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Resumo

AVALIACAO DA POTENCIALIDADE DO USO DE HIDROGEIS POLIMERICOS NA
TERAPEUTICA DE LEISHMANIOSE CUTANEA

Poli(alcool vinilico) - PVA é um polimero semicristalino altamente
hidrofilico que possui excelentes propriedades, como boa resisténcia quimica e
elevada biodegradabilidade e biocompatibilidade. Devido a sua natureza
semicristalina, os dominios cristalinos, sob condi¢cdes controladas de crescimento,
podem atuar como pontos de reticulagdo fisicos, mantendo a integridade da
estrutura sob inchamento. Esta caracteristica torna hidrogéis de PVA bastante
promissores em relagdo ao desenvolvimento de sistemas de carreamento de
farmacos e outras substancias bioativas. Solu¢cdes aquosas de PVA podem formar
hidrogéis com boas propriedades mecanicas através de ciclos de resfriamento e
aquecimento. Este método resulta na formacdo de cristalitos que atuam como
reticulacdes fisicas, mantendo a insolubilidade do material em agua. Recentemente
muitos estudos mostram o uso de nanoestruturas para melhorar as propriedades
mecanicas e o comportamento difusional de pequenas moléculas. Paromomicina &
um antibiético aminoglicosideo muito utilizado para o tratamento de Leishmaniose
cutdnea (LC) no Brasil. Nos ultimos anos, estudos mostraram que a adesdo de
pacientes ao tratamento de LC com pomadas é baixa. Portanto hidrogéis sdo uma
interessante alternativa para este tratamento. Como o principal objetivo deste
trabalho foi o preparo e a caracterizacdo de hidrogéis poliméricos nanocompdsitos
de PVA contendo nanoparticulas de SEP para a viabilidade preliminar do uso como
sistema de liberacdo controlada para paromomicina, os hidrogéis foram preparados
através de um processo de criogelificacdo. Este procedimento garante a formacgéao
do hidrogel, pois os dominios cristalinos do PVA formados durante os ciclos atuam
como pontos de reticulagdo da membrana, permitindo a avaliacdo das medidas de
transporte de agua e do farmaco das membranas na presenca de SEP. Neste
estudo as membranas foram caracterizadas através de calorimetria diferencial,
termogravimetria e difracdo de raios-X. Ainda foram feitos estudos de retencéo
polimérica, inchamento em plasma simulado, hemocompatibilidade, carreamento e
liberacdo de farmaco. Os resultados mostram que os ciclos de criogelificacao
alteram significativamente o inchamento das membranas; as interagfes polimero-
nanoparticula aumentam a rigidez da fase amorfa. O grau de hemdélise diminui nos

hidrogéis nanocompdsitos quando comparados com os hidrogéis puros. O aumento



Xiv

da porcentagem de nanoparticula diminui a cristalinidade da membrana. O perfil de
degradacdo, a estabilidade térmica das amostras e a liberagdo do farmaco ndo séo

modificados pela quantidade de nanoparticula incorporada.

Palavras-chave: Hidrogéis nanocompositos, Poli(alcool vinilico), Criogelificacéo,

Liberacéo controlada, Leishmaniose cutanea.
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Abstract

EVALUATION OF POLYMERIC HYDROGELS DRUG DELIVERY SYSTEMS IN
CUTANEOUS LEISHMANIASIS THERAPEUTICS

Poly(vinyl alcohol) - PVA is a high hydrophilic semicrystalline polymer which has
excellent properties such as good chemical resistance and high biodegradability and
biocompatibility. Due to its semi-crystalline nature, crystalline domains, under
controlled conditions, may act as physical crosslinking points, while maintaining the
integrity of the structure under swelling. This feature makes PVA hydrogels promising
for the development of drug, or other bioactive substances, delivery systems.
Another interesting feature of this kind of hydrogels is the ability to form high stable
network from crystalline domains formed through freezing and thawing cycles. This
method shows the formation of crystallites which act as physical crosslinks while
maintaining the insolubility of the material in water. Recently many studies show the
use of nanostructures to improve mechanics properties and diffusional behavior of
small molecules. Paromomycin is an aminoglycoside antibiotic widely used for
cutaneous leishmaniasis therapeutics in Brazil. In the last years some studies have
revealed that the patience adhesion to the treatments of cutaneous leishmaniasis
with ointments form is low. Therefore hydrogels are an interesting alternative to the
ointment forms. As the main objective of this work was the preparation and
characterization of poly(vinyl alcohol) hydrogels containing sepiolite nanoparticles for
the preliminary feasibility of using as controlled release system for paromomycin,
hydrogels were prepared by cryogelation process. This ensures the formation of the
hydrogel, as long as the crystalline domains formed during the PVA cycles act as
crosslinking points, allowing the membranes water transport measurements of the
drug in the presence of sepiolite. In this investigation membranes were characterized
by differential calorimetry, thermogravimetry and X-ray diffraction. Furthermore
polymer retention, swelling in simulated body fluid, hemocompatibility and drug
delivery were studied to establish structure-properties correlations. The results show
that cryogelation cycles significantly alter the swelling of the membranes; interactions
polymer-nanoparticle increases the rigidity of the amorphous phase. Comparing to
pure PVA hydrogels, in nanocomposites hydrogels the hemolysis decreased.

Increasing the percentage of nanoparticles the membrane crystallinity decreases.


http://en.wikipedia.org/wiki/Aminoglycoside
http://en.wikipedia.org/wiki/Leishmaniasis
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The samples degradation profile, the thermal stability and drug delivery profile are
not modified by the amount of nanopatrticles incorporated.

Key-words: Nanocomposites hydrogels, Poly(vinyl alcohol), Cryogelation, Drug
delivery, Cutaneous leishmaniasis.
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1 - Objetivos

1.1 - Geral

1.2 -

Sintese e caracterizacdo de sistema polimérico baseado em hidrogel
nanoestrutrado visando a potencialidade de aplicacdo como adesivo

transdérmico na terapéutica da leishmaniose tegumentar americana.

Especificos

Obter hidrogéis nanoestruturados a partir da incorporacdo de sepiolita em
uma matriz de poli(alcool vinilico) com diferentes teores da nanoparticula e
forma de preparo;

Correlacionar a nanoestrutura final dos hidrogéis com as propriedades
térmicas;

Correlacionar a nanoestrutura final dos hidrogéis com as propriedades de
transporte de 4gua e do sulfato de paromomicina em condi¢des fisioldgicas;
Correlacionar a nanoestrutura final dos hidrogéis com a bio e
hemocompatibilidade;

Avaliar o carreamento de sulfato de paromomicina nos hidrogéis

nanoestrutrados sob diferentes metodologias.



2 - Introducao

2.1 - Hidrogéis poliméricos

Hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais constituidas de
polimeros hidrofilicos ou parcialmente hidrofilicos, que possuem grande capacidade
de retencdo de &gua. Podem ser classificados como quimicos ou fisicos. Os
hidrogéis quimicos apresentam pontos de conectividade (reticulagbes) baseados em
ligacdes covalentes. Estas ligacdes impedem que alteracdes fisico-quimicas, como
temperatura, pH e pressao perturbem a estabilidade do hidrogel, o que permite
também classifica-lo como hidrogel permanente. J& os hidrogéis fisicos apresentam
diversos tipos de interacdes, tais como ligacdes hidrogénio, interacdes hidrofébicas,
emaranhados moleculares e outras. Com isto, o hidrogel fisico € dependente das
variacdes fisico-quimicas, e, portanto, pode ser também classificado como hidrogel

reversivel [Hoffman, 2002; Paranhos, 2007], como mostra a Figura 2.1.

interagoes
fsicas *

N
reticulagbes

hidrogel quimico hidrogel fisico

FIGURA 2.1: llustracdo das classificacdes dos hidrogéis [Moreira, 2011].

Quando as cadeias poliméricas formadoras do hidrogel entram em
contato com um meio de intumescimento aguoso, podem sofrer interagdes com este
meio provocando uma expansdo, aumentando a distancia entre seus reticulos e o
volume entre eles, como pode ser observado na Figura 2.2. A forca osmotica que
conduz o solvente para o interior do hidrogel é contrabalanceada por uma forgca
elastica retrativa gerada pela mudanca conformacional (entropica) das cadeias
poliméricas. Quando estas duas forcas estdo contrabalanceadas o hidrogel atinge

seu estado de equilibrio de intumescimento [Moreira, 2011].
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FIGURA 2.2: Estruturas do hidrogel seco e intumescido [Moreira, 2011].

Nos hidrogéis a absorcdo de agua aumenta a interacdo polimero-
solvente, permitindo a entrada e a incorporacdo de substancias capazes de interagir
com o polimero. A capacidade de incorporar um ou mais principios ativos, a
atoxicidade e biocompatibilidade, aliada com as propriedades fisicas como alta
permeabilidade ao oxigénio, permitindo o fluxo de fluidos corporeos pelo hidrogel;
capacidade de intumescer em agua e fluidos biolégicos, assemelhando-se muito aos
tecidos vivos; consisténcia elastomérica e minimizando o atrito entre tecidos e o
hidrogel fazem com que hidrogéis possam ser utilizados como matrizes de liberacéo

controlada.

2.2 - Poli(alcool vinilico) (PVA)

Descoberto em 1924 por Herrmann e Haehnel, o poli(alcool vinilico)
(PVA) ¢ a resina sintética hidrossolivel produzida em maior volume no mundo. E
obtido através da hidrolise do poli(acetato de vinila) (PVAc) como mostra a Figura
2.3. O PVA é um copolimero de PVA/PVAc, porque a reacdo ndo é 100% efetiva e
o polimero final apresenta algum grau de hidrolise (quantidade de grupos acetato
remanescentes apos reacao de obtencdo do PVA). Seu grau de hidrolise e grau de
polimerizacdo ditam suas propriedades fisico-quimicas basicas, sendo um dos
poucos polimeros semicristalinos sollveis em agua com boas caracteristicas
interfaciais e mecanicas. A solubilizacdo do PVA (99% hidrolisado) em agua requer
temperaturas elevadas devido a alta energia associada a dissolucdo da fase
cristalina. Com o aumento da temperatura, as ligacdes hidrogénio sdo mais
facilmente rompidas levando a diminuicdo das forgcas intra e intermoleculares,

aumentando assim a solubilidade. Mais recentemente tem sido usado como



carreador de medicamentos e em um grande numero de aplicacdes biomédicas
como, por exemplo, implantes, lentes de contato e 6rgédos artificiais devido as suas
propriedades de degradabilidade, atoxicidade, biocompatibilidade e por ndo ser
carcinogénico. Os hidrogéis de PVA vem ganhando muitas aplicacbes como
matrizes de liberacdo de medicamentos por ser um polimero linear que permite a
formacao de reticulacdes. Porém, métodos tradicionais de reticulacdo com agentes
quimicos como glutaraldeido, borato de sédio ou acido bdérico podem apresentar
efeitos secundarios sobre o farmaco liberado, alterando permanentemente ou
destruindo sua estrutura, e reagfes adversas no paciente devido a residuos que
podem ficar nos hidrogéis formados [Ficek, 1993; Li, 1998; Aranha, 2001].
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FIGURA 2.3: Hidrolise do poli(acetato de vinila) para a formag&o do poli(vinil &lcool).

Os polimeros para aplicagdes farmacéuticas e biolégicas normalmente
necessitam de uma alta biodegradabilidade e biocompatibilidade. Assim o
desenvolvimento de outras técnicas de reticulacbes para obtencdo do produto com
as caracteristicas desejadas se fez necessario. Uma solucao para o problema esta
em uma propriedade caracteristica do PVA. Hidrogéis de PVA quando preparados
usando ciclos de criogelificagdo (congelamento/descongelamento), formam
cristalitos e o sistema comporta-se como se tivesse sido quimicamente reticulado
ancorando a fase amorfa, mas sem a necessidade de agentes quimicos
apresentando, assim, reticulacdes fisicas, além de propriedades mecanicas
desejaveis, propriedades de inchamento e redes cristalinas insoluveis [Ficek, 1993;
Hassan, 2000; Hamidia; 2008].

2.3 - Criogelificagcdo em polimeros

O processo de criogelificacdo foi primeiramente descrito por Nambu
[Massao, 1982] mostrando a formacdo dos dominios cristalinos atuando como

reticulacbes fisicas que mantém a insolubilidade do material em agua. Stauffer e



Peppas [Stauffer, 1992] estudaram o espalhamento de luz em membranas de PVA
previamente tratadas com ciclos de 45-120 minutos a -20°C e periodos um pouco
maiores para o descongelamento, e avaliaram a porcentagem de luz transmitida
pelos hidrogéis em funcdo do tempo de congelamento/descongelamento mostrando
gue as microestuturas cristalinas que formam o hidrogel aumentam de tamanho com

0 aumento do numero de ciclos.

Ricciardi e coautores mostram, através de analises de SANS, que 0s
criogéis de PVA apresentam uma estrutura bifasica composta por duas fases, uma
regido rica em PVA e uma regido pobre em PVA (Figura 2.4) e essa segregacao
acontece durante o primeiro ciclo de criogelificacdo, aumentando com o aumento
dos ciclos, o que esta de acordo com um estudo feito previamente por Pines e Prins
[Pines, 1973]. Eles também mostraram que a estrutura cristalina fica mais

organizada com o aumento do numero de ciclos de criogelificacao [Ricciardi, 2005].

Willcox e coautores, mostraram que o aumento de ciclos de
congelamento/descongelamento e o aumento do grau de cristalinidade da rede,

provocam um aumento nas propriedades mecénicas do hidrogel [Willcox, 2000].

PVA rich phase
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FIGURA 2.4: Estrutura do PVA obtido por ciclos de congelamento/

descongelamento. [Ricciardi, 2005].



Trabalhos realizados por Lozinski mostram que a partir de cinco ciclos
de criogelificacdo ndo ha mudancgas significativas no dominio cristalino da

membrana [Lozinski, 2003].

Hickey e Peppas [Hickey, 1995] mostraram que quando solucdes
contendo de 8 a 20% de PVA eram resfriadas em -4 e -20 °C e descongeladas até
temperatura ambiente, membranas relativamente fortes eram formadas devido ao
ordenamento molecular e a cristalizacdo das cadeias macromoleculares. A ordem
molecular foi analisada por DSC e foi descoberto que esta se dava devido aos ciclos
de congelamento/descongelamento. Peppas ainda descreveu que hidrogéis
produzidos com este tratamento possuem Varias caracteristicas Unicas como, por
exemplo, podem ser alongados de cinco a seis vezes 0 seu tamanho original,
indicando sua natureza borrachosa e elastico e sua alta resisténcia mecanica
[Peppas, 1991].

Como o principal objetivo deste trabalho foi o preparo e a
caracterizacdo de hidrogéis poliméricos nanocompositos de PVA contendo
nanoparticulas de SEP para a viabilidade preliminar do uso como sistema de
liberacdo controlada para paromomicina, os hidrogéis foram preparados através de
um processo de criogelificacdo que consiste em ciclos de congelamento (-20 °C) e
descongelamento (temperatura ambiente) de uma hora cada, como sera exposto no
tépico 3.3.1. Este procedimento garante a formacédo do hidrogel, pois os dominios
cristalinos do PVA formados durante os ciclos atuam como pontos de reticulacdo da
membrana, permitindo a avaliacdo das medidas de transportede agua e do farmaco

das membranas na presenca de SEP.

Desde 1980 o termo criogel tem se tornado mais popular. A Figura 2.5

mostra as publicagdes com o termo criogel por ano de 1983 a 2013.
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FIGURA 2.5: Publicagbes com o termo criogel entre os anos 1983-2013 [Okay,
2014].

2.4 - Hidrogéis nanocompaositos

Hidrogéis nanocompdsitos vem ganhando muita atencdo nos ultimos
anos como o0s sistemas mais promissores de liberacdo de medicamentos, pois
combinam as caracteristicas de um hidrogel (hidrofilicidade, alto grau de inchamento
e elasticidade) com a nanoparticula (capaz de adsorver diversas substancias e

aumentar a resisténcia mecanica do material).

Hidrogéis nanocompositos possuem propriedades fisicas semelhantes
a tecidos vivos mais do que qualquer outra classe de biomateriais sintéticos, que séo
atribuidas ao seu elevado teor de agua, baixa tensao interfacial com agua e fluidos

biolégicos e sua flexibilidade [Hamidia, 2008].

Apesar de sua grande afinidade por agua, hidrogéis apresentam
inchamento ao invés de se dissolverem em ambiente aquoso devido as reticulagbes
presentes em sua estrutura. Como 0 mecanismo mais comum de liberagdo é a
difusdo Fickiana, moléculas com caracteristicas e tamanhos diferentes podem
difundir livremente da matriz do hidrogel. De acordo com a primeira lei de Fick, o
comportamento controlado por difusédo é o mecanismo mais aplicavel para descrever
a libertacdo do farmaco a partir de hidrogéis. A difusdo do farmaco para fora do

hidrogel depende do tamanho da rede de sua matriz [Canal, 1989]. Tamanhos



tipicos descritos na literatura variam entre 5 a 100 nm (no estado inchado), para
hidrogéis com aplicacdes biomédicas, que sdo maiores do que a maioria das
moléculas de medicamentos [Cruise, 1998]. Shakya e colaboradores mostraram que
o hidrogel nanocompdsito pode ser obtido pela técnica de mistura das solucbes dos

materiais organico e inorganico, seguido de criogelificagcao [Shakya, 2013].

Os hidrogéis poliméricos estdo bem estabelecidos, embora estudos
acerca desses materiais continuem a ser desenvolvidos. Hidrogéis criogelificados
apresentam resisténcia mecanica maior que 0s géis quimicos de mesma
composicdo, uma vez que a carga aplicada a esses materiais pode ser distribuida ao
longo dos cristalitos. Entretanto uma forma de conseguir aumentar a resisténcia de

géis fisicos seria a adi¢do de carga inorganica [Hamidia, 2008].

Dentre as cargas inorganicas possiveis para hidrogéis aplicados em
saude, destacam-se o0s argilominerais. Esses silicatos apresentam em sua
composicdo elementos ndo agressivos ao corpo e servem de reforco para os

hidrogéis.

2.5 - Argilominerais

O uso de minerais com finalidades medicinais data da pré-historia.
Existem indicios de que o Homo Erectus e o Homo Neanderthalensis misturavam
agua com diferentes tipos de lamas com a finalidade de curar feridas, acalmar
irritacbes e como método de limpeza da pele. Isso pode ter surgido da mimetizacao
de animais, que utilizam instintivamente esses minerais para esses fins. Nos séculos
XVIIl e XIX, com o desenvolvimento da cristalografia e mineralogia, obteve-se
grande avanco no conhecimento desses minerais usados em farmacia e cosmeética
[Carretero, 2002].

Argila é um material natural, com textura terrosa e baixa granulometria,
gue quando misturado a uma quantidade limitada de 4gua desenvolve plasticidade
[Aguiar, 2002]. Numa definicho menos genérica, argila é uma rocha que é
constituida basicamente por um grupo de minerais que recebe o nome de

argilominerais.



Majoritariamente, argilominerais sdo silicatos de aluminio (Al), ferro
(Fe) ou magnésio (Mg) hidratados que possuem estrutura cristalina em camadas e
sdo chamados também de filossilicatos, constituidos por folhas continuas de
tetraedros de silicio (SiO4), ordenados de forma hexagonal. Entre as camadas
tetraédricas, ha camadas octaédricas de Mg (ou Al, Fe), (COELHO, 2007).

Conforme a morfologia classificam-se as argilas em: argilas lamelares
e fibrosas. A sepiolita e a atapulgita sédo os Unicos argilominerais que fazem parte do
altimo grupo, que possuem como caracteristicas o aspecto fibroso e estrutura de
canais que se prolongam pela fibra. Essas argilas apresentam grande area

superficial e muitos sitios de adsorcao [Aguiar, 2002].

2.6 - Sepiolita

Sepiolita € um argilosilicato de magnésio hidratado e com formula geral
Si12030Mgs(OH)4(H20)4 -8H,0. Seu aspecto fibroso revela uma estrutura baseada na
alternancia de blocos e tuneis (padrdo zeolitico — Figura 2.6) que crescem na
direcéo da fibra. Cada bloco estrutural € composto de duas camadas tetraédricas de
silica e uma camada octaédrica central contendo magnésio. Devido a
descontinuidade da camada externa de silica, um significante nUmero de grupos
silanol (Si-OH) estad presente na superficie desta argila. A partir deste perfil, a
insercao de nanoparticulas como a sepiolita em hidrogéis poliméricos pode levar a
uma ampla gama de possibilidades para o controle da natureza do inchamento e da
capacidade de liberagcdo controlada de farmaco, aliada a uma melhoria nas
propriedades mecanicas e viscoelasticas [Carrado, 1996; Yu, 2003; Paranhos,
2007].
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FIGURA 2.6: Estrutura da sepiolita [Sepiolita, 2015].

Sua morfologia acicular gera uma area superficial com cerca de
380 m? muito maior do que a observada para silicatos lamelares como a
montmorilonita (80 m?). Isto faz com que a argila tenha uma elevada dispers&o na
matriz polimérica, produzindo um reticulado tridimensional que ocupa todo o liquido

gerando interessantes propriedades [Paranhos, 2009].

A sepiolita possui a capacidade de sorver espécies organicas devido a
variedade de propriedades atrativas que possui como, por exemplo, elevada area de
superficie especifica, porosidade e superficie ativa. A presenca de canais na
estrutura da sepiolita propicia a sor¢cdo e dessorcéo de diferentes tipos de materiais.

Seu uso decorre dessas e de outras caracteristicas [Luz, 2005; Alkan, 2009].

Dispersbes aumentam a qualidade da argila e viabilizam a sua
utilizacdo em materiais sofisticados, inclusive como reforco em hidrogéis para

aplicacdo como biomaterial [Killeen, 2012].

2.7 - Hidrogéis nanocompasitos para liberacédo controlada

Hidrogéis de liberacdo controlada ou sistemas de liberacédo controlada
sao destinados a oferecer o farmaco ou o composto de interesse durante um tempo
especifico predeterminado no organismo para atender as necessidades terapéuticas
especificas. Os hidrogéis, entre os diferentes sistemas de libertacdo controlada
explorados até agora, tem propriedades que os tornam especificos para serem

considerados potencialmente como um dos sistemas de liberacdos ideais no
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futuro [Kikuchi, 2002]. Os sistemas de administracdo a base de hidrogel podem ser
divididos em duas categorias principais: sistemas controlados por tempo e sistemas
de liberacdo induzidos/estimulados. Este ultimo é desenvolvido para entregar seu
conteudo em resposta a uma condicdo, de forma que coincida desejavelmente com

as necessidades fisiologicas no momento e lugar adequados [Lin, 2006].

Apesar da enorme atragao centrada nesses novos sistemas com base
nos hidrogéis no passado e atualmente, esses sistemas possuem algumas
desvantagens. A desvantagem mais importante € o0 seu tempo de resposta
significativamente lenta. Para atingir um tempo de resposta mais rapido grupos de
pesquisa estdo desenvolvendo hidrogéis mais finos e menores que, por sua vez,
provocam a fragilidade e perda de resisténcia mecanica na rede polimérica [Qiu,
2001].

Os hidrogéis sensiveis aos estimulos do ambiente também séo
conhecidos como sistemas ‘inteligentes’ e podem ser sub-classificados em: sistemas
de liberacdo induzidas fisicamente; sistemas de libertacdo induzidas quimicamente e
sistemas de libertacdo induzidas por estimulos. Temperatura, electricidade, luz,
pressao, som, e campo magnético estdo entre os estimulos fisicos de interesse,
enquanto que o pH, composicdo do solvente, ions e eventos especificos de
reconhecimento molecular sdo estimulos quimicos relatados até agora. Hidrogéis
termossensiveis tem ganhado consideravel atencdo devido a sua capacidade de
inchamento-desinchamento em resposta as mudancas de temperatura ambiente
[Kikuchi, 2002; Miyata, 2002; Bromberg, 1998; Dinarvand, 1995].

Uma série de estudos farmacéuticos sobre a aplicacdo destes
hidrogéis tem mostrado resultados promissores. Por outro lado, os sistemas de
hidrogel guimicamente induzidos propdem diversas classes de hidrogéis que podem
desencadear a libertacdo do farmaco a partir de um depdsito no que diz respeito a
alteracdes na concentracdo de uma molécula especifica, ou composto bioactivo nos

meios circundantes [Ishihara, 2003].
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2.8 - Processos de inchamento dos hidrogéis

O processo de difusdo da agua dentro dos hidrogéis € descrito pela
Equacédo 2.1, que permite calcular a permeabilidade através de uma secdo com uma
concentracdo determinada, também serve como base para a estimativa de como o
sistema muda com o tempo como resultado de fluxo assim como para determinados
fendbmenos que regem o transporte de agua através da rede do hidrogel. E
importante salientar que esta equacdo é valida para descrever o processo de
transporte de agua nos hidrogéis para fragcdes menores do que 60% de agua contida
nos mesmos, visto que para grandes inchamentos a espessura da membrana nao

permanece constante, assim a expressao nao se ajusta a realidade [Vera, 2012].

—L=—K-t" 2.1)

onde M,/M,, é a fracdo de agua no hidrogel, K € uma constante que incorpora as
caracteristicas da rede em questdo, t € o tempo e n é o parametro de difusividade.
Neste sentido, um valor de n = 0,50 indica um mecanismo de difusao Fickiana, um
valor entre 0,50 < n < 1 indica uma difusdo nédo Fickiana e quando n = 1 tem-se um
caso especial onde a difusdo tem o nome de “Tipo II”. Basicamente, quando se
observa um transporte de natureza Fickiana, ha um efeito de relaxacédo das cadeias
gue ocorre mais rapidamente do que na difusdo em si, enquanto que quando o
transporte apresenta um comportamento ndo Fickiano, existe uma superposicao
entre a relaxacdo (conveccdo) e a difusdo e o sistema apresenta um sistema de
transporte complexo formado por esses dois processos. Isto €, na difusdo Fickiana,
a velocidade de difusdo da &gua mostra um incremento linear em funcdo da raiz
quadrada do tempo, ja no transporte ndo Fickiano o tempo de difusdo e o tempo de
relaxacdo macromolecular sdo similares e ambos os fenbmenos controlam a taxa de
penetracdo e sor¢do. Ao mesmo tempo, no caso limite, denominado tipo Il, hd um

predominio da relaxagao.

A quantidade de agua retida dentro do hidrogel no equilibrio pode ser
expressa através da porcentagem de hidrata¢do ou indice de inchamento (Equac&o
2.2).
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S (%) = === -100 (2.2)

0

onde S é a porcentagem de hidratacdo ou indice de inchamento, M; € o peso da
membrana inchada e My 0 peso da membrana seca. E importante ressaltar que S

pode alcancar valores muito acima de 100%.

O estudo da agua presente nos hidrogéis é importante, pois pode
determinar a permeacao total de nutrientes no hidrogel. A agua atua como meio de
transporte na matriz polimérica para as espécies dissolvidas, como o oxigénio. Desta
maneira a agua presente nos hidrogéis pode existir de forma livre ou associada.
Quando a membrana seca comeca a absorver agua, as primeiras moléculas que
entram na matriz irdo hidratar os grupos hidroxila (-OH) presentes na cadeia
polimérica. Esta primeira camada de agua que interage intimamente com o polimero
€ chamada agua priméria e perde suas caracteristicas fisico-quimicas. Quando as
hidroxilas estdo completamente hidratadas, as moléculas de agua que continuam
difundindo pelo polimero interagem com as moléculas de agua primaria e formam
uma segunda camada de agua, chamada agua secundaria. As aguas primaria e
secundaria combinadas sao chamadas de “agua total”. A agua adicional que é
absorvida depois da “agua total” € chamada “agua livre”. A difusao de soluto através
do hidrogel e o mecanismo de adsorcdo/absorcdo s&o determinados pela
quantidade de agua no hidrogel, a fragdo volumétrica de agua e a “agua total” versus
“volume livre”. A agua primaria ndo cristaliza mesmo a temperaturas de -100°C; a
agua secundaria cristaliza a temperaturas abaixo de 0°C, enquanto a agua livre
cristaliza a 0°C. O comportamento anémalo da 4gua nos materiais poliméricos é
atribuido ao efeito de condensacao capilar, confinamento de clusters de agua nas
cadeias poliméricas ou a grande interacdo entre as moléculas de agua e 0s grupos

hidrofilicos do polimero [Ping, 2001].

O estado que se encontra a agua no hidrogel é fundamental, pois um
aumento na propor¢do de agua livre piora sua resisténcia mecanica, ja que a agua
se comporta como um plastificante diminuindo a temperatura de transicao vitrea do

material.

A importancia do estado da agua na pratica para a liberagéo controlada

esta relacionada com o transporte. A agua primaria ndo podera contribuir muito para
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a solvatacdo das espécies que difundem pelo hidrogel, j& a 4gua livre facilita esse
transporte.

2.9 - Sistemas de difusdo em membranas poliméricas

Em sistemas de difusdo em membranas, a liberagcdo do farmaco é
controlada pelo transporte da droga através da membrana. Este transporte é
dependente da difusividade do farmaco pela membrana e da espessura da
membrana, de acordo com a lei de Fick. Estes sistemas sdo aplicados em pilulas,
implantes e adesivos transdérmicos. A liberacdo se da& devido a diferenca de
concentracdo entre o sistema e a pele ou outras forcas motrizes. Tecnologias
desenvolvidas para liberacdo passiva de medicamentos podem ser classificadas em

duas categorias: membranas ou reservatorios e matrizes poliméricas.

2.9.1 - Membranas ou reservatorios

O farmaco é incorporado em um reservatorio localizado entre uma
membrana e uma camada impermeavel, Figura 2.7a. A liberacdo pode ser
controlada variando a composicdo do reservatorio, a permeac¢éo da droga através da

membrana ou pela camada adesiva contida na membrana para fixa-la a pele.

2.9.2 - Matriz polimérica

O farmaco é incorporado em uma matriz polimérica que entra em
contato com a pele e, dependendo do polimero, uma camada adesiva se faz

necessaria ou nao.

O farmaco é liberado pela diferenca de concentragcdo entre a
membrana (Cpres) € a pele (Cpskin) € pode ser descrito pela lei de Fick (Equacao
2.3).

kpDp (Cp res— Cb skin)
PD __ DYD \“D,res D,skin
b’ = l (2.3)
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onde Jp"° é o fluxo de fArmaco através da pele, kp é o coeficiente de particdo do
farmaco na pele, Dp é o coeficiente de difusdo do farmaco através da pele e | é a

espessura da pele.

Quando a concentracdo no reservatorio € muito maior do que a

concentracdo na pele, a Equacéo 2.3 pode ser escrita como a Equacéo 2.4.

kpDp C
pD _ ®pDPpCpyres _ 7 pPD
D — f - kD CD,res (2-4)

onde ko' ° é o coeficiente de permeabilidade do farmaco através da pele. Farmacos
com alto coeficiente de particdo através da pele e alto coeficiente de difusdo séo os

melhores candidatos a sistemas de liberacdo controlada [Stamatialis, 2008].
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FIGURA 2.7: llustracbes de sistemas de liberacdo controlada: (a) membranas; (b)

matriz polimérica [Stamatialis, 2008].
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2.10 - Sistemas de liberacdo de farmaco

Sistemas de liberacdo de farmaco foram desenvolvidos para prolongar
o tempo de liberacdo do medicamento no organismo, sustentar sua concentracao
plasmatica e controlar a localizacdo das moléculas in vivo por meio de aplicacao de
principios quimicos e bioldgicos. Assim a disponibilidade biolégica do farmaco é
aumentada e as alteragBes ciclicas na concentracdo sédo eliminadas (Figura 2.8)
[Villanova, 2010].

Os sistemas transdérmicos, conhecidos como patches, tém como
objetivo proporcionar uma libertagdo prolongada do farmaco no sentido de manter
concentracbes plasmaticas constantes ao longo do tempo. Sistemas de
administracdo convencionais, como as pilulas, apresentam um aumento na
concentracdo do farmaco, logo apdés a administragdo do mesmo, atingem um pico
maximo de dosagem no sangue e depois declinam, conforme o tempo de acdo do
medicamento, como mostrado na Figura 2.8. Com a liberacdo controlada tem-se
uma constante liberacéo durante quase todo o tempo de acdo do farmaco. Dentre as

vantagens do sistema de liberacdo controlada, tem-se:

e A absorcdo continua do farmaco no organismo pode garantir que a
concentragdo do farmaco em um determinado tecido ou 6rgdo se mantenha
acima do valor minimo da concentracdo necessaria para a devida resposta
terapéutica e abaixo do limiar de toxicidade do farmaco, evitando-se desta
forma o surgimento de efeitos colaterais;

e Liberacdo progressiva e controlada do farmaco, a partir da degradacédo da
matriz, aumentando assim a eficacia terapéutica;

e A menor frequéncia de administracdo de doses leva a uma menor
possibilidade de esquecimento da dose pelo paciente. Isto revela uma
melhoria na qualidade de vida de pacientes sob medicacdo diaria e no
controle de doencas crénicas;

e Com a frequéncia menor de doses em relacdo aos tratamentos
convencionais, associados ao consequente beneficio terapéutico ampliado
com a reducdo de efeitos colaterais e a diminuicdo do tempo gasto pelos
profissionais de saude no atendimento, administracdo e monitoramento de
pacientes, o custo médio de tratamentos por periodos prolongados na rede de

saude publica € bem menor em relacdo as formas farmacéuticas tradicionais.
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e Administracdo segura com auséncia de reacfes inflamatorias locais e um

menor nimero de doses;
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. - = == = Dioze repetida
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Faixa
terapéutica

Concentragdo do famaco no organismo

Tempo

Tempo de agdo desejado

FIGURA 2.8: Esquema ilustrativo da liberacdo de farmacos [Bajpai, 2008].

Além disso, podem reduzir a toxicidade do farmaco, eliminar as
reacOes adversas e diminuir o numero de doses administradas. Segundo Villanova,
polimeros sdo empregados como excipientes em prepara¢des convencionais de
medicamentos e cosméticos. Excipiente € qualquer substancia, diferente do
farmaco, que tem sua seguranca avaliada e, a partir de entdo, pode ser incluida na
forma farmacéutica, auxiliando na preparacdo, fornecendo estabilidade fisica,
quimica e microbiolégica ao produto, melhorando a disponibilidade do ativo no
organismo, garantindo a aceitabilidade do paciente e promovendo qualquer outro

atributo relacionado a seguranca e efetividade do produto [Villanova, 2010].

2.11- Adesivos dérmicos e transdérmicos

Atualmente, os adesivos dérmicos e transdérmicos sdo um sistema
bem aceito como forma de conseguir a liberagdo de medicamentos para o sistema

circulatorio através da pele, sendo utilizados na medicina convencional para tratar
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hipertensdo, angina pectoris, sindrome do climatério, disturbios de movimento, dores
cronicas, dependéncia a nicotina, entre outros [Serafim, 2013].

Existem varias formas de elaborar medicamentos
dérmicos/transdérmicos. Estes podem se apresentar como adesivos, lipossomas,

microemulsdes e até sistemas de microagulhas.

Uma interessante alternativa a terapia quimioterapica da LTA é a
utiizacdo de adesivos (patches) dérmicos. Em comparagdo ao tratamento

convencional invasivo, os adesivos dérmicos podem apresentar vantagens como:

¢ Nao ha a perda da biodisponibilidade em funcédo do metabolismo hepatico;

e Diminuicdo do nimero de doses em um tratamento de vérios dias;

¢ Manutencdo de um nivel constante de concentracédo plasmatica do farmaco,
reduzindo significativamente o risco de sub ou superdosagem;

e Possibilidade de cessar o tratamento imediatamente em caso de efeitos
colaterais;

e Facilidade de tratamento no caso de pacientes inconscientes ou comatosos;

e Alternativa para pacientes incapazes de serem medicados por via intravenosa
ou parenteral

e Como é um método indolor pode ser aplicado pelo proprio paciente, evitando
traumas associados a terapia parental,

e Rota alternativa para medicamentos que podem causar irritagdo gastroin-

testinal ou sangramentos ao serem consumidos via oral.

Mas também pode apresentar algumas desvantagens, tais como:

Nem todas as substancias sdo passiveis de administracdo pela via

dérmica/transdérmica;

e Pode causar irritacdo cutanea em aplicacbes a médio e longo prazo;

e Em alguns casos a metabolizacdo pelas enzimas da pele evita que o
medicamento alcance a regido vascularizada;

¢ Quando comparadas com injetaveis as doses de medicamentos liberadas séo

guantitativamente menores.



19

Assim é valido avaliar as formas de administracdo transdérmica como
uma possivel alternativa para a terapéutica de doencas, de modo a ampliar as

opcOes e acessibilidade aos medicamentos.

2.12 - Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), também conhecida
como Leishmaniose Cutanea (LC), é uma doenca infecto-parasitaria, causada por
protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e/ou mucosas. E transmitida
pela picada de insetos vetores dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. A maioria das
infeccbes ocorre como zoonoses entre animais silvestres, geralmente roedores,
sendo o homem um hospedeiro acidental. Os ciclos de transmissdo, no entanto,
estdo se adaptando as regides urbanas e se espalhando para areas ndo endémicas,
sendo recorrente a insergdo de caes como centro da zoonose [Desjeux, 2001;
Gontijo, 2003]. Estudos de 2010, desenvolvidos pela Organizacdo Mundial da
Saude, apontam que a estimativa anual de incidéncia de Leishmaniose no mundo é
de 1,5 milhdo de casos de LTA e 500.000 casos de Leishmaniose Visceral [Salah,
2013].

No Brasil, as trés principais espécies de Leishmania causadoras de
LTA pertencem a dois subgéneros: (1) Viannia, representado, principalmente, pelas
espécies Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) guyanensis,
associadas com lesdes cutaneas localizadas, disseminadas ou mucocutaneas e (2)
Leishmania, representado pela espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis,
associada com o desenvolvimento de lesdes cutaneas localizadas com a forma
difusa da LTA (Figura 2.9). Dentre estas espécies, Leishmania (Viannia) braziliensis
€ a mais prevalente no nosso meio e cerca de 1 a 10% dos pacientes acometidos
apresentam a forma clinica mucosa ou mucocutanea [Ashford, 2000; Gontijo, 2003;
Machado — Coelho, 2005; Ministério da Saude, 2007].
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FIGURA 2.9: Lesdes de 30 dias de evolucdo de LTA [Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical].

Juntamente a tuberculose, malaria, esquistossomose, doenca de
Chagas e a febre amarela, a leishmaniose é considerada pela Organizacdo Mundial
da Saude como uma doenca negligenciada, ou seja, faz parte de um conjunto de
doencas tropicais endémicas entre as populacdes pobres da América Latina, Africa
e Asia e que ndo é alvo de grandes investimentos para controle/prevencdo e
erradicacao [WHO, 2009].

No Brasil, o Ministério da Saude notifica anualmente cerca de 30.000
novos casos, sendo a maioria destes registrados nas regides norte e nordeste,
Figuras 2.10 e 2.11, confirmando geograficamente a inser¢éo da leishmaniose como

doenca negligenciada historica no pais.
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FIGURA 2.10: Numero de casos registrados no Brasil entre 1998 e 2013 [Situacao
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FIGURA 2.11: Mapa de distribuicdo de casos de LTA registrados entre 2005 e
2007 [SVS/MS, 2010].

A utlizacdo de sistemas poliméricos visando a terapéutica de
Leishmaniose ainda encontra-se em um momento inicial. Poucas investigagdes na

literatura detalnam o desenvolvimento de patches poliméricos para uso externo a
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partir da liberacdo dos principais farmacos desta terapéutica. Em um estudo feito em
2010, Lopez-Jaramillo e colaboradores compararam a liberagéo de 6xido nitrico por
patches nas feridas de leishmaniose cutanea com antimoniato de meglumina
aplicado por meio intramuscular. O estudo comprovou a diminuicdo das feridas e a
significativa diminuicdo dos efeitos colaterais nas pessoas tratadas com os patches
[Lopez-Jaramillo, 2010]. Oliveira produziu patches de hidrogéis de PVA reticulados
através de processo de radiacdo ionizante e contendo Glucantime®, os quais
submeteu a testes in vivo e comprovou a cura clinica para as lesées cutaneas

provocadas por Leishmania amazonensis [Oliveira, 2013].

Desta forma, entende-se que o0 desenvolvimento de patches
poliméricos para terapéutica de leishmaniose é uma oportunidade cientifica a ser

considerada.

2.13 - Terapéutica da Leishmaniose Cutanea

A terapéutica da LTA consiste na aplicacdo intravenosa ou parenteral
de compostos antimoniais pentavalentes (Sb°*), como o estibogluconato de sédio
(Figura 2.12) e o antimoniato de N-metil glucamina (AM) (Figura 2.13) [Phillips,
2006].

OH
HO
_ OH

HO O O

O 0-Sb-O- 3 Na*

Osb O .

O OH O
0 g

0

FIGURA 2.12: Formula estrutural do estibogluconato de sodio [Barret, 2012].



23

CHoNHCH*

H(|30H
HOCH ”

| OSb,(OH).
HC|:DH 2(OH);
H(FOH

CH,0OH

FIGURA 2.13: Formula estrutural do Antimoniato de N-metilglucamina -
Glucantime® [Fraga, 2007].

Apesar de estes quimioterapicos terem sido introduzidos na terapéutica
da leishmaniose desde 1915, houve poucos avanc¢os no desenvolvimento de novos
farmacos. E internacionalmente reconhecido que 0s compostos antimoniais
pentavalentes apresentam cardiotoxicidade (afetam os musculos do miocardio),
hepatotoxicidade (aumentam o nivel das transaminases) e a prolongada duracéo do
tratamento leva ao abandono prematuro por parte dos pacientes, fato que favorece o
aparecimento de cepas resistentes [Deps, 2000; FIOCRUZ, 1997]. Logo,
quimioterapicos com baixo indice terapéutico e alta toxicidade sdo quadros comuns

associados a terapéutica de doengas negligenciadas.

Deste modo, muitos tratamentos sistémicos (internos) e tépicos (locais)
vem sendo utilizados para o tratamento da LTA. Como tratamento alternativo, a
terapia local tem grande valor, pois sua administracdo € simples, segura e com
poucos efeitos colaterais. Sulfato de paromomicina (PA) (Figura 2.14), um antibiético
aminoglicosideo extraido de culturas do Streptomyces rimosus, tem demonstrado

uma alta atividade contra Leishmania major [Barret, 2012].

FIGURA 2.14: Formula estrutural da paromomicina [Barret, 2012].
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Seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo de sintese protéica,
através de ligacdo as proteinas ribossdémicas induzindo a leitura equivocada do
MRNA. Desta forma, interfere no complexo de formacédo de peptideos e causa a
ruptura dos polissomos em monossomos ndo funcionais [Barret, 2012]. Possui
solubilidade maxima de 50 mg mL™ em 4gua e é estavel até 120 °C [Sigma-aldrich,
2004].

Em estudos in vitro realizados em pele excisada de camundongos
glabros a permeacao de PA foi cerca de 30 vezes maior a partir de formulacdes
hidrofilicas (creme ou gel) quando comparada com uma pomada. Estudos em
animais infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania
(Viannia) braziliensis demonstraram que a formulacdo hidrofilica de PA tdpica,
gquando comparada com AM administrado por via sistémica, obteve resultados
satisfatorios. Uma consideracdo importante a ser levada em conta € a condi¢cdo da
pele afetada pela doenca. Formulacdes topicas devem ser aplicadas em lesbes
abertas, que perderam a pele, ou em lesbes mais espessas, que apresentam uma
barreira para a absorcdo do medicamento [Gomes, 2004; Soares-Bezerra, 2004,
Santos, 2008].

Em uma abordagem recente, a Organizacdo Mundial da Saude (WHO)
e outros especialistas ditam que primeiro deve ser feito o tratamento local da LTA e
somente se este ndo for efetivo o tratamento sistémico deve ser utilizado. Este
procedimento minimiza o risco de efeitos colaterais severos, aumenta a adesao,
facilita e reduz os custos do tratamento enquanto preserva sua eficicia. [Sosa,
2013]. Em estudos mais recentes, Matin mostra que o uso tépico da paromomicina
deve ser considerado eficaz e tolerdvel como um tratamento de primeira linha para
criangas com LTA. [Matin, 2015].
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3 - Materiais e métodos

3.1 - Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes estdo listados em ordem alfabética. Todos

apresentam grau de pureza PA e foram utilizados como recebidos.
Acido boérico — Merck

Acido citrico — Merck

Acido cloridrico — Synth

Agar Miiller Hinton — Oxoid

Agua deionizada — Springway

Albumina bovina sérica — Aldrich

Alcool etilico — Synth

Azida sédica — Spectrum Inc.

Bicarbonato de sédio — Aldrich

Caldo triptona de soja — Oxoid

Citrato de sodio dihidratado — Aldrich
Cloreto de célcio — Aldrich

Cloreto de magnésio hexahidratado — Merck
Cloreto de potéassio — Aldrich

Cloreto de sodio — Vetec

Dextrose — Merck

Fosfato de potassio dibasico — Aldrich
Fosfato de s6dio monobasico — Aldrich

lodeto de potassio — Merck
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lodo — Merck

Poli (&lcool vinilico) — PVA — Aldrich — M,, = 104.000 g mol™, grau de hidrélise > 99%
Sepiolita — Fluka

Solucéo salina (0,9% p/v NaCl) — Arboreto

Sulfato de paromomicina — Biovet

Sulfato de sodio — Aldrich

Tris(hidroximetil)-aminometano — Vetec

1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno — Aldrich

3.2 - Equipamentos

Além das vidrarias normalmente utilizadas em laboratério foram

utilizados os seguintes equipamentos:

Agitador mecanico — Nova Etica

Agitador magnético — Ika c — Mag HS4

Analisador termogravimétrico (TGA) — NETZSCH T G, modelo 209 F3 Tarsus
Balanca analitica — Ohaus analytical plus com cinco casas decimais

Banho termostatizado — Marconi

Calorimetro diferencial exploratério (DSC) — NETZSCH DSC, modelo 200 F3 Maia
Difratdmetro de raios-X — Shimadzu, modelo XRD — 6000

Espectrédmetro de ultravioleta-visivel (UV/Vis) — Agilent Cary Varian 50
Freezer — Consul

Geladeira — Electrolux

Microscopio eletronico de varredura (MEV) — F50 Inspect

pHmetro — lon pHB 500
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Pipeta automatica — Discovery comfort — 50 pL; Digilar — 100 a 1000 pL e 20 a 200
pL; Kacil — 200 pL

Tubo BD vacutainer K2 EDTA

Ultrassom — Thornton T14

3.3 - Metodologia

3.3.1 - Caracterizacdo dos hidrogéis

3.3.1.1 - Preparo dos hidrogéis de PVA — sepiolita

Em um frasco reagente da marca Schott de 50 mL foram aquecidos, a
90°C, 5,0 gramas de PVA e 50 mL de &gua deionizada, com o auxilio de uma placa
de aquecimento e agitacdo, até que o polimero solubilizasse (cerca de 1 hora).
Aproximadamente 0,001 gramas de azida sédica foram utilizados como antifingico.
Em um Becker as quantidades necessarias para preparacdo de hidrogéis com 1%,
2,5% e 5% (v/v) de teor de sepiolita foram dispersas em 25 mL de agua deionizada e
colocadas no ultrassom por 20 minutos. ApGs isso, a suspensdao foi adicionada a
solu¢do contendo o polimero. Com o auxilio de uma proveta graduada, 3 mL da
mistura foi vertida em placas de petri com 6 cm de diametro e colocadas no freezer a
-20°C por 17 horas. Em seguida, as amostras foram submetidas a ciclos de
congelamento/descongelamento para formacdo de hidrogéis com diferentes graus
de cristalinidade. Em cada ciclo as amostras eram submetidas a temperatura
ambiente por uma hora seguida de uma hora a -20°C e em seguida eram mantidas
em dessecador com silica gel até apresentarem massa constante, cerca de quatro

dias.

3.3.1.2 - Medidas de inchamento

Amostras de 1 x 1 cm foram imersas em 25 mL de fluido biologico
simulado (SBF), mantidas a 22 °C e pesadas a cada 20 minutos na primeira hora, a

cada hora durante seis horas e apds 24 horas do inicio do experimento. Todas as
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andlises foram feitas em triplicata. O protocolo para a producdo do SBF foi o descrito
por Kokubo [Kokubo, 1990]: em um Becker previamente lavado, foram adicionados
500 mL de agua deionizada e os reagentes descritos na Tabela 3.1, um por um na
sequéncia dada, sempre aguardando a completa dissolucdo de cada reagente e sob

agitacao constante.

TABELA 3.1: Reagentes para o preparo do SBF [Kokubo, 1991].

Ordem Reagente Quantidade
1 NacCl 7,996 g
2 NaHCOs3; 0,350 g
3 KCI 0,224 g
4 KoHPO,4 - 3H,0 0,228 g
5 MgCl, - 6H,0 0,305 g

40 mL (cerca de 90% da
6 HCl 1 mol L™ quantidade total a ser

adicionada)
CaCl, 0,278 g
Na,COg4 0,071 ¢
NH,C(CH,0H)3 6,057 g

Ajustou-se a temperatura da solucédo para 36,5 °C com a ajuda de um
banho termostatizado e seu pH pode ser ajustado para 7,35 com a solucdo de HCI
1 molL™. A solucdo final foi transferida para um baldo volumétrico e o volume foi
ajustado para 1 L com agua deionizada. Essa solu¢éo foi colocada em uma garrafa
de polietileno e mantida a 5 °C. A Tabela 3.2 mostra a concentracao iénica do SBF

produzido e a do plasma sanguineo humano.
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TABELA 3.2: Concentracdo idnica (mmol L) de SBF e plasma sanguineo humano
[Kokubo, 1991].

lon Fluido Simulado Plasma sanguineo
Na* 142,0 142,0

K* 5,0 5,0
Mg** 1,5 1,5

Cay" 2,5 2,5

CI 147.,8 103,0
HCOg3 4,2 27,0
HPO,* 1,0 1,0
SO~ 0,5 0,5

A razdo de inchamento das amostras foi determinada através da

Equacéo 3.1:

mg — Mg

Razao de inchamento = (3.1)

mg

onde m; é a massa da amostra no tempo t e ms € a massa da amostra seca. Para
avaliar o mecanismo de difusdo do SBF nas membranas, foi utilizada a Equacao 3.2
[Crank, 1975]

mg

= Kt" (3.2)
Megq

onde m; € a massa da amostra inchada no tempo t, meg € a massa da amostra

inchada no equilibrio, K € uma constante relacionada a geometria da amostra e n o

expoente que define o mecanismo de sorgdo. Quatro classes de difusdo podem ser

descritas a partir do valor de n obtido, de acordo com as taxas relativas de difuséo

do permeante e da relaxacéo das cadeias poliméricas [Crank, 1975].

I.  Difusédo Fickiana ou Caso | (n < 0,5): no qual a taxa de difusdo € muito menor
do que a de relaxacdo. Neste caso, a difusdo é controlada por um processo
difusivo;

. Caso Il (n =1,0) € o outro extremo, no qual o processo de difusdo é muito

mais rapido quando comparado a relaxacéo das cadeias poliméricas;
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lll.  Anb6malo ou N&o-Fickiana (n = 0,5 — 1.0), que descreve os casos onde as
taxas de difusé@o e de relaxa¢do sao comparaveis;

IV. Super Caso Il (n >1), que define um complexo processo de relaxacdo que
ocorre na interface entre regibes inchadas e nao inchadas no interior da

matriz polimérica.

Para a determinacdo do coeficiente de difusdo da agua, utilizou-se a
Equacéo 3.3 [Crank, 1975]:

M (2)1/2 t1/2 3.3)

Megq 7 12

onde D é o coeficiente de difusdo e | € a espessura da amostra. O desvio

experimental aceitavel foi fixado em 5 %.

3.3.1.3 - Capacidade de retencao polimérica

Apos ficarem imersas em 25 mL de SBF por 24 horas, as amostras
foram retiradas das solucdes e foram tratadas segundo o seguinte protocolo: para
cada 1 mL de solucédo foram adicionados 15 mL de agua deionizada, 7,5 mL de
acido bérico (40 g L™) e 1,5 mL de solucdo Kl/l, (12,7 gL e 25 g L™ I,). A presenca

de PVA foi analisada em 690 nm em espectrofotometro de UV-Vis.

3.3.1.4 - Calorimetria diferencial exploratéria — DSC

As Andlises de DSC para analisar o grau de cristalinidade, entalpias de
vaporizacdo da agua e da fusédo cristalina (AH, e AH., respectivamente), as
temperaturas de vaporizacdo da agua (T,), de fusdo dos cristais (Tr,) e de transigdo
vitrea (Ty) das diferentes membranas produzidas foram feitas em um equipamento
NETZSCH DSC 200 F3 Maia. As amostras foram cortadas do centro de cada
membrana com aproximadamente 5 mg. Para a determinacdo da T,, AH,, T, e AHp,
as amostras foram aquecidas de 20 a 250 °C com uma taxa de 20 °C/min. Em

seguida, foi feito um resfriamento até temperatura ambiente e novamente um
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aquecimento até 250 °C para se determinar a T4. As Ty, e T, foram tomadas como os
méaximos dos picos endotérmicos e as entalpias como as areas dos respectivos
picos. A transicdo vitrea foi calculada pelo método da meia altura dos

prolongamentos das linhas tangentes a curva antes e apos a transicao.

3.3.1.5 - Analise termogravimétrica — TGA

Cerca de 10 mg da amostra foi cortada do centro da membrana e
analisada em um equipamento TG 209 F3 Tarsus, sob fluxo continuo de N,, em uma
faixa de temperatura de 40 & 600 °C a uma taxa de aquecimento de 20 °C min™.

Assim foram obtidos os perfis de degradacao térmica de cada amostra.

3.3.1.6 - Determinacédo do estado da agua

Para a analise do estado na agua nas membranas, foi utilizado o
equipamento NETZSCH DSC 200 F3 Maia. As amostras previamente cortadas
foram inchadas em &agua destilada a 21 °C por 24 horas. Cerca de 100 mg das
amostras foram utilizadas em cada analise. As amostras foram resfriadas da
temperatura ambiente até -60 °C a uma taxa de 5°C min™, permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos. Apos isso, foram aquecidas até 30 °C a uma taxa de

5 °C min™,
O estado da agua foi avaliado a partir da Equacao 3.4.

Wb = Wt — 2fendo (3.4)
AHf

onde W, e W; sdo o teor de agua secundaria e a razdo de inchamento,
respectivamente, AHengo € a entalpia de fusdo dos hidrogéis inchados e AH; é a
entalpia de fuséo da agua (372,3 J g™).
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3.3.1.7 - Difracéo de raios-X — DRX

As andlises de DRX para as amostras de hidrogel foram obtidas a
temperatura ambiente, empregando radiacdo de cobre/potassio de A= 1,5406 A, a
partir do cristal de grafite operando a 30 kV e 30 mA. As varreduras foram
executadas em uma faixa de 3° - 40° (268) com taxa de 2° min™, na intenc&o de se

averiguar a rede cristalina formada.

3.3.2 - Hemocompatibilidade

Para a avaliacdo da hemocompatibilidade das membranas, as
amostras foram submetidas a testes feitos com sangue bovino doado pelo Frigorifico
Siltomac e pela Embrapa Pecuaria Sudeste. O sangue coletado foi misturado com
solucdo de anticoagulante na razdo de 19 mL de anticoagulante para 30 mL de
sangue. A Tabela 3.3 mostra a composi¢cédo do anticoagulante utilizado.

TABELA 3.3: Composicao do anticoagulante [Paranhos, 2007].

Quantidade
Componente
(9)
Citrato de sédio
o 1,315
dihidratado
Acido citrico 0,165 Para 50 mL de agua deionizada
Fosfato de sédio
o 0,110
monobasico
Dextrose 1,595

3.3.2.1 - Capacidade de hemolise

As amostras foram inchadas em solugéo salina (0,9% p/v NaCl) a
30 °C por 24 horas. Em seguida a membrana foi transferida para placa de pocgos.
Com o auxilio de uma pipeta automatica foram adicionados 0,20 mL de sangue na
superficie da amostra. Apds 20 minutos foram adicionados 3,0 mL de solucéo salina

para interromper a hemdlise. Controles negativo e positivo foram obtidos através da
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adicdo de 0,20 mL de sangue em 3,0 mL de solucdo salina e agua deionizada,
respectivamente. Aliquotas de 1,0 mL do sobrenadante foram retiradas e analisadas
em espectrofotdmetro de UV-vis a 545 nm. O grau de hemdlise foi calculado através

da Equacéo 3.6.

Aamostra— A(—)

% hemoélise = (3.6)

A+~ A=)

onde Aamosta, A) € Ar) S80 as absorbancias obtidas pela amostra, o controle

negativo e o controle positivo, respectivamente.

3.3.2.2 - Potencial anti-trombogénico

O potencial anti-trombogénico foi avaliado pela formacédo de trombos
na superficie do hidrogel. Os hidrogéis foram inchados em solucao salina (0,9% p/v
NaCl) a 37 °C por 24 horas. Em seguida foram transferidos para placa de petri
descartavel de 6 cm de diametro. Na superficie das membranas foram adicionados
0,5 mL de sangue e 0,03 mL de solucéo 4 mol L™ de CaCl,, iniciando a formagéo
dos trombos. Ap6s 20 minutos o processo foi interrompido pela adicdo de 10,0 mL
de &gua deionizada. Os glébulos vermelhos que nao foram aprisionados durante a
formacdo dos trombos rompem-se e a hemoglobina livre pode ser detectada através

de espectrofotdmetro de UV/Vis a 545 nm.

3.3.2.3 - Absorcéo de Albumina Bovina Sérica — BSA

A absorcao de BSA pelas amostras foi avaliada segundo o protocolo:
solucdo de BSA 2 mg mL™ em SBF. Amostras de 1x1 cm foram imersas em 10 mL
de solucdo e deixadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida, 2 mL de sobrenadante
foram retirados com o auxilio de uma pipeta automatica para a analise em

espectroscopia de UV-Vis a 280 nm.

A quantidade de BSA absorvida foi calculada através da Equacao 3.5.
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BSAq, = o= (3.5)

onde C, e C. sdo as concentra¢des inicial e final do BSA, respectivamente, V é o

volume da solucdo e m é a massa da amostra inchada.

3.3.3 - Carreamento, liberacao e analise do farmaco

3.3.3.1 - Carreamento do farmaco

O carreamento do antibiotico foi feito por difusdo. Amostras de 1x1 cm
foram submersas em 25 mL de solug&o de farmaco (50 mg mL™) e mantidas a 21 °C
por 24 horas. Em seguida as amostras foram deixadas em dessecador para

secarem completamente.

3.3.3.2 - Liberacéo do farmaco

A liberacao foi feita em tubos contendo 6 mL de SBF. A cada hora as amostras
foram retiradas da solucdo, secas delicadamente em papel absorvente e colocadas
em nova solucdo de SBF. Isto foi feito por cinco horas e entdo as amostras foram
deixadas em solucdo por 24 horas. Foram feitas anélises em espectrofotbmetro de
UV-vis e microbioldgicas.

3.3.3.3 - Derivatizacdo do farmaco

A 5,0 mL de amostra obtida através do método descrito na secéo 3.3.6
foram adicionados 1,0 mL de solucdo 2% de bicarbonato de sodio e agitada. Em
cada tubo foram adicionados 2,0 mL de solugdo etanolica (95%) de 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzeno (0,25 mL / 100 mL), com a ajuda de uma pipeta automatica. O
conteudo foi misturado cuidadosamente. Apos 30 minutos a solucdo foi neutralizada

pela adicdo de 0,5 mL de HCI 1 mol L™. A absorbancia foi medida a 415 nm em
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espectrofotometro de UV/Vis e utilizando &gua destilada como referéncia (RYAN,
1984).

3.3.3.4 - Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (teste de halo de
inibicdo)

Em placa de petri descartavel de poliestireno foram adicionados 15 mL
de solucdo de agar Miller Hinton, meio de cultura recomendado para a realizagéo
de antibiograma (teste de sensibilidade), para a realizacdo da técnica de difusédo de

discos proposta por Kirk-Bauer.

Em um tubo de ensaio estéril, 5 ml de caldo soja tripticaseina (TSB)
foram dispersos, e repicados, neste meio, quatro colénias puras da bactéria
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228). A solucédo foi incubada por 6 horas a 36
+ 1°C.

Em um tubo de ensaio contendo solucdo tampédo fosfato, foram
adicionadas gostas deste caldo com bactéria, até que uma turbidez de 0,5 na escala
de Mc Farland fosse atingida. ApGs o acerto da turvacéo, a concentracdo bacteriana

no meio é de 1-10°8 bactérias mL™.

A semeadura do in6culo foi realizada com swab. A extremidade do
swab foi embebida no inéculo aferido e entdo pressionada na parede do tubo, de
forma a remover o excesso. Delicadamente, aplicou-se o inéculo sobre a superficie
da placa previamente preparada de agar (Figura 3.1a), em varias direcdes, de forma
a cobrir toda a placa. Foram feitos quatro pocos de 0,7 mm de diametro em cada
placa, Figura 3.1b, e com um auxilio de uma pipeta automatica, foram adicionados
50 pL das solucdes obtidas na liberacdo do farmaco, Figura 3.1c e 3.1d. As placas

foram encubadas por 24 horas a 36 + 1°C.
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c) d)

FIGURA 3.1: a) Semeadura do in6culo na placa b) Pocos de 0,7mm; c) Adicdo da

solucéo; d) Poco com solucéo de liberagéo.

Este teste foi feito segundo descricdo presente na farmacopéia
americana [USP, 2010].
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4 - Resultados e discussao

4.1 - Preparo dos hidrogéis nanocompaositos

Foram feitas comparacdes visuais entre as membranas preparadas,
conforme mostra a Figura 4.1. A solidificacdo do polimero usualmente se da da
parede do molde para o seu interior. Como consequéncia, apds o primeiro ciclo de
congelamento, os gréos da microestrutura do sdlido formado s&o colunares, longos,
estreitos e perpendiculares a parede do molde (Figura 4.1b). A Figura 4.1c, mostra
como a membrana se comporta visualmente apos o segundo ciclo de congelamento.
Quando h& o primeiro descongelamento os dominios cristalinos formados néo
fundem completamente, deixando pequenos cristais por toda a membrana. A partir
de entdo a formacdo dos cristais se d4 em cima desses cristais pré-formados,

deixando a membrana mais homogénea.

a)

FIGURA 4.1: a) Solucao polimérica; b) Membrana ap6s um ciclo de criogelificacéao;

c) Membrana pos segundo ciclo de criogelificagéo.

A Figura 4.2 llustra esse processo para melhor entendimento. A
Figura 4.2a mostra uma solugdo polimérica; a Figura 4.2b demonstra a formagéo
inicial dos cristais na membrana apds o primeiro ciclos de congelamento; a Figura
4.2c mostra como os cristais se consolidam a partir dos cristais pré-existentes e a
Figura 4.2d mostra a organizacéo da rede cristalina polimérica ao final dos ciclos de

criogelificacao.
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d)

FIGURA 4.2: a) Solucdo de PVA; b) Estrutura da membrana apdés um ciclo de
criogelificacdo; c) Estrutura da membrana apos o segundo ciclo; d) Estrutura da
membrana apos alguns ciclos [Willcox, 2000].

4.2 - Medidas de inchamento em fluido plasmatico simulado — SBF

Para avaliar a possibilidade de utilizagdo dos hidrogéis produzidos em
sistemas de liberacdo controlada, foram realizadas analises de inchamento em fluido
plasmatico simulado (SBF — Simulated body fluid). O SBF é uma solucdo com
concentracdo idnica préxima a do plasma sanguineo humano, a temperatura de
36,7 °C e pH de 7,35, que foi primeiramente produzida por Kokubo e colaboradores
[Kokubo, 1991] para avaliar alteracdes e reacfes deste em uma superficie de vidro

ceramico bioativo.

A Figura 4.3 mostra as curvas médias das triplicadas feitas para avaliar

o grau de inchamento dos hidrogéis nanocompasitos a 22 °C.
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FIGURA 4.3: Cinética de inchamento dos hidrogéis nanocompdsitos: a) sem

sepiolita; b) com 1% de sepiolita; ¢) com 2,5% de sepiolita e d) com 5 % de sepiolita.

A partir da Figura 4.3 pode-se construir um grafico para analisar o que

acontece com o inchamento quando se aumenta a porcentagem de nanoparticula no

hidrogel, como podemos ver na Figua 4.4.
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FIGURA 4.4: Dependéncia do inchamento dos hidrogéis no equilibrio com o teor de

nanoparticulas para 5 ciclos.

O inchamento do hidrogel sem nanoparticulas ficou em torno de 264%
em SBF; quando acrescenta-se 1% de SEP na matriz polimérica, o inchamento
diminui devido ao elevado grau de dispersdo das nanoparticulas diminuindo o
volume livre do polimero; quando aumenta-se o teor de SEP para 2,5% ha uma
aglomeracdo da argila aumentando a hidrofilicidade do material; com 5%, ha a
presenca de grandes aglomerados de SEP que tornam-se obstaculos para a difusao
de agua e diminuem muito o volume livre da membrana, diminuindo

consideravelmente seu inchamento.

A Tabela 4.1 apresenta os parametros dos mecanismos de sor¢ao de
SBF nos hidrogéis, onde a letra “P” significa hidrogel de PVA puro, os numeros 1,
2,5 e 5 sdo as porcentagens de SEP nas amostras e Cl1l, C3 e C5 sédo as
quantidades de ciclos de criogelificacdo, 1, 3 e 5 respectivamente, feitos nas

amostras.
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TABELA 4.1: Parametros dos mecanismos de sorcdo de SBF nos hidrogéis

nanocompaositos.

Amostra N Mecanismo Coeficiente de difusdo (10° cm?s™)
P-C1 0,33 Fickiano 3,1
P-C3 0,31 Fickiano 1,0
P-C5 0,29 Fickiano 0,6
1-C1 0,34 Fickiano 2,0
1-C3 0,32 Fickiano 1,6
1-C5 0,30 Fickiano 1,5

25-C1 0,32 Fickiano 0,5

25-C3 0,30 Fickiano 0,5

25-C5 0,29 Fickiano 0,7
5-C1 0,36 Fickiano 1,1
5-C3 0,35 Fickiano 0,3
5-C5 0,31 Fickiano 0,4

O anexo | mostra como foi feito o célculo do n a partir das curvas de
inchamento. A Tabela 4.1 mostra que o n € menor que 0,5 e, assim, 0 mecanismo
de difusdo em todos os hidrogéis pode ser descrito como Fickiano. Pode-se notar
que no geral o coeficiente de difusédo (D) diminui com o aumento dos ciclos de
criogelificacdo, pois, como sera discutido mais adiante na secdo 4.2, o grau de
cristalinidade aumenta, diminuindo os caminhos difusionais. Quando acrescentado
1% de SEP no hidrogel, seu D diminui quando comparado com o hidrogel puro, pela
dispersdo das nanoparticulas na fase amorfa. A mesma tendéncia acontece com
2,5% de SEP. Os pequenos aglomerados que estdo na fase amorfa diminuem os
caminhos difusionais do nanocompésito. Ja para o hidrogel com 5% de
nanoparticula, o D aumenta em relacdo ao de 2,5%, pois os aglomerados sao
maiores fazendo com que a SEP fique menos dispersa e, assim, a fase amorfa

esteja mais disponivel.
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4.3 - Capacidade de retencao polimérica

Apbs os ensaios de inchamento foi feito o teste de retencao polimérica,
com as solucdes remanescentes daquela analise, com o objetivo de avaliar a
qualidade da rede tridimensional obtida. Os hidrogéis ficaram imersos na solucdo
por 24 horas e em um gel polimérico inchado a mobilidade molecular das cadeias €
alta devido ao efeito plastificante do solvente, mesmo estando abaixo de sua
temperatura de transicdo vitrea. Assim, as cadeias que ndo fazem parte da rede
reticulada reptardo do hidrogel em algum momento, alcancando a solucdo. Entdo se
conseguimos medir o teor de polimero liberado em solucdo, podemos qualificar a

capacidade de retencéo da microestrutura das amostras.

A Figura 4.5 apresenta as curvas de absorcdo obtidas na regido do

visivel para todas as amostras de hidrogéis.
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FIGURA 4.5: Espectro de UV-Vis das amostras.

Cascone e colaboradores calcularam em 3% a perda de PVA, em
criogéis de PVA contendo quitosana, a partir de uma solucdo de PVA 0,1 mg mL™
para o comprimento de onda 680 nm. Para que as amostras sejam biocompativeis o

valor obtido deve ser menor ou igual a 3%. Os resultados obtidos mostram que 0s
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hidrogéis com SEP, como pontos adicionais de reticulacdo, apresentam uma
elevada capacidade de retencdo polimérica, visto que as absorbancias sdo menores
do que 0,04.

4.4 - Analise de calorimetria diferencial exploratoria — DSC

As andlises de DSC foram necessarias para estabelecer o grau de
cristalinidade das amostras, além de ser possivel o célculo das entalpias de
vaporizacado e de fusdo cristalina da agua continda no hidrogel, suas respectivas

temperaturas de vaporizacéo e fusao.

A Tabela 4.2 apresenta os parametros térmicos obtidos por DSC para
as amostras, onde C1, C3 e C5 correspondem ao numero de ciclos feitos na
amostra, 1 ciclo, 3 ciclos e 5 ciclos, respectivamente e o numero que esta a frente de

“‘PVA” é o teor de nanoparticula incorporada na amostra.
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TABELA 4.2 Parametros térmicos obtidos por DSC para os hidrogéis.

Tm (°C) AHm (J/g) Tg (°C) AHv (J/g) Tv (°C) Xc

PVA-C1 225,8 66,2 66,4 99,7 130,5 44,1
PVA-C3 226,3 69,7 61,6 81,2 130,7 46,5
PVA-C5 227,2 77,6 68,0 73,3 130,3 51,7
PVA-1-C1 230,3 51,5 76,5 68,9 131,0 34,4
PVA-1-C3 227,8 53,4 72,6 64,3 131,2 35,6
PVA-1-C5 229,9 57,1 74,1 59,4 134,7 38,1
PVA-2,5-C1 226,6 41,7 83,0 82,9 118,6 27,8
PVA-2,5-C3 227,7 38,7 83,1 97,5 109,5 25,8
PVA-2,5-C5 228,9 40,7 81,8 88,0 121,6 27,2
PVA-5-C1 227,3 40,0 80,5 125,2 112,7 26,7
PVA-5-C3 228,2 45,4 80,6 1191 101,5 30,2
PVA-5-C5 229,0 445 81,3 90,2 110,5 29,7

A temperatura de fusdo cristalina ndo é alterada com o aumento da
SEP, indicando que ndo ha interacdo nanoparticula-polimero no nivel das lamelas
cristalinas, com excecdo da amostra com 1% de SEP e um ciclo que teve um
aumento de cerca de 5 °C. Para as amostras puras e com 1% de teor de SEP, nota-
se um aumento do AHm com o aumento do numero de ciclos, evidenciando o
aumento da quantidade de cristais formados a medida que mais ciclos de
criogelificacdo s&o feitos na amostra, o0 que esta de acordo com os resultados

encontrados por Willcox [Willcox, 2000].

O grau de cristalinidade foi calculado a partir da Equagéo 4.1.

__ AHm
¢ AHmMO

(4.2)
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onde AHm® é a entalpia de fusdo cristalina para o PVA 100% cristalino
(AHM® = 150,0 j g* [Willcox, 2000]). Nota-se que para as amostras de 3 e 5 ciclos ha
um ligeiro aumento do grau de cristalinidade com o aumento do teor de SEP,
indicando que os ciclos também influenciam a cristalizacdo, apesar da sepiolita
causar desordem no sistema polimérico. Aparentemente o0s aglomerados de
nanoparticula tornam-se obstaculos para o crescimento dos cristais, pois as cadeias
de PVA tem uma restricdo em sua mobilidade, diminuindo o nimero de cadeias

cristalizaveis e, assim, diminuindo a cristalinidade do material.

Pode-se notar que a Tg aumenta com 0 aumento do numero de ciclos
mostrando que a interagdo SEP-PVA aumenta a rigidez da fase amorfa da amostra,
0 que esta de acordo com a literatura, pois a presenca de cargas de origem
inorganica tende a diminuir a mobilidade dos segmentos das cadeias poliméricas

aumentando, consequentemente, a Tg [Nielsen, 1974].

Sobre a vaporizacdo da agua observa-se uma diminuicdo na entalpia
com o0 aumento do numero de ciclos para cada amostra e na Tv com 0 aumento do
teor de nanoparticula. Este comportamento pode ser resultado das interacbes SEP-
PVA gque diminuem a quantidade de polimero disponivel para interagir com a agua.

A Figura 4.6 mostra as dependéncias da Tg e do Xc descritos
anteriormente em relacdo ao teor de nanoparticulas incorporadas nas matrizes de
PVA.
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FIGURA 4.6: Comparacdo entre a temperatura de transicdo vitrea e o grau de

cristalinidade dos hidrogéis nanocompadsitos em fungéo do teor de nanoparticula.
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4.5 - Difracéo de raios-X — DRX

Os perfis de raios-X observados na Figura 4.7, mostram uma forte
difracdo no pico observado em 206 = 6,9° correspondente ao plano cristalografico
(1 1 0) da sepiolita. Este plano corresponde aos poros internos das agulhas da
zedlita que ndo podem ser modificados [Vigosa, 2009]. Porém, ndo € possivel
calcular o grau de cristalinidade das amostras de hidrogel contendo sepiolita, pois 0s
picos dos planos (0 6 0), equivalente a 26 = 19,75° e (1 3 1), equivalente a
20 = 20,65° da sepiolita se sobrepdem aos planos (1 0 1) e (1 0 1) (26 = 19,5 e
20,1°), respectivamente, do PVA.

Entdo os resultados obtidos serdo utilizados para avaliar se ha

mudancas na rede cristalina do polimero.
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FIGURA 4.7: Curvas de difracdo para os hidrogéis produzidos para 5 ciclos.

7

Através das curvas de difracdo é possivel observar o aumento da
intensidade do plano de difracdo da SEP com o aumento de sua porcentagem nas
amostras. Também € possivel observar uma distorcdo da rede cristalina do PVA

evidenciada pelo pico em aproximadamente 26 = 26,2°. H4 apenas uma distor¢céo e
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ndo o surgimento de um plano cristalino no polimero, pois, como mostra a Tabela
4.2, o grau de cristalinidade diminui com o aumento da porcentagem da SEP. Se o
grau de cristalinidade aumentasse poderia ter ocorrido o surgimento de um novo
plano cristalino. No Anexo Il € possivel observar o DRX para a SEP pura que mostra

0S picos descritos acima.

4.6 - Andlise termogravimétrica — TGA

As Figuras 4.8 e 4.10 apresentam as curvas de TGA e DTGA,

respectivamente, para os hidrogéis obtidos.

As curvas de TGA mostram que a adicdo de SEP na matriz polimérica

nao altera o perfil de desidratacéo dos hidrogéis.
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FIGURA 4.8: Curvas de TGA para os hidrogéis nanocompasitos.

Como pode-se observar, os hidrogéis possuem trés estagios de
decomposicdo. O primeiro estagio, entre 50 e 200°C, é devido a perda de umidade
da membrana. O segundo estagio, entre 200 e 400°C, é resultante da desidratacéo
do PVA. A Figura 4.9 apresenta a reacao de desidratacao.
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FIGURA 4.9: Mecanismo de desidratagao do PVA [Finch, 1973].

O terceiro estagio, acima de 400 °C é associado a degradacdo,
principalmente de hidrocarbonetos (alcanos e alcenos).

A Tabela 4.3 mostra as porcentagens perdidas durante cada estagio

para cada amostra.

TABELA 4.3: Perda de massa das amostras durante 0s processos descritos.

Amostra Perda de Desidratacéao Degradacéo de Residuo
umidade (%) do PVA (%) hidrocarbonetos (%) (%)
PVA puro 5 71 14 2
PVA 1% SEP 5 66 16 5
PVA 2,5% SEP 11 59 16 2
PVA 5% SEP 10 58 14 6

Através da Tabela 4.3, pode-se notar um aumento da porcentagem de
perda de umidade com o aumento da quantidade de sepiolita incorporada na matriz
polimérica. Isso se deve pela interacdo SEP-agua; quando acrescenta-se 1% de
SEP, nota-se um pequeno aumento da quantidade de agua na amostra; com 2,5% é
0 maior aumento, visto que tem-se uma maior quantidade de SEP na membrana;
Com a adicao de 5% de SEP, observa-se aglomerados maiores da nanoparticula,
como foi discutido no tépico 4.2, fazendo com que exista uma menor area disponivel
para o contato nanoparticula-agua, diminuindo a quantidade de umidade liberada

neste primeiro estagio de decomposicédo da amostra.

Ja a desidratacdo do PVA diminui com a adicdo da SEP e isso pode
ser devido as interacdes SEP-PVA que se dao através das hidroxilas presentes no
polimero. Para a degradacdo dos hidrocarbonetos formados ndo ha significativa

mudanca nas porcentagens obtidas visto que ndo ha mais agua nem hidroxilas para
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a SEP interagir, portanto a porcentagem de nanoparticula adicionada ndo mostra
diferengas neste estagio.

Para este sistema a avaliacdo do residuo ndo é efetiva, pois as
analises ndo séo feitas totalmente em ar sintético e sua taxa de aquecimento é
apenas exploratéria, fazendo com que todos os alcanos e alcenos formados né&o
volatilizem por completo; porém os dados de DRX presentes na se¢do 4.5 mostram
que os teores de SEP sdo quantitativos, ou seja, aumentam com o aumento da

porcentagem nas amostras.
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FIGURA 4.10: Curvas de DTGAs dos hidrogéis nanocompdsitos.

O pico associado a desidratacdo do PVA mostra que a presenca de
SEP ndo aumenta a estabilidade térmica das membranas, visto que ocorre uma
variagdo muito pequena na temperatura do pico (~268°C) em funcéo do teor de
argila incorporada. Segundo Gilman e colaboradores, a presenca de montimorilonita
aumenta a estabilidade térmica dos sistemas poliméricos quando comparados aos
sistemas sem a nanoparticula [Gilman, 2000]. Porém, para as amostras isso nao foi

observado, pois a sepiolita é acicular. Logo, a morfologia e a area superficial da

nanoargila podem influenciar a resisténcia térmica da matriz polimérica.
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A Tabela 4.4 também evidencia que ndo houve alteracdo na
estabilidade térmica dos materiais com a adicdo de SEP, pois com 50% de perda de
massa a temperatura ndo varia muito (a maior variacao foi para a amostra com 1%
de SEP quando comparadas com a membrana de PVA puro). Também néao é
observada grande variacdo para o primeiro “onset” avaliado (temperatura de
degradacdo das cadeias maiores do polimero). O segundo “onset” (temperatura de
degradacdo de cadeias menores de alcanos e alcenos formados na primeira
degradacdo) apresenta uma grande variacdo e esta aumenta com o aumento do teor
de SEP na amostra. Isso se deve ao fato de que a presenca de SEP se torna uma
barreira para a saida de volateis e das cadeiais menores da amostra. Quanto maior
a quantidade de SEP, maiores séo os obstaculos e, consequentemente, maiores as

temperatura de degradacao das amostras.

TABELA 4.4: Temperaturas a 10 e 50% de degradacdo da amostra e onset das

degradacoes.
Amostra T 10% T 50% “Onset” 1 “Onset” 2
PVA puro 251,1 271,7 253,2 387,3
PVA 1% 243,3 278,3 250,9 407,0
PVA 2,5% 1345 268,8 238,3 414,9
PVA 5% 197,9 273,3 248,1 433,5

4.7 - Planejamento fatorial

Através do grau de cristalinidade e da porcentagem de inchamento,
podemos diminuir 0 nimero de amostras fazendo uma analise quimiométrica dos
dados obtidos. O objetivo é obter a amostra com maior porcentagem de inchamento
(aumento intrinseco da biocompatibilidade) e maior grau de cristalinidade (maior
resisténcia mecanica). Para isso foi utilizado um planejamento fatorial, que servira

para a otimizacao do problema, e os dados obtidos anteriormente [Filho, 2015].

Assim 27 experimentos foram realizados (trés porcentagens de SEP e
trés ciclos diferentes, cada um em triplicata). A Tabela 4.5 mostra os experimentos

gue foram feitos e as respostas obtidas.
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TABELA 4.5: Condigdes experimentais do planejamento fatorial realizado.

Experimento  SEP Ciclos Respostas (%)

Real Cod Real Cod Cristalinidade Inchamento

1 1 -1 1 -1 36,47 190,14
2 1 -1 1 -1 32,66 194,79
3 1 -1 1 -1 33,95 240,86
4 1 -1 3 0 40,98 243,59
5 1 -1 3 0 31,67 247,04
6 1 -1 3 0 34,20 209,33
7 1 -1 5 1 48,76 262,63
8 1 -1 5 1 35,40 242,63
9 1 -1 5 1 30,09 259,02
10 2,5 -0,25 1 -1 28,85 213,79
11 2,5 -0,25 1 -1 27,24 221,70
12 2,5 -0,25 1 -1 27,37 241,71
13 2,5 -0,25 3 0 23,62 259,96
14 2,5 -0,25 3 0 25,03 239,63
15 2,5 -0,25 3 0 28,69 253,52
16 2,5 -0,25 5 1 26,84 275,59
17 2,5 -0,25 5 1 26,58 248,86
18 2,5 -0,25 5 1 28,05 262,23
19 5 1 1 -1 29,11 187,25
20 5 1 1 -1 28,54 190,48
21 5 1 1 -1 22,41 176,31
22 5 1 3 0 30,11 199,50
23 5 1 3 0 30,66 191,65
24 5 1 3 0 29,95 220,67
25 5 1 5 1 34,36 237,97
26 5 1 5 1 28,27 241,93
27 5 1 5 1 26,41 240,69

Como as condi¢gbes originais ndo podem ser utilizadas devido a

diferenca na quantidade de ciclos e na porcentagem de sepiolita é necessario
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efetuar uma normalizacdo, ou codificacdo (Cod) das variaveis. Nesta codificacdo é

empregada a Equacéo 4.2.

Xo— Pc

4.2)
onde x. € a condicao codificada, xo € a condi¢do original, P. € a média das variaveis
menor e maior (1 e 5 para ambos os casos) e A é a diferenca entre os valores
originais dos niveis 1 e -1 (o nivel 1 sera igual a 5 para ambos os casos, pois temos
5% de SEP e 1 ciclo e para o nivel -1 isso também acontece, porém com 0 menor
valor que, no caso, é 1). Por exemplo, no caso do experimento 10 o valor codificado

para a SEP sera calculado como mostra a Equacéo 4.3.

o 5_ (1+5)
Xe = —@— = —025 (4.3)
2

Com os experimentos descritos, € possivel obter um modelo empirico
com quatro coeficientes: b0 (constante), bl e b2 (lineares) e bl2 (interacdo de

segunda ordem), como mostra a Tabela 4.6.



TABELA 4.6: Matriz obtida a partir do modelo empirico.

Matriz

X

b0 bl b2 b12
1 -1 -1 1
1 -1 -1 1
1 -1 -1 1
1 -1 0 0
1 -1 0 0
1 -1 0 0
1 -1 1 -1
1 -1 1 -1
1 -1 1 -1
1 -0,25 -1 0,25
1 -0,25 -1 0,25
1 -0,25 -1 0,25
1 -0,25 0 0
1 -0,25 0 0
1 -0,25 0 0
1 -0,25 1 -0,25
1 -0,25 1 -0,25
1 -0,25 1 -0,25
1 1 -1 -1
1 1 -1 -1
1 1 -1 -1
1 1 0 0
1 1 0 0
1 1 0 0
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1

53
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onde b0 é igual a um para todos os experimentos, bl é a codificacao feita para a
SEP, b2 é a codificacdo para o niumero de ciclos e b12 é a multiplicacdo destes dois

ultimos.

Uma vez obtida a matriz de codificacdo, pode-se usar o programa
Octave para calcular os modelos de regressao. Para isso, precisamos da Matriz X
(Tabela 4.6), das respostas, que no caso sdo o grau de cristalinidade e a
porcentagem de inchamento, da soma quadratica do erro puro relacionada a
triplicata efetuada e dos graus de liberdade dos experimentos. A Tabela 4.7 mostra

os calculos feitos para se obter todos os coeficientes citados.
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TABELA 4.7: Célculos para obtencdo do erro quadratico puro e dos graus de

liberdade.

dl d2 D Média (erro™2) G.L.
0,5335 0,1393 0,2726 0,3584 0,0073 2
0,3889 0,1861 0,2690 0,3584 0,0079
0,4379 0,6501 0,5336 0,3584 0,0306
0,7047 0,6777 0,6911 0,5257 0,0273 2
0,3514 0,7123 0,5003 0,5257 0,0006
0,4474 0,3326 0,3857 0,5257 0,0195

1 0,8694 0,9324 0,6663 0,0708 2
0,4929 0,6679 0,5738 0,6663 0,0085
0,2914 0,8331 0,4927 0,6663 0,0301
0,2444 0,3775 0,3037 0,3151 0,0001 2
0,1833 0,4572 0,2894 0,3151 0,0006
0,1882 0,6586 0,3521 0,3151 0,0013
0,0459 0,8424 0,1966 0,2930 0,0092 2
0,0994 0,6377 0,2518 0,2930 0,0016
0,2383 0,7776 0,4305 0,2930 0,0189
0,1681 1 0,4100 0,3750 0,0012 2
0,1582 0,7307 0,3400 0,3750 0,0012
0,2140 0,8653 0,4303 0,3750 0,0030
0,2542 0,1102 0,1673 0,1165 0,0025 2
0,2326 0,1427 0,1822 0,1165 0,0043
0 0 0 0,1165 0,0135
0,2922 0,2336 0,2612 0,2795 0,0003 2
0,3130 0,1544 0,2199 0,2795 0,0035
0,2861 0,4467 0,3575 0,2795 0,0060
0,4535 0,6210 0,5307 0,4092 0,0147 2
0,2223 0,6609 0,3833 0,4092 0,0006
0,1518 0,6484 0,3137 0,4092 0,0091
SSPE 0,295643 DF 18

onde d1 é a normalizacdo dos graus de cristalinidade, d2 é a normalizacdo para as

porcentagens de inchamento, D € a média entre d1 e d2, “média” é a média da
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triplicata de cada experimento, (erro”2) é D menos a “média” elevado ao quadrado e
G.L. séo os graus de liberdade de cada experimento (como s&o triplicatas temos
3-1=2).

A soma quadratica do erro puro € o somatério da coluna (erro"2) e o

grau de liberdade é o somatoério dos graus de liberdade da coluna G.L..

Como todos os parametros de entrada para o Octave foram obtidos,

utilizou-se a fungao “regression2”, para fazer uma avaliagcdo do modelo proposto.

Como saida, a funcdo daré duas tabelas: a tabela ANOVA (Tabela 4.8)

e a tabela de coeficientes (Tabela 4.9).

TABELA 4.8: Tabela ANOVA dada como resposta pelo programa octave.

Soma Graus de Média Testes F tabelado

Quadratica Liberdade Quadrética F (95%)

Regressao 0.4817 3 0.1605 9,3442 3,0279
Residuo 0.3995 23 0.0173
Total 0.8813 26 0.0339
Erro puro 0.2956 18 0.0164

Falta de 0.1039 5 0.0207 1,2654 2,7728

ajuste

R® 0.5466 R 0.7393
R?mé&ximo 0.6645 R méximo  0.8152

A partir da Tabela 4.8, pode-se notar que o F calculado pelo programa
nao é muito maior do que o F tabelado com 95% de confianca (ele deveria ser pelo
menos 10 vezes maior), entdo o0 modelo ndo é excelente e é necessaria uma
avaliacdo dos coeficientes b para ver se algum deles é insignificante. Para isso

observa-se a Tabela 4.9.
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TABELA 4.9: Analise dos coeficientes b.

o Limite Limite
Coeficientes _ _ Erro
inferior  superior
b0 0.3633 0.2858 0.4407 0.0774
bl -0.1168 -0.2102 -0.0234  0.0933
b2 0.1136 0.0187 0.2084  0.0948
b12 0.0053 -0.0109 0.1197 0.1143

Agora é necessario analisar os limites inferiores e superiores de cada
coeficiente, pois se algum deles passa pelo zero ele é insignificante para o modelo.
Neste caso, o coeficiente b12 passa pelo zero e pode ser retirado do modelo para

gue ele seja recalculado.

A nova matriz nada mais é do que a matriz X, mostrada na Tabela 4.6,
sem a coluna b12. A tabela ANOVA recalculada pelo Octave ficou como mostra a
Tabela 4.10.

TABELA 4.10: Tabela ANOVA recalculada pelo Octave.

F
Soma Graus de Média
. . ) Testes F tabelado
Quadratica Liberdade Quadratica

(95%)
Regresséao 0.4814 2 0.2407 14,4461 3,4028
Residuo 0.3999 24 0.0166
Total 0.8813 26 0.0339
Erro puro 0.2956 18 0.1642 1,0586 2,6613
Falta de
_ 0.1043 6 0.0173
ajuste
R? 0.5462 R 0.7390
R%méaximo 0.6646 R méaximo  0.8152

A partir da nova Tabela ANOVA pode-se notar um aumento do F

calculado pelo programa. Isso mostra que este modelo € melhor que o anterior, mas
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ainda ndo é bom, entdo analisou-se os coeficientes obtidos para ver se algum deles

é insignificante, Tabela 4.11.

TABELA 4.11: Novos coeficientes b calculados pelo Octave.

Limite Limite
Coeficientes _ _ _ erro
inferior superior
b0 0.3633 0.2978 0.4289 0.0655
b1l -0.1168 -0.1959 -0.0377 0.0790
b2 0.1132 0.0332 0.1931 0.0798

Como pode-se notar todos os coeficientes sdo significantes, portanto
nao tem como melhorar o modelo proposto. Assim podemos utilizar o Template, para
calcular a superficie de resposta. Neste template sdo necessarios os valores dos
coeficientes encontrados (a coluna “coeficientes” da Tabela 4.11) e os dados reais e
normalizados das respostas (porcentagem de inchamento e grau de cristalinidade).

A imagem formada pelo template pode ser observada na Figura 4.11.

L1
0809
=054
=Y
milii-f 3
moa1

Porcentagem de SEP

FIGURA 4.11: Superficie de resposta obtida.

Através da superficie de resposta pode-se ver que 0o maximo esta

localizado onde a porcentagem de SEP é 1% e a quantidade de ciclos € igual a 5.



59

Portanto tem-se maior grau de cristalinidade e maior porcentagem de inchamento
quando incorporados 1% de sepiolita na membrana e fazemos 5 ciclos de

criogelificacao.

A partir deste ponto todas as analises serdo feitas com este tipo de
amostra (SEP 1% e 5 ciclos) e com a membrana de PVA puro para fins de

comparagao.

4.8 - Estado da agua no interior dos hidrogéis

O estudo da agua presente nos hidrogéis € importante, pois pode-se
determinar a permeacédo total de farmacos no hidrogel e as caracteristicas de

interacBes nanocompasito-agua ajudando no desenvolvimento dos hidrogéis.

A agua presente nos hidrogéis pode existir de forma livre ou associada.
Quando a membrana comeca a absorver agua, primeiramente ocorre a hidratacéao
dos grupos hidroxila da matriz polimérica (dgua primaria, Figura 4.12). Em funcéo
das ligacdes hidrogénio, a agua primaria ndo possui as caracteristicas fisico-
guimicas da agua pura, que solidifica a 0°C, por exemplo. As moléculas de 4gua que
continuam difundindo pelo polimero passam a interagir com a agua primaria e

formam uma segunda camada de agua (agua secundaria ou agua solvatada).

Agua primaria Agua secundaria

HOH
_{C ﬂ— °7

HO -~ HOH-— K : —{CH—CH}—

{ca—cu}— "

X

i HOH
H ‘OH :

Eca—cx — J:H—CH} HOH
X2 H?.
—{CH—CH }—
X

FIGURA 4.12: Esquema das estruturas das aguas de hidratacdo no PVA [Li, 2005].
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O uso do DSC para as determinagfes dos estados da agua baseia-se
no fato de que a agua primaria ndo congela/funde, a agua livre congela/funde a 0°C
e a agua secundaria possui outra temperatura de fusdo/cristalizacdo. A analise do
estado da agua € interessante do ponto de vista qualitativo, permitindo uma analise

rapida dentre os diferentes componentes do sistema.

As Figuras 4.13 — 4.16 mostram as curvas de DSC obtidas para a 4gua
deionizada, para os hidrogéis nanocompositos, para os hidrogéis hidratados em
solucdo de sulfato de paromomicina e para solucdo de paromomicina com SEP,

respectivamente.
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FIGURA 4.13: Curva de DSC para a agua deionizada.
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FIGURA 4.14: curva de DSC para o PVA puro (curva de baixo) e PVA com 1% de

SEP (curva de cima).
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FIGURA 4.15: Curvas de DSC para PVA puro (curva de baixo) e PVA com 1% de

SEP (curva de cima) inchadas em solucéo de sulfato de paromomicina.
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FIGURA 4.16: Curva de DSC para solucédo de paromomicina com sepiolita.

Como é possivel observar, a curva para PVA puro e PVA com
nanoparticula apresentam o mesmo perfil de fusé@o, apresentando dois tipos de adgua
diferentes. Pode-se ver duas curvas distintas, uma comec¢ando por volta de -20°C e
outra em 0°C. Nao é possivel a distincdo de trés tipos de agua, pois a agua primaria
perde suas caracteristicas fisico-quimicas, como foi descrito na secéo 2.8. Ja para
os hidrogéis inchados em solucdo com paromomicina € possivel observar trés picos
na amostra de PVA puro, evidenciando que a 4gua interage com a paromomicina de
forma diferente do polimero. Este terceiro pico ndo aparece na amostra com SEP
provavelmente devido as interacbes PVA-SEP-agua serem mais fortes do que a
interacdo agua-paromomicina. Para a confirmacao desta afirmacéo, foi feito um DSC
de uma solucéo de SEP com paromomicina, que aparece na Figura 4.16. E possivel

observar que a agua diminuiu seu ponto de fuséo para valores abaixo de 0 °C.

A Tabela 4.12 apresenta os resultados obtidos através dos dados de
estado da agua.
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TABELA 4.12: Dados sobre o estado da 4gua obtidos através do DSC.

Amostra Temperaturas dos Entalpia Teor de agua Area
picos (°C) Jg?h secundaria (%) absoluta
Picol Pico2 Pico3

Agua destilada 11,2 - - 317,4 - 25,8
PVA puro -0,4 0 - 163,7 279,6 15,2
PVA 1% SEP -1,2 0 - 173,7 258,5 15,4
PVA P + PARO -3,2 -1,8 0 152,2 190,2 12,7
PVA1l+PARO -2,1 0 - 165,5 56,4 14,0
PARO + SEP 8,6 - 302,6 - 25,3

As temperaturas dos picos evidenciam a presenca de agua secundaria
e agua de inchamento nas amotras de PVA puro e com SEP e para a amostra de
PVA com SEP e sulfato de paromomicina. J4 a amostra de PVA puro com sulfato de
paromomicina apresenta trés picos, evidenciando a presenca de um terceiro tipo de

agua, provavelmente da interacdo da agua com o farmaco utilizado.

Através das entalpias é possivel observar que existe uma interacao
PVA-4gua, evidenciada pela diminuicdo da entalpia da &gua; pode-se notar, que
existe interacdo PVA-SEP, pois a entalpia diminui quando comparada a entalpia da
amostra de PVA puro, ou seja, existe maior quantidade de agua livre quando a
nanoparticula esta presente na membrana, mostrando que as interacfes se dao
pelas hidroxilas presentes no polimero. Quando acrescenta-se o sulfato de
paromomicina, a entalpia diminui um pouco mais, mostrando que ha interacdo do
medicamento com as aguas presentes na matriz. Quando compara-se a entalpia da
mistura farmaco-SEP, nota-se que esta € menor que a entalpia da agua destilada,

mostrando que ha interacéo entre o farmaco e a sepiolita com a agua.

O teor de &gua secundaria foi calculado utilizando-se a férmula
apresentada na secdo 3.3.1.6. Nota-se uma diminuicdo da quantidade de agua
secundaria presente com o inchamento feito em solugcdo de paromomicina. Isso
pode ser explicato pelas interagcbes do farmaco com a matriz polimérica, fazendo

com que uma menor quantidade de agua interagisse com este.
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4.9 - Hemocompatibilidade in vitro

Os hidrogéis poliméricos sempre estiveram sob pesquisa para
aplicacdes biomédicas devido a sua alta retencao de agua, grau de hidrofilicidade e
propriedades mecéanicas adequadas. Eles foram o0s primeiros biomateriais
projetados para uso no corpo humano. Em 1960 iniciou-se a pesquisa moderna com
hidrogéis com a sintese de géis de poli (hidroxietii metacrilato — PHEMA) por
Wichterle e Lim [Wichterle, 1960]. Segundo Kokabi [Kokabi, 2007], em 1989, Rosiak
implementou o uso dos hidrogéis como material basico para a fabricacdo de
curativos. Estdo presentes em outras aplicacdes biomédicas, tais como préteses
vasculares [Leitdo, 2013] e membranas para diélise [Lay, 1991].

A biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um
material ser compativel com tecidos vivos, em especial, o corpo humano. Estes
materiais sdo desenvolvidos especificamente em funcdo da aplicacdo a que séo
destinados e precisam obedecer a um amplo niumero de parametros de qualidade e
seguranca. Um deles € a hemocompatibilidade, que estd relacionada com as
interacbes particulares entre a superficie do material com o sangue, como a
formacdo de trombos (coagulacédo sanguinea) e a lise das células sanguineas, que

podem ser fatais para o paciente submetido aos implantes.

Como esta é uma propriedade de importancia fundamental em muitas
aplicacbes biomédicas, a melhoria das propriedades de hemocompatibilidade de
biomateriais tem sido foco de muitas pesquisas. Em 1977, Peppas e Merril avaliaram
a utilizacdo de PVA em aplicacbes em que a principal questdo era a
hemocompatibilidade. As propriedades fisicas e de superficie foram examinadas e
sua importancia em varias aplicacbes biomédicas foi entdo comprovada [Peppas,
1977].

Ao contrario da biocompatibilidade, o termo hemocompatibilidade nao
estd bem definido [Balan, 2014]. Labarre [Labarre, 2001] definiu uma superficie
hemocompativel como “uma superficie capaz de manter os processos de
coagulacédo e inflamacdo sob controle em sua interface quando em contato com
sangue, em dadas condi¢des hemodinamicas”. Por outro lado, Gorbet e Sefton
[Gorbet, 2004] levam em consideracdo apenas a resposta trdbmbica causada pelo

material quando em contato com o sangue. Ambos os casos levam em consideracao
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0 processo de coagulagdo. O mecanismo de coagulagdo, também chamado de
cascata de coagulacdo, pode ser uma resposta do organismo a um trauma causado

aos tecidos e vasos sanguineos ou a presenca de um corpo exogeno [Dee, 2002].

4.9.1 - Teste de hemolise

Para avaliar a biocompatibilidade dos filmes obtidos, recorreu-se ao
estudo in vitro da hemocompatibilidade seguindo o procedimento da norma ASTM F
756-00 [Norma ASTM F 756-00, 2008]. De acordo com esta norma, 0s materiais
podem ser classificados em trés diferentes categorias de acordo com seu grau de
hemolise (liberacdo da hemoglobina de eritrocitos completamente ou parcialmente
danificados). Materiais com porcentagem de hemdlise acima de 5% sé&o
considerados hemoliticos, materiais que possuem grau de hemdlise entre 5% e 2%
séo classificados como ligeiramente hemoliticos e quando os materiais apresentam
porcentagem de hemdlise abaixo de 2% sdo considerados materiais nao

hemoliticos.

Mesmo que os materiais biocompativeis ndo devam ser hemoliticos, na
pratica alguns dispositivos causam hemolise. Portanto, quando o grau de hemdlise é
alto é necessario levar em consideracao se o beneficio do material se sobrepde aos
valores de hemdlise em limites aceitaveis [Mohy Eldin, 2012]. Foi mostrado
anteriormente por Peppas [Peppas, 1977] que o PVA é um hidrogel biocompativel e

tem grande potencial para uso em materiais biomédicos.

A Figura 4.17 mostra a razdo de hemdélise (%) para a amostra de PVA
puro e de PVA com 1% de SEP. Quanto maior o valor da razdo, maior a quantidade

de eritrocitos danificados.
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FIGURA 4.17: Grau de hemdlise observado nos hidrogéis.

Os resultados mostram que a presenca da argila causa uma pequena
diminuicdo no processo de hemodlise quando comparado com o hidrogel de PVA
puro. Os hidrogéis apresentam um alto grau de hemolise (8%), porém este resultado
nao afetaria a eficacia de um patch polimérico de uso externo. O processo de lise da
hemacia ocorre na sua superficie e se da pela diferenca na tensdo superficial. Uma
vez que as heméacias sdo mantidas estaveis em funcdo do meio (tampao) qualquer
processo de hemdlise € associado a interagdo PVA-hemécia. Logo a SEP leva a

uma diminuicdo da tensao superficial nas hemacias.

4.9.2 - Adsorcao de albumina bovina sérica — BSA

A compatibilidade sanguinea também é regida pelas proteinas que sao
adsorvidas na superficie do material. Independente das propriedades das
superficies, quando um material entra em contato com o sangue ha a adsorcao de
proteinas em sua superficie (Figura 4.18) [Balan, 2014]. Ainda segundo Balan, as
proteinas podem interagir com a superficie via interacdes eletrostéaticas, hidrofébicas
ou por ligagbes hidrogénio. Labarre mostra que apés a adsorcdo de proteinas de
menor massa molecular, elas sdo substituidas por proteinas com maior massa
molecular e maior afinidade com a superficie (efeito Vroman) [Labarre, 2001] e a

camada de proteinas adsorvidas é reconhecida por receptores ativos das plaguetas.
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As reacfes que seguem sao representadas pela adesao plaquetéria e subsequente
formacao de trombos [Balan, 2014], que sera avaliado adiante.
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FIGURA 4.18: Esquema da adsorséao de proteinas na superficie de materiais.

A albumina bovina sérica (BSA) possui massa de, aproximadamente,
65 kD e a albumina humana sérica (HSA) de 67 kD. As albuminas s&o as principais
proteinas constituintes do sangue, representando cerca de 60% das proteinas
[Carter, 1994]. Ela esta envolvida em varios fenbmenos fisicos como portadora de
proteinas para acidos graxos, metais, colesterol, biles, horménios e farmacos
[Butnaru, 2012]. BSA é predominantemente carregada com cargas negativas
[Carter, 1994; Noinville, 2006].

A Figura 4.19 mostra o teor de BSA adsorvida pela superficie do
hidrogel puro de PVA e do hidrogel nanocompdésito. Como pode ser observado, 0s
hidrogéis com nanoparticulas apresentam uma maior capacidade de adsor¢cdo da
proteina. Importante lembrar que a argila é catibnica, justificando o maior teor de
BSA adsorvida no hidrogel nanocompésito. Salzman e colaboradores mostraram
que a capacidade de adsorcéo de proteinas plasmaticas pela superficie do material
€ inversamente proporcional a sua hidrofilicidade. Visto que a hidrofilicidade das
membranas diminui com a adicdo de SEP, isto pode ser confirmado (ver se¢ao 4.2)
[Salzman, 1981].
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FIGURA 4.19: Capacidade de adsorcao de BSA pelos hidrogéis.

4.9.3 - Formacao de trombos

As andlises de coagulacdo sanguinea (formagdo de trombos) sao os
testes mais utilizados para avaliar a hemocompatibilidade de um material. [Mbeh,
2015]. A coagulacdo € um fenbmeno que resulta da ativacdo da cascata de

coagulacéao.

Trombdcitos sdo células que circulam no sangue e comegam a se unir
guando reconhecem uma veia com algum tipo de dano. Eles possuem um formato
de pequenas placas quando estdo desativados. Quando os trombdcitos recebem o
sinal de que o vaso esta danificado eles vao até a area e se tornam ativos. Para isso

eles “crescem” tentaculos [Williams, 2014], como mostra a Figura 4.18.

A Figura 4.20 mostra a razdo de hemdlise para amostras de PVA puro
e de nanocompdsito. Este primeiro teste foi feito em triplicata biolégica, sendo que
dois animais (2 e 3) eram da mesma espécie (Canchim) e cresceram no mesmo
habitat.
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FIGURA 4.20: Grau de hemolise para os hidrogéis.

Pode-se notar que a presenca de argila diminui o grau de hemolise.
Neste caso, quanto maior o grau de hemolise melhor € a amostra, do ponto de vista
da trombogenicidade, visto que a formacédo de trombos é menor. Porém os graus de
hemolise para todas as amostras estdo muito acima dos 5% descritos na literatura
[Norma ASTM F 756-00, 2008]. Também podemos notar que o tipo de sangue
influencia a analise. Enquanto os sangues doados pela Embrapa (2 e 3) tiveram um
grau de hemolise abaixo de 70% o sangue doado pela Siltomac estd acima deste

valor.

Com o intuito de reavaliar a formacao de trombos, pois as analises de
hemolise para os sangues doados tinham sido muito elevadas, outros testes foram
feitos com sangue de outro animal e os resultados obtidos podem ser vistos na
Figura 4.21.
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FIGURA 4.21: Reavaliacao do grau de hemdlise para os hidrogéis.

O grau de hemdlise continua alto, apesar de ter diminuido
consideravelmente, e pode-se notar que a SEP altera ligeiramente a formacao de
trombos na superficie da membrana, isso provavelmente se deve a sua superficie
catidnica em contato com o fon Ca®*, que desencadeia a cascata de coagulacao,
fazendo com que ocorra uma repulsdo e o nanocomposito forme uma maior

quantidade de trombos do que o hidrogel puro.

4.10 - Liberagéo do farmaco

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos sdo formas
farmacéuticas capazes de modificar o local e a taxa de liberagdo dos ativos no
organismo, fazendo com que a concentracdo plasmética esteja em nivel adequado e
que a localizagdo das moléculas ativas esteja em maior quantidade no local

prejudicado pela doenca [Villanova, 2010].

Em sistemas de liberacdo convencionais ha desperdicio da dose
aplicada, pois apenas uma fracdo do principio ativo atinge seu alvo e 0s custos,
devido a necessidade de aumentar a quantidade de farmaco empregada, sdo mais
elevados [Dash, 2012; Zamboni, 2008]. Assim o desenvolvimento de sistemas de

liberacdo controlada tem sido de grande interesse na area médica e farmacéutica,
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pois possibilitam a redug&o dos custos e o aumento da aceitabilidade do tratamento
pelo paciente, além de torna-lo mais eficaz e seguro.

A liberacdo do farmaco envolve Varios processos, como a penetracédo
de agua no dispositivo de liberacdo, degradacédo do polimero e/ou erosdao da matriz
polimérica, difusdo do farmaco para o meio biolégico, entre outros [Carbinatto,
2010].

O processo de liberacdo de um farmaco, assim como a taxa de
degradacdo do material constituinte da matriz, depende de uma série de fatores,
dentre eles: o tipo de dispositivo desenvolvido, seu tamanho e morfologia, a
estrutura da matriz que contém o farmaco, as propriedades quimicas relacionadas
ao agente terapéutico, os materiais utilizados na formulacdo e a via de
administracdo empregada, uma vez que o local de administracdo também influencia
no perfil de liberagdo do farmaco devido as diferentes condig6es do meio, como pH

e atividade enzimatica [Francis, 2011; Freiberg, 2004].

Um perfil de liberacdo ideal proporciona uma liberacdo de ativos
constante com o tempo. Mas, geralmente os perfis de liberagdo envolvem um
primeiro processo denominado efeito “burst”, que se caracteriza pela liberagao inicial
do agente ativo que esta adsorvido na superficie externa da particula, e um segundo
processo, caracterizado por taxas de liberacdo aproximadamente constantes que
dependem da degradacdo da matriz e/ou da difusdo do ativo, sendo esta possivel de
ocorrer através de poros presentes na matriz constituinte do dispositivo de liberacdo
[Freiberg, 2004].

A liberacdo de farmacos sollveis em agua de matrizes de hidrogel
envolve a absorcao de dgua e a sua desor¢do da matriz polimérica via mecanismos
de difusdo controlada por inchamento, ou seja, a agua penetra no hidrogel contendo
o medicamento por mecanismos de difusdo, a droga dissolvida pela agua difunde
atraves do hidrogel até o meio externo. Esta difusdo e o inchamento geralmente nao
seguem o mecanismo de difusdo Fickiana. A existéncia da relaxacdo molecular junto

com a difusdo podem ser 0s responsaveis por este comportamento [Lee, 1985].

A Figura 4.22 mostra as médias das triplicatas das concentracdes

liberadas do farmaco pelos sistemas poliméricos testados.
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FIGURA 4.22: Concentragdo de paromomicina nos sistemas: a) PVA puro; b) PVA +
1% SEP.

Pode-se observar uma diminuicdo da concentracdo do farmaco com o
tempo para ambos os sistemas estudados. Para comparacao foi realizado um teste
de difusdo de Kirk-Bauer em placas para analisar a suscetibilidade da bactéria
Staphylococcus epidermidis ao farmaco liberado.

A Figura 4.23 mostra como ficaram as placas na primeira hora e na
segunda hora de liberagéo.
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FIGURA 4.23: Teste de sensibilidade aos antimicrobianos: a) e b) primeira hora e
segunda hora, respectivamente, de liberagdo de paromomicina para hidrogel de PVA
puro; c) e d) primeira hora e segunda hora de liberacdo para hidrogel com 1% de
SEP.

Como pode-se notar apenas a primeira hora de liberacdo obteve
concentracdo minima para inibir a proliferacdo da bactéria através da placa, para a
membrana pura e para a com nanoparticula. Isso pode ser explicado pelo efeito
Burst; ap6s isso ndo foi mais obtida concentracdo minima inibitéria (MIC) do
medicamento liberado que, para o caso da paromomicina, € 100 pg mL™ ou
1,40-10 mol L™ para o sistema apresentado na literatura [Santanam, 1976]. Porém
seria necessario um estudo detalhado da liberacdo dos hidrogéis em estudo para
gue fosse avaliada a MIC neste caso, pois ha interacdo da paromomicina com 0s
sistemas, como apresentado na secdo 4.8. Para as horas subsequentes nao foi

observada formacéo do halo inibitorio.

Segundo o guia de testes de suscetibilidade [Rosco, 2008] a

paromomicina possui uma afinidade quimica proxima da neomicina, portanto ela
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pode ser avaliada através deste antibidtico que também é um aminoglicosideo.

Ainda segundo o guia o tamanho do halo de inibicdo para a neomicina quando é

menor que 20 mm a bactéria é resistente; entre 21-24 mm é intermediario e acima

de 25 mm ela € suscetivel ao antibiético. A Tabela 4.13 apresenta a medida dos

halos apresentados na Figura 4.23.

TABELA 4.13: Halos formados pela liberacdo da paromomicina.

Amostra Halo de inibicdo (mm)
1 23
PVA puro 2 23
3 21
4 22
PVA + 1% SEP 5 23
6 21

Os resultados obtidos mostram que a bactéria foi resistente ao
antibiético de maneira intermediaria. A técnica de difusdo em pocos € de fécil
reprodutibilidade, pois sabemos exatamente quanto de antibi6tico foi colocado em
cada poco. Assim os resultados apresentados sdo confiaveis.
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FIGURA 4.24: Liberacdo acumulada da paromomicina.

A Figura 4.24 mostra a liberacdo continua da paromomicina. Pode-se

notar que a SEP nao altera o perfil da liberagcdo Conforme os dados do inchamento



previamente apresentados, por se tratar de um processo Fickiano, a presenca da
SEP afeta mais o transporte da 4gua do que o do farmaco.
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- Conclusoes

1. De acordo com os resultados deste trabalho, foram obtidas membranas de

poli(alcool vinilico) contendo diferentes teores (1; 2,5 e 5%) de nanoparticulas
de sepiolita. Estes hidrogéis foram preparados com 1, 3 e 5 ciclos de

criogelificacdo a partir de dispersdo aquosa da argila.

. As andlises de difracédo de raios-X apresentam diferentes intensidades no pico

2e = 6,9°, referente ao plano cristalografico (1 1 0) da sepiolita, mostrando sua
incorporacao nas diferentes matrizes poliméricas.

Os resultados de inchamento mostraram que quanto maior a quantidade de
ciclos de criogelificacdo, maior sera a porcentagem de inchamento da
membrana em estudo.

As andlises de calorimetria diferencial exploratéria mostraram que quanto
maior a quantidade de ciclos de criogelificacdo, maior o grau de cristalinidade
da amostra.

A partir dos resultados das andlises térmicas, pode-se notar que a presenca
dos diferentes teores de nanoparticula ndo leva a alteracdo dos perfis de
degradacdo das amostras e ndo aumenta a estabilidade térmica do material
produzido. Além disso, foi possivel notar que a presenca da sepiolita aumenta
a rigidez da fase amorfa da amostra, comprovando que a presenca de cargas
inorganicas tende a diminuir a mobilidade dos segmentos das cadeias
poliméricas.

Foi feita uma analise quimiométrica dos dados para obter-se a amostra com
maior grau de inchamento para aumento intrinseco da biocompatibilidade e
maior grau de cristalinidade para maior resisténcia mecénica das membranas.
A amostra com 1% de sepiolita e 5 ciclos de criogelificagdo apresentou
maxima resposta para ambos.

Os resultados obtidos através do estudo do estado da agua presente nos
hidrogéis evidencia a presenca de diferentes tipos de agua que
congelam/fundem a temperaturas diferentes da agua deionizada, mostrando
gue existem diferentes interacdes entre o PVA, a SEP e o sulfato de
paromomicina.

Os sistemas estudados se mostraram hemocompativeis. Devido a superficie

catidnica da argila, o grau de hemolise e a formacédo de trombos diminuem
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com a incorporacdo desta; ja a capacidade de adsor¢cdo de proteinas
aumenta nos hidrogéis nanocompositos quando comparados ao hidrogel
puro. Mesmo apresentando valores de hemdlise da ordem de 8%, estes
resultados ndo afetariam a eficacia de um patch polimérico de uso externo.

Os testes de liberagdo do sulfato de paromomicina mostraram que O0S
hidrogéis atuaram como dispositivo de liberacdo controlada e que a
nanoparticula de sepiolita ndo altera o perfil de liberacdo do farmaco pela
matriz polimérica.

Frente aos objetivos propostos no inicio desta investigacdo, pode-se concluir
que hidrogéis criogelificados de PVA apresentam uma boa resposta a
liberacdo do sulfato de paromomicina. Foi possivel verificar que a presenca
da nanoparticula de sepiolita leva a um controle sobre a morfologia e a
capacidade de transporte de agua, sem alterar o perfil de liberacdo do
farmaco. Portanto este sistema pode ser considerado viavel para o
desenvolvimento futuro de dispositivos topicos para terapéutica da

leishmaniose cutanea.
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Anexo Il - DRX de Sepiolita pura
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Anexo Il - Curva de calibracéo para o sulfato de paromomicina
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