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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia de preparo de hidrogéis de
rede hibrida a base de fibras de poli(6xido de etileno) (PEO) e calcio reticuladas em
alginato de sdédio (SA), interpenetradas por uma matriz de poliacrilamida (PAm)
polimerizada in situ. A fim de detectar a influéncia da eletrofiacdo e os efeitos de
multiplas redes sobre as propriedades do hidrogel, todas as analises e testes foram
reproduzidos com matrizes primarias puras de Ca/SA e PAm, sintetizadas sob
condicdes diversas. As amostras foram caracterizadas por calorimetria diferencial de
varredura (DSC), capacidade de intumescimento, ponto de carga zero (PZC) e
microscopia eletrénica de varredura (SEM). Dentre os treze sistemas elaborados, as
amostras de PEO-Ca/SA-PAm (DNe) obtidas por eletrofiagdo destacam-se por
apresentarem a maior densidade de reticulacdo, com poros de area transversal
média igual a 9,4 ym?, e por exibirem a menor capacidade de absorgdo de agua -
cerca de dezessete vezes o valor de seu peso inicial. A avaliagdo do ponto de carga
zero demonstrou o surgimento de uma carga residual negativa ao longo da
superficie em pH acima de 6,4. Estudos de encapsulacado e liberacdo de azul de
metileno (MB) e rodamina B (RhB) em pH 7,2 evidenciaram seu potencial de
carreamento para compostos de carater catidbnico e zwiteribnico. Essas
caracteristicas associadas propiciaram ao sistema eletrofiado proposto (DNe01),
obtido apés uma hora de exposicdo a radiagao UV-Vis, a exibicao de um perfil de
liberagcdo de primeira ordem sustentado por até 240 horas para MB, e de
Korsmeyer—Peppas para RhB, ambos gerenciados por um mecanismo de transporte
anémalo, majoritariamente influenciado pelo intumescimento da matriz.

Palavras-chave: Hidrogel. Rede hibrida. Poliacrilamida. Alginato. Eletrofiagao.



ABSTRACT

In this work, a new methodology for the preparation of hybrid hydrogels was
developed based on a primary network of poly(ethylene oxide) (PEO) and calcium
fibers crosslinked in sodium alginate (SA), interpenetrated by a secondary network of
in situ polymerized polyacrylamide (PAm). In order to verify the influence of
electrospinning and the effects of multiple networks on the hydrogel properties, all
analysis and tests were reproduced for pure hydrogels of Ca/SA and PAm,
synthesized under different conditions. The samples were characterized by
differential scanning calorimetry (DSC), swelling degree, point of zero charge (PZC)
and scanning electron microscopy (SEM). Among the thirteen elaborated systems,
the PEO-Ca/SA-PAm (DNe) samples obtained by electrospinning stand out for
having the highest crosslinking density, pores with an average cross-sectional area
equal to 9,4 um? and, consequently, exhibiting the lowest capacity for water
absorption - about seventeen times its initial weight. The analysis of the point of zero
charge showed the appearance of a residual negative charge along the surface at pH
above 6,4. Studies of encapsulation and release of methylene blue (MB) and
rhodamine B (RhB) at pH 7,2 ensured its potential to act as a carrier system for
cationic and zwitterionic compounds. These related characteristics suggest to the
proposed electrospinning system obtained after one hour of exposure to UV-Vis
radiation (DNe01) a first-order release profile sustained for up to 240 hours for MB,
and a Korsmeyer—Peppas profile for RhB, both resulted from an anomalous transport
mechanism, being mainly influenced by matrix swelling.

Keywords: Hybrid Network Hydrogel. Polyacrylamide. Alginate. Electrospinning.
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1. INTRODUGCAO

Elaborar sistemas eficazes para o carreamento e a liberagdo controlada de
farmacos é uma tarefa minuciosa que exige a analise e a conciliagdo de varios
aspectos. Biocompatibilidade, biodegradabilidade, destinagdo, capacidade de
encapsulagdo, bem como o mecanismo e a taxa de liberagdo sdo alguns dos
critérios que circundam o estudo desses sistemas e elegem sua aplicabilidade.

Nesse contexto, materiais a base de polimeros s&o amplamente
investigados uma vez que estes compreendem uma ampla variedade de substéncias
biocompativeis e biodegradaveis, de carater hidrofilico ou hidrofébico, com
propriedades mecanicas distintas e aptiddo para serem combinados na forma de
compositos. Dentre os principais sistemas de encapsulagédo e liberagdo que
abordam o uso dessas macromoléculas destacam-se as matrizes nanofibrosas e os
hidrogéis poliméricos.

Embora a eletrofiagdo seja uma técnica bem consolidada para a obtencao
de nanofibras, sua implementacdo para a producédo de hidrogéis configura uma
recente area de estudos que tem ganhado relevancia nas ultimas décadas. Os
resultados se mostram promissores principalmente para aplicacbes na area
biomédica, abrangendo os setores de engenharia de tecidos no que concerne a
elaboracao de scaffolds — suportes temporarios para cultura e desenvolvimento
celular - e de dispositivos para o carreamento de farmacos (drug delivery).

A principal razdo para a popularizagdo desses nanomateriais se concentra
na sua morfologia. A estrutura altamente reticulada e porosa, contendo elevada area
superficial, possibilita tanto a incorporagdo e o aprisionamento de ativos por
mecanismos de adsorgdo e absorgdo, como o transporte desses ativos através de
seus poros por intermédio de intumescimento.

Apesar de suas potencialidades, a elevada taxa de liberagao inicial ainda é
um dos maiores desafios enfrentados por pesquisadores que buscam o
desenvolvimento de sistemas de carreamento a partir de hidrogéis. Existem,
contudo, diferentes estratégias que podem ser implementadas durante a etapa de
fabricagdo com o intuito de aumentar a performance mecéanica e estrutural das

matrizes.
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Recentemente, estudos envolvendo a formacdo de compdsitos contendo
redes covalentes e idnicas interpenetradas tém apontado para uma melhora na
resisténcia mecanica desses materiais, visto que auxiliam na dispers&o de energia e
evitam a formacdo de pontos de ruptura. A presenga de redes formadas por
interagdes ibnicas também confere reversibilidade e responsividade aos hidrogéis
em funcdo do pH, da temperatura e da salinidade do meio em que se encontram,
impactando diretamente na capacidade de expansdao do reticulo e, por
consequéncia, ho mecanismo de liberacdo de compostos encapsulados.

Outra estratégia consiste na dispersdo de polimeros ou nanofibras
poliméricas no interior do hidrogel. Sistemas de rede semi-interpenetrada tendem a
dificultar o processo de intumescimento da matriz uma vez que as macromoléculas
dispersas atuam como barreiras contra o fluxo de transporte. Além disso, aditivos
podem ser incorporados as fibras a fim de propiciar mecanismos adicionais de
interagdo com principios ativos a serem encapsulados, aumentando a eficiéncia de
carreamento e promovendo a contengao da taxa de liberacgao.

Diante das vantagens e desafios enfrentados na encapsulagdao de
compostos em matrizes poliméricas porosas e do potencial da reticulagcéo hibrida na
moderacado da taxa de liberagdo, propde-se o desenvolvimento de uma nova
metodologia de fabricagdo de hidrogéis de rede hibrida a base de calcio e alginato
(CalSA) interpenetrados por uma rede de poliacrilamida (PAm) polimerizada in situ.

Neste trabalho, serdo investigados: os efeitos do uso da eletrofiagcdo na
composicao da rede ibnica; o tempo de exposicao a radiagao ultravioleta necessario
para a polimerizagcdo in situ da rede covalente; as caracteristicas estruturais e
responsivas de hidrogéis puros de rede idnica (Ca/SA) e covalente (PAm); e, como
essas propriedades podem ser afetadas pela presenca de um segundo reticulo.

Apos a caracterizagao, essas amostras serdo comparadas, sob diferentes
condicbes de temperatura, quanto a eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo de
rodamina B (RhB) e azul de metileno (MB). A selecdo desses compostos visa
simular a interagdo de farmacos hidrofilicos de carater zwiteriénico ou catidbnico com
as matrizes elaboradas. Ambos tém como caracteristica a emissao de radiagcéo na
regido do ultravioleta visivel, possibilitando sua detec¢do e quantificagdo ao longo

dos ensaios de liberagdo cumulativa por meio de espectroscopia UV-Vis.
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Ademais, a incorporagdo de um aditivo com propriedades adsorventes
(como por exemplo, montmorilonita - Mt) nas fibras poliméricas sera implementada
com o intuito de investigar uma possivel modificacdo na capacidade de retencéo dos
hidrogéis, almejando o desenvolvimento de sistemas que desempenhem um maior

controle sobre a taxa de liberagao.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho visa o desenvolvimento de um sistema de rede hibrida a base
de PEO-Ca/SA-PAm e o estudo comparativo, em relagcdo aos seus analogos de
rede pura ibnica (CalSA) e covalente (PAm), de suas propriedades e caracteristicas

de carreamento envolvendo modelos de farmacos hidrofilicos.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Identificar a composicdo, a voltagem e o fluxo de solugdo necessarios para a
obtencao de fibras de PEO, PEO-Ca e PEO-Ca-Mt por eletrofiacao;

2. Obter hidrogéis de rede ibnica a base de CalSA via eletrofiacdo e
gotejamento e investigar a influéncia da metodologia e da incorporagédo de

PEO sobre as propriedades fisicas do reticulo;

3. Compreender os efeitos do tempo de exposi¢ao a radiacao ultravioleta sobre

o grau de reticulagao da rede covalente (PAm);

4. Produzir hidrogéis de rede hibrida a base de Ca/SA-PAm por duas
metodologias distintas e avaliar como a escolha do reticulo primario afeta as

propriedades da matriz;

5. Avaliar aspectos qualitativos e quantitativos da morfologia de fibras e

hidrogéis através de analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM);

6. Determinar as caracteristicas térmicas das amostras por intermédio da

técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC);

7. Verificar a capacidade maxima de intumescimento de hidrogéis de rede

simples e hibrida sob diferentes condi¢cées de pH e forga ibnica;

8. Examinar a formagao de cargas superficiais sob diferentes condi¢bes de pH

via analise do Ponto de Carga Zero (PZC);
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9. Realizar ensaios de encapsulagado de azul de metileno (MB) e rodamina B

(RhB) e constatar o perfil e 0 mecanismo de liberagéo a 25,0°C e 37,0°C;

10.Averiguar as consequéncias da incorporacdo de Mt nas fibras reticuladas de
PEO-Ca/SA sobre a capacidade de encapsulagcdo e o mecanismo de
liberagdo de MB e RhB.
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1.2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desenvolvimento de novos sistemas de carreamento de principios ativos
visando o melhoramento da eficiéncia de encapsulagdo e liberagdo move
anualmente um grande numero de pesquisas em nanotecnologia.

A utilizacao de polimeros como materiais de partida para a elaboracédo desses
sistemas emerge como uma possibilidade para atender a critérios como
biodegradabilidade e biocompatibilidade, fundamentais para o setor biomédico. A
versatilidade dessas macromoléculas € uma projegao da ampla gama de estruturas
que, advindas de origem natural ou sintética, podem ter suas propriedades
mecanicas combinadas na forma de compdsitos.

Dentre os principais veiculos de carreamento que normalmente incluem
polimeros em sua composi¢ao, destacam-se: as vesiculas, as nanoparticulas, as
nano/microcapsulas, as membranas permeaveis formuladas a partir de nanofibras

ou filmes e os hidrogeéis.?

1.2.1 Nanofibras poliméricas e a técnica de eletrofiagao

As nanofibras poliméricas constituem uma classe de materiais de escala
nanométrica que se destaca por apresentar uma elevada area superficial por
unidade de volume. Essa caracteristica é relativamente apreciada em aplicacdes
biomédicas de administracédo topica visto que, além de potencializar a capacidade
de encapsulagao, possibilita uma maior area de contato entre o agente terapéutico e
a superficie aplicada.?

Dentre os variados métodos de obtencédo de nanofibras (e.g. autoassociacéao,
separagcao de fases, impressdo em molde) a eletrofiacdo € a técnica que
proporciona a maior autonomia e reprodutibilidade ao processo de fabricagao,
permitindo o uso de uma grande variedade de polimeros e solventes. Matrizes
poliméricas que utilizam deste mecanismo de fiagdo apresentam fibras mais longas,
continuas e com maior homogeneidade na distribuicdo de didametros em relagdo aos

métodos alternativos supracitados.*
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A técnica consiste no bombeamento de um volume constante de solucéo
polimérica através de uma agulha sobre a qual é aplicada uma alta diferenca de
potencial que induz o acumulo de cargas no liquido ejetado. A deformacgao da gota
suspensa na ponta da agulha por agao de forgcas de repulsao eletrostatica da origem
ao Cone de Taylor (Figura 1). Uma vez que a magnitude das forgas eletrostaticas
excedem a tensao superficial do liquido, um jato de solugédo polimérica € acelerado
em direcao a superficie coletora a medida que tem seu didametro estreitado pela
evaporacao do solvente. Quando desempenhada sob condi¢des 6timas, ao término
do processo podem ser obtidas fibras de ordem micro ou nanométrica, depositadas

randomicamente sobre a superficie coletora na forma de uma membrana.?

Figura 1. Representacao simplificada do sistema de eletrofiagdo e da formagao do
cone de Taylor.

g B 7_7_,,,\ Cone de Taylor Gota

Esquema elaborado pela autora.

Naturalmente, o procedimento possui uma complexidade atrelada a
parametros de solugcdo, operacionais e até as condicbes do ambiente. A
concentracado polimérica, a viscosidade, a tensdo superficial, a condutividade e a
pressdo de vapor do solvente sdo algumas das variaveis unicas de cada sistema
polimero-solvente, que influenciardo na escolha do didametro da agulha, na distancia
entre a agulha e o coletor, no fluxo de solugdo e na tensao elétrica necessaria para
romper o formato esférico em cone de Taylor, e, portanto, demandam estudo e
otimizagdo. Além disso, a umidade relativa do ar e a temperatura ambiente sdo
fatores de impacto crucial na morfologia das fibras, podendo dificultar a evaporagao

do solvente ou conduzir a total coalescéncia das fibras.3-°
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Um dos polimeros mais bem conceituados na eletrofiagdo, com parametros
operacionais estabelecidos para uma série de massas molares e concentracdes, é o
poli(éxido de etileno) (PEO). O PEO é um polimero biocompativel de origem sintética
muito utilizado na produgao de sistemas de carreamento de farmacos. Sua estrutura
(Figura 2) ligeiramente anfifilica auxilia na estabilizacdo de compostos pouco

sollveis em agua, contribuindo para o carreamento de drogas hidrofébicas.®8

Figura 2. Representacao estrutural da cadeia de poli(éxido de etileno) (PEO).

O

Os efeitos da adicdo de PEO em blendas poliméricas para eletrofiagao
incluem a formacao de fibras continuas e homogéneas, a reducédo de imperfeicdes
estruturais e o aumento da taxa de liberagédo de drogas pouco hidrossoluveis.”

Kaassis e colaboradores utilizaram PEO como polimero carreador para a
obtencdo de fibras de PEO e alginato de sddio (SA) para a encapsulagao de
ibuprofeno sodico (SlI). A partir dos testes realizados, os autores identificaram na
matriz de fiboras um comportamento responsivo para a variagao de pH e enalteceram
o potencial uso do sistema para a liberagdo de drogas no estdmago. O mecanismo
de transporte proposto baseia-se na dissolucdo parcial de suas componentes
principais, PEO e SA, em pH 3,0, resultando em uma liberacéo pulsada do farmaco
em duas etapas: a primeira, a partir da dissolugao de PEO, e a segunda, através do

desenlace das cadeias de SA (Figura 3).°
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Figura 3. Adaptagao do esquema elaborado por Kaassis e colaboradores para
ilustrar o mecanismo de liberagao de ibuprofeno sodico (Sl) a partir de fibras de
PEO-SA em pH 3,0.5
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1.2.2 Hidrogéis convencionais e Double Networks (DN)

Além das nanofibras, hidrogéis poliméricos tém ganhado notoriedade no setor
biomédico pelo importante papel desempenhado na evolugdo de tratamentos
voltados para a cicatrizagdo de feridas cutaneas, dentre outras aplicagdes.®

A principal caracteristica dessas matrizes € a sua elevada capacidade de
absor¢cdo de agua. Sua estrutura basica compreende um emaranhado de redes
tridimensionais, trancadas pelo estabelecimento de ligacbes cruzadas entre
unidades de mondmeros, grupos iénicos ou cadeias poliméricas.®

O tipo de ligagao responsavel pela formagéao do reticulo reflete diretamente
nas propriedades mecanicas dos géis. Reticulos formados por ligagbes covalentes
sao, em sua grande maioria, estruturas que apresentam uma maior rigidez devido a
natureza da ligacao quimica que da origem ao emaranhamento das cadeias. Nessas
amostras observa-se uma maior resisténcia a solubilidade e a expansédo da matriz,
enquanto que a capacidade de absor¢cdo de agua é administrada em fungdo da

presenca de grupos hidrofilicos ao longo da cadeia polimérica.™
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Interagdes intermoleculares como van der Waals, ligagdes de hidrogénio e
interagbes i6nicas, embora mais fracas do que as ligagdes covalentes, também
possibilitam a formagdo de reticulos. Normalmente, compdéem estruturas mais
frageis, maleaveis, susceptiveis a dissolugao e a interferéncia de estimulos externos
como variagéo de pH e temperatura.® 10

Nesse ambito, a elaboragdo de dispositivos inteligentes contendo ambos os
tipos de reticulagédo, ibnica e covalente, emerge como uma estratégia alternativa
para uma melhoria nas propriedades mecanicas e para a implementacao de novas
funcionalidades que permitam uma alteragdo no comportamento da matriz quando
submetida a diferentes condigdes experimentais.®

Double-networks ou hidrogéis de rede dupla comumente levam em sua
composicdo uma rede constituida por polieletrélitos (e.g. alginato) ou
polissacarideos (e.g. agar e quitosana), para garantir a capacidade de
intumescimento do gel, e uma segunda rede, covalentemente ligada e neutra (e.g.

poliacrilamida - PAm), para atribuir resisténcia mecanica ao sistema (Figura 4)."!

Figura 4. Representagdo esquematica do método one-pot aplicado para a obtengao
de um hidrogel de rede hibrida composto por uma rede primaria fisicamente ligada e
uma rede secundaria covalentemente ligada.
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Adaptado de Chen e colaboradores (2015)."
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Um dos primeiros métodos explorados na fabricagdo de hidrogéis de rede
dupla foi o0 método sequencial. Proposto em duas etapas, a primeira envolvia a
formagcdo de uma matriz primaria, e a segunda, consistia na absor¢do de
precursores para a posterior formacao de uma segunda rede. Com a dependéncia
do processo migratorio desses precursores para o interior do gel primario, o
desempenho ficava comprometido a capacidade de intumescimento do reticulo e a
necessidade de um excesso de reagentes a fim de promover a difusdo efetiva.
Aliados ao custo e ao risco de toxicidade, esses fatores impulsionaram o
desenvolvimento de novas estratégias de produgdo.'"12

Adaptacdes para metodologias do tipo one-pot permitiram um grande avango
no estudo e na aplicabilidade de hidrogéis de rede dupla. Zhang e colaboradores,
por exemplo, desenvolveram uma matriz para o acompanhamento de atividades
enzimaticas a partir da incorporagédo de enzimas em hidrogéis de PAm-SA."3 Para a
confecgdo de suas amostras, os autores fizeram uso da técnica one-pot, com a
formacao de uma rede primaria covalente (PAm) seguida pela reticulagao ibnica do
alginato. Devido ao carater hibrido da estrutura tridimensional, suas amostras
exibiram uma capacidade de extensdo sob estiramento mecanico de
aproximadamente dez vezes o valor de sua area inicial."-13

A utilizagado da técnica de eletrofiacdo para a fabricagdo de hidrogéis é uma
proposta ainda mais recente que tem se desenvolvido e apresentado resultados
promissores. Além da versatilidade do método quanto a escolha dos reagentes de
partida, a eletrofiacdo permite a obtencdo de estruturas interpenetradas dada a
possibilidade de adaptagédo do mecanismo de coleta do material eletrofiado.'*

Song e colaboradores, por exemplo, apresentaram um método de fiagao
Umida (wet-spinning) para a obtengdo de organohidrogéis (Figura 5)."°
A metodologia proposta consiste na fiagdo de uma solugédo contendo poli(etileno
glicol)diacrilato e alginato de sodio sobre uma solugéo de gelificacdo contendo ions
Ca?*. Apds a reticulagdo idnica, a formacédo de ligagdes covalentes cruzadas era
induzida a partir da incidéncia de luz ultravioleta. Com base nos testes realizados, os
autores enfatizaram que a reticulagao hibrida foi determinante para o melhoramento

das propriedades mecénicas das fibras.'#1°
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Figura 5. Representacao esquematica do método aplicado por Song e
colaboradores para a obtencgao de fibras reticuladas por wet-spinning.'®
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Adaptado de Song e colaboradores (2020).1°

Nesse sentido, o principal foco de aplicagdo biomédica dessas matrizes ainda
consiste na regeneracdo de tecidos danificados, atuando, majoritariamente, como
suporte para a cultura e o desenvolvimento celular (scaffolds). A complexidade
estrutural dos hidrogéis é capaz de mimetizar tecidos celulares, oferecendo uma
barreira de protegao contra a acdo de agentes externos, permitindo a migragao de
células para a area de tratamento e a troca de nutrientes com o meio extracelular
devido a elevada porosidade.'®

Um dos principais desafios que permeia a aplicagdo de hidrogéis em drug
delivery € o fato de que a grande maioria dos farmacos s&do compostos hidrofobicos
enquanto que o ambiente interno do gel € altamente hidrofilico, razdo pela qual, em
alguns casos, a liberagdo do medicamento pode ocorrer muito antes de atingir o alvo
ao qual esta destinado."”

O trabalho de Eakwaropas e colaboradores, por exemplo, compreende um
estudo comparativo entre hidrogéis convencionais e hidrogéis eletrofiados quanto a
capacidade de carreamento do extrato da folha de Ipomoea pes-caprae (IPC) para
uso como curativo em feridas infectadas. Nesse caso, os hidrogéis eletrofiados de
poli(vinil alcool) foram submetidos a reticulagao covalente por indugédo térmica a
180°C e a incorporagao do principio ativo fora conduzida por imersao dos hidrogéis

em solucgao de IPC.
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Apesar dos resultados reportados incluirem uma melhora significativa no grau
de intumescimento, na durabilidade e na capacidade de encapsulagcdo para as
amostras eletrofiadas em relagdo as amostras obtidas por métodos convencionais,
foi observada uma acgéo de liberacdo mais rapida para os hidrogéis eletrofiados,
visto que apresentam uma maior area superficial.'®

A fim de proporcionar o aumento da capacidade de carreamento e uma maior
retengcao da classe de compostos hidrofébicos, algumas pesquisas tém avaliado os
efeitos da incorporagcdo de montmorilonita em hidrogéis poliméricos. Os resultados
reportados por Sharifzadeh (2019) e Kouser e colaboradores (2018) demonstram
que com o aditivo é possivel alcancar um maior controle sobre a taxa de liberagao
de diferentes farmacos, bem como, a extensado do periodo de atividade terapéutica,
resultando em perfis de liberagéo sustentada. 20

Além de aditivos, a introdugdo de mecanismos de resposta a estimulos
externos, como pH e temperatura, por exemplo, também pode ser uma estratégia
conveniente para suprimir a rapida liberacao e os efeitos da superdosagem.

No caso de sistemas poliméricos, a liberagdo de um composto encapsulado
pode ser provocada pela degradagado ou pelo intumescimento da matriz. Hidrogéis
que apresentam grupos acido carboxilicos em sua rede (pKa ~ 5,0) demonstram
uma sensibilidade a variagdo de pH que se reflete na sua capacidade de
intumescimento. Em pH inferior ao valor de pKa, esses grupos se mantém em sua
forma neutra/protonada e impedem a expansdao do reticulo devido ao
estabelecimento de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias. Esse comportamento
implica no encolhimento da matriz e na protecdo de compostos que estejam
encapsulados no seu interior. Por outro lado, em pH acima do valor de pKa, a
repulsdo eletrostatica ocasionada entre os grupos carboxilatos favorece o
intumescimento da matriz e, por consequéncia, permite que a liberacdo seja
efetuada. Esse artificio tem sido aplicado em diversos estudos que envolvem a
passagem de suplementos nutricionais e farmacos através do estdbmago visando sua

absorg&o na regido intestinal.2'-23
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAIS E REAGENTES

O polimero poli(6xido de etileno) (PEO) Mw 900 kDa (Sigma-Aldrich), os
corantes rodamina B (RhB) (Sigma) e azul de metileno (MB) (Vetec) e o aditivo
montmorilonita (Mt) (Aldrich) encontravam-se disponiveis para uso no estoque de
reagentes do laboratério do grupo de pesquisa Polissol (Laboratério de Polimeros e
Surfactantes). As componentes da rede ibnica, alginato de sddio (SA) e lactato de
calcio (CL), foram adquiridas da Sigma-Aldrich. Os reagentes necessarios para a
sintese da rede covalente: acrilamida (Sigma-Aldrich), N,N-metilenobisacrilamida
(MBAm) (Sigma-Aldrich) e persulfato de amdénio (APS) (Acros Organics), foram
gentilmente cedidos pelos grupos de pesquisa: LACFI (Laboratério de Catalise e
Fenémenos Interfaciais), LaCBio (Laboratério de Catalise Biomimética) e LABINC
(Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia). Para induzir a reacdo de
polimerizagdo do mondmero acrilamida foi utilizada uma lampada de luz ultravioleta-
visivel (UV-Vis) com comprimento de onda de maxima emissdo em 406 nm
totalizando 60 W de irradiancia.

Todos os experimentos foram conduzidos em meio aquoso, utilizando para a
sua execugao agua destilada.

Seringas descartaveis de plastico da marca BD Plastipak, com capacidade
volumétrica de 5,00 e 10,00 mL, foram utilizadas para a insercao das solugdes
poliméricas no sistema de injecdo do equipamento de eletrofiagdo. Para o

revestimento das superficies de coleta foram empregadas folhas de papel aluminio.
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22 METODOLOGIA

2.2.1 Elaboragao dos sistemas de rede covalente (CN)

A metodologia desenvolvida para a sintese do hidrogel de rede covalente de
poliacrilamida emprega as propor¢des indicadas no estudo publicado por Bahrami e
colaboradores.?* Inicialmente, o monémero acrilamida (12% m/v) foi dissolvido em
15,00 mL de agua destilada. Na sequéncia, foram adicionados 0,03% (m/v) de N,N-
metilenobisacrilamida como agente reticulante e 0,06% (m/v) de persulfato de
amoénio como agente fotoiniciador. A solugao final foi vedada com plastico filme e
mantida sob agitagdo magnética constante por aproximadamente trinta minutos
(Figura 6).

Figura 6. Representacdo esquematica da metodologia de preparo dos hidrogéis a
base de PAm.
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Esquema elaborado pela autora (2021).

Apds a completa homogeneizagao, a solugao foi vertida em uma placa de
Petri (didametro interno de 6,5 cm) revestida com papel aluminio (Figura 7a).
A placa foi inserida no interior de um compartimento cubico, isolado contra

interferéncias externas como luz e calor, com abertura no topo para a acomodacéao
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de uma lampada de luz ultravioleta, posicionada a uma distancia vertical de 4,5 cm

do sistema reacional (Figura 7b).

Figura 7. Imagens da placa de Petri contendo os reagentes precursores da rede de
PAm (a) e da placa inserida no porta-amostra do sistema de polimerizagéo (b).

(b)

Imagens capturadas pela autora (2021).

A fim de otimizar o tempo destinado ao preparo da rede covalente, aliquotas
do hidrogel formado a partir da polimerizacdo da acrilamida foram coletadas em
intervalos de uma (CNO01), trés (CNO03) e doze (CN12) horas de exposi¢ao a radiagao
ultravioleta-visivel (UV-Vis). Essas amostras foram lavadas e intumescidas em agua
destilada para favorecer a lixiviagao de residuos reacionais.

Apos a lavagem, uma parte dos hidrogéis foi submetida a secagem em
estufa a 70°C para a obtencdo dos indices de espessura e posterior
encaminhamento a analise por DSC. O restante foi submetido a um processo de
liofilizagdo por seis horas consecutivas a fim de que toda a umidade presente no
reticulo fosse removida, possibilitando a verificacdo de poros sob analise de SEM e
a realizacdo dos ensaios de PZC, intumescimento e encapsulagdo. Esse
procedimento foi conduzido em um liofilizador de bancada (marca: Enterprise)
situado no laboratério do grupo de pesquisa LACFI (Departamento de Quimica —
UFSC). Finalizado este processo, as amostras foram acondicionadas em

dessecadores a vacuo onde permaneceram até a realizagao das analises.
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2.2.2 Elaboragao dos sistemas de rede idnica (INc, s-IPINc e INe)

2.2.2.1 Método de reticulagao inversa por gotejamento (INc e s-IPINc)

Para a composi¢cao do hidrogel de rede ibnica pura a base de Ca/SA (INc)
foram preparadas uma solugéo aquosa de lactato de calcio (CL) 3% (m/v) e uma
solugao aquosa de alginato de sodio (SA) 3% (m/v). Essas solugbes permaneceram
sob agitagdo magnética em temperatura ambiente por aproximadamente vinte e
quatro horas até que a completa homogeneizagao fosse atingida.

Partindo do principio da gelificacdo inversa, no qual uma solugao contendo
ions Ca?* é gotejada sobre uma solugdo de alginato denominada banho de
coagulagao, fez-se o preenchimento de uma placa de Petri (didametro interno de 6,5
cm, revestida com papel aluminio) com 15,00 mL da solu¢do de SA 3% (m/v). Sobre
o banho de coagulacédo foram gotejados manualmente ao longo de toda a superficie
3,00 mL da solugéo de CL 3% (m/v) (Figura 8). O gel obtido (INc) foi destacado da
placa, lavado e intumescido em agua destilada para a remog¢ao de excedentes que

nao estivessem atuando na composigao do reticulo.

Figura 8. Representacdo esquematica da metodologia de preparo dos hidrogéis a
base de Cal/SA (INc) e PEOipn-Cal/SA (s-IPINc) envolvendo o uso da técnica de
gotejamento.

PREPARO DE SOLUCOES E

GOTEJAMENTO
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@)
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SA PEO l

ca2+
PEO,, -Ca/sA

Esquema elaborado pela autora (2021).
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Apos a lavagem e subdivisdo da amostra principal em por¢des de 1,0 cm?,
parte das amostras foi seca em estufa e parte foi liofilizada por um periodo de seis
horas consecutivas. Por fim, todas as amostras foram armazenadas em dessecador
a vacuo.

Com o intuito de avaliar a influéncia que cadeias poliméricas interpenetradas
no reticulo exercem sobre as propriedades fisicas finais do hidrogel Ca/SA, uma
nova amostra foi produzida, tal como no procedimento anteriormente descrito,
acrescentando-se uma quantidade de 5% (m/v) de PEO (Mw 900 kDa) a solugéo de
CL 3% (ml/v). Apdés o gotejamento de 3,00 mL dessa solugdo sobre 15,00 mL do
banho de coagulacédo de SA 3% (m/v), o gel (s-IPINc) composto por PEOipn-Ca/SA
foi retirado do molde, lavado, intumescido, seco e armazenado em dessecador a
vacuo.

As proporgdes massicas e volumétricas de cada componente da rede iGnica
foram definidas com base em um estudo prévio desenvolvido pela autora durante
seu trabalho de conclusdo de curso.?® A proporgao polimérica foi definida com base
nas demandas de viscosidade, tensao superficial e condutividade, necessarias para
a ocorréncia do processo de eletrofiacdo que, conforme sera descrito no tépico a
sequir, foi a estratégia alternativa a convencional utilizada para a obtengéo do gel a
base de Ca/SA (INe).

2.2.2.2 Método de reticulagao inversa por eletrofiacdo (INe)

Solugbes aquosas de PEO (Mw 900kDa) foram preparadas através da
dispersao de diferentes propor¢des do polimero em agua, em temperatura ambiente,
sob agitacdo constante por um periodo minimo de vinte e quatro horas até a
completa homogeneizacéo.

A propor¢gao em massa de polimero foi avaliada entre 3 e 5% (m/v) e, por
fim, definida a partir de testes envolvendo a eletrofiacdo desses sistemas e a
verificagao optica do padrao de interferéncia formado pela deposi¢cao das fibras em
laminulas de vidro (Figura 9). A partir desse processo, amostras foram coletadas
sobre folhas de aluminio para posterior submissdo a analise por Microscopia
Eletrénica de Varredura (SEM).
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Figura 9. Laminula de vidro utilizada durante coleta prévia para a verificagao da
formacao de fibras a partir do sistema PEO 5% (m/v).

Imagem capturada pela autora (2021).

Os procedimentos de eletrofiagdo foram conduzidos no equipamento
Professional Electrospinner (modelo: 2.0S-500, marca: Yflow) (Figura 10), situado
no laboratério do grupo de pesquisa Polissol (Departamento de Quimica —
UFSC). Este modelo, além de apresentar uma cédmara de protegcédo contra fatores
externos, possui: sistema eletrénico de injecdo com seringa; controle automatizado
da vazao volumétrica e da tensao elétrica aplicada no injetor e na placa coletora
metalica; ajuste manual vertical e horizontal da haste de sustentagcdo do injetor e,
uma camera CCD que permite a visualizagdo da ponta da agulha e o
acompanhamento da projeg¢ao da solugdo ao longo do procedimento por intermédio

do visor acoplado localizado no topo do painel de controle.
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Figura 10. Professional Electrospinner (modelo: 2.0S-500, marca: Yflow), situado no
laboratorio Polissol, utilizado para a confecgdo das amostras de fibras e hidrogéis
deste trabalho.
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CONTROLEDE ||
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Imagem capturada pela autora (2021).

A escolha dos parametros operacionais de eletrofiacdo foi baseada na
manipulacdo da vazao volumétrica e da tensao elétrica aplicada com o intuito de
manter-se constante a formagao do cone de Taylor, bem como o alongamento e a
projecdo do jato de solugdo em diregdo ao coletor, objetivando-se a formacao de
fibras continuas de aspecto homogéneo. Testes preliminares foram conduzidos
considerando-se a variagdo da vazao volumétrica (entre 0,25 e 0,75 mL/h) e da
diferenca de potencial aplicada (entre 8,0 e 16,0 kV) sob um indice de umidade
relativa situado entre 47 e 50% no interior da camara. Quanto a distancia entre a
agulha e o coletor, optou-se pela fixagao da haste a uma altura de 15,0 cm, sendo
este um intervalo suficiente para proporcionar a evaporagao do solvente.

A definicdo da concentragdo polimérica minima para compor todos os
sistemas eletrofiados decorreu da observagcdo de que uma proporcao de 5% (m/v)
de PEO (Mw 900 kDa) em agua destilada é suficiente para desempenhar o processo
de eletrofiacdo de forma fluida e assim, dar seguimento a fibras continuas e
homogéneas.

Ap6s a escolha do polimero, determinacdo da concentracdo ideal e
otimizacdo dos parametros operacionais associados a eletrofiacdo, fez-se a adigao
de CL 3% (m/v) a composicao a fim de obter-se, posteriormente, um sistema de
fibras poliméricas reticuladas em alginato.
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Para isso, o novo sistema composto por PEO 5% (m/v) e CL 3% (m/v) em
meio aquoso foi transferido para uma seringa de plastico com capacidade
volumeétrica de 5,00 mL e didmetro interno de 11,99 mm, conectada ao sistema de
injecao do equipamento. Na superficie de coleta foi posicionada uma placa de Petri
de 6,5 cm de diametro interno, revestida com papel aluminio e preenchida por
15,00 mL de uma solucdo de SA 3% (m/v), requerendo para a formagado da amostra
INe (PEO-Ca/SA) a eletrofiagdo de 3,00 mL da solugado aquosa de PEO5% - CL3%
(Figura 11).

Figura 11. Representacdo esquematica da metodologia de preparo dos hidrogéis a
base de PEO-Ca/SA (INe) envolvendo o uso da técnica de eletrofiagao.
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Esquema elaborado pela autora (2021).

Ao término do processo, recortes das fibras de PEO5% e PEO5% - CL3%
coletadas sobre papel aluminio foram encaminhadas para analise por SEM. O gel
obtido a partir das fibras reticuladas em alginato (INe) foi removido do molde de
aluminio, lavado, intumescido em agua destilada para a remocgao de excedentes nao
reticulados, seco e armazenado em dessecador a vacuo para posterior

caracterizagao.
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2.2.3 Elaboragao dos sistemas de rede hibrida (DNe e DNc)

2.2.3.1 Método de reticulagéo ibénica direta (DNc)

A fim de preparar um hidrogel de rede hibrida composto por um reticulo
covalente interpenetrado por uma rede idnica, reproduziu-se a sintese dos hidrogéis
de poliacrilamida (CNO1, CN03 e CN12) conforme as condigdes descritas no tépico
2.1, adicionando-se ao sistema reacional alginato de soédio (SA) 3% (m/v). Em
paralelo, foi preparada uma solugdo aquosa de lactato de calcio (CL) 3% (m/v).
Aliquotas do gel de poliacrilamida formado a partir de uma (DNc01), trés (DNc03) e
doze horas (DNc12) de exposig¢ao a radiagao ultravioleta foram coletadas e imersas
na solugcdo aquosa de CL 3% (m/v) (Figura 12). Apos cerca de trinta minutos de
imersdo, as amostras foram removidas do banho de gelificagdo, lavadas,
intumescidas em agua destilada, secas e, por fim, armazenadas em dessecador a
vacuo. Ao final do procedimento, obteve-se uma matriz hibrida com a seguinte

composicao: PAm-SA/Ca.

Figura 12. Representacdo esquematica da metodologia de preparo dos hidrogéis a
base de PAm-SA/Ca (DNc).
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Esquema elaborado pela autora (2021).
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2.2.3.2 Método de reticulagéo iénica inversa com eletrofiagdo (DNe)

Com o intuito de produzir hidrogéis de rede hibrida compostos por fibras de
PEO-Ca reticuladas em SA e interpenetradas pela rede covalente de PAm, foram
preparadas duas solugdes: a primeira, a ser empregada como banho de coagulagao,
constituida por: 12% (m/v) de acrilamida, 3% (m/v) de SA, 0,03% (m/v) de MBAm e
0,06% (m/v) de APS em agua destilada. A segunda solugao, a ser eletrofiada, foi
elaborada sob uma proporgéo de 5% (m/v) de PEO (Mw 900 kDa) e 3% (m/v) de CL
em agua destilada. Ambas as solugdes foram preparadas em temperatura ambiente
e permaneceram sob agitacdo por um periodo minimo de vinte e quatro horas.

Apos a homogeneizacgao, a solugao a ser eletrofiada foi transferida para uma
seringa de plastico com capacidade volumétrica de 5,00 mL e diametro interno de
11,99 mm, conectada ao sistema de injegdo do equipamento eletrofiador. A solugao
elaborada para atuar como banho de coleta e coagulagdo das fibras foi vertida em
uma placa de Petri de 6,5 cm de didmetro interno, forrada com papel aluminio.
A eletrofiacdo foi conduzida até a obtencdo de um volume de fibras equivalente a
3,00 mL para um volume total de 15,00 mL de banho de coagulagéo.

Findada a etapa de eletrofiacdo, a placa de Petri contendo as fibras
reticuladas de PEO-Ca/SA e os precursores para a polimerizagdo da acrilamida foi
posicionada no interior do compartimento isolado, proprio para a exposi¢ao a
radiacao ultravioleta, conforme a metodologia descrita no topico 2.1 para a obtengao
de géis de rede covalente a base de PAm (CN) (Figura 13). Aliquotas do gel foram
coletadas ap6s um periodo de uma (DNe01) e trés horas (DNe03) de exposi¢ao a
radiacdo UV. Posteriormente a remocao do molde de aluminio, fez-se a lavagem, o
intumescimento, a secagem e o armazenamento dos hidrogéis de composi¢cao PEO-

Ca/SA-PAm em dessecador a vacuo.
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Figura 13. Representacdo esquematica da metodologia de preparo dos hidrogéis a
base de PEO-Ca/SA-PAm (DNe).
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Esquema elaborado pela autora (2021).

2.2.4 Elaboragao do sistema de rede hibrida incorporado com montmorilonita
(DNemt)

A fim de incorporar um agente nas fibras, resistente a radiacdo ultravioleta,
que pudesse contribuir para a encapsulagao de ativos e auxiliar na aquisicao de um
perfil de liberagdo controlada, fez-se a adicdo de montmorilonita a solugéo a ser
eletrofiada. A partir dessa inser¢cao, foi desenvolvido um novo sistema de
eletrofiagdo composto por: 5% (m/v) de PEO (Mw 900 kDa), 3% (m/v) de CL e
2% (m/v) de Mt em agua destilada. Para a coleta e reticulagdo da amostra,
preparou-se uma solugao constituida por: 12% (m/v) de acrilamida, 3% (m/v) de SA,
0,03% (m/v) de MBAm e 0,06% (m/v) de APS em &gua destilada. Ambas
permaneceram sob agitacao magnética por um periodo minimo de doze horas.

A injecao da solugao a ser eletrofiada no equipamento e o preparo do banho
de coagulacgdo, tal como o processo de formacédo do reticulo covalente, foram
conduzidos conforme os procedimentos estabelecidos para a amostra DNe,
descritos no topico 2.2.3.2. Aliquotas do hidrogel produzido foram coletadas apoés
uma (DNemt01) e trés horas (DNewmi03) de exposicdo a radiagdo ultravioleta.
Por fim, as amostras foram lavadas, intumescidas, secas e armazenadas em

dessecador a vacuo.
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A Tabela 1 foi elaborada com o intuito de auxiliar na rapida identificacdo das
amostras, atuando como um recurso a ser consultado no decorrer da interpretacao
dos resultados descritos na proxima se¢ao. Nela estdo compiladas a nomenclatura

atribuida, o método de confecgao e o tipo de rede predominante em cada sistema

produzido.
Tabela 1. Sumario das amostras desenvolvidas.
ID DA AMOSTRA TIPO DE REDE | COMPOSIGCAO METODO DE OBTENGAO
CNoO1 Covalente | PAm Exposigao UV por 1h
CNO3 Covalente | PAm Exposicao UV por 3h
CN12 Covalente | PAm Exposi¢ao UV por 12h
INe I6nica | PEO-Ca/SA Eletrofiagéo
Cadeias de PEO semi-interpenetradas na . .
s-IPINc rede ionica | PEOjpx-Ca/SA Convencional / Gotejamento
INc I6nica | Ca/SA Convencional / Gotejamento
DNcO1 Dupla | PAm-SA/Ca Exposicdo UV por 1h_| Imersdo em CL
(Convencional)
i Exposi¢ao UV por 3h | Imersdo em CL
DNc03 Dupla | PAm-SA/Ca (Convencional)
. Exposicdo UV por 12h | Imersdo em CL
DNc12 Dupla | PAm-SA/Ca (Convencional)
DNe01 Dupla | PEO-Ca/SA-PAm Eletrofiagéo | Exposi¢do UV por 1h
DNe03 Dupla | PEO-Ca/SA-PAm Eletrofiagéo | Exposi¢do UV por 3h
DNew:01 Dupla | PEO-Mt-Ca/SA-PAm Eletrofiagéo | Exposicdo UV por 1h

DNew:03 Dupla | PEO-Mt-Ca/SA-PAm Eletrofiagéo | Exposicdo UV por 3h
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2.3 CARACTERIZACOES

2.3.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Propriedades térmicas como as temperaturas de fusdo, de transicéo vitrea e
de degradacdo foram determinadas a partir da submissdo dos hidrogéis
confeccionados a analise por Calorimetria Diferencial de Varredura.
Esses procedimentos foram realizados em célula de aluminio, sob atmosfera de
nitrogénio (50 mL/min) e taxa de aquecimento de 10°C/min para um intervalo de
temperatura de 25 a 230°C. As analises foram conduzidas pela técnica de
laboratério Natalia B. Caon em um calorimetro diferencial de varredura (modelo:
Q20, marca: TA Instruments) situado nas instalacbes da Central de Andlises do

Departamento de Quimica da UFSC.

2.3.2 Espessura

Para a obtencdo das medidas de espessura foi utilizado um micrémetro
analdgico externo (modelo: ZAAS-MICRO-0A25, marca: ZAAS precision) com escala
de medicdo de 0 a 25 mm e resolugao de 0,01 mm. Foram realizadas em média seis
medidas de espessura para cada amostra em pontos escolhidos aleatoriamente ao
longo da pelicula previamente seca em estufa a 70°C até a obtencdo de massa

constante.

2.3.3 Grau de intumescimento

A identificacdo da capacidade maxima de expansdo de cada reticulo foi
realizada através da analise do perfil de intumescimento dos hidrogéis a 25°C.
Amostras liofilizadas de massa e espessura conhecidas foram imersas em 10,00 mL
de solugdo tamp3ao fosfato 0,01 mol L', pH 7,2. Ao longo de setenta e duas horas
foram realizados multiplos ciclos de recolhimento, pesagem e recondugdo das

amostras a solucdo de imerséao até o alcance do equilibrio de intumescimento.
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O grau de intumescimento foi calculado com base na Equagao 1, onde m1

representa a massa da amostra umida e mo a massa da amostra seca.

Grau de Intumescimento (%) = % x 100 Equacao 1
0

De forma analoga, a capacidade maxima de absorgao de agua foi calculada
a partir da razdo entre a massa da amostra em seu estagio de maximo
intumescimento (mt) e a massa inicial que representa o hidrogel desidratado (mo),

conforme indicado na Equacgao 2.

me

Capacidade Maxima (Qmaxsgua) = Equacao 2

mo
Os ensaios foram realizados em ftriplicata para cada um dos reticulos

ibnicos, covalentes e hibridos produzidos.

2.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

As amostras submetidas a caracterizacdo morfolégica por SEM foram
previamente liofilizadas, recortadas, fixadas em stubs com fita de carbono dupla
face, recobertas com ouro e acondicionadas em dessecador até o momento de
realizagao das analises.

O procedimento analitico foi conduzido pela usuaria habilitada Juliana P.
Dreyer em um microscépio eletrénico de varredura (modelo: JSM-6390LV, marca:
Jeol), situado no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da UFSC, durante o
qual as amostras foram submetidas a uma tensédo de aceleragdo média de 10 kV,
possibilitando a obtengcdo de imagens com magnificacdo de 500 a 7000x.
A determinacdo do raio médio de poros e fibras foi realizada por intermédio do

software ImageJ.
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2.3.5 Ponto de Carga Zero (PZC)

Para os ensaios de ponto de carga zero foi preparada uma solugao
0,1 mol L' de nitrato de sodio (Neon), posteriormente distribuida em 10 frascos,
cada qual com uma capacidade volumétrica para 10,00 mL.

O pH em cada um dos frascos foi ajustado com solu¢des diluidas de acido
nitrico ou hidréxido de sddio, a fim de obter-se uma escala variavel de pH entre 3,0 e
12,0. As leituras de pH foram realizadas em um pHmetro de bancada (modelo: K39-
2014, marca: Kasvi).

Individualmente, as amostras foram inseridas nas respectivas solugdes,
agitadas e, por fim, mantidas em repouso por um periodo suficiente para promover o
alcance da capacidade maxima de intumescimento. Nessa condicdo, as amostras
foram removidas do meio e o pH do sobrenadante foi novamente registrado. Apds a
eliminacdo do excesso de agua com papel toalha, as amostras foram lavadas em
agua destilada e encaminhadas para a estufa a 50°C, onde permaneceram
armazenadas para secagem até a obtencdo de massa constante. A partir desse
experimento também foi determinada a capacidade maxima de intumescimento de

cada amostra sob condi¢des distintas de pH.

2.3.6 Ensaio de encapsulagao e liberagao de corantes

Ensaios de encapsulagao e liberagcao de azul de metileno (MB) e rodamina B
(RhB) foram realizados com a infraestrutura disponivel no laboratério Polissol
(Departamento de Quimica - UFSC), utilizando-se banho termostatico com
circulagcao externa (modelo: MQBTC 99-20, marca: Microquimica) para o controle de
temperatura e um espectrofotémetro UV-Vis (modelo: Cary 60, marca: Agilent
Technologies) para a detecgao do composto ativo liberado.

Inicialmente, foram preparadas solugdes aquosas concentradas de RhB
(24,4 pmol L") e MB (44,7 umol L"). Essas solugbes foram distribuidas em frascos
com capacidade volumétrica para 3,00 mL nos quais amostras de peso e dimensdes
conhecidas de todos os hidrogéis confeccionados foram imersas por um intervalo de
tempo pré-determinado a fim de que o grau maximo de intumescimento de cada

reticulo fosse atingido.
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Os géis contendo o corante absorvido (Figura 14) foram encaminhados para
secagem em estufa a 50°C até o alcance de massa constante, aferida
periodicamente em balanga analitica. Atingida essa condicdo, as amostras foram

armazenadas em dessecador a vacuo.

Figura 14. Amostras de hidrogéis intumescidos apés a absor¢ao de MB e RhB.

Imagens capturadas pela autora (2021).

A liberacdo do corante encapsulado em cada amostra foi realizada em
frascos individuais contendo 10,00 mL de solugdo tamp&o fosfato 0,01 mol L™,
pH 7,2, com renovacdo parcial do meio de liberagdo em intervalos periddicos
(Figura 15).

Figura 15. Imagens capturadas durante a realizagdo dos testes de liberacédo de MB
encapsulado nas amostras DNc01 (a), DNc03 (b) e DNewmt03 (c).

Imagens capturadas pela autora (2021).
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O pH e a temperatura de cada compartimento foram aferidos ao longo de
todo o processo para garantir da melhor forma possivel a condugdo de todos os
experimentos sob condigdes constantes. Ao todo foram realizados trés conjuntos de
experimentos: os dois primeiros envolvendo a liberagdo dos corantes MB e RhB em
temperatura ambiente (25°C), e o terceiro, a carater de simulagdo das condi¢bes de
liberagcdo de um sistema de drug-release sublingual, realizado a 37°C somente para
o corante MB.

Para a construgao das curvas de cinética de liberagdo cumulativa, aliquotas
de 3,00 mL do sobrenadante, coletadas em intervalos de tempo pré-definidos, foram

analisadas em espectrofotometro UV-Vis (Figura 16).

Figura 16. Imagens capturadas apos 4, 24, 48 e 144h de liberagcdo de MB
encapsulado na amostra DNe01.

b1 J q
Rlesl [
':- - -

L2

A
o |

4h 24h 48h 144h

Condigdes experimentais: tampao fosfato 0,01 mol L™, pH 7,2, 25°C.

Imagens capturadas pela autora (2021).

O teor liberado foi quantificado a partir de curvas de calibragao construidas
para cada corante (APENDICE A). Em uma cubeta de quartzo contendo 2,50 mL de
solugéo tampéo fosfato 0,01 mol L', pH 7,2, foram realizadas sucessivas adigbes de
0,20 mL da solugao estoque do corante acompanhadas pela leitura dos valores de
absorbancia correspondentes ao comprimento de onda de absor¢gdo maxima. Os
espectros de UV-Vis obtidos para os corantes MB e RhB encontram-se anexos aos
APENDICE B-C).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SISTEMAS DE REDE COVALENTE

Os hidrogéis de PAm sintetizados a partir da metodologia proposta
(Figura 17) sdo produtos de uma reacgao de polimerizagdo por adigdo, induzida por

radicais livres.

Figura 17. Fotografia de um recorte da amostra CNO1.

Imagem obtida pela autora (2021).

O desenvolvimento da estrutura reticulada ocorre conforme o agente
reticulante (MBAm) ¢é incorporado a cadeia polimérica. Devido a presenga de
ligacbes duplas em ambas as extremidades, essa componente é o fator que

determina o estabelecimento de ligages cruzadas entre as cadeias (Figura 18).2¢

Figura 18. Estruturas dos reagentes e representacao estrutural do produto obtido a

partir da reagao de polimerizagao da acrilamida.
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ions persulfato (S20s%), oriundos da dissolucdo de persulfato de aménio na
solugdo aquosa contendo os agentes precursores para a polimerizacdo, sob
exposicao a radiagcao ultravioleta ocasionam a formagcao de dois equivalentes de
radicais sulfato (SO4™).%"

A etapa de iniciagdo é marcada pelo ataque desses radicais a dupla ligagao
de monémeros de acrilamida. Tao logo s&o originados, os radicais de acrilamida
livres em solugcdo atacam a dupla ligagdo de outros monémeros principiando a

formacgao de cadeias e a sua propagacao (Figura 19).

Figura 19. Representagcéo esquematica do mecanismo de polimerizagao radicalar
que conduz a formacgao da poliacrilamida.
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ApOs a realizagdo dos procedimentos de lavagem e secagem em estufa até
a obtencdo de massa constante, foram aferidas as seguintes medidas de espessura:
1,91 £ 0,27 mm para a CNO01, 2,33 + 0,37 mm para a CN03 e 1,63 + 0,31 mm para a
CN12. Recortes dessas amostras foram submetidos a analise por DSC a fim de que
suas caracteristicas térmicas pudessem ser identificadas. Os resultados, expressos

em fluxo de calor (W/g) por temperatura (°C), foram reproduzidos na figura a seguir.
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Figura 20. Termogramas dos hidrogéis de rede covalente a base de PAm
polimerizada in situ (CN) apds uma, trés e doze horas de exposicao a radiagao
ultravioleta, obtidos via analise por DSC.
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Para cada um dos termogramas obtidos foi possivel verificar a existéncia de
duas transicbes de primeira ordem de carater endotérmico e uma transicao de
segunda ordem, representada pela temperatura de transigéo vitrea (Tg). Todas as
amostras demonstraram a ocorréncia de um evento endotérmico no intervalo de 50
a 100°C atribuido a evaporacao de agua.

O hidrogel produzido a partir de uma hora de exposigédo a radiacédo (CNO01)
apresentou uma Tg em 121°C seguida por um segundo evento endotérmico,
caracterizado por um pico estreito em 212°C, relativo a temperatura de fusao do
produto da reacao de polimerizagao.

Na literatura, as temperaturas de transicao vitrea e de fusdo associadas a
poliacrilamida pura equivalem, respectivamente, a 97 e 237°C, ao passo que
hidrogéis derivados de acrilamida apresentam valores de Ty que oscilam entre
90 e 117°C.?830 Esse acréscimo no valor da Ty do hidrogel CNO1 em relagdo ao
polimero puro € um reflexo da existéncia de ligagbes cruzadas entre as cadeias que
impactam na formag&o de uma estrutura mais rigida.3! Por outro lado, a reducdo do
valor da temperatura de fusdo pode ser um indicio da existéncia de impurezas ou
resquicios de reagentes excedentes.

Estudos indicam que a exposi¢ao continua de hidrogéis a base de acrilamida
e MBAm a radiagdo UV pode provocar a clivagem das ligagdes cruzadas que
mantém sua estrutura, ampliando o volume livre entre as cadeias.3?-34 Com isso, a

reducao da eficacia de empacotamento da rede se projeta sobre a queda no valor de
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AwsH, conforme pode ser observado para as amostras CN03 e CN12 na Tabela 2.

O processo de degradagéo se inicia, para todas as amostras, a partir de 230°C.

Tabela 2. Parametros térmicos resultantes da analise dos hidrogéis de rede
covalente a base de poliacrilamida por DSC.

Amostra T, (°C) Tinicial (°C) Thus (°C) Thina (°C) AssH (J/g) Taeq (°C)
CNO1 1211 205,0 212,4 226,9 57,1 234,9
CNO03 121,8 199,9 2131 233,3 51,4 234,9
CN12 125,6 193,1 204,6 2217 28,8 230,6

Inicialmente, a cisdo de unidades de MBAm libera para o meio reacional
unidades de acrilamida que eventualmente podem ser reincorporadas a cadeia
principal durante a etapa de polimerizacao, o que justificaria a proximidade entre os
valores de Tg, Tius € AfusH das amostras CNO1 e CNO3.

ApoOs uma exposi¢ao prolongada por doze horas (CN12), os hidrogéis de
poliacrilamida apresentaram uma queda pronunciada do valor de ArusH associada a
uma reducdo da Twus (205°C) quando comparados aos indices observados para a
amostra que possui um maior grau de reticulagdo, CNO1. Esse comportamento
sugere o aumento do volume livre entre as cadeias poliméricas em fungdo das
cisGes provocadas pela exposigdo excessiva a radiagao ultravioleta.35-37

A fim de complementar a discussao em torno da influéncia do tempo de
exposicao a radiagdo nas caracteristicas dos hidrogéis a base de PAm, foram
realizados dois tipos de ensaios de intumescimento cujos resultados foram
detalhados na Figura 21 e na Tabela 3. O primeiro ensaio (Figura 21a), consiste na
avaliacao da taxa de intumescimento em fungcédo do tempo de imersdo das amostras
em solugdo tampao fosfato 0,01 mol L', pH 7,2. O segundo ensaio (Figura 21b),
denominado Ponto de Carga Zero (PZC), baseia-se na imersao dos géis em
diferentes indices de pH e na avaliagdo do comportamento dos reticulos em fungao

do desenvolvimento de cargas superficiais residuais.
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Figura 21. Cinéticas de intumescimento desempenhadas em pH 7,2 (a) e resultados
dos ensaios de PZC (b) para as amostras CN0O1, CN0O3 e CN12.
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A capacidade de absorcdo de agua das redes de poliacrilamida esta
associada a presenca de grupos funcionais hidrofilicos (amida) distribuidos ao longo
da matriz. Esses grupos sao capazes de estabelecer ligagbes de hidrogénio com
moléculas de agua, confinando-as no espaco disponivel entre as cadeias
poliméricas do hidrogel.

Identifica-se através das cinéticas de intumescimento em pH 7,2 que a
amostra CNO3 apresentou uma capacidade maxima de intumescimento que
corresponde a 38 vezes o peso da amostra desidratada, 19% superior ao fator de
intumescimento maximo atingido pela amostra CN01, de 32 vezes seu peso inicial.

Esses indices corroboram com as hipoteses tracadas através dos resultados
das analises de DSC. A partir de uma hora de incidéncia de radiagdo UV no sistema
iniciam-se processos de clivagem das ligagdbes cruzadas anteriormente
estabelecidas entre as cadeias poliméricas por acdo do agente reticulante. A queda
na densidade de reticulagdes além de aumentar o volume médio entre as cadeias,
confere a estrutura uma maior flexibilidade, facilitando o processo de expansao do
reticulo e a acomodagado de uma maior quantidade de moléculas de agua em seu
interior,32:34,38,39

Por sua vez, a incidéncia continua de radiagao UV por um periodo de doze
horas resultou em um hidrogel com uma capacidade maxima de absor¢céo de agua
inferior a das amostras CN01 e CN03. Atenta-se para o fato de que, apds oito horas

de intumescimento, a amostra comegou a demonstrar sinais de desintegragao e
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dissolugdo no sobrenadante. Esse comportamento, associado aos resultados da
analise de DSC, demonstra o enfraquecimento do reticulo ocasionado pela
exposigao prolongada a radiagéo e pelas consecutivas clivagens ao longo da cadeia
polimérica inicialmente formada.32-34

A capacidade maxima de absor¢do de agua das amostras CNO1 e CNO3
também foi avaliada em fung¢ao da variacdo de pH do meio de imersdo. Esses dados
foram coletados durante os ensaios de PZC, em meio n&o-tamponado, contendo
0,1 mol L-' de NaNQs (forga iénica | = 1,9).

A analise do PZC retorna o valor de pH para o qual a densidade de carga
liquida superficial de um material se aproxima de zero, indicando que ha um
equilibrio entre suas cargas residuais positivas e negativas.*°

Nota-se que as amostras analisadas a partir do intumescimento em solugao
tampao fosfato 0,01 mol L', pH 7,2, | = 0,22) (Figura 21a) apresentaram uma maior
capacidade de expansdo do que os hidrogéis submetidos aos ensaios de PZC por

um intervalo de tempo idéntico (Tabela 3).

Tabela 3. Capacidade maxima de intumescimento (Qmax.agua) das amostras CN01 e
CNO03 determinada a partir do ensaio de PZC sob diferentes valores de pH.

PHinicial
3,1 41 51 6,1 7,2 8,1 9,4 10,2 1,3 11,9
g CNoO1 7,3 7,7 8,2 55 9,3 11,2 7,7 9,4 11,1 14,8
5
g CNO3 12,8 14,4 13,7 141 141 13,9 12,5 16,3 15,4 20,3

Nesse caso, a diferenca de pressdo osmotica entre a solugao de imersao e o
interior do hidrogel pode estar atuando como forga motriz para a expansao do
reticulo. Essa diferengca é pronunciada em sistemas de imersdo com pouca forca
ibnica, de modo que ha uma canalizagdo de moléculas de agua para o interior do
hidrogel.

Por outro lado, o aumento da concentragcao de ions em solugéo provoca uma
reducao na diferenca de pressdo osmotica entre essas regides, de forma que parte
do fluxo de moléculas de agua que adentra o hidrogel tende a retornar para a
solugdo salina. Desse modo justificam-se os baixos indices de intumescimento

observados nos ensaios de PZC, cuja forga ibnica do meio é aproximadamente
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8,6 vezes maior do que o sistema tamponado utilizado para a construgao da cinética
de intumescimento.384

Verifica-se, em ambos o0s casos, que a imersao das amostras em uma
solucao acida, contendo um valor de pH proximo a 3,0, resulta no desenvolvimento
de uma carga residual positiva (Figura 21b). Esse comportamento indica o consumo
de protons livres em solugéo para o estabelecimento de ligagbes de hidrogénio entre
grupos amida, fato que condiz com o perceptivel encolhimento da estrutura. Com a
redugcdo do volume livre entre as cadeias, ha uma redugdo na capacidade de
absorgao de agua, conforme pode ser verificado na Tabela 3.4243

A medida que o pH aumenta, as ligagdes de hidrogénio entre os grupos
funcionais tornam-se menos frequentes e a estrutura adquire uma maior
flexibilidade, acompanhada por uma maior capacidade de expans&o.*?

Em pH em torno de 6,7, para a CNO1, e 6,5, para a CN03, ambas as superficies se
encontram em uma condigdo de neutralidade de cargas.

No intervalo de pH entre 5,0 e 9,0 as amostras mantém uma capacidade de
intumescimento relativamente constante. Porém, a capacidade de expansao do
reticulo segue uma tendéncia crescente para valores de pH acima de 10,0. Alguns
autores afirmam que esse comportamento € um reflexo da hidrolise parcial de
grupos amida a acido carboxilico.384445 Nessa condigdo, a formagdo de grupos
carboxilatos conduz ao afastamento maximo entre as cadeias poliméricas,
permitindo que um maior numero de moléculas de agua seja acomodado em seu
interior a fim de que os efeitos da repulsdo eletrostatica sejam minimizados.434°

Por fim, realizou-se o estudo morfoldgico das amostras a partir de imagens
obtidas por SEM (Figura 22). As micrografias dos hidrogéis obtidos apés uma
(Figura 22a) e doze horas (Figura 22c) de exposicao a radiacdo UV expdem
superficies de aspecto homogéneo e sdlido, similares a aparéncia de filmes

poliméricos quando observados pela mesma técnica.*®



52

Figura 22. Micrografias das amostras: CNO1 (a), CN03 (b) e CN12 (c).
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A rugosidade marcada por declives circulares na superficie da amostra
CN12 (Figura 22c) sugere a pré-existéncia de poros que eventualmente
coalesceram devido a reabsor¢ao de agua no intervalo de tempo entre o preparo e a
analise das amostras. A micrografia obtida para a amostra CNO3 (Figura 22b)
corrobora com a hipotese anterior visto que apresenta indicios de uma matriz de
poros interconectados em fase de coalescéncia.

Conforme demonstrado pelo ensaio de intumescimento, a amostra produzida
apods trés horas de exposi¢cdo a radiagao ultravioleta possui uma capacidade de
expansao do reticulo superior as demais (Figura 21a). Por conseguinte, estima-se
que o tamanho médio de seus poros seja proporcionalmente elevado, razdo pela

qual a amostra ainda nao teria coalescido completamente até o momento da analise.
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3.2 SISTEMAS DE REDE IONICA

Antes da elaboragao dos hidrogéis de rede idnica foram realizados testes de
eletrofiacdo sobre laminulas de vidro e folhas de papel aluminio. O primeiro teste foi
realizado com solugdes de diferentes concentracées de PEO (Mw 900 kDa) em agua
destilada. Nesse ensaio foram detectadas as condigcdes minimas para a obtencao de
fibras do polimero puro que, posteriormente, seria empregado como polimero de
base para a confecg¢ao de hidrogéis eletrofiados de PEO-Ca/SA.

A partir da observagédo das laminulas contra a luz e da identificacdo optica
do padrao de interferéncia resultante da deposicao das fibras, novas amostras foram
coletadas em folhas de papel aluminio para posterior submisséo a analise por SEM.

Os parametros operacionais que possibilitaram a eletrofiacdo do sistema
PEO 5% (m/v) e as condigdes ambientais do momento de obtengcdo das amostras

encontram-se descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros de eletrofiagdo e condigcbes ambientais vinculadas as fibras de
PEO 5% (ml/v).

PARAMETROS DE ELETROFIAGAO CONDIGOES AMBIENTAIS
AMOSTRA
Fluxo de solucao Tenséo elétrica Temperatura Umidade relativa
(mL/h) (kV) (°C) (%)
PEO 5% (m/v) 0,50 15,1 21,3 50
M, 900 kDa

A imagem obtida a partir da submissdo de uma amostra eletrofiada a analise
por microscopia eletrbnica de varredura (SEM) (Figura 23a) demonstra a presencga
de fibras bem definidas e continuas, de aspecto homogéneo e liso, auséncia de

gotas e raio médio de 110 nm (Figura 23b).



54

Figura 23. Micrografia das fibras de PEO 5% (m/v) (a) e histograma de distribuicéo
do tamanho do raio das fibras (b).
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Com a determinagdo das condicbes fundamentais, os proximos
experimentos transcorreram a partir da fixacdo de uma propor¢ao minima de 5%
(m/v) de PEO (Mw 900 kDa) em agua destilada, quantidade suficiente para
desempenhar o processo de eletrofiagdo de forma fluida.

Para a elaboragao de sistemas Cal/SA optou-se pela utilizagado de lactato de
célcio (CL) 3% (m/v), com base em um estudo prévio desenvolvido pela autora
durante seu trabalho de conclusdo de curso.?® Os pardmetros operacionais e

ambientais relacionados a eletrofiacao desse sistema foram registrados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros de eletrofiagdo e condigdes ambientais vinculadas as fibras de
PEO5% - CL3% (m/v).

PARAMETROS DE ELETROFIAGAO CONDIGOES AMBIENTAIS
AMOSTRA
Fluxo de solucao Tenséo elétrica Temperatura Umidade relativa
(mL/h) (kV) (°C) (%)
PEO5% - CL3% 0,50 15,7 21,5 49

A Figura 24a apresenta uma micrografia resultante da analise de uma
amostra de fibras de PEO5% - CL3% (m/v) por SEM. Nessa imagem podem ser
observadas fibras com superficie de aspecto homogéneo, com poucas regides de

descontinuidade, algumas regides de afunilamento e auséncia de gotas.
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Figura 24. Micrografia das fibras de PEO5% - CL3% (m/v) (a) e histograma de
distribuicdo do tamanho do raio das fibras (b).
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Condigdes experimentais: 0,50 mL/h; 15,7 kV; 21,5°C; 49% RH.

O histograma referente a distribuicdo do tamanho do raio das fibras (Figura
24b) indica uma maior dispersao de valores para o sistema PEO5% - CL3% (m/v)
em relagdo ao sistema PEO5% (m/v), apresentando um raio médio de 110 nm.
Apesar de promover um efeito plastificante, auxiliando no alinhamento das cadeias
de PEO, a presenca do sal € também responsavel pelo aumento da condutividade
da solugdo. Embora contribua para a primordial etapa de formagdo do cone de
Taylor, 0 acumulo de cargas em algumas regides provoca oscilagdes no jato durante
o processo de afunilamento, demandando a aplicacdo de uma tensao elétrica
ligeiramente superior a utilizada para o sistema PEO5% (m/v) para o controle do
fluxo. Como reflexo dessa instabilidade, o jato pode romper-se durante a projecao
resultando na perda da continuidade das fibras, propiciando assim, uma maior
variedade de tamanhos de raio, conforme ilustra o histograma da Figura 24b.

Apos a definicdo das condigbes elementares de eletrofiagdo deu-se
prosseguimento a elaboracao de hidrogéis a base de Cal/SA.

Neste trabalho foram exploradas duas estratégias de confeccdo de rede
ibnica. A primeira delas, consistiu na coleta instantdnea de fibras poliméricas de
PEO5% - CL3% (m/v) sobre uma solucao de SA 3% (m/v) (Figura 25).
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Figura 25. Fotografia da amostra INe.

Imagem obtida pela autora (2021).

A segunda técnica utilizada foi o gotejamento, a partir do qual foram
confeccionadas duas amostras: a INc, baseada no gotejamento de uma solugéo de
CL 3% (m/v) sobre uma solugéo de SA 3% (m/v); e a s-IPINc, cuja composi¢cédo das
solugdes de partida € igual a INe, porém, resulta em uma matriz de estrutura
diferenciada em fungédo da variagdo do método empregado, contendo cadeias de
PEO semi-interpenetradas na rede de Cal/SA (Figura 11).

O reticulo i6nico formado a partir das metodologias propostas se baseia no
estabelecimento de interacbes eletrostaticas entre um polieletrélito anidnico,
alginato, e um cation bivalente, calcio.

A componente alginato de sodio € um polissacarideo derivado do acido
alginico, cuja cadeia principal é constituida por unidades de acido D-manurénico
(pKa 3,38) e L-gulurénico (pKa 3,65) unidas através de ligagdes 3-1,4 glicosidicas. A
estrutura adquire carater de polieletrélito em pH acima de 3,65, condicdo sob a qual
ambos os grupos acido carboxilico se apresentam na forma de carboxilatos.4’48

Na presencga de cations multivalentes, esses grupos estabelecem interacdes
eletrostaticas que tém como efeito a aproximagédo entre as cadeias de alginato,
causando o aprisionamento do ion em seu interior.

No caso do ion calcio, a reticulagao efetiva provém da interacdo entre o
cation e dois grupos carboxilato oriundos de dimeros compostos por unidades
residuais de acido L-gulurbnico (G), resultando em uma estrutura caracterizada

como egg-box (Figura 26).48:49
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Figura 26. Representagao estrutural do reticulo ibnico formado por Ca/SA e das
unidades monomeéricas que compdem o polissacarideo.
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Realizadas as etapas de lavagem e secagem das amostras em estufa até a
obtencdo de massa constante, foram registradas as seguintes medidas de
espessura: 0,72 £ 0,17 mm para a INe, 0,81 £ 0,39 mm para a s-IPINc e 0,32 £ 0,13
mm para a INc.

Aliguotas dessas amostras foram submetidas a analise por DSC a fim de
que suas caracteristicas térmicas pudessem ser determinadas. Os resultados,

expressos em fluxo de calor (W/g) por temperatura (°C) encontram-se representados

na Figura 27.

Figura 27. Termogramas dos hidrogéis de rede ibnica a base de Ca/SA (INe, s-
IPINc e INc), obtidos via analise por DSC.
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Verifica-se nos termogramas expostos na Figura 27 a existéncia de apenas
uma transicdo de primeira ordem de carater endotérmico, que corresponde a

evaporagao de agua.
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Na curva associada a amostra INc essa transicdo é predominante no
intervalo de 32 a 120°C. Nas curvas coincidentes, relacionadas as amostras INe e
s-IPINc, esse evento é observado em uma faixa ligeiramente mais ampla, entre 55 e
156°C. Nesses hidrogéis ha uma concentragado de 5% (m/v) de PEO, um polimero
altamente higroscépico. O aprisionamento de moléculas de agua na regido
delimitada pelo volume livre entre as cadeias poliméricas pode ser a razdo pela qual
0 processo de evaporagao esteja sendo dificultado, requerendo o fornecimento de
uma maior quantidade de energia para que seja efetuado.>®

Estudos publicados envolvendo a analise térmica de hidrogéis a base de
Ca/SA demonstram que a temperatura de transicao vitrea do reticulo formado pode
ser observada entre 115 e 131°C, a depender da concentragao de ions calcio e da
quantidade de unidades de acido L-gulurénico presentes na cadeia.5".52

Conforme os experimentos de Russo e colaboradores (2007), para a
concentracado de calcio utilizada no preparo desses sistemas previa-se a ocorréncia
de uma Tg entre 119 e 131°C. Porém, devido ao elevado indice de hidratacdo das
amostras, essa regiao encontra-se oculta pelo evento supracitado e, portanto, ndo
permite o levantamento da temperatura de transicéo vitrea do reticulo formado por
Ca/SA®

Apenas nas amostras INe e s-IPINc € possivel perceber a ocorréncia de
uma transicdo de segunda ordem na regido proxima a 50°C. Esses hidrogéis se
distinguem da amostra INc por apresentarem em sua composicao PEO. Além disso,
estima-se que a eletrofiagdo exerca um efeito de orientacdo sobre as cadeias
poliméricas, cujo alinhamento, supostamente, devera estabelecer uma rigidez
superior a apresentada pelo polimero puro, cuja Ty se situa em torno de -50°C.5354

De fato, os estudos de Hu e colaboradores identificaram uma Tg de 76°C
para fibras de PEO (Mw 900 kDa) puro. Os autores verificaram ainda, que a adigao
de uma quantidade equivalente de SA é capaz de provocar uma reducao da Tq para
aproximadamente 65°C.>® Nesse cenario, a acomodacdo das cadeias de um
polieletrélito amorfo no entorno da estrutura do PEO contribuiria para a redugao do
valor da Tg.

Ainda assim, o valor observado representaria uma estrutura
consideravelmente ordenada, levando-se em conta a propor¢cdo equivalente das

componentes SA e PEOQ.%
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Com base em resultados de DSC e analises complementares, Hu e
colaboradores, dentre outros pesquisadores, defendem a existéncia de interacdes
intermoleculares entre as cadeias de PEO e SA, estabelecidas por meio de ligacoes
de hidrogénio entre atomos de oxigénio do PEO e grupos hidroxila do polieletrélito,

compondo uma espécie de estrutura fisicamente reticulada (Figura 28).%>57

Figura 28. Representacao da estrutura interconectada formada por PEO/SA e das
unidades monomeéricas que compdem suas cadeias polimeéricas.
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Essas interacbes seriam capazes de formar uma estrutura interconectada
similar, embora mais fragil, a de reticulos i6nicos, de modo que os eventos
detectados em 49°C e 45°C, para as amostras INe e s-IPINc, corresponderiam a
temperatura de transicdo vitrea da matriz composta por PEO/SA. O fato de que a
amostra INe apresenta um maior valor de Ty pode ser um reflexo do alinhamento
das cadeias de PEO em fungao do processo de eletrofiagdo, que por consequéncia,
induzem a organizagao de cadeias de SA no seu entorno, favorecendo um aumento
na densidade de reticulagdes. O acréscimo na Tws das amostras INe e s-IPINc em
relacdo a INc também é um indicativo do estabelecimento de ligagdes de hidrogénio
entre PEO/SA visto que a partir delas se obtém uma estrutura mais compacta e
rigida.

A partir de 212°C observa-se o inicio de processos degradativos para a INc.
A adicao de fibras e cadeias de PEO de forma interpenetrada e semi-interpenetrada
ao sistema retarda esses processos para 213°C (INe) e 217°C (s-IPINc),
respectivamente.

Ensaios de intumescimento (Figura 29a) e PZC (Figura 29b) foram
realizados com o objetivo de compreender como essas matrizes se comportam sob

a influéncia de estimulos externos como a variagao do pH e da forga idnica.
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Figura 29. Cinéticas de intumescimento desempenhadas em pH 7,2 (a) e resultados
dos ensaios de PZC (b) para as amostras INe, s-IPINc e INc.
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A capacidade de intumescimento dos hidrogéis a base de CalSA esta
relacionada a existéncia de grupos funcionais hidrofilicos e ionizaveis (hidroxilas e
carboxilatos) que potencializam a canalizagdo de agua para o seu interior através do
fluxo osmético determinado pelo movimento de contra-ions.*'%8 Por conta disso,
reticulos a base de polieletrdlitos apresentam uma maior capacidade de
intumescimento do que hidrogéis compostos por materiais de origem nao-idnica ou
redes covalentes, cuja presenga de ligagdes cruzadas entre as cadeias limita sua
capacidade de expanso.%°

Verifica-se na Figura 29a, por exemplo, que a amostra composta apenas
por Ca/SA (INc) atinge em quatro horas a regido que denota o equilibrio de
intumescimento com uma capacidade maxima de absor¢do de agua igual a 64x o
seu peso inicial. Esse valor € duas vezes maior do que o apresentado pela amostra
de rede covalente CNO01 (32x), que somente atinge o patamar de equilibrio apos
vinte horas de imerséo.

Outro parametro que pode influenciar na flexibilidade do reticulo é a
incorporacao de aditivos. Apesar de se tratar de um polimero hidrofilico, a adicao de
PEO ao sistema, seja através de gotejamento (s-IPINc) ou de eletrofiagdo (INe),
causa uma reducao na capacidade maxima de absorc¢ao de agua para QmaxINe = 26X
e QmaxspiNe = 50x. A presenca de PEO, seja na forma de fibras ou de cadeias
interpenetradas na rede de Cal/SA, além de reduzir o volume livre entre as

macromoléculas, causa uma restricdo adicional a expansdo do hidrogel.
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Nesse quesito, cabe ressaltar que o PEO é capaz de estabelecer ligagbes de
hidrogénio com os grupos hidroxila do alginato, atuando como uma espécie de
reforgo estrutural que reduz a flexibilidade da matriz.5557

No caso do hidrogel formulado a partir da técnica de eletrofiagdo (INe) a
rede se torna ainda mais complexa, visto que a formacgao do reticulo idbnico Ca/SA
se da no entorno da fibra de PEO-Ca. O envolvimento das fibras por aproximagao do
polieletrdlito aos ions Ca?* favorece também o estabelecimento de ligagbes de
hidrogénio entre PEO/SA. Por esse motivo a estrutura se torna ainda mais compacta
e restritiva quanto a acomodacgao de moléculas no seu interior.

Por intermédio dos ensaios de PZC (Figura 29b) foi possivel determinar o
pH para o qual tem-se uma distribuicdo equivalente de cargas negativas e positivas
ao longo do reticulo. Obteve-se pHrzc = 6,9 para o hidrogel INe e pHpzc = 7,2 para a
amostra INc.

A medida que o pH inicial da solugcdo de imersdo se aproxima do PZC (pH
acima de 6,0) as curvas de ambas as amostras se tornam coincidentes,
demonstrando um comportamento similar frente a elevagao de pH.

Quando o pH do meio se encontra acima do pKa das unidades monoméricas
do alginato: acido D-manurénico (pKa 3,38) e L-gulurénico (pKa 3,65), a densidade
de cargas sobre o reticulo, assim como a sua capacidade de intumescimento, passa
a ser governada pelo equilibrio de ionizagao dos grupos acido carboxilico.

Abaixo do pHrzc, a concentragdo de ions H* mantém esses grupos na sua
forma protonada (-COOH). Nessa condi¢cdo, o encolhimento da estrutura é mais
pronunciado na amostra INe onde ha cadeias de PEO disponiveis para o
estabelecimento de um maior numero de ligagdes de hidrogénio.

Esse comportamento se reafirma na baixa capacidade de absorgao de agua,
conforme pode ser verificado na Tabela 6, e de certa forma reproduz o
comportamento observado para hidrogéis constituidos por polimeros n&o-iénicos,

cuja capacidade de expansao se define pela densidade de reticulagdes.3943.5°



62

Tabela 6. Capacidade maxima de intumescimento (Qmaxagua) das amostras INe e INc
determinada a partir do ensaio de PZC sob diferentes valores de pH.

pHiniciaI
3,1 4,1 5,1 6,1 7,2 8,1 9,4 10,2 11,3 11,9
/\g INe 3,6 2,4 1,6 1,4 2,4 6,5 4,0 4,3 2,3 8,3
5
g INc 9,1 10,9 8,7 10,1 8,6 7,7 10,6 9,6 15,5 11,5

Acima do pHrzc, o equilibrio é deslocado no sentido de desprotonacdo dos
grupos acidos, o que culmina com a predominancia de cargas negativas residuais
distribuidas sobre a superficie. O desenvolvimento de forgcas de repulsao
eletrostatica entre os grupos carboxilato contribui para a magnificacdo da
capacidade de intumescimento de ambos os reticulos que, em média, apresentam o
maior indice de absorgdo de agua nessa condigdo.39:43.59

Tal como observado para os hidrogéis de poliacrilamida (CN), o aumento da
forca ibnica do meio atua como uma barreira a expansao da matriz, de modo que as
amostras intumescidas em solugdo de NaNOs a 0,1 mol L' apresentam uma
capacidade de absorgéo inferior as imersas em solugdo tampao fosfato 0,01 mol L.
Essa caracteristica verificada em ensaios in vitro antecede o comportamento
previsto para esses materiais quando aplicados em matrizes bioldgicas.384

De forma complementar, as caracteristicas morfolégicas das amostras foram

investigadas através de imagens obtidas por SEM (Figura 30).
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Figura 30. Micrografias das amostras: INe (a), s-IPINc (b) e INc (c).
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A micrografia do hidrogel INe (Figura 30a) ilustra a aparéncia de uma
estrutura densamente reticulada com indicios de poros e fibras interconectados que
remetem a metodologia de sintese empregada. Suas dimensodes, entretanto, nao
sdo mensuraveis no intervalo de magnificacéo explorado.

A superficie do hidrogel INc (Figura 30c) apresenta uma morfologia
relativamente similar a da amostra s-IPINc (Figura 30b). O aspecto irregular, rugoso
e repleto de ondulacgdes é caracteristico de hidrogéis fisicamente ligados, compostos

majoritariamente por polieletrolitos.59-62
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3.3 SISTEMAS DE REDE HiBRIDA

A partir das estratégias utilizadas para a confecgdo dos hidrogéis de rede
idbnica e covalente foram elaborados dois métodos para a obtencéo de hidrogéis de
rede hibrida, ambos envolvendo o desenvolvimento de um reticulo i6nico
interpenetrado por uma rede covalente.

A principal distingao entre eles esta no método de construgcao da rede idnica.
No caso da DNe, a fonte de cations provém da solugao eletrofiada na qual estao
dispersos CL 3% (m/v) e PEO 5% (m/v) em meio aquoso. As fibras produzidas séo
entdo coletadas por uma solugdo aquosa contendo SA 3% (m/v), além dos

reagentes precursores para a fabricagcao da rede de PAm (Figura 13).

Figura 31. Fotografia da amostra DNe01.

Imagem obtida pela autora (2021).

No caso da DNc, o passo inicial consiste na elaboracdo da rede covalente,
que é realizada submetendo-se a solucdo de reagentes precursores da PAm a
radiacdo UV. Com o polieletrolito SA disperso no interior do reticulo covalente,
efetua-se a imersdo da amostra em uma solugao contendo CL (3% m/v) a fim de que

o reticulo ibnico seja construido (Figura 12).
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A amostra DNe foi elaborada com base nas condi¢gdes de eletrofiacdo
pré-estabelecidas na fase de otimizagcdo da sintese do hidrogel INe. Um estudo
complementar foi realizado a partir da incorporacao de 2% (m/v) de montmorilonita
(Mt) a solugao a ser eletrofiada, projetando-se a aplicagcao futura do material como
sistema para a encapsulacao e liberagcao de ativos. As caracteristicas operacionais e
ambientais registradas durante a otimizagcdo do processo de obtencédo das fibras

contendo Mt encontram-se descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros de eletrofiagdo e condigdes ambientais vinculadas as fibras de
PEO5% - CL3% - Mt2% (m/v).

PARAMETROS DE ELETROFIAGAO CONDIGOES AMBIENTAIS
AMOSTRA
Fluxo de solugao Tenséo elétrica Temperatura Umidade relativa
(mL/h) (kV) (°C) (%)
PEO5% - CL3% - Mt2% 0,50 15,5 20,5°C 49%

A micrografia obtida para a amostra de fibras de PEO5% - CL3% - Mt2%
(m/v) demonstra a formagéo de fibras ndo-continuas, auséncia de rugosidade e

alguns pontos de coalescéncia (Figura 32a).

Figura 32. Micrografia das fibras de PEO5% - CL3% - Mt2% (m/v) (a) e histograma
de distribuicdo do tamanho do raio das fibras (b).
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Condigdes experimentais: 0,50 mL/h; 15,5 kV; 20,5°C; 49% RH.
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E perceptivel uma maior variagdo no didmetro das fibras ao longo do
comprimento. A partir do tratamento estatistico da distribuigdo de tamanhos
(Figura 32b) determinou-se um raio médio de 73 nm, evidenciando a formagao de
fiboras com um didmetro menor do que as obtidas para os sistemas PEO5% e
PEO5% - CL3% (m/v). Compreende-se que esse seja um efeito provocado pelo
aumento da condutividade da solugao apés a adicdo de Mt. Cabe ressaltar que o
processo foi marcado por multiplos periodos de instabilidade, sendo necessaria a
realizagao de diversos ajustes na tensao elétrica para a manutengéao do controle do
jato, conforme demonstrado pela descontinuidade das fibras da Figura 32a.

Finalizada a etapa de otimizacdo do processo de obtencdo das fibras
incorporadas com Mt, aplicou-se a metodologia de sintese do hidrogel DNe

(Figura 31b) para a confecg¢ao dos hidrogéis DNemt01 € DNemt03 (Figura 33).

Figura 33. Imagem da amostra DNewmt01 obtida apds uma hora de exposicéo a
radiacao ultravioleta.

Imagem capturada pela autora (2021).

Os parametros operacionais de eletrofiacdo e as condigdes ambientais
registradas no momento de fabricacdo dos hidrogéis DNe e DNemt encontram-se

descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros de eletrofiagao e condicdes ambientais observadas durante a
obtengédo das amostras DNe (PEO-CL/SA-PAm) e DNemt (PEO-CL-Mt/SA-PAm).

Parametros de eletrofiagao

Amostra
Fluxo de solugéo (mL/h) Tenséao elétrica (kV) Temperatura (°C) Umidade relativa (%)

DNe 0,50 13,0 21,7 50
DNewm: 0,50 14,5 211 48
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Apos a lavagem e a secagem das amostras em estufa até a obtengédo de
massa constante, foram obtidas as seguintes medidas de espessura: 2,17 + 0,39
mm para a DNe01, 2,26 + 0,57 mm para a DNe03, 2,30 £ 0,57 mm para a DNemt01 e
1,75 £ 0,50 mm para a DNemt03.

Os resultados das analises de DSC para as amostras DNe e DNc,
expressos em fluxo de calor (W/g) por temperatura (°C), encontram-se reproduzidos

nos termogramas anexos a Figura 34.
Figura 34. Termogramas dos hidrogéis de rede hibrida a base de PEO-Ca/SA-PAm
(DNe) e PAm-SA/Ca (DNc), obtidos via analise por DSC.
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Nos termogramas da Figura 34a verifica-se a presenga de dois eventos de
segunda ordem: o primeiro, em torno de 50°C, representando a temperatura de
transicdo vitrea da rede fisica formada por PEO/SA, e o segundo, em
aproximadamente 125°C.

A T4 da rede fisica PEO/SA ocorre em torno de 48°C para a amostra DNe01
e de 43°C para a amostra DNe03. Esses dados indicam que a incidéncia de
radiagdo UV por uma hora sobre a amostra ndo exerce influéncia significativa sobre
o reticulo fisico composto por PEO/SA visto que seu valor de Tg se mantém muito

préximo ao valor apresentado pelo sistema INe (Tgpeoisa=49°C).
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Em consonancia com a hipotese anterior, observa-se nos termogramas das
amostras DNe01 e DNe03 a ocorréncia de um novo evento de segunda ordem em
torno de 125°C. Essas transi¢cbes sdo atribuidas a Tg da rede de PAm, conforme
discutido no topico 3.1. A Tgpam verificada em ambas as amostras de rede hibrida
(DNe01 e DNe03) situa-se aproximadamente 5°C acima da Tgpam observada nas
amostras de rede covalente simples (CN0O1 e CN03). Trata-se de um comportamento
esperado visto que os hidrogéis formados por redes ibnicas e covalentes
interpenetradas devem apresentar uma restricao adicional a mobilidade das cadeias
poliméricas em virtude da reducao do volume livre.

Nos termogramas da Figura 34a também s&o apontadas trés transigdes
endotérmicas de primeira ordem. A primeira delas, com ocorréncia em 59°C, pode
estar associada a temperatura de fusao das regides fibrosas em que predomina a
interagcdo PEO/SA. O segundo pico endotérmico, presente em ambas as curvas,
representa a temperatura de fusdo da rede covalente e a respectiva quantidade de
energia envolvida no processo. Verifica-se que a Truspam da amostra DNe01 € maior
do que a da DNe03 em concordancia com o perfil esperado para hidrogéis que
apresentam um maior grau de reticulag&o.36:3"

Entre 119 e 131°C estaria prevista a ocorréncia da Ty do reticulo formado
por Cal/SA, porém, por se tratar de uma regiao coincidente com a Tgpam e€ssa
transicdo acaba ndo sendo perceptivel.®' As principais informagdes coletadas a
partir dos termogramas da Figura 34a para as amostras DNe01 e DNe03 foram

sumarizadas na Tabela 9.

Tabela 9. Parametros térmicos resultantes da analise dos hidrogéis de rede hibrida
a base de PEO-Ca/SA-PAm (DNe) por DSC.

Amostra Tg,pEo/SA (°C) Tg,Ca/sA (OC) Tg,PAm (OC) Tfus,PAm (OC) AfusH,PAm (J/g) Tdeg (°C)

DNe01 48,2 - 126,0 205,8 21,8 2429

DNe03 42,9 - 125,0 203,1 93,2 2442
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De forma analoga, nos termogramas da Figura 34b identificam-se,
respectivamente, nas curvas DNc01 e DNc03: um evento de segunda ordem
vinculado a Tgpam situado em torno de 130 e 126°C; um pico endotérmico na faixa
de 50 a 100°C relativo a evaporagao de moléculas de agua aprisionadas no volume
livre entre as cadeias poliméricas; e, um pico endotérmico localizado em 230 e
218°C relacionado a Tius,pAm.

A regido demarcada pela eliminagdo da agua do reticulo (50-100°C)
culminou com a ocultagcéo da faixa de temperatura de onde normalmente se obtém a
Tg.caisa, entre 119 e 131°C.%" Todos os dados encontram-se em consonancia com os
resultados observados para as amostras CN (Figura 20), INe (Figura 27) e DNe
(Figura 34a). O perfil térmico da amostra exposta por trés horas a radiagao
ultravioleta, tal como suas analogas, indica:

(a) o incremento no volume livre entre as cadeias, bem como na flexibilidade
do reticulo covalente, resultando na queda do valor da Tg,pAm;

(b) o crescimento de grupos terminais e/ou a formacao de cadeias menores
que, ao contribuirem para o aumento da flexibilidade do reticulo, possibilitam que a
fusado seja atingida em uma menor temperatura; e, por consequéncia,

(c) o aumento da densidade de empacotamento do gel haja vista a ocupagéo
do volume livre, resultante de clivagens na rede de PAm, pelo reticulo fisico
composto por PEO-Ca/SA a medida que a amostra intumesce durante o processo
de lavagem, conforme o acréscimo no valor de AsusH pam demonstra.

Verifica-se ainda que a incorporagado de uma segunda rede de carater ibnico
retarda a ocorréncia de processos degradativos em ambos os casos (Tabela 9 e
Tabela 10). No caso da DNe, iniciam-se em 243°C para as amostras
confeccionadas apés uma hora de exposi¢cao a radiacao UV e em 244°C para as
redes polimerizadas apds trés horas de exposigdo. De forma andloga, na DNc
ocorrem a partir de: 243°C (DNc01) e 244°C (DNc03).

Na Tabela 10 encontram-se sumarizadas as informagdes de maior

relevancia coletadas a partir dos termogramas da Figura 34b.
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Tabela 10. Parametros térmicos resultantes da analise dos hidrogéis de rede hibrida
a base de PAm-SA/Ca (DNc) por DSC.

Amostra Tg,pEo/SA (OC) Tg,Ca/SA (°C) Tg,PAm (OC) Tfus,PAm (OC) AfusH,PAm (J/g) Tdeg (°C)
DNco01 - - 129,8 230,4 28,5 243,0
DNc03 - - 126,5 218,2 59,3 2443

Com o intuito de compreender como a existéncia das redes interpenetradas

afeta o perfil de intumescimento e a resposta a estimulos externos como pH e forga

iGnica, foram realizados ensaios de intumescimento e ponto de carga zero.

Figura 35. Cinéticas de intumescimento desempenhadas em pH 7,2 (a) e resultados
dos ensaios de PZC (b) para as amostras DNe01, DNc01 e DNewmt01.
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Tal como nos sistemas de rede covalente e ibnica, a capacidade de

intumescimento dos hidrogéis de rede hibrida é regida pela presenga de grupos

hidrofilicos e pela densidade de reticulagdes.

As trés amostras analisadas na

Figura 35a, DNe01, DNc01 e¢ DNemt01, representam sistemas de reticulagéo

hibrida, contendo uma rede covalente de PAm interpenetrada por um reticulo idnico
a base de Ca/SA.

A amostra DNc01 apresenta, dentre elas, a maior capacidade de absorcio

de agua (Qmax,bNco1 = 31x), um valor muito préximo ao determinado para a amostra
de rede covalente CN0O1 (Qmax,cno1 = 32X).
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O reticulo ibnico presente na amostra DNc01 € de densidade muito superior
ao existente nas amostras DNe01 e DNemt01. No seu caso, o estabelecimento das
interacdes ibnicas se da apos a imersao do hidrogel de PAm, interpenetrado por
cadeias de SA, em uma solugao aquosa de ions calcio.

A completa difusdo dos cations para o interior da rede primaria resulta na
formagdo de uma estrutura altamente intrincada. Embora a elevada densidade de
grupos ionizaveis do polieletrolito seja capaz de atrair rapidamente um numero muito
maior de moléculas de agua para o seu entorno, a estrutura interpenetrada
composta por PAm evita que a expansdo atinja proporgdes que levariam ao
rompimento da matriz.5° Por esse motivo, apesar da cinética de intumescimento da
DNc01 (Figura 35a) ser inicialmente mais lenta do que a CN01 (Figura 21a), ambas
atingem uma capacidade maxima de expansao equivalente apds setenta e duas
horas de imersao.

A amostra DNe01, cujo reticulo i6nico se formou no entorno das fibras de
PEO-Ca, apresentou um valor de Qmax,pNeo1 = 17,5x. Para o hidrogel confeccionado
pelo mesmo método contendo montmorilonita incorporada nas fibras (DNemt01) foi
determinada uma Qmaxbnemtor = 23X. Ambas as amostras de rede hibrida
apresentaram uma capacidade de absorgédo de agua inferior a do hidrogel de rede
ionica INe (Qmax INe = 26X).

Nesses sistemas hibridos, trés tipos de ligagbes atuam na manutengao da
coesao estrutural: interagbes iGnicas entre ions calcio e grupos carboxilato; ligagdes
covalentes entre unidades de acrilamida; e, ligagdes de hidrogénio entre moléculas
de PEO, alginato e PAm.

Esse aumento na densidade de reticulagao se reflete na formacao de uma
estrutura ainda mais compacta e complexa, caracteristica de redes interpenetradas,
cujo impacto se da na redugao da capacidade de expansao do gel.®?

Em contrapartida, a incorporacdo de Mt a amostra DNemt promove um
incremento na concentracdo de grupos hidrofilicos. A estrutura basica da Mt é
composta por duas interfaces de arranjo tetraédrico intercaladas por uma camada
octaédrica, majoritariamente constituidas por Oxidos de silicio e aluminio,

respectivamente (Figura 36).646°
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Figura 36. Representacao estrutural da montmorilonita.
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Estudos indicam que a montmorilonita é capaz de absorver agua e de
interagir com grupos funcionais de cadeias poliméricas através do estabelecimento
de ligagdes de hidrogénio com seus grupos silicatos e hidroxilas.®6-6” Dessa forma,
aléem de contribuir para o aumento da capacidade de absor¢ao de agua, sua
incorporagado pode proporcionar uma melhoria nas propriedades mecéanicas do
hidrogel, oferecendo uma maior resisténcia a ruptura ao interagir com as cadeias de
PEO, SAe PAm.

Os resultados expressos na Figura 35b indicam o valor de pH
correspondente ao PZC dos hidrogéis DNe01 (pHpzc = 6,4) € DNemt01 (pHpzc = 6,5).
A redugado do pHpzc de ambas as amostras em relagdo ao gel INe (pHrzc = 6,9)
reproduz o comportamento observado por outros pesquisadores e € vista como um
reflexo da presenca da rede de PAm.%°

De forma analoga as amostras anteriormente analisadas, compreende-se
que, para valores de pH acima do pHpzc esses sistemas apresentardo uma maior
densidade de cargas negativas, e poderdo, portanto, atuar na encapsulacdo de

moléculas catidnicas.>®
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Por fim, as caracteristicas morfoldgicas dos hidrogéis DNc (Figura 37), DNe
(Figura 38) e DNewmt (Figura 39) foram avaliadas através de imagens obtidas por
SEM.

Figura 37. Micrografias das amostras: DNc01 (a), DNc03 (b) e DNc12 (c) e
histograma de distribuigdo da area da secao transversal dos poros da amostra
DNc12 (d).
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As micrografias das amostras confeccionadas a partir de uma (Figura 37a) e
trés horas (Figura 37b) de exposicéo a radiagao refletem superficies heterogéneas,
irregulares e com ondulagdes, similares a de hidrogéis fisicamente ligados. Todavia,
na imagem que representa a superficie da amostra DNc12 (Figura 37c) € possivel
identificar a existéncia de uma estrutura altamente porosa do tipo honeycomb em
fase de coalescéncia. A distribuicdo irregular da area transversal média se reflete na
deteccao de duas populagdes de tamanho médio, a primeira entre 13 e 63 um?, e a

segunda entre 75 e 113 um? (Figura 37d).
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Estima-se que ndo tenha sido possivel identificar a presenca de poros nas
amostras DNc01 e DNc03 devido a reidratacdo aparente. Como essas matrizes
apresentaram uma maior densidade de reticulagdo seus poros seriam menores. Por
conseguinte, a conclusdao da fase de coalescéncia se sucederia de forma mais

rapida do que no hidrogel DN¢12, cujos poros sao maiores.

Figura 38. Micrografias das amostras: DNe01 (a) e DNe03 (b) e histograma de
distribuicdo da area da sec¢éao transversal dos poros da amostra DNe03 (c).
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Na imagem que representa a amostra DNe01 (Figura 38a) identifica-se uma
superficie de aspecto ligeiramente irregular, com a formacédo de aglomerados de
ordem micrométrica. Apesar de ter sido confeccionada a partir da técnica de
eletrofiagdo, ndo é possivel constatar a presenca de fibras visto que a amostra

apresenta um elevado teor de umidade.
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Em contrapartida, a micrografia do hidrogel DNe03 (Figura 38b) revela uma
matriz do tipo honeycomb com elevada densidade de poros, bem definidos e
interconectados, com area transversal média equivalente a 9,4 ym?. A imagem
demonstra consonancia com a aparéncia de hidrogéis covalentemente ligados, cuja
superficie € normalmente marcada pela distribuicdo de poros regulares. Além disso,
seus poros apresentam um tamanho médio inferior ao observado para a amostra
DNc12 (Figura 37c e Figura 37d), sendo esta uma das razbes pela qual a
capacidade maxima de intumescimento do hidrogel DNe03 € menor do que a do gel
DNc12.

Figura 39. Micrografias das amostras: DNemt01 (a) € DNemt03 (b).
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Na micrografia da Figura 39a, referente a amostra DNemt01, destaca-se
uma superficie de aspecto ligeiramente irregular e rugoso. Na lateral superior direita
da imagem é possivel identificar a existéncia de poros. Todavia, a magnificacéo
utilizada nao permite a realizagdo de uma estimativa coerente a respeito das suas
dimensoes.

A Figura 39b, correspondente a DNemt03, ilustra uma superficie de aspecto
homogéneo e sdlido, provavelmente devido a reidratacdo das amostras no intervalo
de tempo que antecedeu a realizacdo das analises, o que impede a identificacao de

maiores detalhes acerca da estrutura a nivel microscopico.
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3.4 ENSAIOS DE ENCAPSULACAO E LIBERACAO

Os estudos de encapsulacéao e liberagao dos corantes rodamina B (RhB) e
azul de metileno (MB) (Figura 40) em matrizes de rede covalente, ibnica e hibrida,

foram conduzidos em solugdo tampéo fosfato 0,01 mol L', pH 7,2, a 25°C e 37°C.

Figura 40. Estrutura dos corantes azul de metileno (MB) e rodamina B (RhB)
utilizados nos ensaios de encapsulagao e liberagao.
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A encapsulacdo foi promovida por intumescimento das amostras em
solucdes contendo um excesso de corante. O transporte desses compostos para o
interior do hidrogel é influenciado, majoritariamente, por processos de difuséo e pelo
intumescimento da rede. Por sua vez, a retengdo desses compostos pode ser
provocada pelo encolhimento da matriz apés a efetuagdo da secagem e/ou pelo
estabelecimento de interacbes eletrostaticas, ligagbes de hidrogénio e interagdes
hidrofébicas entre o encapsulado e os polimeros que compdem o reticulo. De todo
modo, a porosidade exerce um papel fundamental sobre o transporte de ativos tanto
no sentido de carreamento como no sentido de liberagdo.*'-68

Os resultados experimentais referentes as primeiras oito horas de liberagao
foram organizados em graficos de teor acumulado de corante por tempo e serdo
exibidos no decorrer desta secdo. A quantificacdo do teor de corante foi realizada
por intermédio de curvas de calibracdo previamente elaboradas (APENDICE A-
APENDICE C). Os graficos contendo o perfil de liberagdo em sua integridade

encontram-se anexos ao APENDICE D.
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A determinacao do perfil de liberagdo de cada amostra foi efetuada a partir
do ajuste matematico das curvas cinéticas aos modelos de primeira ordem
(Equacgao 3) e Korsmeyer—Peppas (Equagao 4) expressos a seguir.

My

Modelo de primeira ordem:  In (—) = kt Equacao 3

o]

Modelo de Korsmeyer—Peppas: Al:l—t = Kt" Equacao 4

Nas expressdes acima: Mt indica o teor de corante liberado ap6s um
intervalo de tempo t, M~ representa a quantidade total de corante encapsulado no
sistema; k e K designam as constantes de velocidade de liberagdo; e, n € um
parametro que aponta os fatores que conduzem o mecanismo de liberagao para o
referido sistema.

O ajuste de primeira ordem é comumente utilizado para representar o
comportamento de hidrogéis cuja liberagao de ativos € regulada majoritariamente
pela difusdo convencional de Fick.%® Nesses sistemas, o teor de liberagdo varia de
acordo com a quantidade de corante encapsulado na matriz.”®

A equacido de Korsmeyer—Peppas pode ser utilizada para compreender o
mecanismo que corresponde ao intervalo de liberacédo de até 60% do composto
encapsulado, sob analise do parametro n.”' Quando n é igual a 1,0 diz-se que o
mecanismo de transporte € governado por um processo de relaxagédo da estrutura,
causado por intumescimento ou variagdo de temperatura, por exemplo. Para n igual
a 0,5 assume-se que o transporte do encapsulado é regido pela difusdo de Fick,
impulsionada por um gradiente de potencial. Nos casos em que o valor do parametro
se encontra entre 0,5 e 1,0 considera-se que o transporte ocorre de forma anémala

e é um reflexo da atuagdo conjunta de ambos os fatores.%%.71.72
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3.4.1 Sistemas de rede covalente (CN)

Os testes de incorporacédo e liberagdo de MB (Figura 41a) e RhB
(Figura 41b) em hidrogéis de rede covalente possibilitaram a avaliagao da influéncia
do grau de reticulagdo na determinagcédo da capacidade de carreamento e no perfil de

liberacao.

Figura 41. Ensaios de liberagdo cumulativa de MB (a) e RhB (b) encapsulados em
hidrogéis de rede covalente (PAm) obtidos a partir de uma, trés e doze horas de
exposicao a radiagao UV.
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Condigdes experimentais: tamp&o fosfato 0,01 mol L™, pH 7,2, 25°C.

Os resultados do ajuste das curvas cinéticas aos modelos matematicos de
primeira ordem e de Korsmeyer—Peppas auxiliam no entendimento do mecanismo

de liberacao (Tabela 11).

Tabela 11. Parametros obtidos a partir do ajuste das curvas de liberagao (a 25°C) de
MB( e RhB? de hidrogéis a base de PAm (CN) aos modelos de primeira ordem e
Korsmeyer—Peppas.

12 Ordem®" Korsmeyer—Peppas" 12 Ordem®@ Korsmeyer—Peppas®
Amostra k/h' R? K/h n R? k/h' R? K/h' n R?
CNoO1 0,179 0,9802 8,782 0,540 0,9922 3,735 0,9964 82,421 0,556 0,9977
CNO03 1,855 0,9911 56,360 0,558 0,9980 5,569 0,9999 120,568 0,609 0,9974

CN12 0,508 0,9934 27,816 0,545 0,9985 - - 173,897 0,499  0,9999
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O intervalo que compreende a liberacdo de até 60% de MB ¢é
majoritariamente governado pela difusdo de Fick (n = 0,5) para as trés amostras do
tipo PAm. Nota-se que a taxa de liberacado (K) € maior para o hidrogel que possui a
menor densidade de reticulagdo (CN03) e menor para aquele que apresenta o maior
numero de ligagdes cruzadas entre as cadeias (CNO01), caracteristica que se porta
como uma barreira adicional a liberacédo do ativo aprisionado no interior da matriz.

O mesmo comportamento em relagdo a taxa de liberagdo pode ser
observado quando RhB é encapsulado na matriz. Nas amostras CNO1 (predominio
de ligagbes cruzadas entre as cadeias) e CN12 (maior numero de grupos terminais)
a difusao € o principal mecanismo de liberacéo.

Por sua vez, a amostra CN03 é obtida no momento de transicdo em que
ligacbes cruzadas sado desfeitas para posteriormente comporem cadeias mais
longas. Portanto, trata-se de uma estrutura cuja flexibilidade e capacidade de
expanséao € superior as demais. O valor de n indica que nesse caso ha uma ligeira
contribuicdo da relaxacédo do reticulo e da dilatagdo dos poros sobre o mecanismo
de liberagdo, cuja correlagcdo demonstra ocorrer conforme o modelo de primeira
ordem.®°

Apesar do corante RhB apresentar um raio molecular (5,24 A) maior do que
o corante MB (4,25 A), sua liberagdo ocorre de forma muito mais rapida.®* Para o
hidrogel CNO1, por exemplo, a taxa de liberacdo (K) de RhB é cerca de dez vezes
maior do que a determinada para o MB, indicando que ndo ha uma correlagao direta
entre o tamanho da molécula do corante e a sua taxa de liberacao.

Atenta-se para o fato de que o processo difusional € acompanhado pela
quebra de interagdes existentes entre o composto encapsulado e a matriz
polimérica.®®¢ Ambos os corantes possuem grupos ou atomos que possibilitam a
formacao de ligagdes de hidrogénio com a rede de PAm. Em pH 7,2, MB possui
carater catidnico, enquanto que RhB mantém uma carga residual neutra devido ao
balanceamento entre a carga positiva localizada no nitrogénio da amina terciaria e a
carga negativa originada a partir da desprotonacdo do grupo acido carboxilico
(pKa 3,7).54

Esse valor de pH é ligeiramente superior ao pHpzc das amostras de
PAm (pHpzccnot = 6,7 e pHpzccenos = 6,5). Nessa condigdo, ha uma pequena

concentracdo de cargas negativas se formando na superficie o que favorece
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a retengdo do MB na matriz, visto que, interagbes PAm/MB de carater eletrostatico
podem se somar as ligagdes de hidrogénio ja estabelecidas.

Estima-se que o impedimento estérico em torno da carga positiva na amina
terciaria do RhB dificulte sua aproximacéao efetiva das cargas contrarias dispostas
no interior do reticulo.54

Adicionalmente, for¢as repulsivas entre as cargas negativas que se formam
no reticulo acima do pHpzc e o grupo carboxilato do RhB podem dificultar o processo
de encapsulagdo e retencao, limitando a ocupacédo do corante as porgdes mais
externas da rede onde a estrutura tende a ser menos densa e 0s poros, maiores.
Dessa forma, a maior contribuicdo para a retengdo do corante na matriz se resume
as ligagdes de hidrogénio.

Por outro lado, o corante MB além de conseguir adentrar o reticulo mais
facilmente, estabelece com ele, predominantemente, interagdes eletrostaticas cuja
forgca € de magnitude superior as ligacdes de hidrogénio e, portanto, atua no sentido

contrario a difusdo.”?

3.4.2 Sistemas de rede i6nica (INc, s-IPINc e INe)

Os resultados dos ensaios de incorporagao e liberacdo de MB e RhB a partir

de reticulos ibnicos encontram-se organizados nos graficos da figura a seguir.

Figura 42. Ensaios de liberagdo cumulativa de MB (a) e RhB (b) encapsulados em
hidrogéis de rede ibnica (Ca/SA) obtidos sob diferentes condicoes.
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Condigdes experimentais: tampéo fosfato 0,01 mol L™, pH 7,2, 25°C.
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Os parametros determinados a partir do ajuste das cinéticas de liberagao
aos modelos de primeira ordem e Korsmeyer—Peppas foram registrados na
Tabela 12.

Tabela 12. Parametros obtidos a partir do ajuste das curvas de liberagao (a 25°C) de
MB( e RhB? de hidrogéis a base de Ca/SA (INe, s-IPINc, INc) aos modelos de
primeira ordem e Korsmeyer—Peppas.

12 Ordem(" Korsmeyer—Peppas! 12 Ordem® Korsmeyer—Peppas®®
Amostra k/h' R? K/h' n R? k/h1 R? K/ h1 N R?
INe 0,252 0,9965 14,459 0,554 0,9923 6,375 0,9961 130,454 0,522 0,9631

s-IPINc 0,288 0,9967 18,799 0,498 0,9944 - - - - -

INc 0,581 0,9941 29,064 0,462 0,9886 - - 80,629 0,110 0,9994

E possivel constatar que, para todas as amostras, o ajuste que melhor se
correlaciona ao perfil de liberacdo de MB é o modelo de primeira ordem. Esse
comportamento € tipico de hidrogéis com baixa densidade de reticulagdo, como os
de origem ibnica. A formacao de poros grandes normalmente n&o oferece grandes
obstaculos a liberacdo do corante que, como demonstram os dados da Tabela 12,
acaba ocorrendo por mecanismos difusionais.®®

A taxa de liberagdao € menor para o hidrogel obtido por meio de eletrofiagao
(INe) (Figura 43) e aumenta a medida que a estrutura se torna menos complexa.
ApoOs a retirada do PEO da composicao (INc), a concentragcdo de corante liberado
por hora é praticamente duplicada. Desse modo, pressupde-se que o polimero atua
tanto na realizagcdo de ligacbes de hidrogénio com o corante como na forma de
barreira fisica a passagem de MB, enquanto cadeia polimérica interpenetrada na
rede de CalSA.
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Figura 43. Fotografia da amostra INe apds quatro horas de imersdo em ambiente
tamponado (pH 7,2) a 25°C para a liberagdo de azul de metileno (MB).

i e

h-

Imagem obtida pela autora (2021).

O pH de 7,2 sob o qual foram desenvolvidos os ensaios de liberacéo
cumulativa se encontra ligeiramente acima do pHprzc da amostra INe (6,9) e igual ao
pHpzc da amostra INc (7,2), portanto, nenhuma deve apresentar uma densidade de
carga residual significativa sobre o reticulo. Entretanto, nessa condicdo, os grupos
acido carboxilico distribuidos ao longo da cadeia polimérica de alginato encontram-
se desprotonados (pKa 3,38-3,65) e podem estabelecer interagdes eletrostaticas
com o MB atuando como forga contraria a sua difusdo.”?

De forma analoga, verifica-se que a liberagdo de RhB também corresponde
ao modelo de primeira ordem, sendo gerenciada por mecanismos difusionais. Para
fins comparativos, considerando-se o modelo de primeira ordem, a taxa de liberagao
de RhB para o hidrogel INe € cerca de 25 vezes maior do que a observada para o
MB. Ainda, a liberagdo de RhB a partir do sistema s-IPINc ocorre tdo rapidamente
que impede a determinacao correta dos parametros n e K a partir do modelo de
Korsmeyer—Peppas.

Tendo-se em vista 0 aumento pronunciado da taxa de liberagdo de RhB nos
sistemas de rede ibnica em relagdo aos sistemas de rede covalente, propde-se que
esse comportamento seja um reflexo de repulsdes eletrostaticas estabelecidas entre

0s grupos carboxilato do corante e do alginato.



3.4.3 Sistemas de rede hibrida (DNe, DNc e DNewmt)
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Os perfis de liberagdo de MB e RhB encapsulados em hidrogéis de rede

hibrida encontram-se dispostos na figura abaixo.

Figura 44. Ensaios de liberagdo cumulativa de MB (a) e RhB (b) encapsulados em
hidrogéis de rede hibrida a base de Ca/SA-PAm.
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Condi¢des experimentais: tampao fosfato 0,01 mol L™, pH 7,2, 25°C.

A partir do ajuste matematico das curvas de liberagdo aos modelos de

cinética de primeira ordem e Korsmeyer—Peppas foram determinados os parametros

que refletem o mecanismo (n) e a taxa de liberacéo (K) (Tabela 13).
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Tabela 13. Parametros obtidos a partir do ajuste das curvas de liberagao (a 25°C) de
MB( e RhB? de hidrogéis de rede hibrida a base de Ca/SA-PAm (DNe, DNc,

DNewmt) aos modelos de primeira ordem e Korsmeyer—Peppas.

12 Ordem® Korsmeyer—Peppas'" 12 Ordem®@ Korsmeyer—Peppas®®
Amostra k/h' R? K/h' n R? k/h1 R? K/ h1 n R?
DNc01 0,172 0,9996 15,489 0,715 0,9969 3,835 0,9982 92,746 0,551 0,9950

DNco03 0,287 0,9994 20,713 0,682 0,9966 2,625 0,9982 174,745 0,797 0,9968
DNe01 0,077 0,9996 4,847 0,821 0,9991 1,625 0,9897 47,782 0,621 0,9994
DNe03 0,249 0,9993 18,364 0,611 0,9945 0,895 0,9942 62,910 0,728 0,9986
DNew:01 0,098 0,9997 4,973 0,772 0,9991 5,478 0,9999 153,819 0,621 0,9969

DNey:03 0,216 0,9995 17,779 0,637 0,9958 3,995 0,9981 71,957 0,552 0,9949

Observa-se na Tabela 13 que o modelo cinético de primeira ordem é o que
melhor representa o perfil de liberagcdo de MB para todos os tipos de hidrogéis de
rede hibrida. De acordo com o parametro n, o intervalo de tempo que corresponde a
liberagcdo de até 60% do corante encapsulado € gerenciado por um mecanismo de
transporte anémalo, havendo a acado conjunta de processos de difusao e relaxagao
do reticulo.

Em contrapartida ao observado para os hidrogéis de rede ibnica, verifica-se
que os valores de n sao maiores do que 0,5 e se aproximam de 1,0 em uma
tendéncia crescente, indicando que ha uma maior contribuicdo do intumescimento
da matriz no processo de liberagdo. Realizando uma comparagao interna entre os
grupos, percebe-se que o intumescimento exerce uma influéncia ainda maior sobre
a liberagéo dentre os hidrogéis que possuem um maior grau de reticulagdo (DNc01 e
DNe01), isto porque um grande percentual do corante MB encontra-se aprisionado
no interior da matriz, retido por interagdes eletrostaticas (Figura 45).72 Por outro
lado, no caso das amostras menos reticuladas (DNc03 e DNe03) o tamanho dos

poros é maior e acaba facilitando o transporte por difus&o.5
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Figura 45. Fotografias das amostras DNe01 (a), DNemt01 (b) e DNc01 (c) coletadas
apos quarenta e oito horas de imersao em ambiente tamponado (pH 7,2) a 25°C
para a liberagao de azul de metileno (MB).

Imagens obtidas pela autora (2021).

Dentre todas as amostras, os hidrogéis DNe01 (k = 0,077 h') e DNewm:01
(k = 0,098 h'') destacam-se por exibirem as menores taxas de liberagdo de MB.
Essas amostras sao constituidas por uma estrutura altamente complexa e densa,
composta por fibras de PEO-Ca reticuladas em SA e interpenetradas por uma rede
covalente de PAm polimerizada in situ. Como o emaranhado composto pelos
reticulos ibnico e covalente tende a ser mais denso na regido de interface, seus
poros costumam ser menores, caracteristica que contribui para um melhor

aprisionamento do corante na amostra (Figura 46).

Figura 46. Fotografias das amostras DNe01 (a) e DNemt01 (b) coletadas durante o
processo de liberagdo de azul de metileno (MB).
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Imagens obtidas pela autora (2021).



86

Por conta disso, para que o transporte do encapsulado ocorra, faz-se
necessaria a flexibilizagdo da matriz por inchamento.?® Cabe ressaltar que esse
conjunto de caracteristicas reflete em um perfil de liberagdo sustentada que garante
o transporte do principio ativo por um periodo prolongado, especificamente por até
240 horas para as amostras DNe01 e DNewmt01, como pode ser visualizado nas
figuras A e | do APENDICE D.™

Ja a amostra DNc01 exibe uma taxa de liberagdo (k = 0,172 h™') muito
proxima a apresentada pela sua equivalente de rede pura, CNO1 (k = 0,179 h™).
Nota-se que a presenga da rede ibnica altera o mecanismo de liberagao,
direcionando-o como uma consequéncia do intumescimento da rede. Porém, como a
matriz de CalSA se forma somente apdés a polimerizagdo da acrilamida, a
capacidade maxima de intumescimento da rede hibrida (DNc01) permanece limitada
a capacidade de expanséo da rede covalente (CNO01).

Outro fator que exerce influéncia sobre a taxa de liberacdo é a presenca de
cargas que possibilitem o estabelecimento de interagbes eletrostaticas, sejam elas
atrativas ou repulsivas. No pH de realizacdo dos ensaios (7,2) as amostras DNe
(pHPzc = 6,4) e DNewmt (pHrPzc = 6,5) apresentam uma densidade de carga residual
negativa. Aliado a isso tem-se a formagao de grupos carboxilato no decorrer das
cadeias de alginato. O excesso de cargas negativas auxilia na retengdo de
moléculas catidbnicas, como MB, porém repele a aproximacdo de moléculas que
apresentam grupos negativamente carregados, como € o caso do RhB, o que
justifica a elevada taxa de liberagédo desse corante.

Em analise a Tabela 13, verifica-se que o perfil de liberacdo de RhB das
amostras DNc e DNewmt possui uma maior correlagdo ao modelo de primeira ordem,
enquanto que o transporte de RhB a partir da matriz DNe € melhor representado
pelo modelo de Korsmeyer—Peppas.

De modo geral, a etapa que corresponde a liberagado de até 60% do corante
€ governada pelo mecanismo de transporte andmalo. Nas amostras mais reticuladas
(DNx01) predomina o transporte por difusdo, ao passo que nas demais (DNx03) o

transporte é majoritariamente orientado pelo intumescimento da estrutura.
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Esse comportamento, contrario ao observado para o transporte de MB, pode
ser um reflexo do tamanho do corante e das interagdes que ele estabelece com o
reticulo. No caso do RhB, o raio molecular (5,24 A) e a repulséo eletrostatica com as
cargas negativas do reticulo impedem que a molécula adentre a regiao central dos
hidrogéis mais densamente reticulados (DNemt01 e DNe01). Nesse contexto, por se
encontrarem alojadas nas porgbes mais externas, o transporte pode ser facilmente
orientado por um mecanismo de difusdo. Por outro lado, as amostras que
apresentam uma maior capacidade de expansao (DNx03) sdo capazes de incorporar
o corante em poros do interior da matriz. Apés a secagem do hidrogel, o
encolhimento provoca a compactacao das redes e o aprisionamento do corante, de

modo que o intumescimento se torna a forga motriz para a sua liberagao.

3.4.4 Efeito do aquecimento sobre a cinética de liberagao

A andlise do perfil de liberacdo de corantes a 37°C foi efetuada para
amostras de rede iénica (INe) e dupla (DNe e DNemt) em solugdo tampao fosfato
0,01 mol L', pH 7,2 (Figura 47). Os graficos contendo o perfil de liberagdo em sua

integridade encontram-se anexos ao APENDICE E.

Figura 47. Ensaios de liberagdao cumulativa de MB encapsulado em hidrogéis de
rede i6nica (INe) e dupla (DNe e DNewmt) confeccionados por eletrofiagao.

100 '] DNe01 (25°C)
@®-- DNe01 (37°C)
o INe (25°C)
m-- INe (37°C)
—¥—DNe, 01 (25°C)
--y-- DNe, 01 (37°C)

Y @D @
o o o
1 1 1
4
P

Teor de MB liberado (%)
3
1

Tempo (h)

Condigdes experimentais: tampao fosfato 0,01 mol L™, pH 7,2, 25°C e 37°C.

Por intermédio do ajuste das curvas cinéticas aos modelos matematicos
de primeira ordem e Korsmeyer—Peppas, foram determinados os parametros que

indicam a taxa e o mecanismo de liberacéo (Tabela 14).
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Tabela 14. Parametros obtidos a partir do ajuste das curvas de liberagao (a 37°C) de
MB de hidrogéis de rede ibnica (INe) e dupla (DNe, DNewmt) aos modelos de primeira
ordem e Korsmeyer—Peppas.

12 Ordem Korsmeyer—-Peppas
Composicao Amostra k R? K n R?
INe (25°C) 0,252 0,9965 14,459 0,554 0,9926
I16nica
PEO-Ca/SA
INe (37°C) 2,742 0,9992 165,926 0,769 0,9961
DNe01 (25°C) 0,077 0,9996 4,847 0,821 0,9991
Dupla
PEO-Ca/SA-PAm
DNe01 (37°C) 0,222 0,9997 14,698 0,702 0,9969
- DNew01 (25°C) 0,098 0,9997 4,973 0,772 0,9991
upla
PEO-Mt-Ca/SA-PAm
DNew01 (37°C) 0,149 0,9995 15,318 0,810 0,9972

Identifica-se, pelos dados da Tabela 14, que o perfil de liberagdo das
amostras a 25°C e a 37°C corresponde ao modelo cinético de primeira ordem. Em
todas as amostras observa-se que o mecanismo de transporte € andmalo, exceto
para a amostra INe (25°C), cujos poros sdo maiores, em decorréncia do tipo de
rede, e favorecem o transporte por mecanismos difusionais. A temperatura
ambiente, conforme verificado anteriormente, DNe e DNewmt apresentam um
mecanismo de liberacdo majoritariamente induzido pela relaxagcéo do reticulo, nesse
caso, causada pelo intumescimento.

O aquecimento desses sistemas a 37°C provoca uma maior relaxagao das
cadeias poliméricas que o compdem e, aliado ao intumescimento das matrizes,
impulsiona a taxa de liberagdo. Esse fenbmeno se torna mais pronunciado na
amostra de reticulo ibnico INe, que sob aquecimento, atinge uma taxa de liberagéo
(k) cerca de dez vezes maior do que a observada em temperatura ambiente.

A rede de acrilamida, em sistemas hibridos polimerizada apds a formagao do
reticulo i6nico, atua na protecdo da estrutura do hidrogel quando submetido a
estimulos externos como variacdo de pH ou temperatura. Essa sustentacdo da
matriz pode ser verificada pela retengao parcial do efeito do aquecimento sobre a
taxa de liberacdo. Na amostra DNe, por exemplo, o acréscimo na taxa de liberagao
(k) foi de trés vezes o valor determinado a temperatura ambiente, enquanto que na

DNewmt 0 incremento foi de apenas 1,5 vezes a taxa de liberagao a 25°C.
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De fato, todas as amostras apresentaram uma maior capacidade de
encapsulacéo (Tabela 15) para o corante MB cujo raio molecular (4,25 A) é inferior
ao RhB (5,24 A) e pode, portanto, ter favorecido seu ingresso e acomodagéo nos
poros das matrizes.

A incorporacao de 2% (m/v) de montmorilonita (Mt) nas fibras ndo exerceu
um efeito significativo sobre a encapsulagao e a liberagdo de MB nos hidrogéis com
maior densidade de reticulacédo (DNemt01 em relacédo a DNe01). Porém, foi possivel
observar um incremento na capacidade de encapsulagdto de RhB de
aproximadamente 145% para o hidrogel DNemt em relagdo a DNe. Trata-se de uma
consequéncia da interagado, intermediada por moléculas de agua, entre o grupo
carboxilato do RhB e os grupos hidroxila presentes na estrutura lamelar da argila. O
mesmo efeito ndo é observado para o MB porque sua interagcdo com a Mt ocorre,
predominantemente, por atracido eletrostatica, da mesma forma que se estabelece

com o restante das matrizes poliméricas estudadas neste trabalho.8472

Tabela 15. indices de capacidade maxima de encapsulacdo (Qmaxcorante) de MB e
RhB aferidos para hidrogéis de diferentes composicoes.

. Qmax / mol g™ Qmax / mol g™
ID DA AMOSTRA TIPO DE REDE | COMPOSICAO
MB RhB

CNO1 Covalente | PAm 1,03E-05 1,33E-06
CNoO3 Covalente | PAm 8,31E-06 1,10E-06
CN12 Covalente | PAm 4,81E-06 7,64E-07
INe I6nica | PEO-Ca/SA 2,01E-06 2,31E-07

PG CadedoPEOsL el 5 a0p :
INc I6nica | Ca/SA 1,64E-06 1,49E-06
DNcO01 Dupla | PAm-SA/Ca 1,36E-05 1,05E-06
DNc03 Dupla | PAm-SA/Ca 8,40E-06 7,98E-07
DNe01 Dupla | PEO-Ca/SA-PAm 3,53E-06 7,23E-07
DNe03 Dupla | PEO-Ca/SA-PAm 3,90E-06 6,49E-07
DNew:01 Dupla | PEO-Mt-Ca/SA-PAm 1,97E-06 1,77E-06

DNew:03 Dupla | PEO-Mt-Ca/SA-PAm 2,48E-06 1,27E-06
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4, CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia de sintese de
hidrogéis de rede tripla a base de PEO-Ca/SA-PAm empregando-se a técnica de
eletrofiacdo sobre fase liquida aliada a polimerizagao in situ.

Analises de DSC e testes de avaliagdo da capacidade de intumescimento
demonstraram que com apenas uma hora de exposi¢ao a radiagao ultravioleta foi
possivel obter hidrogéis de PAm com um elevado grau de reticulagdo. Com a
exposicao prolongada estimula-se o processo de clivagem das ligagdes cruzadas
entre as cadeias, ocasionando pontos de fragilidade e até de ruptura da matriz.

Constatou-se durante o estudo térmico das amostras de rede ibnica a
existéncia de uma Ty atribuida a formacdo de um reticulo reversivel composto por
PEO e SA, interconectados através de ligagdes de hidrogénio.

A incorporacao de PEO em hidrogéis, tanto na forma de nanofibras como de
cadeias interpenetradas, provocou a redugdo da capacidade de expansao das
matrizes. Por se tratar de um polimero biocompativel, sua aplicagédo em sistemas de
carreamento bioldgicos pode vir a ser uma alternativa viavel para a atenuagéao de
taxas elevadas de liberagéao.

O hidrogel DNe01, elaborado a partir da técnica de eletrofiagdo (PEO-
Ca/SA-PAm), apresentou a menor capacidade de expansao dentre todas as
composi¢oes avaliadas neste trabalho. Seu desempenho indica que a pés-formacéao
da rede de PAm ocorre de forma interpenetrada as fibras de PEO-Ca/SA, resultando
em uma estrutura reticulada de alta complexidade e compactacao.

Testes de carreamento apontaram que a encapsulacao efetiva de MB na
matriz DNe01 se da através do estabelecimento de interagbes eletrostaticas entre o
corante catidnico e grupos carboxilato da cadeia de SA, e sdo reforcadas pela
presencga de cargas negativas residuais na superficie, quando em pH acima de 6,4,
conforme demonstrado pela analise de PZC.

Em ensaios conduzidos em pH 7,2 verificou-se um perfil de liberagdo de
primeira ordem para o MB, e de Korsmeyer—Peppas para RhB, ambos orientados
por um mecanismo de transporte anbémalo, com uma maior influéncia do
intumescimento da matriz. Ressalta-se que a amostra DNe01 apresentou uma taxa
de liberacdo de MB sustentada por um periodo de até 240 horas, totalizando nesse

intervalo de tempo o transporte de cerca de 99% do corante encapsulado.
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A incorporagao de montmorilonita as fibras de PEO-Ca resultou em um
aumento na capacidade de encapsulagcao de RhB de aproximadamente 145% para
a DNemi01 em relacéo ao indice apresentado pela amostra sem aditivo (DNe01).
Esse efeito € um resultado do estabelecimento de ligagdes de hidrogénio entre os
grupos hidroxila da argila e os grupos carboxilato do corante, intermediadas por
moléculas de agua.

Sob condigdo de aquecimento, a elevada reticulagdo das amostras DNe01 e
DNewmt01 exibiu um efeito de supressdo sobre a liberacdo de MB, havendo um
acréscimo na taxa de liberacdo de apenas 3x para a DNe01 e de 1,5x para a
DNewmt01 em relacdo aos indices constatados a 25°C. Atenta-se para o fato de que
essas amostras apresentam uma variacdo na capacidade de expansao de acordo
com o pH e a temperatura do meio em que se encontram, indicando perspectivas
para uma investigacdo mais aprofundada sobre a responsividade desses sistemas e
potenciais aplicacdes decorrentes.

Nesse contexto, compreende-se que os sistemas de rede tripla
desenvolvidos a partir da técnica de eletrofiacdo, DNe01 e DNemt01, apresentam
caracteristicas promissoras para atuarem como sistemas de carreamento de

compostos catidnicos.
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APENDICE

APENDICE A - Curvas de calibragéo elaboradas em agua a 25°C para a
quantificacdo de MB (Amax = 664,92 nm) e RhB (Amax = 554,10 nm).

1,2
1,0 -
——y =95298,02x - 0,015
2 =0,9994
0,8 -
gl
2 06
<@
a —— vy =69365,80x + 0,014
8 = 0,9996
o 044
<
0,2 -
B Azul de Metileno
® Rodamina B
0,0

T T T T T T T T T T T
0,00 250x10° 5,00x10° 7,50x10° 1,00x10° 1,25x10° 1,50x10°

Concentragao (mol/L)

APENDICE B - Espectros na regido do UV-Vis obtidos a partir de solugdes aquosas
de diferentes concentragdes de MB a 25°C.

- 664 92 nm
/

0.8

0,6

Absorbancia

0,4

——D0.00mL
——020mL
——040mL
—— 0,80 mL
— D& mL
—1,00mL

0,2

0,0 — : . .
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)



98

APENDICE C - Espectros na regido do UV-Vis obtidos a partir de solugdes aquosas
de diferentes concentra¢des de RhB a 25°C.
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APENDICE D - Cinéticas de liberacdo de MB e RhB encapsulados nas amostras:
DNe01 e DNe03 (A-B); INe, s-IPINc e INc (C-D); CN01, CNO03 e CN12 (E-F); DNc01
e DNc03 (G-H); DNemt01 e DNemt03 (I-J)
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APENDICE D - Cinéticas de liberacdo de MB e RhB encapsulados nas amostras:
DNe01 e DNe03 (A-B); INe, s-IPINc e INc (C-D); CN01, CNO3 e CN12 (E-F); DNc01
e DNc03 (G-H); DNemt01 e DNemt03 (I-J)

Teor de MB liberado %

Teor de MB liberado %

<]

100 4 .J < 4 «
BRE 4 1
o] 4
g4
wigd
13 0
ERE
4
2044a
; < DNcoi
o4 1 1 DNc03
T . ll T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (h)
100 | : |
P N vy
1 i @, w ¥ .
1 ] A\
80 + g/ i i i
R 1 w v
60 | . i
Pow
1 4
40 4 \gf ! $
b4 ;
< 7
Ve i
20 P
1 ‘ v DNe 01 ‘
o ‘ | |_v_DNe,o3
T M T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (h)

Teor de RhB liberado %

Teor de RhB liberado %

(concluséo)
/
L
100 - i El
4 < '
804
P
60 ¢
P
da04 ©
<
204
< DNO1
od « < DNc03
/L
T T 7’ T T
0 10 25 30 35
Tempo (h)
ya
7 1
100 4 |
v v vy ¥
v v v
804 v i
v
v
60 -
v
v
404
v
v
204
v
¥ DNe 01
ol = 7 DNe,03
, ‘
T T 7/ T T T
0 10 20 25 30 35
Tempo (h)

Nota: as linhas verticais tracejadas representam os ciclos de renovagédo do meio de liberagéo (sobrenadante).



Teor de MB liberado (%)

APENDICE E - Cinéticas de liberacdo a 25 e 37°C de MB encapsulado nas
amostras: DNe01 (A), INe (B) e DNewmt01 (C).
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Nota: as linhas verticais tracejadas representam os ciclos de renovagéo do meio de liberagéo (sobrenadante).
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