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Sintese, Caracterizacio e Citotoxicidade de Hidrogéis Poliméricos Para
Imobiliza¢do de Farmaco Empregado no Tratamento de Leishmaniose

Maria José Alves de Oliveira

RESUMO

Hidrogéis foram obtidos a partir de Poli(N-2-vinil pirrolidona) (PVP), poli(alcool vinilico)
(PVA) e poli(glicol etilénico) (PEG). Os processos de obtengdo foram: 1) Processo de
irradiaciio gama utilizando fonte de ®Co, 2) processo de reticulagdo fisica a partir de ciclos
térmicos de resfriamento e aquecimento 3) reticulagio por esterificagdo quimica em
presenga de acido citrico e acido cloridrico como catalisador. Os hidrogéis obtidos foram
caracterizados por técnicas de Termogravimetria (TGA), Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC), fragdo gel, grau de intumescimento, Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e
citotoxicidade por teste de vermelho neutro. Processos diferentes de obtengdo mostraram
que hidrogéis de PVAI/PVP resultam em diferentes caracteristicas e que a presenca de
PEG ¢é essencial para as propriedades da membrana. O comportamento de citotoxicidade
demonstrou similaridade com as curvas de controle negativo indicando que as matrizes nao
apresentam toxicidade. Maior estabilidade térmica foi observada nas membranas obtidas
pelos processos de reticulagdo por irradiagdo gama € reticulagiio por agente quimico como
demonstrado no deslocamento das temperaturas de decomposi¢do do PVAI associado a
maior estabilidade do reticulo formado. A imobilizacdo do glucantime foi realizada nas
membranas que apresentaram maior reticulagio obtidas pelos diferentes processos. A
liberagdio do farmaco foi verificada no periodo de 24 horas constatando-se diferenca de
cinéticas entre as membranas. As caracteristicas fisico—quimicas
como a integridade, homogeneidade, intumescimento e citotoxicidade demonstram que as
membranas sintetizadas possuem qualidades apropriadas de hidrogéis capazes de liberar

farmacos em aplicagdes biomédicas.
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SYNTHESIS, CARACTERIZATION AND CITOXICITY OF POLYMERIC
HYDROGELS FOR USE TO IMOBILIZATION AND DRUG RELEASE ON
LEISHMANIOSE TREATMENT

Maria José Alves de Oliveira

ABSTRACT

Hydrogels were obtained with poly(N-vinyl-Z—pyrroiidone) (PVP), poly(vinyl alcohol)
(PVAI) and poly(ethylene glycol) (PEG). The process of obtention was: 1) irradiation
process using ~ Co gamma Ssource, 2) Crystallizing process of freezing/thawing thermal
cycles, and 3) crosslink by chemical reaction with citric acid in chloride acid as a catalyses.
The hydrogels obtained were characterized by thermogravimetry Analysis (TGA),
differential scanning calorimetry (DSC), gel content, swelling, scanning electronic
microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) e and citotoxicity by
neutral red test. Different processes showed the PVAI/PVP hydrogels have distinct
characteristics and the presence of PEG is essential to the membranes properties.
Citoxicity behavior was similar to negative control curves indicating that matrices have not
toxicity. Higher thermal stability was observed in membranes obtained by gamma and
chemical process was showed in displacement of PVAI decomposition temperature
associated to higher crosslink stability. Glucantime immobilization was done in
membranes that showed higher crosslinking obtained by different processes. Drug delivery
was observed in period of 24 hours and similar results were achieved. The different
processes of PVAI/PVP hydrogels have performed PEG. The characteristics of
homogeneity, integrity, no citotoxicity and swelling of the systemized membranes are
qualities of suitable hydrogels for drug delivery and biomedical applications.



1 - INTRODUCAO

As modificagdes estruturais em polimeros tém sido de grande interesse tanto
comercial quanto cientifico para obtengdo de novos materiais para uso farmacéutico e
biomédico. Essas modificagdes podem ser obtidas na presenga de um agente reticulante ou
adicionando-se um segundo polimero por emprego de radiagdo gama [1-2-3], ou
reticulagiio fisica pelo processo de ciclos térmicos por congelamento e descongelamento
[4-5-6], reticulagdo por agente quimico [7-8-9-10], ou radiagdo de feixe de elétrons [11-12-

13], efeito fenton [14] e radiag@o no ultravioleta [15].

Hidrogéis, ou géis contendo agua, sdo polimeros caracterizados por sua
hidrofilicidade e insolubilidade em agua. Em meio aquoso, esses hidrogéis intumescem (ou
incham) até um volume de equilibrio, mas preservam seu formato original. A
hidrofilicidade ¢ devida a presenga de grupos soliveis em agua como: — OH, — COOH,

—CONH, —SOsH, entre outros presentes na cadeia polimérica [16].

A insolubilidade e a estabilidade destes géis sdo devidas a presenga de uma rede
tridimensional. O intumescimento resulta de um balango entre as forgas de dispersao
atuando nas cadeias hidratadas e as forgas coesivas devido as ligagdes covalentes cruzadas.
Outras interagdes caracteristicas também estdo presentes, entre elas as interages
eletrostaticas e de dipolo-dipolo [17] tornando-se o grau e a natureza das ligagdes cruzadas
responsaveis por suas caracteristicas no estado intumescido. As propriedades mecanicas
dos hidrogéis dependem principalmente da rigidez original das cadeias poliméricas, do tipo
de reticulo, da densidade das ligagdes cruzadas e do intumescimento como resultado do
balango hidrofilico e hidrofébico [18].

O desenvolvimento dos hidrogéis como biomateriais comegou em 1940 quando
se descobriu que esse material por causa da sua hidrofilicidade poderia ser utilizado para a
substituiciio de tecidos orginicos ou para outras aplicagdes biomédicas [18]. Recentemente
descobriu-se que esses hidrogéis sdo excelentes suportes para liberagdo de droga e
macromoléculas bioativas, surgindo assim a idéia do Sistema de Liberagido Controlada, um
conceito promissor que devera substituir as técnicas convencionais do uso de drogas

(comprimidos, inje¢des e pulverizagdes) [19]. Foi em decorréncia do sucesso dessas



propriedades e de suas avancgadas aplicagdes que, nos ultimos 40 anos, pesquisadores de
renome como Nikolaos Peppas, Janusz Rosiak, Edward Merrill, Robert Langer, Michael
Sefton, Joseph Kost e Richard Korsmeyer, entre outros, voltaram seus estudos para esse

campo.

Seguindo nesta mesma linha de pesquisa e com base em trabalhos da literatura,
a proposta deste trabalho € preparar hidrogéis a base de poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP),
poli(alcool vinilico) (PVAIl) e poli(glicol etilénico) (PEG). Os hidrogéis serdo obtidos por

trés diferentes processos.

Uma aplicacdo potencial de membranas é sobre superficie cutdnea em tecidos
lesados. A Leishmaniose cutinea € causada por um protozoario do género Leishmania
transmitida por mosquitos flebotomideos, clinicamente € caracterizado por febre
prolongada, palidez, emagrecimento e feridas de dificil cicatrizagdo na pele. Varios
reservatorios tém sido identificados, na area urbana o cdo € a principal fonte de infecgéo;
no ambiente silvestre destacam-se as raposas e os marsupiais. O homem insere-se no ciclo
epidemioldgico como hospedeiro eventual, mas em areas epidémicas pode ser considerado
reservatorio, podendo ocorrer a transmissdo homem-vetor-homem, sem necessidade dos

canideos [20].

De acordo com o Dr. Valdir S. Amato responsavel pelo Laboratério de Doengas
Parasitarias do Hospital das Clinicas — Faculdade de Medicina da Universidade Sao Paulo
(HC-FMUSP), para a tentativa de liberagdo controlada de farmaco em aplica¢do cuténea a
membrana deve possuir as seguintes caracteristicas: maciez, flexibilidade e uma liberagio

lenta do farmaco.



2 - OBJETIVOS

O trabalho tem por objetivo principal a sintese dos hidrogéis a partir do poli(N-
vinil-2-pirrolidona) (PVP), poli(alcool vinil) (PVAI), poli(glicol etilénico) (PEG), por

métodos distintos: processo de radiagdo, por reagdo quimica e por processo fisico.

As caracteristicas desses hidrogéis como: intumescimento, fragdo gel,
temperatura de decomposicdo, temperatura de fusdo (T,), citotoxicidade, entre outras serdo
determinadas apés a reticulagdo por irradiagdo gama, por reticulagdio quimica e processo

térmico e estabelecendo-se suas distingdes.

Uma prévia selecdo sera feita entre as matrizes de hidrogéis sintetizadas que
apresentem as caracteristicas de flexibilidade, maciez e elevada fracdo gel para

incorporacdo de antimoniato (V) na matriz.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimerizacio e reticulacio

A interagio da radiagdo ionizante com composto orgénico produz,
principalmente, espécies excitadas, cations, anions e radicais livres. Quando os polimeros
sio irradiados estas espécies formadas podem ficar aprisionadas por algum tempo

causando transformagdes denominadas efeitos pos-irradiagéo.

A maior parte do estudo dos efeitos da radiagdo sobre polimeros leva em conta
apenas as reagdes subseqiientes a formagdo de radicais livres [21], sendo que os sistemas
de polimerizagio estudados estio centrados nos mondmeros que sofrem reagdo de
polimerizagio ou nos polimeros que sofreram modificacdo por radiagdo [22]. A radiagio
ionizante em materiais orginicos, geralmente, contendo carbonos quaternarios na cadeia
principal tende a degrada-los por reagdes de cisdo enquanto que o0s demais tendem a formar

radicais facilitando as reagdes de reticulagio.
O processo de polimerizagio via radical livre induzido por radiagdo ionizante
envolve as etapas de iniciagdo (E.1 a 3), propagacio(E.4 a 6) e terminagdo(E.7 e 8),

segundo o esquema [23]:

1) Iniciagdo.

M Y R* (E.1)

S(H20) Y *(OH®, *H;0,, H®, *HO», H;0;, H,0',€%q) (E2)

S*+M — R* (E.3)
2) Propagacio

R* + M — RM*® (E.4)

RM*+M — RM;* (E.5)

RM ..°+M O (E.6)



3) Terminagdo

RM®, + R® —~  RM,R (E.7)

RMR* + T — RM,RM + T° (E.8)

Onde: R* = radical livre de inicia¢do
M = mondmero
RM. e . - - -
= cadeia intermediaria propagando-se
n = equivale as vérias repeti¢des dos monomeros
T = inibidor (ou terminador)
T* = radical nio propagador

S = Solvente aquoso

Este processo pode levar a formag3o de uma estrutura reticulada. As reagoes de
terminacdo ocorrem com um radical intermediario e um radical livre iniciador, ou entre
dois radicais intermediarios ou ainda entre espécies radicalares oxidadas. Durante a
irradiacio de polimeros outras reagdes ocorrem como; cisdo de cadeias poliméricas,
formagdo de duplas ligagdes, enxertia e recombinagdo de radicais formados entre outras.
Para reduzir o efeito inibidor do oxigénio molecular nas reagdes via radical livre os
monémeros devem ser irradiados em atmosfera isenta de O, de preferéncia inerte (N2).
Quando a agua, o componente de maior fragdo nos sistemas aquosos, sofrendo radiolise
produz espécies radicalares como OH®, *H0;, H®, *HO,, H;0,, H,0",e ", que participam

de reagdes com as cadeias poliméricas.

De modo geral, alguns polimeros quando submetidos a radiagdo ionizante na
cadeia principal tendem a degradar e/ou reticular [24]. A ligagdo cruzada ocorre entre
cadeias poliméricas longas por meio de ligagdes covalentes geradas por tratamento
quimico ou radiagdo, podendo formar uma rede. Na reticulagdo as moléculas poliméricas
se ligam quimicamente formando uma anica molécula, de massa molar média maior. No
processo de reticulagdo por radiagdo, se o polimero for irradiado por tempo consideravel o
material eventualmente, tornar-se-a2 uma molécula gigante. As alteragdes fisicas .

provenientes da reticulagdio incluem aumento da temperatura de transi¢éo vitrea. Ocorrem



pouca ou quase nenhuma alteracdo fisica para a fase cristalina. Ha efeitos importantes em

altas temperaturas (acima da fuséo do polimero).

Com respeito aos mecanismos propostos para a reticulagdo podemos citar a
ocorréncia dos seguintes fendmenos: cisdo de cadeias, migragao de radicais e reagdo de
grupos ndo saturados. A quebra de ligagdo de uma cadeia polimérica com a formagdo de
um atomo de hidrogénio, seguido da retirada de um segundo dtomo de hidrogénio de uma
molécula préxima provoca a formagdo de hidrogénio molecular (H), (E.8; E.9). Dois

radicais poliméricos (macrorradicais) podem combinar-se formando uma reticulagiio (E.7).

Rl. + Rz. ok Rl -R; (E 7)

As reacdes de grupos ndo saturados com o atomo de hidrogénio para formar

radicais poliméricos (macrorradicais), favorecem a recombinagdo de dois (E.10).

P1 ot H. T P1 e i H2 (E 8)
P, + H* o P’ -+ H, (E.9)
-CH=CH- + H* — CH,-CH® + R* — -CH;-CH-R (E.10)

Estes processos podem ocorrer de forma individual ou concomitantemente.
Apesar de nenhuma destas explicagdes ser completamente aceita, admite-se que, para cada
excitagdo ou ionizagdo, sio formados um radical polimérico e um atomo de hidrogénio.
Alguns desses atomos de hidrogénio, devido a sua energia cinética, produzem radicais
poliméricos secundarios. Pares de radicais adjacentes, formados pela radiagdo ou por

atomos de hidrogénio, podem unir-se formando macrorradicais [25].

A modificacdo de polimeros tem sido de grande interesse tanto comercial
quanto cientifico [26]. Dentre esses polimeros destacam-se 0 Poli(alcool vinil) (PVAI),
Poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) e Poli(glicol etilénico) (PEG) por apresentarem Otimas

caracteristicas fisico-quimicas e biocompatibilidade com tecidos vivos[27].
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3.1.1 Poli(alcool vinilico) (PVAI)

A modificagdo quimica de polimeros ¢ uma estrategia bastante usada para se
obter polimeros com propriedades especificas para determinadas aplicagdes. Um exemplo
classico da modificagdo quimica de polimeros é o poli(alcool vinilico) (PVAL), que em
razdo da aplica¢do industrial € obtido com diferentes graus de hidrélise, o que depende da

porcentagem dos grupos acetato do poli(acetato de vinila) (PVAc), de partida, figura 1[28].

A estrutura molecular do PVAI é muito simples, a unidade monomérica possui
uma hidroxila como grupo pendente. O polimero ¢ sintetizado a partir da hidrélise do
poli(acetato de vinila) (PVAc). Devido ao equilibrio tautomérico do alcool secundario o

polimero néo € isento de uma pequena quantidade de aldeido correspondente [29], figura 2.

O grau de hidrolise afeta diretamente a solubilidade do PVAI em agua. Quanto
maior o grau de hidrolise maior solubilizagdo em 4gua. No intervalo de grau de hidrélise
de 85-95% a solubilizagdo € possivel de 20 a 40 °C. Grupos acetatos residuais enfraquecem
as ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares possibilitados por hidroxilas, nesse caso

a temperatura de dissolugfo sera acima de 70 °C.

& NOH A E
al
\CH " nROH —» \CH + nCH;COOR
| |
OCOCH; OH
PVAc PVAI

FIGURA 1 - Reagdo de hidrolise do PVAc em meio alcoélico/alcalino (alcoolise).

Sdo encontrados na literatura varios estudos feitos [30, 31] relacionados a

investigagdo do efeito da radiagio gama por *°Co nas propriedades fisicas do PVAI em

fibras, hidrogéis e filmes irradiados em solugdo aquosa.
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FIGURA 2 - Tautomeria entre o alcool vinilico e acetaldeido.

H

A preparagdo por processo fisico de hidrogéis de PVAI em soluc@o aquosa, por
congelamento e descongelamento, vem sendo investigada para aplicagdes farmacéuticas e
biomédicas, por ser isento de subprodutos durante a reticulagdo, o que contribui com
menor toxicidade do hidrogel considerando-se também a sua biocompatibilidade com

tecidos vivos [32].

3.1.2 Poli(N-vinil-2-pirrolidona)

Poli(N-vinil-2-pirrolidona) também conhecido por polivinilpirrolidona PVP, é
um homopolimero sintético que foi obtido por Reppe e colaboradores no inicio da 2°
Guerra a partir da polimerizagdo da amida ciclica N-vinil-2-pirrolidona. O PVP ¢
sintetizado por meio da polimerizagdo em cadeia, geralmente, via radical livre, em
solucdes aquosas com iniciagdo quimica. O PVP € um po branco, soluvel em agua e
altamente polar e que possui caracteristicas anfoteras [33]. Estas caracteristicas sdo

indispensaveis em um hidrogel [34]. A figura 3 apresenta a reagdo de obtengdo de PVP.

X H,0/NH

N/\O i x
| ou Radiacdo N O
CH = CH, |

E } —— CH—CH

N - vinilpirrolidona

Poli(N-vinil-2-pirrolidona)

FIGURA 3 - Reacdo de obtengdo de PVP [33].

n



Devido a caracteristica estrutural anfipatica (macromolécula que apresenta uma
regido hidrofilica), possuindo grupos metilénicos hidréfobos e grupos amidicos hidrofilos,
o PVP ¢ soluvel em muitos solventes orgénicos e 4gua na qual forma ligagio de hidrogénio

nos grupos imida [34].

O PVP ¢ utilizado, em cosméticos devido a suas propriedades emulsivas, de
espessamento, por ser emoliente e solubilizante, em produtos téxteis aumentando a
capacidade de tingimento em fibras hidrofobas, em bebidas fermentadas como clarificante,
em produtos farmacéuticos como expansor do volume de plasma. Também é utilizado, em
sistemas liberadores de drogas atuando como retardante de absor¢do em medicamentos
injetaveis (antibidticos e horménios), curativos, aglutinantes em capsulas, implantes de

cartilagem, pele artificial, cornea artificial, lentes de contato e implantes cardiovasculares.

O PVP em solugio aquosa sob radiagio ionizante sofre influéncia
principalmente da acdo dos radicais OH® sendo desprezivel a influéncia dos € (aq) (€létrons
aquosos) e dos radicais H® (espécies produzidas na radidlise da agua). As estruturas
provaveis dos macrorradicais de PVP obtidos pela abstragio de hidrogénio pelos radicais

hidroxilicos (OH®) sZo mostradas na figura 4.

T ~

0 N 0

30% 70%

FIGURA 4 - Estrutura dos radicais de PVP produzidos por radiagdo ionizante [33].

3.1.3 Poli(glicol etilénico)
O poli(glicol etilénico) (PEG), ¢ um homopolimero termoplastico, obtido pela
polimerizagio catalitica do 6xido de etileno. E uma resina branca caracterizada pela

férmula estrutural, mostrada na figura 5.
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FIGURA § - Férmula estrutural do poli(glicol etilénico).

As resinas obtidas a partir do éxido de etileno sdo apresentadas com uma ampla
variedade de massas molares, sendo classificadas como poli(glicol etilénico), as que
possuem massa molar média inferior a 10° e como poli(oxido de etileno), as que possuem

massas molares médias acima deste valor.

O poli(glicol etilénico) ¢ soluvel em agua e em varios solventes organicos,
particularmente em hidrocarbonetos clorados a temperatura ambiente. A viscosidade de
suas solu¢des depende de sua concentragdio, da massa molar média e, acentuadamente, da

temperatura.

O poli(glicol etilénico) tem baixo grau de toxicidade (LDso em ratos > 30 mg/
kg) ndo causando irritagio nem sensibilidade a pele. PEG com massa molar inferior a 1000
¢ absorvido no intestino e excretado por meio das fezes e urina. A absor¢do intestinal

decresce com o aumento da massa molar.

O PEG ¢ utilizado em embalagens para alimentos, em adesivos, produtos de
limpeza, acidos, detergentes, lubrificantes, tintas, na industria de cosmeéticos, na industria
textil, na industria farmacéutica, borrachas, hidrogéis, sol-gel [35]. Por ser facilmente
modificado quimicamente, baixo custo e a mais interessante entre todas as propriedades do

PEG ¢ certamente a sua elevada solubilidade em agua.

Na presenca de agua e, preferencialmente, na auséncia de oxigénio molecular
nas reagdes via radical livre, alguns mondmeros devem ser irradiados em atmosfera inerte
(isenta de O;). A radiagdo ionizante produz radicais hidroxilas (‘OH) e hidrogénio (H-)
proveniente da agua que atacam as cadeias de PEG aleatoriamente, criando radicais nos

atomos de carbono, vizinhos ao oxigénio, como ¢ mostrado na figura 6.

— 0 — CH —CH, —CH, — © — CH— CH,—

FIGURA 6 - Radicais de PEG formados a partir de radiagdo ionizante em agua [35].
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O poli(glicol etilénico) exerce o papel de plastificante em membrana hidrofilica
a base de PVP, proporcionando uma maior flexibilidade e extensibilidade, facilitando o
manuseio da membrana. Segundo a comissio de Nomenclatura da IUPAC (Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada), um plastificante ¢ uma substancia ou material
incorporado a outro material (geralmente um plastico ou elastdmero), para aumentar sua
flexibilidade, trabalhabilidade ou extensibilidade e resisténcia ao impacto. O plastificante
reduz a viscosidade da substincia fundida e diminui a sua temperatura de transi¢do de

segunda ordem, bem como, o modulo de elasticidade.

Os plastificantes sdo moléculas geralmente monoméricas ndio volateis, ou
polimeros de baixa massa molar, liquidos em sua maioria, que quando misturadas com
polimeros polares, ou que formem ligagdes de hidrogénio, posicionam-se entre as ligagdes
intermoleculares e aumentam o espago entre as ligacSes adjacentes. Estas moléculas devem
ser polares ou formar ligagdes de hidrogénio. O resultado desta agdo ¢ uma diminui¢do na
resisténcia das forgas intermoleculares, ou seja, diminui a forga coesiva entre as cadeias
poliméricas, decrescendo a resisténcia mecanica e aumentando a flexibilidade [34]. O PEG
pode ser considerado um plastificante primario ou quimico, pois existem forgas de atragdo
do PEG com o PVP ¢ PVAL

3.5 Membranas de hidrogéis poliméricos

A historia do desenvolvimento dos hidrogéis como biomateriais comegou em
1940, quando o PMMA - Poli(Metacrilato de metila) substituiu o vidro na fabricagdo de
lentes rigidas, devido a suas propriedades Opticas, inatividade fisiologica, dureza e
facilidade de processamento. Nos anos 60, o pHEMA surgiu como um material candidato
para a manufatura de lentes de contato gelatinosas [36]. Por sua vez, surgiram outros
polimeros que apresentaram caracteristicas semelhantes como o PVAI PVP, PEG, entre

outros.

Em 1976, Langer e Folkman [37] mostraram que macromoléculas como os
polipeptidios podiam ser liberadas a partir de matrizes de hidrogéis de pHEMA
(HYDRON ®) e de PVAI embora os tempos de liberagdo com essas matrizes fossem bem
menores comparados a liberagdo de proteinas, a partir de copolimeros de etileno acetato de

vinila. .
COMISSAD NACIONAL DE EHRA NUCLEAR/SP-IPEN
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Um ano depois, Peppas e Merrill [38-39] sintetizaram um material, PVAI
reticulado por meio de radiagdo com feixe de elétrons, que tinha a capacidade de simular
tecido natural e prevenir a coagulagdo sangiiinea. Os hidrogéis de PV Al foram escolhidos
por possuir tensdo superficial baixa e facilidade em se ligar covalentemente a heparina
(substéncia que atua como anti-coagulante). Possiveis aplicagdes para esse material foram
sugeridas, tais como biomembranas para transporte seletivo de macromoléculas, devido a
sua estrutura na forma de rede e a sua capacidade de modificar os tamanhos desta quando

as condi¢des de irradiagdo forem variadas.

As membranas hidrofilicas a base de poli(n-vinil-2-pirrolidona) (PVP) sdo
conhecidas por sua inércia quimica e propriedades adequadas a aplicagdes biomédicas.
Membranas desse tipo foram patenteadas por Rosiak et al. [40] e sdo comercializadas
desde 1990. Elas apresentam em sua composigdo: poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP),

poli(glicol etilénico) (PEG) e agar.

Membranas hidrofilicas a base de hidrogéis apresentam potencialidades para
aplicagdes nas mais diversas areas, destacando-se entre elas a area biomédica. Séo
membranas compostas por sistemas poliméricos reticulados ou entrelagados [41], ou por
um copolimero enxertado, em que um deles forma o esqueleto principal e 0 outro uma
ramificagio [42], com capacidade de reter grande quantidade de agua ou fluidos
biologicos. Membranas hidrofilicas caracterizam-se pela capacidade de se expandir pela
absor¢do de agua. Se forem totalmente desidratadas podem intumescer até o estado de
equilibrio e retornar a sua fungdo em forma original. Esta é uma propriedade essencial
apresentada pelos hidrogéis, que permite a sua utilizagdo como interfaces biocompativeis
com uma ampla variedade de aplicagdes [43], além da molhabilidade e permeabilidade a

substincias biologicamente ativas.

As interacBes positivas fortes entre a estrutura quimica do polimero e a agua,
como por exemplo: ligagdes de hidrogénio aumentam a forga responsavel pelo
intumescimento. Quando a agua penetra no polimero, as cadeias poliméricas que, na
maioria dos casos estdo em uma conformagio de equilibrio so esticadas, o que € ilustrado

esquematicamente pela figura 7.
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FIGURA 7 - Segmento de cadeia de um hidrogel sendo submetido ao intumescimento (A)
antes e, (B) depois [43].

Uma vez que as cadeias sejam alongadas a configuragdo que, inicialmente, se
encontrava em equilibrio (situagdo a) é natural que sofra uma forca resistiva. Assim, a
for¢a osmoética que promove a entrada de agua no sistema € contrabalanceada pela forga
das cadeias poliméricas que resistem & expansdo. Neste ponto, o intumescimento sera
alcancado. Quanto maior a reticulagdo, maior sera a forga de resisténcia que as cadeias
exercerdo para se alongar. Consequentemente, sistemas altamente reticulados demonstram

baixo grau de intumescimento.

Membranas hidrofilicas & base de poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) e
poli(alcool vinilico) (PVAI) sdo conhecidas por sua inércia quimica e propriedades
biomédicas adequadas, sendo utilizadas como recobrimento em ferimentos de
queimaduras, proteses vasculares, membranas artificiais cartilaginosas para hemodialise,

uso veterinario, na agricultura, liberagdo de farmaco, entre outras aplicagdes [4].

3.6 — Sintese de hidrogéis poliméricos

3.6.1 Processo de reticulagiio por irradiaciio gama

As modifica¢des causadas por radiagdo ionizante em polimeros dependem das
condigdes de processamento, ou seja, tipo de radiagdo, presenca de oxigénio ou diferentes
atmosferas, aditivos, solventes, grau de cristalinidade e homogeneidade do material
polimérico que ird absorver a energia, etc. Os equipamentos de uso industrial utilizam a

radiagdo y proveniente principalmente do “to.
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Em alguns sistemas fisicos pode formar malhas que sio emaranhados de
cadeias juntas por dois pontos, figura 8. Se as condigdes desse sistema o permitem a
irradiagdo das cadeias, entdo, ha probabilidade de recombinagdo de radicais formando uma
reticulagio quimica. Uma vez formados esses radicais eles precisam se aproximar para

haver combinago formando a reticulagéo quimica [12].

FIGURA 8 - Reticulacio intermolecular das cadeias do polimero em solugio [44].

3.6.2 Processo de reticulagao térmica

A solugdo aquosa de PVA pode dar origem a hidrogéis resistentes por
reticulagiio térmica, processo fisico que consiste em ciclos térmicos de congelamento e
descongelamento. Este procedimento resulta na formag@o dos cristalitos que servem como
ligagdes fisicas tornando o material insolivel na agua. As vantagens principais destes
hidrogéis fisicamente reticulados de PVALl sdo: atoxicidade, néo carcinogenese e oOtima
biocompatibilidade e praticidade de obtengdo. Entretanto, como tais materiais sdo
semicristalinos, a presenga de um segundo polimero pode causar mudangas significativas
na morfologia conduzindo a um aumento do inchamento quando em contato com solugGes

aquosas ou fluidos biolégicos [28], figura 9.
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FIGURA 9 — A estrutura tri-dimensional reticulada do hidrogel obtida por ciclos térmicos

[28], representacgdo dos cristalitos.

3.6.3 Processo de reticula¢do quimica
Hidrogéis obtidos por sintese quimica, em geral, envolvem reagdes de
esterificagdo a partir de 4lcoois poliméricos. Os acidos carboxilicos reagem com alcoois

para formar ésteres por meio de uma reagdo de condensagdo conhecida como esterificagdo.

As reacgdes de esterificagio sdo catalisadas por acidos. Elas se desenvolvem
muito lentamente na auséncia de acidos fortes, mas alcangam o equilibrio em poucas horas
quando um 4cido carboxilico e um alcool sdo refluxados com pequenas quantidades, por
exemplo, de acido sulfurico ou 4cido cloridrico. A reagdo catalisada controla a quantidade

de éster formado [45].

Para que haja reticulagiio entre cadeias de polimeros, pelo menos uma condi¢do
deve ser satisfeita, ou seja, o agente reticulante deve ter, no minimo, dois grupos funcionais

disponiveis [46]. Exemplo da reticulagdo quimica esta ilustrado na figura 10.
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FIGURA 10 — Diagrama esquematico da possivel reagéo de esterificagdo do PVAI com o

acido citrico.

3.7 Sistemas de liberacio de farmaco

Ha um corrente interesse em materiais nanoestruturados devido ao seu potencial
em varias areas cientificas e tecnologicas, como catalise, materiais ortopédicos, liberagédo
controlada de farmacos e bioencapsulacdo. Hoje em dia, este interesse envolve novos
métodos de preparagio muito interessantes, como por exemplo, a formagdo de
nanoparticulas solidas a partir da liofilizagdo de dispersdes de polifosfato de aluminio, em

meio aquoso, utilizando componentes de sistemas estritamente inorgénicos [47, 48].

Neste contexto, a utilizagdo destes sistemas em liberagdo controlada de
farmacos envolve um vasto campo de estudos e tem reunido muitos esforgos, atualmente,

na area de nanoparticulas, nanogéis e hidrogéis.

Estes esforgos estdo representados pelas novas estratégias para a veiculagéo de
ingredientes ativos [49], os quais incluem aplicagSes importantes da ciéncia de polimeros
sintéticos e naturais e de solu¢des de surfactantes e o preparo de espécies coloidais,
administracio de vacinas de DNA [50-51], além da utilizagdo de técnicas transdérmicas

[52]. Este empenho por parte de pesquisadores do mundo todo se justifica, pois sistemas de
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liberagdo controlada oferecem vérias vantagens quando comparados aos sistemas
convencionais de administragdo de firmacos [53]. Nas formas de administragio
convencionais (spray, injegdo, pilulas) a concentragdo da droga na corrente sangiiinea
apresenta um aumento, atinge um pico maximo e entdo declina. Como cada droga possui
uma faixa de ago terapéutica acima da qual ela é toxica e abaixo da qual ela é ineficaz, os
niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas. Este fato é problematico

se a dose efetiva estiver proxima a dose toxica.

O objetivo dos sistemas de liberagdo controlada é manter a concentracdo do
farmaco entre estes dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Gnica
dosagem. A diferenga de concentragdo plasmatica efetiva em fungdio do tempo, entre

sistemas convencionais e de liberagdo controlada, pode ser visualizado na Figura 11.

Concentragao

— COntrolada
=== Convencional

Tempo
FIGURA 11 - Comparag@o entre o sistema de liberagio controlada de farmaco e o sistema

de administragdo por dose convencional [54].

A nanotecnologia tem representado um importante avango no desenvolvimento
de sistemas de liberagdo controlada de farmacos, devido a facilidades de atingir o alvo

especifico (tumor) sem provocar danos as outras células vizinhas [55-56].

Atualmente diversos estudos tém sido desenvolvidos em nanociéncia para

encapsulamento de farmacos em formas diminutas a finalidade que atinjam alvos de agdes
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sem serem percebidos pelo sistema imunoldgico. O termo nanoparticulas aplicado a
liberacdio controlada de farmacos é amplo e refere-se a dois tipos de estruturas diferentes,

nanoesferas e nanocapsulas em dimensdes menores que 0,1 um [57].

Os métodos de preparagdo das nanoparticulas poliméricas sdo baseados na
polimerizagdo in situ ou precipitagio de polimeros pré-formados. Esses carreadores séo
nanoagregados matriciais (nanoesferas) ou vesiculares (nanocapsulas). As propriedades de
liberagdo dessas nanoparticulas sdo freqiientemente comparadas umas com as outras, assim
como sio comparadas com as propriedades de liberagdo de farmacos a partir de

nanoemulsdes.

Varias estratégias tém sido empregadas no desenvolvimento de sistemas de
liberagdo controlada de farmacos. As tradicionais matrizes sdo preparadas hoje com
excipientes e tecnologias que as tornam mais sofisticadas, homogeéneas e reprodutiveis,

possibilitando o controle da liberagado de firmacos mais adequado.

A tecnologia de liberagdo controlada de farmaco ¢ um campo relativamente
novo e, por conseqiiéncia, a investigagdo nesse terreno tem sido extremamente fértil dando
lugar a muitos descobrimentos. Recentemente novos desenvolvimentos no campo
biomédico estdio sendo realizados com o proposito de avaliar a utilizag8o dos hidrogéis
como um sistema para liberagio controlada de drogas a partir da combinagdo de varios
biopolimeros sintéticos e naturais. Esta investigagdo € principalmente justificada pela

similaridade das propriedades fisicas dos hidrogéis com as dos tecidos vivos [58].

Entre os polimeros sintéticos hoje existentes o poli(alcool vinilico) (PVAI) tem
sido intensamente investigado, devido a excelente compatibilidade com tecidos vivos.
Apesar do grande nimero de pesquisas utilizando esses sistemas, ainda pouco se conhece

sobre o perfil de difusdo de drogas em matrizes poliméricas reticuladas de PVAL

A estabilidade das nanoparticulas no hidrogel depende fortemente das
dimensdes das particulas, das interagdes com a camada polimérica (gel) e da propriedade
de intumescimento. A difusdo do farmaco € obviamente afetada pelo tipo de configuragédo

molecular [58].
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Os principais métodos de imobilizagdo de um composto bioativos em uma
superficie polimérica sdo por adsorgdo via interagdes eletrostaticas, ligante-receptor,
emparelhamento e ligagdo covalente. Uma adsor¢do ndo covalente pode ser desejavel, para
certa aplicagdo de liberagdo de droga. No entanto, a imobilizagdo usando as ligagdes
covalentes oferece maiores vantagens, fornecendo vinculos mais estaveis entre os
compostos e maior interagdo com a superficie do polimero. Com relagdo a mudanga na
estrutura da camada de gel, as cadeias poliméricas passam pelos trés tipos diferentes de

rearranjos espaciais representados na Figura 12.

& B C

&

FIGURA 12 — Configuragdes macromoleculares dos polimeros hidrofilicos durante o
processo de dissolugdo de nanofarmacos nos sistemas matriciais [60] (adaptado de
Narasimhan e Peppas, 1997).

farmaco : i

Antes de iniciar a dissolug¢do (quando o polimero esta em quantidade superior
ao farmaco), predominam as interagdes polimero - polimero e ocorre o primeiro tipo de
configuragdo, em que as cadeias poliméricas estdo compactadas e completamente
integradas umas nas outras. Trata-se do tipo concentrado ou compactado, designado por
"camada borrachosa intumescente" (Fig. 8 A). Nesta fase o farmaco encontra-se também

aprisionado entre estas cadeias poliméricas, sendo mais lenta a sua liberagio.

O inicio da etapa de dissolugdo conduz ao segundo tipo de rearranjo espacial,
designado por semi-diluido (Fig. 8 B). Este tipo corresponde a camada limite de difusdo,
situada na parte externa da interface camada de gel/solvente. A concentragdo do solvente

na matriz aumenta progressivamente e verifica-se diluigdo das cadeias poliméricas em
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virtude do aumento das interagdes 4gua-polimero. Nesta camada limite ainda existe alguns
pontos de interagio entre as cadeias poliméricas e as particulas de farmaco circulantes

entre elas.

Finalmente, o polimero assume a terceira configuragdo macromolecular,
designada por tipo diluido (Fig. 8 C). Nesta configuragdo, as cadeias poliméricas estao
completamente separadas umas das outras e dispersas no liquido de dissolugdo,
perfeitamente individualizadas e movendo-se livremente com movimentos Brownianos.
Neste momento, completa-se a liberagdio do farmaco restante ainda contido no interior da

matriz para o liquido de dissolugdo [61].

3.8 Leishmaniose
A leishmaniose é uma doenga infecciosa zoonética, amplamente distribuida em

todo mundo, que afeta 0 homem e os animais.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) inclui a leishmaniose cuténea
(LC) e a leishmaniose da mucosa (LM). A LTA também conhecida como leishmaniose
mucocutinea, conhecida vulgarmente como ulcera de Bauru ou ferida-brava, distribui-se
amplamente no continente americano, estendendo-se do Sul dos Estados Unidos até

o Norte da Argentina [62].

No Brasil, em toda sua extensdo tem sido observado um aumento significativo
da ocorréncia da doenga, constituindo, portanto, uma das infecgdes dermatologicas que
merecem maior atengio. E uma doenca endémica que é caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes localizadas multiplas ou Unicas em areas expostas da pele que

frequentemente se ulceram, como ilustrado na figura 13.
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FIGURA 13 - Lesdes cutaneas causadas por Leishmania [63].

O vetor para esse protozoario, ¢ um mosquito (Ordem Diptera, Classe Insecta),
primitivamente descrito no género Phlebotomus, e do qual ja foram descritas varias
espécies conforme a regido em que € encontrado. Na Europa, Asia e Africa, prevalece
ainda essa mesma denominag@o (Phlebotomus) para esse agente vetor. No Brasil e nas
Ameéricas, € esse vetor agora caracterizado por razdes entomologicas, no género

Lutzomyia, porém com espécies ainda por serem definidas [20].

Diante do desconforto causado pela aplicagdo dos farmacos para terapia da
leishmaniose cutdnea e ainda dos efeitos colaterais dos farmacos [64] propde-se ©
desenvolvimento de hidrogéis de facil utilizagdo sobre superficie cutinea. Estes terfo a
fungdo de liberar o farmaco da matriz de PVAl + PVP. O farmaco proposto para a
incorporagdo na matriz ¢ o glucantime, que é aplicado por via endovenosa ou muscular,
provocando muitos efeitos colaterais além de ser dolorosa a sua aplicagiio. No entanto,
com a aplicagdo diretamente no local do ferimento, esses efeitos colaterais serdo

amenizados, tornando-se mais confortavel para o paciente.

3.8.1 As caracteristicas do gel apropriado para a liberaciio desejada no tratamento
cutineo da leishmania.
A proposta de um hidrogel para liberagdo de farmaco em tratamento de

leishmaniose deve obedecer a certas exigéncias. A leishmaniose provoca um ferimento de
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dificil cicatrizacfio e essa cicatrizagdo se da de fora para dentro, formando uma crosta.
Portanto a troca de curativo com muita freqiiéncia pode acarretar a retirada desta crosta
retardando a cicatrizag@o. A dualidade da membrana aplicada em forma de curativo deve
ser de cerca de dez dias, o que possibilita a troca em periodo minimo de cinco dias. Sob o
ponto de vista fisico a membrana deve ser flexivel e de elevada maciez. Quanto ao aspecto
da matriz de hidrogel para a liberagio de farmaco deve ser integro e ausente de rachaduras
ou bolhas formada durante o processo de sinteses. Deve propiciar uma liberagdo lenta em

um intervalo minimo de O a 60h.

3.8.2 Antimoniatos pentavalentes (Glucantime)

Atualmente no Brasil, os medicamentos a base de antimdnio sdo utilizados
como primeira escolha na terapia da leishmania. Apresentam eficiéncia no tratamento das
diversas formas de leishmaniose, e sdo conhecidos como os antimoniatos pentavalentes
(Glucantime®) figura 14. S@o drogas de uso parenteral e média toxicidade podendo
apresentar varios efeitos colaterais, como dores musculares e articulares, nauseas, vomitos,
dores abdominais, alteragdes hepaticas, disturbios cardiolégicos, febre e cefaléia. Além dos

efeitos colaterais a aplicacdo da droga é muito dolorosa para o paciente [65].

O antimoniato de metilglucamina € especialmente eficaz no tratamento de
leishmaniose cutanea, mucocutanea e visceral. O medicamento provoca regressdo rapida
das manifestagBes clinicas e hematoldgicas da doenga, bem como provoca a esterilizagéo

do parasita.

Devido as baixas dosagens e tratamento descontinuo comegam a ocorrer falhas
na terapia e, consequentemente, aumento das formas resistentes de parasitas. A
Organizagdo Mundial da SaGde preconiza que as doses de antimoniais nio devem
ultrapassar 20 mg/kg/dia, ndo podendo ultrapassar o limite de 850mg de antimdnio, devido

a sua toxicidade.

Apos administragdo endovenosa ou intramuscular, o antimoniato de
metilglucamina ¢ rapidamente absorvido e, praticamente, 90% ¢ excretado nas primeiras
48 h pelos rins [65]. Em conseqiiéncia, faz-se necessaria a administragdo de doses elevadas

do farmaco, em regime continuo, para garantir um elevado teor de antiménio nos tecidos e
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assim, obter a eficicia do tratamento. Antimoniais pentavalentes sdo, geralmente, dez
vezes menos toxicos em células de mamiferos, quando comparados aos antimoniais
trivalentes (tartaro emético), utilizados primeiramente por Viana em 1912 [65]. Em
determinados casos, além de destruir o parasita, 0 medicamento acaba por levar o paciente
ao obito. O antimdnio ainda pode ser detectado no cabelo do paciente tratado com

antimoniais pentavalentes apos um ano do término do tratamento [66].

As duas primeiras inje¢Ses devem conter apenas a metade das doses indicadas,
a fim de verificar a sensibilidade do paciente pelo medicamento. Um acompanhamento da
creatinina, pesquisa de proteiniiria e um controle eletrocardiografico sio necessarios no

decorrer do tratamento.

Apesar do uso do antimoniato pentavalente ha cingiienta anos, ainda nio foi
apresentada na literatura a estrutura e composi¢io definitiva permanecendo
indeterminadas, tornando-se complicada a determinagio de um método totalmente
confiavel no doseamento do farmaco [67]. A figura 14 apresenta a formula molecular do
glucantime. A Farmacopéia Brasileira deixou em aberto discussdes para que possam ser

apresentadas monografias com resultados a respeito de métodos de doseamento.

A droga de segunda escolha no tratamento da leishmania é a Anfotericina B, ¢
um antibidtico derivado de uma cepa de Streptomyces nodosus, sendo indicada para o

tratamento da leishmaniose, mas apresentando menor eficiéncia no tratamento.

OH OH
NH" CH; (CH), Sb,0-

HO
OH OH

FIGURA 14 - Férmula molecular do Glucantime [67].
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4 - MATERIAIS

4.1 Materiais utilizados para a reticulagio por radiaciio gama, quimica e térmica.

Poli(alcool vinil) (PVAI) (Mw = 85000, grau de hidrélise 98,4%) Celvol™ 325
fornecido pela Dermet Agekem. Poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) Kollidon 90F
proveniente da Basf, Poli(etileno glicol) (PEG 300) fornecido pela Oxiteno, Agar tipo
técnico extraido de algas Agarophytes fornecido pela Oxoid, acido citrico (99,9 %)
fornecido pela Merck e acido cloridrico (HCI) da Labsynth. Glucantime fornecido pelo Dr.
Valdir Sabbaga Amato do Laboratorio de Investigagdo-Medica Parasitologica do HC-
FMUSP. Antimoniato de potassio Sb (V) fornecido pela Vetec, Tartarato de antimdnio de
potassio (II1) P.A. da Synth, Pyragallol red fornecido pela Sigma e Solugdo Buffer (pH =
2) preparado com 0,2 M KCl e 0,2 M HCI fornecidos pela Synth.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo da soluciio para sintese das membranas

As formulagbes elaboradas para reticulagio gama, térmica e quimica foram
obtidas a partir da dissolugio em agua de PVAI (10 % m/v) utilizando-se chapa aquecedora
com agitador magnético e temperatura entre 80 e 85 °C por um periodo de 40 minutos.
Para a solubilizagdo total do PVAI com 10% de PVP (m/v) utilizou-se aquecimento com
agitador magnético e temperatura de 90 °C até a solubilizagdo do PVP, por um periodo de

5 minutos.

4.2.2 Reticulagiio por radiagio ionizante

A reticulagio por radiagio foi empregada para obtengéo de hidrogéis a partir de
PVAI e PVP. A irradiagio foi realizada com fonte %Co, Gama modelo 220 da Inst. Eng.
Atomic-Canada, operando a 5,72 kGy h™ (Localizada na Empresa Embrarad / CBE).

Apos a dissolugio dos reagentes PVAIl e PVP conforme descrito no item 4.2.1,

foram adicionadas as formulagdes 1,0% de Agar com diferentes concentragdes 0,5 - 2,0 -
4,0 % de PEG 300.

COMISSAD NACIOMAL T LHERA NUCLEAR/SP-IPEN
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As matrizes de hidrogéis foram obtidas por camada a partir de espalhamento da
solugiio a quente em suportes de poli(cloreto de vinila) (PVC) (8,0 x 13,5 mm), formando
camadas de aproximadamente 3,0 mm de espessura. Quando esfriadas a temperatura
ambiente foram cobertas com filmes resistentes de polietileno e seladas, para protecao e
entdo enviadas para irradiagio gama. A partir de procedimento prévio de variagdo da dose
de radiagdo aplicada (10 a 30 kGy) estabeleceu-se que a melhor dose de radiagdo para as
formulagdes foi a de 25kGy. A escolha da dose foi determinada de acordo com a

flexibilidade da membrana formada.

4.2.3 Reticulacio fisica por ciclos térmicos

4.2.3.1 Formulacio PVAl/ PVP / PEG

A sintese de hidrogéis por reticulagdo térmica foi executada com solugdo
aquosa de PVAI / PVP e PEG; por meio de ciclos de congelamento e descongelamento.
Em seguida foram preparadas trés diferentes formulagdes pela adicdo do PEG nas
proporgdes 0,5%; 2,0 % e 4,0 %, em solugdes de PVAI / PVP mesma proporgdo de 10%
respectivamente, seguidas de aquecimento por 5 minutos a 85 °C. Foram colocados em
placa de Petri, 35 mL para a formagdo da matriz de hidrogel. Manteve-se a temperatura
ambiente por 10 horas em seguida congelando-se a -24 °C durante 14 horas o que

completou o ciclo. Este ciclo foi repetido dez vezes.

4.2.3.2 Formula¢io PVAl/ PEG

A sintese de hidrogéis por reticulago térmica foi realizada com solugdo aquosa
de PVA e PEG por meio de ciclos de congelamento e descongelamento. Em seguida
foram preparadas trés diferentes formulagdes pela adigdo do PEG nas proporgdes 0,5%; 2,0
% e 4,0 %, em solugdes de PVAL, seguidas de aquecimento por 5 minutos a 85 °C. 35 mL
da solucdo foram colocados em placa de Pefri, para a formacgio da matriz de hidrogel.
Manteve-se a temperatura ambiente por 10 horas e em seguida congelando-se a -24 °c
durante 14 horas o que completou o ciclo. Este ciclo foi repetido dez vezes sendo uma
parte das amostras desses hidrogéis analisada e outra submetida a radiago ionizante para
esterilizagio com dose de 25 kGy e analisada posteriormente para avaliagdo da influéncia

da irradiagfio no processo de esterilizagdo.
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4.2.4 Reticulacio Quimica

4.2.4.1 Formulagiio PVAI/ PVP / Acido citrico

Esta etapa de sintese foi feita a partir de solugdo de PVP e PVALI utilizando-se
acido citrico como agente de reticulagio. As formulagdes foram elaboradas com diferentes
proporgdes de 4cido citrico Apods a dissolugdo separada dos polimeros PVAL e PVP
juntaram-se as duas solugdes e adicionou-se o acido citrico. A reticulagdo quimica foi
iniciada usando como catalisador o HCI a temperatura de 80 °C por cinco minutos. Da
solugdo final foram colocados 35mL em placas de Petri com 85 mm de didmetro e
deixados & temperatura ambiente por cinco dias para completar a reticulagdo. Por ultimo,
as amostras foram lavadas em agua destilada para extragio de possiveis residuos acidos

indesejaveis.

4.2.4.2 Formulagio PVAIL/ 1,5 % PEG / Acido citrico

Esta etapa de sintese foi feita a partir de solugdo de PVP e 1,5 % de PEG
utilizando acido citrico como agente de reticulagdo. Apos a dissolugdo do PVAL juntou-se
1,5% de PEG e foram elaboradas as formulagdes com diferentes propor¢des de acido
citrico. A reticulagdo quimica foi iniciada usando-se como catalisador o HCI a temperatura
de 80 °C por cinco minutos. Da solugdo final foram colocados 35mL em placas de Petri
com 85 mm de didmetro e deixados a temperatura ambiente por cinco dias para completar
a reticulagfio. Por (ltimo, as amostras foram lavadas em agua destilada para extragao de

possiveis residuos acidos indesejaveis.

4.3 METODOS DE CARACTERIZACAO

4.3.1 Intumescimento

As amostras foram imersas em agua destilada e pesadas em intervalos de tempo
até um periodo total de 60h para a determinagdo do grau de intumescimento (ou
inchamento). O resultado foi obtido usando-se a equagdo A. De acordo com a norma

ASTM D 570 [68].

Intumescimento (%) = [(ms-md)/md] x 100 (A)
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cuja unidade ¢ g H,O g e na qual ms é a massa do polimero intumescido e md a massa

do polimero seco.

4.3.2 Fracio gel

A fragio do gel foi obtida a partir das amostras secas. Foram pesadas e
colocadas em gaiola de ago inox (500 mesh) e imersas em agua fervendo dentro de balGes
acoplados ao destilador de refluxo, por um periodo de 12h. A amostra extraida foi secada
em estufa a 60 °C até que se obtivesse massa constante e a fragdo gel do material foi

calculada pela equagio B. De acordo com a norma ASTM D 2765 [691.

Para os hidrogéis obtidos por reticulagdo térmica a extragdo foi conduzida a
temperatura de 45 a 55 °C por um periodo de 10h, condicbes relativamente suaves devido a

fragilidade deste tipo de reticulo formado.
Fracdo gel (%)= (mf-mi)x100 (B)

Na qual: mi é a massa da amostra seca antes da extragdo e mf a massa final da amostra

apOs a extragao e secagem.

A fracdo gel indica a parte insoluvel, cujo valor € atribuido a fragdo polimérica

reticulada.

4.3.3 Termogravimetria TG

As matrizes de hidrogéis secos foram submetidas a ensaios de caracterizagao
térmica a partir de analise termogravimétrica de TGA/DTGA em aparelho Mettler-Toledo
SDTA/851° (taxa de aquecimento: 10 °C min™ de 25 a 600 °C, sob fluxo de N; (10 mL

min'). As temperaturas de inicio e fim da decomposi¢do foram registradas.

4.3.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial DSC

A caracterizagio por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi feita em
aparelho Mettler-Toledo DSC822°. As amostras de hidrogéis poliméricos secas foram
entio submetidas ao aquecimento com velocidade de 10 °C min, de 25 a 400 °C, sendo

verificados os eventos entalpicos e as alteragdes provenientes dos diferentes processos de
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reticulagdio: por radiagdo gama, agente quimico e ciclos térmicos. As temperaturas de fusio
e de transigdo vitrea foram registradas. O aparelho foi aferido com indio de ponto de fusio
156 °C e entalpia de fusdo 24,75 J g’

4.3.5 Citotoxicidade

O ensaio foi realizado a partir do uso da linhagem celular: NCTC Clone 929, da
American Type Culture Collection (ATCC). O cultivo em meio minimo de Eagle (MEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,1 mM de piruvato de sodio (MEM-

uso).

Foram empregadas microplacas de 96 wells: distribuidos 200uL da suspensdo
celular contendo 5.10° células mL em cada pogo e a placa incubada em estufa imida a 37

°C com 5% CO; por 24h.

O preparo de extratos por diluigdo segue o procedimento normalmente
empregado. A diluigdo foi seriada utilizando-se 1,5 mL de (MEM-uso) em cada frasco,
preparando-se 5 diluigdes: 100, 50, 25, 12,5 e 6,25%. O meio de cultura da microplaca €

substituido pelos extratos diluidos dos controles das amostras em triplicatas.

1- Controle positivo: solugdo estoque fenol 0,2% em PBS (solugio tampdo fosfato salina
pH 7,4).

Solugdo de uso: solugo estoque diluido 1/10 com MEN-uso.
2 — Controle negativo: materiais poliméricos gréos de PVC (Dacarto) — 0,3g pellets em
5mL MEN-uso em estufa a 37 °C por 24h.
3 - Amostras: polimérica lem? de area superficie por mL MEN- uso por 24h a 37 °C.

- A microplaca é colocada em estufa de CO, por 24h.

- Os extratos s3o substituidos por solugdo de vermelho neutro e a placa deixada
por 3h para incorporagdo do corante vital.

- Microplaca lavada duas vezes com PBS e uma vez com solugdo de lavagem.

- Colocada ao leito de ELISA: agitacdo por 10 min e leitura em 540nm com
filtro de referéncia de 620nm.

- Obtengao da curva de concentragdo do extrato em fungio de % de viabilidade
celular.

Equipamentos utilizados:
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Microscopio invertido marca Olympus. Estufa incubadora de CO, modelo
CB150, marca Binder e leitora automatica de microplacas modelo RC Sunrise da Tecan

[70]. Os testes foram realizados no laboratério de biomateriais do CQMA.

4.3.6 Infravermelho IR

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho das membranas de
hidrogéis sintetizadas nesse trabalho foram registrados na faixa espectral de 4.000 a 400
cm’, utilizando-se pastilhas KBr, num espectrometro FTIR-BOMEM Modelo MB-100, da
Central Analitica do Instituto de Quimica — USP. As membranas foram secas antes de

fazer as analises.

4.3.7 Microscopia Eletrdnica de Varredura MEV

Utilizou-se um microscopio eletrdnico de varredura da marca PHILIPS XR-30
alocado no Centro de Ciéncia e Tecnologia de Materiais (CCTM) do IPEN-CNEN/SP para
analisar a superficie de fratura das membranas de hidrogéis, as fraturas foram feitas em

nitrogénio liquido e recobertas com ouro [71].

4.3.8 Espectrofotémetro UV-visivel

Para o doseamento do Glucantime foi usado o espectrofotémetro UV-Visivel
(absorbancia) da Micronal Modelo B582 com referéncia de uma amostra em branco e
utilizando-se cubetas de quartzo de 4 mL. O comprimento de onda determinado foi de
500 nm para o Sb(V).

4.3.9 Curva padrio de calibraciio para identificacao de antiménio

4.3.9.1 Procedimento

Foram usados 3,0 mL de buffer solugdo de pH = 2,0, 2,0 mL da solugdo
vermelho pirogalol e uma solugio de 0,5 a2,5 ug mL™"! de antimoniato de potassio (Sb V)
e foram colocados em baldo volumétrico de 10 mL e completados com agua destilada.
Esperou-se trinta minutos para formar o complexo e foi feita a leitura no comprimento de
onda de 500 nm. trés aliquotas foram usadas para cada valor de concentracio de Sb (V). Os
valores de leitura de absorbancia para as solugdes padrio sdo apresentados na tabela 1. A

respectiva a curva de calibragdo [72], esta ilustrada na figura 15.
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As amostras dos hidrogéis com a concentragdo do farmaco foram colocadas em

frascos com 10 mL de agua e colocadas em uma centrifuga com temperatura controlada a

37.8 °C. Ap6s 1 hora do inicio do experimento foi colhida uma aliquota de 1 mL a cada

hora por um periodo de 6 horas e outra aliquota de 1 mL ap6s 24 horas de ensaio.

TABELA 1-Resultados de absorbancias relativas a variagdo de concentragdo de Sb (V) na

solugdo padrdo.

Aliquotas das solugdes (uL)

Absorbancia do Sb(V)*

0,5 0,77
1,0 0,80
1,5 0,90
2,0 0,93
28 1,05

* _ A absorbincia média foi calculada segundo a média aritmética realizada por leitura da

absorbancia de 3,0 aliquotas diferentes para cada valor de concentragao de Sb(V).

Absorbancia

1,05
1,00:
0,95 -
0,90
0,85-
0,80—-

0.75

R? = 0,98064

it 2
Concentragio g.L".10"

FIGURA 15 - Curva de calibragdo do Sb(V).
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4.3.11 Formulacdes empregadas nas sinteses dos hidrogéis de PVAl e PVP.
As formulagdes usadas neste trabalho estfo apresentadas na tabela 2, contendo
os polimeros usados PVAI, PVP e PEG bem como demais reagentes, Agar, acido citrico e

acido cloridrico de acordo com os métodos de reticulagao.

TABELA 2 — Formulagdes utilizadas nas sinteses dos hidrogéis de PVAI e PVP. Obtidos

por reticulagido gama, processo térmico e reticulag@o quimica.

Formulagdo Processo PVAl PVP Agar PEG Acido HCI
% % % % citrico%e %
1 PVAHPVP+PEG+Agar ¥ B 10 o5 - -
2 PVANPVP+PEG+Agar Y e W 10 29 - -
3 PVAHPVP+PEG+Agar Y 10 10 10 40 - -
4  PVAHPVP+PEG AT wm o s . =
5 PVAHPVP+PEG AT 1 S RPN : .
6  PVAHPVP+PEG AT i 16 - 40 . 2
7  PVAMPEG AT 10 “ L . .
8  PVAIMPEG AT 10 . <. 28 . :
9  PVAMPEG AT 10 = - 48 - 3
10 PVAIPVP+Ag. citrico Q 10 10 3 . 0,5 0,5
11  PVAI+PVP+Ac.citrico Q 10 10 . - 2,0 0,5
12 PVAIPVP+Ac. citrico Q 10 10 2 - 3 85
13 PVAHPEG+Ac. citrico Q 10 . w8 0,5 0,5
14 PVAIPEG+Ac. citrico Q 10 & . 1.5 2,0 0,5
15 PVAIH+PEG+Ac. citrico Q 10 3 o 46 85

y = Irradiagio gama; AT = Processo fisico por ciclos térmicos e Q = Processo reticulagdo

com agente quimico.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Reticulagiio gama PVAI+PVP+Agar + PEG

A partir de testes prévios com dose de radiagdo variando entre 10 a 30 kGy
constata-se que apenas as membranas irradiadas na dose de 25 kGy apresentaram
integridade fisica satisfatéria. Com a finalidade de comparagio das propriedades foram
irradiadas matrizes ausentes de PEG ou Agar: PVAI + PVP, PVAIl e PVP. Nestes casos
houve apenas a formagiio de gel liquido, portanto, como ndo ocorreu a formagdo de

membranas, impossibilitando analises comparativas.

5.1.1 Intumescimento

As curvas de intumescimento resultantes das matrizes de hidrogéis PVP +
PVAI + Agar + PEG estio ilustradas na figura 16. Observou-se que a concentragdo do
PEG influencia diretamente no equilibrio de intumescimento, a matriz de hidrogel com 0,5
% foi a que intumesceu menos se comparada as concentragdes 2,0% e 4,0% de PEG. No
equilibrio, os resultados para PVP + PVAI + Agar + PEG 0,5, 2,0 e 4,0 % foram
respectivamente, 44,2, 56,5 e 70,8 %.

100-
a—u
=
o
c - ]
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=
‘©
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=
= —m— PVP+PVAI+ 0,5% PEG

20 —u— PVP+PVAI+ 2,0% PEG
—m— PVP+PVAI+ 4,0% PEG

0 T T ¥ T T 1
0 20 40 60

Tempo (h)

FIGURA 16 — Resultado de intumescimento das matrizes de hidrogéis de PVAI + PVP +

Agar obtidas por irradiagdo gama dose 25 kGy, variando-se a concentragdo de PEG.
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5.1.2 Fracio gel

Os resultados da fragio gel apresentados na tabela 3 indicam valores
decrescentes com o aumento de concentragio do PEG. A matriz de hidrogel com
concentragio de 0,5 % apresenta maior fragdo gel, se comparada com as concentragdes 2,0
e 4,0% de PEG justificando o menor intumescimento. O PEG foi usado como um
plastificante para aumentar a mobilidade e flexibilidade das membranas. Os plastificantes
sio geralmente moléculas monoméricas ndo volateis ou polimeros de baixa massa molar,
liquidos em sua maioria, que quando misturadas com polimeros polares, ou que formem
ligagdes de hidrogénio, posicionam-se entre as ligagdes intermoleculares € aumentam o
espago entre as ligagdes adjacentes [73-74]. Estima-se que quando aumenta a concentragao
do PEG, o espago entre as ligagdes adjacentes torna-se maior dificultando a reticulagao

entre as cadeias poliméricas e diminuindo a formagdo do gel.

O sistema PVAI / PVP tem sido muito estudado nas duas ultimas décadas.
Eixeberria A. et. al. estudaram a miscibilidade do sistema PVAI / PVP em fungdo do grau
de hidrolise do PVAI pela técnica de DSC [75]. Os resultados calorimétricos indicam que
h4 miscibilidade total entre o PVAI e o PVP nos casos em que o grau de hidrolise do
PVAI é igual ou maior a 70%. Neste trabalho foi usado PVAI com grau de hidrolise
98,4 %. A fragio do gel obtido é referente aos dois polimeros o PVP e 0 PVAIL, portanto, o
valor acima de 50% do gel obtido é aceitavel porque houve uma miscibilidade entre os
dois polimeros nas condigdes em que foram submetidos, com 0 mesmo valor de massa,

tanto para o PVAI quanto para o PVP.

TABELA 3 — Fragdo gel (%) das matrizes de hidrogéis obtidas por reticulagdo gama, dose

25 kGy, variando-se a concentracio de PEG.

Amostras Fragéo gel %
PVAIl + PVP + Agar + PEG 0,5 % 78,1
PVAI +PVP + Agar + PEG 2,0% 60,9
PVAI +PVP + Agar + PEG 4,0 % 49,8

5.1.3 Analise termogravimétrica (TGA / DTGA)
As membranas reticuladas por radiagio gama apresentam maior estabilidade

térmica, conforme observado na figura 17, quando comparadas aos polimeros puros PVAl
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e ao PEG. O primeiro evento de decomposigdo do PVAI (283 °C) esta relacionado a perda
de hidroxila e o segundo a decomposigdo da cadeia polimérica que ocorre a 408,5 °C,
tabela 4. O evento de decomposi¢do atribuido ao PVALI apresenta-se menos deslocado em
comparagdo com o evento de decomposi¢io do PVP 410,7 °C. Nota-se que, quando
aumenta a concentragdo do PEG, ocorre uma diminuigdo da estabilidade térmica em
fungdo da presenga desse plastificante, o que € atribuido a desorganizagdo das cadeias
poliméricas necessitando de menor temperatura para degradar. Supde-se que ele limite a
organizagdo das cadeias. Também foi observada a presenga de residuos apos a
decomposicdo dos polimeros, que ndo foram totalmente decompostos na temperatura
submetida. A figura 18 apresenta as curvas das derivadas primeiras da analise
termogravimétrica (DTGA), evidenciando o aumento da estabilidade térmica pelo
deslocamento da temperatura maxima de decomposi¢do do PVAL Isso pode ser associado

ao efeito da radiagio na reticulagdo do PVAL

100 -
S
3 50
.
S ——PEG 300
— YR
| —— PWAI
— PVAI+PVP+0,5% PEG
—_ PVAI+PVP+2,0% PEG
o | ——PVAI+PVP+4,0% PEG
] L ] " 1

T T ¥ T ' |
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

FIGURA 17 - Curvas de termogravimétria (TGA) das matrizes de hidrogéis PVP + PVAI

+ Agar, variando-se a concentragio de PEG, obtidos por irradiagio gama a 25 kGy.

As membranas apresentam perfil de decomposicdo de estabilidade térmica
intermediaria entre os polimeros puros PVP e PVAL Na tabela 4 estdo representados os
resultados de inicio de decomposicio (Tonset) das matrizes de hidrogéis reticuladas por

radiacdo gama a 25 kGy. A agua residual do processo € observada por uma perda ao redor
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de 100 °C. Um pequeno evento ao redor de 200 °C melhor observado na DTGA (fig. 18) e
refere-se a perda do PEG.
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FIGURA 18 — Curvas de DTGA das matrizes de hidrogéis PVAI+PVP+Agar variando-se

a concentracdo de PEG.

TABELA 4 - Resultados da perda de massa, do residuo e Toner das matrizes de hidrogéis

reticuladas por radiagiio gama, variando-se a concentragdo do PEG.

PTeC) 2T 3100 Perda de Residuo

(agua) massa (%) (%)

PVP puro* - . 410,7 952 4.8

PVAI puro* - 2833 408,3 94,1 59

PVP + PVAI + 105 318 4220 89,2 10,8
Agar + 0.5 PEG

PVP +PVAI + 105 316 420,0 90,6 9.4
Agar + 2,0 PEG

PVP +PVAI + 105 315 421,0 92,8 7.2
Agar + 4,0 PEG

* Nio submetidos a irradiagdo gama e T= temperatura inicial de degradagéo.



A segunda T refere-se a um evento da desidratagio do PVAL a terceira Tonset
refere-se a decomposicdo do PVP e contribuigio do segundo evento do PVAL O evento de
decomposig¢io atribuido ao PVP 410,7 °C, apresenta-se pouco deslocado nas membranas
em comparacio ao evento de decomposi¢do do PVAL Observa-se que a reticulagio por

radiagdo tem, com efeito, um aumento moderado de estabilidade térmica.

5.1.4 Analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Observa-se nos resultados de DSC a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) do
PVP a 150 °C. O PVAI puro apresenta o valor da T, a 60,7 °C, relativo a parte amorfa, e
um pico a 219 °C, referente a fusdio da fase cristalina presente no PVAL O perfil da
membrana PVP / PVAI 0,5% e 2,0% de PEG apresenta um deslocamento da T, do PVP
como pode ser observado na figura 19. As curvas obtidas dos hidrogéis apresentam uma
Unica transicdo vitrea para cada composi¢ao analisada. Sendo os valores de 60,7, 150, 170,
175 e 148 °C respectivamente para PVAI puro, PVP puro, PVP+PVAI 0,5% PEG, 2,0%
PEG e 4,0% PEG. Para as matrizes de hidrogéis ¢ apresentado um deslocamento diferente
para todas as Tg, indicando que houve a formagdo de novas estruturas poliméricas. As

curvas da fig. 19 obtidas por DSC refere-se a primeira varredura.
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FIGURA 19 — DSC das matrizes de hidrogéis PVAl / PVP / Agar obtidas por radiagio

gama com dose de 25 kGy, variando-se a concentragdo de PEG.



5.1.5 Analise de infravermelho (IR)

A espectroscopia de infravermelho foi usada nesse trabalho para verificar a
identidade das varias estruturas de forma comparativa. As principais bandas de IR
encontradas nos espectros das matrizes de hidrogéis PVAI+PVP+PEG estdo descritas na
tabela 5.

TABELA 5 - As principais bandas de infravermelho encontradas nas matrizes de hidrogéis
poliméricos PVA+PVP+PEG.

Bandas (cm™) Estiramento relativo

3000-3500 O-H PVAI
1142 C-0 PVAI
1666 C=0 PVP
1290 C-N PVP
600-550 N-C-O PVP
1150-1060 C-0-C PEG
1070-1095 C-O-C PVAI

A banda larga na regido de 3000 a 3500 cm™ observado na figura 20, ¢ relativa
ao estiramento do O-H presente em todas as amostras. Atribuindo uma grande distribui¢do
de pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxila, os picos referentes aos hidrogéis
apresentam menor intensidade nessa regido e essa intensidade esta relacionada com a
quantidade de O-H presente na amostra. Portanto, a reticulagdo diminuiu o nimero de
hidroxilas livres. Para o PVAI puro aparece um pico a 1730 cm” que foi associado a
presenga de impureza do PVAL Por ser um produto sintetizado a partir do poli(acetato de

vinila). O PV ALl de acordo com o grau de hidrolise pode conter residuos de grupos acetato.
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FIGURA 20 — Espectro de absorgio na regido do infravermelho das membranas de

hidrogéis obtidas por irradiagdo gama a 25 kGy.

5.1.6 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As micrografias das membranas estudadas estdo ilustradas na figura 21. As
analises das membranas foram feitas de forma qualitativa. Para a membrana de hidrogel na
fig. 21a, da micrografia da superficie de fratura pode ser observada homogeneidade com
pouca rugosidade, com desniveis entre os blocos formando camadas em forma de laminas.
Na fig. 21b observa-se que com o aumento da concentragdo do PEG 2,0% aumenta - se a

rugosidade da amostra. Nas condigdes submetidas de analise ndo foi possivel verificar a

presenca de poros.

FIGURA 21 — Micrografias em MEV da superficie de fratura das membranas de hidrogel
PVAIHPVP (A) 0,5% PEG (B) 2,0% PEG



5.1.7 Membranas de Hidrogéis
A figura 22 ilustra as matrizes de hidrogeéis preparadas por radiagdo gama a 25 kGy,

como um material flexivel e macio.

FIGURA 22 - Membranas de hidrogéis PVAI+PVP (A) 05 % de PEG
(B) 2,0 % PEG.

5.1.8 Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade mostrou comportamento semelhante ao controle
negativo, ou seja, ndo apresentaram toxicidade como pode ser observado na figura 23.
Desta forma, é possivel afirmar que os hidrogéis sintetizados por reticulagdo gama,
desenvolvidos nesse trabalho ndo causam morte ou prejuizo a populagdo celular sendo,
portanto, caracterizados como ndo-citotoxicos. Além disso, este teste garante que nao
houve contaminacio em quantidade significativa durante o processamento, ndo

comprometendo o experimento.
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FIGURA 23 — Curvas de viabilidade celular das matrizes de hidrogéis pela incorporagado

do vermelho neutro.
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5.2 RETICULACAO TERMICA PVAHPVP+PEG

5.2.1 Intumescimento
Na reticulagio térmica foram mantidas as concentragdes do PVAI e PVP
variando-se apenas o PEG em 0,5%, 2,0% e 4,0%. As matrizes de hidrogéis fisicos foram

obtidas por ciclos de congelamento e descongelamento, no total de dez ciclos.

Como pode ser observado na figura 24 o perfil de intumescimento das
membranas fisicas obtidos por ciclos de congelamento e descongelamento revelam um
intumescimento rapido nas primeiras cinco horas e apos esse intervalo o intumescimento €
lento até obter-se um equilibrio. Na matriz contendo 2,0% de PEG observou-se um menor
intumescimento se comparado aos demais. Os hidrogéis de PVAI+PVP 0, 0,5, 2,0 € 4,0%
de PEG sdo respectivamente, 105,0, 76,0, 54,0 e 74,1%. Os dados indicam que h&a um
limite de concentragio do PEG que altera a reticulagéo fisica das membranas e acima dessa
concentragdo ha uma tendéncia a difundir-se para fora do hidrogel, mantendo-se a

superficie da matriz com excesso de PEG.
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FIGURA 24 — Curva de intumescimento das matrizes de hidrogéis obtidas por ciclo

térmico compostas de PVAI+PVP, variando-se da concentragdo de PEG.
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5.2.2 Fraciéo gel

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados de fracdo gel das amostras, a
matriz de hidrogel contendo 2,0% de PEG apresenta maior porcentagem de gel, se
comparado as concentragdes 0,5 e 4,0%, corroborando com a menor taxa de
intumescimento. Acima dessa concentracdo de PEG observa-se que a porcentagem de gel

fisico ndo aumenta.

TABELA 6 — Porcentagem (%) da fragio de gel das matrizes de hidrogéis PVAI + PVP

conforme a variagdo da concentragdo (%) de PEG, obtidas por reticulagdo térmica.

Membranas Fragio gel (%)
PVAI + PVP 10,1
PVAIl +PVP + 0,5 % PEG 25,5
PVAI +PVP + 2,0 % PEG 40,7
PVAIl +PVP + 4,0 % PEG 32,7

5.2.3 Anilise termogravimétrica (TGA / DTGA)

O perfil de decomposicio do PVAI apresenta dois eventos, 0 primeiro
ocorrendo por volta de 272,3 °C, associado & perda de agua por desidroxilagdo e o segundo
por volta de 408,3 °C, atribuido a decomposigio da cadeia principal do PVAL Para o PVP
observa-se um evento relacionado a degradagdo, com temperatura de inicio de
decomposigdo em 410,4 °C. Os dois eventos de decomposigdo que sio observados nas
matrizes de PVAI+PVP+PEG, referem-se as decomposi¢des do PVAI e do PVP,
respectivamente, como pode ser observado nas figuras 25 e 26. Também foi observado a

presenca de residuos que néio foram decompostos na temperatura submetida aos polimeros.
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FIGURA 25 — Curvas de TGA dos hidrogéis obtidos por ciclo térmico PVAI+PVP

variando-se a concentragdo de PEG.
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FIGURA 26 — Curvas de DTGA dos hidrogéis obtidos por ciclo térmico PVAI+PVP,

variando-se a concentracdo de PEG.

Os hidrogéis foram desidratados a 50 °C a vacuo até peso constante para a

obtengdo das analises térmicas, para evitar a interferéncia da agua. A tabela 7 mostra que
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ainda ficou uma frac¢do de agua representada pelo primeiro evento ao redor de 80 °C. Esse

evento se estende até 180 °C para alguns casos indicando a perda concomitante do PEG.

TABELA 7 - Apresenta os valores de Tonset € 0 teor de residuos das membranas de

hidrogéis reticuladas por ciclos térmicos.

Membranas  1* T (°C) TC) FTCC) Residuo

(agua) (%)

PVAI puro - .4 50 408,3 59

PVP puro - - 4104 5.9

PEG 300 - 251.7 - -

PVAl +PVP +0.5% 100 2712 406,4 5,0
PEG

PVAI +PVP +2.0% 80 2582 408.,4 4,0
PEG

PVAI + PVP + 4.0% 80 2573 408,3 3,0
PEG

Observa-se para as membranas de 2,0 e 4,0 % um deslocamento relativamente
pequeno da Tt atribuida, principalmente, ao PVAI para temperatura inferior. No entanto,
na DTGA nio ha deslocamento da temperatura de decomposic¢do. Isso indica que ndo ha
formacdo de reticulo quimico. Da mesma forma observa-se que para o evento principal de
decomposi¢do do PVP praticamente ndo ocorreu nenhuma alteragdo de Towset OU

temperatura maxima decomposi¢ao (T max).

5.2.4 Analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A temperatura de transicdo vitrea para o PVP € a 150 °C, e a essa temperatura
ha também a contribuigido do evento de desidratagdo intrinseco da parte cristalina do PVAL
O PVAI puro apresenta os valores de T a 60,7 °C da parte amorfa e um pico a 219 °C
referente 4 fusdo da fase cristalina presente no PVAl Como resultado das matrizes de
hidrogéis PVAI+PVP, variando-se as concentragdes de PEG. Na figura 27 observa-se um
deslocamento com valores maiores de temperatura apresentando uma deformacg@o dos

picos que estdo representando a T,. Os valores da transigéo vitrea para cada composigéo
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analisada foram: 180, 170 e 165 respectivamente para PVAI+PVP 0,5%, 0,2% e 4,0% de

PEG. Verifica-se também proximo a 217 °C um ombro relativo a fusdo do PVAL

S Ll
——PVP pure
k — PVAl puro
i T PVA+PVP+05%PEG
——— PVAI+PVP+2,0% PEG
——— PVAI+PVP+4,0% PEG

& o
=
@

Fluxo de calor (mW)

50 10 150 200 250
Temperatura (°C)
FIGURA 27 — Curvas de DSC das matrizes de hidrogéis de PVAI + PVP obtidos ciclos

térmico, variando a concentracdo de PEG.

5.2.5 Analise de infravermelho (IR)

Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho observados na figura 28
apresentam uma banda larga na regiio de 3500 cm™ atribuida ao estiramento do grupo
O-H. Observa-se para a matriz de hidrogel com 2,0% de PEG um pico mais alargado na
regido 3500 a 3000 cm™ indicando a interferéncia do PEG. A presenga de picos na regido
1070 - 1095 cm™ ¢ relativo ao estiramento do grupo C-O-C do PVAI sobreposto ao sinal
do PEG (C-O-C) e em 1666 cm™ ¢ atribuido ao estiramento C=0 do PVP. Os espectros
nao evidenciam a interagdo quimica do PEG, PVP e PVAI, apenas constatam a presenga

dos componentes nas membranas.
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FIGURA 28 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho das matrizes de hidrogéis

obtidas por ciclo térmico variando-se 2 concentragio de PEG.

5.2.6 Microscopia eletrdnica de varredura (MEYV)

As micrografias das matizes de hidrogéis PVAI+PVP obtidas por reticulagdo
térmica variando-se a concentragio de PEG sio ilustradas na figura 29. As analises das
membranas foram feitas de forma qualitativa. A micrografia na superficie de fratura
apresenta homogeneidade com semelhante perfil de rugosidade para as matrizes 0,5% e
2,0% PEG.

FIGURA 29 — Micrografias em MEV da superficie de fratura das matrizes de hidrogéis
obtidas por reticulag@o térmica PVAI+PVP variando-se a concentragdo de PEG (A) 0,5%

(B) 2,0%.
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5.2.7 Membranas de hidrogéis obtidas por sintese térmica
A Figura 30 ilustra as matrizes de hidrogéis preparadas por ciclo térmico como

um material flexivel e macio. A cor esbranquigada ¢ tipica da cristalizagdo do PVAL

FIGURA 30 — Fotos das matrizes de hidrogéis sintetizadas com PVP+PVAI+PEG por

ciclos térmicos.

5.2.8 Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade mostrou comportamento semelhante ao controle
negativo, ou seja, as membranas testadas ndo apresentaram toxicidade, como pode ser
observado na figura 31 pelo resultado negativo. Desta forma, ¢ possivel afirmar que os
hidrogéis sintetizados por reticulagdo térmica sdo, portanto, caracterizados como ndo-

citotoxicos. Além disso, este teste garante que nfo houve contaminagdo durante o

experimento.
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FIGURA 31 — Curvas de viabilidade celular das matrizes de hidrogéis pela incorporagédo

do vermelho neutro, obtidas por ciclos térmicos.
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5.3 RETICULACAO TERMICA PVA+PEG COM ESTERILIZACAO

5.3.1 Intumescimento

As membranas de hidrogéis fisicos foram obtidas por ciclos de congelamento
por 14h a -24 °C e descongelamento e por 10h a temperatura ambiente, assim completando
um ciclo de 24h e esse ciclo foi repetido por dez vezes. Além de simples sintese foi

verificada a influéncia do processo de radiagdo nas membranas fisicas que foram

esterilizadas por irradiagéio gama, a 25 kGy.

Pode ser observado na figura 32, o perfil do intumescimento em agua dos

hidrogéis em fung¢do do tempo, antes e depois da esterilizagéo.

Nos perfis de intumescimento (fig. 32) das matrizes, obtidas por
congelamento e descongelamento com PEG podem ser observados valores mais elevados
do que da matriz de PVAI (linha preta). O equilibrio de agua foi alcangado apo6s 50h.
Também foi observado que as matrizes que contém o PEG incham mais intensamente do
que a membrana 10% de PVAL puro. O mecanismo de formagdo do hidrogel ocorre com o
congelamento da agua, os cristais de agua forgam as moléculas de PV Al a se separarem em
outra fase. Comprimindo-se as moléculas de PVAI essas se cristalizam fazendo com que a
solugio dé forma a um gel fisicamente reticulado. A partir de subsegiientes

descongelamentos dos cristais de gelo ha a formagao do reticulo até um equilibrio que foi

observado com dez ciclos.
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FIGURA 32 — Curvas de intumescimento em agua das matrizes de hidrogéis de PVAI com

diferentes concentragdes de PEG. (A) antes da esterilizagdo (B) apos esterilizagdo.
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Um ntmero maior de ciclos ndo influenciou na formagéo do reticulo fisico.
Estes resultados mostram que em presenga de PEG formam-se membranas de PVAI mais
densas de que em relagdo as membranas de PVAI na presenga de PVP. O equilibrio de
intumescimento em agua das matrizes de hidrogéis com diferentes concentragdes de PEG,
0, 0,5, 2,0 e 4,0 %, obtidos por reticulagio térmica normal foram respectivamente 9,7;

13,0; 13,4% e 18,7% e nas reticuladas esterilizadas foram 14.3; 20,8; 21,0 e 22,4%.

Os perfis de intumescimento das membranas esterilizadas foram modificados
como efeito do processo da radiagdo nos hidrogeis poliméricos. Da mesma forma o
percentual de inchamento em agua (fig. 32) foi obtido apos 60h. Observou-se que O
intumescimento aumenta na presenga de PEG, porém ndo aumenta linearmente com sua
concentra¢do. Sendo os valores do intumescimento mais elevados apés a esterilizag@o,
postula-se que o reticulo fisico do PVAL cristalizado sofreu perturbagdo e provavelmente
foi destruido por radiagdo durante a esterilizagdo em todos os casos aumentando a

porcentagem de agua absorvida.

5.3.2 Fracio gel

Os resultados de fracdo gel estdo apresentados na tabela 8. Observa-se um
efeito do PEG no sentido de diminuir o conteado do gel, o que justifica 0 aumento dos
valores do inchamento. Apos a esterilizagdo os percentuais de gel aumentam em todas as
matrizes incluindo o PVAI esterilizado. O reticulo fisico obtido termicamente ndo ¢
destruido pela radiagdo, mas ¢ realgado (tab. 8), principalmente na presenga do PEG. O
valor baixo da fracdo gel foi associado a separagdo dos cristais provocado pela alta

temperatura submetida a esse tipo de reticulag@o.

O gel obtido por ciclos térmicos € definido como gel fisico, suas cadeias sdo
formadas por ligagdes ionicas e pode ser convertido em polimero por aquecimento.
Observou-se que durante o processo de esterilizagiio a rede foi modificada também pela
formagio de ligagdes cruzadas na competicdo com a cisdo de cadeia que ocorre nos
segmentos de cadeia ndo reticuladas termicamente. Essas ligagdes cruzadas resultantes de
radicais formados durante a esterilizagdo, alteram o gel insoluvel indicando a formagao de

estrutura diferente no polimero.
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TABELA 8 — Valores de fragio gel das matrizes de hidrogel composto de PVAL obtidas

por reticulagdo térmica, variando a concentra¢do de PEG.

Amostras Gel ndo esterilizado (%) Gel esterilizado (%)
PVAI 10 % 1.9 10,0
PVAl+PEG0,5 % 5.7 11,4
PVAl+PEG 2,0 % 57 12,0
PVAl+PEG 4,0 % 4.8 8.8

5.3.3 Analise termogravimétrica (TGA / DTGA)

Os perfis de decomposigdo das amostras estdo apresentados nas figuras 33a, e
33b, observar-se que para todas as amostras analisadas a presenga de residuos apos a
decomposigdo dos polimeros necessitando de maior temperatura para total degradagéo. Os
valores de Tonset €5t30 na tabela 9, observou-se que a matriz com 2,0% PEG esterilizada
alcancou temperatura maior para O inicio da decomposigdo, provavelmente, devido a
organizagdo dos cristais formados pela reticulagio. Também foi observada uma variagado
de temperatura significativa no inicio da decomposigio das matrizes com 2,0 e 4,0% apos a

esterilizagdo, quando comparadas com as matrizes antes da esterilizagdo.

TABELA 9 — Valores de Tonset € de residuos das matrizes de hidroggis, obtidos por

reticulagiio térmica, esterilizados e nao esterilizados.

Amostras Tonst  Residuo i Residuo (%)

(%) esterilizado  esterilizado

PEG 300 puro 259,0 i ND ND
PVAI puro 273.3 5,9 ND ND
PVAI+PEG0,5%  270,1 45 266,0 7.6
PVAI+ PEG 2,0% 278,5 58 279,8 5,4
PVAlI +PEG 4,0 % 2945 43 2678 6,0

ND - Nio determinado; Tonser: inicio de temperatura de degradagao.
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5.3.4 Analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
A tabela 10 apresenta a variagdo nos valores dos Ty (picos de fusdo) da parte
cristalina do PVAI das matrizes de hidrogéis obtidas por reticulagdo térmica antes da

esterilizacdio e depois da esterilizag@o por radiagdo gama.

TABELA 10 — Resultados da Ty das matrizes de hidrogéis antes e depois da esterilizagao
por irradiagdo gama a 25 kGy.

Nio esterilizados (Tn°C) Esterilizados (Tn°C)
PVAL Puro* 150/217 ND
PVAL + PEG 0,5 % 183/201 198
PVAL + PEG 2,0 % 155/205 169/208
PVAL + PEG 4,0 % 152/210 161/212

ND/* - Amostras puras e ndo esterilizada.

Na figura 35a e 35b podem ser observados picos de fusdo atribuido a0 PVAl do
reticulo fisico formados na amostra PVAIL + 0,5 % PEG e nas demais matrizes apresentam-

se picos com menor intensidade relativos a desidroxilagéo e fusdo do PVAL.

Os perfis das curvas de DSC podem confirmar as alteragdes provocadas pelo
efeito da radiacio gama durante o periodo de esterilizagdo. Na fig. 35b relativas as
membranas de hidrogéis esterilizados e desidratados observa-se a persisténcia de cristais
de PVAI pelo pico de fusdo a 198 °C.
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FIGURA 35 — Curvas DSC PVAI matrizes de hidrogéis obtidas por: (A) reticulagdo

térmica variando-se a porcentagem de PEG (B) Esterilizados por radiagdo gama a 25 kGy.



52

5.3.5 Analise de Infravermelho (IR)

Na tabela 11 estdo representados os valores dos picos de estiramento
encontrados. Na analise de FTIR para as matrizes de hidrogéis reticuladas pelo processo
térmico. Ha um indicativo de que a reagdo do PVAI com 0,5% de PEG promova um
estreitamento no pico de O-H como efeito da formacio de ligagdo de hidrogénio entre as
cadeias na intensidade da banda do O-H formando ligagdes de hidrogénio entre as cadeia
do PVAI e do PEG [76], como pode ser observado na figura 36. Observa-se que 0s demais

picos ndo foram deslocados.

TABELA 11 - Bandas de infravermelho encontradas nas matrizes de PVA+PVP.

Bandas (cm™) Estiramento relativo
3000-3500 O-H PVAI
1142 C-O0 PVAI
1150-1060 C-0-C PEG
1070-1095 C-OH PVAI
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FIGURA 36 — Espectro de absor¢ao na regidgo do infravermelho das membranas de

hidrogéis obtidos por ciclo térmico variando a concentragdo de PEG.
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5.3.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias das membranas de hidrogéis figura 12 apresentam
homogeneidade com aglomerados em forma de laminas para a concentragdo 0,5% de PEG.
Quando se aumenta a concentragdo do PEG para 2,0% o material ndo apresenta separagéo

em placas.

FIGURA 37 — Micrografias de MEV da superficie de fratura das membranas de hidrogeéis
PVAI+PEG obtidas por reticulagio térmica variando-se a concentragdo de PEG (A) 0,5 %
(B) 2,0%

5.3.7 Membranas de hidrogéis de PVAIl + PEG obtidas por ciclos térmicos
A Figura 38 ilustra as matrizes de hidrogéis preparados por ciclo térmico como

um material flexivel e macio. A cor esbranquigada ¢ tipica da cristalizagdo do PVAL

FIGURA 38 - Membranas de hidrogéis PVAl obtidas por reticulagdo térmica variando-se

a concentragéo de PEG.
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5.3.8 Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade mostrou comportamentos semelhantes ao controle
negativo, ou seja, as membranas nao apresentaram toxicidade. Todos os extratos
apresentaram resposta negativa. Desta forma, ¢ possivel afirmar que os hidrogeis
sintetizados por reticulagio térmica, sao caracterizados como ndo-citotoxicos, como pode

ser observado na figura 39.
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41—m— PVAI puro
—m—PVAI+ 05% PEG
PVAI+ 40% PEG
—m—PVAl+ 2,0% PEG
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Viabilidade celular (%)
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FIGURA 39 — Curvas de viabilidade celular das matrizes de hidrogéis pela incorporagao

do vermelho neutro.

5.4 - RETICULACAO QUIMICA PVAKPVP+ACIDO CITRICO

As membranas de hidrogéis obtidas por reticulagdo quimica foram sintetizadas
usando 4cido citrico como agente reticulante e acido cloridrico como catalisador. Para uma
mesma relacdo de PVAL / PVP variou-se a concentragio do acido citrico. A concentragao
maxima utilizada foi de 3,0% de acido citrico que apresentou caracteristicas estaveis.
Também foi preparada uma matriz PVP + PVAI sem agente reticulante para comparagao.
Quando colocada em agua a membrana desintegrou-se impossibilitando as analises €

indicando que este sistema sem agente reticulante ndo se mantém estavel.
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5.4.1 Intumescimento

A figura 40 mostra as curvas de intumescimento das membranas de reticula¢do
quimica. A matriz PVAl +PVP + 0,5 % de acido citrico intumesce relativamente mais do
que as matrizes com 2,0 € 3,0 % de agente reticulante. Quando aumenta a concentragio do
4cido citrico diminui o intumescimento, o que ¢ atribuido ao aumento da reticulagdo da
membrana. Os valores de equilibrio de intumescimento em agua das matrizes de hidroggéis
com diferentes concentragdes 0,5, 2,0 e 3,0% de 4cido citrico foram respectivamente 58,7,
44,5 e 40,4%.

Intumescimento (%)

20 4 —m— PVAI+PVP+0,5% Acido
—m— PVAI+PVP+2,0% Acido
—m—PVAI+PVP+3,0% Acido

0+ : T T T T T
0 15 30 45

Tempo (h)
FIGURA 40 — Curvas de intumescimento da matriz de PVAl + PVP variando-se a

concentragdo de acido citrico.

5.4.2 Fracéo gel

O conteudo de fraco gel esta associado a extensdo de reticulagiio da matriz. A
tabela 12 apresenta a porcentagem da fracdo gel das matrizes de hidrogéis. O resultado esta
também relacionado a capacidade de intumescimento, quanto maior o grau de reticulag@o
da matriz menor ¢ o grau de intumescimento e isto, foi verificado nas formulagdes

preparadas.
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TABELA 12 — Fracgio gel em porcentagem (%) das matrizes de hidrogel obtidas por

reticulagdo quimica.

Membrana Fragdo gel (%)
PVP + PVAI + 0,5 acido citrico 40,0
PVP + PVAI + 2,0 acido citrico 59,6
PVP + PVAI + 3,0 acido citrico 67,1

5.4.3 Anilise termogravimétrica (TGA / DTGA)

Importante ressaltar que a membrana reticulada apresenta um resultado de
maior estabilidade térmica como observado na figura 41. O evento de decomposi¢do do
PVAI que se inicia em 273 °C é deslocado para uma temperatura superior de 80 °C de
tabela 13, nas concentragdes utilizadas no estudo evidenciando o aumento da estabilidade
térmica. O evento de decomposigio do PVP ndo sofre alteragdes significantes. Os valores

de perda de massa das membranas e de residuo final sdo praticamente os mesmos.

Como pode ser observado na figura 42, as curvas de DTGA comprovam o
aumento da estabilidade térmica pelo deslocamento da temperatura méxima de
decomposigio do PVAI a reticulagdio quimica modifica a estrutura do polimero
dificultando a sua decomposigio. Observa-se na mesma figura que o PVP se mantém com

a mesma Tax.
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FIGURA 41 — Curvas de decomposigio térmica dos hidrogéis por reticulagdo quimica,

variando-se a concentragio de acido citrico.
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FIGURA 42 — Curvas de DTGA de hidrogéis PVAIl / PVP por reticulagio quimica.

TABELA 13 - Resultados da Touet da perda de massa e do residuo das matrizes de

hidrogéis PV Al+PVP+acido citrico, obtidos por reticulagdo quimica.

PT(°C) 22 T(°C) 3*T(°C) Perdade Residuo

(agua) massa (%) (%)

PVP puro - - 410,7 95,2 4.8

PVAI puro - 2733 408,3 941 5,9

PVP + PVAI + 0,5 acido 105 349,0 4253 94,4 5,6
PVP + PVAI + 2,0 acido 105 358,0 4243 95,8 4,2
PVP + PVAI + 3,0 acido 105 358,0 4247 94.5 5.5

T= Temperatura inicial de decomposi¢do do evento.

H4a também uma diferenca de cerca de 15°C para o inicio de decomposi¢do do
terceiro evento. Atribui-se essa diferenga a contribuicdio do terceiro evento da
decomposigido do PVALl reticulado pois a estabilidade da pirrolidona ao ataque acido torna

pouco provavel a ocorréncia de reticulagido no PVP.

5.4.4 Anilise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
Como pode ser observado na figura 43 as curvas de DSC o pico localizado a
150 °C atribuido ao PVP nfo sofreu deslocamento, porém nesse evento também ha a

contribui¢iio de desidratagio do PVAL O pico atribuido a fusdo do PVAI (219 °C) €
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deslocado de cerca de 5 — 9 °C com diminuigio de intensidade. Isto indica que com a
reticulagdo quimica do PVAI diminuem as cadeias livres para cristalizagdo Os valores das

curvas de DSC foram associados a segunda varredura.
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i — PVAI+PVP+0,5% acido citrico

—PVAI+PVP+2,0% acido citrico

-§ —— PVAI+PVP+3,0% acido citrico
@

I L ) % ) L 1 y ]
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FIGURA 43 — Curvas de DSC primeira fusdo PVP + PVAI variando-se a porcentagem de

acido citrico.

Na tabela 14 estdo apresentados os valores da temperatura das matrizes de
hidrogéis obtidos por reticulagdo quimica. A temperatura de 219 °C foi atribuida a parte
cristalina do PVAL como o PVP € amorfo ndo contribuiu com esse evento. A baixa
intensidade do pico em cerca de 210 °C, esta relacionado com a diminuigdo de

cristalinidade do PVAI em razdo da reticulacio

TABELA 14 - Valores de Trdas matrizes de hidrogéis PVP+PV ALl + acido citrico.

Amostras T (°C)
PVAI puro 219
PVP puro* -
PVAI + PVP + 0,5% Acido citrico 210
PVAL+PVP + 2,0% Acido citrico 210
PVAI + PVP + 3,0% Acido citrico 215

* Polimero amorfo ndo apresenta Tr.
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O mecanismo que ocorre de reticulagdo do PVALI envolve o ataque nucleofilico
catalisado por acido. O carbono carbocatio do acido citrico é protonado. O atomo de
hidrogénio do PVAIl age como nucledfilo sobre o C carboxilico formando o estado
intermediario. A deslocalizagio eletronica no atomo de oxigénio € estabilizada como

conseqiiéncia da eliminag¢do da molécula de agua.

PVAI
I PVAI
q C o I PV‘Al
/—AH+ HO e OH =il 0
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FIGURA 44 - Mecanismo que ocorre na reticulagdo do PVAI envolvendo o acido citrico.

5.4.5 Anailise de infravermelho (IR)

Na tabela 15 estdo apresentadas atribuicdes as bandas dos espectros de
infravermelho obtidos para as matrizes de hidrogéis por reticulagdo quimica variando-se a
concentragio de acido citrico. Como pode ser observado na figura 45, a menor intensidade
relativa e o estreitamento da banda correspondente as ligagdes O-H (3000 a 3500 cm™)
indica que houve condensagdo. Aumentando-se a concentrag@o de acido citrico para 2,0%
observa-se maior estreitamento do pico. Nota-se também o deslocamento do sinal atribuido
4 carbonila do PVP de 1660 — 1640 cm™ quando o PVAI é adicionado. O deslocamento
dessas bandas para menores valores de freqiiéncia indica a formacgdo de ligagdes de
hidrogénio entre os grupos carbonila e hidroxila como resultado das interagdes de PVAI
com o PVP [77]. O aparecimento de sinal relativo a carbonila do PVAI reticulado ¢
observado no espectro do 2,0% de acido citrico a 1736 cm™, enquanto que o estiramento

do grupo C-O-C do éster é observado a 1100-1050 cm™.
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TABELA 15 — S3o apresentadas as principais bandas de infravermelho encontradas nas

matrizes de hidrogéis PVA+PVP, variando-se a concentragio de acido citrico.

Banda (cm™) Estiramento relativo

3000-3500 O-H PVAI
1142 C-0 PVAI
1666 C=0 PVP
1290 C-N PVP

600-550 N-C-O PVP

1100-1050 C-O-C  Ester

1736 C=0 Reticulado

100 N
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PVAIpuro
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FIGURA 45 — Espectros de absor¢io na regifio do infravermelho das membranas dos

hidrogéis obtidos por reticulagdo quimica.

5.4.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Como podem ser observadas na figura 46 as micrografias das membranas de

hidrogéis estudadas mostram material homogéneo. Observa-se que a matriz de hidrogel

com 0,5% de acido citrico apresenta uma rugosidade elevada na superficie de fratura que

diminui com o aumento da concentragio de acido citrico para 2%.
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FIGURA 46 - Micrografias de MEV da superficie de fratura para as matrizes de hidrogéis
PVAI+PVP variando-se a concentragio de acido citrico (A) 0,5% (B) 2,0%

5.4.7 Matrizes de hidrogéis PVP+PVAl+Acido citrico

As matrizes de hidrogéis obtidas por reticulagdo quimica apresentam
caracteristicas fisicas diferentes das reticulacdes obtidas por irradiagdo gama e reticulagao
fisica, como sdo ilustradas na figura 47a e 47b. Quando submetida ao intumescimento

apresenta-se em forma de hidrogel mantendo-se maleavel.

FIGURA 47 — Fotos das matrizes de hidrogéis PVP+PVAl+Acido citrico, obtidos por

reticulagdo quimica.(A)Antes do intumescimento (B) Apos intumescimento.

5.4.8 — Citotoxicidade

Como no resultado do teste nio foi observado halo de toxicidade ao redor ou
sobre as amostras das células, e estas que se mostraram integras sem nenhuma alteragdo
morfolégica, apresentando comportamento idéntico a curva do controle negativo, figura
48, entdo é possivel afirmar que os hidrogéis sintetizados por reticulagio quimica
desenvolvidos nesse trabalho nfio causam morte ou prejuizo & populagdo celular sendo,
portanto, caracterizados como nao-citotoxicos.

COMISSAD HATIONAL IIE 4 Sk NUCLEAR/SP-PEN
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FIGURA 48 - Curvas de viabilidade celular das matrizes de hidrogéis pela incorporagédo

do vermelho neutro.

5.5 RETICULACAO QUIMICA PVAHPEG+ACIDO CITRICO

5.5.1 Intumescimento

A absor¢do de agua ocorreu mais rapida nas primeiras 6 horas, devido a
superficie hidrofilica e capilaridade. No estagio que se estende até as 16h a absorg¢do ocorre
com menor velocidade mantendo um equilibrio, provavelmente, a uma relaxagéo lenta da
rede polimérica. A figura 49 permite observar que quanto maior a concentra¢do do acido
citrico menor € a quantidade de agua absorvida, devido a maior reticulagdo entre as cadeias

poliméricas.

Os valores apresentados do intumescimento pelo processo de reticulagio
quimica das membranas de hidrogéis de PVAI + 1,5% de PEG com 0,5, 2,0 e 4,0% de

acido citrico sdo respectivamente 28,3, 22,0 e 20,5%.
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FIGURA 49 — Curva de intumescimento das matrizes de hidrogéis de PVAl + PEG

variando-se a concentragdo de acido citrico.

5.5.2 Fragio gel

Observa-se que com o aumento da concentrac@o do acido citrico nas matrizes
de hidrogéis ocorre uma variagio na formagdo de ligagdes cruzadas, aumentando a
porcentagem (%) da fragdo gel. Com isso ocorre um decréscimo nos valores que exprimem

o grau de equilibrio de intumescimento das matrizes, tabela 16.

TABELA 16 — Apresenta a fragdo gel em porcentagem (%) das matrizes de hidrogéis

PVAI + 1,5% de PEG obtidas por reticulagdo quimica, variando a concentragdo de acido

citrico.

Membranas Fragdo gel (%)
PVAI + PEG + 0,5 % Acido 62,3
PVAI + PEG + 2,0 % Acido 76,8
PVAI + PEG + 4,0 % Acido 82,2

5.5.3 Anilise termogravimétrica (TGA / DTGA)
Como pode ser observado nas figuras 50 e 51 hda um aumento na estabilidade

térmica das matrizes de hidrogéis quando submetidos a variagfio da concentragéio do acido
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citrico. A formagfo de rede polimérica estabiliza termicamente a membrana € 0 inicio de
decomposigdo ocorre a temperatura superior quando comparado com o PVAI puro.

Nos termogramas dos hidrogéis da fig. 51, no intervalo de 100-200 °C observa-
se um evento relacionado as trés matrizes de hidrogéis, esse evento representado na curva
de derivada indica duas perdas, a eliminagdo de agua e em seguida a perda de massa
atribuida ao PEG.

100 —— PVAI puro

— PEG 300

— PVAI+1,5% PEG+0,5% Acido
— PVAI+1,5% PEG+2,0% Acido
_ PVAI+1,5% PEG+4,0% Acido
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FIGURA 50 — Curvas de TGA das matrizes de hidrogéis PVAI+ 1,5% de PEG variando-

se a concentragdo de acido citrico.
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FIGURA 51 — DTGA das matrizes de hidrogéis PVAI+ 1,5% de PEG variando-se a

concentragdo de acido citrico.
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Observa-se um aumento da temperatura no inicio de decomposi¢do nas
membranas reticuladas com acido citrico de cerca de 75 °C de diferenga, relacionando-se
aos valores de temperatura dos polimeros puros, de acordo com o segundo e terceiro

eventos de decomposigio (2° T e 37 T) da tabela 17.

TABELA 17 — Tonset € perda de massa das membranas de hidrogéis.

Amostra "ECy 2ZE¢0) FT€C) Perda de
(agua) massa (%)
PVAI puro - 272,3 4083 94,1
PEG 300 . 2574
PVAIL+ 1,5% PEG + 110 351 4430 95,8

2

0.5% acido citrico

PVAl + 1,5% PEG + 110 346,5 4430 95,2

3

2.0% acido citrico

PVAI + 1,5% PEG + 110 345.6 4479 94.4

3

4,0% acido citrico

T= Temperatura inicial de decomposi¢@o

Com referéncia ao terceiro evento de decomposicdo observa-se um
deslocamento de temperatura de decomposicdo de cerca de 30 °C. Esse deslocamento esta
associado a reticulagiio e é mais acentuado que no caso anterior da reticulagdo em presenca
do PVP. Estima-se que a presenca de ligagdes de hidrogénio entre PVP e PVAI do caso
anterior tenha restringido a uma reticulagio mais extensa das cadeias de PVAL Isto ¢
corroborado pelos valores de intumescimento onde se observa que as membranas

PVAI+PVP+4cido citrico intumescem mais que as de PVAI + 4cido citrico.

5.5.4 Analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A medida que ocorre a reticulagdo o evento de desidroxilagdo do PVAI desloca-
se bem como a temperatura de fusdo que diminui. Para a membrana 4,0% acido citrico
observa-se na figura 52 uma fusdo alargada entre 160-200 °C. A tabela 18 indica a
temperatura de fusio (T¢) é uma fungio da densidade de reticulagdo, e segundo
Mandelkern, a area obtida na curva para o calor de fusdo € maior quanto mais alto o grau

de cristalinidade [78]. Para o nosso sistema pode ser observada uma tendéncia em diminuir
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o ponto de fusdo e a cristalinidade para todas as matrizes de hidrogeis, com 0 aumento da

concentragio de agente reticulante e, portanto, da extensdo da reticulacdo.

——PVAIl puro

—_PVAI+1,5% PEG+ 0,5% Acido citrico
—__PVAI+ 1,5% PEG+ 2,0% Acido citrico
—__PVAI+ 1,5% PEG+ 4,0% Acido citrico

Fluxo de calor (m\W)
Endo «+———

S IR T R
Temperatura (°C)
FIGURA 52 - Curvas de DSC das matrizes de hidrogéis PVAL + 1,5% de PEG, variando-

se a concentragdo de acido citrico.

TABELA 18 — Valores dos picos de fusdo (Ty) para as membranas de hidrogéis reticulagao

quimica PVAI+1,5% PEG variando-se a concentragdo de acido citrico.

Amostras T (°C)
PVAI puro 29
PVAI + 1,5% PEG + 0,5% Acido citrico 218
PVAI + 1,5% PEG + 2,0% Acido citrico 214
PVAI + 1,5% PEG + 4,0% Acido citrico 182-210

Comparando-se a estabilidade térmica em termos de temperatura de inicio de
decomposicio ( tab. 4, tab. 13 e tab. 17) verifica-se:
1) Que os eventos de perda de massa sdo moderadamente deslocadas para
temperatura superior no caso da reticulagdo gama.
2) Que o primeiro evento de decomposigdo do PVAL ¢ fortemente deslocado para
temperatura superior (indicando uma estabilidade) na reticulagéo quimica das

membranas de PVAl / PVP, fato justificado pela presenca de ligagGes de
hidrogénio.
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3) Que para as membranas de PVAI na reticulagdo quimica outros eventos de

decomposigio do PVAI sdo fortemente deslocados para temperatura superior.

5.5.5 Analise de infravermelho (IR)

Os valores dos picos principais da figura 53 estdo descritos atribuidos na tabela
19. Observa-se a presenga do PEG no PVAL O aparecimento do pico a 1709 cm’ refere-se
ao estiramento do pico C=0 de ésteres formado pelo PVAI e acido citrico. O estiramento
de C-O-C do éster formado ¢ observado a 1096 cm™ com deslocamento da absorgdo de

C-0-C do PEG para 1143 cm’ demonstrando a interagio deste com o PVAL

TABELA 19 — Atribuigdes das principais bandas de infravermelho encontradas nas

matrizes de hidrogéis PVA+1,5% PEG, variando-se a concentragio de acido citrico.

Bandas (cm™) Estiramento relativo
3000-3500 O-H PVAI
1088 C-O0 PVAI
1130-1100 C-0-C PEG
1096 C-0-C éster
1709 C=0 reticulado
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FIGURA 53 - Espectro de absor¢do na regifio do infravermelho das membranas de

hidrogéis, obtidas por reticulagdo quimica, variando a concentragdo de acido citrico,
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5.5.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As micrografias das membranas de hidrogéis estudadas sdo ilustradas na figura
54. A micrografia na superficie de fratura apresenta homogeneidade das matrizes de
hidrogéis. Nao foi observado mudanga na morfologia variando-se a concentragio do acido
citrico. Nas condigdes submetidas de analise ndo foi possivel observar a presenca de poros.

Apenas foi possivel observar o empacotamento apresentado em forma de 14minas.

FIGURA 54 — Micrografias de MEV da superficie de fratura das matrizes de hidrogéis
PVAI + 1,5% de PEG, variando-se a concentragio de acido citrico (A) 0,5% (B) 2,0%

5.5.7 Matrizes de hidrogel quimico
A figura 55 ilustra as membranas de hidrogéis PVAI+1,5% de PEG obtidas pelo

processo quimico, variando-se a concentragio de acido citrico.

FIGURA 55 - Hidrogel PVAI + PVP + 1,5% PEG + écido citrico (A) 2,0% (B) 4,0 %
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5.5.8 - CITOTOXICIDADE

O teste de citotoxicidade mostrou comportamentos semelhantes ao controle
negativo, ou seja, nenhuma das diferentes composigdes reticuladas apresentou toxicidade.
Desta forma, é possivel afirmar que os hidrogéis sintetizados por reticulagdo quimica
desenvolvidos nesse trabalho niio causam morte ou prejuizo a populagdo celular sendo,
portanto, caracterizados como ndo-citotoxicos, como pode ser observado na figura 56. O
teste de citotoxicidade também garante que ni3o houve contaminagdo em quantidade

significativa durante o processamento, nio comprometendo o experimento.
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FIGURA 56 - Curvas de viabilidade celular pela incorporagdo do vermelho neutro das
matrizes de hidrogéis PVAI+1,5% PEG obtidas por reticulagdo quimica, variando-se a

concentragdo de acido citrico.

5.5.9 LIBERACAO DO GLUCANTIME

A liberagdo do farmaco foi estudada a partir da incorporagdo do glucantime em
matrizes obtidas por processos diferentes de reticulagdo: gama PVAI+PVP +0,5% de PEG,
térmico PVAI+PVP+2.0% de PEG, PVAI+2,0% de PEG e quimico PVAI+PVP+2,0%
acido citrico.

Foram selecionadas as matrizes que apresentassem maior reticulagéo e, portanto,

pudessem liberar o farmaco de forma lenta e continua. Segundo Y. Ikeda et al [79] a area
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disponivel para a difusdo do soluto é o espago livre que existe entre as cadeias
macromoleculares de hidrogéis e quanto mais reticulado for o hidrogel, menores serdo os
espagos entre elas. Quando os espagos entre as cadeias forem preenchidos por agua ou
fluidos biologicos, alcangando equilibrio de intumescimento, essas cadeias se alongaréo e

as particulas menores se difundirdo para fora da matriz de hidrogel.

As amostras dos hidrogéis com a concentragdo do farmaco foram colocadas em
frascos com 10 mL de 4gua e colocadas em uma centrifuga com temperatura controlada a
37,8 °C. Apés 1 hora do inicio do experimento foi colhida uma aliquota de 1 mL a cada
hora por um periodo de 6 horas e outra aliquota de 1 mL ap6s 24 horas de ensaio. Supde-
se que este tempo foi suficiente para que o estado estacionario para a liberagdo do
glucantime fosse estabelecido. Isto foi baseado no fato de que o mecanismo de difusdo
deste sistema controlado por intumescimento da matriz polimérica reticulada a difuséo

deve aumentar 4 medida que a agua penetre no polimero.

A analise da cinética deste processo evidenciou um valor proximo de
concentracdo da liberagdo do farmaco entre as matrizes obtidas pelo processo quimico e
pelos outros processos, por irradiagdo gama e térmico. O tempo de coleta das aliquotas foi
feito por um periodo de 24 horas tempo suficiente para determinar diferengas entre as
matrizes dos vérios processos de reticulagdo para a liberagdo do glucantime. As matrizes
apresentam a ordem relativa de liberagdo: PVA/PVP 2% por ciclo térmico> PVA/PVP 2%
acido citrico> PVA/PVP 0,5% por irradiagdo gama. E sdo conforme anteriormente

determinado distintos em contetdo de gel de 40, 60 e 78% respectivamente.
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FIGURA 57 — Cinética da liberagao do glucantime das matrizes de hidrogéis obtidas pelo

reticulagdo com agente quimico, por radiagdo gama e por ciclos térmicos.

5.5.9.1 Absorbancia, desvio padrio e concentracio das membranas de hidrogéis

Nas tabelas 20 a 23 foram observados que os valores das concentragdes do
farmaco liberado pelas matrizes de hidrogéis se mantém proximos uns dos outros. Mesmo
sendo um pouco menor a concentragdo liberada pela matriz de hidrogel obtida por
reticulagdo gama, ndo ¢ suficiente para afirmar que ela apresenta liberagdo mais lenta em

relacdo as outras, obtidas por reticulagdo quimica e pelo processo térmico.
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TABELA 20 — Valores de absorbancia média, desvios padréo e concentragdo respectiva
para a membrana de hidrogel obtida por reticulagdo quimica PVAI+PVP+ 2,0% de acido

citrico, comprimento de onda 500 nm.

Tempo (h) Absorbéncia Concentragio p.L™
Aliquota de solugéo (uL)
media*
1 1000 1,260 = 0,036 1,531
2 1000 18240 201 1,380
3 1000 1,246 + 0,057 1.517
4 1000 1,323 £ 0,038 1,611
5 1000 1,431 + 0,064 1,742
6 1000 1,376 £ 0,115 1,670
24 1000 1,600 + 0,170 1,830

(*- Referente a trés leituras)

TABELA 21 — Valores de absorbancia média, desvios padrdo e concentragdo respectiva
para a membrana de hidrogel obtida por reticulagio gama PVAI+PVP+Agar+ 0,5% PEG,

comprimento de onda 500 nm.

Tempo (h) Aliquota de solugdo (uL) Absorbancia Concentragdo . uL”’
media*
1 1000 1,026 £+ 0,045 1,249
2 1000 1,171 +£0,119 1,426
3 1000 1,209 + 0,141 1,472
4 1000 1,248 + 0,047 1,520
5 1000 1,196 + 0,091 1,456
6 1000 1,234 £ 0,079 1503
24 1000 1,516 £ 0,121 1,846

(*- Referente a trés leituras)
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TABELA 22 — Valores de absorbincia média, desvios padrdo e concentragdo respectiva
para a membrana de hidrogel obtida por processo térmico PVAI+PVP+2,0% PEG

comprimento de onda 500 nm.

Tempo (h) Aliquota de solugéo (uL) Absorbancia Concentragdo p.L™
media*
1 1000 1,174 £ 0,163 2.119
2 1000 1,152 + 0,086 1,855
3 1000 1,424 £ 0,013 1,734
4 1000 1,672 £ Q672 1,818
5 1000 1,417 £ 0,079 1,725
6 1000 1,615+ 0,044 1,967
24 1000 1,814 + 0,016 2,209

(*- Referente a trés leituras)

TABELA 23 - Valores de absorbancia média, desvios padrdo e concentragido respectiva

para a membrana de hidrogel obtida por processo térmico PVAI+ 2,0% PEG, comprimento
de onda 500 nm.

Tempo (h)  Aliquota de solucio (uL) Absorbancia Concentragdo p.L™
media*
1 1000 1,228 = 0,081 1.495
2 1000 1,113 £ 0,041 1.355
3 1000 1,476 + 0,064 1,797
4 1000 1,404 + 0,084 1,710
5 1000 1,444 + 0,024 1,758
6 1000 1,578 + 0,074 1,922
24 1000 1,671 £ 0,023 2,035

(*- Referente a trés leituras)
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6 — CONCLUSOES

Os trés processos de reticulagfo, por irradiagdo gama, fisico por ciclos térmicos
de congelamento e descongelamento € por agente quimico demonstraram que hidrogéis de
PV AL / PVP sdo obtidos com caracteristicas diferentes e que a presenca de PEG influencia
consideravelmente nas propriedades das membranas, proporcionando uma maior
flexibilidade e extensibilidade, facilitando o seu manuseio. O uso de PEG em quantidade
crescente, no processo e radiagdo, possibilita a obtengdo de diversos niveis de
intumescimento. No processo por ciclos térmicos o intumescimento limita-se a um nivel de
2 - 4% de PEG o que ainda mantém as membranas integras. As membranas obtidas por
reticulagio com agente quimico ndo incorporam o PEG e suas propriedades sdo melhores
na auséncia deste, nesse caso o intumescimento diminui em fun¢io do aumento da

concentragdo de acido citrico.

As matrizes de hidrogéis reticuladas por irradiagdo gama apresentaram valores

decrescentes de fragdo de gel com o aumento da concentragio de PEG.

A presenca do PEG em matrizes de hidrogéis de PVAI forma hidrogéis menos

densos a partir dos ciclos térmicos.

As membranas obtidas termicamente apresentaram valores de gel entre 10 - 33%
enquanto que as obtidas por agente quimico ensaiadas entre 40 - 68% e as irradiagdo gama
na faixa superior de 50 a 78%.

O intumescimento nos hidrogéis esterilizados ¢ mais elevado do que nos
hidrogéis ndo esterilizados devido a ocorréncia de cisdo de cadeias na estrutura polimérica
decorrente do processo de irradiacio. O aumento de fragio gel nas membranas

esterilizadas indica que paralelamente a quebra de ligagdes também ocorre reticulagao.

Observa-se que nas matrizes de hidrogéis obtidas por reticulagdo quimica a
quantidade de gel é maior, quando comparadas com as reticulagdes por radiagdo gama e

por processo fisico.
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Comparando-se a estabilidade térmica em termos de temperatura de inicio de
decomposigdo, verifica-se: que os eventos de perda de massa sdo moderadamente
deslocados para temperatura superior no caso da reticulagdo gama. Na reticulagdo pelo
processo térmico das membranas de PVAl / PVP néo ha evidéncia de reticulagdo dos
polimeros havendo apenas formagdo de reticulo fisico. Para as membranas de PVAI na
reticulag@o quimica eventos de decomposigao sdo fortemente deslocados para temperaturas

superiores.

Com base no tempo em que foi analisada a liberagdo do farmaco glucantime, o
resultado da cinética de liberagdo evidenciou um valor proximo da concentragdo liberada
do farmaco para os exemplos de matrizes obtidas por reticulagdo por agente quimico, por
ciclos térmicos e por irradiagio gama. A liberagéo do farmaco glucantime foi positiva. As
matrizes apresentam a ordem relativa de liberagdo: PVA/PVP 2% por ciclo térmico>
PVA/PVP 2% acido citrico PVA/PVP 0,5% por irradiagdo gama. E sdo conforme

anteriormente determinado distintos em contetdo de gel de 40, 60 e 78% respectivamente.

As caracteristicas de integridade, citotoxicidade, homogeneidade e
intumescimento, observadas nas membranas sintetizadas sdo evidéncias que sinteses
diferentes podem ser utilizadas para aplicagdes como liberagdo de farmaco. De acordo com

o grau de reticulagio podem ser usadas para liberagdo rapida ou liberagéo lenta.
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7 - PERSPECTATIVAS FUTURAS

Estudo de secagem utilizando-se a técnica de liofilizagdo, na qual a estrutura

pode ser preservada para auxiliar o aparecimento de poros.
Estudar a difusdo de biomoléculas de acordo com o tamanho de poros.

Estudar a liberagdo do farmaco pela cinética de reagdo € a citotoxicidade do

farmaco incorporado na matriz de hidrogel.

Realizar os testes em vivo com membranas contendo o farmaco imobilizado.
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