XXX Congresso de &%,

g

Iniciacdo Cientifica -
UNICAMP B

HIDROGEIS HIBRIDOS DOADORES DE OXIDO NITRICO
OBTIDOS POR IMPRESSAO 3D

Palavras-chave: biomateriais, 6xido nitrico, impressao 3D

Giovana B. Romano [IQ-UNICAMP]

Laura C. E. da Silva [IQ-UNICAMP]

Marcelo G. de Oliveira (orientador) [IQ-UNICAMP]

INTRODUGAO:

Este projeto tem como propdsito o
desenvolvimento de hidrogéis hibridos orga-
nico-inorganicos doadores de Oxido nitrico
(NO) que sejam baseados em poli(2-
hidroxietiimetacrilato) (PHEMA), Pluronic®
F127 e polisilsesquioxano (PSS) e produzidos
por impressio 3D assistida por luz. E
esperado que a matriz de PHEMA confira ao
hidrogel mucoadeséo e resisténcia a abraséao,
enguanto o PSS devera conferir resisténcia ao
rasgo e a fadiga e o Pluronic® F127
flexibilidade.

O NO é uma importante molécula
enddgena que atua em diversos processos
fisiolégicos, incluindo a vasodilatacdo e a
aceleracdo no processo de cicatrizagdo (DE
OLIVEIRA, 2016). Entretanto, em meio
aquoso o NO apresenta curto tempo de meia
vida, 0 que motiva o desenvolvimento de
novos doadores de NO e de hidrogéis que
liberem NO de forma controlada e prolongada.
Uma estratégia interessante para tal é fabricar
hidrogéis que apresentem microambientes

hidrofébicos (PSS e F127) em sua estrutura

pois a matriz hidrofilica (PHEMA) permite a
dissolucdo de doadores endégenos de NO,
como a S-nitrosoglutationa (GSNO), enquanto
0s nanodominios hidrofébicos atuam como
barreiras para difusdo dos doadores de NO.
Além disso, o NO pode se concentrar no
interior dos dominios hidrofobicos,
promovendo maior controle da sua liberacao
(CHAMPEAU et al, 2018).

Neste trabalho foram fabricados
inicialmente os precursores hibridos, HEMA-
TES e TES-F127-TES, que sofreram hidrolise
e condensagdo em meio acido para gerar
resinas para impressdo 3D contendo
nanoestruturas de polisilsesquioxano, micelas
de Pluronic® F127 e grupos metacrilato
capazes de sofrer fotoreticulacdo. Estas
resinas foram utilizadas para fabricar
hidrogéis hibridos na forma de discos e stents
vasculares utilizando a fotoimpressao 3D. A
GSNO foi incorporada as pecas impressas por
meio de sor¢&o seguida de liofilizag&o durante
0 poOs-processamento das pecas. Finalmente,
a fidelidade de impressdo foi avaliada por
microscopia eletrbnica de varredura e as

cinéticas de liberacio de NO foram
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determinadas por quimiluminescéncia. Os
resultados obtidos demonstram que estes
hibridos
plataformas de entrega controlada de NO.

hidrogéis representam novas

METODOLOGIA:

1. Sintese dos precursores hibridos
HEMA-TES e TES-F127-TES
A sintese dos mondmeros hibridos
HEMA-TES e TES-F127-TES foi realizada a
partir da reacdo de 3-isocianatopropil
(IPTES),

metacrilato (HEMA) ou com Pluronic® F127,

trietoxisilano com 2-hidroxietil
conforme descrito nas Figuras 1 e 2. Para
isso, HEMA, Pluronic® F127 e IPTES foram
purgados separadamente com hitrogénio por
40 min. Em seguida, o IPTES foi transferido
em quantidades estequiométricas para 0s
frascos purgados e selados, contendo HEMA
ou F127 e os sistemas foram mantidos a 70

°C sob agitacdo magnética por 4h.

CH5
HEMA-TES

Figura 1. Sintese de HEMA-TES.
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Figura 2. Sintese de TES-F127-TES.

2. Preparagéo das resinas e

fotoimpresséo 3D

Inicialmente, foi realizada a hidrdlise e
condensacdo dos grupos trietdxisilli das
moléculas de HEMA-TES e TES-F127-TES,
abrindo-se os frascos ao ar e adicionando
uma solucado de acido cloridrico (pH =2). Em
meio acido, os grupos etéxi sdo removidos
das terminacdes trietoxisilii dando origem a
grupos silanol que se condensam, formando
polisilsesquioxano. A evolugdo de etanol na
forma de bolhas é um marcador da reacéo de
condensacéo e, ao cessar o borbulhamento,
foi adicionado ao sistema HEMA e/ou F127
para completar as composicfes desejadas

para cada resina, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo das resinas hibridas.
Composic¢éo (%m/m)

Amostra HEMA-TES Agua* F127 HEMA
HEMA-
PSS 23 25 - 51
HEMA-
PSS-F127 22 25 15 40
HEMA-
PSS-F127- 22 25 15 40
DMA

* Solugdo de HCI 2% m/m

Na resina HEMA-PSS-F127 os
precursores hibridos HEMA-TES e TES-F127-
TES foram misturados antes da adigdo de
agua. Ja na resina HEMA-PSS-F127-DMA foi
utiizado o Pluronic® F127 dimetacrilato,
produzido conforme a reacdo descrita por
(VAN HOVE et al, 2013), e adicionado apés o
término da reacao de hidrolise e condensagéo
de HEMA-TES.

Para a fotoimpressao 3D, um sistema
(FI/FB)

composto de Irgacure® 819 (Fl) e Tartrazina

fotoiniciador/ fotobloqueador

(FB) na proporgcédo molar de 100:1 FI:FB foi

adicionado na concentragdo de 1 %m/m.
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imediatamente antes da resina ser colocada
na impressora 3D/DLP Photon S (Anycubic).
Os objetos foram impressos em camadas de
50 y, com 12 s de exposicdo em cada
camada. ApOs o término da impresséo, foi
realizada a lavagem em isopropanol, seguida
da remocédo dos suportes de impressdo. Em
seguida, o0s objetos impressos foram
submetidos a pés-cura em luz UV de 365 nm
e 405 nm por 4 min.

3. Incorporacédo da GSNO

Solucbes de GSNO de concentracdes
5 10 e 20 mM foram preparadas por
dissolucdo de GSNO em agua MilliQ. Os
discos impressos foram imersos nas solugdes
de GSNO e mantidos a temperatura ambiente

protegidos de luz por 4 h.

4. Caracterizacdo morfolégica

A superficie dos stents impressos foi
analisada por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) utilizando um microscopio
Quanta FEG 250 (Thermo Scientific)
operando a 10 kV.

5. Cinéticas de liberacdo de NO em

tempo real

Os perfis de liberagdo de NO dos
hidrogéis recém-carregados com GSNO
foram determinados em tempo real por
guimiluminescéncia em um analisador de NO
(Sievers 208i, GE Analytical instruments). As
amostras dos hidrogéis foram inseridas no
frasco de reacédo contendo 10 mL de tamp&o
PBS 0,01M (pH 7,4). N2 foi utilizado como gas
de arraste (7,0 Torr) e Oz, na pressao de 6,0
psi foi utilizado para gerar Oz na camara de
reacdo. O instrumento foi previamente

calibrado utilizando o sistema Nal/NaNO-.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A Figura 3 ilustra os discos e stents
que foram impressos utilizando a impressora
3D/DLP comercial Photon S (Anycubic). Apés
a otimizacdo dos parametros de impresséo,
pode-se notar que as pegas impressas
apresentaram uma boa resolucdo, sugerindo
fidelidade ao modelo computacional. A
coloracdo amarela observada é devida ao FB
utilizado e reduz significativamente de
intensidade apos a etapa de pds-cura, devido

ao consumo do FB.

Figura 3. Pecas de hidrogéis impressas a partir
das resinas hibridas de PHEMA-PSS.

As micrografias da superficie dos
stents fabricados a partir de cada uma das
resinas demonstram que o stent de HEMA-
PSS (Figura 4A,D) apresenta excelente
fidelidade de impresséo, visto que suas
hastes apresentam aproximadamente 155 um

de espessura, 0 que € muito proximo dos 150
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PHEMA-PSS

.

Figura 4. Micrografias de varredura eletronica de stents vasculares obtidos por impresséo 3D utilizando

100 pm

as resinas PHEMA-PSS (A e D), PHEMA-PSS-F127 (B e E) e PHEMA-PSS-F127-DMA (C e F).

Mm previstos pelo modelo computacional.
Entretanto, com a adicdo de TES-F127-TES,
apesar de aumentar a flexibilidade do stent,
ha uma reducdao significativa da fidelidade de
impressdo o que é observado pela perda de
definicdo das camadas de impressao (Figura
4B,E) e pelo fato das hastes apresentarem
aproximadamente 700 ym de espessura.

No entanto, ao substituir TES-F127-
TES por F127-DMA, a fidelidade de
impressao € parcialmente recuperada, tendo
em vista que ha boa definicdo das camadas
de impressao (Figura 4F) e a espessura das
hastes neste caso é de aproximadamente 550
um. Dessa forma, o stent impresso com a
resina  PHEMA-PSS-F127-DMA é o que
apresenta melhor potencial de aplicacéo, pois
apresenta resolucdo e fidelidade de
impressao superiores a PHEMA-PSS-F127 e
flexibilidade comparavel a PHEMA-PSS.

ApOs esta etapa, foi realizada a analise
de liberacdo de NO por quimiluminescéncia
utilizando os discos impressos. A Figura 4A

apresenta as curvas de total de NO liberado

em funcéo do tempo para discos obtidos com
cada uma das resinas e intumescidos em
solucéo de GSNO 10 mM. E possivel observar
que PHEMA-PSS apresentou uma taxa de
liberacdo de NO aproximadamente duas
vezes maior que as taxas dos demais
hidrogéis e ndo houve diferenca estatistica
entre os discos impressos das resinas
contendo Pluronic® F127.

A curva de liberacdo de NO em tempo
real da resina PHEMA-PSS-F127-DMA,
apresentada na Figura 4B, demonstra que
estes hidrogéis sdo capazes de sustentar a
liberagcdo de NO por longos periodos uma vez
gue a taxa de liberacdo atingiu estabilidade
ap6s 4 h de andlise e que se manteve
inalterada por pelo menos 10 h.

Na Figura 4C estao apresentados o0s
valores das taxas de liberagédo de NO, obtidos
do coeficiente angular das curvas de total de
NO liberado a partir de discos de PHEMA-
PSS-F127-DMA intumescidos em solucdes de
GSNO com diferentes concentragfes (5 mM,

10 mM e 20 mM). E possivel verificar que n&o
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Figura 5. Curvas de liberacdo de NO. (A) Total de NO liberado por discos das diferentes resinas imersos

em solu¢des de GSNO de 10 mM

h& uma relagédo linear entre a dose de GSNO
absorvida e a taxa de liberacdo de NO
resultante, uma vez que discos intumescidos
em solugcbes de GSNO 5 mM e 10 mM
apresentam taxas de liberacdo muito
proximas, enquanto discos intumescidos em
uma solucdo de GSNO 20 mM apresentam
taxa de liberacéo significativamente superior.

Possivelmente, isso esta atrelado a
influéncia das nanoestruturas sobre a taxa de
liberacdo de NO, visto que 0s carogos
hidrofébicos de poli(propileno glicol) das
micelas de F127 podem atuar como
reservatorios de NO, auxiliando no controle e
na reducdo das taxas de liberacdo de NO

(Champeau et. al. 2018).

CONCLUSOES:

O projeto permitiu a sintese de
hibridos
flexibilidade, em decorréncia da adi¢cdo do
F127 as

hidrogéis que apresentam

Pluronic® resinas, e uma boa

resolucdo de impressao. Foi possivel também
obter uma melhor compreensdo do
comportamento destes hidrogéis no que se
refere a liberagcdo de NO por meio da insercéao
de seus doadores. No entanto, os resultados
obtidos sobre a sua liberacdo séo ainda
Além resinas

preliminares. disso, as

sintetizadas possuem um carater hidrofilico e,
portanto, podem ser biocompativeis, o que
torna possivel a sua aplicacdo em materiais

para fins biomédicos.
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