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RESUMO

Este estudo relata a sintese e caracterizacao de filmes a base de poli(alcool vinilico)
(PVA) e tanfloc (TN), um derivado amino-funcionalizado sintetizado a partir de taninos
condensados. Os filmes foram obtidos via método “casting” a partir de blendas
poliméricas PVA/tanfloc (PVA/TN), partindo-se de solu¢cbes PVA a 5,0% m/v ou 10%
m/v e tanfloc (TN) a 5% m/v. Blendas poliméricas foram preparadas em diferentes
razdes em massa de PVA/TN (100/0, 90/10, 80/20 e 50/50). O glutaraldeido foi
utilizado como agente reticulante para atribuir estabilidade aos filmes, sendo sua
concentragdo (1,7 g L™!) mantida constante na maioria dos experimentos. Os materiais
foram caracterizados por meio de espectroscopia na regido do infravermelho no modo
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), analise termogravimétrica (TGA/DTG),
espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS), medidas de angulo de contato e
microscopia eletrénica de varredura (SEM). Filmes mais hidrofilicos foram obtidos
partindo-se de blendas preparadas com PVA a 10% m/v. Os filmes apresentaram
excelente estabilidade em solu¢do PBS (pH 7,4) por até 14 dias, viabilizando sua
aplicacdo como scaffolds. Os materiais também apresentaram citocompatibilidade
sobre as linhagens celulares de fibroblastos (L929), células epiteliais (VERO) e células
de macréfagos (J774A1) e sobre células tronco mesenquimais do tecido 6sseo
(MSCs). Além disso, testes mostraram que os filmes PVA/TN apresentaram atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, bem como
atividade antioxidante. Estas propriedades foram decorrentes da presenca do TN nos
filmes e, também, dependeram da concentracdo de TN na composicdo final das
blendas. Os filmes foram aplicados como suportes (scaffolds) para promoverem
adesao e proliferacdo de células MSCs. Imagens de fluorescéncia e SEM revelaram
que o filme mais hidrofilico (PVA10/TN10) atuou como matriz scaffold, pois em apenas
7 dias de estudo, a matriz promoveu fixacéo, proliferacao e o espalhamento de células
MSCs. De modo geral, o filme mais hidrofilico apresentou grande potencial para ser
aplicado como scaffold, pois quando comparado a potencialidade biomédica do metal
tithnio (um dos dispositivos biomédicos mais importantes aplicados em implantes),
confirmou-se a eficéacia do filme PVA/TN para atuar na area de engenharia de tecidos.

Palavras-chave: Hidrogéis, Taninos, Scaffolds, Engenharia de Tecidos, Atividade
Bactericida, Citotoxicidade
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ABSTRACT

This study reports the synthesis and characterization of films based on polyvinyl
alcohol (PVA) and tanfloc (TN), an amino-functionalized tannin derivative synthesized
from condensed tannins. Films were obtained by “casting” method from PVA/TN
polymer blends, using PVA solutions at 5.0 wt.% or 10% wt.% and Tanfloc (TN)
solution at 5 wt.%. Polymeric blends were prepared in different PVA/TN weight ratios
(100/0, 90/10, 80/20 and 50/50). Glutaraldehyde was used as a crosslinking agent to
promote stability to the films, and its concentration (1,7 g L) was maintained constant
in many assays. The materials were characterized through infrared spectroscopy with
attenuated total reflectance (FTIR-ATR) mode, thermogravimetric analysis
(TGA/DTG), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), contact angle measurements
and scanning electron microscopy (SEM). More hydrophilic films were obtained using
PVA at 10 wt.% to create PVA/TN blends. PVA/TN films presented excellent stability
in PBS (pH 7.4) at least 14 days, making possible their application as scaffold matrices.
All PVA/TN films had cytocompatibility on fibroblast cell lines (L929), epithelial cells
(VERO) and macrophages (J774Al) cells and on bone mesenchymal stem cells
(MSCs). In addition, some tests showed that PVA/TN films presented antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, as well as
antioxidant activity. These properties occurred due to the presence of TN in the films
and also on the TN concentration in the final blend composition. The films were applied
as scaffolds to promote adhesion and proliferation of MSCs. Fluorescence and SEM
images revealed that the more hydrophilic film (PVA10/TN10) acted as a scaffold
because in only 7 days of cell culture its matrix promoted fixation, proliferation, and
spread of MSCs cells. In general, this more hydrophilic film showed great potential to
be used as a scaffold because when compared to the biomedical activity of the titanium
(one of the most important biomedical devices applied in implants), it was confirmed
the effectiveness of the PVA/TN film to be used in tissue engineering arena.

Keywords: Hydrogels, Tannins, Scaffolds, Tissue Engineering, Bactericidal activity,
Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, diversas pesquisas tem destacado o uso de hidrogéis como
scaffolds para aplicacbes no campo de engenharia de tecidos, como matrizes
carreadoras de farmacos (area farmacéutica), como sistemas para condicionamento
de solos (agricultura), agentes adsorventes de poluentes em efluentes e &guas
residudrias (area ambiental), agentes promovedores de cicatrizacdo de ferimentos
(area biomédica) e como filmes para embalagens de alimentos (inddstria de
alimentos) (VARAPRASAD et al., 2017; GUILHERME et al., 2015; FACCHI et al.,
2018).

Os hidrogéis sédo constituidos de redes poliméricas com estrutura
tridimensional. Estes sdo capazes de intumescer quando em contato com agua e
fluidos bioloégicos, podendo manter sua integridade fisica, mesmo quando
intumescidos (AHMED, 2015). Os hidrogéis também podem possuir propriedades de
citocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade, propriedades mecanicas
adequadas e responder a estimulos externos, tais como variacées de temperatura,
pH e forca ibnica. Todas estas propriedades tornam os hidrogéis materiais com
potencial para serem aplicados na induastria médico-farmacéutica, industria de
alimentos, no campo de engenharia de tecidos, agricultura e meio ambiente
(KAMOUN et al.,2017).

O poli(alcool vinilico) (PVA) é um polimero sintético e hidrofilico, amplamente
estudado devido as suas propriedades de baixa toxicidade, biodegradabilidade e
citocompatibilidade (SWAROOP et al., 2016). Devido a isso, 0 PVA e materiais a base
de PVA podem ser utilizados em aplicacdes tecnolégicas. No campo médico-
farmacéutico, hidrogéis filmes a base de PVA sdao utilizados como dispositivos para
liberacdo controlada de farmacos e scaffolds (CRISPIM et al., 2012).

Hidrogéis a base de PVA podem ser preparados por meio dos processos de
reticulacdo quimica ou fisica. O processo mais comum para obter hidrogéis de PVA é
por meio da reticulacdo quimica. Neste caso, os agentes de reticulacéo, tais como
glutaraldeido, acetaldeido, formaldeido, epicloridrina, carbodiimidas e outros s&o
amplamente utilizados (YANG et al., 2017; MARTUCCI et al., 2012). Os agentes de
reticulagdo podem conferir estabilidade aos hidrogéis de PVA no processo de
dissolugdo e, também, podem aumentar a citotoxicidade do material. Porém, o
aumento de citotoxicidade dependera de outros fatores. Estes fatores seréo
abordados neste estudo. Assim, esta dissertacao relata a sintese de hidrogéis a base
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de PVA (no formato de filmes) reticulado com glutaraldeido. Este agente reticulante
foi escolhido devido ao seu baixo custo e excelente potencial para reagir com o PVA
(YU et al.,2011).

Além disso, a reticulacéo entre PVA e glutaraldeido pode melhorar a resisténcia
mecanica e a estabilidade térmica de materiais a base de PVA (YU et al., 2011). Por
exemplo, filmes scaffolds de PVA aplicados na area de engenharia de tecidos como
matrizes para promover cicatrizagdo e regeneragdo da pele humana devem,
necessariamente, apresentar resisténcia a tracdo na faixa de 5 a 30 MPa, uma vez
que a resisténcia a tracao da pele humana pode variar nesta faixa, dependendo do
local e orientacdo do tecido (EDWARDS e MARKS 1995).

Neste caso, o biomaterial deve mimetizar o tecido bioldgico e, entdo, promover
uma resposta satisfatéria. Na engenharia de tecidos, o biomaterial scaffold deve
promover fixacdo e proliferacdo de células, bem como, formar novos tecidos
(reparacéo e cicatrizacao tecidual). Contudo, biomateriais a base de PVA podem ser
susceptiveis a adeséo e proliferacio de bactérias (KAMOUN et al., 2017; SALOME
VEIGA e SCHNEIDER 2013). Este fato limita a aplicacdo destes filmes na éarea
biomédica, especialmente na éarea de engenharia de tecidos, onde se requer
dispositivos para cicatrizacdo, reparacdo de tecidos e dispositivos com capacidade
para inibir o crescimento de bactérias. Na América Latina, as bactérias Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) e Staphylococcus aureus (S. aureus) Sao responsaveis
por 7,5% das infeccdes causadas na corrente sanguinea, 31,2% de pneumonia e
13,8% de infec¢cdes causadas sobre o tecido da pele e outros tecidos moles
(JOACHIMS et al., 2003 - MARTIS et al., 2018a).

Diversas pesquisas abordam a incorporacdo de materiais com atividade
antimicrobiana em filmes a base de PVA reticulados com glutaraldeido. Dentre estes,
recebem destaque as nanoparticulas de prata (HUAWEI et al., 2017), nanoparticulas
de 6xido de zinco (GUTHA et al., 2017), quitosana (HAJJI et al., 2016), derivados de
quitosana (YU et al., 2011) e outros. Porém, materiais scaffolds com base nas
formulacdes citadas anteriormente ja foram amplamente estudados e aplicados no
campo de engenharia de tecidos, principalmente para promoverem regeneragao e
reparacao tecidual (KONG et al.,2010; MARTINS et al., 2013; RAVINDRAN et al.,
2013; CARBONE et al., 2016; GOY et al., 2016; TACHABOONYAKIAT, 2016). Além

disso, ainda existem duvidas a respeito da citocompatibilidade destes materiais.
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Dessa forma a presente pesquisa mostra com detalhe o potencial biomédico de filmes
de PVA associados com TN e reticulados com glutaraldeido.

Para aplicacbes biomédicas, o uso de nanoparticulas metalicas pode
apresentar sérias limitagbes. Nanoparticulas possuem baixa estabilidade devido a
elevada area superficial e tendem naturalmente a se agregarem (FACCHI et al.,
2017b). O processo de agregacéo leva a perda de suas propriedades. Por exemplo,
estudos indicam que a atividade antimicrobiana de nanoparticulas metalicas ocorre
guando estas apresentam em torno de até 10 nm de diametro (MARTINS et al., 2014).
Este tamanho é suficiente para que estas particulas adentrem as membranas de
micro-organismos e desempenhem mecanismos para inibir o crescimento e induzir a
morte destes micro-organismos (MARTINS et al., 2014).

Almejando obteng&do de filmes com atividade antimicrobiana, a quitosana
recebe grande destaque para ser associada ao PVA (TRIPATHI, MEHROTRA e
DUTTA 2009). Contudo, além da quitosana ja ter sido muito estudada, esta possui
baixa solubilidade em agua e, ainda, solu¢cdes de quitosana séo dificeis de serem
manipuladas, devido a elevada viscosidade.

Por isso, este estudo tem como objetivo associar o PVA com um polimero
cationico (amino-funcionalizado), comercialmente conhecido como tanfloc (TN). O TN
€ obtido principalmente a partir de taninos condensados, extraidos da espécie Acacia
decurrens, popularmente conhecida como Acécia Negra (BELTRAN-HEREDIA et al.,
2009). O TN é extensivamente utilizado como agente de coagulacéo e floculacdo no
tratamento de 4guas residuérias e efluentes (MANGRICH et al., 2014). Por outro lado,
ha apenas um estudo publicado recentemente pelo nosso grupo de pesquisa
relatando pela primeira vez a atividade antimicrobiana do TN e complexos
polieletroliticos de TN/alginato contra S. aureus e E. coli, bem como, a
citocompatibilidade dos materiais (FACCHi et al., 2017a). Além do mais, os taninos
condensados com grandes por¢cdes de grupos fendlicos em suas estruturas séo
conhecidos por terem atividade antimicrobiana contra micro-organismos
biodeterioradores de madeira (e outros tipos de micro-organismos) (GUIL-
GUERRERO et al., 2016), sendo responsaveis pelo mecanismo de defesa de plantas
(MONTEIRO et al., 2005). Por isso, 0 TN pode ser uma alternativa interessante para
aplicagbes biomédicas em relagdo ao uso de nanoparticulas metalicas e, se trata de

uma alternativa inovadora em relacdo a quitosana.
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Desta forma, o presente trabalho aborda a sintese e caracterizacdo de filmes
de PVA associados com TN. Os filmes foram obtidos por meio de blendas PVA/TN
preparadas a partir de solugdes de PVA a 5,0% m/v ou 10% m/v, usando diferentes
razbes PVA/TN (massa/massa; m/m). Os filmes foram reticulados com glutaraldeido
e obtidos via método “casting”. O propdsito foi obter novos hidrogéis (flmes) com
atividade antimicrobiana, antioxidante, citocompativeis e com potencial para atuarem

como matrizes scaffolds na area de engenharia de tecidos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar filmes scaffolds a base de PVA/TN com potencial para

serem aplicados na area de engenharia de tecidos.

e Sintetizar filmes de PVA/TN reticulados com glutaraldeido variando a
concentracdo de PVA e arazao PVA/TN (m/m);

e Caracterizar os filmes obtidos por meio de espectroscopia na regido de
Infravermelho no modo de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), andlise
termogravimétrica (TGA/DTG), microscopia eletrdnica de varredura (SEM),
espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) e medidas de angulo de
contato;

¢ Realizar ensaios de intumescimento e investigar se os filmes atuam como
matrizes carreadoras do TN nos meios de fluido gastrico simulado (SGF) e
tampao fosfato (PBS).

e Avaliar a propriedade de citocompatibilidade, bem como, a atividade
antioxidante e antimicrobiana.

e Realizar ensaios de cultura de células utilizando os filmes scaffolds de PVA/TN.

e Comparar o potencial biomédico dos filmes scaffolds com amostras de titanio.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 AREA DE ENGENHARIA DE TECIDOS E DEFINICAO DE SCAFFOLDS

De acordo com a Associacéo Brasileira de Transplantes de Orgéos (ABTO),
em 2017 apenas 23.742 pacientes conseguiram receber transplante de 06rgéaos,
enquanto 39.362 pacientes esperam em filas (ABTO, 2017). Além da espera, apds
receberem transplante, o0s pacientes sdo submetidos a medicamentos
imunossupressores (usados para minimizar a rejeicdo do tecido ou 0rgao
transplantado) pelo resto de suas vidas (MARSHALL e BROWNER, 2007). O
tratamento com imunossupressores € essencial, pois o alotransplante (pratica de
transplante que ocorre entre individuos de uma mesma espécie mas geneticamente
diferentes) é tido como o mais comum (LANGER e VACANTI, 1999). Uma alternativa
para superar as limitag6es do alotransplante € aplicar células (de um determinado
tecido) do paciente em um material (scaffold) que possa promover adeséo das células
aplicadas, bem como, proliferacdo e espalhamento das células para formacédo de
novos tecidos. Dessa forma, materiais scaffolds podem reduzir o longo tempo de
espera em filas para recebimento de transplante de 6rgéos e tecidos, minimizando o
risco de rejeicdo e a necessidade de cirurgia de alto risco pés-transplante (NAAHIDI
et al., 2017).

Nesse contexto, o0 campo de engenharia de tecidos se trata de uma area
interdisciplinar que surgiu por meio da combinacdo de outras areas, tais como a
biologia celular, ciéncias meédicas béasicas e veterinarias, ciéncia de transplantes,
ciéncia dos materiais, biomateriais, biofisica, bioimunologia, biomecéanica e
engenharia biomédica (DEB et al., 2018; NAAHIDI et al., 2017). De modo geral, o
campo de engenharia de tecidos visa o desenvolvimento de novos materiais com
propriedades que mimetizem tecidos biol6gicos e, assim, atuem na regeneracao,
reconstrucao, reparacao e formacao de tecidos do corpo humano. O material scaffold
citocompativel implantado em um paciente deve mimetizar o ambiente bioldgico,
regenerando o tecido danificado e formando um novo tecido (WAGHMARE et al.,
2018). Portanto, o objetivo € desenvolver materiais responsivos com propriedades
semelhantes as desempenhadas por tecidos do corpo humano (DELUZIO et al.,
2013).

Portanto, um material scaffold consiste em uma matriz tridimensional,

geralmente porosa, com estrutura homogénea contendo poros interconectados ou,
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ainda, um material com superficie lisa e homogénea capaz de suportar a adesao,
migracdo e proliferacdo de células quando estas sdo semeadas sobre o material
scaffold (DEB et al., 2018). Scaffolds devem possuir propriedades mecanicas
adequadas para serem manipulados durante sua aplicagdo e devem suportar os
esforcos decorrentes de sua utlizacdo. Ainda, scaffolds necessitam ser
citocompativeis e devem mimetizar tecidos do corpo humano (YANG et al., 2017).
Todo o processo é governado pela superficie do material e, caso haja poros na
superficie deste, a geometria e tamanho dos poros dos scaffolds desempenham papel
fundamental no transporte de oxigénio e nutrientes para as células em crescimento
(WAGHMARE et al., 2018).

Em geral, os scaffolds devem mimetizar a estrutura e as fungdes
desempenhadas pela membrana extracelular (ECM). A ECM executa certas funcgoes,
tais como: i) regula a estocagem e armazenamento de moléculas soluveis; ii) oferece
suporte mecanico para ancoragem celular; iii) controla o crescimento e proliferacéo
celular; iv) determina a orientacdo celular; v) controla a renovacdo ordenada de
tecidos; vi) estabelece microambientes teciduais; e vii) promove a diferenciagéo
celular. Assim, a ECM é responsavel pelas chamadas “decis6es de destino celular”.
Os principais componentes da ECM séo as proteinas fibrilares (colagenos e elastina),
proteinas adesivas (fibronectina e laminina), glicosaminoglicanos (acido hialurénico,
heparina e sulfato de condroitina) e proteoglicanos, entre outros. Quando o0s
glicosaminoglicanos estéo ligados covalentemente em proteinas, estas espécies sdo
denominadas de proteoglicanos (FACHHI et al., 2017b). Desta forma, um material
scaffold deve desempenhar todas estas funcoées.

Atualmente, diferentes materiais tém sido explorados como scaffolds para
serem empregados na area de engenharia de tecidos. Os materiais utilizados como
scaffolds podem ser divididos em materiais metalicos (inorganicos), polimericos
(naturais ou sintéticos) e materiais compadsitos (BAI et al., 2018). Dentre os materiais
poliméricos, os hidrogéis tem atraido atencéo para serem aplicados como scaffolds,
devido as suas propriedades de hidrofilicidade, estabilidade e propriedades
mecanicas adequadas (WANG et al., 2018).

3.2 HIDROGEIS

Os hidrogéis sao classificados em hidrogéis fisicos e hidrogéis quimicos
(CRISPIM, et al., 2012; AKHTAR, et al., 2016). A Fig. 1 representa a estrutura
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hipotética de um hidrogel quimico (Fig. 1A) e de um hidrogel fisico (Fig. 1B). No
hidrogel quimico, a estrutura é estabelecida por redes poliméricas organizadas e
reticuladas por glutaraldeido, devido a ocorréncia de ligacdes quimicas (covalentes)
ao longo da rede polimérica. O processo de reticulagcdo pode ser controlado e depende
das condicbes experimentais utilizadas para sintetizar o hidrogel. O processo de
reticulacdo pode ocorrer por meio de polimerizacdo radicalar, reacdo de adicao,
reacdo de condensacdo, e outros. Geralmente, os hidrogéis quimicos sédo formados
por estruturas permanentes, estaveis e insoluveis em agua (VARAPRASAD, et al.,
2017).

Por outro lado, os hidrogéis fisicos sdo na sua grande maioria reversiveis
podendo em alguns casos serem irreversiveis (MARTINS, et al., 2018c). Esta
caracteristica depende do grau de entrelacamento (aleatério) das redes poliméricas,
devido ao estabelecimento de interacBes de cargas opostas e interacbes secundarias
(interacdes intermoleculares ou interacdes de segunda ordem) entre 0s constituintes
da matriz polimérica do hidrogel (HASSAN e PEPPAS, 2000).

. " g s B)
Reticulagao Quimica Reticulagao Fisica

HC-CH,-CH,-CH,-CH,-CH

Figura 1. Representacgédo hipotética da estrutura de um hidrogel quimico (Fig. 1A) e um hidrogel fisico
(Fig. 1B).

O grau de entrelacamento depende de muitos fatores, tais como, pH das

solucgdes dos polieletrolitos precursores, forca ibnica, temperatura, espécies quimicas
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envolvidas, massa molar dos polimeros, solubilidade e outras (HOFFMAN 2012). A
estrutura de um hidrogel fisico € mantida por meio da ocorréncia de interacdes de
primeira ordem (interagcbes eletrostaticas) e interagdes intermoleculares
(principalmente interacdes de ligacado de hidrogénio). Tentor et al (2017) obtiveram
hidrogéis fisicos irreversiveis e estaveis de quitosana/pectina devido a formacao de
interacOes de segunda ordem efetivas entre os polissacarideos.

Polissacarideos e proteinas sdo biopolimeros naturais que podem ser
associados com polimeros sintéticos para obtencdo de hidrogéis quimicos
citocompativeis, para aplicacéo na area biomédica (SALOME VEIGA e SCHNEIDER
2013). Por outro lado, o PVA, policaprolactona, poli(éxido de polietileno), poli(acido
lactico), entre outros, sdo polimeros sintéticos que, também, possuem potencial para
formar matrizes de hidrogéis (SALOME VEIGA e SCHNEIDER 2013). Polimeros
naturais e sintéticos sao associados para producdo de hidrogéis, pois os naturais
agregam citocompatibilidade ao material final, enquanto os sintéticos melhoram as
propriedades mecanicas. Hidrogéis sdo amplamente utilizados nas areas de liberacéo
controlada de farmacos, como dispositivos scaffolds que promovem cicatrizacdo de
feridas, formacao de tecidos danificados e, podem ser utilizados em revestimentos de
superficie para implantes (PEPPAS et al., 2006; TIBBITT et al., 2009; CENSI et al.,
2012). Neste estudo, iremos utilizar o tanfloc (TN) como biopolimero de fonte natural.
Este serd associado ao PVA (biopolimero sintético) para obter hidrogéis scaffolds
(filmes) com atividade antimicrobiana, antioxidante e citocompatibilidade.

Hidrogéis com atividade antimicrobiana séo interessantes para formulacéo de
curativos e bandagens. Devido a capacidade de reterem grandes quantidades de
agua em suas matrizes; os hidrogéis podem manter hidratado o ambiente onde sao
aplicados como bandagens. Este efeito diminui o atrito com a regido do corpo a qual
estd em contato com o hidrogel (bandagem). Entdo, o hidrogel torna a pele hidratada,
facilitando a atividade celular que é essencial para o processo de cicatrizacdo. No
entanto, o ambiente imido pode facilitar a proliferacdo de bactérias, aumentando as
chances de ocorrer infe¢bes no local do ferimento (SALOME VEIGA e SCHNEIDER
2013). Este fato pode ser evitado se a matriz do hidrogel possuir componentes com
atividade antimicrobiana. Sendo assim, o preparo de hidrogéis com acédo

antimicrobiana possui interesse para aplicacbes em sistemas de bandagens.
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3.3. POLI(ALCOOL VINILICO) E HIDROGEIS

O PVA é um polimero sintético, hidrossolivel, possui baixa toxicidade,
apresenta citocompatibilidade com tecidos biolégicos e € biodegradavel (RAFIQUE et
al., 2016). Devido a essas caracteristicas, este polimero tem sido usado em diferentes
aplicac6es biomédicas, como na engenharia de tecidos e na obtencdo de matrizes
carreadoras de farmacos (SHAHZAD et al.,, 2015; RIZWAN et al.,, 2017). Esse
polimero apresenta estrutura quimica linear contendo grupos hidroxila (—OH) ligados
alternadamente na cadeia principal (Fig. 2). O PVA € obtido por meio da polimerizacao
por adicdo do mondémero acetato de vinila (Fig. 3A), seguida da reacdo de hidrélise
do poli(acetato de vinila) (Fig. 3B) (CHANG et al., 2000). O PVA possui grau de
hidrolise caracteristico. Este efeito depende do processo de sintese do PVA, no qual
utiliza-se o poli(acetato de vinila) como precursor. A conversao do poli(acetato de
vinila) em PVA é promovida por uma reacao de hidrélise (Fig. 3B). Esta reacdo néo
ocorre de forma completa, resultando em polimeros de PVA com graus de hidrélise
caracteristicos. Sendo assim, o PVA parcialmente hidrolisado é um copolimero de
PVA com poli(acetato de vinila) (CHANG et al., 2000).

n

OH

Figura 2. Estrutura quimica do PVA.

@)

|
C
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0 TCH, OH ﬂ
B) [—CH-CHz—] + [HQO] —) «[(IZH—CHZ} +[CH3_C_0H

Figura 3. Polimerizagdo do mondmero acetato de vinila (Fig. 3A). Hidrolise parcial do poli(acetato de
vinila) para formar o PVA com grau de hidrélise caracteristico (Fig. 3B).
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Segundo Halima (2016), as caracteristicas fisico-quimicas do PVA dependem
do seu grau de hidrélise. Um grau de hidrolise elevado dificulta a solubilidade do PVA
em agua, produzindo solu¢cdes mais viscosas e materiais com maior resisténcia a
tracdo. As caracteristicas ocorrem devido ao estabelecimento efetivo de interacdes
intermoleculares (ligacbes de hidrogénio entre os grupos —OH) entre as cadeias
poliméricas de PVA conduzindo a um maior grau de cristalinidade. Por outro lado, um
menor grau de hidrélise promove propriedades opostas as descritas anteriormente,
pois 0S grupos acetato residuais sdo mais hidrofébicos, diminuindo a efetividade das
interacOes de segunda ordem na estrutura do PVA (HASSAN e PEPPAS, 2000).

Varios agentes de reticulacdo podem ser utilizados para promoverem hidrogéis
quimicos a base de PVA. Como citado anteriormente, o glutaraldeido tem se
destacado para promover reticulacdo de sistemas a base de PVA devido a sua alta
reatividade e seletividade aos grupos —OH presentes na estrutura do PVA (MAITRA e
SHUKLA, 2014; VARAPRASAD, et al.,, 2017). A Fig. 4 representa a estrutura
molecular do glutaraldeido. Este € um di-aldeido com carbonilas suscetiveis ao ataque
nucleofilico de grupos hidroxilas do PVA (PEREIRA, 2009). Este ataque é favorecido
na presenca de solucdes acidas diluidas (catélise acida), devido a ativacéo parcial

das carbonilas.

HJ\/\/U\H

Figura 4. Estrutura quimica do glutaraldeido.

A hidrélise do PVA ocorre facilmente em solucbes &acidas diluidas,
possibilitando formagcdo de pontes acetais e, consequentemente, formacdo do
hidrogel de PVA devido a reticulacdo quimica (CHANG et al., 2000). A Fig. 5 apresenta
a rota geral de sintese do hidrogel de PVA reticulado com glutaraldeido. A reacéo
ocorre em termos de um equilibrio quimico e é potencializada pela catalise acida.
Como pode se observar pela Fig. 5 a formacéo do hidrogel de PVA reticulado com
glutaraldeido ocorre no equilibrio na proporcéo estequiométrica de 4 mols de PVA

para cada mol de glutaraldeido.
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Figura 5. Rota geral de sintese do hidrogel de PVA em catdlise 4cida na presenca de glutaraldeido.
Fonte: Adaptado de MELLO-JUNIOR (2006).

Hidrogéis filmes de PVA reticulados com glutaraldeido possuem grande
potencial para serem aplicados no campo biomédico. Yu et al (2011) prepararam
filmes a base de PVA e um derivado de quitosana (cloreto de N-(2-hidroxi)propil-3-
trimetilamonio quitosana) reticulados com glutaraldeido. Estes filmes apresentaram
renomada atividade antimicrobiana contra S. aureus e Escherichia coli (E. coli),
inibindo 99% das bactérias durante um periodo de incubacdo de 24h. Vimala et al
(2011) sintetizaram filmes de PVA/quitosana encapsulados com nanoparticulas de
prata e curcumina. Estes filmes apresentaram elevada atividade antimicrobiana contra

E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. Estes filmes proporcionaram potencial para atuarem
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como bandagens, principalmente devido a capacidade de inibir proliferacdo de
bactérias causadoras de doencas de pele (P. aeruginosa e S. aureus) (MARTINS et
al., 2014).

Golafshan et al (2017) desenvolveram hidrogéis de PVA/alginato, visando
obtencdo de scaffolds com atividade cicatrizante. Os hidrogéis PVA/alginato
apresentaram excelente citocompatibilidade (98% de viabilidade celular em 7 dias de
incubacdo) para com as células osteoblastos (MG63) e, ainda, promoveram
viabilidade celular de 180% para células fibroblastos (CD44) em um tempo de

incubacéo de 7 dias.

3.4. O DERIVADO DE TANINO AMINO-FUNCIONALIZADO (TANFLOC)

Taninos condensados sao produzido em escala industrial pela empresa TANAC
SA (Montenegro, RS). A empresa realiza extracdo de taninos condensados a partir da
casca da arvore, popularmente conhecida como Acacia Negra (MONTEIRO et al.,
2005). A estrutura geral dos taninos condensados é ilustrada na Fig. 6 (MANGRICH
et al., 2013). Os taninos condensados apresentam estrutura geral de um flavonoide
(flavan-2-ol) (GUIL-GUERRERO et al., 2016). Todos os flavonoides tém estrutura
geral formada por dois anéis arométicos, unidos através de uma cadeia com trés
atomos de carbono, contendo um heteroatomo de oxigénio (Fig. 6) (GUIL-
GUERRERO et al., 2016). Os flavonoides tém atividade antimicrobiana contra P.
aeruginosa e S. aureus, devido principalmente ao grande contetido de sitios fendlicos
em suas estruturas (GUIL-GUERRERO et al., 2016).

Varios acidos fendlicos, tais como os &cidos tirosol, gdlico, cafeico, ferulico e
clorogénico tém sido relatados na literatura, devido ao excelente potencial
antimicrobiano. Foi demonstrado que acidos fenélicos promovem acéo antimicrobiana
pela difusao dos grupos fendlicos acidos (ndo ionizados) através da membrana celular
de bactérias, promovendo acidificacdo do citoplasma e, consequente, morte celular
(GUIL-GUERRERO et al., 2016).
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Figura 6. Estrutura quimica geral de um flavonoide (tanino condensado).
Fonte: Mangrich et al (2013).

Além disso, segundo Friedman et al (2006), os flavonoides exibem capacidade
para formar complexos com as membranas celulares de bactérias, promovendo a
morte das mesmas. Friedman et al. (2006) apresentaram um extrato a base de
flavonoides (composto principalmente pela catequina e epicatequina) com atividade
bactericida contra Bacillus cereus (uma bactéria gram-positiva). Em concentracfes
similares (100 pg puL™1) estes compostos foram frequentemente mais ativos do que os
antibioticos tetraciclina e vancomicina (GUIL-GUERRERO et al., 2016).

O TN é um polimero catiénico sintetizado a partir de taninos condensados (Fig.
7). O TN é comercializado pela empresa TANAC SA, que produz o TN em escala
industrial. A rota de sintese do TN se baseia em uma catéalise acida, proposta por
Mannich. A reacao ocorre na presenca de excesso de formaldeido e cloreto de ambnio
(BELTRANHEREDIA et al., 2010). Na verdade, o TN é um sal e sua estrutura é
formada por um cation orgéanico (Fig. 7), estabilizado pelo contra ion cloreto
proveniente do cloreto de amdnio. O cation organico de TN prevalece em solucdes
aguosas de acidos diluidos (pHs < 6), uma vez que o pKa dos grupos —NHz2 é em torno
de 6,0. A massa molar do TN pode chegar a 600 kDa (GRAHAM et al., 2008).

O TN tem recebido grande destaque no tratamento de aguas residuarias e
efluentes, pois atua como agente coagulante e floculante. O TN é uma alternativa ao
uso de agentes de coagulacéo tradicionais (téxicos), tais como o sulfato de aluminio
e o sulfato de ferro(ll) (BELTRAN-HEREDIA et al., 2010).
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Figura 7. Estrutura quimica geral do TN (cation organico).
Fonte: MARTINS et al., 2018a.

Além do mais, um trabalho recente publicado pelo nosso grupo de pesquisa
reportou pela primeira vez que o TN tem grandes potenciais para uso em aplicacfes
biomédicas (FACCHI et al., 2017). Foi demonstrado que o TN apresenta atividade
bactericida contra E. coli e S. aureus. Sobre S. aureus, o TN apresentou concentracao
inibitéria minima e concentracdo bactericida minima de 125 e 250 nug L7,
respectivamente. Assim como a quitosana, acredita-se que os sitios catibnicos de
ambos o0s polimeros possam interagir com as células microbianas carregadas
negativamente, levando a ruptura da membrana celular e, posteriormente, evaséo de
componentes proteicos e outros constituintes intracelulares. Por isso, o0 TN é um
candidato interessante para ser associado ao PVA, visando obtencédo de filmes com

potencial aplicacdo na area de engenharia de tecidos.

4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAIS

Poli(alcool vinilico) com grau de hidrélise de 80% e massa molar entre 9 a 10
kDa, bem como, a solucdo aquosa de glutaraldeido (50% m/v) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Brasil). O derivado amino-funcionalizado (Tanfloc, TN) foi gentilmente

doado pela empresa TANAC SA (Montenegro-RS, Brasil).
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4.2. METODOS

4.2.1. Preparo dos filmes a partir de blendas poliméricas PVA/TN

O procedimento experimental adotado por Yu e colaboradores (2011) foi
utilizado neste estudo com adaptacdes para producao dos filmes PVA/TN. Os filmes
PVA/TN foram rotulados como PVA(X)/TN(Y), onde X representa as concentracoes
das solucdes de PVA (5,0 ou 10% m/v) utilizadas para preparar as blendas e Y
representa a porcentagem em massa de TN na blenda PVA/TN (Tabela 1). Por
exemplo, o filme PVA5/TN20 foi obtido a partir da solugcdo de PVA 5,0% m/v com
concentracdo de 20% em massa de TN na blenda (20% em relacéo a massa total de
polimeros contidos em 30 mL da blenda).

Tabela 1. Condi¢cbes experimentais usadas para preparar os filmes PVA/TN.
TN 5% PVA 5% ou 10%

Amostras miv (mL) miv (mL) TN (9) PVA (9) PVA/TN*
PVAS5/TNO 0 30 0 15 100/0
PVA5/TN5 15 28,5 0,075 1,425 95/5
PVAS/TN10 3 27 0,15 1,35 90/10
PVAS/TN20 6 24 0,3 1,2 80/20
PVAS/TN50 15 15 0,75 0,75 50/50
PVA5/TN50** 15 15 0,75 0,75 50/50**
PVA10/TNO 0 30 0 3 100/0
PVA10/TN5 3 28,5 0,15 2,85 95/5
PVA10/TN10 6 27 0,3 2,7 90/10
PVA10/TN50 15 15 0.75 15 67/33
PVA10/TN50** 15 15 0.75 15 67/33**
PVA*** 0 30 0 15 100/0***
TN***x 30 0 0,3 0 0/100

*Razao PVA/TN em porcentagem m/m.

**Utilizou-se 50 uL da solugédo de glutaraldeido (50% m/v) para reticular o filme (concentracdo de
glutaraldeido na blenda PVA/TN foi de 0,85 g L™2).

***Ejlme de PVA néo reticulado e ndo neutralizado.

****Teste realizado com solucao TN a 5% m/v. 50 uL da solu¢éo de glutaraldeido (50% m/v) foi utilizada
para reticular o TN (concentragéo de glutaraldeido no teste foi de 1,7 g L™2).

Solucdes de PVA nas concentracdes 5,0% m/v e 10% m/v foram obtidas em
solucdes de HCI 0,01 mol L™ sob agitacdo magnética durante 60 min a 60°C. Uma
solucdo de TN (5,0% m/v) também foi preparada nas mesmas condi¢cdes que as
descritas para as solucdes de PVA, mas a 25°C. A solucdo de TN foi filtrada para
remocao de particulas suspensas remanescentes da Acacia Negra. Entdo, blendas
poliméricas PVA/TN (30 mL) foram obtidas em agitacdo magnética (10 min) a 50°C.
Os volumes (mL) das respectivas solucdes de PVA e TN, as massas (g) de PVAe TN

presentes nas composicdes das blendas, bem como, as razées PVA/TN (v/v ou m/m)
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utilizadas no preparo dos filmes estéo relatadas na Tabela 1. Apds os 10 min, 100 pL
(50% v/v) de glutaraldeido (com concentracdo final de 1,7 g L=! na blenda PVA/TN)
foram adicionados ao sistema PVA/TN (30 mL a 50°C), mantendo 0 mesmo sob
agitacdo magnética (5 min). Finalmente, blendas PVA/TN (30 mL) foram vertidas
para placas de Petri (90x15 mm) e acondicionadas em estufa sob ventilagdo (35°C)
por 24h.

Apés secagem (24 h), os filmes foram removidos das placas de Petri e
acondicionados em agua deionizada (100 mL) sob agitacdo magnética (150 rpm) a
25°C. A cada 30 min procedeu-se adicdo de gotas de NaOH 0,001 mol L™ até que o
sobrenadante de lavagem estivesse com o pH em torno de 55 a 6,0. Este
procedimento foi realizado com muito cuidado, pois o excesso de —OH~ pode hidrolisar
0 TN livre em solugéo (FACCHI et al., 2017). Por fim, os filmes neutralizados foram
secos em estufa com ventilagdo a 35°C (24 h) e estocados em frascos de polipropileno

para posterior analise e aplicagéo.

4.2.2. Rendimento de incorporacao do tanfloc nos filmes PVA/TN

O rendimento de incorporacéo (percentual de TN que permaneceu nos filmes
apos etapa de neutralizacao) foi avaliado pelo método de radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH*). Nesse método, uma solucdo metandlica de DPPH* apresenta
uma banda de absorcdo a 517 nm, que desaparece devido a reducéo concebida por
uma espécie anti-radical (espécie com atividade antioxidante). A capacidade de
eliminacdo do DPPH* foi medida usando o método descrito por Brand-Williams (1995)
com modificagcdes (XIAOWEI et al 2011). As concentragdes de TN, inicial na blenda
(30 mL) e perdida no sobrenadante de lavagem dos filmes (aproximadamente 100 mL)
foram determinadas e, entdo, o rendimento de incorporagdo de TN nos filmes
(percentual de TN que permaneceu no filme apos lavagem) foi avaliado pela diferenca
entre as concentracdes de TN inicial (presente na blenda) e perdida na lavagem. Para
isso, aliquotas (50 pL) da blenda PVA/TN e do sobrenadante de lavagem contendo o
TN liberado dos filmes apds etapa de neutralizagdo foram adicionados em 3,0 mL de
solucéo de DPPH- a 0,06 mol L™'. Apds mistura (25°C), aguardou-se 30 min e, ent&o,
a absorbancia das solugdes resultantes foram avaliadas em um espectrofotbmetro
(Cary 60 UV-VIS) a 517 nm. Compostos fendlicos tais como o TN apresentam
atividade antioxidante (FACCHI et al., 2017a). Assim, a concentracao de TN na blenda

(concentracao inicial) e no sobrenadante (concentracdo perdida durante o processo
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de neutralizacéo dos filmes) pode ser estimada por meio da atividade antioxidante do
TN. Porém, as concentracfes de TN foram estimadas em termos de equivalentes de
Trolox. SolugBes metandlicas de concentragdes conhecidas de Trolox variando de 50
a 2100 umol L' foram usadas para construir uma curva de calibragdo padrdo (R? =
0,994; y = - 0,0003x + 0,6336). Entéo, a atividade antioxidante do TN foi expressa em
termos de equivalentes de Trolox (umol g™'). Algumas amostras (sobrenadantes)

apresentaram concentracdes de TN elevadas. Dessa forma, procedeu-se diluicao (de
até 100x) dos sobrenadantes até que a concentracao de TN estivesse dentro da faixa
de concentracdo da curva de calibracdo. Assim, as concentracbes de TN foram
obtidas considerando as correcfes de diluicdo. O rendimento de incorporacéo (R%)
do TN nos filmes foi obtido por meio da Equagéo 1

v [TNBI=[TNs]
A= N @

onde [TNDb] é a atividade antioxidante (umol L=*) do TN presente nas blendas PVA/TN
e [TNs] é a atividade antioxidante (umol L) do TN presente no sobrenadante de

lavagem dos filmes.
4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES PVA/TN

4.3.1. Espectroscopia na regido do infravermelho no modo reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR)

Os filmes foram caracterizados por meio de FTIR-ATR utilizando um
espectrofotdmetro (Shimadzu Scientific, modelo 8300 Japan). Os espectros foram
obtidos na faixa de 500 a 4000 cm~! com resolucédo de 4 cm=, apds acumulacédo
de 64 varreduras. Esta analise foi realizada na Universidade Estadual de Maringa
(UEM).

4.3.2. Andlise termogravimétrica (TGA/DTG)

A analise termogravimétrica dos filmes foi realizada em um equipamento

Shimadzu, modelo TG-50. Os parametros de aquisicdo foram: taxa de aquecimento
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10°C min1, atmosfera de gas argdnio com fluxo de 50 mL min!, e faixa de
temperatura de 20 a 600°C.

4.3.3. Espectroscopia de fotoelétrons de raio-X (XPS)

A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X é uma técnica utilizada
para caracterizar superficies de sélidos, pois fornece dados sobre a composicao
atdmica da superficie e o estado ionizante dos grupos. Os espectros foram obtidos
por meio de um espectrometro PhiElectronics 5800 (modelo Chanhassen MN), com
auxilio de um fonte Al Koo monocromatica de raios-X (hv = 1486,6 eV), um analisador
hemisférico e um detector multicanal. O ajuste dos espectros de alta resolucao foi
realizado por meio do software Origin 8.5, usando func¢ao gaussiana (ROMERO et al.,
2015). Esta analise foi realizada na Colorado State University (CSU) USA.

4.3.4. Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A morfologia dos filmes foi analisada por microscopia eletronica de varredura
(SEM), utilizando um equipamento Shimadzu, modelo SS-550. A morfologia dos
filmes PVA/TN neutralizados foram avaliadas, bem como, a morfologia dos filmes
PVA/TN (neutralizados) ap0s estes estarem em contato (24 h) com agua (25°C)
deionizada (pH 5,5), solucdo de acido acético/acetato de sédio (pH 3,2), solugcéo
tampéao de PBS (pH 7,4) e solucéo de fluido gastrico simulado (SGF, pH 1,2). Antes
da analise os materiais foram removidos das solu¢des, lavados uma vez com agua
deionizada para remover o excesso de sais na superficie dos filmes, congelados
em nitrogénio liquido e secos por liofilizagédo (72 h a -50°C) em um liofilizador Solab
(modelo SL-404). As imagens de SEM foram obtidas na Universidade Estadual de
Maringa (UEM).

Dados das solucdes utilizadas:

SGF (pH=1,2): 2,0 g de cloreto de soédio em 7,0 mL de uma solu¢éo de acido cloridrico
concentrado (37% m/v) e completou-se com agua deionizada para um volume final de
solucéo de 1000 mL (GEROLA et al., 2016).

PBS (pH 7,4): 82 g de cloreto de sddio, 10,5 g de fosfato de sédio e 3,55 g de fosfato
de sbédio monobasico em 1000 mL de agua destilada.

Acido acético/acetato de sédio (pH 3,2), 79,5 g de acetato de sodio em &acido acético

0,01 mol/L™1 (15 mL) e &gua deionizada até atingir um volume final de 1000 mL.
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Tais solucbes foram utilizadas para avaliar a estabilidade dos filmes em
diferentes meios que simulam condicdes biologicas para o caso de aplicacbes dos

filmes como scaffolds.

4.3.5. Medidas de angulo de contato

As medidas de angulos de contato foram avaliadas nas superficies dos filmes
neutralizados. Angulos de contato estaticos foram determinados pelo método de gota
séssil com um goniémetro modelo Kriss DSA 10 (Hamburgo, Alemanha), equipado
com captura de video (ALMODOVAR et al., 2010). Uma gota de &gua foi depositada
na superficie dos filmes e, entdo, imagens foram capturadas a cada 1,0 min depois do
contato da gota de agua com a superficie dos filmes PVA/TN. O angulo de contato foi
monitorado por 10 min. Trés medidas foram feitas em cada amostra, considerando
diferentes locais na superficie das amostras (ALMODOVAR et al., 2010).

4.4. PROPRIEDADES DOS FILMES PVA/TN

4.4.1. Grau de intumescimento

O grau de intumescimento (G%) dos filmes PVA/TN foi obtido em SGF (pH 1,2)
e PBS (pH 7,4) a 37°C. Este experimento foi realizado registrando-se a massa inicial
seca (Mi) dos hidrogéis (aproximadamente 1,0 g) antes do teste e a massa final (Mf)
dos hidrogéis apds o contato com as respectivas solucdes por 24 h. O experimento foi
realizado em uma incubadora Shaker (modelo Thoth 6430) com agitacédo de 100 rpm.
O G% foi determinado por meio da Equacao 2 (XIA et al., 2015)

Mf— Mi
G(%)=(%

onde G% ¢€ o grau de intumescimento dos filmes, Mi a massa inicial seca dos filmes e

)x 100 (2

Mf a massa final dos filmes intumescidos. Todos os experimentos foram realizados

em duplicata.

4.4.2. Degradacdo in vitro dos filmes

Hidrogéis neutralizados e secos (aproximadamente 1,0 g) foram
acondicionados em estufa a 40°C por 24 h e, entdo, a massa inicial seca (Mi) das

amostras foram determinadas. Os filmes foram adicionados em 20 mL de solugao
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(SGF ou PBS) e foram mantidos sob a 37°C com agitacdo de 100 rpm em uma
incubadora Shaker modelo Thoth 6430 (CHEN et al.,, 2010). Apdés intervalos de
tempos desejados (1, 3, 5, 7 e 14 dias), os hidrogéis foram removidos das solu¢des
SGF e PBS por meio do uso de uma peneira. Por fim, os filmes foram secos em estufa
a 40°C por 24 h e a massa final dos filmes secos foram determinadas. O percentual

de degradacéao (D%) dos hidrogéis foram avaliados por meio da Equacao 3

D(%) = (M'%le) <100  (3)

onde D(%) corresponde ao percentual de degradacéo dos filmes, Mf a massa final
dos filmes secos determinadas apods contato com as solu¢cbes SGF e PBS e Mi a

massa inicial dos hidrogéis secos. Todos experimentos foram realizados em duplicata.

4.5. PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS FILMES PVA/TN

45.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos filmes foi determinada por meio do método DPPH*
(XIAOWEI et al., 2011), como relatado anteriormente na secc¢do 4.2.2. Hidrogéis
(aproximadamente 1,0 g), foram acondicionadas em 20 mL de SGF e PBS e mantidos
em incubadora Shaker a 37°C e agitacao de 100 rpm (CHEN et al., 2010). Apés 1, 3,
5, 7 e 14 dias, aliquotas do sobrenadante (50 uL) foram retiradas dos frascos contendo
os filmes e adicionadas em 3,0 mL de solugdo metanélica de DPPH* (0,06 mol L™).
Apds mistura, aguardou-se 30 min e, entdo, a absorbancia da solucéo foi determinada
em 517 nm em um espectrofotdmetro UV-VIS (modelo Cary 60). A concentracéo de
TN liberada (atividade antioxidante) foi expressa em termos de equivalentes de Trolox
(umol g7'). A atividade antioxidante foi determinada por meio da Equacédo 4 (y = -
0.0003x + 0.6336 R? = 0,9935) como relatado na secédo 4.2.2. Quando necessario,
diluices foram realizadas afim de determinar atividade antioxidante do TN. Todos
experimentos foram realizados em duplicata.

As atividades antioxidantes das solucbes PBS e SGF puras foram
determinadas com intuito de verificar ocorréncia de uma possivel diminuicdo da
absorbéancia do DPPH*. Com isso, garantiu-se que a atividade antioxidante

determinada era proveniente apenas do TN liberado em solugéo.
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4.5.2. Atividade antimicrobiana

4.5.2.1 Microrganismos utilizados e condi¢des de crescimento

Antes de realizar os experimentos, bactérias P. aeruginosa (ATCC 27853) e S.
aureus (ATCC 25923) foram cultivadas em caldo Mueller Hinton a 37°C (24 h). Para
0s testes, a densidade celular foi padronizada em tubos esterilizados contendo
solucéo salina (0,9% m/v), até que se atingisse a concentracdo predita na escala

McFarland (concentracdo de 1,0x108 UFC mL™ de bactérias).

4.5.2.2. Ensaio antimicrobiano via método disco-difuséo

O método disco-difusao foi realizado em meio &gar Muller-Hinton nas condicdes
de pH 6,0 e 7,4 (0 pH de 6,0 foi ajustado adicionando lentamente HCI 0,01 mol L™2).
As bactérias foram suspensas em solucdo salina e semeadas sobre placas contendo
agar. Apos, foram colocados os discos (6,0 mm de diametro) dos filmes PVA/TN sobre
as placas contendo as bactérias. Entao, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h.
ApoOs esse periodo, os diametros dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos
foram medidos (BHALODIA e SHUKLA, 2011). O experimento foi realizado em
triplicata na Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4.5.3. Ensaio de citotoxicidade via método MTT

Para a avaliacdo da citotoxicidade das amostras, utilizou-se o método MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difenil tetrazdlio). Este método colorimétrico
baseia-se na capacidade das mitocéndrias viaveis de converter MTT, um sal de
tetrazélio em cristais de purpuras de formazan (MOSSMANN, 1983). Os testes foram
realizados com suspensdes de células VERO (tecidos epiteliais de rim de macaco
verde africano - Cercopithecus Aethiops) e fibroblastos (murino da linhagem L929
Murinae), nas concentragdes de 2,5x10° células mLt em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Adicionalmente,
os testes de citotoxidade foram avaliados sobre uma suspensédo de macrofagos de
linhagem J774A1, na concentracdo de 5,0x10° células mL~' em meio RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute Medium), também suplementado com 10% de soro
fetal bovino. As suspensdes de células foram acondicionadas em placa estéril de 96
pocos e incubado por 24 h a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Apés esse periodo, o

sobrenadante foi retirado dos pog¢os e amostras dos filmes PVA/TN foram adicionadas
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aos pocos contendo as células aderidas e meio de cultura novo. As células foram
incubadas por 72 h a 37°C e 5% de tenséo de CO2. Posteriormente, as células foram
lavadas com PBS (0,010 mol L) e 50 yL de MTT (2,0 mg mL™?) foram adicionados
em cada poco e a placa contendo células/amostras/meio de cultura e MTT foi
incubada na auséncia de luz a 25°C. Apdés 4 h, foi adicionado 150 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) para romper a membrana das células e solubilizar os cristais
de purpuras de formazan. Entdo, a absorbancia foi lida em espectrofotémetro a 570
nm. A viabilidade celular foi estimada em relacdo ao controle negativo (células sem
tratamento, ou seja, sem estar em contato com as amostras). O experimento foi

realizado em triplicata na Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4.5.4. Cultura de células tronco mesenquimais de tecido 6sseo (MSCs)

4.5.4.1. Extracdo de células tronco mesenquimais

As MSCs foram isoladas de ratos machos Wistar (Rattus norvegicus)
fornecidos por Harlan Sprague Dawley, Inc (USA). O protocolo para extracdo das
células foi aprovado pelo comité de ética da Colorado State University (CSU), que
trata do uso de animais em experimentos. Este comité também esta em conformidade
com o guia “National Institute of Health” que aborda sobre cuidados necessérios que
devem ser tomados com o uso de animais em laboratorio. O fémur dos animais recém
mortos, bem como, o tecido mole sobre cada fémur foi assepticamente removido. As
extremidades metafisarias dos ossos foram removidas para expor a cavidade da
medula 6éssea. Num tubo falcon de 50 mL, a medula foi repetidamente lavada com
meio de cultura (a-minimmum essential medium; a-MEM), contendo 10% de soro fetal
de bovino (FBS, Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina/estreptomicina (pen/strep, Sigma-
Aldrich, USA). A medula foi removida com auxilio de seringas de 10 mL com agulhas
de 18 e 25 gauges. Entéo, as células MSCs foram recolhidas em meio de cultura a-
MEM em tubo falcon de 50 mL. Apés coleta, o sistema foi filtrado em filtro de nylon
(70 um) e recolhidas em um novo tubo falcon. Entéo, as células foram contadas em
microscopio com auxilio de uma camara de Neubauer, contendo 10 uL da suspensao
contendo as MSCs. A contagem foi realizada antes de semear as células com as
amostras. Antes de semear as MSCs com os filmes neutralizados, amostras de filmes
secos (aproximadamente 8x3 mm) foram esterilizadas, adicionando as amostras em

uma placa de 48 pocos e incubando estas em PBS por 30 min sob exposicdo de
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irradiacdo ultravioleta. Em seguida, o PBS foi removido e as MSCs (500 pL em
suspensdo) foram semeadas nas amostras a uma densidade de 1 milhdo mL™t. As
culturas foram incubadas a 37°C sob 5% de CO:2 durante 4 e 7 dias de cultura. Apos
este tempo, a viabilidade celular, bem como, o potencial para os filmes atuarem como

scaffolds foram determinados.

4.5.4.2. Ensaio de viabilidade celular (citotoxicidade) via método AlamarBlue

A viabilidade celular sobre as MSCs foi determinada pelo ensaio CellTiter-
Blue® (Promega G808A, Madison, WI), de acordo com instrucdes do fabricante. Apos
4 e 7 dias, 50 uL do corante CellTiter-Blue (AlamarBlue) foram adicionados aos po¢os
contendo as amostras semeadas com as células em meio de cultura a-MEM. Em
seguida, cada conjunto foi incubado por 4h a 37°C e 5% de CO2. Assim, a absorbancia
do sobrenadante dos pocos foi lida em leitor de microplacas (Molecular Devices
Spectra Max M3, Sunnyvale, CA, USA) em 570 nm e 600 nm.

Os valores de porcentagem de reducédo do AlamarBlue (AB%) dependem da
quantidade de células viaveis, ou seja, a porcentagem de reducdo AB% expressa a
porcentagem de células viaveis (viabilidade celular) (AL-NASIRY et al., 2007). O valor
de AB% foi corrigido, considerando os valores AB% de dois controles. Um controle
contendo o meio a-MEM (sem presenca de células), as amostras (flmes PVA/TN) e
AlamarBlue. Um outro experimento controle foi realizado, utilizando folhas de titanio
(amostra com 8 mm de diametro) como controle negativo na presenca de células e
AlamarBlue. Para eliminar a contribuicdo do meio de cultura sobre os valores de AB%
e, entdo, normalizar os resultados de viabilidade celular (%)), o titanio foi escolhido
como controle interno. Este foi selecionado devido a renomada citocompatibilidade e
potencial biomédico para ser aplicado em implantes (DE VITERI e FUENTES 2013).

Os experimentos foram realizados com n = 5.

4.5.4.3. Ensaios de adeséo e proliferacéo celular

4.5.4.3.1. Via imagens de fluorescéncia

A resposta das MSCs sobre os filmes PVA/TN foi investigada apés 4 e 7 dias
de cultura em meio a-MEM. A adeséao e proliferacao celular foram avaliadas por meio
de imagens de fluorescéncia das células contendo o corante 4',6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI, Invitrogen) para visualizacdo do nucleo celular (MARTINS et al,.
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2018c). As imagens foram obtidas por meio de um microscopio de fluorescéncia
(Zeiss, USA). Apos 4 e 7 dias de cultura, o meio a-MEM foi aspirado das placas e as
amostras foram suavemente lavadas (2 vezes) em PBS antes de serem transferidas
para uma nova placa de 48 pocos. Este processo removeu as células ndo aderidas a
superficie dos filmes. As células foram fixadas em uma solucéo de formaldeido a 3,7%
v/v.em agua deionizada por 15 min em temperatura ambiente. Entdo, a solucédo de
formaldeido foi removida e os filmes lavados trés vezes com PBS (cada etapa de
lavagem durou 5 min). As células foram permeabilizadas (3 min a temperatura
ambiente) em 1,0% v/v de triton-X preparado em agua destilada. Entdo, a solucdo de
triton-X foi removida dos pocos e os filmes lavados 4 vezes com PBS (cada etapa de
lavagem durou 5 min). Apos lavagem, o DAPI foi adicionado ao sistema na
concentragdo de 1,0 yL mL~! e as amostras foram incubadas por mais 5 min. A
solucéo resultante foi removida dos filmes e as amostras lavadas com PBS. Entéo, as
placas foram envelopadas com papel aluminio para proteger do contato com a luz e
500 uL de PBS foram adicionados sobre cada poco contendo as amostras. Por fim, a
placa foi estocada a 4°C até as imagens de fluorescéncia serem realizadas. Imagens
de fluorescéncia (5 imagens com ampliacdo 10x) foram coletadas de cada amostra
em diferentes regides da superficie dos filmes e, entdo, os nucleos foram contados

usando o software ImageJ. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.5.4.3.2. Via microscopia eletronica de varredura

Apbs os ensaios de cultura de células (4 e 7 dias), os filmes foram removidos
do meio de cultura e, entdo, acondicionados em solucédo 3,7% v/v de glutaraldeido,
contendo 0,10 mol L™ de cacodilato de s6dio e 0,10 mol L™ de sacarose por 45 min.
Em seguida, as amostras foram adicionadas por 10 min em um tamp&o de cacodilato
de sédio 0,10 mol L= e sucrose 0,10 mol LX. Apés esta etapa, os filmes contendo as
células fixadas e aderidas em suas superficies foram adicionados em solucdes
etandlicas de 35, 50, 70 e *100% v/v. Os filmes foram mantidos em contato com cada
solugcdo etandlica por 10 min. Por fim, os filmes foram mantidos (10 min) em
1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (Sigma-Aldrich, USA) antes de serem armazenados
em dessecador e analisados por SEM.

Para obtencédo das imagens SEM das amostras com as células aderidas, as

amostras foram revestidas (10 nm) com liga de paladio-ouro. Entdo, as imagens SEM
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foram processadas em um equipamento SEM, modelo JSM-6500F(JEOL, Japéo) que
com aceleracao de 5 kV. As analises foram realizadas na CSU (USA).

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio de ANOVA e teste
Tukey, utilizando o software Prism 6.0 (modelo GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

EUA) a um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. FORMACAO DOS FILMES PVA/TN

Imagens digitais dos filmes neutralizados estdo apresentadas nas Figs. 8 e 9.
Durante o processo de lavagem/neutralizacéo dos filmes, algumas amostras nao se
mantiveram estaveis e dissolveram, como foi o caso das amostras PVA10/TNO e
PVA10/TN50** (amostra preparada com 50 uL de solucéo de reticulante a 50% v/v e
concentracéo de glutaraldeido na blenda PVA/TN de 0,85 g L) (Tabela 3). Por outro
lado, as amostras PVAS/TN50, PVA5/TN50** (amostra preparada com 50 ulL de
reticulante a 50% v/v e concentracdo na blenda PVA/TN de 0,85 g L™%) e PVA10/TN50
foram estaveis durante a lavagem mas ndo puderam ser utilizadas neste estudo por

terem ficado extremamente quebradicas e frageis (Fig. 8).

PVA5/TN50 PVA5/TN50** PVA10/TNSOM PVA10/TN5§ PVA10/TN10

25cm

Figura 8. Imagens das amostras PVA/TN (neutralizadas) obtidas a partir de blendas PVA/TN
preparadas com solu¢des PVA a 5% e 10% m/v. Amostras PVAS5/TN50, PVA10/TN10, PVA10/TN10 e
PVA10/TN foram reticuladas com glutaraldeido a 1,7 g L= (100 uL de glutaraldeido a 50% m/v). A
amostra PVAS/TN50** foi reticulada com glutaraldeido a 0,85 g L~! (50 uL de glutaraldeido a 50% m/v).

A baixa estabilidade da amostra PVA10/TNO ocorreu devido ao aumento da
concentracdo de PVA (10% m/v) em relacdo as demais condicdes (Tabela 2). Além
disso, a concentracdo do agente reticulante glutaraldeido foi mantida constante na
maioria dos experimentos (100 uL de solucédo de reticulante a 50% v/v e concentragéo
na blenda PVA/TN de 1,7 g L™%). Provavelmente, a quantidade de glutaraldeido na
blenda né&o foi suficiente para reticular o PVA na condi¢cdo PVA10/TNO. Uma vez que,
a quantidade de PVA estava em excesso em relagdo ao reticulante considerando a
estequiometria da reacdo 4 mols de PVA para 1 mol de glutaraldeido. Nesta condicao,
a concentracdo de PVA na blenda foi de 100 g L. Assim, a baixa estabilidade da
amostra PVA10/TN50** também pode ser explicada com base no contetudo de PVA.

Esta amostra foi preparada com blenda PVA/TN mantendo o PVA em 50 g L e
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glutaraldeido a 0,85 g L’ Sendo assim, ambos componentes tiveram suas
concentracfes reduzidas pela metade em comparacdo a amostra PVA10/TNO. Este
efeito diminuiu a estabilidade do sistema devido ao excesso de PVA em relagao ao
glutaraldeido. Dessa forma, percebe-se um excesso de PVA em relagdo ao Tanfloc
considerando a relacdo estequiométrica do equilibrio dessa reacao.

Tabela 2. Propriedades dos filmes PVA/TN reticulados com glutaraldeido na
concentragdo de 1,7 g L%
Amostras Estabilidade na lavagem Obtencao pds-lavagem

PVA5/TNO Sim Sim
PVA5/TN5 Sim Sim
PVAS/TN10 Sim Sim
PVA5/TN20 Sim Sim
PVA5/TN50 Sim Nao
PVA5/TN50** Sim Nao
PVA10/TNO Nao ok
PVA10/TN5 Sim Sim
PVA10/TN10 Sim Sim
PVA10/TN50 Sim Nao
PVA10/TN50** Nao ko
PV A*** *kkk *kkk
TNFHH5* Nao sim

**Eilmes reticulados com glutaraldeido a 0,85 g L.

***Ejlme de PVA néo reticulado e ndo neutralizado.

***Propriedades ndo avaliadas.

*+x+xTaste realizado com apenas TN (30 mL de solugdo a 5% m/v) e glutaraldeido (1,7 g L1).

PVA5/TNO Bl PVAS/TNS IR PVAS/TN10 B PVAS/TN20

/

¥

Figura 9. Imagens dos filmes PVA/TN (neutralizados) obtidos a partir da solu¢cdo de PVA a 5% m/v.
Amostras PVA5/TNO, PVA5/TN5, PVA5/TN10 e PVA5/TN20 foram reticuladas com glutaraldeido a 1,7
g L% (100 pL de glutaraldeido a 50% m/v).

Considerando as blendas PVA/TN preparadas com solu¢gbes PVA a 5 e 10%
m/v, 0 aumento da concentracdo de TN (até 20% em massa) na blenda possibilitou
formacao de filmes estaveis que nao se dissolveram durante neutralizacao (Figs. 8 e
9). Porém, o aumento do conteudo de TN para 50% nas blendas proporcionou
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formacéo de filmes quebradicos, mesmo diminuindo proporcionalmente (ou néo) a
concentragdo de glutaraldeido (de 1,7 para 0,85 g L) em relacédo a concentracdo de
PVA na blenda (amostras PVA5/TN50, PVA5/TN50** e PVA10/TN50, Tabela 2 e Fig.
8). Esse efeito € evidente quando a concentracdo da solucdo de PVA utilizada para
preparar os filmes foi de 5% m/v (Fig. 8). Filmes quebradicos foram obtidos (com PVA
a 2,5 g L™) nas condicdes PVA5/TN50 e PVA5/TN50** reticulados com glutaraldeido
nas concentracdes de 1,7 e 0,85 g L™, respectivamente.

Nesse caso, tal fato pode estar relacionado com a densidade de reticulagéo,
uma vez que, a diminuicdo do conteudo de PVA nos filmes (consequentemente
aumento da proporcao de TN), promove aumento da densidade de reticulacdo nas
amostras. Este efeito tornou os filmes mais rigidos e quebradicos. Além disso, grandes
quantidades de TN na blenda (acima de 20% em massa) deixaram os filmes frageis,
pois 0 TN néo tem potencial para formar filmes estaveis com glutaraldeido (Fig. 10).

O TN deve reticular com o glutaraldeido, pois o teste TN***** (Tabela 2) levou
a obtenc&o de um material insolivel em agua apoés neutralizacéo (Fig. 10B). Portanto,
0 aumento do contetdo de TN nas blendas diminuiu a elasticidade dos filmes, pois ele
deve reticular com o glutaraldeido e 0 mesmo ndo possui propriedades mecéanicas
desejaveis como o0 PVA possui. A lavagem dos filmes deve remover oligdmeros de TN
da estrutura dos filmes e a desprotonacdo parcial do TN no processo de
lavagem/neutralizacdo deve aumentar significativamente as interagdes

intermoleculares nas amostras. Este efeito promove formacéo de filmes mais rigidos.

(A) (B)

Figura 10. Imagens do teste TN** (Tabela 2) mostrado formacdo de um material a base de
TN/glutaraldeido (Fig. 10A). Material residual de TN reticulado (com glutaraldeido a 1,7 g L) obtido

sobre papel filtro apds lavagem e neutralizagdo com agua deionizada (Fig. 10B).
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No geral, filmes rigidos foram obtidos quando as blendas foram preparadas
com PVA na concentracdo 5% m/v, enquanto filmes mais flexiveis foram obtidos a
partir das blendas preparados com PVA a 10% m/v. Este efeito se deve principalmente
a quantidade de PVA na blenda disponivel para reagir com o glutaraldeido. Este
resultado esta em acordo com dados publicados na literatura (PEPPAS et al., 2010).
Hidrogéis preparados com maior concentracdo de PVA (mantendo a concentracao de
agente reticulante constante), apresentaram menor densidade de reticulagéo e,
consequentemente, foram mais flexiveis. O aumento da concentragdo de TN torna os
filmes com coloracdo marrom intensa, caracteristica de taninos condensados e seus
derivados (FACCHI et al 2017).

5.2 RENDIMENTO E INCORPORACAO DO TANFOLC NOS FILMES PVA/TN

Durante a etapa de lavagem/neutralizacdo dos hidrogéis, parte do TN
incorporado nas amostras acaba sendo liberado da estrutura do hidrogel. O TN (pKa
6,0) liberado encontra-se solUvel no sobrenadante de lavagem, uma vez que, os filmes
foram neutralizados ao menos até o pH da agua de lavagem atingir valor de 5,5 a 6,0.
A coloracdo marrom do sobrenadante indicou presenca do TN. A concentracdo de TN
inicial presente na blenda, a concentracdo de TN liberada ap6s neutralizacdo, bem
como, o rendimento de incorporacéo foram determinados por meio do método DPPH?®.
Os resultados encontram-se dispostos na Tabela 3 e foram avaliados em termos de

equivalentes de Trolox (umol L™2).

Tabela 3. Concentracao inicial de TN na blenda PVA/TN, concentragédo de TN perdida
da estrutura dos filmes apds neutralizacdo e rendimento de TN incorporado nos filmes.

Amostras TN na blenda (mmol LY) TN perdido (mmol L) Rendimento (%)

PVA10/TN5 31,9 1,63 94,89
PVA10/TN10 63,9 1,70 97,33
PVAS5/TN10 32,0 1,49 95,34
PVA5/TN20 63,9 1,68 97,37

Como relatado, o glutaraldeido deve reticular o TN e 0 aumento do conteudo
de TN nas blendas deve aumentar a efetividade das interacdes intermoleculares nos
filmes. A desprotonacdo parcial do TN no processo de lavagem aumenta a
possibilidade de formar novas interagdes nas matrizes dos filmes. Estes efeitos e a
nao solubilidade dos filmes em agua promovem um elevado rendimento de

incorporacao do TN nos filmes. O rendimento foi superior a 95% para todas condicbes
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avaliadas (Tabela 3). Aléem do mais, o elevado rendimento é explicado pela
estabilidade da reticulacédo entre PVA e glutaraldeido (MAITRA e SHUKLA 2014). PVA
e TN possuem grupos hidrofilicos (-OH, —NH2/-NH3*) em suas estruturas. Estes
grupos podem estabelecer interacdes efetivas de segunda ordem e, assim, estabilizar
os filmes durante o processo de neutralizacdo. O baixo teor de TN lixiviado (2 a 5%)
da estrutura dos filmes foi atribuido a pequena quantidade de TN adsorvido e
fracamente ligado na superficie dos filmes. Devido ao elevado rendimento de
incorporagao, consideramos que a concentracgao inicial de TN nas blendas PVA/TN

corresponde aproximadamente o teor de TN na composicao final dos filmes.

5.3. CARACTERIZACAO DOS FILMES PVA/TN

5.3.1. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR-ATR)

As Figs. 11 e 12 apresentam os espectros FTIR-ATR do TN, dos filmes
PVA5/TNO, PVA5/TN10, PVA5/TN20, PVA10/TN5, PVA10/TN10, além do espectro
FTIR-ATR do filme de PVA néo neutralizado e sem glutaraldeido (PVA*). Os espectros
FTIR-ATR apresentaram diferencas significativas que, estdo relacionadas as
mudancas de intensidade, deslocamento e forma das bandas caracteristicas de
grupos quimicos do PVA e TN. Estas alterac6es foram atribuidas a ocorréncia de TN
nos filmes, bem como, ao processo de reticulacdo. Estas diferencas espectrais
confirmaram a formacao dos filmes e foram mais acentuadas no espectro FTIR-ATR
do filme PVA5/TN20, devido ao maior contetdo de TN (*20%) desta amostra.

O espectro FTIR-ATR do TN apresentou uma banda de baixa intensidade em
1725 cm™ atribuida a presenca de grupos C=0, indicando presenca de impurezas,
tais como taninos hidrolisados (acido gélico) e, possivelmente, presenca de acido
férmico remanescente do processo de sintese do TN (FACCHI et al., 2017). Também,
no espectro FTIR-ATR do TN ocorreu uma banda acentuada em 1608 cm™!
relacionada a presenca das ligacdes C=C do anel aromatico da estrutura do TN
(FACCHI et al., 2017). O alargamento do espectro FTIR-ATR do TN na regido
espectral de 2500 a 3600 cm~ pode ser atribuido a grande extenséo de interacdes
intermoleculares de ligacéo de hidrogénio entre os segmentos de cadeia do TN. Este
alargamento ocorreu devido a extensao destas interagbes (HAMEED et al., 2016).

Todos 0s espectros apresentaram uma banda alargada na regido de 3000 a

3600 cm que foi relacionada ao estiramento das ligagcdes O—H e N-H e, também,
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atribuida a efetividade das interacdes de ligacdo de hidrogénio (ALAVARSE, 2015;
HAMEED et al., 2016). Dessa forma, a maior concentragéo de TN no filme PVA5/TN20
deve estar associada ao maior alargamento espectral na faixa de 3000 a 3600 cm™
(Fig. 9). Este resultado indica a presenca de TN no filme PVA5/TN20 e estd em acordo

com os resultados citadas nas sec¢fes anteriores.

PVA*

171Q
PVA5/TM)_\/V_ oy

PVAS5/TN10

PVAS5/TN20

1608
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm'1)

Figura 11. Espectros FTIR-ATR das amostras: flme PVA* (ndo reticulado e ndo neutralizado), filmes
PVA/TNO, PVA5/TN10, PVAS5/TN20 e TN.

Além disso, no espectro FTIR-ATR do filme PVA5/TN20 verificou-se uma banda
em 1648 cm~! atribuida a formacéo da ligacdo imina (C=N) que esta relacionada a
formacao de uma base de Schiff (WANG et al., 2004). A reacdo de grupos amino do
TN com o glutaraldeido n&o deve ser descartada (mesmo a reacdo de reticulacéo
entre PVA/TN e glutaraldeido sendo viabilizada na presenca de acido cloridrico 0,010
mol L) e deve promover formagdo de base de Schiff (WALTER 1982). Wang e
colaboradores (2004) relataram a formacdo de base de Schiff no sistema
PVA/quitosana reticulado com glutaraldeido por meio de catalise acida e atribuiu uma
banda na faixa de 1643 cm~ ao estiramento das ligagcdes C=N de base de Schiff. A
formacdo de base de Schiff ocorre quando atomos de nitrogénio nucleofilicos dos
grupos amino (—NH2) ndo protonados reagem com carbonilas de aldeidos e cetonas
(MARTINS et al., 2014). Além do mais, a banda em 1648 cm™ no espectro FTIR-ATR
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do filme PVAS/TN20 pode ser atribuida a presenca das ligacdbes C=C de anéis
aromaticos do TN (MARTINS et al., 2018a).

PVA*

PVAS/TNO

PVA10/TN5

PVA10/TN10

N
TN 2853

»
1725

1608
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm™)

Figura 12. Espectros FTIR-ATR das amostras: filme PVA* (ndo reticulado e néo neutralizado), filmes
PVAS5/TNO, PVA10/TNO5, PVA10/TN10 e TN.

Cabe ressaltar que os demais espectros FTIR-ATR ndo apresentaram banda
em 1648 cm~! devido a baixa concentracdo de TN nos filmes. Nos demais espectros
FTIR (com excegéo do espectro da amostra PVA5/TN20) observou-se uma banda em
1657 cm™ (Figs. 11 e 12). Esta banda esta relacionada ao processo de reticulacéo do
PVA com glutaraldeido, uma vez que, a mesma nao foi evidente no espectro FTIR-
ATR do PVA*,

A banda de baixa intensidade em 1710 cm™ no espectro FTIR-ATR do filme
PVA* (filme ndo neutralizado e sem reticulacdo) foi atribuida as ligacbes C=0 de
grupos ésteres nao hidrolisados do PVA (SADAHIRA 2007). Esta mesma banda se
deslocou para 1730 cm™ e aumentou de intensidade nos espectros FTIR-ATR dos
filmes reticulados contendo um maior teor de PVA e contetudo de TN abaixo de 20%
(flmes PVAS/TNO, PVA5/TN10, PVA10/TN5 e PVA10/TN10) (Figs. 11 e 12). Este
efeito foi atribuido ao processo de reticulacgdo (MANSUR et al., 2008) e, esta
relacionado aos grupos carbonilas na estrura dos filmes, bem como, aos diferentes
conteudos de PVA e TN nas composi¢des das amostras. Por outro lado, no espectro
FTIR-ATR do filme PVA5/TN20, a banda atribuida as ligacbes C=0 de grupos ésteres
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ndo hidrolisados do PVA em 1710 cm™ (espectro do filme PVA*) se deslocou para
1713 cm™! devido ao maior contetido de TN no filme PVA5/TN20 e, possivelmente,
por causa da formacéo da base de Schiff e/ou presenca das ligacées C=C do TN (Fig.
9). Bandas referentes as ligac6es acetais provenientes da reticulagdo entre PVA e
glutaraldeido também foram identificadas na regido de 1035 a 1245 cm (Figs. 11 e
12). O processo de reticulacdo aumenta a intensidade das bandas citadas
anteriormente. Nesta mesma regido, também ocorrem bandas atribuidas as ligacdes
C-0O de alcoois primarios. As alteragBes nesta faixa espectral estdo atribuidas as
diferentes composicdes das amostras.

A reticulacdo nos filmes deve ocorrer entre os conjuntos PVA/glutaraldeido,
PVA/TN/glutaraldeido e TN/glutaraldeido. Além de grupos aminos, o TN possui grupos
fenolicos que podem reagir com o glutaraldeido. Porém, o ambiente 4cido da catélise
favorece a formagdo de grupos —NHs*. Esse efeito diminui significativamente a
nucleofilicidade dos atomos de nitrogénio dos grupos amino, diminuindo o potencial
para formar base de Schiff. Por outro lado, caso tenha carbonilas do glutaraldeido
disponiveis, 0 processo de neutralizacdo deve aumentar a concentracdo de grupos
aminos livres (desprotonados), elevando as chances de formacéo de base de Schiff.
Nos espectros FTIR-ATR dos filmes reticulados foi observado o surgimento de uma
banda em 2853 cm™ atribuida ao estiramento de ligacdes C—H provenientes do
glutaraldeido (SADAHIRA et al., 2007). As alteracdes espectrais confirmam a
incorporacgao do TN nos filmes, bem como, o processo de reticulacéo.

5.3.2. Andlise termogravimétrica (TGA/DTG)

As Figs. 13, 14 e 15 apresentam curvas TGA/DTG das amostras PVA (p0),
filmes reticulados (PVA5/TNO, PVA5/TN5, PVAS5/TN10, PVA5/TN20, PVA10/TN5 e
PVA10/TN10), filme PVA* (ndo neutralizado e nao reticulado) e TN. Com excecéo da
curva TGA do TN, as demais curvas mostraram trés ou até quatro eventos principais
de perda de massa na faixa de temperatura de 20 a 600°C (Figs. 13A, 14A e 15A). As
curvas DTG retratam os pontos de inflex&o relacionado a faixa de temperatura na qual
a taxa de degradacao possui maior velocidade (Figs. 13B, 14B e 15B). A variacdo de

massa atribuida a cada estagio de perda de massa esta representada na Tabela 4.
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Figura 13. Curvas TGA (Fig. 13A) e DTG (Fig. 13B) do PVA (p6), PVA5/TNO e PVA* (fime néo
reticulado).
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Figura 14. Curvas TGA (Fig. 14A) e DTG (Fig. 14B) dos filmes PVA5/TNO, PVA5/TN5, PVA5/TN20 e
TN.

100
80
2 60 '_E
3 3
© Q
40
= B
20 4| —— PVASTNOD — PVAS/TNO 348
——— PVA10/TNS ! ——— PVA10/TN5 "u
—— PVA10/TN10 — PVAT0/TN10 v
g ll=——TH —— TN 443
T T T T T T L) T 1 T T T
100 200 300 400 500 600 200 300 400 500
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 15. Curvas TGA (Fig. 15A) e DTG (Fig. 15B) dos filmes PVA5/TNO, PVA10/TN5, PVA10/TN10
e TN.
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Tabela 4. Valores de variagédo de massa (%) relacionada aos 4 eventos principais de
decorrentes das curvas de TGA.

Variacdo de massa (%)
Amostras 25-200°C 200-400°C 400-500°C 500-600°C Massa residual a 600°C

PVA (p6) 3,9 59,1 235 11,5 2,0
PVA* 8,8 44,1 33,1 2,5 11,5
PVAS/TNO 12,4 44,1 33,1 2,5 7.9
PVAS/TNS 12,2 40,0 34,2 4,6 9,0
PVAS/TN1O 7,7 40,9 32,5 7,9 11,0
PVAS/TN20 8,6 42,3 30,8 2,8 15,6
PVAIO/TN5S 7,3 44,6 38,8 1,3 8,1
PVA10/TN1I0 6,8 42,2 33,2 2,9 15,0
TN 14,8 34,6 7,2 5,3 38,1

O primeiro evento de perda de massa (alteracdo de massa entre 3,9 e 14,8%;
Tabela 4) ocorreu entre 25 a 200°C e foi atribuido a perda de dgua e compostos
volateis. Os filmes apresentaram contetdos similares de 4gua e componentes volateis
(variacdo de massa entre 7 a 12%; Tabela 4). O TN apresentou o maior teor de agua
(14,8%; Tabela 4). Por outro lado, o PVA mostrou apenas 4% de agua de hidratacéo
em sua composicao (Tabela 4). Estes resultados dependeram do processo de preparo
e estocagem das amostras.

O segundo evento principal de perda de massa (variacdo de massa entre 34,6
a 59,1%) aconteceu entre 200 a 400°C e foi atribuido a degradacdo das estruturas
dos materiais. Todos os filmes reticulados apresentaram variacdo de massa em torno
de 40 a 44,6%, enquanto a amostra PVA p6 mostrou variacdo de massa de 59,1%. O
processo de reticulacdo estabilizou as cadeias de PVA, diminuindo a variacado de
massa no segundo estagio de perda de massa (200 a 400°C). O terceiro evento
(variacdo de massa entre 7,2 e 38,8%), bem como o quarto (caso ocorreu) se deram
entre 400 e 600°C (regido de oxidacado). Estes eventos de perda de massa foram
associados ao processo de descarboxilacdo de sub-produtos gerados no estagio
principal de degradacao (segundo evento de perda de massa) (CHOO et al., 2016;
MARTINS et al., 2018).

A andlise do segundo estagio de perda de massa (200 a 400°C) revelou que
os filmes PVA* e PVAS5/TNO apresentaram maior estabilidade térmica quando
comparados ao PVA p6 (Fig. 13). Nas curvas DTG dos filmes, os pontos de inflexao
ocorreram em temperaturas mais elevadas, isto é, na faixa de 350 a 400°C (Figs. 14B

e 15B). Na curva DTG do PVA p0, a temperatura do ponto de inflexdo aconteceu em
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343°C (Fig. 13B). O aumento de estabilidade térmica se deve a presenca de agua nos
filmes e, no caso do filme PVA5/TNO, este efeito também se relacionou ao processo
de reticulagdo. (YANG et al, 2014). Este fato deve elevar a estabilidade térmica dos
filmes PVA* e PVA5/TNO devido ao estabelecimento de interacdes de curto alcance
entre as moléculas de 4gua com a matriz dos filmes. Por outro lado, o perfil das curvas
TGA dos filmes PVA* e PVA5/TNO foram similares. Porém, o segundo evento de
degradagéo na curva TGA do filme PVA* ocorreu antecipado em relagdo ao mesmo
evento na curva TGA do filme PVA5/TNO (Fig. 13A). Este efeito deve estar relacionado
ao processo de reticulacdo do PVA. Estes resultados estdo em acordo com dados
apresentados na literatura (WANG et al., 2004).

No geral, o perfil das curvas TGA/DTG nos filmes reticulados foram similares
(Figs. 14 e 15). Eventos de degradacgdo na faixa de 200 a 500°C nas curvas DTG
exibiram pontos de inflexdo em 344, 348, 355, 427, 440 e 443°C (Figs. 14B e 15B).
Estes eventos estdo associados ao segundo (degradacdo principal) e terceiro
(descarboxilacdo de sub-produtos) eventos de perda de massa (FIGUEIREDO et al.,
2009). Contudo, o perfil das curvas TGA/DTG dos filmes reticulados foram diferentes
em comparagao ao perfil das curvas TGA/DTG dos filmes PVA/TNO e PVA*. Este fato
confirmou a sintese dos filmes PVA/TN.

O TN apresentou menor estabilidade térmica em relacdo as demais amostras
(ponto de inflexdo na curva DTG a 247°C) (FACCHI et al., 2017a). Por outro lado, a
massa residual (38,1%) de TN a 600°C foi a mais elevada (Tabela 4). Taninos
apresentam estruturas heterogéneas com valores de massas molares distribuidos em
uma grande faixa (GRAHAM et al., 2008). Este efeito diminuiu a temperatura de
degradacédo do cation organico TN (FACCHI et al., 2017a). Por outro lado, o elevado
teor de residuos a 600°C se deve a presenca de impurezas (cloreto de aménia e
cloreto de potassio) e formacéo de pares ibnicos na estrutura do sal de TN (MARTINS
et al., 2015c; MARTINS et al., 2018a). A formacao de pares ibnicos é decorrente do
processo de sintese do TN (MARTINS et al., 2018a). A presenca de impurezas, bem
como, o estabelecimento de pares ibnicos aumentam o teor de massa residual dos
filmes. No geral, o aumento da concentracéo de TN proporcionou aumento da massa
residual a 600°C (Tabela 4).
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5.3.3. Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS)
A composicdo quimica da superficie dos filmes PVAS5/TNO, PVA5/TN10,

PVAS5/TN20 e PVA10/TN10 foram analisadas por meio de espectroscopia de

fotoelétrons de raios-X (XPS). Os espectros estdo apresentados na Fig. 16. Os

resultados foram interpretados, considerando as estruturas dos hidrogéis
homogéneas.
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Figura 16. Espectros XPS dos filmes PVA5/TNO, PVA5/TN10, PVA5/TN20 e PVA10/TN10.

Os espectros de XPS mostraram presenca de picos caracteristicos referentes
aos elementos O1s (534 eV), N1s (401 eV) e Cls (287 eV) (Fig. 16). Estes elementos
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ocorrem nas estruturas do PVA e TN. A presenca de nitrogénio (401 eV) na superficie
dos filmes se deve a incorporacdo do TN na matriz dos filmes. Além disso, a maior
intensidade do pico N1s no espectro XPS da amostra PVAS5/TN20 foi atribuida & maior
concentragéo de TN (20% em massa). O aumento da concentracdo de TN para 20%
elevou o teor de N1s para 2,9% no filme PVA5/TN20. Por outro lado, amostras com
menor conteudo de TN apresentaram teor de N1s abaixo de 2%. Como previsto, 0
filme PVAS/TNO ndo apresentou sinal de N1s, pois o PVA ndo possui &tomos de
nitrogénio em sua composic¢éo (Fig. 16). Além disso, a composi¢ado atdmica do filme
PVA/TNO apresentou valor similar em relacdo a resultados ja descritos na literatura
(LOPEZ et al.,1991). Verificou-se que o aumento do teor de TN na estrutura dos filmes
promoveu aumento do contetdo de Cls, uma vez que, a relacao carbono oxigénio na
unidade repetitiva do TN € aproximadamente 3,2 enquanto que para o PVA é de
aproximadamente 2, de acordo com as Figs 2 e 7. Este efeito foi melhor visualizado
no espectro XPS do filme PVA5/TN20 (amostra com 20% em massa de TN). O teor
de Cls aumentou de 66,8% no filme PVAS/TNO para 74,5% no filme PVA5/TN20. A
presenca de glutaraldeido também deve aumentar o teor de C1s, porém, este efeito é
minimizado nos filmes reticulados, uma vez que, a concentracdo do agente reticulante
foi mantida constante (1,7 g L) nos experimentos.

A Fig. 17 apresenta espectros XPS de alta resolucdo para Cls. Os grupos
quimicos caracteristicos do PVA ocorreram em todos os espectros XPS de alta
resolucédo (Fig. 17). Destacam-se 0s grupos quimicos —COOCHs3 (regido de 289 eV),
—C-OH (regido de 286 eV), bem como, ligacbes —C—C na regido de 284-285 eV.
Porém, a presenca de TN foi confirmada apenas no espectro XPS de alta resolucéo
(C1s) referente ao filme PVA5/TN20. O pico em 287,9 eV foi atribuido a presenca das
ligagbes quimicas —C—N e —C—0. A ocorréncia deste pico confirmou a incorporacao
do TN no filme PVAS5/TN20. Nao se observou alteracao significativa nos espectros
XPS de alta resolucéo (C1s) para as demais amostras devido a menor concentracao
de TN incorporada nos filmes (Fig. 17). Estes resultados estdo em acordo com 0s
dados de FTIR-ATR relatados anteriormente, pois o espectro FTIR-ATR do filme
PVAS5/TN20 foi significativamente diferente em relagdo aos demais espectros (Figs.
14 e 15).
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Figura 17. Espectros XPS de alta resolucdo C1s: PVA5/TNO, PVA5/TN10, PVA5/TN20 e PVA10/TN10.

Por outro lado, o espectro XPS de alta resolucdo do N1s mostrou ocorréncia
dos grupos —NHz (400,0 eV) e —NHz* (401-402 eV) caracteristicos do TN (Fig. 18).
Este fato foi observado em todos os filmes contendo TN. Os materiais foram
neutralizados até o sobrenadante de lavagem atingir faixa de pH entre 5,5 a 6,0. Nesta
condicdo, o TN apresenta-se na condicdo de equilibrio, uma vez que o pKa dos grupos
—NH2 é em torno de 6,0 (WANG et al., 2004). Por isso, nesta condi¢do, 0 espectro
XPS de alta resolucédo deveria indicar presenca concomitante dos grupos —NH:z e
—NHzs*. Este efeito foi confirmado. Todos os sinais atribuidos nos espectros XPS
relatados neste estudo estdo em acordo com outros dados ja publicados (LOPEZ et
al., 1991; D’ALMEIDA et al., 2017).
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Figura 18. Espectros XPS de alta resolugdo N1s: filmes PVA5/TN10, PVA5/TN20 e PVA10/TN10.

A porcentagem relativa de grupos —NHs*, bem como, a razdo —NH2/-NHs"
foram determinadas por meio das areas dos picos preditos na Fig. 18 (Tabela 5). A
ocorréncia de grupos aminos protonados na estrutura dos filmes pode estar

relacionada a uma possivel atividade bactericida. Este efeito ainda sera investigado.

Tabela 5. Percentual relativo de grupos -NHs" e razdo -NH2/-NHs* nos filmes PVA/TN
determinados por meio dos espectros XPS de alta resolu¢do N1s (Fig. 18).

Amostras —NH3z* (%)"  Razdo —NHz/—-NHs*
PVA5/TN10 45 1,2
PVA5/TN20 24 3,2

PVA10/TN10 13 7,0

“Porcentagem relativa de —NHzs* a partir do contelido total de atomos de nitrogénio estimada pela area
de cada pico do espectro XPS de alta resolu¢cdo N1s (Fig. 18).
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5.3.4. Microscopia eletronica de varredura (SEM)

As imagens de SEM das amostras TN e dos filmes PVA/TN secos
(neutralizados) estdo apresentadas na Fig. 19. O TN € obtido como um sal organico
(cation organico) que apresenta ions cloreto como contra ion. A imagem SEM do TN
mostrou que a estrutura do polimero € formada por particulas esféricas com superficie
lisa (MARTINS et al., 2018a). Esta estrutura € organizada e caracteristica de sais.

PVA5/TNO

PVA5/TN20

1000x

Figura 19. Imagens SEM do TN (puro) e amostras dos filmes reticulados e secos PVA/5TNO,
PVA5/TN10 e PVAS5/TN20 (filmes neutralizados).

No entanto, este comportamento ndo ocorre em estruturas poliméricas; porém,
a formacao de pares i6nicos entre TN com ions cloreto em excesso remanescente do
cloreto de aménio promovem a estrutura esférica do TN. Este resultado esta em
acordo com dados ja reportados na literatura (MARTINS et al., 2018a). Além disso,
Martins e colaboradores (2015c) mostraram que a formacdo de pares ibnicos
envolvendo espécies Na*Cl~ e o polimero derivado de quitosana (cloreto de N,N,N-
trimetilquitosana; TMC) pode conferir alto grau de ordenamento na estrutura
polimérica do sal TMC. Dessa forma, assim como na pesquisa de Martins et al 2015c,
tanto o TN, como a TMC apresentam um cation organico em sua estrutura. Portanto,
assim como obtidos, estes polimeros possuem suas estruturas organizadas
(FOLLMANN et al., 2012; MARTINS et al., 2015c). Por outro lado, a didlise de
solugdes poliméricas de TN e TMC contra agua destilada pode facilmente remover os
pares ibnicos e, assim, tornar as estruturas do TN e TMC desorganizadas, ou seja,
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materiais amorfos sdo formados apods dialise das solugcdes poliméricas do TN e TMC
(MARTINS et al., 2018a).

Os filmes de PVA preparados por meio de soluc¢des 5,0% m/v ocorreram com
superficie lisa, compacta e homogénea. A estrutura compacta dos filmes esta
relacionada com as concentracées de PVA (faixa de 40 a 50 g L) e glutaraldeido (1,7
g L) utilizadas nas blendas. Em relacdo a amostra PVA5/TN10, foi observada leve
alteracdo na morfologia do filme PVA5/TN20 (Fig. 19). Este filme foi obtido com maior
teor de TN (20% em massa; Tabela 1). Percebe-se que a superficie desta amostra
apresentou pequenas particulas que ndo ocorreram nas demais amostras. Estas
particulas sdo caracteristicas da estrutura do TN, confirmando incorporacdo do
mesmo na matriz do filme PVA5/TN20.

As Figs. 20 e 21 apresentam imagens SEM dos filmes obtidos a partir de
blendas poliméricas preparadas com solu¢bes PVA a 10% m/v. As imagens SEM
foram obtidas na condicdo de equilibrio, ap6s as amostras estarem imersas e
intumescidas (24 h a 25°C) em SGF (pH 1,2) e PBS (pH 7,4) (Fig. 20) e em &agua
destilada (pH 5,5) (Fig. 21). Apés intumescimento, as amostras foram removidas dos
meios (SGF, PBS e agua destilada), congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas.
As imagens SEM foram processadas a partir das amostras liofilizadas (Figs. 20 e 21).

As solucdes SGF e PBS possuem elevada concentracdo de ions devido a
presenca de sais inorganicos dissolvidos. Esse efeito aumenta a forca ibnica das
respectivas solucdes. A elevada forga idnica restringe o intumescimento dos filmes e,
consequentemente, formacdo de poros. Em pH 1,2 (solucdo SGF) ha elevada
concentracéo de ions HsO* e 0 TN na estrutura dos filmes pode estar completamente
ionizado, uma vez que o pKa dos grupos —NH2 € em tono de 6,0. A presenca de TN
promove filmes mais compactos devido ao estabelecimento de interacdes efetivas nos
filmes. Este efeito também reduz a formacédo de poros na superficie dos filmes em
SGF. O grau de intumescimento das amostras ainda sera investigado e os resultados
serdo associados aos apresentados nesta sec¢ao.

No meio PBS (pH 7,4) ocorre desprotonagdo do TN. Este efeito aumenta a
efetividade de interagdo na matriz dos filmes e a elevada concentragéo de sais impede
o intumescimento dos filmes e ocorréncia de poros maiores (Fig. 18A). Por outro lado,
em agua deionizada (pH 5,5), o TN esta parcialmente ionizado e ndo ha presenca de
sais dissolvidos. Este efeito induz a ocorréncia de poros definidos na estrutura dos
filmes PVA/TN (Fig. 20).
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Figura 20. Imagens SEM dos filmes PVA/TN preparados a partir da solu¢do de PVA a 10% m/v. As
imagens foram obtidas a partir das amostras intumescidas (condicdo de equilibrio) apds as mesmas
estarem imersas em diferentes ambientes (SGF e PBS por 24 h), congeladas em Nz e liofilizadas.
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Figura 21. Imagens SEM dos filmes PVA/TN preparados a partir da solucao de PVA a 10% m/v. As
imagens foram obtidas a partir das amostras intumescidas (condi¢cdo de equilibrio) apds as mesmas
estarem imersas em agua destilada (24 h), congeladas em Nz e liofilizadas.
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Por outro lado, na Fig. 21, a protonacédo do TN em agua (pH 5,5) favorece o
intumescimento dos filmes, possibilitando formacéo de poros definidos (Fig. 21). A
diferenca de morfologia entre as amostras PVA10/TN5 e PVA10/TN10 (intumescidas
em agua deionizada) esta relacionada a menor concentracdo de PVA no filme
PVA10/TN10 (90% em massa). Provavelmente, a menor concentracdo de PVA
impede a expansao da rede polimérica, mesmo com um maior teor de TN (10%) na
matriz da amostra. Isso ocorre pois com menos PVA havera mais pontos de
reticulacéo do glutaraldeido por cadeia de PVA. Este efeito reduz o tamanho dos poros
no material (Fig. 21). Aumentando a concentracdo de PVA nas amostras, havera
menos pontos de reticulacdo por cadeia de PVA, pois mais sitios —OH estardo
disponiveis parar reagirem com o glutaraldeido. Este fato induz a formac&o de poros
com didmetros maiores nas matrizes dos filmes como pode ser visto na Fig. 21.

A Fig. 22 apresenta imagens SEM do filme PVA5/TN20. As imagens foram
processadas ap0s as amostras estarem em contato (24 h) com PBS, SGF e solucao
tampdo de acido acético/acetato de sodio (pH 3,2). As imagens SEM (Fig. 22)
mostraram 0 mesmo comportamento das imagens SEM apresentados na Fig. 20. O
grau de reticulacdo no filme PVA5/TN20 € maior em relagéo ao filme PVA10/TN10,
mantendo as concentracdes de glutaraldeido (1,7 g L™') e TN constantes nestas
amostras (Tabela 1). Isso acontece, devido a diminuicdo da concentracdo de PVA no
filme PVAS5/TN20. No geral, o filme PVAS/TN20 apresentou superficie lisa e compacta,
sem ocorréncia de poros (Fig. 22).

pH 3,2 pH 1,2 (SGF) (PBS)
. PVA5/TN2Q. 7 7 =3 ?\!AS/TN (8 B2 o ARG VASHNZO’

-

Figura 22. Imagens SEM do filme PVA5/TN20. As imagens foram obtidas a partir das amostras
intumescidas (condigdo de equilibrio), apés as mesmas estarem imersas (24 h) em diferentes
ambientes (SGF, solucéo de acido acético/acetato de sddio a pH 3,2 e PBS), congeladas em Nz e
liofilizadas.
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5.3.5. Medidas de angulo de contato sobre os filmes PVA/TN

A hidrofilicidade de uma determinada superficie pode ser mensurada por meio
de medidas de angulo de contato (MARTINS et al. 2018b). A Fig. 23 apresenta o0s
valores de angulo de contato sobre as superficies dos filmes PVA5/TNO, PVA5/TN10,
PVAS5/TN20 e PVA10/TN10 depois das amostras estarem em contato por 10 min com
uma gota de agua. A medida que a concentracdo de TN aumenta, bem como, quando
a concentracao de PVA diminui, os filmes se tornam mais hidrofdbicos; isto €, o angulo

de contato nao altera significativamente no intervalo de 10 min (Fig. 23).
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Figura 23. Medidas de angulo de contato sobre os filmes PVA/TN em func¢éo do tempo (intervalo de
10 min).

Depois de 10 min, o angulo de contato na superficie dos filmes PVA5/TNO,
PVA5/TN10, PVA5/TN20 e PVA10/TN10 foi de 56°, 65°, 72° e 43°, respectivamente
(Fig. 23). Este efeito € melhor visualizado por meio da analise da Fig. 24. Imagens
digitais das superficies dos filmes foram realizadas ap6s uma gota de agua estar em
contato com as superficies dos filmes. As imagens foram obtidas apos 0, 5 e 10 min
de contato. O filme PVA10/TN10 com maior concentracdao de PVA (90%) apresentou
maior variacdo nas medidas de angulo de contato (Fig. 24D). A superficie do filme
PVA10/TN10 absorveu mais rapido a gota de agua. Este efeito confirmou a maior
hidrofilicidade da superficie do filme PVA10/TN10 em relagdo aos demais filmes
preparados com solucées de PVA a 5% m/v. Uma maior quantidade de grupos
hidroxilas disponiveis promove filmes de PVA mais hidrofilicos (BAHRAMI et al.,
2003).



57

t=0 t=5 t=10
A)
t=0 t=5 t=10
B)
i . W . W . -
t=0 t=5 t=10
C)
t=0 t=5 t=10

Figura 24. Imagens digitais das superficies dos filmes PVA5/TNO (Fig. 24A), PVA5/TN10 (Fig. 24B),
PVAS5/TN20 (Fig. 24C) e PVA10/TN10 (Fig. 24D) realizadas na presen¢a de uma gota de agua. As
imagens foram processadas apdés 0, 5 e 10 mim de contato entre a superficie dos flmes com a gota de
agua.

Observou-se que o filme PVA5/TN20 preparado com o maior teor de TN (0,3 g;
20% em massa) e o menor teor de PVA (1,2 g; 80% em massa) na blenda PVA/TN
apresentou menor variagdo nas medidas de angulo de contato (Fig. 24C). A
diminuicdo da concentracdo de PVA tem um papel significativo nos valores de angulo
de contato dos filmes. Os filmes PVA5/TN20 e PVA10/TN10 foram obtidos a partir do
mesmo contetddo de TN (0,3 g) na blenda PVA/TN. Por outro lado, o teor de PVA
aumentou de 1,2 g na blenda PVA5/TN20 para 2,7 g na blenda PVA10/TN10. Este
aumento significativo no teor de PVA interferiu significativamente nos valores de
angulo de contato. Depois de 10 min, o angulo de contato do filme PVA5/TN20
diminuiu de 72° para 43° no filme PVA10/TN10. Desta forma, pode-se ajustar a
hidrofilicidade dos filmes por meio do controle das concentracBes de polimeros
presentes na blenda PVA/TN. A hidrofilicidade de uma superficie influencia
significativamente nas suas propriedades biolégicas (BAHRAMI et al, 2003). Este
efeito foi investigado neste estudo e os resultados serdo apresentados nas proximas
seccoes.

Diversas pesquisas retratam que materiais hidrofilicos sdo requeridos para
aplicacdo na area de engenharia de tecidos. Costa-Junior e colaboradores (2008)

estudaram as propriedades de citocompatibilidade de filmes de PVA/quitosana
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reticulados com glutaraldeido. Nesse estudo, os hidrogéis PVA/quitosana mais
hidrofilicos foram mais citocompativeis sobre células (VERO), apresentando maior
potencial para serem aplicados no campo de engenharia de tecidos. Sheik e
colaboradores (2018) também mostraram o aumento da citocompatibilidade de filmes
mais hidrofilicos a base de PVA/quitosana reforcados com fibra de seda. Portanto,
estes filmes possuem melhor capacidade para atuarem como materiais scaffolds.
Sendo assim, a maior hidrofilicidade de uma superficie esta intimamente relacionada

ao seu potencial de aplicacdo biomédico (MARTINS et al., 2018a).

5.4. PROPRIEDADES DOS FILMES PVA/TN

5.4.1. Grau de intumescimento

O grau de intumescimento (G1%) € um parametro importante para um hidrogel,
uma vez que esta propriedade influencia na capacidade que 0 mesmo possui para
adsorver/dessorver agua e solutos (GANJI et al., 2010). A Fig. 25 apresenta
resultados de Gl1% dos filmes PVA/TN avaliados em SGF e PBS ap0s 24 h de contato.
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Figura 25. Grau de intumescimento (GI%) dos fiimes PVA/TN avaliados em SGF e PBS (24 h).
Resultados significativamente diferentes implicam p < 0,0001 (****) e p < 0,001 (***).

Resultados de GI% estdo em acordo com os resultados de SEM, pois, de fato,
os filmes néo intumesceram significativamente nas solu¢cées SGF (pH 1,2) e PBS (pH

7,4). Este efeito diminuiu a ocorréncia de poros maiores na superficie dos materiais.
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O GI1% ocorreu em torno de 400 a 600%, com excecao do filme PVA10/TN10 que em
SGF atingiu GI% de 957%. Apds neutralizacdo, possivelmente as cadeias dos filmes
devem se aproximar mais umas das outras devido a desprotonac¢édo parcial dos grupos
amino carregados na estrutura do TN. Esta desprotonacéo aproxima as cadeias de
PVA e TN, aumentando a efetividade das interacdes intermoleculares entre 0s
segmentos de cadeias, tornando os filmes mais compactos e promovendo baixo Gl%.
Este efeito € pronunciado em PBS (Fig. 25).

Resultados semelhantes foram obtidos por Hajji e colaboradores (2016), que
analisaram o Gl1% de filmes PVA/quitosana. O G1% diminuiu com o aumento do teor
de quitosana nas blendas poliméricas. No trabalho aqui desenvolvido o maior GI1% do
filme PVA10/TN10 em SGF se deve ao maior teor de PVA, bem como, ao maior teor
de TN neste filme (0,3 g; Tabela 1). A concentracdo de glutaraldeido foi mantida
constante nos ensaios (1,7 g L™1). Por isso, 0 aumento da concentracdo de PVA de
5% m/v para 10% m/v deve reduzir a densidade de reticulacéo nos filmes, aumentando
o Gl% na amostra PVA10/TN10. Resultado semelhante foi obtido também por
Bahrami e colaboradores (2003), que obtiveram diminuicdo do GI1% de filmes PVA
reticulados com glutaraldeido em funcdo do aumento da concentracdo do agente
reticulante.

Considerando os filmes preparados com solucées PVA a 10% m/v, em SGF
(pH 1,2), o TN encontra-se protonado e, devido a maior concentracdo de TN, este
pode interagir melhor com moléculas de 4gua. Este fato aumentou significativamente
0 G1% do filme PVA10/TN10 no meio SGF, uma vez que, em SGF, o filme PVAL10/TN5
(contendo excesso de PVA e menor teor de TN) ndo apresentou GI%
significativamente superior em relacdo as demais amostras.

Para serem aplicados como scaffolds, os hidrogéis devem ser hidrofilicos ao
ponto de promoverem o estabelecimento de interacdes com a membrana extracelular
de células. Por outro lado, scaffolds ndo podem apresentar GI(%) elevado, pois esse
comportamento diminui a fixacdo de células sobre uma determinada superficie, devido
a elevada taxa de absorcéo/difusdo de moléculas de agua da superficie do filme no
estado de equilibrio (MARTINS et al., 2018c). Por isso, flmes de pectina/quitosana
com GI(%) acima de 1900% nao atuaram como matrizes scaffolds (MARTINS et al.,
2018c). Porém, por meio do controle da razao pectina/quitosana na composicado dos
filmes, uma superficie hidrofilica (angulo de contato de 45° apos 10 min de contato

com uma gota de agua) e amostra com GI(%) menor (~400%) foram obtidas. Tais
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superficies atuaram como matriz scaffold, promovendo adesao e proliferacdo de

células tronco mesenquimais do tecido adiposo (MARTINS et al., 2018c).

5.4.2. Degradacéao dos filmes PVA/TN

A estabilidade dos filmes neutralizados e secos foi avaliada em PBS (pH 7,4) e
SGF (pH 1,2) durante 1, 3, 5, 7 e 14 dias a 37°C. A Fig. 26 mostra os resultados de
degradacéao dos filmes PVA/TN em SGF (Fig. 26A) e PBS (Fig. 26B).
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Figura 26A. Degradacao (%) dos filmes PVA/TN avaliados em SGF (pH 1,2) durante 1, 3,5, 7 e 14
dias. Em dias diferentes de andlise (ndo alterando as amostras), todos os resultados de degradacéo
em SGF foram significativamente diferentes (valor de p ao menos menor ou igual a 0,05).

Os filmes apresentaram baixa estabilidade em SGF (Fig. 26A). Este efeito foi
maior sobre os filmes preparados com solucbes de PVA a 10% m/v. Os filmes
preparados com solucdes de PVA 10% m/v apresentaram 78% (PVA10/TN10) e 87%
(PVA10/TN5) de degradacao apos 14 dias de andlise em SGF (Fig. 26A). Estes filmes
perdem completamente sua estrutura apds o dia 3 de analise. Apés este periodo, a
massa residual determinada (provenientes dos filmes) era composta de um
aglomerado insoltvel em SGF. Depois de 14 dias, os filmes preparados com solucdes
de PVA a 5% m/v apresentaram degradacéo na faixa de 28 a 44% (Fig. 26A). O menor
conteudo de PVA torna os filmes mais estaveis em SGF. Quanto maior a concentragao

de PVA na composicdo da blenda, menor a quantidade de reticulos por cadeia
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polimérica. Comparando as mesmas amostras, porém em dias de analise distintos,
verificou-se que os resultados de degradacéo foram significativamente diferentes (p <
0,05) (Fig. 26A). Wang e colaboradores (2004) mostraram que a taxa de degradacéo
de hidrogéis de PVA/quitosana reticulados com glutaraldeido atingiram 25% em 3 dias
de analise em solucédo tampéao (pH 3,0). Estes resultados estdo em acordo com 0s
resultados apresentados neste estudo.

Além do mais, a reacdo de reticulacao do PVA é reversivel (Fig. 5). Portanto, o
excesso de H3O* do SGF pode promover reagéo inversa. Este efeito desestabiliza a
estrutura dos filmes, regenerando o PVA soltvel (COSTA-JUNIOR et al 2009b). Por
isso, a degradacao dos filmes em SGF é mais significativa. De fato, o aumento da
concentracdo de TN deve aumentar a velocidade de degradacdo das amostras em
SGF. As macromoléculas de TN estdo protonadas em SGF. Este fato aumenta a

solubilidade do TN e pode viabilizar a degradacgdo dos hidrogéis (Fig. 26A) (FACCHI
et al., 2017a).

(B) PBS (pH 7,4)

100=- )
I Dial
< 80 1 Dia3
< E3l Dia5
S 60+ -
'% Dia 7
-‘3 404 I Dia 14
§’ | *k |
20+ — =
T T v M
0_ T
Q Q Q o Q
O & & &
o %) N S S
QQV \g K\a 4?:\/ ?5'
Q Q Q Q4
Amostras

Figura 26B. Degradacao (%) dos filmes PVA/TN avaliados em PBS (pH 7,4) durante 1, 3,5, 7 e 14
dias. Em dias diferentes de analise (ndo alterando as amostras), os resultados de degradacdo em PBS
foram significativamente diferentes. Os termos * e ** indicam resultados significativamente diferentes com
p <0,05 e p =0,01, respectivamente.

Por outro lado, os hidrogéis se mostraram mais estaveis contra o processo de
degradacédo em PBS (Fig. 26B). Em 14 dias de teste, as amostras apresentaram

degradacéo na faixa de 1 ,0 a 12%. Apos neutralizacéo dos filmes, o maior conteudo
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de grupos —NH2 na estrutura do TN pode aumentar o estabelecimento de interagdes
de segunda ordem na estrutura dos filmes. Este fato, bem como a solubilidade parcial
do TN em PBS inibem a degradacéo dos filmes. O ensaio de intumescimento foi
avaliado em 1,0 dia (24 h). Neste periodo, todos os filmes mantiveram suas estruturas.
Com base nos resultados de estabilidade (em PBS a pH 7,4), os fiimes PVA/TN
possuem potencial para serem aplicados como scaffolds na area de engenharia de
tecidos, principalmente quando a condi¢do de pH fisiolégico (pH 7,4) é requerida. Nas
proximas secdes serdo discutidos os resultados das propriedades biolégicas dos

filmes visando aplicacfes na area biomédica.

5.5. PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS FILMES PVA/TN

5.5.1. Atividade antioxidante e estudos de liberagc&o controlada

As atividades antioxidantes das amostras PVA/TN foram avaliadas pelo ensaio
DPPH* (XIAOWEI et al., 2011). O TN possui atividade antioxidante devido ao elevado
conteudo de grupos fendlicos em sua estrutura (FACHHI et al., 2017a). Estas espécies
consomem o radical livre DPPH®. Porém, para o TN reagir com os radicais DPPH?,
este deve estar livre em solucdo, ou seja, o TN deve estar dissolvido para
os radicais DPPH*. Deste modo, estudos de liberacdo controlada de TN foram
realizados. O TN liberado das matrizes dos filmes foi determinado em termos de
equivalentes Trolox (umol g'). As curvas de liberacdo controlada foram obtidas em
SGF e PBS em um intervalo de 14 dias (Figs. 27, 28, 29 e 30).

Sendo assim, os fiimes PVA/TN tiveram suas atividades antioxidantes
avaliadas indiretamente. As Figs. 27 e 28 apresentam os resultados de liberacéo
controlada de TN obtidos em PBS (pH 7,4). No geral, os filmes (PVA5/TN10,
PVA5/TN20, PVA10/TN5 e PVA10/TN10) promoveram liberagdo de pequenas
guantidades de TN em PBS.
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Figura 27.Curvas de liberagdo de TN obtidas em PBS. Os ensaios foram realizados com os filmes
PVAS/TN10 e PVA5/TN20 durante 14 dias.
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Figura 28.Curvas de liberagdo de TN obtidas em PBS. Os ensaios foram realizados com os filmes
PVA10/TN5 e PVA10/TN10 durante 14 dias.

Apos 14 dias de ensaio, a concentracdo de TN liberada alcancou,
aproximadamente, de 200 a 600 umol L™ por grama de hidrogel (umol L1 g). Esta
concentracéo liberada corresponde entre 0,12 e 2,8% do TN incorporado nos filmes
(Figs. 27 e 28). Estas porcentagens sdo muito baixas, porém os filmes apresentaram
atividade antioxidante em PBS devido a concentracdo de TN liberada (200 a 600 umol
L=t g71). A baixa concentracdo de TN liberada em PBS se deve a elevada estabilidade
dos filmes (Figs. 27 e 28). A baixa solubilidade do TN em PBS (FACCHlI et al., 2017a)
também deve inibir a quantificagdo do TN em termos de equivalentes Trolox, pois 0
TN deve estar soltvel no meio para reagir com o radical DPPH-".

Por outro lado, quando os ensaios foram realizados em SGF (Figs. 29 e 30), a

concentracéo de TN liberada foi significativamente maior. Os filmes preparados com
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PVA a 5% m/v promoveram liberacdo de uma menor concentracdo de TN. Apos 14
dias, os filmes PVA5/TN10 e PVA5/TN20 liberaram aproximadamente 2000 umol L
g (1,2%) e 3184 umol L1 g (0,82%), respectivamente.
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Figura 29. Curvas de liberacdo de TN obtidas em SGF. Os ensaios foram realizados com os filmes
PVAS/TN10 e PVA5/TN20 durante 14 dias.
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Figura 28. Curvas de liberacdo de TN obtidas em SGF. Os ensaios foram realizados com os filmes
PVA10/TN5 e PVA10/TN10 durante 14 dias.

Em SGF, a maior densidade de reticulacdo nos filmes preparados com
solugdes PVA a 5% m/v reduz a quantidade de TN liberado. Este resultado esta em
acordo com os resultados de intumescimento e degradacgéo. Por outro lado, os filmes
PVA5/TN10 e PVA5S/TN20 liberam uma maior quantidade de TN no meio SGF. Tal
fato esta relacionado a maior solubilidade do TN em SGF e, também, devido ao maior
percentual de degradacédo dos filmes em SGF. Apos 14 dias de analise em SGF, as

amostras PVA10/TN5 e PVA10/TN10 promoveram liberacdo de aproximadamente
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14.000 pmol Lt g1 (47%) e 25.000 umol L= g~ (40%) do TN incorporado nos filmes
(Fig. 30). Este efeito esta relacionado a elevada taxa de degradacdo em SGF dos
hidrogéis preparados por meio de solu¢cdes PVA a 10% m/v. Todos os filmes
apresentaram atividade antioxidante. Por outro lado, apenas os filmes submetidos a
solucdo PBS mantiveram suas estruturas intactas. Por outro lado, todos filmes

PVA/TN avaliados apresentaram atividade antioxidante.

5.5.2. Atividade antimicrobiana dos filmes PVA/TN

A atividade antimicrobiana dos filmes foi avaliada contra as bactérias S. aureus
(bactéria gram-positiva) e P. aeruginosa (bactéria gram-negativa) em diferentes
condicbes de pH (pH 6,0 e 7.4). Os resultados foram obtidos em termos do halo de

inibicdo e os mesmos estdo apresentados na Fig. 31.

Figura 31. Atividade antimicrobiana (em termos do halo de inibicdo) dos filmes PVA/TN contra S.
aureus (imagens no topo da Fig. 31) e P. aeruginosa (imagens na parte inferior da Fig. 31) apés 24h a
37°C. Os ensaios foram realizados nas condi¢cfes de pH 6,0 e 7,4. A = PVA5/TNO, B = PVA5/TN20 e C
= PVA10/TN10.

O filme PVA5/TNO (sem TN) foi utilizado como controle. Esta amostra nao
apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus e P. aeruginosa, ou seja, o halo
de inibicdo foi nulo em ambos os ensaios realizados em pH 6,0 e 7,4 (Fig. 31). As

bactérias S. aureus e P. aeruginosa foram escolhidas para este teste, uma vez que



66

sao micro-organismos causadores de infec¢bes (JOACHIMS et al., 2003), por isso,
scaffolds com atividade antimicrobiana podem ter um potencial muito grande de
aplicacdo. Para que um biomaterial seja aplicado no campo de regeneragéo de tecidos
e, também, no combate de infec¢cdes causadas por bactérias, o material deve ser
citocompativel, ter atividade antimicrobiana e, ainda, ser capaz de promover fixacao,
adesao e proliferacdo de células. Os resultados antimicrobianos foram positivos
apenas com o teste realizado em pH 6,0 e, quando a amostra PVA10/TN10 (C) foi
utilizada (Fig. 31). Em pH 6,0, o halo de inibicdo promovido pelo filme PVA10/TN10
alcangcou 19 mm contra S. aureus (Fig. 31 parte superior) e 16 mm contra P.
aeruginosa (Fig. 31 parte inferior).

A atividade antimicrobiana do filme PVA10/TN10 se deve a presenca de TN, a
condicdo de pH, bem como, do teor de PVA no filme. Como relatado nas se¢des
anteriores, o filme PVAL10/TN10 apresentou menor estabilidade em meio acido em
relacdo aos demais filmes. Esta menor estabilidade promove degradacéo e liberacéo
de TN da matriz dos filmes. Este efeito é promovido quando o pH diminui de 7,4 para
6,0. Em pH 6,0 o TN encontra-se parcialmente ionizado e a matriz PVA10/TN10 deve
liberar mais TN que se difunde nas placas, matando as bactérias. Os resultados foram
significativamente diferentes (p < 0,0001) considerando os ensaios realizados em
diferentes pHs (Fig. 31). Isso ocorre, uma vez que, em pH 6,0 o TN esta parcialmente
ionizado. Estes resultados estdo em acordo com os resultados de XPS. Os espectros
de XPS de alta resolucdo do N1s indicaram a presenca de grupos aminos protonados
em todas as amostras contendo TN. Assim, 0os grupos catiénicos do TN podem
interagir com as membranas celulares das bactérias (carregadas negativamente)
promovendo evasao de componentes celulares e consequente morte das bactérias
(MARTINS et al., 2014). Este efeito é positivo somente com a amostra PVA10/TN10
devido possivelmente a liberacdo de um maior contetdo de TN na condi¢cdo de pH
6,0. As demais amostras contendo TN ndo apresentaram atividade antimicrobiana
devido a elevada estabilidade dos filmes nas condi¢Bes dos testes.

Quanto maior a concentracdo de TN na amostra maior sera a atividade
bactericida da mesma. Porém, a matriz polimérica deve promover a liberagdo do TN
para que o mesmo se difunda na placa semeada com as bactérias. A atividade
antimicrobiana dependeu das condi¢cdes de pH dos testes, mas também, dependeu
da concentracédo de TN liberada, ou seja, difundida na placa de cultura. Em PBS e
depois de 24 h, os filmes PVA5/TN10, PVA5/TN20, PVA10/TN5 e PVA10/TN10
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promoveram a liberacdo de apenas 20, 15, 30 e 1,5 umol L~ g~1. Estas concentracdes
sdo muito pequenas, por isso, a atividade antimicrobiana deve estar relacionada a
existéncia de grupos -NHs* no TN e, condi¢do de pH do teste. A neutralizacdo dos
filmes também pode influenciar na atividade antimicrobiana. Os filmes foram
neutralizados até que o pH do sobrenadante atingisse a faixa de pH 5,5 a 6,0. Excesso
de ions H3O* pode aumentar a atividade antimicrobiana dos filmes. O pH normal da
pele dos seres humanos € em torno 4,7 a 5,5 (LAMBERS et al.,2006). Portanto,
visando uma possivel aplicacdo tépica, o filme PVAL10/T10 com atividade
antimicrobiana em contato com a pele poderia alavancar ainda mais o potencial
antimicrobiano dos filmes, devido a caracteristica catiénica do TN. Este filme pode ser
aplicado como bandagem, pois possui acdo antimicrobiana contra micro-organismos
(S. aureus e P. aeruginosa) causadores de infecdes em tecidos moles (MARTINS et
al., 2018a).

5.5.3. Citocompatibilidade dos filmes PVA/TN
5.5.3.1. Via método MTT

Os hidrogéis tiveram sua atividade de citotoxicidade investigada sobre trés
linhagens de células (fibroblastos L929, células epiteliais VERO e macrofagos
J774A1). Os resultados foram obtidos via método MTT apds 72 h de ensaio e estédo

apresentados na Fig. 32.
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Figura 32. Viabilidade celular das células fibroblastos L929, células VERO e macréfagos J774A1
determinadas via método MTT apds contato (72 h) com filmes PVA/TN. Os resultados n&o

apresentaram diferencga significativa em relagdo as amostras aplicadas (p > 0,05).
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Os resultados indicaram que todas as amostras foram citocompativeis sobre as
linhagens celulares investigadas, promovendo resultados de viabilidade celular em
torno de 100% apdés o periodo de incubacdo. Quando comparada ao teste controle
(controle positivo), a viabilidade celular promovida por todos os filmes foi acima de
96%. Este resultado indicou remocéo total do glutaraldeido residual e remocéo do
HsO* em excesso antes da etapa de lavagem das amostras (portanto, a atividade
antimicrobiana se deve apenas a presenca de TN). Estudos indicam que o
glutaraldeido possui toxicidade sobre tecidos vivos em concentracdo de apenas 3,0
mg L™ (YANG, et al., 2017). Na concentracdo de 3,0 mg L2, o glutaraldeido diminuiu
a viabilidade celular de células epiteliais para 50% apds 12h de incubacgéo. Contudo,
hidrogéis de PVA reticulados com glutaraldeido ndo apresentaram citotoxicidade
sobre as células epiteliais, pois o glutaraldeido encontrava-se reticulado na matriz dos
filmes (YANG, et al., 2017). Em geral, neste estudo, a concentracdo de glutaraldeido
nas blendas PVA/TN foi de 1,7 g L.

Outros trabalhos reportados na literatura apresentaram resultados
semelhantes. Costa Junior e colaboradores (2009) produziram filmes de
PVA/quitosana reticulados com glutaraldeido (na concentracéo de 1 a 5% m/v). Via
método MTT, os filmes induziram até 97% de viabilidade celular sobre células VERO
apos 24 h de incubacéo. Portanto, filmes estaveis promovem resultados satisfatérios
de citocompatibilidade. Esta propriedade € requerida para materiais scaffolds.

5.5.3.2. Via método AlamarBlue

O teste MTT se trata de um método indireto de avaliacdo da atividade citotoxica
de materiais (MOSSMANN, 1983). Neste método, a viabilidade celular é determinada
por meio de um ensaio colorimétrico que se baseia na capacidade das mitocondrias
viaveis de converter o MTT em cristais de purpuras de formazan (MOSSMANN, 1983).
Neste caso, a viabilidade celular € determinada a partir da morte de células vivas. Por
isso, o método MTT ndo é o mais indicado para avaliar as propriedades de
citotoxicidade de materiais. Sua limitacdo é em termos do ensaio indireto. Por outro
lado, esta limitacdo pode ser superada por meio do teste via AlamarBlue (ou
resazurina). A resazurina € um indicador redox que pode quantificar de forma direta
(via ensaio colorimétrico) a viabilidade celular em organismos vivos desde bactérias

até células de mamiferos. Existe uma correlagéo direta e linear entre o potencial de
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reducdo da resazurina e o numero de células viaveis (O'BRIEN et al 2000; MARTINS
et al.,, 2018a). Quanto maior a concentracdo de células viaveis maior sera a
quantidade de corante resazurina reduzido no ensaio, ou seja a redugdo do corante
indica a viabilidade celular no respectivo ensaio. No ensaio via AlamarBlue, a
viabilidade celular depende da atividade metabdlica celular e a concentracao da
espécie reduzida de resazurina resultante da atividade de células viaveis é
proporcional ao numero de células vivas (PULYALA et al,. 2017). Neste ensaio, as
células ndo precisam ser mortas para terem sua viabilidade celular estimada.
Portanto, o teste via AlamarBlue € mais indicado para determinar a citotoxicidade de
biomateriais em relacdo ao método MTT.

Os resultados de viabilidade celular sobre as células MSCs foram determinados
via método AlamarBlue e estdo apresentados na Fig. 33. Neste caso, os resultados
de viabilidade celular promovidos pelos filmes foram comparados com os resultados
de viabilidade celular promovidos por um controle interno, tal como o metal titanio. Os
ensaios foram realizados depois de 4 e 7 dias de analise e o titanio foi escolhido como
controle interno devido ao seu amplo espectro de aplicagdes no campo biomédico. O
tithnio € um dos materiais mais importantes para a substituicdo 6ssea em aplicacdes
biomédicas, além de ndo apresentar toxicidade aos tecidos do corpo humano (DE
VITERI e FUENTES, 2013).

Os resultados de viabilidade celular promovidos pelos filmes foram
normalizados em termos dos resultados de viabilidade promovidos pelo meio de
cultura e titdnio. Assim, a viabilidade celular induzida pelo titanio foi tomada como
sendo 100%. Neste caso, a viabilidade celular promovida pelos filmes foi comparada
com a viabilidade produzida pelo metal titanio (depois de 4 e 7 dias de analise). O
filme mais hidrofilico (PVA10/TN10) promoveu os melhores resultados de viabilidade
celular (78% apods 4 dias e 51% apo6s 7 dias) (Fig. 33). Estes resultados foram
significativamente maiores em relacdo aos resultados promovidos pelos demais
filmes. Além disso, o resultado mais satisfatorio de viabilidade celular promovido pelo
filme PVA10/TN10 de superficie mais hidrofilica estd em acordo com dados relatados
na literatura. Bahrami e colaboradores (2003) demonstrou que filmes hidrofilicos de
PVA/quitosana reticulados com glutaraldeido podem aumentar a viabilidade celular
sobre células VERO. A amostra mais hidrofébica (filme PVA5/TN20) apresentou os
menores valores de viabilidade celular sobre as MSCs (68% depois de 4 dias e apenas
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25% depois de 7 dias) (Fig. 33). Portanto, a hidrofilicidade de uma superficie favorece

microambientes necessarios para promover cultura de células.
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Figura 33. Resultados de viabilidade celular promovidos pelas amostras PVA/TN e titanio (controle
interno) sobre células MSCs depois de 4 e 7 dias de andlise. Os termos *, ** e **** indicam resultados
significativamente diferentes com p < 0,05, p < 0,01 e p <0,0001.

As viabilidades celulares promovidas pelos filmes foram significativamente
menores em relacdo as viabilidades celulares promovidas pelo controle titanio. A
diferenca nos resultados foi maior depois do sétimo dia de estudo (Fig. 33). Este efeito
sera melhor entendido na préxima secdo, quando analisarmos os ensaios de adesdo
e proliferacao celular. O titanio tem potencial renomado para promover a adesao e
proliferacdo de células MSCs (ALMODOVAR et al., 2010). De acordo com a Fig. 33,
o titAnio deve promover efetivamente a proliferacdo de células MSCs depois do dia 4.

O aumento da viabilidade celular promovida pelo titanio no dia 7, diminuiu os
valores de viabilidade celular provocados pelos filmes no dia 7, uma vez que, 0s
resultados de viabilidade celular promovidos pelos filmes foram normalizados em
termos dos resultados promovidos pelo titanio (controle interno). Este efeito sera
melhor avaliado na préxima secdo. Dentre todos os filmes, a amostra PVA10/TN10
(com superficie mais hidrofilica) foi a que melhor se aproximou dos resultados de
viabilidade celular promovidos pela amostra de titdnio. Além disso, o filme
PVA10/TN10 também apresentou atividade antimicrobiana e atividade antioxidante.
Estas propriedades tornam este filme com potencial para atuar como matriz scaffold

na area de engenharia de tecidos.



71

5.5.4. Ensaio de adeséo e proliferacéo celular

Células MSCs foram cultivadas sobre as superficies dos filmes PVA/TN e titanio
(controle interno positivo). Depois de 4 e 7 dias de incubacéo, os resultados de adeséo
e proliferacao celular sobre as células MSCs foram determinados. A Fig. 34 apresenta
0 numero de células MSCs determinados sobre cada cm? de superficie das amostras,
depois de 4 e 7 dias de contato. Os resultados de contagem de células foram obtidos
por meio de imagens de fluorescéncia (Fig. 35). O corante DAPI (4'6'-diamidino-2-
fenilindol) se liga preferencialmente a moléculas de DNA, indicando a presenca do
nacleo celular pela coloragdo azul caracteristica que € emitida nas images de
fluorescéncia (Fig. 35) (Da SILVA 2014). Sendo assim, a quantidade de células/cm?
foi estimada em termos do numero de nucleos celulares sobre as amostras. Os
resultados foram obtidos em triplicata, utilizando 5 imagens de fluorescéncia (com
ampliacdo de 10x) obtidas de cada superficie. Para isso, foram consideradas

diferentes regides na superficie dos materiais.
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Figura 34. Nimero de células MSCs (por cada cm? de superficie) sobre os filmes PVA/TN e controle
de titAnio depois de 4 e 7 dias de analise. Os termos *, ** e *** indicam resultados significativamente
diferentes com p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente.

Os resultados de proliferacéo celular descritos nas Figs. 33 e 34 estdo em
acordo com os resultados de viabilidade celular avaliados via método AlamarBlue (Fig.
33). Assim como nos ensaios de viabilidade celular (determinados no dia 4), os
resultados de proliferacéo celular, ou seja, o nimero de células/cm? na superficie dos
filmes nao foi “muito menor” em relagdo ao numero de células determinados sobre o

titanio (controle) uma vez que, os resultados n&o foram significativamente diferentes
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(p > 0,05; Fig. 34). Por outro lado, o titanio promoveu proliferagdo celular significativa
depois do dia 4. No titanio, o nimero de células/cm? variou de aproximadamente
37.000 células/cm? (dia 4) para quase 78.000 células/cm? (dia 7) (Fig. 34). Por isso,
0s resultados de viabilidade celular avaliados via ensaio AlamarBlue diferiram
expressivamente dos valores de viabilidade promovidos pelos filmes no dia 7 (Fig. 33).
Este efeito explica a reducéo de viabilidade celular promovido pelos filmes depois do
dia 4 (Fig. 33). Porém, esse fato ndo indica que os filmes foram mais citotoxicos para
as células MSCs depois do dia 4. Ao contrario, o filme PVA10/TN10 também promoveu
proliferacéo celular de células MSCs depois do dia 4 (p < 0,01; Fig. 34). No entanto,
este efeito foi menor quando comparado ao controle interno de titanio (Fig. 34).
Considerando os filmes PVA/TN, a proliferacdo celular foi significativa apenas
sobre a superficie do filme PVA10/TN10 mais hidrofilico. Depois do dia 4 de analise,
0 nimero de células/cm? sobre o filme PVA10/TN10 aumentou de 23.500 células/cm?
para aproximadamente 48000 células/cm?. Este efeito indicou que este filme tem
potencial para atuar como scaffold. Os resultados de proliferacdo e adeséo celular

podem ser confirmados por meio da analise da Fig. 35.
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Figura 35. Imagens de fluorescéncia das superficies dos filmes PVA/TN e controle de titanio. As
imagens foram obtidas apds 4 e 7 dias de analise.
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Apb6s o dia 7, verificou-se um namero consideravelmente maior de nudcleos
celulares sobre as amostras controle (titanio) e filme PVA10/TN10 (Fig. 35). Nesse
caso, a maior hidrofilicidade do filme PVA10/TN10 promoveu maior interagdo com as
células MSCs, fornecendo locais de ligacdo para ocorréncia de adeséo de células e
superficie adequada para promover crescimento celular (KANIMOZHI et al 2018).

A Fig. 36 apresenta imagens SEM das superficies dos filmes PVA/TN apos 7

dias de contato com as células MSCs.
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Figura 36. Imagens de SEM dos filmes PVA/TN em contato com as células MSCs apés 7 dias de
estudo.

Os resultados de adeséao e proliferacédo celular estdo em acordo com os dados
reportados nas imagens de fluorescéncia. Ap6s 7 dias de estudo, confirmou-se que
as células MSCs se espalham preferencialmente na superficie dos filmes
PVA10/TN10 e PVAS/TNO. Estes filmes possuem superficies mais hidrofilicas em
relacdo ao filme PVAS5/TN20. Na superficie do filme PVA5/TN20 (filme de superficie



75

mais hidrofobica), as células ndo conseguem se espalhar. O espalhamento das
células na superficie de scaffolds deve ocorrer afim de se obter a formacdo de novos
tecidos. Neste sentido, uma matriz scaffold deve estimular o espalhamento de células
para, entdo, viabilizar a cicatrizacdo e regeneracdo de novos tecidos (COSTA-
JUNIOR et al.; 2008). Neste sentido, significativamente, apenas a amostra
PVA10/TN10 tem potencial para atuar como material scaffold no campo de engenharia

de tecidos.
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6. CONCLUSOES

Materiais filmes a base de PVA e tanfloc (um derivado catibnico de taninos
condenssados) foram sintetizados pela primeira vez na presenca de glutaraldeido. Os
filmes foram obtidos com diferentes concentracbes de PVA e TN. Resultados
indicaram que o aumento de TN (maior que 20% em massa) na blenda PVA/TN torna
os filmes quebradicos e frageis. Por isso, a concentracdo 6tima de TN utilizada nas
blendas PVA/TN foi de até 20% em massa. A concentracdo de TN e de PVA, bem
como a de glutaraldeido, foram variadas afim de obter filmes com propriedades de
hidrofilicidade e estabilidade contra processos de degradacdo. Resultados indicaram
que o filme PVA10/TN10 foi o que apresentou superficie mais hidrofilica. Resultados
de FTIR-ATR, XPS, TGA e SEM indicaram presenca de TN nos filmes. Os resultados
mostraram também que os filmes reticulados séo citocompativeis e possuem atividade
antioxidante. Porém, apenas a amostra PVAL1O0/TN10 apresentou atividade
antimicrobiana. Este fato dependeu do contetddo de TN e PVA no filme, bem como,
do pH do teste antimicrobiano. A amostra PVA10/TN10 possui baixa estabilidade em
meio SGF e promove liberagcdo de TN significativa neste meio. A reducdo de pH de
7,4 para 6,0 (no teste antimicrobiano) deve facilitar a difusdo de macromoléculas de
TN para o interior das placas contendo as bactérias. Este efeito € alavancado pela
protonacédo parcial do TN. A liberacdo aumenta a atividade antimicrobiana contra S.
aureus (halo de inibicdo de 19 mm) e P. aeruginosa (halo de inibicdo de 16 mm).
Comparado ao titanio, o filme de superficie mais hidrofilica (PVA10/TN10) foi capaz
de promover adesao, proliferacéo e espalhamento de células MSCs em apenas 7 dias
de cultura. Portanto, ajustando as concentracdes de TN, PVA e glutaraldeido pode-se
obter filmes com capacidade para atuarem como matrizes scaffolds. Este estudo
relatou pela primeira vez a formacédo de um scaffold (filme PVA10/TN10) a base de
PVA e TN. Este scaffold apresenta grande potencial de aplicacdo na area de
engenharia de tecidos, pois possui atividade antimicrobiana, antioxidante e pode
promover ambientes para adesao e proliferacdo de células, bem como, formacéo de

novos tecidos.
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