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Resumo

HIDROGEIS MAGNETO-REPONSIVOS PARA LIBERACAO
ESTIMULADA DE FARMACOS

Foram desenvolvidos hidrogéis nanocompoésitos  modificados com
polissacarideos, argilominerais e nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro
funcionalizadas com material polimérico, possibilitando maior interagdo entre as
nanoparticulas e a matriz de hidrogel. Os nanocompdsitos foram sintetizados com
pequenas quantidades de nanoparticulas magnéticas (0,5 — 2,0 % m/m) e em todas
as propor¢des observaram-se propriedades magnéticas, tanto visivelmente pela
interagdo com um imd quanto experimentalmente através de andlises de
magnetometria de amostra vibrante (VSM). Os materiais foram submetidos a
diversas caracterizagdes aplicando ou ndo campo magnético constante de 0,23
Tesla. O campo influenciou diretamente em todas as propriedades dos materiais
nanocompositos, aumentando a velocidade de absor¢do de dgua e liberacao de um
principio ativo presente na estrutura (estreptomicina), até 5 vezes mais rapida do
ativo comparativamente aos materiais sem aplicacdo de campo magnético. Testes
de liberagdo em culturas de bactérias Escherichia coli também mostraram a
eficiéncia bactericida dos hidrogéis carregados com estreptomicina, onde com a
aplicacdo do campo magnético houve um aumento médio de 16,4 % no raio de
inibicao das bactérias estudadas. O mecanismo de liberagdo para os hidrogéis
segue um modelo de pseudo-2? ordem, indicando que ha a interagdo entre o ativo
e sitios especificos do hidrogel, podendo ocorrer rearranjos no mecanismo de
liberagao. Os hidrogéis magnéticos apresentaram um comportamento de liberagao
pulsatil com a aplicagdo do campo cuja intensidade se mostrou diretamente
relacionada com a concentragdo de nanoparticulas utilizadas na sintese dos
hidrogéis. Assim, os hidrogéis obtidos apresentam caracteristicas que possibilitam

a aplicagdo em sistemas responsivos de liberacao de farmacos.
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ABSTRACT

MAGNETO-REPONSIVE HYDROGES FOR STIMULATED DRUG
RELEASE

Nanocomposite hydrogels modified with polysaccharides, minerals clay and
magnetic nanoparticles of iron oxide functionalized with polymeric material were
developed, allowing higher interaction between the nanoparticles and the
hydrogel matrix. The nanocomposites were synthesized with small amounts of
magnetic nanoparticles (0.5 - 2.0% w/w) and in all proportions magnetic
properties were observed, as visibly by interaction with a magnet and
experimentally through VSM analysis. The materials were subjected to several
characterizations applying constant magnetic field of 0.23 Tesla. The magnetic
field influenced directly all the properties of the nanocomposite materials,
increasing the rate of water absorption and release of the active principle present
in the structure (streptomycin), up to 5 times faster than the active material
without application of magnetic field. Release tests on bacterial cultures also
showed the bactericidal efficiency of the hydrogels loaded with streptomycin,
where with the application of the magnetic field there was an average increase of
16.4 % in the inhibition radius of the bacteria studied. The release mechanism for
hydrogels follows a pseudo-2nd order model, indicating the interaction between
the active and specific sites of the hydrogel, and rearrangements may occur in the
release mechanism. Magnetic hydrogels presented a pulsatile release behavior
with the application of the field whose intensity was directly related to the
concentration of nanoparticles used in the synthesis of hydrogels. Thus, the
obtained hydrogels present characteristics that make possible the application in

responsive systems of drugs release.
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Capitulo I: Consideracoes Iniciais e Revisao

Bibliografica
1.1. - Apresentacio da Tese

Atualmente, o uso de hidrogéis tem se destacado em sistemas de
liberagdo controlada de diferentes moléculas, porém a liberagao nestes sistemas
apresenta comportamento em geral passivo, ou seja, definido apenas pelas
condi¢des de difusdo na matriz polimérica. Assim, o desenvolvimento de
hidrogéis que sejam responsivos a estimulos externos, tais como temperatura,
intensidade luminosa, campos magnéticos, dentre outros, possibilitaria que o
processo de liberagao fosse modificado remotamente. H4, no entanto, desafios
diversos, como definir como o estimulo pode interferir no comportamento de
liberagdo, e quais sdao as variaveis de sintese do material que podem sofrer
efetivamente interferéncia de tais estimulos.

Assim, o Principal objetivo deste trabalho foi buscar alternativas para
a sintese de hidrogéis hibridos modificados com nanoparticulas responsivas a
estimulos magnéticos externos. Para que o estimulo (campo magnético) pudesse
efetivamente produzir modificacdes no comportamento de liberacao, os sistemas
deveriam idealmente ser quimicamente ligados, ou seja, em que a superficie da
nanoparticula seja covalentemente ligada ao hidrogel de forma a comportar-se
como um grupo rigido da cadeia polimérica. Para tal, optou-se por estudar um
sistema baseado em poliacrilamida modificada com polissacarideos, um
argilomineral de refor¢o e nanoparticulas de 6xidos de ferro, e avaliar esses
hibridos frente a sistemas de liberacdo controlada de um farmaco modelo
(estreptomicina) sob aplicacdo ou ndo de um campo magnético.

Para melhor organizagdo e apresentagdao dos resultados, essa tese foi

dividida em 5 capitulos:



No capitulo I sdo abordados conceitos sobre sistema de liberagao
controlada, hidrogéis em diferentes aplicagcdes com énfase na aplicagdo em
sistemas de liberagdo de farmacos e beneficios do uso de hidrogéis responsivos
nesses sistemas. Sao abordados os principais modificantes utilizados nesse
trabalho para melhorar as propriedades dos hidrogéis e sao apresentados alguns
trabalhos na literatura que abordam conceitos de hidrogéis responsivos.

No capitulo II sdo apresentados os procedimentos experimentais
adotados nesse trabalho bem como algumas discussdes sobre as técnicas de
caracterizacao utilizadas.

No capitulo III serdo apresentados os resultados e discussoes obtidas
e uma discussao sobre a contribuicao desse trabalho para o desenvolvimento de
hidrogéis responsivos a estimulos externos.

No capitulo I'V serdo expostas as conclusdes € as consideragdes mais
relevantes do trabalho e perspectivas futuras.

Por fim, o capitulo V apresenta as referéncias bibliograficas

utilizadas.

1.2 - Sistemas de liberac¢ao controlada

Os meios convencionais de administragdo de moléculas ativas
(moléculas bioativas ou fairmacos) se ddo em sua grande maioria por meio de
sistemas diluentes soltiveis com a finalidade de dissolver as moléculas do ativo
visando manter a concentragdo do composto em uma faixa considerada
terapéutica, no entanto, manter a atividade do ativo nessa faixa ¢ um grande
desafio.! O sistema convencional de administracio de um farmaco esta
representado na FIGURA 1 (linha vermelha), onde a partir da primeira dose ou
aplicagdo a concentracdo do ativo tem um pico, onde atinge o nivel maximo de

dissolucdo. Logo, passa a ser consumido pelo organismo ou pelo meio fazendo-



se necessarias novas aplicacdes, podendo atingir niveis toxicos acima da faixa
terapéutica, ou niveis ineficazes quando abaixo dessa faixa.

Com o avango recente da nanotecnologia tem se desenvolvido
alternativas aos sistemas convencionais. Essas alternativas sdo referentes ao
desenvolvimento de dispositivos nanoestruturados capazes de encapsular
moléculas do principio ativo e permitir que este seja liberado aos poucos para o
meio, sendo esses conhecidos como sistemas de liberacao controlada.

A linha verde da FIGURA 1.1 representa o funcionamento de um
sistema de liberacao controlada genérico, onde em apenas uma aplicagao ou dose
procura-se manter a concentragao do ativo no maior intervalo de tempo possivel

no nivel de interesse ou terapéutico.*

) . Nivel toxico
Sistema convencional

1]
o
E Nivel de interesse
o
- .
u - m
E Liberacdo Controlada
t
m
=
C Ineficaz

Ap. 1

Tempo

FIGURA 1.1 - Diferenca entre os modelos de liberacao controlada e o sistema
convencional, indicando diferentes momentos de aplicacao (AP.) do composto

(adaptado de BRANNON-PEPPAS, 1997)2.

O principal beneficio de um sistema de liberagdo controlada visando

qualquer aplicagao (liberacdo de herbicidas, fertilizantes, farmacos, etc) ¢



aumentar a eficiéncia funcional dos principios ativos, por um longo periodo em
apenas uma Unica aplica¢do. Diminui-se, assim, o custo de todo o processo,
evitando dosagens toxicas quando se trata de liberacdo de farmacos e
contamina¢cdo ambiental e de trabalhadores, em aplicacdes agricolas. Sistema
poliméricos de liberacdo controlada visam um maior controle na liberagao do
ativo evitando que atinja os niveis toxicos ou ineficazes, proporcionando maior
controle na liberagcdo de um ativo (reduzindo a quantidade inicial e possibilitando
que o perfil de liberagdo se mantenha na faixa terapéutica por um longo periodo).?
Outro fator de extrema importancia se d4 ao fato de que em sistemas poliméricos
pode-se ter um melhor direcionamento do farmaco para regides de interesse,
evitando que o principio ativo ndo seja liberado em locais onde ndo possa ser
absorvido pelo organismo. Isto muitas vezes ocorre com farmacos administrados
via sistema convencional: por exemplo, alguns medicamentos para tratamento
bucal ndo sdo absorvidos no sistema gastrointestinal, tendo entdo um enorme
potencial a ser aplicados com polimeros para a liberagdo controlada diretamente
na boca do paciente, aumentando a eficiéncia do tratamento, reduzindo
contaminacio e custos.*

A resposta satisfatoria da aplicacdo de sistemas de liberacao
controlada em diversas areas vem sendo relatada em diversos trabalhos na
literatura. Chu & Yagi®, em uma aplica¢do agricola, concluiram que o uso de
fertilizantes em sistemas de liberagdao controlada melhora a eficiéncia do
nutriente, aumentando sua absor¢do, diminuindo a frequéncia de fertilizagdo,
reduzindo substancialmente o consumo de recursos humanos, de fertilizantes e
possiveis danos ao meio ambiente.

Entretanto a area de maior destaque do uso de sistemas liberagdo
controlada ¢ a area médica, onde materiais poliméricos nanoestruturados
carreadores de ativos apresentam potencial para tratamento de uma vasta gama de

doengas. Chen et al., 2011 e Lee et al., 2012%7 mostraram o potencial de sistemas



poliméricos como alternativa para a quimioterapia tradicional para varios tipos de
tumores. Dentre as principais vantagens, os nanocompoésitos poliméricos
entregam os ativos de maneira otimizada reduzindo os efeitos colaterais em
pacientes.®

No entanto, a liberacdo de farmacos por materiais poliméricos €
afetada por muitos fatores, € uma vez aplicados, a grande maioria dos sistemas
apresenta dificuldades no controle da liberagao do ativo. Por exemplo, um dos
problemas que podem ocorrer ¢ a liberacao rapida do ativo antes de atingir o local
do tumor, o que pode causar efeitos colaterais toxicos e reduzir a concentracdo de
drogas na area alvo. Em contrapartida, o material pode liberar o ativo muito
lentamente, o que pode reduzir a eficacia do ativo no local alvo e até mesmo
aumentar a resisténcia das células tumorais. Portanto, a liberacdo controlada de
ativos torna-se o ponto chave do sistema de administragao de farmacos. Porém
esses sistemas devem apresentar a possibilidade de um acionamento ou
modificacdo do comportamento difusional a partir da aplicagdao de um estimulo
externo. Assim, para superar essas barreiras, polimeros sensiveis ao meio que
podem responder a estimulos exogenos (luz, temperatura, ultrassom, campos
elétricos € magnéticos) ou mesmo por mudangas no meio para qual o polimero ¢
projetado para liberar (pH, atividade enzimatica, propriedades redox) vem sendo
extensivamente investigados. 101112

Portanto, sistemas poliméricos nano-tecnologicos vém se destacando
como alternativas mais eficazes a tratamentos convencionais para o tratamento de
uma vasta gama de doencas. Uma classe de polimeros, forte candidata para
aplicacdo nestes sistemas, ¢ a dos hidrogéis, que podem ser sintetizados com
diversos materiais distintos podendo sofrer varios ajustes finos para uma

aplicacdo especifica.'?



1.3. - Hidrogéis

Hidrogéis sdo materiais poliméricos formados por redes poliméricas
tridimensionalmente estruturadas, que em determinadas condi¢des podem
absorver grande quantidade de 4gua, ou solu¢do de interesse.!* A historia  dos
hidrogéis iniciou-se ao final da década de 1950: Wichterle e Lim'’ sintetizaram
hidrogéis com base no copolimero 2-hidroxietil metacrilato com etileno-dimetil-
acrilato. Este foi o primeiro hidrogel relatado cientificamente e foi desenvolvido
para ser aplicado na area médica, especificamente como lentes de contato. Esses
materiais mostraram uma excelente biocompatibilidade e as lentes passaram a ser
mais confortaveis que as que existiam até a época.'® Também no final da década
de 1950 surgiram os hidrogéis de poliacrilamida, produzidos por uma pela
empresa americana Monsanto Chemical Company, que patenteou o produto que
recebeu o nome de Krilium e era utilizado como condicionador de solo, porém a
tecnologia teve pouca aceitacao a €poca devido ao custo elevado. Na década de
1970, novas empresas comecaram a investir fortemente em pesquisa para
melhoria desses materiais. O sucesso comercial dos hidrogéis estimulou o
interesse de varios pesquisadores e a partir de entdo surgiram novos trabalhos
desenvolvendo hidrogéis “inteligentes” que modificavam suas propriedades apos
expostos a um estimulo externo.!”-!8

Na década de 1980 surgiram os primeiros hidrogéis com
caracteristicas superabsorventes, o que revolucionou a industria de higiene
pessoal (fraldas e absorventes). Devido a suas caracteristicas, foram
desenvolvidos hidrogéis para diferentes setores industriais, destacando-se a

23,24

fabrica¢do de produtos de higiene!’, agricultura 2%21-22 farmacos®>?*, aplicagdes

25,26 27,28

biomédicas=-°, engenharia de tecidos e regeneracao , curativos®’, materiais

de barreira para regular aderéncias bioldgicas *°, biosensores 3!, dentre outras.



De acordo com o tipo de interagao os hidrogéis podem ser definidos
como temporarios ou permanentes. Os temporarios sdo formados por interagdes
fisicas e uma vez formados podem ser dissolvidos através de variacdes de pH,
temperatura, e variagdes de intensidade idnica do meio em que estd inserido.
Cabe-se ressaltar que essa dissolucao das cadeias por estimulos no meio ¢ um
processo reversivel. Por sua vez, os hidrogéis do tipo permanente ou hidrogéis
quimicos sdo formados por reacdes de polimerizagdo dos mondmeros com
reticuladores, formando um polimero gelatinoso bastante estavel que nao pode ser
dissolvido facilmente como os hidrogéis fisicos, sendo também conhecidos como
irreversiveis. Os hidrogéis do tipo quimico apresentam melhores propriedades
hidrofilicas e capacidade de interagdo com determinados nutrientes e farmacos.*?
A FIGURA 1.2 mostra um esquema representativo para o hidrogel do tipo

quimico (a) e fisico (b).

Mondmero
1 0 = "l I| ¥
~—~ Polimerizagéo |f | Polimero
* 'III | _Ir"’_"""-u-..____.
Reficulador  Reticulagao :

()

FIGURA 1.2 - Representacdo de um hidrogel com reticulagao quimica e (b) um

hidrogel reticulado fisicamente. Adaptado de Buwalda.?’

Hidrogéis podem ser formados por polimeros de origem natural, com
ou sem modificagdo quimica (acido hialurdnico, alginato, amido, quitosana),
também conhecidos como hidrogéis naturais, formados por interacoes fisicas, ou

podem ser formados por polimeros sintéticos, tais como acrilamida, 4cido



metacrilico, dentre outros. Pode-se ainda obter hidrogéis combinando materiais
sintéticos com naturais, como por exemplo, polissacarideos, quitosana, dentre
outros, que em muitos casos modificam as propriedades do material obtido.**

Os hidrogéis formados pela polimerizacdo de um Unico tipo de
mondmero hidrofilico sdo classificados como homopolimeros, categoria que
engloba hidrogéis naturais e também alguns sintéticos dependendo da natureza do
mondmero e da técnica de polimerizagio utilizada.*> Hidrogéis formados por dois
ou mais mondmeros, sendo pelo menos um deles hidrofilico, sdo classificados
como copolimeros e podem apresentar configuracdes das cadeias de maneira
aleatoria, em bloco ou intercalada ao longo da cadeia da rede polimérica.*® Ainda
existem os hidrogéis de cadeia interpenetrada, conhecidos como hidrogéis do tipo
IPN, que sdo formados pela polimerizacdo de dois ou mais mondmeros onde um
reticula na cadeia polimérica do outro, ou seja, o hidrogel do tipo IPN apresenta
cadeias poliméricas entrelacadas em nivel molecular. Outro tipo de hidrogel que
¢ muito utilizado € o semi-IPN, que ¢ caracteristico por apresentar um polimero

hidrofilico reticulado e outro linear.’”-38
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FIGURA 1.3 - Mecanismo de formagao de hidrogéis de poliacrilamida proposto
por AOUADA.*

Até hoje, os hidrogéis de poliacrilamida se destacam entre os demais
tipos de hidrogéis e sdo aplicados em larga escala na agricultura e também sao
faceis de modificar as suas propriedades por meio da adigdo de outros
componentes durante a sintese do material. Os hidrogéis de poliacrilamida
sintetizados sem modificantes tém um mecanismo de formagdo proposto por
Aouada,* conforme indicado na FIGURA 1.3. Por este mecanismo proposto, o
TEMED acelera a cisao homolitica do persulfato de sdédio em radicais que atacam
as moléculas de AAm gerando sitios que reagem com as moléculas do reticulante
MBAAm, que apresenta 2 ligagdes C=C em suas extremidades. A ligacdo do
monomero com o agente de reticulagdo forma a estrutura tridimensional do

1‘40

hidroge
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O mondmero acrilamida teve sua toxicidade avaliada em diversos
estudos, sendo responsavel por doengas leves na pele e olhos e como até mesmo
pelo desenvolvimento de cancer em animais. *'*?* No entanto, quando na forma
polimérica (poliacrilamida) ndo apresenta toxicidade significativa. McCollister et
al.¥ em um estudo de toxicidade oral aguda de poliacrilamida em ratos
observaram que uma unica dose oral maxima de 4,0 g/kg de peso corporal foi
tolerada, sem qualquer sinal de contaminac¢do tanto aparentemente como por

1.** relataram um estudo subcutaneo de

exames de sangue. Christofano et a
toxicidade oral em ratos e cdes, em que os animais receberam poliacrilamida com
uma dose maxima de 464 mg/kg de peso corporal, sem sinais de toxicidade em
nenhum animal. Vérios estudos de toxicidade oral cronica durante 2 anos em ratos
e caes alimentados com dietas contendo até 5% de poliacrilamida nao
apresentaram efeitos adversos significativos, incluindo comportamento ou
aparéncia.

Guillot et al.* avaliaram a tolerancia da pele de coelhos exposta a
diversas concentracdes de poliacrilamida e concluiram que este ndo irrita a pele.
Neste mesmo estudo, concluiram que a poliacrilamida, dentre diversos compostos
testados, foi a que apresentou os melhores resultados quanto a irritacdo cutanea.
Resposta similar a encontrada para uma aplicagao na pele foi obtida para a regido
ocular de coelhos, indicando que a poliacrilamida responde muito bem em
aplicagdes biomédicas.

Confirmando a atoxicidade da poliacrilamida, hidrogéis a base de
poliacrilamida s3o empregados como material biomédico, floculante no
tratamento de Aaguas residuais, processamento de alimentos, separagdo de
biomoléculas, dentre outros. Portanto, hidrogéis a base de poliacrilamida, desde
que sejam sintetizados e purificados quanto a possiveis mondmeros nao
polimerizados, sdo excelentes candidatos para a aplicagdo biomédica proposta

nessa tese.
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Embora apresentem uma boa capacidade de intumescimento e sejam
faceis de produzir, os hidrogéis constituidos apenas por poliacrilamida
apresentam caracteristicas limitantes quanto a sua aplica¢do. Porém o método de
sintese e a compatibilidade da acrilamida com diversos reagentes permitem que
suas propriedades sejam melhoradas a partir da adicdo de modificantes em sua

estrutura.

1.4. Polissacarideos e hidrogéis

1. 46 1‘47

Aouada et al. * e Bortolin et al.”’ observaram que a utilizagdo dos
polissacarideos melhora as propriedades hidrofilicas dos hidrogéis e também a
capacidade de troca de cargas. O uso de polissacarideos combinados a hidrogéis
também pode ser uma estratégia de aumentar a biodegradabilidade desses
materiais. Entre os polissacarideos possiveis, a carboximetilcelulose (CMC),
obtida a partir da celulose, apresenta uma boa solubilidade em agua, fator
indispensavel para a producao de hidrogéis e ¢ biodegradavel, facilitando o ataque
por fungos e bactérias. A FIGURA 1.4 representa a estrutura quimica da CMC.
Porém o uso de polissacarideos impacta diretamente na redugdo da resisténcia
mecanica do polimero, fator de grande importancia para uma aplicagdo em que ¢

necessaria a manipulacdo do material utilizado.

R=H or CH,CO-H

FIGURA 1.4 - Estrutura quimica representativa da carboximetilcelulose.
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1.5. Argilominerais e hidrogéis

Outra estratégia de modificagdao das propriedades de um hidrogel ¢
projeta-lo como compdsito ou nanocomposito, nos quais argilominerais (como a
montmorilonita (MMt), representada pela FIGURA 1.5) surgem como o material
de carga mais imediato e mais estudado. Estes materiais apresentam alta
hidrofilicidade, alta capacidade de troca de cations e, consequentemente, alta
afinidade pelas cadeias hidrofilicas de hidrogéis. Assim, argilominerais em geral
podem ser adequadamente incorporados a rede polimérica durante o processo de
sintese do hidrogel, permitindo melhorias nas propriedades mecanicas € sor¢ao e
dessorcao de ativos atuando como barreira na estrutura polimérica, retardando
processos de liberagdo e aumentando a intera¢do com determinado ativo.*%#
Além disso, dependendo da quantidade de argilomineral utilizada, pode-se reduzir
consideravelmente o custo do material. No entanto, ele impacta diretamente nos
valores de intumescimento.

As montmorilonitas apresentam estrutura lamelar espagadas em uma
distancia de 1,35 nm. Essas lamelas sao constituidas de 2 folhas tetraédricas
espacadas por uma folha octaédrica e entre essas lamelas estdo os cations
compensadores hidratados, que possuem a propriedade de aumentar a interagao

com determinados ativos, retardando assim a liberagdao para o meio.

§ ™ Folha Tetraédrica
™ Folha Octaédica

hidratados

FIGURA 1.5 - Representacao das montmorilonitas.
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1.6. Hidrogéis responsivos

Como retratado até aqui, hidrogéis tém sido estudados em sistemas
de liberacdo controlada de diferentes moléculas (farmacos, fertilizantes,
agroquimicos, etc) através dos processos difusionais envolvidos na troca da agua
de intumescimento, carregada com a molécula de interesse. Significativos
avancos no controle deste processo de liberagdo foram obtidos através da
formulacdo como nanocompositos, no qual uma carga nanométrica — em geral
uma nanoargila — age modificando a resisténcia mecanica, a capacidade e o tipo
de absor¢do e como uma barreira difusional. Também, polissacarideos atuam na
melhoria do processo de biodegradacdo e controle de liberagdao e, ainda,
aumentam a capacidade de intumescimento. No entanto, esse processo € limitado
a modificacao da difusdo em si, sem que haja controle externo da liberagao.

Porém, nota-se que uma grande quantidade de outras nanoparticulas
com caracteristicas funcionais (superparamagnetismo, fotoatividade, etc) sao
regularmente descritas na literatura, e poderiam ser utilizadas como cargas para
estes hidrogéis. Assim, seria possivel projetar hidrogéis nanocompositos
responsivos a estimulos externos (como temperatura, campos elétricos e
magnéticos, etc.) para que o processo de liberacdo pudesse ser iniciado ou
interrompido remotamente. No entanto, o desafio estaria em conseguir que as
propriedades das nanoparticulas fossem de fato convertidas em estimulo para a
estrutura do hidrogel: por exemplo, a aplicacdo de um campo magnético, em um
hidrogel com nanoparticulas magnéticas, precisaria resultar em uma efetiva
distorcao das cadeias do hidrogel, que permitisse o controle do processo de
liberagdo. Esta propriedade idealmente se desenvolveria nos casos em que o
sistema hidrogel — nanoparticula fosse quimicamente ligado, ou seja, a superficie

da nanoparticula na estrutura deve ser covalentemente ligada ao hidrogel, de
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forma a comportar-se como um grupo rigido da cadeia polimérica, formando
assim um hidrogel responsivo.

Hidrogéis responsivos pertencem a uma classe de materiais que
podem modificar seu comportamento frente a certas modificagdes no ambiente
externo. Por muitos anos, pesquisadores tém desenvolvido e caracterizado
hidrogéis sensiveis apresentando variagdes de suas propriedades, por exemplo
capacidade de absor¢do de agua — quantificada pelo grau de intumescimento, em
funcdo do pH, intensidade i6nica, temperatura, ou na presenca de uma molécula
especifica.’%:31:92:33:5455 Em particular, os hidrogéis nanocompdsitos responsivos
podem exibir propriedades unicas, com capacidade de acionamento a um
determinado estimulo. Estudos recentes tém mostrado que os hidrogéis
nanocompositos responsivos a temperatura (nesse caso, responsivo a variacao de
calor) podem ser acionados por estimulos externos como luz ou o campo

magnético e, assim, podem ser utilizados sistemas acionados externamente.

56,57,58,59

Em particular, o conceito de utilizagdo de campos magnéticos
externos para alcangar uma liberacao controlada a partir de materiais compositos
foi estudada primeiramente por Langer et al.® Os autores demonstraram ser
possivel controlar externamente a liberagdo de insulina através da aplicacao de
um campo magnético oscilante de baixa frequéncia. Recentemente, Saboktakin et

61 : ~ L
al.®’ mostraram um aumento da liberacdo de dextrano em nanocompoOsitos
magnéticos a base de coldgeno, em condi¢cdes semelhantes. O sucesso desta
estratégia depende de interacdes entre as particulas magnéticas e efetiva
deformagdao mecanica do hidrogel para modificar as condi¢des de difusdo do
férmaco 62,63,64,65

De certa forma, a efetiva interagcdo entre a nanoparticula e o hidrogel

somente pode se dar através de ligacdes quimicas efetivas entre os componentes.

Nota-se que, em geral, a interagdo entre polimero e carga em nanocompdsitos
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convencionais se van der Waals e ligagdes de hidrogénio. No entanto, a formagao
de um material hibrido — ou seja, no qual a carga seja ligada a estrutura do
polimero por forcas covalentes, fazendo, portanto, parte da estrutura molecular —
poderia aumentar a resposta destes sistemas e, inclusive, abrir possibilidades
quanto ao uso de mais de um tipo de carga no mesmo sistema, a fim de controlar
diferentes propriedades. Este aumento de propriedade foi observado quanto a
resisténcia mecanica para materiais hibridos de quitosana/alumina,® na qual uma
estratégia bottom-up de montagem da estrutura se mostrou efetiva para garantir
as interagdes. Porém, Liff et al. ¢’ demonstraram esse conceito em uma poliuretana
elastomérica, onde parte dos grupamentos rigidos foram quimicamente
substituidos por nanoparticulas de laponita, com ganho muito superior em
propriedades.

Até o momento, este conceito foi pouco explorado para hidrogéis
poliméricos. No entanto, alguns destes materiais sao polimeros de condensagao
ou de adi¢do (como ¢ o caso da PAAm), compreendendo varios grupamentos
reativos como -C=C-, ¢ -OH terminais, que possibilitam a formagdao de
copolimeros durante a sintese. Assim, ¢ quimicamente possivel reagi-los com
superficies com grupamentos acidos, como por exemplo, nanoparticulas
funcionalizadas. Dentre os métodos de sintese capazes de preparar materiais
funcionalizados, o0 método solvotérmico ¢ um dos que mais se destaca: nesta
sintese o solvente organico atua ndo somente como o solvente da solug¢do, mas
pode atuar também como ligante organico e surfactante e ser fonte de oxigénio
para a formacgdo de 6xidos. A adi¢do de nanoparticulas magnéticas permitiria que
a liberagdo ocorresse em uma area ou momento especifico.®® Os estimulos
magnéticos adequados podem ser usados para induzir deformagdes controldveis
da matriz do nanocompdsito e controlar remotamente a liberagdo de agentes

encapsulados.®” Além disso, as nanoparticulas de magnetita podem conferir novas



16

funcionalidades valiosas para outras aplicagdes, incluindo imagens de alto
contraste em raio-X, dentre outras.”®

O sucesso de um sistema de liberacdo controlada de ativos, sejam
eles insumos agricolas ou farmacos, ¢ determinado pela cinética de liberagao do
composto, que depende do mecanismo de liberagdo. Por exemplo, recentes
estudos sobre nanocompositos (carragena/magnetita) t€ém produzido hidrogéis
responsivos com potencial para aplicagdes na liberagdo de insumos e podem ser

I Nesse trabalho, os autores

magneticamente e/ou termicamente ativados.’
relataram o estudo das propriedades de intumescimento e cinética de liberacdo de
um farmaco modelo a partir de hidrogéis nanocompositos de magnetita usando
carragena como a matriz e azul de metileno como fairmaco modelo.

Parametros que afetam a difusdo do composto e as propriedades
fisicas do nanocompdsito (por exemplo, massa molar e natureza do composto,
concentracdes dos constituintes do polimero, densidade de ligacdes cruzadas e
interacdes composto-polimero, etc) determinam o mecanismo dominante de

liberagdo.”

Apesar de nanocompositos baseados em hidrogéis contendo
nanoparticulas estarem sendo cada vez mais investigados para aplicagcdes de
liberagao de determinados compostos, o papel destas nanoparticulas sobre o

mecanismo de liberag¢do por hidrogéis ainda ndo € claro.”>747

1.7. Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas

Para garantir que os materiais sintetizados fossem responsivos a
aplicagdo de um estimulo externo, no caso a um campo magnético, uma
possibilidade ¢ utilizar nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro, que sdo um
dos nanomateriais magnéticos mais utilizados e estudados devido a sua
biocompatibilidade e atoxicidade, permitindo a aplicagdo em sistemas in vivo.
Entretanto, a estratégia para otimizar a sintese dos hidrogéis com essas

nanoparticulas de modo a obter uma maior reatividade com as cadeias do
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polimero envolve a funcionalizagdo das nanoparticulas com grupos organicos
que possam promover reacoes de polimerizagcdo. A magnetita — Fe;O4 — ¢ um dos
mais estudados, e pode ser facilmente obtido pelo método solvotérmico a partir
de acetilacetonato de ferro II (Fe(acac);).***” Por exemplo, Pinna et al.”®
obtiveram nanoparticulas de magnetita a partir da dissolucao de Fe(acac); em
alcool benzilico, seguida de solvotermalizacdo em temperaturas que variaram de
175 a 200 °C, sem a adi¢do de surfactantes. Estes autores obtiveram
nanoparticulas de Fe;O4 monoféasicas e com tamanho médio na ordem de 12 a 25
nm, com superficies fortemente funcionalizadas com o &cido orgéanico.

Silva et al.”” desenvolveram e otimizaram a sintese de nanoparticulas
magnéticas de 6xidos de ferro pelo método solvotérmico com alcool benzilico,
obtendo-se assim nanoparticulas de magnetita recobertas por uma fina camada de
polibenzileno, representadas pela FIGURA 1.6. As nanoparticulas obtidas
mostraram-se muito estdveis mesmo em condigdes agressivas, indicando essas
nanoparticulas como fortes candidatas a se ligar na cadeia do hidrogel. Ao
incorporar essas nanoparticulas funcionalizadas durante a sintese dos hidrogéis,

obtém-se hidrogéis magneto-responsivos.

i E Nps: Fe;0,

FIGURA 1.6 - Esquema representativo para as nanoparticulas funcionalizadas

utilizadas na sintese dos hidrogéis.

Assim, desta breve revisdo bibliografica, nota-se que o uso de

hidrogéis como materiais de liberagdo controlada pode ser significativamente
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expandido através do projeto de sistemas hibridos responsivos, no qual a
formulagdo de um sistema nanoestruturado na qual nanoparticulas sejam parte da
estrutura polimérica pode modificar significativamente a resposta do sistema. Um
sistema modelo ¢ a inclusdo de nanoparticulas magnéticas na cadeia polimérica
durante o processo de polimerizacdo (ou seja, formando um copolimero em
bloco), de forma que a aplicacdo de campos magnéticos possa distorcer o arranjo
estrutural do hidrogel e, com isso, modificar seu comportamento de difusdo.
Depois de compreendido, este modelo pode ser estendido para outras
nanoparticulas, como sistemas fotoativos ou piezo elétricos, desde que as
condi¢des de sintese e funcionalizacdo superficial das nanoparticulas se
mantenham.

Com a adi¢do de nanoparticulas funcionalizadas a matriz polimérica
dos hidrogéis, espera-se que suas propriedades sejam modificadas, passando a
responder a um estimulo externo, no caso desse trabalho a adi¢do das
nanoparticulas de magnetita funcionalizadas. Partiu-se da hipotese de que a adigao
dessas nanoparticulas junto a cadeia do material poderiam modificar o perfil de
liberagdo frente a aplicagdo remota de um campo magnético.

Assim, esta Tese teve o objetivo de investigar os processos de
preparacdo de hidrogéis quimicamente ligados a nanoparticulas, e seu
comportamento frente a aplicagdo de campo magnético em aplicagdes de
liberagao controlada de farmacos. Este material diferencia-se de nanocompositos
encontrados na literatura pela proposta de ligar covalentemente as particulas como
partes funcionais do hidrogel, caracterizando-se assim como uma estrutura hibrida

organico-inorganica.
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1.8. Motivacao do trabalho

Os sistemas de liberacao controlada utilizando materiais poliméricos
apresentam inimeras vantagens em relagdao a tratamentos convencionais, porém
ainda existem pontos falhos na aplicagdo desses sistemas, tal como a
impossibilidade de interromper a acdo farmacologica de um sistema que ja esteja
em liberacdo no caso do paciente apresentar alguma ac¢do contraria ao farmaco
(irritagdo, reagdes alérgicas, etc.).”® Portanto, este trabalho trouxe a possibilidade
de sintetizar hidrogéis quimicamente ligados a nanoparticulas funcionalizadas, no
qual os materiais hibridos obtidos apresentaram a atividade das nanoparticulas
magnéticas, o que possibilita mudangas nos perfis de liberacdo convencionais
permitindo a obtencdo de materiais magneto-responsivos que modificam suas
propriedades a partir de um estimulo externo. Cabe-se ressaltar que, utilizando a
mesma metodologia e baseando-se nos conhecimentos adquiridos neste trabalho,
pode-se desenvolver hidrogéis responsivos a diferentes estimulos, cuja resposta
esta relacionada ao comportamento da nanoparticula responsiva adicionada a
estrutura dos hidrogéis, o que possibilita o desenvolvimento de materiais mais

eficientes que podem ser aplicados em diversos setores.
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Capitulo II: Materiais e Métodos Experimentais
2.1. Sintese dos hidrogéis

Os hidrogéis constituidos basicamente por poliacrilamida
(PAAm) foram obtidos por meio de polimerizacdo quimica do mondmero
acrilamida (AAm, Sigma-Aldrich) em solu¢do aquosa contendo ou ndo
modificantes e/ou nanoparticulas de magnetita. Um agitador mecanico em
velocidade constante foi utilizado para misturar ¢ homogeneizar os reagentes:
partiu-se de uma solu¢do do mondémero AAm com concentra¢do de 0,50 mol.L!,
seguidas pela adicao de CMC, que quando presente no hidrogel na proporcao de
4,8 g.L'! na solu¢do de hidrogel. A MMt quando presente no material foi mantida
em 25,0% (m/m) em relacdo a quantidade de AAm, CMC e MBAAm. As
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas foram adicionadas nas proporg¢des 0,0
a 2,0 % (m/m). Cada reagente foi adicionado a mistura respeitando-se o intervalo
de 10 min sob agita¢do entre a adigdo de um reagente e outro para melhor
homogeneizagdo do meio, na solucdo resultante foi adicionado o agente de
reticulacao metileno bis-acrilamida (MBA Am, Sigma-Aldrish) na quantidade em
massa referente a 2,3 % a quantidade de AAm utilizada . O catalisador N,N,N’,N’-
tetrametil-etilenodiamina (TEMED, Sigma-Aldrich) 3,30 umol mL-! foi mantido
constante em toros os hidrogéis. A solucao obtida foi transferida para banho de
ultrassom, onde nitrogénio gasoso foi borbulhado no sistema por 20 minutos.
Nesta etapa, as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas se dispersaram
totalmente, indicando possiveis reagdes das NP’s com as cadeias do hidrogel.
Apds a aplica¢do do nitrogénio, adicionou-se 3,50 umol mL! persulfato de sodio
(NazS,0s, Sigma-Aldrich) com intuito de iniciar a reagdo de polimerizacao via
radicais livres. A solucdo obtida foi transferida para recipientes formados por 2

placas de acrilico espagadas por um objeto de borracha de modo com que os
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materiais finais fossem obtidos em membranas, permanecendo a solucao final em
repouso por 24 horas para polimerizagdo. A FIGURA 2.1 mostra o sistema

utilizado para a obten¢do dos materiais em membrana.

A
. ¥

14 cm

14 cm

1 cm

(2) (b)

FIGURA 2.1 - Representacdo do recipiente de polimerizagao utilizado (a) placas

de acrilico e (b) espacador de borracha.

Apos a polimerizacao, as membranas de hidrogéis foram transferidas
para recipientes com agua destilada e submetidas durante 4 dias a tratamento de
purificacdo por meio de dialises para remover residuos ou impurezas de
mondmeros de AAm que ndo participaram da reacao de polimerizagdo. A seguir,
os materiais foram cortados em formato cilindrico com didmetro de 2.4
centimetros € foram secos a 60 °C em estufa, obtendo-se as amostras utilizadas
nesse trabalho. Para melhor visualizagdo a FIGURA 2.2 traz um esquema
representativo da sintese dos hidrogéis.

Todos os hidrogéis obtidos apresentaram-se visualmente
homogéneos e todos os materiais contendo as nanoparticulas magnéticas
apresentaram atividade magnética na presenga de um ima comum. A FIGURA

2.3 mostra uma fotografia digital do hidrogel (P — C — MMt — Mag 1,0) seco em
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contato com um ima. Quando o hidrogel absorve agua, a relacdo massa total por
quantidade de nanoparticulas magnéticas aumenta significativamente, porém,
mesmo em condigdes maximas de intumescimento todos os materiais

apresentaram comportamento magnético na presenga de ima.

Sintese dos Hidrogéis

AAm, CMC, Mag, MMt ,

MBAAmM, TEMED Na,S,0; (iniciador da reagao)
N, gasoso/20 min

HIDROGEL

24 horas
purificagao por 5 dias

Secos 60 °C

Ultrassom

FIGURA 2.2 - Representacao esquematica da sintese dos hidrogéis.
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FIGURA 2.3 - Fotografia mostrando a interagao hidrogel e campo magnético de

um ima comum.

2.2. Nomenclatura e composiciao dos Hidrogéis.

Baseando-se nos trabalhos de AOUADA et al”” e BORTOLIN et al®,
onde se chegou a conclusoes relativas a proporgdes dos principais reagentes da
sintese de hidrogéis de poliacrilamida (PAm, agente de reticulagdo, TEMED e
persulfato de sodio), foi desenvolvida uma sintese alternativa na qual utilizou-se
agitadores mecanicos e banho de ultrassom em substitui¢ao ao agitador magnético
para o campo magnético ndo influenciar na dispersao das nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas. Essas nanoparticulas nao sdo soliiveis em agua e
também nao se dispersam facilmente. Porém, durante a sintese dos hidrogéis que
continham essas nanoparticulas, notou-se que elas se dispersavam no meio
totalmente apos a adigdo de nitrogénio gasoso no sistema antes da adi¢ao do
persulfato de sédio, um indicativo de que ao remover moléculas de oxigénio que

estavam estabilizando os sitios ativos do hidrogel tais nanoparticulas se ligam
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imediatamente no espago gerado, ficando quimicamente ligadas na estrutura do
material.

Para avaliar o efeito de cada modificante utilizado na sintese dos
hidrogéis foram sintetizados 10 materiais diferentes, partindo do material de
poliacrilamida puro (PAAm), o de policrilamida com apenas um dos modificantes
separados, com dois componentes ¢ com todos os modificantes variando as
concentracoes das nanoparticulas magnéticas de 0 a 2,0%. A TABELA 2.1
apresenta a nomenclatura escolhida e a concentragdao dos principais modificantes
dos hidrogéis de poliacrilamida. As concentracdes de MMt e CMC quando

presentes no hidrogel foram de 25,0 % e 6,0 % (m/m), respectivamente.

TABELA 2.1 - Nomenclatura e composi¢ao dos hidrogéis utilizados.

Hidrogel Composicao
PAAm 100% PAAm
P-C PAAm + CMC
P-Mag PAAmM + Mag
P-MMt PAAmM + MMt
P-C-Mag PAAm + CMC + Mag
P-MMt-C PAAmM + MMt + CMC
P-MMt-Mag PAAmM + MMt + Mag
P-MMt-C-Mag 0,5 PAAmM + MMt + CMC + Mag 0,5%
P-MMt-C-Mag 1,0 PAAm + MMt + CMC + Mag 1,0%
P-MMt-C-Mag 2,0 PAAm + MMt + CMC + Mag 2,0%
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2.3. Grau de Intumescimento (Q)

A capacidade de absor¢cdo de agua dos hidrogéis foi investigada a
partir de medidas de grau de intumescimento (Q) em diferentes meios. O grau de
intumescimento € calculado como a razao entre a massa do hidrogel intumescido

e a massa do hidrogel seco conforme indicado pela equagdo 2.1.81-82

M
Q="

M S Equacao 2.1

onde Mt ¢ massa do hidrogel no tempo ¢ e Ms ¢ massa do hidrogel seco.

Para as andlises os hidrogéis foram colocados diretamente em
contato com agua Milli-Q® ou solugdo de estreptomicina. Os valores de grau de
intumescimento foram monitorados em tempos pré-determinados com o objetivo
de acompanhar a cinética de intumescimento. Esse monitoramento se deu por
medidas de massa das amostras em balanca analitica partindo-se dos materiais
completamente secos imersos por até 96 horas em dgua ou solucdo de
estreptomicina. Posteriormente ao tempo de imersdo, ndo se notou variagao
significativa de massa do hidrogel, concluindo-se entdo que, nesse periodo, o
material atingiu o equilibrio de intumescimento (Q.). Todas as medidas de
intumescimento foram realizadas em triplicata para reduzir os erros
experimentais.

Foi avaliada também a capacidade dos hidrogéis entre um ciclo de
intumescimento e outro. Ciclo de intumescimento ¢ o processo completo em que
o hidrogel seco ¢ intumescido até o equilibrio e seco novamente. Para avaliar as
perdas de propriedades hidrofilicas dos hidrogéis foram realizados 7 ciclos de

intumescimento onde foi monitorada a perda da capacidade hidrofilica.
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2.4. Parametros cinéticos dos hidrogéis com e sem a aplicacdo de campo

magnético

Foi avaliado o efeito da aplicagdo de um campo magnético no
processo da cinética de intumescimento. Dessa forma, foi monitorada a variacao
de massa dos hidrogéis selecionados em funcao do tempo de imersdao em agua.
Para esse teste foram escolhidos materiais com todos os modificantes, onde a
concentragdo das nanoparticulas foi variada de 0,5, 1,0 e 2,0 % (m/m) tendo como
comparativo o hidrogel (P — C — MMt), ou seja, sem as nanoparticulas. Para a
avaliacao dos parametros cinéticos dos hidrogéis baseou-se nas leis de Fick e para
todas as anélises utilizaram-se hidrogéis no formato cilindrico. A primeira lei de
Fick relata que a velocidade de difusdo ¢ diretamente proporcional ao gradiente
de concentracdo e inversamente proporcional a distincia, logo, a 4gua no inicio
do processo de intumescimento ird se difundir mais rapidamente na parte que
estiver em contato com a agua.

O calculo dos parametros cinéticos dos hidrogéis foi realizado

utilizando-se a equa¢do 2.2, derivada da lei de Fick. 834

Mt = kt" Equagdo 2.2

€q

onde ¢ € o tempo, k € a constante cinética de difusdo de agua para o interior do
hidrogel, n ¢ o expoente difusional, M; ¢ a massa do hidrogel em um tempo “t” de
intumescimento e M¢q ¢ a massa do hidrogel no estado de equilibrio.

A Equagdo pode ser aplicada desde os estdgios iniciais até
aproximadamente 60 % da curva de intumescimento,® visto que nesse estagio o
aumento do grau de intumescimento ¢ praticamente linear. Apos esse estagio o

hidrogel passa a diminuir sua velocidade de intumescimento, pois esta proéximo
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ao ponto de equilibrio, ou seja, praticamente ndo sofre mais variagdes de massa
consideraveis em funcdo do tempo e a inclinagdo da reta ¢ praticamente nula
(tangente ~ 0). Para o célculo de n e k, a partir da equagao 2.2, foram feitos
graficos de In My/Mq vs In 7 para cada ensaio, onde o parametro difusional # foi
obtido a partir do coeficiente angular da reta e a constante cinética k a partir do
coeficiente linear. Para minimizar os erros experimentais, todas as medidas foram

realizadas em triplicata.

2.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de
Raios X (EDX)

Para as andlises de MEV, partiu-se de hidrogéis intumescidos até o
equilibrio. As diferentes amostras foram imersas em nitrogénio liquido e
liofilizadas por 48 horas, periodo que garante a completa secagem das
amostras.”>”> Com esse procedimento, a estrutura porosa do hidrogel ndo ¢é
colapsada, assegurando assim que todas as caracteristicas morfologicas obtidas
para os hidrogéis secos podem ser utilizadas para hidrogéis no estado de
intumescimento.” As micrografias dos hidrogéis foram obtidas utilizando um

MEYV Jeol 6510 ou um equipamento FEG-SEM Jeol 6701.

2.6. Difracao de raios-X (DRX)

Esta técnica de caracterizagao foi utilizada para investigar o processo
de sintese das nanoparticulas (através da determinacdo da fase obtida) e para
observar as mudancas na estrutura cristalina dos hidrogéis provocadas pela adi¢ao
dos modificantes do hidrogel. Para isso, foi utilizado um difratometro de raios-X
modelo Shimadzu LabX XDR-6000, operando com voltagem de aceleragdao do
tubo de emissdao de 30 kV, corrente de 30 mA e radiacdo Cu K« (A = 0.154 nm).
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A velocidade de varredura utilizada foi de 1,0° min™' com leitura de 4ngulo de

Bragg entre 3 e 60°.

2.7. Espectroscopia de absorcao no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR foi realizada para observar possiveis
deslocamentos de bandas caracteristicas dos hidrogéis de poliacrilamida
ocasionados pela adi¢do de modificantes e diferentes quantidades de
nanoparticulas magnéticas durante a sintese. Foi utilizado o espectrometro de
infravermelho da marca Bruker, modelo Vertex 70 com software opus v7.2.
Realizaram-se medidas diretamente nas amostras secas em leitura por refletdncia
atenuada (ATR). Espectros de FTIR foram obtidos registrando 32 varreduras de
400 a 4000 cm’!. Analises detalhadas foram feitas para determinar a interagio

especifica entre grupos moleculares.

2.8. Magnetometria de amostra vibrante (VSM)

Para observar a atividade magnética dos hidrogéis sintetizados foram
realizadas analises de VSM em parceria com o Instituto de Fisica da UFSCar. Para

as analises foi utilizado magnetometro (MPMS ® 3) com sensibilidade de < 10-

8 emu e que combina a tecnologia de sensor SQUID (Quantum Design ©) com
um magnetometro de amostra vibrante VSM. Foram preparadas as amostras dos
hidrogéis intumescidos variando a carga de Mag de 0,0 a 2,0 % (m/m), do hidrogel
intumescido em solucao de estreptomicina e hidrogel contendo 2,0% de Mag seco.
As amostras analisadas foram colocadas e fixadas em capsulas de comprimido.
As andlises ocorreram em temperatura ambiente (25 °C) e foi
aplicado um campo magnético variando de -70 a 70kOe (7T) com uniformidade

de 0,01% em 4 cm. A taxa de carregamento do campo utilizada foi de 25 Oe/s.
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Quando se mede a magnetizacdo em funcao de um campo magnético
aplicado (analise de VSM) de um material ferromagnético, obtém-se um ciclo
como o representado na FIGURA 2.4, onde a curva obtida ¢ denominada curva
de histerese. A histerese magnética ¢ caracteristica de materiais ferromagnéticos
e se da através da aplicagdo de um campo magnético ao material até a saturacgao.
Quando esse campo magnético ¢ diminuido, a densidade de fluxo ndo acompanha
na mesma proporgao.

Pode-se observar na figura algumas regides destacadas, onde o
campo coercivo (H¢) é o campo necessario para desmagnetizar o material, M; € a
magnetizagdo resultante quando o campo magnético ¢ nulo € M; € a magnetizagao

de saturagdo, que € a magnetizacdo maxima obtida.

M
MS

FIGURA 2.4 - Curva genérica de magnetizagdo (M) em fungdo do campo

magnético (H) obtida para um material ferromagnético.

2.9. Ressonancia magnética no dominio do tempo (RMN-DT).

Os experimentos de RMN-DT foram feitos no espectrometro

Minispec Mq20 de campo By= 0.5 T fabricado pela Bruker®, que proporciona
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uma frequéncia de precessio de aproximadamente 20 MHz para o nacleo de 'H.
O tempo de relaxagdo transversal (T,) foi determinado utilizando a sequéncia de
pulso desenvolvida por Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)***7, com os
seguintes parametros: T = 0,5 ms, 30.000 ecos, 16 scans, 5 s de tempo de
repeti¢do, tp90 = 3,62 us, tp180 = 7,38 us e temperatura de 40 °C.

Para o preparo das amostras, uma por¢do de aproximadamente 0.05
g dos hidrogéis intumescidos foi colocada no tubo de RMN com diametro de 10
mm. A seguir acrescentou-se um volume de 2 mL de agua deionizada e,
posteriormente, o tubo foi colocado no espectrometro para fazer as medidas de
tempos de relaxacao transversal a cada 5 minutos. Este procedimento foi realizado
para as 4 amostras, com concentracdo de nanoparticulas de 0,0 a 2,0 % (m/m),

para observar o efeito das nanoparticulas na magnetizacao dos hidrogéis.

2.10. Carregamento de estreptomicina

O carregamento de estreptomicina pelos hidrogéis foi realizado a
partir de uma solugdo de intumescimento de estreptomicina com concentracao de
116,4 gL', valor inferior a satura¢do a 25 °C, de modo que fosse possivel
identificar mudancas na concentracao da solucdo de intumescimento inicial e
final, permitindo a quantificacdo da estreptomicina sorvida pelas amostras de
hidrogel. A quantidade de estreptomicina carregada pelos hidrogéis imersos na

solucdo de intumescimento apds 120 horas foi determinada pela equagao 2.3:

V
q: = Q; + (Co' Ct) - Equacdo 2.3

onde ¢, ¢ a quantidade de estreptomicina adsorvida; Q; ¢ quantidade de
estreptomicina sorvida relacionada ao intumescimento desconsiderando a

afinidade entre hidrogel e ativo, Cy e C; € a concentracdo de estreptomicina na
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solucdo de intumescimento inicial e final, respectivamente; V' € o volume da
solucdo de intumescimento € m ¢ a massa do hidrogel seco.

A equacdo 2.3 ¢ apresentada pela primeira vez nessa tese. Até entdo,
o modelo utilizado para calcular a quantidade de ativo adsorvido/sorvido por
hidrogéis considera a quantidade de ativo sorvida quando Cy = C,, sendo nula.
Porém o fato das concentragdes Cy e C; serem iguais, significa que o hidrogel tem
a mesma afinidade tanto pelo ativo como pela agua, e a quantidade de ativo
sorvida pelo hidrogel nessa condicao se da pelo parametro Qi proposto nessa tese
de doutorado, que ¢ relacionado a quantidade de ativo incorporado considerando-
se apenas o grau de intumescimento da amostra.

A segunda parte da equacdo 2.3 diz se o hidrogel tem mais afinidade
pelo ativo ou pela dgua, por exemplo: Se a concentragdo de estreptomicina
aumenta na solucao de intumescimento, o hidrogel tem mais afinidade pela agua
do que pelo ativo. O caso mais comum ¢ quando a concentracdo de ativo reduz,
ou seja, Cr < Co, que implica que o hidrogel esta removendo o ativo da solucao,
portanto € um ajuste diretamente relacionado a interagdo do hidrogel com o ativo.

O farmaco modelo escolhido para ser usado nos sistemas de
carregamento ¢ liberacdo foi a estreptomicina, que ¢ um antibidtico muito
utilizado para o tratamento de diversas doencas em animais e pode ser
administrada via topica ou intramuscular dependendo da doenga apresentada. No
caso de doengas topicas (mastite, vibriose, entre outras) os sistemas de aplicacao
se dao diluindo a estreptomicina em meio oleoso e a aplicacdo pode ocorrer
diariamente por varios dias consecutivos. O meio oleoso tem a finalidade de
dispersar e retardar o processo de liberacdo do farmaco na pele do animal. A

FIGURA 2.5 mostra a formula molecular da estreptomicina.
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FIGURA 2.5 - Representacao molecular da estreptomicina.

Pode-se notar que na molécula de estreptomicina existem diversos
sitios ativos que podem interagir com os hidrogéis sintetizados de modo que a
liberagdo do composto seja retardada devido a esta interagdo. A escolha da
estreptomicina também decorreu pela sua alta solubilidade em agua, visto que a

incorporagdo de ativos em hidrogéis ¢ influenciada pela solubilidade dos mesmos.

2.11. Determinacio de ativos liberados

As propriedades de liberagao de estreptomicina foram estudadas em
sistemas de liberagcdo vs tempo por meio de testes cinéticos em meio a tampao
fosfato (PBS) simulando a composi¢ao sanguinea. O preparo da solu¢ao tampao
se deu diluindo 82,0 g de cloreto de sodio (NaCl), 10,5 g de fosfato de sédio
(Na,HPO,) e 3,55 g de fosfato de s6dio monobéasico (NaH,PO4)+ H,O em 1,0 L
de agua deionizada, esta solugdo estoque foi diluida 10 vezes para a realizacao
dos ensaios de liberacdo, que ocorreram em pH 7,2. Foram utilizados os modelos

propostos pela literatura para avaliar os comportamentos de libera¢do.®® Para as
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analises os hidrogéis foram intumescidos em solu¢ao aquosa com concentracao
conhecida de estreptomicina, de modo que houve a possibilidade de quantificar a
estreptomicina absorvida pelos hidrogéis no processo por meio da equacao 2.2. A
liberacdo foi medida pela transferéncia dos materiais intumescidos para
recipientes com tampao fosfato, onde mediu-se a concentragdo do ativo no meio
ao longo do tempo por UV-VIS na regido de 200 nm. A FIGURA 2.6 mostra uma
das curvas de calibragdo realizadas em solu¢do PBS. Pode-se observar que o
método utilizado ¢ bastante preciso conforme indicado pelo valor de R? superior
a 0,99. Cabe ressaltar que para cada ensaio de liberagdo foi utilizada uma curva
de calibragdo diferente e que todas as curvas realizadas apresentaram valores de
R? muito proximos.

A liberagdo de estreptomicina foi avaliada com e sem a aplicagdo de
campo magnético, de modo que foi possivel observar os efeitos do campo
magnético para liberagdo desse ativo. Para esta etapa, utilizou-se um conjunto de
imas permanentes em forma de duto, parte integrante do equipamento
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear SLK-IF-1399 (frequéncia de
ressonancia de 0,23 Tesla ou 9 MHz), Spinlock (Coérdoba, Argentina) a
temperatura de 25°C. O equipamento ndo foi utilizado para caracterizagdo das
amostras, mas sim pela alta homogeneidade do campo magnético no seu interior.
A FIGURA 2.7 apresenta uma fotografia do equipamento utilizado para os

ensaios de liberagdo com aplicagdo do campo magnético.
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FIGURA 2.6 - Curva de calibragao obtida para a estreptomicina em 200 nm.

T

/a.

FIGURA 2.7 - Fotografia do espectrometro de ressoniancia magnética nuclear

SLK-IF-1399 utilizado nos ensaios de liberagao.

2.12. Liberacao de estreptomicina em cultura de bactérias.

Em parceria com o laboratorio de andlises bioldgicas da Embrapa

Instrumentacao prepararam-se os meios de cultura para o crescimento da bactéria

Escherichia coli. Para tanto, 52 g de agar BHI, pesados em balanca analitica,
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foram diluidos em 1000 mL de 4gua Milli Q. A solugdo resultante foi levada para
a autoclave, onde permaneceu a 121 ° C por 15 minutos. O 4gar, ainda liquido, foi
distribuido pelas placas de Petri, onde permaneceu em repouso para a
solidificacdo. Com as placas de Petri prontas, as bactérias foram dispersas
homogeneamente, a seguir outras de hidrogeis intumescidos em agua (Controle)
e intumescidos em solugdo de estreptomicina com concentragdo de 10 g.L™! foram
adicionadas. Posteriormente, as amostras foram transferidas para o laboratério de
RMN onde se observou o efeito da inibi¢ao do crescimento das bactérias com ou

sem a aplicacdo de campo magnético.
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Capitulo III: Resultados e Discussao

3.1. Grau de intumescimento (Q)

O grau de intumescimento (Q) ¢ a medida da quantidade de 4gua ou
solucdo de determinado composto que o hidrogel pode absorver. Esse parametro
pode variar de acordo com os modificantes utilizados na sintese, bem como com

89.90 o intensidade idnica da

a quantidade de AAm e/ou reticulante utilizado,
solucdo, ou seja, o intumescimento geralmente € inversamente proporcional a
concentracao de determinado ativo em solugdo e também ¢ responsivo a carga do
7 . . 7 . . h-d 1 91
ion: quanto maior a carga do ion, menor o grau de intumescimento do hidrogel.
Hidrogéis de poliacrilamida também apresentam propriedades de intumescimento
responsivas a variagdes de pH.”?

Os valores obtidos para o grau de intumescimento no equilibrio (Qcq)

em agua e solugdo de estreptomicina sao reportados na FIGURA 3.1.
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FIGURA 3.1 - Grau de intumescimento no equilibrio para os hidrogéis

sintetizados em agua e solugdo de estreptomicina.
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Para melhor observacdo, a TABELA 3.2 apresenta os valores
numeéricos obtidos para o grau de intumescimento no equilibrio reportados na
FIGURA 3.1. Analisando os modificantes separadamente, nota-se que a presenca
da carboximetilcelulose aumenta o grau de intumescimento de 35,9 £+ 0,2 para
89,7 £ 6,1 comparando-se o hidrogel de poliacriamida puro (PAAm) com o
modificado apenas com o polissacarideo (P — C) em agua. E observado também
fator semelhante comparando o hidrogel (P — MMt) e (P — MMt — C), onde a
presenga da CMC aumentou o intumescimento de 28,9 + 1,9 para 57,2 + 3,8. Esse
aumento de intumescimento estd relacionado aos grupamentos hidroxilas e
carboxilicos provenientes da CMC que interagem entre si em um comportamento
de repulsdo, facilitando a abertura dos poros do hidrogel e consequentemente
aumentando sua hidrofilicidade. No entanto, quando ¢ incorporado as
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas, esse efeito de aumento de
intumescimento nao ¢ notado, por exemplo, o hidrogel (P — Mag) e o (P — C —
Mag) apresentam valores de intumescimento de 27,1 + 2,6 e 33,3 £ 2.4,
respectivamente, estando praticamente na mesma faixa de erro, o que indica que
a ligacdo das nanoparticulas magnéticas/hidrogel se d4 diferentemente da ligagao
argilomineral/hidrogel. Mesmo em baixas quantidades (0,5 - 2,0 % m/m) as
nanoparticulas funcionalizadas tornam as cadeias do material mais rigidas a ponto
de que o efeito de repulsdo dos grupamentos hidroxilas e carboxilicos da CMC
seja praticamente neutralizado. Tal resultado ¢ um indicio de que hé interacao
quimica das nanoparticulas funcionalizadas com a cadeia polimérica do hidrogel.
Corroborando com esse indicio estdo os hidrogéis (P - MMt - Mag) que ao
adicionar a CMC praticamente nao alteram os valores de intumescimento, como
nota-se das 4 ultimas linhas da TABELA 3.1. Os valores de Q sdo dados em g/g,

ou seja, € a razdo de gramas de agua por gramas de hidrogel seco.
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TABELA 3.1 - Valores de Qeq obtidos para as amostras imersas em agua € em

solucdo de estreptomicina (est).

Hidrogel Qeq (agua) Qeq (est)
PAAm 359+0,2 33,9+0,6

P-C 89,7+ 6,1 36,2 +0,1
P-Mag 27,1 £2,6 269 +2.1
P-MMt 289+1,9 25.8+1,2
P-C-Mag 333+24 273+29
P-MMt-C 572+3,8 279+26
P-MMt-Mag 284 +£25 253+1,0
P-MMt-C-Mag 0,5 27,3+2,6 223+0,1
P-MMt-C-Mag 1,0 25,6 £22 249 +0,6
P-MMt-C-Mag 2,0 259+1,2 23,1+0,1

Quanto ao argilomineral MMt, nota-se que sua presenga impacta
diretamente os valores de intumescimento. H4 um decréscimo nos valores de Qq
de 359 + 0,2 para 28,9 = 1,9 para os hidrogéis (PAAmM) ¢ (P — MMt),
respectivamente. Argilominerais em hidrogéis atuam como barreira, tanto para
processos de liberacdo de ativos quanto para o intumescimento, ou seja, 0O
argilomineral dificulta a expansdo das cadeias®, mas ndo se liga quimicamente
nelas, ficando esfoliados ou intercalados na estrutura do hidrogel como indicado

na FIGURA 3.2.
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FIGURA 3.2 - Esquema representativo para hidrogel modificado com

carboximetilcelulose e montmorilonita.

O fato de que a MMt ndo se ligar na cadeia do material permite que
a insercdo de CMC no hidrogel (P — MMt) aumente o valor do grau de
intumescimento como mencionado anteriormente, fato que ndo € observado nos
hidrogéis modificados com as nanoparticulas.

A adicdo das nanoparticulas no hidrogel puro também afeta os
valores de Qcq que decresce de 35,9 + 0,2 para 27,1 + 2,6 comparando-se o
hidrogel (PAAm) e o (P — Mag). Quanto aos demais hidrogéis contendo
nanoparticulas magnéticas juntamente com outros modificantes ndo se notou
variagdes significativas de Q.q, indicando que a presenga das nanoparticulas
minimiza o efeito dos modificantes. Quando se observa o comportamento de Qq
para os hidrogéis em solucdo de estreptomicina, percebe-se um decréscimo mais
expressivo para o hidrogel (P — C) que diminui de 89,716,1 em agua para 36,2

+0,1 em solugdo de estreptomicina, e para o hidrogel (P — MMt — C), que sofre
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alteragdo de 57,2+ 3,8 para 27,9 £2,6. Para o hidrogel (PAAm) também se nota

uma ligeira queda nesse parametro de 35,9 £ 0,2 para 33,9 £ 0,6.

Quando se troca o meio de intumescimento do hidrogel para uma
solucdo, seja ela de um fertilizante, farmaco ou sal, o tamanho das moléculas a
serem incorporadas pelos hidrogéis aumenta e isso impacta diretamente nos
valores de intumescimento. No entanto, ndo foi observado um decréscimo
significativo no intumescimento das amostras contendo 1,0 ¢ 2,0 % de
nanoparticulas, indicando que possivelmente as nanoparticulas ligadas na cadeia
do material interagem com as moléculas do farmaco, compensando o efeito do

aumento das moléculas de intumescimento.

3.2. Ciclos de Intumescimento em agua.

Um pardmetro importante para a aplicacdo de um hidrogel ¢
determinar quantas vezes ele pode ser utilizado, e para tanto foram realizadas
medidas de ciclos de intumescimento. Um ciclo de intumescimento completo ¢
um processo onde parte-se do material seco que € imerso em dgua ou determinada
solucdo de ativo e o intumescimento ¢ monitorado até o equilibrio, que nesse
trabalho foi adotado como parametro 96 horas imerso em 4gua deionizada. A
partir desse momento os hidrogéis foram retirados da solu¢ao de intumescimento
¢ a massa final aferida em balanca analitica. Apds aferidos, os materiais foram
secos novamente € o processo foi repedido por 7 ciclos, onde cada ciclo

corresponde a um processo completo de intumescimento.
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FIGURA 3.3 - Ciclos de intumescimento em dgua para os hidrogéis sintetizados.

A FIGURA 3.3 representa a tendéncia de perda de propriedades dos
hidrogéis conforme seu uso. Quando o hidrogel passa por um processo de
intumescimento ocorrem mudangas nas cadeias poliméricas e raramente um
processo de intumescimento sera idéntico ao anterior. Entre um ciclo e outro os
hidrogéis tendem a perder um percentual baixo de sua propriedade hidrofilica.
Pode-se observar na FIGURA 3.3 que praticamente todos os hidrogéis tem o
mesmo comportamento de diminuir sua capacidade de intumescimento apds cada
ciclo, o que ocorre devido a reorganizagao das cadeias poliméricas apds cada ciclo
de intumescimento. Cabe ressaltar que os resultados sdo satisfatorios, uma vez
que todos os materiais perderam poucas de suas propriedades iniciais de

intumescimento mesmo considerando até o sétimo ciclo de intumescimento.
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3.3. Cinética de intumescimento dos hidrogéis com e sem a aplicacido de
campo magnético

A FIGURA 3.4 mostra as curvas de cinética de intumescimento com
e sem a aplicagcdo de campo magnético. As curvas de intumescimento apresentam
dois comportamentos distintos € comuns para a maioria dos hidrogéis:
inicialmente o processo de intumescimento ocorre rapidamente e de maneira
praticamente linear, porém em um determinado estidgio, a velocidade de
intumescimento diminui bruscamente e fica cada vez menor até atingir o
equilibrio. Para as amostras testadas, os hidrogéis atingem o equilibrio de

intumescimento ap6s aproximadamente 24 horas imersos em agua.
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FIGURA 3.4 - Cinética de intumescimento dos hidrogéis selecionados em agua
(a) sem a aplicacdo de campo magnético e (b) com a aplicacio de campo

magnético.

A partir da variacao da massa do hidrogel em funcao do tempo, foram
obtidas curvas de cinética de intumescimento por meio de graficos de In My/Meq
vs In ¢, como os reportados na FIGURA 3.5. Extraiu-se o expoente difusional # e

a constante cinética de difusdo & que sao reportados na TABELA 3.2.
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FIGURA 3.5 - Exemplo de curvas utilizadas para calculo dos parametros

cinéticos, onde M, ¢ a massa do hidrogel intumescido no tempo ¢ € M¢q ¢ a massa

do hidrogel intumescido no equilibrio.

TABELA 2.2 - Pardmetros n e k para o intumescimento dos hidrogéis em agua

com ¢ sem a aplicagdo de campo magnético.

Hidrogel n n* k (x107) k* (x107)
P-MMt-C 0,65+0,06 | 0,64+0,02 | 1,870,004 | 1,85+0,001
P-MMt-C-Mag 0,5 | 0,59+0,05 | 0,49+0,01 | 3,20+0,13 6,77 +£ 0,09
P-MMt-C-Mag 1,0 | 0,49+0,02 | 0,41 £0,03 | 4,76 +0,50 14,14 £ 0,25
P-MMt-C-Mag 2,0 | 0,37+ 0,01 0,15+0,08 | 27,40 £0,05 | 254,51 £10,7

*Com aplicagdo de campo magnético

Para hidrogéis no formato cilindrico, os valores de n = 0,50

correspondem a difusdo Fickiana, ou seja, as moléculas de dgua sdo transportadas

nas cadeias dos hidrogéis por simples processos de difusdao. Valores de n = 1,0

indicam que a difusdo do solvente para o interior do gel ocorre exclusivamente

por relaxamento das cadeias que compdem a rede polimérica. Valores de n entre
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0,5 e 1,0 indicam que o processo de difusdo de agua para dentro do hidrogel
depende tanto de processos difusionais como de relaxagdo e mobilidade das
cadeias poliméricas.®® O pardmetro n para hidrogéis tem relagdo direta com a
mobilidade das cadeias e valores de intumescimento: quanto maior o grau de
intumescimento, maior a mobilidade das cadeias e consequentemente maiores 0s
valores de n. Portanto, valores de n inferiores a 0,5 significam que as cadeias do
hidrogel se tornam mais rigidas, € quanto mais préximo de zero, mais rigidas sao
as cadeias poliméricas. Os resultados de »n obtidos indicam que a presenga das
nanoparticulas estdo tornando as cadeias poliméricas mais rigidas, fator que
impacta os valores de intumescimento, conforme discutido na seg¢do 3.2, e
também reduz os valores de n de 0,65 £ 0,06 no hidrogel sem as Mag para 0,37 +
0,01 no material com 2,0 % de Mag. Porém, a diferenca mais significativa se da
com a aplicacdo do campo magnético onde nota-se que todas as amostras que
contém Mag tiveram o valor de n reduzido com a aplicagdao do campo. Tal redugdo
¢ mais pronunciada na concentracao 2,0% de Mag onde o parametro variou de
0,37 + 0,01 para 0,15 + 0,08 indicando que a aplicacdo de campo magnético esta
tensionando as cadeias do polimero.

Os valores de k sdo proporcionais a velocidade com que o hidrogel
absorve agua. A adicdo de MMT provoca um aumento na velocidade de absor¢ao
de 4gua®, porém ndo houve uma tendéncia definida com a adigdo de CMC neste
parametro. No entanto, analisando os resultados obtidos, nota-se que a
concentracdo de Mag no polimero aumenta a velocidade de absor¢ao de agua e
quando se aplica o campo magnético o aumento da constante & ¢ ainda mais
expressivo nas primeiras horas de intumescimento, € se mostra responsivo a
concentracao de Mag. Observa-se um aumento de aproximadamente 2 vezes para
a concentracgao de 0,5 %, de aproximadamente 3 vezes para a concentragao de 1,0
% e de aproximadamente 9,0 vezes para a concentragao de 2,0 % quando se aplica

0 campo magneético.
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3.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier —
(FTIR)

Pode-se notar nos espectros do hidrogel PAAm bandas
caracteristicas da poliacrilamida nas regides de 3300 — 3450 cm! provenientes de
estruturas vibracionais de NH», nas regides de 1667 e¢ 1466 cm™! caracteristica da
ligagdo C=0 do hidrogel e na regido de 1153 cm! caracteristica da vibragdo C-O.
Quando se introduz a CMC na estrutura do material, ha um alongamento das
bandas nas regides 2990 — 3600 cm™! caracteristicas de grupamentos hidroxilas e
principalmente na regido 900 — 1230 cm™! provenientes das ligagdes B-glicosidicas
entre unidades monossacaridicas da CMC. A FIGURA 3.6 mostra os espectros de

FTIR para os sem as nanoparticulas magnéticas.
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FIGURA 3.6 - Espectro FTIR para o hidrogel puro (PAAm), modificado com
CMC (P — C) e modificado com CMC e MMt (P — C — MMt).
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A MMt pode ser observada em 1010 — 1110 cm™ com deformagdes
axiais Si-O da rede, 914 — 930 cm! caracteristicas da vibragdo angular Al-OH-Al
e na regido 400 — 800 cm™ com deformagdes angulares da ligagdo Si-O. A

FIGURA 3.7 mostra os espectros de FTIR dos materiais contendo Mag.
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FIGURA 3.7 - Espectros FTIR (a) dos modificantes isolados Mag, MMt e
hidrogel (PAAm), (P — Mag) e (P — MMt — Mag) e (b) Hidrogel (P — MMt —-C) e
modificados com 0,5 — 2,0 % de Mag.

O espectro das nanoparticulas magnéticas funcionalizadas mostrou
uma banda caracteristica da liga¢do Fe — O na regido de 557 cm™! proveniente da
magnetita € uma banda caracteristica de estiramentos C=C do anel aromatico
proveniente do polibenzileno na regido 1770 — 1380 cm’!, indicando que as
nanoparticulas estdo recobertas pelo polimero. Quando se incorpora as
nanoparticulas no polimero ha mudancas significativas na regido proxima a
ligagdo Fe — O, indicando a incorporacao das nanoparticulas e principalmente um
deslocamento da banda C — O na regido de 1153 cm™ onde possivelmente ha um

ponto de ligagdo das nanoparticulas magnéticas com a estrutura do hidrogel.
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A incorporagao de estreptomicina também foi avaliada por meio do
FTIR e os resultados sao mostrados na FIGURA 3.8. Os grupamentos quimicos
caracteristicos da estreptomicina sdo muito semelhantes ao da poliacrilamida,
sendo assim, ¢ observado nos espectros uma sobreposi¢ao das bandas. Entretanto,
¢ possivel observar a incorporagao do ativo nos hidrogéis ao comparar o material
intumescido em 4gua com o intumescido em solugdo de estreptomicina.
Observou-se também pontos de interagdo entre a estreptomicina e os hidrogéis
nas regides 1513 cm’!, caracteristicas de estruturas vibracionais de NH, que se
deslocam para 1486 cm! e também na regido 1153 cm™! caracteristica apenas do

hidrogel que também ¢ deslocado na presenca do farmaco.
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FIGURA 3.8 - Espectros FTIR (a) estreptomicina pura e hidrogéis sem a presenca
de Mag com e sem estreptomicina (b) estreptomicina pura e hidrogel (P — MMt —

C - Mag) intumescidos em dgua e em solugdo de estreptomicina.
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3.5. Difracao de Raios X — DRX

Na FIGURA 3.9 sao mostrados os difratogramas de raios-X da
montmorilonita, hidrogel PAAm e CMC e seus nanocomp@sitos preparados com
diferentes teores de argila para os hidrogéis com e sem o tratamento de hidrolise.
As distancias interplamelares ou distancias interplanares basais (doo;) das
amostras foram calculadas a partir dos respectivos picos de difragdes e

empregando a lei de Bragg. (Equacdo 3.1).

nA =2d,,send Equacdo 3.1

onde © = angulo de incidéncia; n = ordem de reflexdo e A = comprimento de onda
da radiacdo incidente (A = 0,154 nm). A FIGURA 3.10 mostra os difratogramas
normalizados para os hidrogéis sintetizados e com os padrdes caracteristicos do
Fe;04 indicado.

O difratograma de raios-X da MMt pura, como esperado, apresenta
uma reflexdo em 2 0 = 6,56° referente ao plano basal e correspondendo a uma
distancia interlamelar doo; = 1,35 nm, caracteristica da fase montmorilonita. As
reflexdes em 25 e 27°, correspondem a possiveis contaminacdes com quartzo,
comumente identificadas em materiais de origem mineral. Nos materiais
nanocompositos ndo foram observados picos caracteristicos da argila na regido
entre 20 = 3-9°, indicando boa nanodispersdo (intercalagdo) e/ou esfoliacao das
lamelas da MMt pela estrutura dos nanocompositos poliméricos para todas as
condi¢des. Pode-se observar ainda para o hidrogel puro (PAAm) picos de difracao
em 29, 31, 38 e 44°, correspondendo as distancias interplanares de 3,18, 2,88, 2,63
e 2,09. Por outro lado, observou-se que o processo de hidrolise facilitou a
nanodispersao (intercalacdo) e esfoliagdo das plaquetas de argila na matriz de

hidrogel, permitindo mesmo nesta condi¢do o desaparecimento do plano basal.
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Notou-se no difratograma da Mag, pcos de difracdo caracteristicas do padrao

Fe;04 (19-0629) nas regides 20 = 30,2; 35,9; 37,9; 43,3; 53,4; ¢ 57,2°.

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

w
M
P-Mvit-C-Mag 2,0

—

I'I'I'I'I%'I'I'I'I'II

e

(

P-MMt-C-Mag 0,5
WMWWNJ&

M

P-MVit-Mag
ST faa SN

e

o
P-MVit-C-Mag 1,0 .MN“

SUBNIVEN W

el

P-C-Mag
WMM

Intensidade (u. a)

P-C
WWWMM

PAAM

N
e N | GO DN
|
|

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

26 (°)

FIGURA 3. 9- Difratogramas para os hidrogéis sintetizados ¢ Mag e MMt puros.
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A presenc¢a de magnetita nos hidrogéis ocasionou o aparecimento das
reflexdes nas regides de 20 = 29,0, 47,2 e 48,2, que ndo sdo caracteristicas do
hidrogel e nem das nanoparticulas magnéticas, um indicativo de que as
nanoparticulas modificam a estrutura cristalina das cadeias provavelmente por se

ligarem quimicamente as cadeias do hidrogel.
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FIGURA 3.10- Difratogramas das nanoparticulas magnéticas e dos hidrogéis

modificados com as nanoparticulas.

3.6. Microscopia eletronica de varredura — (MEYV)

A investigacdo morfologica dos hidrogéis foi realizada por medidas
de microscopia eletronica de varredura. Na FIGURA 3.11 sdo apresentadas

micrografias para todos os hidrogéis sintetizados. Uma analise qualitativa revela
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que os materiais sintetizados sdo extremamente porosos € apresentam uma
distribuicao estreita do tamanho dos poros. Nota-se que a insercdo da CMC faz
com que os tamanhos dos poros aumentem de maneira geral. Um efeito
antagénico ¢ dado pela adicdo das nanoparticulas magnéticas que reduzem
significativamente o tamanho meédio dos poros. A analise de MEV pode ser
também um indicativo de que as nanoparticulas magnéticas se ligam a estrutura
do material, pois, como observado na figura, todos os compositos que contém as

nanoparticulas magnéticas apresentaram uma morfologia mais ordenada.
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FIGURA 3.11- Micrografias MEV para os hidrogéis sintetizados.
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3.7. - Espectroscopia de raios-X por dispersiao em energia — (EDX)

O espectro de EDX para o hidrogel contendo 2,0% de Mag ¢
mostrado na FIGURA 3.12. Pelo espectro de EDX ¢ possivel observar os
elementos quimicos presentes no hidrogel P — C — MMt — Mag 2,0, onde se nota
que a base de poliacrilamida foi identificada pelos elementos quimicos C, N e O
e os principais elementos do argilomineral pelos picos relativos aos elementos
Mg, Al e Si. Porém, como o espectro de EDX ndo traz informagdes sobre a

dispersao desses materiais na estrutura do hidrogel, foi elaborado o mapa de EDX.

Full scale counts: 17760 Amostra 9 EDS(1)

20000

13000 —

10000 —

2000 —

0 T T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
kim-1-H ke

FIGURA 3.12- Espectro EDX para o hidrogel P — C — MMt — Mag 2,0.

O mapa de EDX de alguns componentes dos hidrogéis ¢ mostrado na
FIGURA 3.15. A andlise mostrou que os principais modificantes dos
nanocompositos, o argilominaral e as nanoparticulas magnéticas, se encontram
dispersos por toda a estrutura do polimero. A dispersao da MMt pode ser

observada pela homogeneidade dos elementos Mg, Al e Si, os quais sdo os
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principais constituintes do argilomineral utilizado na sintese do hidrogel. J& para
as nanoparticulas magnéticas, mesmo em uma quantidade pequena (2 % m/m),
foi possivel identifica-las no EDX pelo mapa do elemento Fe, que também
apresentou uma boa homogeneidade por toda estrutura do material, indicando que

a sintese foi bem-sucedida e foi possivel a obtencao de um material homogéneo.

Si K ] v (= Fe K 1] —

100 pm 100 i

FIGURA 3.13- Mapa de EDS para a amostra contendo 2,0% de magnetita (P — C
— MMt — Mag 2,0).
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3.8. Ressonancia magnética no dominio do tempo (RMN-DT)

A FIGURA 3.14 mostra o estudo de interagdo da 4agua com os

hidrogéis por medidas de tempo de relaxagdo T,.
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FIGURA 3.14- Tempos de relaxagao (T,) para diferentes amostras de hidrogel.

O experimento de CPMG fornece o tempo de relaxacao transversal
da amostra, sendo referente ao 'H da molécula de H,O. Quanto mais livre estiver
o 'H, maior sera o valor T,, Dentre os fatores que reduzem o tempo de relaxagéo
estd a presenga de ions paramagnéticos caracteristicos das nanoparticulas
utilizadas. Analisando o comportamento da amostra com 2,0 % de Mag ¢ possivel
observar que esta apresenta maior interagdo com o 'H, pois apresentou o T, =
658.5 = 4,4 ms. A medida que vai ocorrendo a interacao das moléculas de H,O
com os hidrogéis os valores de T, diminuem. O hidrogel PAAm apresentou um
processo de interagdo mais lento, visto que o tempo de relaxagdo quase nao variou
durante o experimento, indicando, nesse caso, que a agua estd mais livre que nos

demais materiais. Outro fator relevante ¢ que, devido ao campo magnético 0,5 T
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gerado no equipamento, a dgua tem menor mobilidade no hidrogel P- Mag
modificado com apenas 1,0% de Mag, do que para o hidrogel modificado com
25,0 % de MMt e 6,0 % de CMC, fator que pode indicar ligagdes das

nanoparticulas magnéticas na estrutura do polimero.

3.9. Magnetometro de amostra vibrante (VSM)

Como apresentado nessa tese, os hidrogéis contendo as
nanoparticulas magnéticas apresentaram diferencas significativas nos parametros
de intumescimento e liberagdo de estreptomicina quando ¢ aplicado campo
magnético ao material. Para avaliar experimentalmente e observar o efeito da
variagdo do campo magnético na magnetizacao dos hidrogéis foram realizadas

analises de VSM, cujo dados sdo reportadas na FIGURA 3.30.

Como esperado, o hidrogel sem as nanoparticulas magnéticas nao
apresentou nenhuma resposta a variagdo de campo magnético. Como pode ser
observado na FIGURA 3.30, todos os hidrogéis contendo as nanoparticulas
magnéticas apresentaram comportamento magnético tipico, que reforca as
mudangas nos perfis de liberagdo com a aplicagdo de campo magnético e sao de
extrema 1importancia para o desenvolvimento de materiais magneto-
responsivos.” Os valores de M; e M que estdo apresentados nos respectivos
graficos de VSM mostram que a concentracdo de Mag influencia diretamente

nesses valores.

A TABELA 3.3 mostra a relagdao dos valores de Mr e Ms quanto a
concentracao de Mag no hidrogel. Nao hé variacdes significativas dos parametros
M, e M;na presenca de estreptomicina. Em relagdo a variacdo na concentragao
das nanoparticulas magnéticas nota-se um aumento considerdvel em ambos os

valores.
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FIGURA 3.15- Graficos de VSM para as amostras de hidrogel selecionadas.

Os valores de Mr aumentam 2,95 vezes quando se dobra a

concentracdo de Mag no hidrogel e aumentam 8,50 vezes quando se quadriplica

a concentracdo comparando-se os materiais intumescidos em agua. Ja quando se
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compara o hidrogel seco em relacdo ao intumescido nota-se um aumento de Mr
em torno de 2,3 vezes ¢ Ms em torno de 2 vezes, que se deve ao fato de que no
caso do intumescimento a agua acaba interferindo significativamente na redugado
da resposta magnética do material. Os valores de Ms sdo ainda mais impactados,
os hidrogéis com 1,0 e 2,0% de Mag apresentaram valores 22,19 ¢ 106,51 vezes

maiores do que o hidrogel contendo 0,5% de Mag, respectivamente.

TABELA 3.3 - Valores de Mr e Ms calculados a partir das analises de VSM.

Hidrogel M, M; Aumento M; | Aumento M,
(vezes) (vezes)
P - C - MMt - Mag 0,00147 0,00169 | Referéncia | Referéncia
0,5
P - C—- MMt - Mag 0,00434 0,0375 2,95 22,19
1,0
P - C—-MMt—-Mag 0,00393 0,0393 2,67 23,25
1,0 (est)
P - C—-MMt—-Mag 0,0125 0,180 8,50 106,51
2,0
P - C—- MMt - Mag 0,0245 0,414 16,67 24497
2,0 (seco)

As andlises de VSM corroboram com os resultados obtidos nos
experimentos em que se comparou as diferengas de aplicacdo ou nao de campo

magnético nos hidrogéis.

3.10. Carregamento de estreptomicina pelos hidrogéis

Os valores de sorcao obtidos pelos hidrogéis sintetizados estdo
reportados na TABELA 3.4. O hidrogel de poliacrilamida puro PAAm nao
apresentou maior afinidade pelo ativo, visto que Cy = C Assim, a razao da

quantidade de ativo sorvida pelo valor do intumescimento resulta em um valor de
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0,115, ou seja, quanto maior o valor dessa razdo, mais afinidade apresenta o
hidrogel pelo ativo. Nota-se, de maneira geral, que qualquer modificante
introduzido na sintese dos hidrogéis de PAAm faz com que a afinidade pelo ativo
aumente, podendo-se destacar os hidrogéis com todos os modificantes e maiores
concentracdes de magnetita (P-MMt-C-Mag 1,0 ¢ P-MMt-C-Mag 2,0). A CMC
provoca um ligeiro aumento no intumescimento, bem como aumento na
capacidade de sor¢do do farmaco. O argilomineral aumenta a interagdo com o
farmaco pois na solugdo de intumescimento ele diminui a concentracdo da
solucdo, porém, a presenca do argilomineral reduz consideravelmente a
capacidade de intumescimento, motivo pelo qual os hidrogéis contendo o
argilomineral apresentaram menores capacidades absolutas de absor¢cdo de

estreptomicina.

TABELA 4.4 - Quantidade de sulfato de estreptomicina carregada para o hidrogel

apo6s imerso 120 em solugao.

Hidrogel & (est)/ S (compésito) Qeq (est) Zesty Qeq
PAAm 3,90 £ 0,08 2 33,9+0,6 0,115
P-C 4324+022% 36,2 +0,1 0,119
P-Mag 3,10 £ 0,20 2122 26,9 £2,1 0,116
P-C-Mag 3,57 £ 0,18 22a3a4 27,3£29 0,130
P-MMt 3,01 +£0,19 258+1,2 0,117
P-MMt-Mag 3,65 £ 0,34 8324 27,9 +2,6 0,131
P-MMt-C 2,99+0,21 2 253 +1,0 0,118
P-MMt-C-Mag 0,5 2,97+0,17 24,9 £0,6 0,119
P-MMt-C-Mag 1,0 3,04 £0,19 a2 223+0,1 0,136
P-MMt-C-Mag 2,0 3,13 £ 0,15 ala2a3 23,1+0,1 0,135
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Foi realizado um tratamento estatistico para a capacidade de sor¢ao
dos hidrogéis e os resultados estdo indicados pelas letras al (indicando o menor
valor de sor¢do) até a5 (indicando o maior valor de sor¢ao). Os resultados indicam
que os hidrogéis com maior capacidade de intumescimento apresentam maior
capacidade de sor¢do de estreptomicina. Os modificantes CMC e MMt também

contribuem para que os materiais tendam a carregar mais estreptomicina.

3.11. Liberacio de estreptomicina pelos hidrogéis sintetizados

As amostras que ndo contém as nanoparticulas magnéticas
apresentam  comportamentos de  liberagdo  bastante = semelhantes
independentemente da aplicagdo de campo magnético. Os valores de liberagao no
equilibrio estdo reportados na TABELA 3.5. Observando a porcentagem de ativo
liberado pelos hidrogéis sem a aplicagdo de campo magnético pode-se concluir
que cada modificante tem sua contribui¢do em reter a estreptomicina na estrutura
do hidrogel. Os valores de liberagdo para o hidrogel PAAm sdo 98,2 + 3,3% e
reduzem para 74,7 = 2,0% no hidrogel P-C; 86,2 + 1,5% no hidrogel P — Mag; e
73,4 £ 2,4% no hidrogel P — MMt. A combinac¢do de dois ou mais modificantes
também faz com que as amostras retenham maior quantidade de ativo em sua
estrutura: o hidrogel P — MMt — C libera 67,7 = 1,0% e a adicdo de magnetita a
esse hidrogel reduz ainda mais o percentual liberado, atingindo 62,0 + 3,8% no
hidrogel P — MMt — C — Mag 2,0. Pode-se observar esse comportamento atraveés
da anélise estatistica na liberacao do ativo, onde a7 representa a amostra que mais
liberou o ativo até al a que menos liberou, ou seja, ao adicionar os modificantes

sem a aplicacdo de campo o hidrogel tende a reter mais a estreptomicina.
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TABELA 5.5 - Quantidade e porcentagem de estreptomicina liberada pelos

hidrogéis.
S(esty E(hidrogel) | L(esty/ G(hidrogel) | Yo Liberada | % Liberada
* (equilibrio) | (equilibrio)*
PAAm 383+0,14 | 3,84+0,11 98,2 +3,3 98.4+2,8
a7, bl a7, bl a7, bl a6, bl
P-C 323+£0,09 | 3,25+0,12 | 74,7+£2,0 752 +£2,7
a6, bl a6, bl a4,a5, bl a2,a3, bl
P-Mag 2,69+0,05 | 3,01+£0,08 | 86,2+1,5 96,3 £2,7
a5, bl a5, b2 a6, bl a6, b2
P-C-Mag 2,58+£0,08 | 2,80+0,07 | 72,4+2,1 78,6 £2,0
a4,a5, bl a4, b2 a3,a4, bl a3,a4, b2
P-MMt 221£0,09 | 2,17+0,06 | 734+24 71,2+1,7
a2, bl al, bl a4,a5, b2 al,a2, bl
P-MMt-Mag 2,35+0,04 | 2,53+0,04 | 784+1,3 843+1,2
a2,a3, bl a2,a3, b2 a5, bl a4,a5, b2
P-MMt-C 247+£0,03 | 2,44+0,04 | 67,7£1,0 66,8 £ 1,2
a3,a4, bl a2, bl a2,a3, bl al, bl
P-MMt-C-Mag 0,5 | 2,00+0,01 | 2,16+0,06 | 67,3+0,5 72,6 £2,0
al, bl al, b2 al,a2,a3, bl al,a2, b2
P-MMt-C-Mag 1,0 | 1,95+0,06 | 2,40+0,05 | 64,8+1,9 79,7+ 1,5
al, bl a2, b2 al,a2, bl a3,a4, b2
P-MMt-C-Mag 2,0 | 1,88+0,12 | 2,69+0,04 | 62,0£3,8 88, 7+1,2
al, bl a3,a4, b2 al, bl a5, b2

* Aplicando campo magnético
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A quantidade total de ativo liberada pelos hidrogéis que contém as
nanoparticulas magnéticas em sua estrutura se mostrou responsiva a aplicagao de
campo magnético. Em todos os casos os valores de liberacio no equilibrio
aumentaram consideravelmente: por exemplo, no hidrogel (P — Mag), quando se
aplica o campo magnético a quantidade total liberada aumenta de 86,2 + 1,5 para
96,3 + 2,7 se aproximando da mesma quantidade do material puro PAAm.
Analisando a concentragdo das nanoparticulas observa-se que a aplicagdo do
campo magnético no material (P — MMt — C — Mag 0,5) provocou um aumento
de cerca de 15,3 % na liberacdo; para o P-MMt-C-Mag 1,0, esse aumento foi de
20,4% e para o P-MMt-C-Mag 2,0, esse aumento foi de 43,1%, indicando que a
presenca das nanoparticulas torna os hidrogéis magneto-responsivos € que a
concentragdo das nanoparticulas influencia diretamente na taxa de resposta ao
campo magnético. O efeito do campo magnético pode ser observado também
pelas andlises estatisticas, onde os valores de liberacdo sem o campo magnético
representados pela sigla b1, ao aplicar o campo magnético passam para b2, ou
seja, passam a liberar maior quantidade de estreptomicina. Para os hidrogéis sem
as nanoparticulas magnéticas nao se observaram mudancas com a aplicacdo do
campo, o que indica o a sigla bl para as amostras. A FIGURA 3.16 apresenta as
curvas de cinética de liberagdo para os materiais estudados reportadas em

quantidade de estreptomicina liberada.
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FIGURA 3.16 - Cinética de liberacdo em g/g (g de estreptomicina/g de hidrogel)
liberado (a) sem aplicagdo de campo magnético (b) com aplicacdo de campo

magnético.

Ja a FIGURA 3.17 apresenta as curvas de liberacdo em relacao a
porcentagem sorvida. Como discutido anteriormente, as amostras que ndo contém
as nanoparticulas magnéticas apresentam o mesmo comportamento de liberagdo
com ou sem campo magnético. Quando se aplica campo observa-se uma taxa de
liberagao muito maior, principalmente nas primeiras horas de liberagdao em todos
os materiais contendo as nanoparticulas. Para melhor visualizar o efeito do campo

magnético, a FIGURA 3.18 traz os materiais que contém as nanoparticulas.
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% Liberado

FIGURA 3.17 - Comparativo da cinética de liberagdo em porcentagem de
estreptomicina liberado (a) sem aplicagdo de campo magnético (b) com aplicagdo

de campo magnético de baixo campo.
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FIGURA 3.18 - Comparativo da cinética de liberagdo em porcentagem de

estreptomicina para os hidrogéis que contém as nanoparticulas magnéticas.

Observa-se na Figura 3.18 (a) que tanto a CMC quanto a MMt
retardam a liberagao do ativo mesmo na presenca da magnetita, porém esse efeito

¢ minimizado com a aplicacdo do campo magnético. Visivelmente quando se
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aplica o campo magnético todas as amostras passam a liberar o ativo mais
rapidamente, € esse aumento na taxa de liberacdo ¢ relativo a quantidade de Mag
utilizada na sintese do material — ou seja, quanto maior a concentracdo das

nanoparticulas, maior a taxa de liberagdao observada.

3.11.1. Aplicacido de campo magnético apds o equilibrio de liberacao

Os valores de liberagdo, principalmente para os hidrogéis P-MMt-C-
Mag 0,5, 1,0 e 2,0 foram os que mais apresentaram retencao do ativo quando nao
aplicado o campo magnético. Sendo assim, para as amostras que fizeram seu
processo de liberacdo até 96 horas sem a aplicagdo de campo magnético foi, a
partir dessa hora, aplicado, o campo magnético € monitorado o comportamento
de liberacao por mais 24 horas, obtendo-se as curvas reportadas na FIGURA 3.19.

Observa-se que sem a aplicagao do campo magnético a tendéncia de
liberacdo se dd4 em relagdo a quantidade de Mag, ou seja, quanto maior a
concentracdo das nanoparticulas mais controlada se d4 a liberagdo. Ao aplicar o
campo magnético hd uma inversdo desse mecanismo, visto que o material que
contém maior quantidade de Mag passa a liberar o ativo em maior quantidade. Os
valores totais liberados em porcentagem desses materiais apds a aplicagao do
campo magnético foram: 73,8 £ 1,8 para o hidrogel P-MMt-C-Mag 0,5, 82,8 +
2,6 para o hidrogel P-MMt-C-Mag 1,0, e 91,7 + 4,1 para o hidrogel P-MMt-C-
Mag 2,0. Estes valores sdo proximos aos obtidos para a liberacdo em 96 horas
com a aplicacdo de campo magnético, indicando que, possivelmente, a quantidade
de ativo que resta nos materiais tem uma interagdo forte com as cadeias do

polimero, fazendo com que fiquem retidos em sua estrutura.
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FIGURA 3.19- Efeito da aplicacdo de campo magnético nas amostras apos 96

horas de liberacao sem a aplicacdo de campo.

3.11.2. Liberacio de estreptomicina pelos hidrogéis sintetizados variando-se

a aplicacdo de campo magnético

Com os resultados observados na FIGURA 3.19, houve a
necessidade de observar os mecanismos de aplicacdo intercalada de campo
magnético nos hidrogéis. Com isso, monitorou-se a curva de liberacdo para
amostras do hidrogel P-MMt-C-Mag 2,0 alterando a aplicacdo de campo nas
medidas, onde uma triplicata se inicia sem a aplicacdo de campo magnético e
outra triplicata com a aplicagdo de campo magnético, como visto na FIGURA
3.20.

Pode-se observar que a aplicagao de campo na primeira hora de
liberagao do ativo acelera o processo em uma ordem superior a quatro vezes. Entre
a primeira e a segunda hora de liberacdo o campo magnético foi invertido, € o

composto que passou a receber o campo magnético liberou o ativo cerca de cinco
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vezes mais rapido. O mesmo comportamento foi observado nas horas
subsequentes, porém em menor intensidade pois a quantidade de ativo liberada
diminui consideravelmente logo nas primeiras horas de liberagcdo. Nota-se que a
aplicacdo intercalada de campo magnético gera um comportamento de liberacao
pulsatil, o qual, ¢ muito importante para o controle e direcionamento de um

sistema de liberacao responsivo.
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FIGURA 3.20 - Curvas de liberagdao para o hidrogel P-MMt-C-Mag 2.0
alternando-se a aplicagao de campo magnético (a) inicio com aplicagdao de campo

e (b) inicio sem a aplicacao de campo.
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Com os resultados obtidos pode-se propor um novo perfil de
liberagdo, o qual ¢ baseado em um sistema de liberagdao controlada que pode, no
entanto, ser modificado com a aplicacdo de um campo magnético externo. A
FIGURA 3.21, mostra novamente os perfis de liberacdo apresentados no inicio
dessa Tese comparada com o perfil de um sistema responsivo, que ¢ o
comportamento de liberagdo dos hidrogéis com nanoparticulas magnéticas

sintetizados nesse trabalho.

Perfis de liberacao

. . Nivel Téxico
Sistema convencional

AANA

/ Nivel de Interesse
SR

A\ 4 v e~
Liberagdao Controlada

Ineficaz

Taxa de liberagao

l Sistema responsivo

Tempo

FIGURA 3.21 - Perfis de liberagdo de ativos e apresentagdo da curva de liberacao

responsiva.

A seta em azul apresentada na FIGURA 3.21 representa 0 momento
da aplicagcdo do campo magnético no material que esta liberando o ativo. A partir
desse momento ocorre uma mudanca no perfil de liberacdo e o material passa a
liberar o ativo mais rapidamente. Tal mecanismo ¢ muito relevante para uma
aplicacao direcionada de determinados ativos, onde o material passa a liberar mais

o farmaco onde o campo magnético € aplicado.
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3.12. Modelos fisico-quimicos para liberacio de farmacos

A liberagao de um insumo, como um farmaco, a partir de hidrogéis
leva em conta diversos fatores complexos e alguns modelos conhecidos na
literatura que sdo utilizados para analisar os mecanismos de liberacdo. Este
trabalho procurou aplicar os modelos mais utilizados para indicar o mais
adequado para o uso com os nanocompdsitos sintetizados e avaliar se a adigao de
uma nanoparticula magnética ou até mesmo a aplicacdo de um campo magnético
modifica os parametros cinéticos de liberagdo da estreptomicina.

Foram escolhidos um modelo de primeira ordem, outro de pseudo-
primeira-ordem, assim como dois modelos, um de segunda ordem e outro de
pseudo-segunda-ordem. Os valores de R? para os modelos estudados serdo
apresentados ao final desse capitulo e utilizados para a escolha do modelo que

mais se adequou aos perfis de liberagdao dos hidrogéis.

3.12.1. Modelos de Higuchi

Um modelo utilizado para descrever sistemas de liberacdo de
farmacos a partir de matrizes poliméricas hidrofilicas ¢ o de Higuchi®, que ¢é

representado pela Equagao 3.2:

M
M—t =kt +b Equacdo 3.2

Onde, ky corresponde a constante de liberacao de Higuchi; M, e M., sdo as massas
do hidrogel no tempo ¢ e no equilibrio, respectivamente. Portanto, pode-se obter
os valores de R? por meio de graficos de % liberada x t'2. Para cada amostra
utilizada no processo de liberacao de estreptomicina foram feitos graficos como

o mostrado na FIGURA 3.22, que traz o método utilizado para a avaliacdo dos
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parametros de liberagao para o hidrogel (P-MMt-C-Mag 2,0). Todos os modelos
mostrados nesta Tese, trazem como exemplo a aplicacdo para esse hidrogel, que
¢ 0 que contém maior quantidade de magnetita.

O modelo de Higuchi ¢ baseado na lei de Fick, no entanto ainda
apresenta limitagdes quando utilizado para a liberacao de principios ativos a partir
de hidrogéis pois ndo leva em conta parametros importantes como o de relaxagado
das cadeias poliméricas durante o processo de liberacao do farmaco. Este modelo
se enquadra bem para matrizes que apresentam uma capacidade de
intumescimento muito baixa ou praticamente nula, como o material relatado por
Tahara et al’’, que estudaram processos de liberagao de diferentes ativos muito
soltiveis por uma matriz de acetato de celulose. Como no modelo de Fick, este
modelo pode ser utilizado para obter os parametros cinéticos de um processo de
liberagao apenas nos 60% iniciais da curva, onde a velocidade de liberagdo se

mantém praticamente constante.
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FIGURA 3.22 - Aplicagdao do modelo de Higuchi para o hidrogel P — C — MMt —
Mag 2,0.
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3.12.2. Modelo de pseudo-primeira-ordem

Outro modelo muito discutido na literatura e utilizado para avaliar os
parametros de liberacao de determinados ativos € o modelo de pseudo-primeira-
ordem, muito utilizado para liberacdo lenta de fdrmacos a partir de matrizes
hidrofilicas que nao se desintegram, o que € o caso do nanocompdsito estudado.
O modelo de pseudo-primeira-ordem ¢ baseado na equacgdo de Lagergren na

forma representada pela equagdo 3.3:%

d
—E=ki(qe — qr) 63

onde ¢, € a capacidade de sor¢dao no tempo ¢, ¢g. € a capacidade de adsor¢do no
equilibrio (mg g') e k; é a constante de equilibrio no modelo irreversivel de

primeira ordem (Equacao 3.4)

ft 1 fqtkl(CIe_CIt)
0

— 2 (3.4)

0 dt .

Resolvendo a equacao aplicando as condigdes de contorno obtém-se a equagao de

pseudo-primeira-ordem, representada pela equagao 3.5:

ln(CIe — qt) =1Inq, — kt (3.5)

Onde, ¢. ¢ a quantidade liberada no equilibrio e ¢,¢ a quantidade liberada em um

tempo (t), k € uma constante cinética e t € o tempo. Logo, a partir do modelo de



pseudo-primeira-ordem podemos ter as informagdes de cinética de liberagdo e

proximidade ao valor ideal por meio de um grafico de /n(ge-qt) x t.
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FIGURA 3.23 — Exemplo de Curva de In(q.-q,) x t utilizada para calcular R? pelo
modelo de Higuchi.

3.12.3. Modelos cinético de segunda ordem para hidrogéis

Reis et al®® desenvolveram um modelo de liberag¢do especifico para
hidrogéis que foi aplicado para avaliar a liberacdo de vitamina B-12, &cido citrico
e azul de metileno em fungdo do tempo. O modelo de Reis parte do principio de
que, para o sistema de liberacdo de um determinado soluto a partir de hidrogéis,
tanto a cinética de liberagcdo quanto a absor¢ao podem ser avaliadas por meio de
alteracoes da sua concentragdo em solucao. Os autores dividiram o modelo como
de primeira e de segunda ordem. No modelo correspondente a segunda ordem
cinética para a dessor¢do, a taxa de liberacdo de soluto a um dado momento ¢é
diretamente proporcional a diferenca entre os quadrados das concentragdes de
soluto liberado e adsorvido e que pressupde que haja modificagdo nos caminhos
de difusdo em funcao de modifica¢des na forma do hidrogel durante o processo.

Para tanto, leva-se em conta o pardmetro o = Fp./(1 — Fmax) que expressa a
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afinidade fisico-quimica do soluto para o hidrogel e o solvente. No modelo
cinético de segunda ordem, tanto a difusdao Fickiana quanto os mecanismos
macromoleculares de relaxacao controlada sdo considerados. O modelo para a

liberagao de segunda ordem ¢ dado pela equacgao 3.6:

Fmax(ez(l%R)t _ 1)

k
1—2F, . + e2la)k

Fp = (3.6)

onde a constante de liberagdo £, para cada nanocompdsito € determinada pelo

coeficiente angular do grafico apresentados na FIGURA 3.24.
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FIGURA 3.24 - Exemplos de curvas utilizadas para calculos de R2 para o modelo

de segunda ordem proposto por Reis.

O modelo de segunda ordem de Reis se enquadra muito bem para

hidrogéis intumescidos em solucao de ativo que apresentam concentracao baixa,
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quando a solugdo de intumescimento chega proéxima a saturagdo, que € o0 caso

desse estudo o modelo apresenta falhas.

3.12.4. Modelo de pseudo-segunda-ordem

O modelo de pseudo-segunda-ordem tem origem na equacdo de

Ngah, Ghani e Kamari (2005), a qual diz:

dqr _ 2

2 = Kk2(qe —q0)° 6

dt

onde k; € a constante de velocidade de segunda ordem. Integrando a equagao com
os limites de integragao definidos parat=0e¢=¢te g, =0 e g, = q;, obtém-se a

equacao 3.8:

ft 1 _ fqt k2(qe—qt)?

0 » (3.8)

t

Resolvendo a solug¢ao com as condi¢des de contorno dadas obtém-se

a equacao que representa o modelo de pseudo-segunda-ordem:

t 1 t
= + — (3.9)
qr  kaé  de

Onde, t ¢ o tempo, gf € a concentracdo no tempo f¢; g. ¢ a concentragao de
estreptomicina liberada por grama de hidrogel no equilibrio e k£ € a constante
cinética de liberacao.

Portanto, para observar se este modelo se enquadra para a liberagao

em questdo deve-se realizar as curvas de #/g,Xx t. A quantidade de estreptomicina
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liberada ¢. e a constante cinética k podem ser calculadas pelo coeficiente angular

e pelo coeficiente linear da reta obtida pela FIGURA 3.25 respectivamente.

Equation y=a+b

6000 Adj. R-Squa 0.99911

i Value Standard Err
J Intercept 237.8317 27.70712

5000

J Slope 1.08658 0.01079

P-C-MMt-Mag20
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
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FIGURA 3.25 - Curvas de t/q, x t utilizadas para calcular os parametros de

liberagao pelo modelo de pseudo-segunda-ordem

3.12.5. Comparativo dos modelos cinéticos utilizados

Todos os modelos estudados foram aplicados para verificar a
liberagdo de estreptomicina pelos hidrogéis de acordo com os valores de R?
apresentados na TABELA 3.6. Os coeficientes de correlagdo R? para os graficos
lineares de #/gt vs t obtidos aplicando-se o modelo de pseudo-segunda-ordem
foram maiores que 0,98 para todos os hidrogéis estudados, sendo o modelo mais
indicado e que fornece a melhor correlagdo dos dados. Isso sugere que este
sistema de liberacdo ndo ¢ uma reacdo de primeira ordem e que o modelo de
pseudo-segunda-ordem, com base no pressuposto de que o controle da taxa de
liberacdo pode ocorrer por liberagdo quimica ou quimisor¢cdo envolvendo as
forcas de valéncia por meio do compartilhamento ou troca de elétrons entre ativo

e hidrogel.
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TABELA 6.6 - Valores de R? obtidos para os para os sistemas de libera¢do

utilizando diferentes modelos.

Modelos Higuchi pseudo 1? 2% ordem pseudo 2*
ordem ordem
% SYEE
| S
c,, : s | &+
() _— N X
Q. = S E - | Q
: 3 . | & v
S S S | N o
S I | — S
S S I I
E < o]
Hidrogel R? *R? | R? *R?2 | R? *R?2 | R? *R?
PAAmM 0,856 |0,823]0,916 | 0,858 | 0,822 | 0,856 | 0,995 | 0,995
P-C 0,998 10,994 10,992 {0,932 10,989 | 0,928 | 0,982 | 0,982
P-Mag 0,954 10,750 0,779 | 0,820 | 0,780 | 0,808 | 0,999 | 0,999
P-C-Mag 0,963 | 0,662 | 0,964 | 0,958 | 0,963 | 0,961 | 0,988 | 0,998
P-MMt-C 0,983 10,981 0,995 | 0,980 | 0,994 | 0,981 | 0,985 | 0,988
P-MMt-Mag 0,996 |0,948 | 0,969 | 0,940 | 0,967 | 0,939 | 0,990 | 0,999
P-MMt-C-Mag 0,5 [ 0,987 |0,961 | 0,979 | 0,940 | 0,977 | 0,938 | 0,984 | 0,998
P-MMt-C-Mag 1,0 | 0,979 | 0,898 | 0,990 | 0,955 | 0,988 | 0,956 | 0,989 | 0,999
P-MMt-C-Mag 2,0 | 0,971 | 0,989 | 0,994 | 0,898 | 0,993 | 0,894 | 0,982 | 0,999

*com aplicagdo de campo magnético
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Geralmente, a concentracdo do ativo a ser liberado tem grande
influéncia nos modelos de liberagdo. Quando a concentragao do ativo ¢ baixa
modelos de primeira ordem se aproximam mais da realidade do que modelos de
segunda ordem. J4 quando a concentragdo de ativo ¢ alta, os modelos de segunda
ordem e pseudo-segunda-ordem tém uma maior concordancia.'” Isso pode ser
explicado pela FIGURA 3.27: quando ha concentracao de soluto maior no meio,
ha muito mais chances de ocorrer competi¢do da quimisor¢ao ou ligagdo quimica
entre ativo e hidrogel, podendo ocorrer rearranjos na estrutura onde um sitio de
interag@o do hidrogel pode se combinar e recombinar com as moléculas do ativo.
Assim, a concentracdo de sitios ativos varia ao longo do processo de dessorgao,
caracterizando um processo de 2* ordem. Num sistema de primeira ordem, o
processo de interacdo do ativo com os sitios do hidrogel ocorreria de forma
instantanea, podendo, portanto, esta concentragdo de sitios ser considerada

constante.

1°Ordem

2°Ordem

O SitiosAtivos @ Principio ativo

FIGURA 3.26- Esquema representativo das diferengas de modelos de primeira e

segunda ordem no processo de liberacdo de um determinado ativo.



77

A constante cinética de liberagao k foi calculada por meio de graficos
como o representado pela FIGURA 3.26 e os valores obtidos estdo retratados na
TABELA 3.7.

De acordo com os valores de &, analisando primeiramente os valores
obtidos sem a aplicagdo de campo magnético, conclui-se que a cinética de
velocidade ¢ significativamente reduzida na presenca de todos os modificantes
isoladamente, indicando que cada modificante aumenta e interacdao entre a
estreptomicina € o hidrogel causando barreiras para a liberagdo e
consequentemente reduzindo a constante cinética k, que apresentou o seu maior
valor para o hidrogel puro PAAm (3,81 + 0,09 x 107). A combina¢do dos
modificantes contribui ainda mais para o decréscimo da constante £ que teve seu
menor valor para o material P-MMt-C-Mag 2,0, ou seja, contendo todos os

modificantes com a maior concentragao de Mag.

TABELA 7.7 - Valores da constante de velocidade obtidas para o modelo de

pseudo-segunda-ordem para os hidrogéis sintetizados.

Sem campo (x107) | Com campo (x107)
PAAm 3,81 £0,09 3,88 + 0,08
P-C 0,66 £ 0,02 0,69 + 0,06
P-Mag 2,86 £ 0,08 13,3+0,14
P-C-Mag 0.74 = 0,03 2.13 = 0,09
P-MMt-C 0,47 £ 0,04 0,46 + 0,03
P-MMt-Mag 0,93 £ 0,06 2,51 +0,09
P-MMt-C-Mag 0,5 0,48 £ 0,02 1,20+ 0,07
P-MMt-C-Mag 1,0 0,40 £0,03 2,16 +£0,08
P-MMt-C-Mag 2,0 0,36 £ 0,02 3,56 £ 0,09




78

Quando se aplica o campo magnético na liberagdo observa-se um
comportamento da constante k totalmente diferente, onde a presenga de Mag
influencia diretamente no valor da constante, aumentando-a consideravelmente,
apresentando seu maior valor para o hidrogel P — Mag que foi de 13,3 + 0,14,
valor bastante superior que o obtido nos demais materiais. Isso se deve ao fato de
que nessa condigdo os modificantes CMC e MMt, que contribuem mais
fortemente retardando a liberacdo, ndo estdo presentes na estrutura ¢ a Mag
quando se aplica o campo se comporta de maneira diferente facilitando a
liberagcdo. A concentragdo de Mag também tem influéncia direta no valor de £,
pois observa-se um aumento de 2,5; 5,4 € 9,9 vezes para as concentragdes de 0,5;
1,0 e 2,0 (m/m), respectivamente.

Para os materiais que ndo contém as nanoparticulas magnéticas, nao
foram observadas diferencas significativas na constante k, indicando a atuagao do

campo apenas nas nanoparticulas magnéticas.

3.13. Liberacao de estreptomicina em cultura de bactérias

A FIGURA 3.27 mostra fotografias digitais dos experimentos de
liberacdo de estreptomicina em culturas de bactérias Escherichia coli. No grupo
controle (materiais intumescidos em 4gua) ndo so se observou a nao inibi¢do das
bactérias como também elas cresceram em maior quantidade préximo ao
polimero, indicando que, possivelmente, pelas amostras apresentarem CMC em
sua estrutura as bactérias se desenvolvem mais. Ja para as amostras contendo

estreptomicina, observou-se em todos os casos atividade antibacteriana.
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FIGURA 3.27- Ensaios antimicrobianos para (a) Hidrogel intumescido em
agua, (b) intumescido em solugdo de estreptomicina sem a aplicagdo de campo
magnético e (c¢) intumescido em solugdo de estreptomicina com a aplicagdo de

campo na liberagao.

A TABELA 3.8 mostra os valores da massa de hidrogel utilizado, o
diametro do hidrogel apds o intumescimento em solugdo de estreptomicina 10 g.L°
'e 0 raio de inibi¢do, que foi considerado como a distincia da extremidade do
hidrogel até as primeiras bactérias visiveis na placa de Petri. A FIGURA 3.28

mostra um esquema explicativo para os valores abordados na tabela.



80

Didmetro amostra
M

Raio de acdo

FIGURA 3.28 - Representacao dos valores do raio de acdo de didmetro dos

hidrogéis utilizados nos ensaios de liberagcao em meio de cultura.

Embora os tamanhos dos raios de inibicdo das bactérias sejam
visualmente muito préximos, uma andlise matematica relacionando a massa
inicial e a area de inibicao das bactérias sdo importantes variaveis para observar
se o efeito do campo magnético esta agindo no processo de liberacao do farmaco
no meio de cultura. A TABELA 3.9 mostra os valores de massa da amostra, area
de inibi¢do e a razdo entre a massa de hidrogel seco utilizado e a area de inibigdo
de bactérias. Sem a aplicagdo de campo magnético as amostras apresentaram
massa média de 26,99 + 1,24 mm?*/mg enquanto as amostras que tiveram seu
processo de liberagdo sob a acdo de campo magnético o valor médio foi de 32,85
+ 2.62 mm?/mg, ou seja, houve uma inibi¢do de aproximadamente 21,7 % maior
quando se aplica o campo magnético num periodo de 24 horas em meio de cultura,
o tratamento estatistico relacionando os valores de raio de acao e massa inicial de
hidrogel, indicou que os valores sdo diferentes, portando h4 estatisticamente um

aumento real de inibigdo quando aplica-se o campo magnético. Esse resultado de
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certa forma pode se relacionar com os obtidos a partir da liberagao em PBS, onde
o efeito do campo magnético também foi observado aumentando a quantidade e

velocidade de ativo liberado.

TABELA 8.8 - Valores de massa/diametro dos hidrogéis intumescidos em solugao
de estreptomicina e seu raio de inibi¢do bacteriana em placa petri com e sem a

aplicagdo de campo magnético.

Sem aplicagdao de campo magnético a1

Massa hidrogel seco (mg) area de acdo Inibigdo mm?/mg
(mm?)
25,4 736,97 29,01
24,8 674,84 27,21
31,2 843,50 27,04
23,5 628,69 26,75
30,1 806,86 26,81
19.9 480,47 25,14
Média 26,99 + 1,24

Com Aplicagdo de campo magnético a»

26,5 982,62 37,08
24,4 817,97 33,52
26,2 827,12 31,57
25,9 846,60 32,69
22,3 649,30 29,09
20,3 672,99 33,15

Média 32,85+2.62
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Capitulo IV: Conclusoes finais e perspectivas futuras

Esse trabalho teve como objetivo a sintese de um hidrogel magnético
com base na modificacdo com nanoparticulas magnéticas funcionalizadas, de
modo que essas nanoparticulas se ligassem quimicamente a estrutura do hidrogel
garantindo mudangas consideraveis em suas propriedades, para as quais foram
observadas as evidéncias em diversas caracteriza¢des durante esse trabalho.

Pequenas quantidades de magnetita (0,5 — 2,0 %) em massa
provocam a mesma queda de intumescimento que 25 % do argilomineral,
indicando que a maneira com que os modificantes se ligam na estrutura do
polimero sdo diferentes. Durante a sintese dos hidrogé€is com as nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas, na etapa de adi¢ao de hidrogénio as nanoparticulas
se dispersaram no meio, 0 mesmo ndo ocorre quando se faz a sintese com as
nanoparticulas magnéticas sem recobrimento polimérico, que se dispersam antes
da etapa de aplicagdo do nitrogénio, este ¢ mais um indicio de ligagdo quimica
das nanoparticulas modificadas na estrutura do hidrogel.

Todos os hidrogéis modificados com nanoparticulas magnéticas
responderam a aplicagdo de campo magnético, modificando a velocidade de
absorcdo de 4gua e também a velocidade e capacidade de liberagdo de
estreptomicina, onde os materiais liberam mais rapidamente com a aplicag¢do do
campo magnético, € tétm um comportamento de liberacao pulsatil em funcao da
aplicagdo de campo.

Ensaios biologicos de crescimento bacteriano indicaram que os
materiais com a estreptomicina incorporada sao eficientes em inibir o crescimento
das bactérias, e a aplicagdo de campo magnético no provocou um aumento de

aproximadamente 16,4 % no raio de a¢do do hidrogel em um periodo de 24 horas.
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Isso indica que o produto pode ser aplicado em tratamentos cutdneos em animais
infectados com algum tipo de bactéria.

Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho possibilitam concluir
que os hidrogéis magneto-responsivos sintetizados podem ser utilizados em
sistemas de liberacao direcionados de farmacos, ou seja, o material ird liberar o
ativo mais eficientemente em uma area que esteja sob agdo de um campo
magnético.

Para trabalhos futuros, seria desejavel estudar a aplicagdo desses
materiais frente a diferentes intensidades de campo magnético, visto que nao foi
possivel nesse trabalho conseguir um campo magnético homogéneo superior a
0,23 T. De modo a obter maiores informacgdes sobre as ligagdes que ocorrem nos
nanocompositos, seria interessante sintetizar o0s materiais com outras
nanoparticulas funcionalizadas, preferencialmente ndo magnéticas para analisar
os nanocompositos por RMN. Sintetizar e caracterizar materiais que possam ser
responsiveis a outros estimulos externos (intensidade luminosa, temperatura,

dentre outras).
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