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INTRODUCAO:

Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais fisica ou quimicamente reticuladas que sdo caracterizados pela sua
alta capacidade de absorcdo de agua e manutencdo de sua estrutura mesmo em seu estado intumescido (MITURA,;
SIONKOWSKA,; JAISWAL, 2020). Possuem grande aplicabilidade como biomateriais e podem ser obtidos a partir de
polimeros sintéticos ou naturais, como a gelatina. A gelatina se destaca como matéria-prima devido a sua alta
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade e proliferacéo celular e pode ter sua estrutura modificada com anidrido metacrilico
(MA), formando gelatina metacrilada (GelMA), com propriedades mecénicas e taxa de degradacdo melhoradas (CATOIRA et
al, 2019).

Hidrogéis a base de GelMA sdo formados por polimerizacéo radicalar fotoiniciada e seus efeitos biolégicos podem
ser aprimorados pela adi¢do de mondmeros sintéticos com caracteristicas catidnicas como o cloreto de ([2-metacriloiloxi) etil]
trimetilaménio) (METAC), de efeito antimicrobiano (SHIGA et al., 2018) e (2-(dimetilaminoetil)metacrilato) (DMAEMA),
responsivo a variagdes de pH e temperatura (BLAZIC; MARUSIC; VIDOVIC, 2023), os quais contém grupamentos aminas
quaternarios e terciarios, respectivamente. O presente estudo objetiva a elaboragdo de hidrogéis a base de GelMA combinados
com os metacrilatos supracitados, visando futuras aplicacdes biomédicas. Para tal, o grau de intumescimento de hidrogéis, sob
diferentes temperaturas e valores de pH, assim como a sua morfologia serdo avaliados. Em Ultima analise, pretende-se
correlacionar estas caracteristicas com as estruturas dos materiais sintetizados, servindo de base para futuras pesquisas e

avangos na area de biomateriais.

METODOLOGIA:

A sintese da GelMA consistiu no aquecimento da solugdo tampéo fosfato salina (PBS), pH 7,4 a 50°C seguido pela
adicdo de 10% m/v de gelatina tipo B (Dindmica Quimica), sob agitacdo constante. Apds completa dissolucdo, foram
adicionados 8 mL de anidrido metacrilico (Sigma-Aldrich) gota a gota e a reacdo procedeu por 3 horas a temperatura constante.
Ao final deste periodo, a solucéo foi diluida com 2 vezes o volume de PBS a 40°C e posteriormente dialisada em membranas
de didlise (Inlab), com corte de massa molar na faixa de 12-14 kDa, durante 7 dias em agua destilada a 40°C. Por fim, a gelatina
sintetizada foi congelada e liofilizada.

Para avaliar a eficiéncia da reacdo de metacrilagdo, foi determinado o grau de substituicdo (DS) da GelMA através de
espectroscopia de ressonancia magnética de prétons H-RMN (Bunker Avance, 400 MHz), a temperatura ambiente e em

triplicata - pela central analitica do Instituto de Quimica da Unicamp - de solucgdes de gelatina in natura e de GelMA em agua
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deuterada (D20) a concentracdo de 10 mg/mL. A integral referente aos picos dos protons de metileno (d = 2,7 ppmed =29

ppm) foi utilizada para quantificacdo da lisina nas amostras e o DS foi determinado de acordo com a Equacéo 1.

100 ™)

DS (%) = (1 3 Integra(;jio do s.inal de Fis.ina da GelMA )
Integracao do sinal de lisina da gelatina

A avaliacdo quantitativa da presenca de bandas relacionadas a inser¢do de grupos metacrilatos na gelatina foi feita
através de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier FT-IR (Thermo Scientific, Nicolet 6700) pelo método
de reflexdo total atenuada (ATR) em uma faixa de 4000 a 600 cm?, para analise de grupamentos amida ou éster na GelMA.

A GelMA produzida foi utilizada para a obtencdo de hidrogéis hibridos de poli(METAC) e PDMAEMA a partir de
diferentes metodologias. Para os hidrogéis de poli(METAC), foram adicionados 10% m/v de GelMA, 1% m/v do fotoiniciador
Irgacure 2959 (Sigma-Aldrich) e as respectiva quantidade de METAC (Sigma-Aldrich) - 5% m/v em PBS a 50°C, sob agitacdo
constante e em béquer protegido da luz. Apds completa homogeneizagdo, a solugdo foi colocada em placa de Petri e submetida
aluz UV (365 nm, com intensidade de 2 mWcm-2) durante 30 minutos, os hidrogéis foram lavados em agua destilada por 24h.

Os hidrogeis de PDMAEMA foram produzidos a partir de 2 solu¢Bes: uma de GelMA contendo 10% m/v de GelMA
e 1% m/v de Irgacure 2959, em PBS & 50°C; e outra, de DMAEMA, contendo 3,5% v/v de DMAEMA (Sigma-Aldrich), 1%
m/m de bisacrilamida (Sigma-Aldrich) - agente de reticulagéo e 0,50% m/m de Irgacure 2959, em PBS a temperatura ambiente.
Ambas foram feitas sob agitacdo constante e, apds completa dissolucéo, unidas para formar as solugdes de hidrogel de acordo
com as proporgdes: 0% v/v, 50% v/v, e 100% v/v em relacdo a solucdo de DMAEMA. A solu¢do formadora de hidrogel foi
entdo colocada em placa de Petri e submetida & luz UV, de mesma especificagdo acima, por 20 minutos e o hidrogel cortado
imediatamente em discos de 1 ¢cm, os discos foram lavados por 24 h, em &gua destilada, para a remog¢do de componentes ndo
reagidos.

Para avaliar o grau de intumescimento (SD), foi utilizada a Equacéo 2, sob diferentes condi¢6es de pH e temperatura.
O ensaio consistiu na pesagem dos hidrogéis antes (mo) e depois de ficarem imersos por 24 h em solugdo tampéo (m1) sob
determinada temperatura. Para avaliar o efeito do pH, foram utilizadas solugdes tampdo de 1 e 10 a temperatura ambiente e,

para avaliar o efeito da temperatura, foi utilizada solucéo tampéo 7,4 as temperaturas de 25°C e 60°C.

m, —m
SD(%) = ———>x 100 @
0

A morfologia dos hidrogéis foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), no intuito de correlacionar

sua microestrutura com o grau de intumescimento e a quantidade de metacrilato adicionado nas formulagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os espectros *H-RMN da gelatina e da GelMA encontram-se na Figura 1. Observa-se que a intensidade do pico
relacionado & lisina entre 2,8 ppm e 3,1 ppm é aproximadamente nula na GelMA, indicando a efetiva funcionaliza¢do da
gelatina com grupos metacrilato, com DS préximo de 100%; houve também o aparecimento de picos entre 5,3 ppm e 5,5 ppm,
relativos aos proétons acrilicos dos grupamentos metacrilato; e 0 aumento do pico em, aproximadamente, 1,9 ppm devido ao

maior nimero de grupos metila na gelatina modificada (ZHU et al., 2019).
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Figura 1: Espectros de H1-RMN referentes a gelatina in

natura e GelMA. Figura 2: Analise FT-IR da gelatina in natura e GelMA.

A andlise do FT-IR (Figura 2) da GelMA, em comparacdo com a gelatina in natura, apresentou picos relativos ao
grupamento amida: aqueles entre 1600 — 1700 cm™ sio referentes ao estiramento C=0 da amida I; e os encontrados entre 1470-
1570 cm™ e 1200-1400 cm™, referentes ao pico de vibracdo de deformacdo N-H das amidas Il e Ill, respectivamente
(RAMESH; RAMALINGAM, 2021). Isto indica que houve modificacéo da gelatina.

A GelMA sintetizada foi utilizada para producéo dos hidrogéis. As micrografias de superficie e se¢do transversal dos
hidrogéis de poli(METAC) encontram-se na Figura 3 e graus de intumescimento obtidos em termos de temperatura e pH, na
Tabela 1.

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura (MEV) de superficie e secdo transversal dos hidrogéis (a) e (b) GelMA, (c) e (d) METAC.

Intumescimento (%)
pH GelMA METACS
1 683,67 + 11,61 715,25 £ 24,12
10 827,02 + 34,58 484,48 + 5,60
Temperatura (°C) GelMA METACS
25 815,53 + 52,68 616,30 + 30,40
60 1001,15 + 50,35 504,58 + 1,44

Tabela 1: Grau de intumescimento dos hidrogéis de poli(METAC) em fungédo da temperatura e pH.

A partir da Figura 3 (a) e (b), é possivel observar que a superficie e a se¢do transversal dos hidrogéis de controle

apresentaram estrutura porosa, com poros interconectados o que ¢ esperado para esse tipo de material (YUCE-ERARSLAN et
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al., 2023). A incorporacdo do METAC no hidrogel faz com que seja formado um filme superficial que ndo obstrui os poros
internos na formulacio de METACS.

Os testes de grau de intumescimento mostraram que os hidrogéis de controle apresentaram maior grau de
intumescimento em relagéo a todas as formulagcbes com METAC, com o aumento do SD conforme o aumento da temperatura
e do pH. A menor capacidade de intumescimento relativa a incorporacdo do METAC sugere ha uma maior densidade de
reticulacéo na estrutura. Como néo foi utilizado nenhum agente de reticulacéo, isto pode ter sido causado por associagfes entre
0s grupos metacrilato da GeIMA e o METAC.

As micrografias de superficie e secdo transversal dos hidrogéis de DMAEMA encontram-se na Figura 4 e graus de

intumescimento obtidos em termos de pH e temperatura na Tabela 2.

AN : - =S

Figura 4: Microscopia eletronica de varredura (MEV) de superficie e segéo transversal dos hidrogéis (a) e (b) DMAEMAQO, (c) e (d) DMAEMAGSO0, (e) e (f)

DMAEMA100.
Intumescimento (%)

pH DMAEMAO DMAEMAS50 DMAEMA100

1 517,42 + 23,86 1206,27 + 98,13 1072,55 + 42,80

10 864,79 £ 10,09 559,42 £ 11,72 341,75+ 19,38
Temperatura (°C) DMAEMAO DMAEMAS50 DMAEMA100
25 738,95 + 19,16 595,00 + 20,85 399,84 + 17,69

60 809,54 + 15,44 442,66 + 43,33 231,79+12,71

Tabela 2: Grau de intumescimento dos hidrogéis de DMAEMA em funcéo da temperatura e pH.

Na Figura 4, é possivel observar que os poros dos hidrogéis de PDMAEMA, quando comparados ao hidrogel de
controle, apresentam poros reduzidos tanto na superficie quanto na se¢do transversal. H4 uma diminuigdo no tamanho dos poros
e de sua distribuicdo pela estrutura do hidrogel conforme o aumento da porcentagem de DMAEMA, isto pode ser causado por
um maior nimero de ligagBGes de hidrogénio entre por¢des hidrofilicas do hidrogel como interagdes GelMA-DMAEMA e
DMAEMA-DMAEMA (WANG et al., 2008), diminuindo a quantidade de ligacdes de hidrogénio com as moléculas de 4gua
pode reduzir o tamanho dos cristais de gelo formados durante a liofilizacao.

Na Tabela 2, observa-se uma diminuicdo do grau de intumescimento em todas as formulagcbes com DMAEMA, isto
pode ser atribuido a uma maior densidade de reticulagdo. Em relacdo a responsividade a temperatura, considerando que a
solubilidade do PDMAEMA diminui conforme o aumento da temperatura - e 0 ponto critico esta em torno de 40°C - acima
desta temperatura, as interagOes entre a cadeia hidrofobica do polimero se tornam superiores as interagdes entre o polimero e a
agua, fazendo com que a estrutura passe da forma helicoidal para globular, diminuindo a capacidade de intumescimento dos
hidrogéis (JAIN et al., 2015). Nota-se o0 SD é maior, em todas as formulaces com DMAEMA, quanto menor € o pH do meio.
Isto pode ser atribuido a responsividade do DMAEMA, que possui pKa entre 7 e 7,8 e, em pH inferiores a esta faixa, apresenta
0S grupos amino terciarios protonados que promovem a expansao de sua estrutura por repulsdo eletrostatica, aumento o grau

de intumescimento dos hidrogéis (SHI et al., 2021).
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CONCLUSOES:

Diante dos resultados obtidos, conclui-se, de acordo com os testes de *H-RMN e FT-IR, que a metacrilagdo da gelatina
ocorreu com grau de substituicdo préximo a 100%. A GelMA foi efetiva como matéria-prima para a obtencéo de hidrogéis de
ambos os polimeros trabalhados, formando hidrogel em 20 e 30 minutos sob exposi¢do de luz UV. As micrografias dos
hidrogéis de poli(METAC) indicaram a formagéo de um filme superficial que reduziu sua porosidade, assim como sua
capacidade de intumescimento. Por outro lado, os hidrogéis de PDMAEMA exibiram comportamento responsivo mesmo a
baixas concentra¢des do monémero, e sua estrutura se manteve porosa mesmo a grandes concentracbes de DMAEMA, o que
possibilitaria uma boa performance em liberacdo de farmacos. Estudos futuros podem explorar a viabilidade destes hidrogéis

para aplicacdes biomédicas, assim como a viabilidade de impresséo 3D.
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