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RESUMO

O campo dos biomateriais engloba o estudo bioldgico e fisico-quimico de materiais e
suas interagdes, quando aplicados em sistemas biolégicos. Os biomateriais podem
ser sintéticos, como acido polivinilico ou naturais, como colageno, alginato, celulose,
etc. No campo da Oftalmologia, alguns biomateriais na forma de hidrogéis aparecem
como possiveis substitutos do humor vitreo, desde que apresentem propriedades
fisico-quimicas semelhantes ao vitreo, sejam atoxicos e ndo provoquem problemas
oculares, como no caso de materiais, como o Oleo de silicone. Alguns hidrogéis
sintetizados, a partir da matrizes como o PVA reticulado com trimetafosfato de sédio
(STMP) apresentam algumas propriedades, como: densidade, viscosidade e indice
de refragdo, compativeis com o humor vitreo. No entanto, estudos de aplicagdo in
vivo em coelhos mostraram alguns inconvenientes, como opacidade do material e
formagdo de granulos, visualizados por analise histolégica. Deste modo, neste
trabalho foi realizado o planejamento experimental por DOE para desenvolvimento
de um substituto vitreo, a partir de matrizes poliméricas naturais de alginato de sédio
e metilcelulose, reticuladas com &acido citrico ou trimetafosfato de sédio. As variaveis
de entrada a serem avaliadas foram: concentragdo da matriz, concentracdo do
reticulante e pH, gerando através do planejamento fatorial composto central, 16
condicbes experimentais especificas para obtencido dos materiais, que sera
realizada sob agitagao por 2 h a temperatura ambiente. A faixa de concentragao de
matriz polimérica sera de 0,025 a 1,95%; da relacdo m/m de reticulante (1 g matriz /
X g de reticulante) de 0,95 a 11,05 e o valor de pH de sintese de 3,3 a 11,7. A
variavel de saida para otimizagdo da melhor condicdo experimental sera a
viscosidade dos hidrogéis, as quais serdo avaliadas em velocidades rotacionais
correspondentes a torques de 10 a 99%. Apds o processamento desses resultados
pelo programa Statistica, sera definida a melhor condigdo de sintese para obtencgéo
dos hidrogéis de alginato e metilcelulose reticulados. Posteriormente, esses
materiais serdo sintetizados em ftriplicata nas condigdes otimizadas e submetidos a
caracterizagao térmica, reologica, etc. Assim, estes experimentos auxiliardo na
obtengao de hidrogéis, visando o desenvolvimento de um substituto vitreo, os quais
serdo testados in vivo.

Palavras chaves: Hidrogéis, Planejamento de Experimentos, Polimeros, Reticulacéo,

Substituto vitreo.
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ABSTRACT

The field of biomaterials encompasses the biological and physicochemical study of
materials and their interactions, when applied to biological systems. Biomaterials can
be synthetic, such as polyvinyl acid or natural, such as collagen, alginate, cellulose,
etc. In the field of ophthalmology, some biomaterials in the form of hydrogels appear
as possible substitutes for vitreous humor, as long as they have physicochemical
properties similar to vitreous, are non-toxic and do not cause eye problems, as in the
case of materials, such as silicone oil. Some hydrogels synthesized from matrices
such as PVA crosslinked with sodium trimetaphosphate (STMP) have some
properties, such as: density, viscosity and refractive index, compatible with the
vitreous mood. However, in vivo application studies in rabbits have shown some
drawbacks, such as material opacity and granule formation, visualized by histological
analysis. Thus, in this work, experimental planning by DOE was carried out to
develop a vitreous substitute, based on natural polymeric matrices of sodium alginate
and methylcellulose, cross-linked with citric acid or sodium trimetaphosphate. The
input variables to be evaluated were: matrix concentration, crosslinker concentration
and pH, generating through the central compound factorial design, 16 specific
experimental conditions for obtaining the materials, which will be carried out under
agitation for 2 h at room temperature. The concentration range of polymeric matrix
will be from 0.025 to 1.95%; the m / m ratio of crosslinker (1 g matrix / X g
crosslinker) from 0.95 to 11.05 and the synthesis pH value from 3.3 to 11.7. The
output variable for optimization of the best experimental condition will be the viscosity
of the hydrogels, which will be evaluated at rotational speeds corresponding to
torques from 10 to 99%. After processing these results by the Statistica program, the
best synthesis condition will be defined to obtain the crosslinked alginate and
methylcellulose hydrogels. Subsequently, these materials will be synthesized in
triplicate under optimized conditions and subjected to thermal, rheological, etc. Thus,
these experiments will assist in obtaining hydrogels, aiming at the development of a

vitreous substitute, which will be tested in vivo.

Keywords: Hydrogels, Experiment Planning, Polymers, Crosslinking, Vitreous
Substitute
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1 INTRODUGAO

1.1 Sistema Visual

Os seres humanos apresentam cinco sentidos sensoriais: visdo, audigao,

gustacao, tato e olfato, sendo que a visdo € o mais importante e complexo dos
sentidos (HUTMACHER, 2019).

A visao acontece quando a luz, originaria de um objeto, atinge os olhos e
atravessa todas estruturas transparentes do olho até atingir a retina. Na retina
ocorre a transformacao da luz em impulso elétricos, que sao levados pelos nervos
das vias Opticas até o cortex occipital, sendo decodificado em imagem (Figura 1)
(SOUSA, 1997).

A
i

Corpo geniculado lateralS
5

Figura 1: Sistema visual central

Fonte:https://www2.ibb.unesp.br/Museu_Escola/2_qualidade vida_humana/Museu2_qualidade_corpo

_sensorial_visao2.htm.

O aparelho éptico do sistema visual € o olho humano, que possui em média
24 mm de comprimento, sendo dividido em por¢des anterior e posterior do olho e em
trés tunicas sendo:
e Fibrosa a camada externa (esclera e cornea),
e Vascular a camada intermediaria (coroide, corpo ciliar e iris),
e Interna (retina). (RIBEIRO, 2019)
Entao, as estruturas oculares sao (Figura 2):
e Codrnea é um tecido transparente e avascular,
e Esclera ou esclerética e € a parte branca do olho, sendo uma camada

protetora do globo ocular,



13

e Cristalino € uma lente transparente, biconvexa, eliptica e convergente,

e iris & composta por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e células
pigmentadas, tendo um orificio central que é a pupila,

e Corpo ciliar € o responsavel pela formacdo do humor aquoso através
do processo ciliar e da acomodacao visual pelo musculo ciliar,

e Cordide possui melandcitos pigmentados, sendo essencial para
absorver a luz que chega a retina, evitando a reflexado da luz,

e Retina neurossensorial, contém células altamente especializadas em
capturar a luz e processar os estimulos e transmitindo ao nervo 6ptico,

e Corpo vitreo é uma substancia gelatinosa e transparente (MAIA, 2018)

esclerdtica

corpo ciliar -
cordide

Figura 2: Estruturas anatdmicas do olho humano.

Fonte: https://phelcom.com.br/blog/como-funciona-o-olho-humano/.

1.2 Corpo Vitreo

O vitreo € uma extensa matriz extracelular que encontra-se entre o cristalino

e a retina. Quando os olhos sdo emétropes, o comprimento axial € de
aproximadamente 16,5 mm e com um volume de 4 mL. Entdo, o corpo vitreo
constitui aproximadamente 80% do volume do olho e, sendo, a maior estrutura
individual do olho humano. (ALM E KAUFMAN, 2011)

A membrana hialdide é a estrutura mais externa do vitreo que apresenta
uma condensacao fibrilar, sendo a hialéide anterior limitada pela parte anterior se
estendendo da ora serrata e a lente, formando a fossa patelar, tendo uma grande
adesdo na ora serrata. A hialdide posterior apresenta aderéncia peripapilar,
macular e vascular (Figura 3). (PUTZ, 2017)
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Figura 3: Delimitagdo do humor vitreo
Fonte: Putz, 2017.

O corpo vitreo tem fungdes para o desenvolvimentos do olho normal, que

podem ser divididas em quatro grupos principais:
e Suporte para a retina e preenchimento da cavidade do corpo vitreo,
e Barreira de difusdo entre os segmentos anterior e posterior do olho,

e Tamponamento metabdlica,

e Sendo um meio que a luz nado sofra desvios e mantendo a
transparéncia devido a baixa concentragdo de macromoléculas

estruturais. (LEVIN, L. et al., 2011)

1.2.1 Embriologia do corpo vitreo

No primeiro estagio do desenvolvimento fetal quando surge a vesicula optica
podemos distinguir a estrutura ocular. Na regidao do diencéfalo que desenvolve o
escopo ocular e com o fechamento do tubo neural, os sulcos continuam a formar
reentrancias, formando as vesiculas opticas. (DANTAS E SALLUM, 2013)

No desenvolvimento ontogenético do olho (Figura 4) ocorre o aparecimento
das cavidades Opticas na ectoderma dorsal (Figura 4A). Depois ocorre a invaginagao
da superficie da ectoderma com a area oOptica para formar o tubo neural primitivo
(Figura 4B). O processo de evaginagcao da vesicula oOptica primaria (Figura 4C)
ocorre e posteriormente o inicio da invaginagdo secundaria do epitélio neural com

espessamento da superficie do epitélio (Figura 4D) e invaginagdo da superficie do
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epitélio (Figura 4E) e finalizando o processo deslocamento do cristalino da superficie
do epitélio (Figura 4F). (DANTAS E SALLUM, 2013)

Figura 4: Desenvolvimento ontogenético do olho vertebrados.

Fonte: https://issuu.com/computadorseguro/docs/06_embriologia/82

O vitreo é dividido dependendo do estagio de desenvolvimento embrionario

sendo distinguido em primario e secundario (Figura 5). (SANG, 1987)

Vitreo secunddnio
'y

Figura 5: Representacao do vitreo primario e do vitreo secundario.
Fonte: Barber, 1955, p. 129.

O vitreo primario ocupa a parte central da cavidade do vitreo, na terceira a
quarta semana de gestagdo ocorre a penetragdo de ramos da artéria hialoide,
formando uma rede de capilares (DANTAS E SALLUM, 2013).

O vitreo secundario se desenvolve no final da sexta semana embrionaria com
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a regressdao do sistema vascular da hialdide, sendo a artéria hialdide

permanecendo por mais algum tempo até deixar um tubo de vitreo primario

rodeado por vitreo secundario sendo nomeado canal de Cloquet e o aumento do

tamanho da cavidade vitrea. O canal de Cloquet é diferenciado do resto do corpo

vitreo por ser um gel sem fibras de colageno e o aumento do tamanho da cavidade

vitrea. (LEVIN et al., 2011)

O termo vitreo terciario esta relacionado ao material fibrilar, que se

desenvolve como as fibrilas suspensoras, as zbnulas, e as lentes. Durante a

infancia, o vitreo sofre um crescimento significativo. O comprimento do corpo vitreo

do recém-nascido tem aproximadamente 10,5 mm e, aos 13 anos, o comprimento

real do vitreo aumenta para 16,1 mm no masculino. Na auséncia de alteracbes
refrativas, o vitreo adulto médio é de 16,5 mm. (LEVIN et al., 2011; SANG, 2013)

1.2.2 Propriedades bioquimicas e fisicas do corpo vitreo

O vitreo humano tem aproximadamente 4 ml de volume e contém,

principalmente, agua, sais, colageno e acido hialurénico (HA). A composi¢ao
detalhada do humor vitreo humano é mostrada na (Tabela 1). (YADAV et al., 2020)

Tabela 1: Composi¢cao do Humor Vitreo.

Componentes

Funcbdes

H,O (98 - 99%)

Mantém a estabilidade do vitreo.

Proteinas (280 - 1.360 pg/ml)
e Albumina
e Colagenos (300 ug/ml; dia 10 -
25nm). Tipo Il (60 - 70%), tipo IX
(25%), tipo V / IX (10 - 25%) e
tipo IV (<10%)

Protege contra pequenas hemorragias,
reduzindo a toxicidade do ferro.
Formacéao de estrutura.
Fornece plasticidade e resisténcia a
tracao.

Glicosaminoglicanos
e Acido hialurénico (HA) (65 - 115
Hg/mL)
e Heparan sulfato
e Condroitin sulfato

Promove viscosidade
Forma rede reticulada com colageno.

Metabolitos

e Acido lactico (12,0 mmol/kg
H20)* e acido ascérbico (0,46
mmol/kg H20)*

e Glicose (3,0 mmol/kg H20)*

e Aminoacidos e acidos graxos
insaturados (50 - 55%)

e Prostaglandinas (100 pg/ml):

Apoio a atividade enzimatica.
Aumenta a proliferagédo de hialécitos
Auxilia na manutencéao e regulagéo das
reacdes metabdlicas.
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PGE2, PGF2alfa, prostaciclina,

tromboxano
Células Criacao e manutencao do humor vitreo.
e Hialdcitos Regulacao e degradacao do vitreo.

e Fibroblastos
e Macrofagos

Eletrdlitos

Sodio (146,7 mmol/L),
Cloreto (121,16 mmoL/L),
Potassio (5,73 mmoL/L),
Calcio (1,128 mmoL/L),
Magnésio (0,900 mmolL/L) e
Fosfato

Auxilia na hidratacéo.
Manutencao dos niveis de pH.

Fonte: Yadav; Purohi; Singh, 2020; Levin e al., 2011.

O olho é opticamente é comparado a uma maquina fotografica comum,

sendo constituido basicamente de um sistema de lentes de diafragma variavel e
pela retina que corresponde a um filme a cores, passando a luz pelas estruturas
oculares dentro delas o corpo vitreo, apresentando suas propriedades, como
mostrado na tabela 2 (OKUNO, 1984).

Tabela 2: Caracteristicas fisicas do humor vitreo

Caracteristica Valor
Massa 49
Densidade 1,0053 - 1,008 g/cm?

indice de refracao

1,3345 — 1,3348

Viscosidade

300 — 2000 cP

pH

70-74

Fonte: Okuno, 1984

1.2.3 Envelhecimento do corpo vitreo

As mudangas no corpo vitreo devido ao envelhecimento corroboram para o

surgimento de disturbios vitreo-retinianas. As mudancgas relacionadas com a idade

no vitreo sdo de natureza reoldgica, bioquimica e estrutural (SEBAG, 1987).

O vitreo com o envelhecimento comeca progressivamente se liquefazendo a

partir do centro, formando lacunas vitreas liquefeito. Enquanto, o vitreo se liquefaz

ocorre a agregacao fibrilar, que associa lacunas e fibrilas de colageno agrupadas
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em feixes de fibras espessas (SPITZER et al., 2015).
A agregacgao das fibras vitreas é o resultado de uma interagao disfuncional
crescente entre o acido hialurénico e as moléculas de colageno, podendo ocorrer

o descolamento do vitreo na retina posterior (YONEMOTO et al., 1994).

Anel de
\ \Weiss

‘

a b

Figura adaptada 6: A — Degeneracgéo pela idade devido a liquefagéo do vitreo. B — A agregagao das fibras de
colagenos resutando um descolamento da retina posterior.
Fonte: Spitzer MS, Januschowski K. Gesunder Glaskdrper und seine Alterung [Aging and age-related

changes of the vitreous body]

1.2.4 Cirurgia de vitrectomia

A cirurgia de vitrectomia tem como principal objetivo a remogao de todas as
opacidades vitreas, localizadas no eixo visual e tragbes Vvitreorretinianas
significativas (SCHOR et al., 2004).

Entdo, com os avangos da cirurgia de vitreorretiniana, fez com que esse
procedimento torna-se a segunda cirurgia intraocular mais realizada na
oftalmologia, ficando atras da cirurgia de catarata. Os progressos em duas areas
impulsionaram uma notavel ampliagdo das técnicas cirurgicas de vitreorretiniana
que foram:

e A compreensao das alteragbes anatomopatologicas que afetam a retina e o
vitreo;
e As novas tecnologias e instrumentais cirurgicos (YANOFF et al., 2017).
As indicagdes da cirurgia de vitrectomia é quando existem algumas
patologias que opacifica o vitreo e hemorragia vitrea sendo causada pela
retinopatia diabética proliferativa, trauma, descolamento vitreo posterior,

descolamento retinal (RD), tumores intra oculares e doencgas vasculares da retina.
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A cirurgia também é realizada quando tem regmatogénico, que ocorre quando
uma ruptura ou ruptura da retina anterior que permite que o fluido do vitreo
acesse o0 espacgo sub-retiniano (OMARI E MAHMOUD, 2021).

Apos a remogao do vitreo natural, o cirurgido escolhe um substituto para
preencher a cavidade vitreo, sendo classificado em duas categorias gas e liquido
(Tabela 3) (YADAV et al., 2020).

Tabela 3: Exemplos de substitutos do humor vitreo utilizados na cirurgia de

vitrectomia.

Gas Ar

Hexafluoreto de Enxofre (SF:)

Perfluoropropano (CsFs)

Liquido Solugéo Salina (BSS)
Perfluorocarbono liquido (PFCL)
Alcanos Semifluorados (SFAs)
Oleo de Silicone (SO)

Fonte: Yadav; Purohit; Singh, 2011.

Os substitutos vitreos atuais conseguem realizar o papel mecanico do vitreo,
mas, sao toxicos a longo prazo para as estruturas oculares, portanto devem ser
removidos (KLEINBERG et al., 2011).

Assim a pesquisa clinica para encontrar um substituto do vitreo tentou
essencialmente reproduzir dois aspectos do vitreo original:

e Substancia com a mesma estrutura molecular que consiga desempenhar a
funcdo de enchimento, controlar a elasticidade e pressao ocular,

e Propriedades quimicas e fisiolégicas que mantenha a difusdo de metabdlitos
e gases, permitir a perfusdao de farmacos e interagir com as estruturas
intraoculares (DONATI E CAPRANI, 2014).

Portanto, a pesquisa com biomateriais para substituto vitreo sao
promissoras para a descoberta de um material que possa ser utilizado dentro da
cavidade vitrea a longo prazo sem efeitos adversos devido ao material (ALOVISI
et al., 2017).
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1.3 Biomateriais

A medicina trata as propriedades dos materiais em ( sintéticos e naturais)
que sdo usados em contato com sistemas bioldgicos, e esses materiais sao
comumente chamados de biomateriais. A ciéncia dos biomateriais engloba o
estudo fisico, quimico e bioldgico de materiais e suas interagées com sistemas
bioldgicos.

Sendo definido como “qualquer substancia (outra que ndo droga) ou
combinagdo de substancias, sintética ou natural em origem, que possa ser usada
por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como parte de um sistema
que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou fungdo do corpo.
(HELMUS E TWEDEN, 1995)

Os biomateriais podem ser divididos em trés grandes grupos, separados de
acordo com a sua composi¢cao quimica.

e Materiais metalicos: por apresentarem resisténcia a fadiga e a fratura,
conseguem um bom desempenho em estruturas que necessitam
realizar atividades mecanicas. Sdo usados para a fabricacdo de
préteses Osseas, por exemplo.

e Biomateriais ceramicos: podem ser empregados para diagndstico,
bem como para o desenvolvimento de biomateriais, por apresentarem
uma boa compatibilidade com o meio bioldgico (inércia quimica).
Existe uma grande variedade de compostos ceramicos, os quais
mostram propriedades e estrutura compativel com tecidos rigidos,
podendo ser aplicados em instrumentos de diagndsticos, proteses
ortopédicas e preenchimentos dsseos, por exemplo.

e Biomateriais poliméricos: apresentam grande aplicabilidade na area
meédica. As principais vantagens de sua utilizagdo estdo a
possibilidade de producdo de formas variadas, como: particulas,
filmes, fios, etc; custo razoavel e possibilidade de obter materiais com
propriedades adequadas para a aplicacdo desejada (PIRES et al.,
2015)

Um biomaterial deve apresentar caracteristicas, que permitam que seja

utilizado no sistema biolégico, como:

e nao produzir resposta biolégica adversa local ou sistémica,


http://quimicanova.sbq.org.br/detalhe_artigo.asp?id=6262
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e nao apresentar toxicidade,
e nao ser carcinogénico,
e n&o ser antigénico,

e nao ser mutagénico.

1.3.1 Polimeros e Hidrogéis

Um polimero é formado pelo encadeamento de subunidades, os mondmeros,
0s quais sao conectados por ligagdes covalentes entre si. (CANEVAROLO Jr,
2002)

Os hidrogéis s&o estruturas poliméricas reticuladas e hidratadas pela agua,
contendo ligagdes covalentes produzidas pelo simples reagdo de um ou mais
mondmeros, ligacdes cruzadas fisicas de emaranhados, ligacbes de associagao,
como ligagdes de hidrogénio ou fortes interagcbes de van der Waals entre as
muitas cadeias. (PEPPAS, 2019)

Os hidrogéis podem ser sintetizados via reticulagdo de polimeros por calor,
produto quimico, reagbes de fotopolimerizagao, radiagdes (raios X, raios gama,
feixes de elétrons) (RATNER et al., 2004).

Sendo que os hidrogéis tém propriedades favoraveis, como transparéncia,
biocompatibilidade e flexibilidade mecanica que levaram a sua ampla aplicagao
em oftalmologia como lentes de contato gelatinosas, lentes intraoculares, drogas,
sistemas de entrega e adesao para reparo de feridas. (KIRCHHOF et al., 2015)

E existe os hidrogéis “smart hidrogéis.” sdo os hidrogéis inteligentes que
podem criar um sistema de estrutura tridimensional em resposta a uma variedade
de sinal incluindo pH variagao, temperatura, luz, pressao, produtos quimicos e
elétricos. ( CHATERUJI et al., 2007)

1.3.2 Hidrogéis como Substitutos Vitreos

A pesquisa clinica para substitutos do vitreo tentou essencialmente
reproduzir dois aspectos do vitreo original: por um lado, uma substancia com a
mesma estrutura molecular do vitreo (fungdo de enchimento simples, para
controlar a elasticidade e pressédo do olho) e, por outro lado um estrutural

molécula que apresenta suas propriedades quimicas e fisioldgicas (para garantir a
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difusdo de metabdlitos e gases, permitir a perfusdo de farmacos e interagir
ativamente com as estruturas intraoculares). Esta abordagem conduziu pesquisas
em direcdo a biomimética funcional: o uso de moléculas sintéticas que nao
apenas imitam a fungao reoldgica do vitreo, mas também podem interagir com a
estrutura intraocular sem degeneragdo dependente do tempo ou perda de
transparéncia 6ptica. (DONATI E CAPRANI, 2014)

Portanto, para que um substituto vitreo seja ideal existem caracteristicas

essenciais, como:

e Ter propriedades viscoelasticas;

e Manter a pressao intraocular normal para garantir as estruturas oculares
em sua posi¢ao;

e Transparente antes e no pos-operatorio;

e indice de refracdo e densidade semelhante ao vitreo;

e Permitir a circulacéo de ions e eletrdlitos;

e Atoxico para estruturas oculares;

e Biocompativel e inerte;

e Facil manipulacédo e auto renovavel evitando outras cirurgias. (DONATI E
CAPRANI, 2014)

O vitreo natural € uma combinacdo do hidrogel polimérico, portanto,
pesquisas para o desenvolvimento de um substituto vitreo de hidrogel a partir de
componentes poliméricos. Os hidrogéis possuem algumas propriedades, incluindo
porosidade, viscosidade, degradacédo controlavel, boa resisténcia mecanica,
permitem o transporte de células e fatores de crescimento via encapsulamento de
drogas, 0 que os torna adequados para o desenvolvimento de agentes de
tamponamento vitreo. Hidrogéis poliméricos de base liquida tém varias
propriedades favoraveis, como transparéncia, biocompatibilidade e flexibilidade
mecanica, 0 que levou a sua ampla aplicagdo em oftalmologia. Existem varias
pesquisas para o desenvolvimento de diferentes tipos de hidrogéis poliméricos
como substitutos do vitreo. (CHIRILA et al., 1994)

Yadav e cols. (2020) apresentaram em um artigo de revisdo as vantagens de
alguns hidrogéis que estdo sendo pesquisados, sendo elas: transparéncia,
biocompatibilidade, injetabilidade, viscosidade, hidrofilia, capacidade de
tamponamento, indice de refragdo, toxicidade, gelificagdo, capacidade de

liberacdo de medicamentos, degradagao e grau de hidratagao.
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De acordo com as informagdes anteriores é possivel agrupar os hidrogéis de

acordo com as caracteristicas mencionadas:

Hidrogéis transparentes: A base de acido hialurénico, gelatina

modificada, colageno, acetato de polivinila (PVA),

Hidrogéis Biocompativeis: Healon®, Healaflow®, Acido hialurénico

modificado com grupos tiol, Seda de acido hialurénico, PVP (acetato
de polivinila) reticulado com DVG, PVP reticulado com dimetacrilato,
PVA (Acetato de Polivinila) com ligacédo cruzada gama PVA (Acetato de
Polivinila) reticulado com STMP,

Hidrogéis que apresentaram capacidade de injecdo em 22G ou 23G
ou 25G ou 27G: Healon®, Healaflow®, Acido hialurénico, gel de
colageno, PVA, Poligelina, Haemaccel, HEMA, PEG - PPG - PCL diol
reticulado por ligagdo de uretano, (PHA) Polihidroxialcanoatos, Acido
hialurénico modificado,

Hidrogéis que apresentaram _viscosidade apropriada: Acido

hialurénico, Poligelina, reticulado HEMA, PVA,
Hidroxipropilmetilcelulose, a base de Pluronic® F-127, Gelana,
Hidrogéis com a capacidade de tamponamento da retina: Acido
hialurénico, Haemaccel, Colageno, PEG - PPG - PCL, dialdeido de
alginato,

Hidrogéis com indice de refracdo compativel com o humor vitreo: Base
de 4&acido hialurénico, Poligelina, Poli acido acrilamida co-acrilico,
copolimero de acido acrilico e mondmeros de acrilamida,
Poliacrilamida, Glicol de polietileno, PEG - PPG - PCL,

Hidrogéis com reologia apropriada: ADCON-L®, Poliacrilamida, Acido

hialurénico.

Hidrogéis sem toxicidade: Gel de colageno, Poli acido acrilamida
co-acrilico, copolimero de acido acrilico e monémeros de acrilamida,
Gellan Acido hialurénico.

Hidrogéis que apresentaram gelificacdo in _situ: Polietileno glicol
metacrilato, Poliacrilamida, PEG com grupos octadecil, Glicol de
polietileno, Oligo-tetra-PEG, Gellan - Acido hialurénico.

Hidrogéi m i liberaca medicament

intraocular: PEG-amina e PEG succinimidil propionato,
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e Hidrogéis que apresentaram um comportamento de degradacéo lenta:
PVP com dimetacrilato, Poliacrilamida, Acido hialurénico modificado.

e Hidrogéis que apresentaram alto grau de hidratacdo: PVP reticulado
com DVG, PEG - PPG - PCL, Gelana com acido metacrilico (MAA) e

metacrilamida (MAm),

e Hidrogéis que apresentam facil remocdo da cavidade vitrea:

Haemaccel,
e Hidrogéis que apresentam termossensibilidade: Acido hialurénico,
PEG, PPG, PCL e Pluronic® F-127.(YADAV et al., 2020).
Esses hidrogéis, apesar de mostrarem diversas vantagens, apresentam
algumas desvantagens, sendo as principais:
e Aumento da presséo intraocular,
e Curto prazo in vivo, translucido,
e Deslocamento da retina,
e Formacao de catarata,
e Inflamacao,
e Auto degradagao ou biodegradabilidade,
e Toxicidade da retina,
e Formacao de precipitados,
e Reducao de cones e bastonetes. (YADAV et al., 2020)

Existem diferentes possibilidades para sintese de hidrogéis, com variagao de
matriz polimérica e reticulantes, que apresentam nao apenas caracteristicas
estruturais diferentes como também diversas origens o que impacta no prego,
Assim, podem ser sintetizadas blendas de polimeros ou mesmo materiais com
matriz polimérica unica, a serem testados como possiveis substitutos vitreos. Uma
das vantagens dessa diversidade € . Além dos exemplos ja citados alguns
polimeros naturais como: quitosana, amido, alginato, celulose e seus derivados
(hidroxipropilmetilcelulose, metilcelulose, carboximetilcelulose) (AMINABHAVI E
EDESHMUKH, 2015) apresentam vantagem de serem polissacarideos naturais e
de relativo baixo custo em comparagédo, por exemplo, com colageno e acido

hialurénico.

2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisao bibliografica pertinente a fundamentacao tedrica sobre
biomateriais, hidrogéis, humor vitreo e vitrectomia e realizar o planejamento
experimental para desenvolvimento de um substituto de humor vitreo, a partir de

matrizes poliméricas, como alginato e metilcelulose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisdao bibliografica sobre hidrogéis e a possibilidade
aplicagao em vitrectomia;

e \Verificar resultados de analise histolégica e retinografia de coelhos
submetidos a aplicagdo de um hidrogel de PVA reticulado com
trimetafosfato de sédio em substituicdo ao humor vitreo;

e Realizar o planejamento experimental por DOE para otimizagado da sintese
de hidrogéis de alginato e metilcelulose, a partir da sua reticulagdo com

acido citrico ou trimetafosfato de sddio.
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3 METODOS

Em trabalhos publicados do grupo de pesquisa da UNIFESP, em parceria com
a Prof? Dra. Andreia de Araujo Morandim Giannetti do Centro Universitario FEI,
foram sintetizados e caracterizados hidrogéis de PVA reticulados com trimetafosfato
de sodio, (glutaraldeido ou lacase (BERSANETTI et al., 2019;
MORANDIM-GIANNETTI et al., 2017; 2015). O hidrogel reticulado produzido foi
testado in vivo pela aplicagao em coelhos por vitrectomia, em projeto de doutorado
do aluno Ramon Antunes orientado pelo Prof. Dr. Octaviano Magalhaes Junior do
Departamento de Oftalmologia e Ciéncias Visuais da EPM/UNIFESP.

3.1. Obtenc¢ao dos hidrogéis

A sintese dos hidrogéis € realizada, a partir da matriz polimérica como PVA,
alginato de sddio e metilcelulose e utilizando agentes reticulantes, como acido citrico
e trimetafosfato de sadio.

Para obtencdo dos hidrogéis € realizada uma dissolugéo da matriz polimérica
(alginato e metilcelulose) em 100 mL de agua, para obter concentra¢des de 0,025%
até 1,95%, mantendo sob agitagéo por 2 h a temperatura ambiente.

Nesse projeto sado propostos dois tipos de reticulagdo do alginato e da
metilcelulose:

e Acido citrico;
e Trimetafosfato de sddio 1% em pH inicial 10,0.

Para reticulagdo uma aliquota do controle sera agitada com cada agente de
reticulagéo apropriado (acido citrico ou trimetafosfato de s6dio) em razées de 1 g de
matriz para X g de reticulante, sendo X entre 0,95 e 11,05.

As diferentes condigdes de sintese, para obtengdo do hidrogel com as
caracteristicas mais adequadas, para ser testado como substituto vitreo, podem ser

determinadas através de planejamento experimental.
3.2 Planejamento experimental para sintese dos hidrogéis

O planejamento experimental por DOE (Design of Experiments) realizado
neste projeto foi do tipo fatorial com pontos axiais, conhecido também como

Planejamento Estrela ou delineamento composto central rotacional (DCCR), utilizado
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com o objetivo de obtencdo de condigdes especificas (concentragdo de matriz
polimérica, concentragéao de reticulante e pH) para sintese dos hidrogéis, a fim de se
obter uma condicao ideal para o processo.

O design de experimentos (DOE) sera utilizado para avaliar condi¢des
experimentais de sintese dos hidrogéis, pois € possivel a anadlise de varios fatores,
simultaneamente, com a finalidade de identificar interacbes importantes. Assim, o
objetivo principal € um planejamento adequado da sintese de um produto, que
envolve muitas variaveis, a fim de se chegar em respostas confiaveis e preliminares
para a economia de materiais e tempo de reacdo de reticulagdo da matriz
polimérica.

Assim, pretende-se avaliar nesse projeto a influéncia das seguintes variaveis
(de entrada) para sintese de hidrogéis:

e concentracdo da matriz polimérica (alginato e metilcelulose)
e concentragdo do agente reticulador (acido citrico e trimetafosfato de sédio),
e pH

Os resultados serdao avaliados utilizando-se um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 2°, com seis pontos axiais e dois centrais, totalizando
dezesseis experimentos, conforme ilustrado na Figura 7.

Para o planejamento entdo sao escolhidos: um valor maximo e um valor
minimo para cada variavel de entrada. O valor médio é obtido pela média entre o
valor maximo e o valor minimo.

Cada ponto mostrado na (Figura 7) corresponde a uma condigao
experimental diferente. Na tabela 4 estdo representados todos os pontos
provenientes gerados pelo planejamento. Os valores +1 correspondem aos valores
maximos, -1 valores minimos, +1,68 corresponde ao valor maximo obtido apds a
rotacéo, -1,68 ao valor minimo apds a rotacédo, enquanto o valor O corresponde ao

ponto médio.
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0, +1 E&
-1, # +1,+1

.+ 0, +1,58

0,0
0,-158 0, +1.63

-1,-1 1,41

0,152
Figura 7: Planejamento utilizado durante a realizagdo dos experimentos.
Fonte: Prof? Dra. Andreia de Araujo Morandim Giannetti

Tabela 4: Valores das variaveis de entrada para cada condigdo experimental,
proveniente do planejamento DCCR.

Amostr | Concentragdo de matriz | Concentragéo de pH

a polimérica reticulante

1 (0) (0) (-1,68)
2 (0) (+1,68) (0)

3 (0) (-1,68) (0)

4 0) (0) 0)

5 (0) (0) (+1,68)
6 (0) (0) (0)

7

8

9

10
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12 (-1) (-1) (-1)

13 (-1) (-1) (+1)

14 (-1) (+1) (+1)

15

16 (-1,68) (0) 0)

3.3 Analise da viscosidade dos hidrogéis

Todos os materiais poliméricos apresentam uma viscosidade (n)
caracteristica, cujo valor depende de fatores como: massa molecular, concentragao
do polimero, grau de crosslinking, pH, forca iGnica, temperatura, etc. (BRUNCHI et
al., 2016). Assim, a viscosidade pode ser definida como a resisténcia que o fluido
oferece ao escoamento, sendo uma das propriedades mais importantes a ser
avaliada na analise e confirmagao de reticulagdo numa matriz polimérica. Ao se
aplicar uma forga sobre um material (tensdo de cisalhamento -1), verifica-se a
ocorréncia de uma deformagdo constante em relagdo ao tempo (taxa de
cisalhamento - Y), passivel de ser analisada.

Assim, a viscosidade (n) pode ser definida como a resisténcia que o fluido

oferece ao escoamento

(Eq. 1).n=1ly

Esse método € amplamente utilizado para caracterizagdo de hidrogéis, para
serem utilizados em diferentes aplicagbes (HOSPODIUK et al., 2017). Neste projeto,
a viscosidade dos hidrogéis preparados (na presenca ou auséncia de reticulante)
sera caracterizada, empregando-se um viscosimetro Brookfield de cone e placa
modelo DV3T com haste CP52 (Figura 8).
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Figura 8: Viscosimetro de cone e placa Brookfield DV3T.

Fonte: https://www.braseq.com.br/produtos/instrumento/dv3t

Os ensaios sao realizados a 36°C, sendo que as medidas de viscosidade

serdo determinadas em diferentes velocidades rotacionais, correspondentes a

torques de 10 a 99%, as quais serao determinadas para cada hidrogel.
3.4 Obtencao de filmes dos hidrogéis e caracterizagao por DSC

Na técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) mede-se a diferenca
de energia absorvida ou liberada pelo material a ser analisado em relagdo a uma
referéncia, enquanto submetidos a uma programacgao controlada de temperatura.
Através da analise por DSC é possivel verificar mudancas fisicas ou quimicas da
amostra, como por exemplo: mudanga de fase, desidratacédo e diferentes reacdes
(dissociagédo, decomposig¢ao, oxido-redugao, etc.) que levam a variagdes de calor.
Exemplos de processos endotérmicos sdo: mudancas de fase, desnaturacao de
proteinas, desidratacdes, redugdes, entre outros; enquanto eventos endotérmicos
podem ser: cristalizagbes, oxidagdes, algumas reacbes de decomposicédo
(IONASHIRO, 2004, p.44).

Através de secagem de aliquota dos hidrogéis, em temperatura ambiente,
serdo obtidos filmes, que serdo, entdo, caracterizados por DSC em calorimetro
Shimadzu DSC60 (Figura 9), nas seguintes condigbes experimentais: velocidade de
aquecimento de 10°C/min, atmosfera inerte de nitrogénio de 50 ml/min, massa de
amostra em torno de 2,0 mg e faixa de temperatura de 25°C a 350°C. Os valores de
temperatura e entalpia dos processos fisicos e quimicos serao obtidos, a partir dos

termogramas em programa especifico do calorimetro.
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Figura 9: Calorimetro exploratério diferencial Shimadzu DSC60.

Fonte: https://cnso.nova.edu/undergraduate/chemistry/lab-equipment/dsc60.html

3.5 Ensaio de Citotoxicidade

A verificagdo da citotoxicidade dos hidrogéis através de um ensaio de
viabilidade celular, células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC — p8), MTT
(Sigma Aldrich, Lote: MKCB8895 - Estoque: 5 mg/mL), soro fetal bovino Vitrocell
(Gibco SFB, lote: 012/17); Meio RPMI (lote: 005/17); serao utilizados. Para a
realizagcao do ensaio, a Dra. Raquel Neves, pos-doutoranda do Departamento de
Biofisica da UNIFESP ira colaborar.

O cultivo das células HUVEC sera em meio DMEM (Sigma Aldrich —
Darmstadt, Steinheim, Alemanha), com pH 7,4. Ja& a manutengao do cultivo celular
com a utilizacdo da solugdo de PBS durante as etapas de lavagem e, solugéo de
tripsina/EDTA tera a finalidade de auxiliar na liberagdo das células dos frascos de
cultura. As células sdo mantidas em temperatura de homeostase ( 37°C ) dentro de
uma estufa umidificada contendo uma concentragéao de 5% CO.,.

O ensaio de redugao do sal MTT
(3-4,5-Dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), o qual possibilita a avaliagdo da atividade enzimatica
mitocondrial sera empregado para esta analise. Com uma densidade de 5x103
células/pogo numa placa de 96 pocos no periodo de 24 h, em triplicata, mantidas
em estufa umidificada. Com a finalidade de garantir que apds o periodo ndo haja a
ocorréncia de células mortas no sobrenadante, serdo no microscépio para garantir
que nao haja. O meio de cultivo sera, entdo, removido e adicionado os hidrogéis por
24 h. Esses tratamentos serdo realizados com os hidrogéis de alginato puro,

alginato/acido citrico, metilcelulose, metilceluse/acido citrico,
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metilcelulose/trimetafosfato com uma diluicdo apropriada no meio de cultivo (pH
7,6).

Apos o periodo, 0 meio de cultura sera removido e as células lavadas 2 vezes
com PBS, seguida pela adigdo de MTT 5 mg/mL. Apds 4 horas de incubagao, o MTT
€ removido e as células tratadas com DMSO, para solubilizar os sais formados na
reacao de redugao. A porcentagem da viabilidade celular sera calculada, ajustando o
grupo controle (sem tratamento) para 100%. A placa serd analisada no leitor de
placas Synergy H1 Hybrid Reader® (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA) em 595

nm.

4 RESULTADOS ESPERADOS

4.1 Obtencao de hidrogéis para serem testados como substituto vitreo em
coelhos

Com a utilizacdo de DOE, pretende-se otimizar e diminuir custos na sintese
dos hidrogéis com as matrizes poliméricas de alginato e metilcelulose, juntamente
com os agentes reticulantes acido citrico e trimetafosfato de soédio. Assim,
produzindo biomateriais, que sejam viaveis para testes in vivo (aplicagdo em
coelhos). Essa técnica ja esta sendo utilizada pelo grupo de pesquisa, a fim de dar
prosseguimento ao desenvolvimento de um material passivel de ser utilizado em
cirurgia de vitrectomia. Esses estudos sao importantes também para ampliar a gama
de possiveis materiais para serem utilizados como substitutos vitreos, de modo a
diminuir os problemas pds- operatérios, como por exemplo, catarata, opacidade do
meio e inflamacéo.

O grupo de pesquisa tem trabalhado no desenvolvimento de hidrogéis com
outras matrizes poliméricas, como por exemplo o PVA (alcool polivinilico) com
trimetafosfato de sodio (STMP). No projeto de doutorado do aluno Ramon Antunes,
orientado pelo Prof. Dr. Octaviano Magalhdes Junior, do Departamento de
Oftalmologia da EPM/UNIFESP, esse hidrogel desenvolvido com reticulagao do PVA
com STMP (4,3067 g de PVA e uma razdo STMP/PVA igual a 1 /6,154) foi aplicado
em coelhos, através de vitrectomia, e a retina analisada.

Nas imagens gentilmente cedidas pelo doutorando, é possivel observar que
houve opacidade na camara posterior devido a uma precipitagdo do biomaterial,

conforme observado na (Figura 10). Nas imagens histologicas da retina, obtidas por
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coloragédo com HE e analise por microscopia éptica (Figura 11 A) é possivel observar
a presenga de particulas do hidrogel no tecido intra-retiniano (Figura 11 B), além da
presenca de células gigantes multinucleadas (Figura 11 C).

Dessa forma, torna-se necessaria a busca de outras matrizes poliméricas

e/ou reticulantes para obtengao de outros hidrogéis.

Figura 10: Retinografia do fundo do olho de coelho, mostrando opacidade pré-retinal, apds 7 dias de
aplicagao de hidrogel de PVA reticulado com trimetafosfato.

Fonte: Ramon Antunes

Figura 11: Histologia do tecido da retina do coelho apds 30 dias de aplicagdo de hidrogel de PVA
reticulado com trimetafosfato. A) Grupo controle. B) Grupo tratado evidenciando particulas de
hidrogel intra-retinianas (setas tracejadas). C) Grupo tratado evidenciando a presenca de célula
gigante (seta preta).

Fonte: Ramoén Antunes

Assim, o estudo da viabilidade de utilizagdo de outras matrizes poliméricas
para substituicao do vitreo, foi iniciada no trabalho da aluna Paula de Araujo Silvério,
empregando alginato reticulado com acido citrico (Figura 12). A citotoxicidade desse
hidrogel foi testada in vitro com células HUVEC (células endoteliais de veia umbilical

humana). Como resultado, o biomaterial obtido apresentou coloragdo adequada, boa
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transparéncia, uma viscosidade compativel com humor vitreo (em torno de 1000 cP
em 99% de torque), além de baixa citotoxicidade, mostrando-se um produto viavel

para aplicagao in vivo.

Figura 12. Alginato reticulado com &cido citrico.

Fonte: Paula de Araujo Silvério

Assim, este trabalho de TPl se propde a acompanhar a investigacdo da
utilizacdo de alginato reticulado com acido citrico como substituto vitreo, a qual
estava sendo realizada pela aluna Paula, entretanto a investigagao foi interrompida
pela pandemia, visando obter conhecimento pratico das técnicas de sintese como
também dos métodos de avaliagdo. Entdo, também propde a investigacdo da

viabilidade da utilizacdo da metilcelulose como substituto vitreo.

4.2 Planejamento experimental para sintese dos hidrogéis

Para o planejamento foi utilizado o software STATISTICA verséo 13.5. Entao foi
adotado o valor maximo, minimo e central da quantidade de cada elemento que sera
utilizado. Na figura 13 estdo mostrados os valores adotados no planejamento.
Pretende-se, dessa forma, variar as concentragcdes da matriz, do reticulante, bem

como o pH, fatores fundamentais durante a obtengao de um bom substituto vitreo.
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Factor Factor Low Low Center Center High High
Name Value Label Value Label Value Label
A1) |METIL 0.4/ LOW 0,95 CENTERFPT 1.5/HIGH
B (2) Reticulante 3 Low 6 CENTERPT 9 HIGH
C (3) PH A LOwW 7.5 CENTERPT 10 HIGH
Factor Factor Low Low Center Center High High
Name Value Label Value Label Walue Label
A1) |ALGINATD 0.4 LOW 0.8 CENTERPT 1.2|HIGH
B (2) Reticulante 3 LOwW 6 CENTERPT 9 HIGH
C (3) PH hLOW 7.5 CENTERPT 10 HIGH

Figura 13: Os valores maximo, minimo e central da quantidade de cada elemento.

Fonte: Préprio Autor

Tabela 5: Valores das variaveis codificadas e ndo codificadas resultantes do

planejamento para sintese do hidrogel de metilcelulose. A concentragdo de matriz

polimérica esta representada em % e do reticulante pela relagdo de massa de matriz

/ massa de reticulante (1 g de matriz /x g de reticulante).

Variaveis codificadas Variaveis nao codificadas
concentragcao concentracao pH concentragcao concentragao pH
matriz polimérica reticulante matriz reticulante
(%) (m/m) polimérica (%) (m/m)
(0) (0) (-1,68) 0,95 6 3,30
(0) (+1,68) (0) 0,95 11,05 7,5
(0) (-1,68) (0) 0,95 0,95 7,5
(0) (0) (0) 0,95 6 7,5
(0) (0) (+1,68) 0,95 6 11,70
(0) (0) (0) 0,95 6 7,5
+D (-1) +D 1,5 3 10
+1) (+1) +D 1,5 9 10
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(+1) (+1) -1) 1,5 9 5
(+1) (1) (1) 1,5 3 5
(-1) (+1) (-1) 0,4 9 5
(-1) -1) (-1) 0,4 3 5
(-1) -1) (+1) 0,4 3 10
-1) (+1) (+1) 0,4 9 10

(-1,68) () ()

0,025 6 7,5

Tabela 6: Valores das variaveis codificadas e nao codificadas resultantes do
planejamento para sintese do hidrogel de alginato. A concentracdo de matriz
polimérica esta representada em % e do reticulante pela relacdo de massa de matriz

/ massa de reticulante (1 g de matriz /x g de reticulante).

Variaveis codificadas Variaveis nao codificadas
concentracao concentracao pH concentracao concentragcao pH
matriz polimérica reticulante matriz reticulante

(%) (m/m) polimérica (%) (m/m)

(0) (0) (-1,68) 0,80 6 3,30

(0) (+1,68) (0) 0,80 11,05 7,5

(0) (-1,68) (0) 0,80 0,95 7,5

(0) (0) (0) 0,80 6 7,5

(0) (0) (+1,68) 0,80 6 11,70

(0) (0) (0) 0,80 6 7,5

+D) (-1) +D) 1,0 3 10
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(+1) (+1) (+1) 1,0 9 10
(+1) (+1) (1) 1,0 9 5
(+1) (-1) (-1) 1,0 3 5
(-1) (+1) (-1) 0,40 9 5
(-1) -1) (1) 0,40 3 5
(1) -1) (+1) 0,40 3 10
-1) (+1) (+1) 0,40 9 10

(-1,68) (0) (0) 0,29 6 7,5

Os resultados de viscosidade obtidos para cada hidrogel serdo avaliados

através da analise das superficies de resposta da fung¢ao de desejabilidade.

4.3 Analise da viscosidade dos hidrogéis

Pretende-se que a viscosidade do hidrogel produzido apresenta semelhangas
com o humor vitreo natural devido as fungdes que sdo exercidas e que seja viavel a
implantagédo na cavidade vitreo pelo cirurgido com agulhas de pequeno calibre e que
nao ocorra deformacdo na estrutura do hidrogel. O 6leo de silicone usado na
vitrectomia tem viscosidade na faixa de 1000 a 5000 cP. Assim, apds o processo de
reticulagdo do alginato e metilcelulose pretende-se chegar em um valor de
viscosidade por volta de 1000 cP.

A importancia do substituto vitreo ter uma viscosidade especifica & porque o
vitreo absorve impactos, mantém o contato com a retina e colabora com o suporte
as estruturas oculares. De uma maneira geral pode-se dizer que o material deve

exercer uma fungao de tamponamento, da mesma forma que o corpo vitreo.

4.4 Ensaio de Citotoxicidade

Neste ensaio as células serdo expostas diretamente aos hidrogéis que serao
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sintetizados em concentragdes variadas, para que seja analisada a citotoxicidade, o
que implica num resultado preliminar adequado da biocompatibilidade. Essa técnica
possibilita avaliagcbes qualitativa e quantitativamente da gravidade dos efeitos
citotéxicos do material nas células. Espera-se que os biomateriais sintetizados nao
apresentam citotoxicidade ao estar em contato com as células, sendo este ensaio

fundamental para a continuidade do desenvolvimento do hidrogel.
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5 CONCLUSAO

No presente projeto, foi possivel inicialmente realizar uma reviséo bibliografica
sobre humor vitreo, sua substituicdo por vitrectomia, além de polimeros e hidrogéis
como possiveis materiais para substituigao vitrea.

Com base em resultados experimentais da aplicagao de um hidrogel de PVA
reticulado com trimetafosfato de sddio, em substituigdo ao humor vitreo in vivo em
coelhos, gentilmente fornecidos para esse trabalho, propés-se a sintese de outros
materiais a base de alginato de sédio e metilcelulose por reticulagdo com acido
citrico ou trimetafosfato de sédio.

Foi possivel ainda realizar o planejamento experimental através de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23, para otimizagdo da sintese

dos hidrogéis de alginato e metilcelulose reticulados.
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