dos filmes de PVA

Amostra Composicao compdosito (m/m%)
Polimero Vidro bioativo (VB-1CeCo)

PVA-Sigma 100 -

PAA-sintetizado 100 -

Pol-0VB 100 0

Pol-2.5VB 97,5 2,5

Pol-5VB 95 5

Pol-10VB 90 10

5.4 Caracterizacao dos nanocompositos

Para todas as composi¢des de nanocompositos desenvolvidas neste trabalho foram aplicadas as
técnicas de caracterizagdo a seguir. Além disso, amostras do PV A do laboratorio Sigma Aldrich
(PVA-Sigma) e amostras de PAA sintetizadas (PAA-sintetizado) foram utilizadas como padrao
de comparagdo para as caracterizagdes térmicas e estruturais dos nanocompositos a fim de

comprovar a presenga do PAA nas amostras.

5.4.1 Analise da morfologia

A morfologia superficial dos materiais foi observada em Microscopio Eletronico de Varredura
(MEV) FEI-INSPECT S50, operando a tensao de 15kV. O MEV ¢ equipado com
Espectrometro por Dispersdao de Energia (EDS) da EDAX Genesis, utilizado para avaliar
qualitativamente a composi¢do quimica elementar da superficie das amostras. As amostras
foram previamente preparadas para a analise a partir da secagem em estufa a 50 °C por 12 h,

seguida da pulverizacao de ouro em fita adesiva e condutiva de carbono.

5.4.2 Analise térmica

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)
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As propriedades térmicas de decomposi¢do e estabilidade térmica dos nanocompositos foram
avaliadas através do uso do equipamento SEIKO EXSTAR 7020. O equipamento foi calibrado
utilizando recipiente vazio de platina como referéncia. Apds a calibragdo, foram pesadas 15 mg
de cada amostra em recipiente de platina sem tampas. Os hidrogéis foram aquecidos partindo
de 30 °C até a temperatura de 250 °C a taxa de 10 °C/min. A célula DSC ficou sob atmosfera

de fluxo de nitrogénio a taxa de 100 mL/min para manter a atmosfera inerte.

Termogravimetria (TGA)

A varia¢do de massa dos nanocompdsitos foi avaliada por Termogravimetria (TGA). A anélise
termogravimétrica foi realizada usando equipamento SEIKO, modelo EXSTAR 7200. As
amostras com cerca de 15 mg foram pesadas num cadinho de platina e os experimentos foram

conduzidos de 30 °C a 500 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de gas nitrogénio

de 100 mL/min.

5.4.3 Analise das caracteristicas estruturais

Espectroscopia do Infravermelho

A caracteriza¢do quimica qualitativa, a partir dos grupos funcionais presentes nas amostras, foi
realizada por Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Foi
empregado o equipamento Bruker Alpha usando um acessorio de refletancia total atenuada
(ATR) e um cristal de diamante como elemento reflexivo. Os espectros ATR-FTIR foram

obtidos com resolucio de 4 cm™ e 128 varreduras.

Difracao de raios X

A analise de Difragdo de Raios X (DRX) foi empregada a fim de verificar as caracteristicas de
fases e organizacgdo estrutural das amostras de nanocompositos produzidas. Os espectros foram
coletados no equipamento Philips PW1700 utilizando radiagdo Cu-Ka (A=1,5418 A) a
40 kV/40mA. Os dados coletados estdo em 26 entre 4,05° ¢ 89,95° com passo de 0,06° e tempo

de permanéncia de 1,5 s.
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5.4.4 Analise das propriedades mecanicas

Os ensaios de tragdo foram realizados em maquina universal de ensaios EMIC DL3000,
utilizando-se uma célula de carga 500 N. As propriedades de tragdo dos materiais foram obtidas
conforme descrito na norma ASTM D882-02: Standard Test Method for Tensile Properties of
Thin Plastic Sheeting. Foi aplicada uma velocidade de deformacao constante de 10mm/min, a
temperatura ambiente. Através dos dados de tensdao e deformagao obtidos durante o ensaio, a
curva tensao x deformagdo foi plotada e foram calculados os valores da resisténcia méxima a

tracdo e do modulo de elasticidade em tragdo através das formulas indicadas pela norma.
5.4.5 Caracteristicas do curativo
Analise da capacidade hidrofilica dos nanocompositos

A hidrofilicidade dos nanocompdsitos foi analisada por angulo de contato com a dgua. Para
1sso, uma gota de 3 uLL de agua deionizada foi depositada na superficie do material em
temperatura ambiente. Para o célculo do angulo de contato formado entre a gota do material e
a superficie dos polimeros foram realizadas trés medidas do angulo interno da gota. O valor

final do angulo de contato foi estabelecido a partir da média aritmética das trés medidas (n=3).
Medida da capacidade de absorcao de fluidos (Ga)

Para a determinagao do grau de absor¢ao de fluidos (Ga), os nanocompositos foram pesados
antes de serem imersos em 20 mL de solu¢des tampao com trés valores de pH (4,7 ¢ 9) a 37 °C.
Ap6s imersao por periodos de 30 min, 60 min, 90 min e 120 min, as amostras foram retiradas
do meio e, ap0s retirar levemente o excesso de agua na superficie com papel de filtro, foram
pesadas para a determinagao do peso umido [56]. Cada experimento de absor¢ao das solugdes
tampao foi realizado em triplicata e a média de valores foi tomada para validar os resultados. O
grau de absorcdo (Ga) foi calculado a partir da variagdo da massa inicial (My) e da massa final
(M) (n=3), como demonstra a equacdo 5.1:

Ga =2 4100
Mo Eq.5. 1

Medida da transmissio do vapor d'agua (TVA)
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A utilizagdo da taxa de transmissdo de vapor d'agua (TVA) foi empregada para avaliar a
capacidade do material seco em permitir a penetragdo e transposi¢do da dgua. A medida da
transmissao do vapor d'agua (TVA) dos nanocompositos produzidos foi conduzida de acordo
com o método “B” da ASTM E96/10, em triplicata. Amostras de nanocompdsitos secas, com o
lado do PVA demarcado como “I” e o lado do PAA demarcado como “II”, foram afixadas em
ctupulas de permeabilidade adaptadas, onde parte das ctpulas ¢ destinada a deposi¢do de dgua
e a outra parte contém o orificio destinado a permitir a permeacao do vapor pelo nanocomposito.
A cada cupula foram adicionados 10 mL de solugdo simulada de exsudato de feridas (SEF —
NaCl 142 mM + CaCl> 3,35 mM) e posteriormente foram fixados os nanocompdsitos. Os
conjuntos formados foram pesados e colocados em dessecador contendo silica gel (desidratada)
em temperatura ambiente. Foram realizadas novas pesagens nos intervalos de tempo 24 h, 48 h,
72 h, 96 h e 120 h (n=3). A Figura 4.5 apresenta o esquema do dispositivo utilizado para as
analises de TVA.

Juntade
Teflon + Silicone

Clpula de
Permeabilidade

Silica gel

Dessecador

Figura 5. 2: Esquema do dispositivo utilizado para a determinag@o da Transmissdo do vapor d’agua (Adaptado:
[215]).

Em cada intervalo, a silica gel utilizada foi substituida por silica desidratada em estufa. As
leituras das massas nos respectivos intervalos de tempo foram registradas e aplicadas a Equagao
5.2. A equacdo padroniza a TVA para o periodo de 24 h, onde “g” € o peso transmitido, “t” o

tempo em horas no qual foi realizada a leitura e “a” representa a area do filme polimérico.

g% 24 Eq.5.2

txa

TVA =

Determinacio da Capacidade de Movimentacao de Fluidos (CMF)

A Capacidade de Movimentacao de Fluidos (CMF) de um curativo refere-se a sua capacidade de
drenar o exsudato, que ¢ o liquido produzido por uma ferida, por meio de capacidade de absorcao

(CA) ou permeacao na forma transmissao de vapor imido (TVPU) [260]. A determinacao da CMF



111

foi realizada utilizando uma solugdo simulada de exsudato de feridas (SEF) e conduzida de
acordo com a norma britanica BS EN 13726-1 para hidrocoléides e curativos. Amostras secas
foram afixadas em cupulas de permeabilidade adaptadas, onde uma porcao das cupulas €
destinada a deposicao de fluido e a outra por¢ao com orificio € destinada a permitir a permeacao
do fluido pelo hidrogel. A cada cupula foram adicionados 20 mL de SEF e posteriormente
foram fixados os hidrogéis. Os conjuntos formados foram pesados e colocados na posi¢ao
invertida em dessecador contendo silica gel (desidratada) a temperatura de 37 °C (n=3). A

Figura 5.3 esquematiza o dispositivo utilizado para a anélise de CMF [215].

¥ —

Filme Tule

Becker para_|
suporte

Figura 5.3: Esquema do dispositivo utilizado para a determinagdo da capacidade de movimentagao de fluidos
(Adaptado: [215])

Apo6s 24 h do teste, nova pesagem foi realizada. Para a determinacao de CMF foram aplicadas

as Equagdes 5.3 5.4 ¢5.5.

o Eq.5.3
TVPU = Y ,
Tempo de estocagem x area
ba Eq.5. 4
CA= -
Tempo de estocagem x area
Eq.5.5

CMF =TVPU + CA

[

Onde “x” ¢ o valor da massa inicial do sistema completo, “y” € a massa do sistema completo
apos 24 h de exposicdo, “b” é a massa inicial do nanocompobsito, “a” ¢ a massa do
nanocompdsito apos 24 h. A Capacidade de Movimentagdo de Fluidos (CMF) ¢ a soma da

Capacidade de Absorgido (CA) a Taxa de Permeagdo de Vapor Umido (TPVU).

5.4.6 Estudo da sensibilidade ao pH dos nanocompositos
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A sensibilidade dos nanocompositos @ mudanca de pH do meio foi mensurada em diferentes
pHs de solucdo simulada de exsudato de feridas. Os pHs foram ajustados utilizando solugao
2M de NaOH para valores de 5, 7 e 9, respectivamente. Para todas as amostras de
nanocompositos, a mudanga na propor¢ao de intumescimento foi calculada em tempos de
30 min, 60 min, 90 min e 120 min empregando a Equacdo 5.3. As amostras pds intumecidas

em diferentes pHs foram liofilizadas por 24 h e analisadas morfologicamente via MEV [6].

5.4.7 Liberacao de ions em SEF

O ensaio em Simulated Exudate Fluid (SEF) foi empregado para predizer a liberacdo de ions

cério e/ ou cobalto presentes na estrutura das amostras de nanocompasitos.

Preparacio da Solu¢do Simulada de Exsudato de Feridas

A solugado Simulada de Exsudato de Feridas (SEF) foi preparada de acordo com o protocolo de
Khabbaz e colaboradores (2019) [116]. A temperatura ambiente, 0,368 g de CaCly ¢ 8,298 g de
NaCl foram adicionados a 1000 mL de agua até a completa dissolucdo dos sais por

homogeneizagao da solu¢ao em baldao volumétrico.

Procedimento do ensaio de liberacao ionica

Inicialmente, as amostras produzidas foram cortadas com dimensdo de 10 mm?, imersas em
15 mL de SEF e mantidas a 37 °C por 1 h,3 h,24 h, 3 d, 7 d e 14 dias [96]. A cada periodo de
tempo, aliquotas de 1 mL foram retiradas da solucdo e mais 1 mL de SEF foi reposto. Essas
aliquotas foram diluidas em 1 mL de HNOs; 2 % p/p para que quaisquer reagdes fossem
encerradas e as solucdes estabilizadas. A cada aliquota retirada foi analisada via ICP-OES para
determinagao da liberagao de Si, Ce, Co em todas as amostras produzidas.

5.4.8 Estudo bioldgico in vitro
Analise da viabilidade celular por citometria de fluxo
A cultura celular e a citometria de fluxo foram realizadas de acordo com os critérios de

biosseguranga recomendados [117]. Estes ensaios foram realizados utilizando células

embrionarias de rim humano (HEK 293). Foi utilizado o meio de cultura Eagle modificado por
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Dulbecco (DMEM/Aldrich) suplementado com soro fetal bovino (10 %) e estreptomicina
(1 %). As células foram incubadas a 37 % em incubadora Thermo 311 regulada para 37 °C e
com atmosfera controlada (95 % Oz e 5 % CO3) e umidade (95 % UR). Depois que as células
atingiram a confluéncia adequada, 1 x 10° células foram transferidas para placas de cultura
celular de 12 pogos e mantidas a 37 °C por 24 h. Os seguintes grupos experimentais foram
considerados (n = 3 por grupo): (i) solugdo estéril de NaCl (0,9 % peso/vol.), como controle
negativo; (ii) solucdo de DMSO (20 %), como controle positivo; (iii) amostras. A analise por
citometria de fluxo foi realizada com o kit Fixable Viability Stain® V450-A (BD Biosciences
— Sao Paulo, Brasil), que foi capaz de discriminar entre células vivas e mortas. A apoptose ¢ a
necrose foram avaliadas com o método de coloragdo dupla de anexina V-PE/7-amino-
actinomicina D(7-AAD) (BD Bioscience, NJ, EUA). Os ensaios foram executados em duplicata
e 50.000 eventos foram considerados para cada amostra. Pardmetros como dispersao lateral
(SSC), dispersao lateral frontal (FSC) e emissao V450 foram considerados. Todos os materiais
utilizados nestes ensaios foram previamente esterilizados e a manipulacao celular foi realizada

em Biosseguranca BIOSEG 12 Classe II tipo Al (Grupo Veco, Sao Paulo, Brasil).

Analise da capacidade antimicrobiana do material

O teste de difusao em disco de 4dgar Bauer-Kirby ¢ um método amplamente utilizado para
avaliar a suscetibilidade antimicrobiana de patdgenos a varios materiais [118]. Este teste foi
empregado neste trabalho para avaliar a capacidade antimicrobiana das amostras aqui
preparadas. Nestes ensaios foram seguidas as recomendacdes do Comité Brasileiro de Testes
de Suscetibilidade Antimicrobiana (BrCAST) [216]. Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922) foram usados para preparar a suspensdo bacteriana. Apods o
preparo dessa suspensdo, ela foi ajustada a turbidez da escala McFarland 0,5, correspondente a
1,5x 10 UFC.mL"!. Posteriormente, a suspensio foi semeada em placas de agar Mueller
Hinton e, em seguida, discos de 6 mm de diametro das amostras preparadas foram colocados
no meio de cultura. Um disco de penicilina foi usado como controle. As placas foram entao
incubadas a 35 °C por 18 h, e os halos de inibi¢do foram medidos. Estes ensaios foram

realizados em quadruplicata.

5.5 Resultados e discussao
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5.5.1 Analise da morfologia

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada a fim de se fazer a avaliagdo da
morfologia superficial e da dispersdo do VB nos nanocompositos, enquanto a analise de
espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) foi utilizada para avaliar se o excesso
de iniciadores empregados na polimerizagdo do PAA foi removido. A micrografias dos
nanocompositos produzidos (superficies PVA e superficies PAA) e seus respectivos espectros
de EDS sao apresentas na Figura 5.4. Nas imagens do filme Pol-0VB ¢ possivel identificar que
houve modificagdo na superficie lisa do PVA apds a polimerizacdo do AA, indicando que houve
sucesso na deposi¢ao do PAA na superficie do PVA. Nas imagens das amostras Pol-2.5VB,
Pol-5VB e Pol-10VB ¢ possivel visualizar que o VB esta bem disperso por toda a superficie do
PVA, sendo mais homogénea para a amostra Pol-2.5VB. Ainda, observa-se que a medida que
aumenta o teor de nanoparticulas na matriz polimérica, a dispersdo homogénea diminui e as
nanoparticulas tendem a se aglomerar. Os espectros de EDS para as superficies do PVA
mostram a presenca dos elementos Si (Pol-2.5VB e Pol-5VB) e Ce e Co (Pol-10VB) indicando
a presenca do VB na matriz, além dos elementos C e O referentes aos polimeros PVA e PAA.
Nas superficies do PAA ndo foram identificadas a presenca de VB (tal qual indica os espectros
de EDS), entretanto o VB aumentou a rugosidade da superficie do PAA da amostra Pol-10VB.
Os resultados aqui obtidos estdo em acordo com os resultados encontrados na literatura para
filmes de dupla camada de PVA/PAA e para filmes de PVA com incorporacdo de
nanoparticulas [6,217-220].
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Nos espectros de EDS ndo foram observados elementos quimicos que pudessem indicar
contaminagdo pelos iniciadores empregados na polimerizacdo do AA, tais quais Na e S
provenientes do bissulfito de sédio NaHSOs e do persulfato de amonio (NH4)2S>0s. Isto indica
que o excesso de iniciadores adicionados a sintese do PAA foi removido durante a lavagem dos

nanocompaositos.

5.5.2 Analise térmica

A andlise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foi empregada para avaliar nos
filmes sintetizados as temperaturas de transi¢ao dos polimeros PVA e PAA, bem como as suas
possiveis interagdes com o VB. Os termogramas de DSC para os nanocompositos de
PVA/PAA/VB sao apresentados na Figura 5.5. Através da amostra PVA-Sigma ¢ possivel
observar que o filme de PVA isolado possui temperatura de fusdo (Tm) em 222 °C [221]. J4d a
amostra de PAA-sintetizado ndo apresentou T, pois 0 PAA ¢ um polimero amorfo, portanto
ndo apresenta temperatura de fusdo cristalina. Apos a polimerizagao do PAA sobre o PVA, a
Tm da dupla camada polimérica se deslocou para 198 °C, evento observado por varios autores
na literatura [222-224]. Além disso, a area do pico de fusdo diminuiu apds a adigdo de PAA,
isso indica que ha menor fracdo de fase cristalina (PVA) e maior fragdo de fase amorfa —
caracteristica do PAA [222]. Para a amostra Pol-OVB foi possivel identificar um segundo

decaimento em 230 °C que ainda estaria relacionado a Tmdo PVA.

(a)
222°C
o T (b)
L
=
0
o
c
g P (c)
1T} 198 °C
(d)
207°C __» ©
204 °C —w )
205°%C ==
1 ¥ 1 L 1 L I % 1 v 1 L I J 1
50 75 100 125 150 175 200 225

Temperatura (°C)

Figura 5. 5: Termogramas de DSC dos nanocompdésitos: a) PVA-Sigma; (b) PAA-sintetizado; (c) Pol-0VB; (d)
Pol-2.5VB; (e) Pol-5VB; e f) Pol-10VB. (Fonte: Propria autora)
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Ao incorporar VB a dupla camada polimérica (Pol-2.5, Pol-5VB e Pol-10VB), a T dos
nanocompdsitos aumenta (204°C a 207 °C) e torna-se intermediaria a temperatura de fusdo do
PVA-Sigma e da dupla camada polimérica (Pol-OVB). Na literatura, a alteragdo da Tm para
nanocompositos estaria relacionada a reducao da fase cristalina do PVA a partir da adigcao de
carga ceramica no sistema, pois as nanoparticulas impediriam a interacdo entre a cadeia
principal do polimero e a formacdo de ligacdes secundarias de hidrogénio [225]. Portanto, o
ensaio de DSC mostra que o VB estaria, a principio, ancorado mecanicamente na rede do PVA.
Considerando que a temperatura de aplicagdo dos nanocompoésitos ¢ a temperatura corporal

proxima a 37 °C, nao foram identificadas transig¢des relevantes neste valor.

A estabilidade térmica dos nanocompositos foi estudada através da analise termogravimétrica
dos materiais. Os termogramas das amostras sdo apresentados na Figura 5.6. As curvas TGA
mostram trés regides distintas principais de perda de peso. A primeira perda de peso ocorreu na
faixa de temperatura entre 25 °C e 200 °C, e foi associada a perda de 4gua absorvida nos

materiais [222,223].
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Figura 5. 6: a) TGA e b) DTG das amostras produzidas. (Fonte: Propria autora)

A degradagdo térmica da amostra de PVA-Sigma comecou em 220 °C e a perda de peso do
material teve dois picos maximos distintos em 285 °C e 450 °C. Um possivel mecanismo de
degradacao térmica do PV A seria explicado a partir da sua desidratagdo, iniciada em 200 °C,
com producdo predominante de macromoléculas com uma estrutura de polieno [226,227]. Em
temperaturas elevadas, esta estrutura ¢ destruida e carbono, bem como hidrocarbonetos, seriam
formados [226,227]. Para a amostra de PAA-Sintetizado, o inicio de perda de massa deu-se a

partir de 200 °C. Existem também dois picos de degradagdo térmica na amostra de PAA-
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sintetizado, um e 385 °C e outro em 430 °C que estdo incompletamente separados. O
mecanismo de degradacdo do PAA em CO; envolve trés etapas: desidratacdo, descarboxilacao
e quebra das cadeias. A desidratagdo ocorre em temperaturas acima de 200 °C a partir da
formacao e decomposicao de anidridos. Na descarboxilacao, temperaturas acima de 250 °C sdo
requeridas para que haja a decomposi¢ao do anidrido em dioxido de carbono — que sera liberado
até temperaturas proximas a 500 °C com consequente perda de massa do material. Por ultimo,
€ com menor expressao na perda massica, em aproximadamente 350 °C, a quebra de cadeias
acontece eliminando fragmentos de cadeia curta derivados de duas ou mais unidades de

repeti¢do [228].

A amostra Pol-0VB teve seu inicio de degradacao em 200 °C com maximo em 250 °C, outros
picos de bandas incompletas foram encontrados em 425 °C e 450 °C. Portanto, observa-se que,
com a polimerizagdo do PAA, a estabilidade térmica do material diminuiu - a curva da amostra
Pol-0VB esta deslocada para a direita. Porém, ao acrescer VB no sistema a estabilidade térmica
dos nanocompositos tendeu a aumentar gradualmente (pico de degradacdo em 260 °C, 355 °C

e 360 °C, Pol-2.5VB, Pol-5VB ¢ Pol-10VB, respectivamente).

A inser¢do de VB ao sistema alterou a estabilidade térmica dos nanocompdsitos. A explicagao
proposta esta relacionada as restrigdes na mobilidade da cadeia polimérica e a redugdo da
difusividade dos agentes de ataque dentro da matriz polimérica, ambas devido as interagdes
polimero-carga. Assim, as nanoparticulas podem atuar como uma barreira de aquecimento

[227].

5.5.3 Analise das caracteristicas estruturais

As analises de FTIR foram realizadas com a finalidade de avaliar os grupos funcionais dos
nanocompositos a partir da identificacdo das suas bandas de absorcao. Os espectros de FTIR
dos nanocompositos produzidos podem ser observados na Figura 5.7, e as principais bandas de
absor¢do estdo listadas na Tabela 5.2. Os filmes nanocompositos produzidos apresentaram
espectros com as bandas tipicas de PVA e PAA. A banda centrada em 3288 cm™ pode ser
relacionada a vibragdo de estiramento dos grupos hidroxila (-OH). A banda centrada em
1141 cm! esta relacionada ao estiramento C-O presente na regido cristalina do PVA, indicando,
portanto, a presenca deste polimero [229]. Quando hé interagcdo entre polimeros, mudangas no

espectro podem ser observadas — como ¢ o caso do deslocamento da banda centrada em
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1697 cm™ no PAA-sintetizado para comprimentos de onda maiores (1703 cm™). Isso é um

indicativo de que pode ter ocorrido interacao por ligagdes de H entre o PVA e o PAA [229].

- C-0  c.c-0
O-H C-H c=0 C:H cC 50-H,,/

Intensidade (u.a)

g T e I T : T e I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 5. 7: Espectro FTIR dos filmes e nanocompositos produzidos (4000- 500 cm™'): a) PVA-Sigma; (b) PAA-
sintetizado; (c) Pol-OVB; (d) Pol-2.5VB; (e) Pol-5VB; e f) Pol-10VB. (Fonte: Propria autora)

Tabela 5. 2: Principais bandas vibracionais associadas aos nanocompdsitos

Amostra Numero de onda (cm™) Atribuicao Referéncias
O-H vibragao de
PAA-sintetizado 3288 estiramento [220,230,231]
PVA-Sigma 2942 C—H estiramento [231-233]
Pol-OVB
Pol-2.5VB 1094 C-O estiramento [230]
Pol-5VB 913 O-H [234]
Pol-10VB
822 C-C-O estiramento [234,235]
PAA-sintetizado .
Pol-0VB 1697 C=0 estiramento [232,233]
Pol-2.5VB
Pol-5VB 1227 C-C estiramento [218]
Pol-10VB

As bandas centradas em 2942 cm™' e 1094 cm™! indicam os estiramentos dos grupos C-H e C-
O-C do PAA-sintetizado respectivamente [220,231]. J4 a banda centrada em 1237 cm’! refere-

se ao alongamento do C-C [218] que foi deslocada para valores maiores ap6s a interagdo com
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0 PVA-Sigma. A banda centrada em 1712 cm™! indica o grupo carbonila C=0 presente no PAA-
sintetizado [232,233] e a banda em 913 cm'! é atribuida ao grupo carboxila (O-H) deste mesmo

composto [234]. A banda centrada em 822 cm™! é atribuida ao C-C-O [234,235].

A partir da interagdo do PVA-Sigma e do PAA-sintetizado, observou-se a formagao de bandas
entre 1602 cm™ e 1639 cm™ que estariam relacionadas ao grupo carbonila [236]. Park e
colaboradores (2017) associam a presenca dessas bandas a interagdo entre metal de transicado e
oxigénio carbonilico (-C"=0"), portanto, poderia haver interagdo entre os polimeros e os metais

de transicdo Ce e Co presentes na superficie do VB [234].

A andlise de FTIR mostra que ao polimerizar o PAA sobre o PVA houve interagao entre os dois
polimeros através de ligagao de hidrogénio. Ha poucos indicativos nos espectros que mostrem
alguma intera¢@o quimica do PVA e do PAA com o VB, pois trata-se de uma anélise superficial

e o VB esta disperso no volume do material.

A estrutura dos nanocompositos também foi avaliada através de difracao de raio X (Figura 5.8).
Através destes espectros ¢ possivel confirmar a natureza semicristalina do PVA, uma vez que
sdo encontrados picos em 20 = 19,5° 23° e 41° [237]. A cristalinidade do PVA ¢ devido a
interacao intermolecular por ligagdes de hidrogénio entre as suas cadeias [237]. O PAA ¢ um
polimero amorfo com halo entre 10° e 30 ° [238], mas na Figura 5.8 ¢ possivel observar picos
de cristalinidade em 20 = 43,4°, 52,2° ¢ 74,2° correspondentes ao cobre metalico (ICDD card
01-085-1326) proveniente de contaminacdo durante algum processo de manipulacdo da

amostra, , uma vez que durante a sintese nao foi empregado nenhum reagente de cobre.
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Figura 5. 8: Espectros de DRX para as amostras de filmes nanocompdsitos de: a) VB-1CeCo; b) PAA-
sintetizado; ¢) PVA-Sigma; d) Pol-OVB; ¢) Pol-2.5VB; f) Pol-5VB; e g) Pol-10 VB. (Fonte: Propria autora)

Nos nanocompositos, a intensidade do pico principal do PVA diminuiu apos a polimerizagao
do PAA, indicando uma diminui¢do na cristalinidade do material a partir de uma restricao na
formagdo de cristais [222,239,240]. Além disso, nas amostras de Pol-5VB ¢ Pol-10 VB
apareceram picos localizados em 20 = 28,7°; 47,6° e 56,3°, indicando a presenga do CeO» -
ICDD 00-043-1002 (JCPDS card n® 43-1002) [148]; e picos em 20 = 37°; 59,5° ¢ 65,3° - ICDD
01-071-0816 (JCPDS card n°® 71-0816) [148]- que indicariam a presenga do Co304 — ambos
oxidos presentes no VB. Esta diminuicao da cristalinidade do PVA possivelmente esta ligada
ao aumento na dificuldade de empacotamento das suas cadeias devido a presenca do VB [241].
O aumento da caracteristica amorfa da matriz polimérica dos nanocompositos pode aumentar a
liberacdo do VB, consequentemente dos ions terapéuticos nele presentes, para o meio
fisioldgico, em vista de um material semicristalino, uma vez que ha aumento da flexibilidade

do movimento segmentar das cadeias na matriz polimérica [222].

Diante dos resultados das caracteristicas térmica e estrutural dos materiais, propde-se que a
interacdo na interface entre os polimeros PVA e PAA seja representada tal qual a Figura 5.9-a,

enquanto a interag¢do entre o PVA-VB seja representada de acordo com a Figura 5.9-b.
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Figura 5. 9: Representacdo esquematica (a) das interagdes fisica e quimica entre o PVA e o PAA; (b) do
ancoramento mecanico do VB no PVA. (Fonte: Propria autora)

5.5.4 Analise das propriedades mecanicas dos nanocompositos

As propriedades mecanicas dos filmes nanocompdsitos foram avaliadas através do ensaio de
tracdo, e as curvas de Tensdo x Deformagdo sdo apresentadas na Figura 5.10. A tensdo de
ruptura ¢ a deformagdo da amostra Pol-OVB foram de 30,0 + 6,0 MPa e 2,7 £ 0,5 mm,
respectivamente. De acordo com a literatura, filmes brancos de PVA podem chegar a resisténcia
a tracao de, aproximadamente, 40 MPa [242], além disso a formagao de redes interpenetrantes
entre PVA/PAA tende a ndo alterar a resisténcia mecanica a tragdo do material — prevalecendo
a resisténcia referente ao PVA [243], bem como indicado por Tavakoli e colaboradores (2018)
[6]. Portanto, no presente estudo, a carga ceramica foi diretamente responsavel pelas alteragoes

nas caracteristicas mecanicas dos nanocompdsitos, sendo o PAA pouco, ou nada, influente.
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Figura 5. 10: Curvas representativas dos ensaios de tragdo para as amostras Pol-0VB, Pol-2.5VB, Pol-5VB e
Pol-10VB. (Fonte: Propria autora)

Para as amostras contendo VB-1CeCo, tanto a tensdo de ruptura, quanto a deformacdo de
engenharia diminuiram com o aumento da % m/m de VB nos nanocompositos. Portanto, os
nanocompositos se tornaram menos ducteis e menos resistentes, além de mais rigidos (maiores
modulos de elasticidade), como resultado da incorporagdo de carga ceramica. A Tabela V.3
resume os dados de deformagdo na ruptura (&), tensdo maxima de ruptura (omax) € modulo de

elasticidade (E) encontrados para os nanocompositos.

Tabela 5. 3: Propriedades mecanicas dos nanocompdsitos.

Amostra E (MPa) omix (MPa) & (mm/mm)
Pol-OVB 11,0 £1 30£6 3+1
Pol-2.5VB 14 £3 27+1 2 +0
Pol-5VB 18 £7 21 +0 1+0
Pol-10VB 21 +1 17 +1 1 +0.1

E importante destacar que as amostras Pol-OVB e Pol-2.5VB apresentaram comportamento

tipico de polimeros semicristalinos, uma vez que entre os regimes elastico e plastico houve
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redugdo da tensdo das amostras. Isto ¢, durante o ensaio, houve alinhamento das cadeias
poliméricas do PVA, consequentemente, aumento da cristalinidade do polimero e aumento da
resisténcia mecanica a tragao do material, para, entdo, haver ruptura. Ja para as amostras Pol-
5VB e Pol-10VB ¢ observado carater mais fragil nas curvas de tensdo x deformagao, onde a
deformagdo de engenharia ¢ menor e sem variagdo na tensdo que indique aumento da
cristalinidade do material — o que pode ser observado pelo aumento do modulo de elasticidade
dos nanocompositos [244]. Ou seja, o a adigdao continua de VB ao polimero estaria causando
segregacdo de fases devido a aglomeragdao de particulas, logo, criando pontos de
descontinuidade e/ou concentradores de tensdo que diminuiriam a mobilidade das cadeias

poliméricas, logo sua resisténcia a tragao [245,246].

Diante dos resultados apresentados, todos os filmes poliméricos podem ser usados para
cobertura de feridas, pois espera-se que curativos possam suportar tensdes de tracao durante as
atividades do dia-a-dia e possuam resisténcia a tracdo compativel com o tecido dérmico
(21.6 = 8.4 MPa [247]). Portanto, se houver algum estresse de atrito acidental, os
nanocompaositos absorverao a energia sem romper e, assim, fornecerao seu efeito protetor contra

perda de nutrientes e infec¢des sobre a ferida.

5.5.5 Caracteristicas dos nanocompositos enquanto curativos

O teste de angulo de contato (0) de uma superficie com a dgua ¢ um ensaio que indica a
molhabilidade dos materiais, onde altos angulos de contato (0 > 90°) indicam que o material
possui baixa molhabilidade, portanto, seria um material hidrofébico; por outro lado, materiais
com baixos angulos de contato (6 < 90°) indicam que o material possui maior molhabilidade,
portanto, seria um material hidrofilico [248]. Este teste ¢ importante para o desenvolvimento
de curativos, pois superficies hidrofilicas sdo altamente indicadas em biomateriais para essa
aplicacdo por auxiliarem na adesao e proliferacdo celular [248]. O teste de angulo de contato
foi utilizado neste estudo para avaliar se houve modificag@o na hidrofilicidade da superficie dos

nanocompdsitos antes e apds a polimerizagdo do PAA e da incorporacao de VB-1CeCo.

A Figura 5.11 apresenta imagens Opticas de gotas de agua nas superficies de PVA e PAA dos
nanocompdsitos, enquanto a Tabela 5.4 apresenta os dados de angulo de contato das respectivas

imagens. A andlise dos dados da Tabela V.4 indica que a polimerizagdo do PAA promoveu
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diminui¢ao dos angulos de contato dos nanocompositos, pois ele apresenta grupos hidrofilicos

C=0 que promovem a molhabilidade [231,249].

Ja a incorporagdao de VB-1CeCo no PVA também influenciou no aumento da hidrofilicidade
dos materiais, porque os angulos de contato na superficie do PVA diminuiram com o aumento
da insercdo de nanoparticulas no sistema. Wang e colaboradores (2022) incorporaram
nanoparticulas de Si02 ao PVA e mostraram que a forte hidrofilicidade do SiO, pode melhorar
a adsorcdo de moléculas de agua na superficie da membrana [220]. O aumento da
hidrofilicidade ¢ uma caracteristica desejavel para materiais de curativos para feridas, porque

as células epiteliais sdo mais propensas a fendmenos de adesdo e proliferagdo na presenca de

substratos hidrofilicos [248,250].
S
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Figura 5. 11: Imagens 6pticas de gotas de agua nas superficies de PVA e PAA dos nanocompdsitos: a) Pol-0VB;
(b) Pol-2.5VB; (c¢) Pol-10VB; e (d) Pol-10VB. (Fonte: Propria autora)

Tabela 5. 4: Angulos de contato obtidos para as superficies de PVA ou PAA dos
nanocompositos: a) Pol-0VB; (b) Pol-2.5VB; (¢) Pol-10VB; e (d) Pol-10VB.

Amostra Angulo de Contato/PVA (°) Angulo de Contato/PAA (°)
Pol-0VB 87+8 59+4
Pol-2.5VB 71+4 66+ 0
Pol-5VB 61+0 41+ 0

Pol-10VB 46 £ 1 38+ 1
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O grau de absor¢do de fluidos em pHs éacido (4), basico (9) e neutro (7) foi utilizado neste
estudo a fim de analisar a capacidade de absor¢do de fluidos do material em meios que simulem
feridas infectadas (basico) e feridas ndo-infectadas (pH proximo a 5). A Figura 5.12 apresenta
a taxa de absorcdo de solu¢do (%) dos nanocompositos com diferentes porcentagens de VB em
relacdo ao tempo de exposicao a solugdo. Através das curvas € possivel observar que em pH
basico houve maior absor¢ao de fluido pelo sistema, enquanto para pH é4cido houve menor
absorc¢ao de fluido. Esse comportamento ¢ devido a presenca do PAA. O aumento da capacidade
de absorc¢ao de fluidos por misturas de PVA/PAA em meio basico tém sido altamente reportado
na literatura [6,226,230,249,251,252]. A sensibilidade ao pH dos hidrogéis ¢ devida a presenca
de grupos funcionais fracamente 4cidos (COOH) presentes na cadeia principal do PAA [249].
Assim, as propriedades de absor¢ao de 4gua sdo atribuidas a ionizag¢ao desses grupos funcionais
em meio basico, sendo a repulsdo eletrostatica entre os grupos anionicos a forga motriz para o

processo de intumescimento [226] — tal qual indicado na equagdo 5.6.

[RCOOH]ge1 + [OH Jag 2[RCOO ]get + H20 Eq.5.6

Com o aumento da % m/m de VB no sistema, houve aumento da absor¢do de fluido pelos
nanocompositos, possivelmente devido a maior disposicao de grupos hidrofilicos -OH no

material, o que esta de acordo com o observado através da anélise de molhabilidade [253,254].
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Figura 5. 12: Taxa de absorcdo de dgua em pHs 4, pH 7 ¢ pH 9 para as amostras (a) Pol-OVB, (b) Pol-2.5VB, (c)
Pol-5VB e (d) Pol-10VB. (Fonte: Propria autora)
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A Figura 5.13 apresenta micrografias de MEV em que ¢ possivel observar a alteragdo na
superficie dos hidrogéis apds 2 h de imersdo dos nanocompositos em solugdes de diferentes
pH. Nas imagens ¢ possivel observar o efeito no tamanho de poros do carater anidénico do PAA,
onde em pH &cido (4) hé poros pequenos, em relacdo ao tamanho dos poros do material apos
imersdo em pH basico (9) — o tamanho de poros esta indicado na Tabela 5.5. O aumento no
valor do pH aumentou a taxa de dissociacdo do grupo carboxila, resultando em um maior
acumulo de cargas negativas dentro do hidrogel de PAA. Logo, a repulsdo entre as cargas
negativas fixas aumentou o tamanho dos poros [6].Nao foi observada relagdo direta entre a
presenca do VB e o tamanho de poros dos materiais. As micrografias sdo consistentes com os

resultados da andlise de absorc¢ao de fluidos, onde ocorreu um maior intumescimento em pH =
9.

Tabela 5. 5: Tamanho médio de poros para as amostras em pH 4, pH 7 e pH 9.

Média do tamanho de poro (um)

Amostra

pH 4 pH7 pH9
Pol-O0VB 5+1 85 448 147 £22
Pol-2.5VB 94 + 26 121 £19 137 +43
Pol-5VB 843 55+18 128 +0,3

Pol-10VB 23 £10 48 +11 131 £26
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Figura 5. 13: Imagens de MEV das superficies das amostras de PVA-PAA em diferentes valores de pH (4; 7 ¢
9). (Fonte: Propria autora)

De acordo com protocolos brasileiros para o tratamento de feridas, feridas que tenham de
moderada a intensa exsuda¢do devem ser tratadas com curativos feitos a partir de materiais
absorventes. O tempo de permanéncia do curativo na ferida depende da intensidade de exsudato
produzido e da preseng¢a ou ndo de infec¢do. Assim, o tempo de uso do curativo pode chegar a
7 dias — a depender das necessidades do paciente [255,256]. Este trabalho mostrou que os
curativos de PVA/PAA sao capazes de absorver 200 vezes o seu peso em pH acido (ferida nao
infectada) e 600 vezes o seu peso em pH basico (ferida infectada), o que mostra que o material
atende a condi¢do de utilizagdo em feridas com elevada producgdo de exsudato a partir da sua

capacidade de retencdo de fluidos.
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Os resultados da avaliacdo do comportamento dos nanocompositos em diferentes pHs indicam
que o material € promissor para o uso em curativos inteligentes com alta formac¢ao de exsudato
e que possam identificar o estado de uma ferida e agir de modo preventivo e/ou corretivo, uma
vez que a ocorréncia de feridas infectadas esta associada com o aumento do valor do pH do

meio [6].

A capacidade de transmissao do vapor d’agua (TVA) foi empregada para avaliar a habilidade
de penetracdo e transposicao da agua através do material seco. A permeabilidade a umidade e
gases através do filme polimérico utilizado para curativo ¢ importante para manter a ferida
confortavel e auxiliar no processo de cicatrizagdo. Foi relatado que o filme deve ser permeével
na medida em que um exsudato umido sob o curativo deve ser mantido, evitando a absor¢ao

excessiva de fluido e a evaporagdo, levando a dessecagao do leito da ferida [257].

A Figura 5.14 mostra o grafico de TVA dos nanocompositos. Através do ensaio foi possivel
observar que a TVA das amostras foi pouco afetada pela incorporagao de VB no sistema. Esse
comportamento pode indicar que o VB estaria suficientemente disperso na camada de PVA a

ponto de ndo dificultar ou impedir a passagem de dgua pelos nanocompdsitos [258].
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Figura 5. 14: Permeabilidade ao vapor de agua das amostras secas de Pol-O0VB, Pol-2.5VB, Pol-5VB ¢ Pol-
10VB. Os dados obtidos ndo apresentaram variagdo estatisticamente significante. (Fonte: Propria autora)
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Os valores de transmissdo de vapor de dgua foram altos para todas as amostras e apresentaram
uma grande variagdo na TVA ao longo do tempo, onde as primeiras 24 h representaram o maior
TVA com queda gradual nos tempos seguintes. Esses resultados provavelmente representam os
momentos de maior absor¢ao de vapor de agua pelos materiais, que encontravam-se secos no

momento das analises [215].

De acordo com Thomas & Young (2008), injarias teciduais provocadas por queimaduras de 2°
grau, queimadura de 3° grau, tecido de granulagdo e ulceras de pressao sdo ferimentos que
demandam maiores taxas de TVA (4274,40 m®.24h; 3436,80 m?.24h; 5138,40 m>.24h;
9756,24 g/ m?24h, respectivamente) [259,260]. Portanto, os nanocompdsitos altamente
permeaveis desenvolvidos neste estudo podem ser empregados em curativos com diversos tipos

de ferimentos.

A Capacidade de Movimentacao de Fluidos (CMF) de um curativo refere-se a sua capacidade
de drenar o exsudato, que € o liquido produzido por uma ferida, por meio de capacidade de
absor¢ao (CA) ou permeagao na forma de transmissao de vapor umido (TVPU) [261]. Estudos
demonstram que uma ferida na pele pode produzir, em média, 5 g de exsudato por cada 10 cm?
de area afetada por dia [262]. Portanto, materiais com alta CMF podem absorver uma
quantidade excessiva de exsudato, levando a desidratacdo da ferida, enquanto materiais com
baixa CMF podem resultar em acimulo excessivo de exsudato, o que pode causar problemas
no processo de cicatrizagdo, como pressdo contraria na ferida, infeccdo ou vazamento nas
bordas do curativo. Esses fatores podem causar desconforto, dor ¢ comprometer a barreira

microbiologica fornecida pelo curativo [261,263].

Os valores médios de CMF obtidos para os nanocompositos Pol-0VB, Pol-2.5VB, Pol-5VB e
Pol-10VB foram, respectivamente, 19,8 + 0,5 g/10cm?24h; 6,0+0,7 g/10 cm?/24 h;
5,5+0,22 g/10cm?/24 h e 4,3 + 0,81 g/10cm?/24 h (Figura 5.15). Os resultados mostram que a
amostra Pol-O0VB teria uma CMF muito superior aquela sugerida como ideal por dia
(5 g/10cm?), indicando que essa composicdo levaria a desidratagio de uma ferida. Ao
incorporar VB nos nanocompositos, os resultados indicam que a CA ¢ similar para todas as
amostras (2,7 g/10cm?; 2,8 g/10cm? e 2,0 g/10cm?), enquanto a TVPU diminui com a
incorporagao de VB ao sistema, o que indicaria que a presenga do VB dificultou a passagem de
moléculas de agua entre os meios interno e externo. A titulo de comparagdo, os nanomateriais

aqui produzidos poderiam ser empregados no tratamento de diversos tipos de feridas (incluindo
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queimadura de 3° grau, area doadora e ulcera de perna com nivel de exsudato de
4,5 g/10 cm?/dia; 3,6 g/10 cm*/dia e 5,3 g/10 cm?/dia — respectivamente [264]), tal qual
curativos comerciais como o ActivHeal® (CMF= 4.6 g/10 cm?/24 h) ou o Tegasorb®
(CMF=5.01 g/10 cm?/24 h) [262,263]. Assim, os valores de CMF encontrados para as
membranas sugerem que elas poderiam ser utilizadas no tratamento de feridas moderadas e

graves com altos niveis de produgdo de exsudato.
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Figura 5. 15: Capacidade de movimentagdo de fluidos das amostras Pol-OVB, Pol-2.5VB, Pol-5VB ¢ Pol-
10VB. Os asteriscos (*, ** e ***) indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (Fonte: Propria
autora)

5.5.6 Estudo da sensibilidade dos nanocompasitos em pH alcalino

Liberacao ionica

O ensaio de liberagdo idnica ¢ amplamente utilizado para avaliar a capacidade de dissolugdo de
uma dada composicdo de VB em diferentes meios [177,185], além de avaliar — quando
necessario - a formagdo de hidroxiapatita carbonatada na superficie do material. A maioria
desses meios, entretanto, nao simula a composicao quimica da secrecao extra corpérea de
exudato de feridas (SEF). A SEF pode ser facilmente produzida a partir da dissolugdo de
cloretos de sodio e cdlcio em dgua e ¢ usulamente utilizada para simulacdo da absorciao de

exsudato por curativos [116]. Portanto, o ensaio de liberagdao de ions dos nanocompositos foi
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feito em uma solugdo simulada de exsudato de feridas em pH bésico para que simulasse uma

ferida infectada.

A liberagdo de farmacos soluveis em agua, aprisionadas numa membrana, ocorre somente
depois da penetragcdo de dgua na rede polimérica que incha e dissolve o farmaco, seguida pela
difusdo ao longo da via aquosa até a superficie do dispositivo [265]. Espera-se que o

comportamento de liberagdao de ions do VB-1CeCo tenha seguido essa linha de raciocinio.

A Figura 5.16-a apresenta o perfil de liberacdo de Si para as amostras de nanocompdsitos
sintetizadas neste estudo. As amostras apresentaram liberacao crescente de Si para as primeiras
horas (1 h, 3 h e 24 h) do ensaio. A liberagdo de Si para as amostras Pol-2.5VB, Pol-5VB e Pol-
10VB ficaram em torno de 0,30 ppm. O valor maximo de liberacao de Si ocorre para a amostra
Pol-10VB no tempo de 168 h com 1,62 ppm, seguido de decréscimo da liberagdo deste
elemento (0,72 ppm). Diferentemente da amostra de Pol-10VB, o perfil de liberagao observado
a amostra Pol-5VB mostra taxa crescente de liberacdo com liberagdo maxima em 336 h
(1,63 ppm), ja para a amostra Pol-2.5VB a liberagdo méxima de Si ocorre em 336 h (1,18 ppm)
de ensaio, sendo que em 72 h a liberacdo foi 0,68 ppm e em 168 h a liberacdo foi de 0,45 ppm.
Para a regeneracao dérmica, especialmente, o silicio tem papel estrutural importante, pois
auxilia nas sintese de coldgeno e ativa enzimas, melhorando a resisténcia e a elasticidade da

pele [187].
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Figura 5. 16: Perfil de liberagdo de ions (a) Si, (b) Ce e (¢) Co para amostras sintetizadas ap6s imersao de SEF.
(Fonte: Propria autora)

A Figura 5.16-b traz os perfis de libera¢ao de Ce para as amostras de nanomateriais produzidas
neste estudo. Os perfis de liberacao de Ce indicam que a amostra Pol-2.5VB libera, at¢ 168 h
de ensaio, aproximadamente 0,021 ppm de Ce para o meio, tendo maior apice de liberagdo em
336 h (0,92 ppm) — o que foi uma surpresa neste estudo, visto que era esperado que esta amostra
possuisse menor liberacdo devido a menor concentragao de ions, assim, ensaios adicionais
precisam ser feitos para elucidar este comportamento. A amostra Pol-5VB libera,
aproximadamente, 0,06 ppm de Ce nas primeiras 24 h do ensaio, tendo 4pice de liberagdo em
336 h (0,7 ppm). J4 a amostra Pol-10VB possui a maior variagdo em concentragao nos tempos

entre as amostras estudadas (0,04 ppm a 0,5 ppm).

A Figura 5.16-c apresenta os perfis referentes a liberagao de Co, sendo possivel observar que a
amostra Pol-10VB apresenta maior liberacdo de Co para o meio nas 168 h iniciais do ensaio
(0,57 ppm; 0,74 ppm; 0,60 ppm e 0,84 ppm, respectivamente), apresentando decréscimo
apenas apos este tempo (0,31 ppm). A amostra Pol-5VB apresentou a segunda maior liberagao
de ions Co, seguida pela amostra Pol-2.5VB. Ambas amostras apresentaram liberagao crescente
de Co nas primeiras 24 h de ensaio, o que indicaria que uma ferida estaria sendo tratada nas

primeiras horas de contato com o curativo.
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Tal qual esperado, ndo houve identificacdo de ions Si, Ce e Co para a amostra Pol-OVB. Os
perfis de dissolugdo mostram que os nanocompdsitos deste estudo foram capazes de liberar,
quando incubadas em meio basico, ions terapéuticos. As faixas de liberacdo consideradas
terapéuticas para um ion ser considerado terapéutico, de acordo com a literatura, ¢ de 15 ppm
a 30 ppm para o Si; 3 ppm a 12 ppm para o Co estimular a angiogénese [266]; e, com relagao
ao Ce, ndo foi encontrada uma faixa definida para sua acdo terapéutica, mas estima-se que o
6xido de cério aja como antiinflamatorio e antioxidante entre (500 ng.mL ™' a 1000 pg.mL™") o
que indica por volta de qual faixa terapéutica poderia ser a dos ions de Ce [267]. Isso indica
que maiores % p/p de VB-1CeCo poderiam ser incorporados ao curativo, visto que a liberagao
de Si, Ce e Co ficaram abaixo da faixa terapéutica destes ions. Diante dos resultados de
liberacao de ions e das restrigdes deste estudo, conclui-se que as amostras tém potencial para

aplicagcdo como curativo para o tratamento de lesdes cutaneas.

5.5.7 Estudo bioldgico in vitro

Analise da viabilidade celular

A técnica de citometria de fluxo foi empregada neste trabalho a fim de analisar a viabilidade
celular e biocompatibilidade dos curativos a partir da integridade da membrana celular de
células embriondrias de rim humano (HEK293). Trabalhos voltados para o desenvolvimento de
curativos realizaram ensaios bioldgicos empregando células HEK293 que se mostraram uma
boa opc¢ao para ensaios primarios de biocompatibilidade de biomateriais [268,269]. As Figuras
5.17-a a 5.17-e representam o espalhamento do feixe de laser ao longo de seu caminho (FSC)
como func¢do do seu espalhamento lateral (SSC) medido em um angulo de noventa graus.
Assim, FSC ¢ proporcional ao didmetro da célula e ¢ principalmente devido a difracdo de luz
na superficie da célula. Estes graficos revelam um perfil de baixa citotoxicidade dos
nanocompositos, onde se observam populacdes significativas de células vivas (pontos azuis).
Por outro lado, o SCC esta associado a luz refratada ou refletida na interface entre o laser € as
estruturas intracelulares, fornecendo informagdes sobre a granularidade das cé¢lulas examinadas
[193]. Os graficos de citometria de fluxo tém quatro quadrantes, incluindo LL (inferior
esquerdo; que denotam células vidveis (vivas)), LR (inferior direito), UR (superior direito) e

UL (superior esquerdo) [270].
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A Tabela V.6 resume os dados de viabilidade celular (LL) obtidos na analise de citometria de
fluxo. Os dados revelam que todas as amostras apresentaram uma populacao de células vidveis
acima de 70 %, indicando que os nanocompositos produzidos sdo biocompativeis [271]. Nao
foram encontradas relagdes no aumento ou diminuicdo de viabilidade celular diretamente

relacionadas a incorporacdo de VB nas amostras dos nanocompositos.

Tabela 5. 6: Porcentagem de células viaveis para cada um dos nanocomp0ositos produzidos.

Amostra % Viabilidade Celular (LL)
Controle Negativo 92,1
Pol-0VB 94,2
Pol-2.5VB 92,7
Pol-5VB 94,3
Pol-10VB 90,0

Ensaios adicionais devem ser realizados para a completa compreensao do comportamento
bioldgico dos nanocompositos produzidos, bem como estudos que envolvam diferentes tipos
celulares e modelos in vivo. Os resultados preliminares mostram que os curativos sdo
citocompativeis para células HEK293, refor¢ando seu uso promissor como biomaterial no

tratamento de feridas crOnicas.

Analise da atividade antimicrobiana dos nanocompésitos

A atividade antimicrobiana dos nanocompositos foi avaliada pelo método de disco-difusdo para
E. colie S. aureus. A Figura 5.18 traz os didmetros da zona de inibi¢ao obtidos para as amostras
de Ciprogloxacino (controle), Penicilina (controle), Imipenem (controle), Pol-0VB, Pol-2.5VB,
Pol-5VB e Pol-10VB, bem como imagens digitais dos nanocompdsitos imersos nas placas de

agar contendo as referidas bactérias.
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Figura 5. 18: Halo de inibicdo medido para diferentes amostras utilizadas nos testes de difuséo em disco de agar
Bauer-Kirby contra a bactéria (a) Staphylococcus aureus (ATCC 25923); (b) Escherichia coli (ATCC 25922).
Inser¢do: fotografias das placas de agar utilizadas neste teste, onde sdo observadas as zonas de difusdo. (Fonte:

Prépria autora)
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Os resultados indicaram uma resposta negativa para os nanocompositos de PVA/PAA e VB-
1CeCo para E. coli (Figura 5.18-b). Porém, a amostra Pol-10VB mostrou-se eficiente no
combate de S. aureus (Figura 5.18-a), o que indicaria que na concentragdo de 10 % m/m do VB
em um curativo de dupla camada polimérica PVA/PAA hé combate de infecgdes por bactérias
gram-positivas. Ambas bactérias estdo frequentemente associadas a infecgdes cutineas e
resisténcia a antibidticos e antissépticos [272], porém estudo realizado por Bessa e
colaboradores (2015) mostra que a ocorréncia de infecgdes cutaneas por bactéria S. aureus tende

a ser maior (37 %) do que a ocorréncia de infec¢des por E. coli (6 %) [273].

Assim, com o teste do disco-difusdo em agar foi possivel observar que o efeito antibacteriano
dos curativos esta intrinsecamente associado a sua concentracdo de VB-1CeCo nos
nanocompositos. Portanto, nanocompositos com maiores concentracdes de VB-1CeCo seriam
alternativas promissoras para o tratamento de feridas cutineas relacionadas as bactérias gram-
positivas, podendo diminuir o uso de antibioticos de uso sistémico e seus efeitos colaterais nos

pacientes.

5.6 Conclusoes da sessao

Neste estudo, foram produzidos hidrogéis de dupla camada de PVA/PAA com propriedades de
resposta inteligente, bem como nanocompositos de PVA/PAA contendo nanoparticulas de
vidro bioativo com ions de cério (Ce) e cobalto (Co) incorporados. Os hidrogéis foram obtidos
por meio da dissolugdo e secagem do PVA e/ou PVA-VB, seguidas pela polimerizagao de PAA
em sua superficie. Analises térmicas dos nanocompositos revelaram interagdes mecanicas entre
0 PVA e acarga ceramica do VB. Andlises de infravermelho confirmaram interagao por ligacao
de hidrogénio entre 0 PVA e o PVA. A resisténcia mecanica do material, avaliada por meio de
ensaios de tracdo, mostrou-se dependente da resisténcia mecanica do PVA e da quantidade de
VB incorporada no polimero, sendo que maior quantidade de VB resultou em maior fragilidade
do material. Os curativos produzidos demonstraram alta hidrofilicidade, sendo altamente
responsivos ao meio (com maior absor¢do de fluidos em pH mais elevado), apresentaram boa
permeabilidade ao vapor de agua e capacidade de movimentacdo de fluidos semelhante a
curativos comerciais. Além disso, os curativos mostraram ter viabilidade celular em testes de
citometria de fluxo e apresentaram atividade antimicrobiana contra a bactéria S. aureus.

Portanto, o material desenvolvido neste estudo possui potencial promissor como biomaterial
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para o tratamento de feridas cutaneas, devido a sua capacidade de controle inteligente e

responsivo ao pH, permitindo a liberagdo de ions terapéuticos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Conclusoes gerais

Nanoparticulas de vidro bioativo contendo concomitantemente os ions terapéuticos cério e
cobalto em diferentes concentragdes foram sintetizadas com sucesso a partir da rota sol-gel e
metodologia de incorporacdo de ions por impregnacdo pods-sintese. As nanoparticulas
apresentaram morfologia esférica, mesoporosidade com poros ordenados e alta area superficial.
As andlises quimicas e estruturais confirmaram a incorporagao dos ions cério e cobalto na rede
do vidro bioativo, agindo como modificadores e formadores de rede do material. As amostras
de vidro bioativo apresentaram propriedades mesoporosas com tendéncia & diminui¢do do
tamanho médio dos poros a partir do aumento da concentra¢do de ions presentes no material.
A liberacao de ions cério e cobalto na solucao de exsudato simulado de feridas foi confirmada,
indicando o potencial de utilizagdo dos vidros bioativos como biomateriais com liberagao
terapéutica controlada. Além disso, os vidros bioativos dopados com cério e cobalto mostraram
eficiéncia na atividade bactericida contra a bactéria S. aureus, com maior eficacia observada
em amostras com concentracoes mais elevadas de ions terapéuticos. Os vidros bioativos
demonstraram ser biocompativeis em ensaios de citotoxicidade em diversas linhagens celulares,
indicando potencial para uso em biomateriais no tratamento de lesdes cutaneas cronicas. Os
fatores acima indicam que as propriedades fisica e quimicas do material sdo diretamente
dependentes da concentracdo de ions imposta a sintese. Por apresentar capacidade
antimocrobiana, viabilidade celular condizente e capacidade antioxidante, a amostra VB-

1CeCo foi selecionada para ser incorporada em estudo de curativos bicamada de PVA/PAA.

A proposta de aplicacdo dos VBs empregados em curativos bicamada PVA/PAA e que fossem
responsivos ao pH do meio foi estudada. Os curativos produzidos a partir dos nanocompo6sitos
mostraram alta hidrofilicidade, boa permeabilidade ao vapor de agua e capacidade de
movimentagdo de fluidos, além de serem responsivos ao pH. Isso indica que os materiais
possuem boas propriedades para a aplicagdo como curativos de lesdes cutaneas. Além disso, os
curativos demonstraram ser biocompativeis e apresentaram atividade antimicrobiana contra a
bactéria S. aureus, que sdo bactérias com alta incidéncia de infeccdo e causadoras de lesdes
cronicas. O material desenvolvido neste estudo possui potencial promissor como biomaterial
para o tratamento de feridas cutaneas, devido a sua capacidade de controle inteligente e

responsivo ao pH, permitindo a liberagao de ions terapéuticos.
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6.2 Sugestoes para trabalhos futuros

e Caracterizacdo estrutural dos vidros bioativos por 2°Si NMR para melhor compreensio
do papel de Co e Ce na rede do material;

e Avaliar o tamanho de poros dos materiais por Density Functional Theory (DFT);

e Avaliacdo in vivo do potencial de regeneragdo da pele dos vidros bioativos a partir da
exposicao do VB em feridas cutaneas por diferentes periodos de tempo;

e Confirmagao do potencial angiogénico de vidros bioativos contendo Co pela expressao
de VEGF e HIF-1a in vitro e de limites de concentragdo ionica;

e Associagdao do VB no sistema polimérico em concentragdes acima de 10 % m/m;

e Associagcdo do VB ao PAA e ao PVA da dupla camada polimérica;

e Avaliacdo in vivo do potencial de regenera¢do da pele, bem como a capacidade de
tratamento de infec¢des dos nanocompdsitos em feridas cutaneas por diferentes periodos
de tempo;

e Incorporar farmacos, como analgésicos, que possam ter acdo topica e auxiliar na

diminui¢do da dor.
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