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RESUMO

Bonacin, R. F., Hidrogéis de PVP e blendas de PVP/Polianidridos como potenciais
curativos para feridas croénicas. 2011. 185p. Tese — Programa de Pés-graduagao em

Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S3o Paulo.

Hidrogéis compreendem uma importante classe de materiais poliméricos adequados
a aplicagdo como curativos de feridas e queimaduras. A estrutura tridimensional
hidrofilica dos hidrogéis permite que estes mantenham a umidade ideal no leito das
feridas, absorvam o exsudato e ndo causem danos ao novo tecido durante as trocas
dos curativos. No caso dos hidrogéis, essas trocas podem ser menos frequentes.
Além disso, curativos que auxiliem na remogao de tecidos necrosados e ainda sejam
capazes de oferecer tratamentos extras que acelerem o processo de cicatrizagao
sao desejaveis. Este trabalho apresenta a produgdo de materiais a base de hidrogel
capazes de auxiliar neste processo de diferentes maneiras. Primeiramente, sao
apresentados hidrogéis formados a partir de nanofibras de poli(A-vinil-2-pirrolidona)
(PVP) produzidas por eletrofiagdo, seguido da reticulagdo através da utilizagao de
radiacao UV-C ou reacao de Fenton. A utilizacdo da eletrofiagdo como técnica
auxiliar na formagédo dos hidrogéis permitiu o controle da porosidade através da
formacado de fibras de diferentes didmetros. A evidéncia de tal propriedade foi
constatada através da produgdo de materiais que apresentam diferentes perfis de
liberacdo da proteina modelo albumina de soro bovino (BSA). O hidrogel de PVP

nanoestruturado foi capaz de liberar e manter a atividade da colagenase, uma



importante enzima aplicada no tratamento de feridas via desbridamento enzimatico,
durante as 48 horas em que foi avaliado. Além disso, hidrogéis bactericidas
nanoestruturados foram produzidos a partir de nanocompositos de PVP e
nanoparticulas de prata (AgNP) produzidos por eletrofiacdo. Esses hidrogéis
apresentaram propriedades térmicas semelhantes aos hidrogéis sem AgNP,
diminuindo, contudo, a sua capacidade de intumescimento. Esses hidrogéis
mostraram-se ativos contra bactérias gram-positivas e gram-negativas a partir de
100 ppm de AgNPs. Adicionalmente, foi estudada a formacdo de um hidrogel
modelo composto PVP/AgNP/Imidazol, almejando-se a produg¢do de um material
bactericida-fungicida a base de hidrogel. Este hidrogel apresentou atividade conta
trés espécies de Candida a partir de 500 ppm de imidazol no material. Embora exista
a formacdo de um complexo estavel entre AgNP e Imidazol, calculos teoricos e a
constatacdo da atividade fungicida corroboram com o fato de que derivados
imidazolicos podem ser liberados a partir deste hidrogel hibrido. A producido de
hidrogéis fisicos compostos por blendas de PVP/Polianidridos sintetizados a partir de
derivados de hidroxicinamatos e acido salicilico, capazes de liberar moléculas de
interesse bioldgico quando parcialmente degradados hidroliticamente, também é
descrita neste trabalho. Os resultados indicam que interagdes hidrofobicas entre a
PVP e os polianidridos sintetizados podem ser responsaveis pela formagao dos
hidrogéis fisicos e pela miscibilidade das blendas produzidas. Os hidrogéis fisicos de
PVP/Polianidridos foram obtidos na forma de filmes por evaporagao do solvente.

Micro- e nanofibras também foram obtidas por eletrofiacdo. Desta maneira, o



presente trabalho contribui com o desenvolvimento de uma geragdo de curativos

multifuncionais aplicados no tratamento de feridas cronicas e queimaduras.

Palavras-chave: Hidrogéis, Eletrofiagao, PVP, Curativos, Nanoparticulas de prata,

Polianidridos.



ABSTRACT

Bonacin, R. F., PVP hydrogels and PVP/Polyanhydride blends as potential materials
for chronic wounds dressings. 2011. 185p. PhD Thesis — Graduate program in

Chemistry. Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil.

Hydrogels comprise an important class of polymeric materials that finds application
as wound and burn dressings. The hydrophilic three-dimensional structure of
hydrogels helps to provide the ideal humidity at the wound bed, to remove exsudates
and to prevent damages to the new tissue during dressing substitution. Furthermore,
these wound dressings are able to remove necrotic tissues and, therefore, capable to
offer extra treatments that would benefit the healing processes. This work describes
the production of hydrogel based materials that are able to act in wound healing by
different ways. First, it is presented hydrogels composed of poly(A-vinyl-2-
pyrrolidone) (PVP) nanofibers produced by electrospinning, followed by its
crosslinking using UV-C radiation or Fenton reaction. The use of electrospinning in
the hydrogel formation allowed porosity control by obtaining fibers of different
diameters. This was evidenced by achieving materials that present different release
profiles of the model protein bovine serum albumin (BSA). The nanostructured PVP
hydrogel was capable of releasing and maintaining collagenase activity during 48
hour of evaluation. This is an important enzyme that find application in wound healing
based on enzymatic debridement. Moreover, nanostructured bactericidal hydrogels
were produced from PVP and silver nanoparticles (AgNP) composite through
electrospinning, resulting in hydrogels with thermal properties similar to those
hydrogels without AgNP, decreasing its swelling ability. These hydrogels were active
against gram-positives and gram-negatives bacteria starting from 100 ppm of AgNP.
In addition, the production of a model hydrogel composed by PVP/AgNP/Imidazole

was investigated, aiming at a bactericidal-fungicidal hydrogel based material. This



hydrogel was active against three Candida having 500 ppm of imidazole into the
structure. In spite of the formation of a stable complex between AgNP and imidazole,
theoretic calculations and the observed fungicidal activity corroborate with the fact
that imidazoles derivatives can be released from this hybrid hydrogel. Physical
hydrogels composed of PVP/Polyanhydrides blends were synthesized from
hydroxycinammates derivatives and salicylic acid. These materials which were
capable of releasing molecules with biological potential upon hydrolysis, are also
described in this work. The results indicate that hydrophobic interactions between
PVP and the synthesized polyanhydrides could be responsible for the hydrogel
formation and blend miscibility as well. PVP/Polyanhydride physical hydrogels were
obtained from cast films. Micro- and nanofibers were also obtained by
electrospinning. Thus, the present work contributes with the development of the new

generation of smart dressings for wound and burn healing.

Keywords: Hydrogels, Electrospinning, PVP, Wound dressings, Silver nanoparticles,

Polyanhydrides.
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1. INTRODUGAO

Em linhas gerais, define-se ferida como toda e qualquer interrupgéo presente
no tecido epitelial, mucosas ou 6rgaos, causada por algum trauma ou por um
conjunto de sintomas, prejudicando suas funcionalidades basicas [1, 2].

As feridas podem ser classificadas em agudas e crénicas [2, 3]. As feridas
agudas sao aquelas em que o processo de cicatrizagdo € concluido de maneira
ordenada e dentro do tempo esperado. Além disso, sua anatomia e funcionalidade
resultantes sao satisfatorias. Quando o processo de cicatrizagdo nao acontece de
maneira ordenada, estacionando-se na fase inflamatoria, a ferida € classificada

como crénica (Figura 1).
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Figura 1. Imagem ilustrativa de uma ferida croénica.

Fonte: http://www.coloplast.com.br, acessado em 06/2011
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O processo de cicatrizacdo define-se como um sistema ordenado de

fendbmenos dindmicos que se apresentam como resposta a agao de varios tipos de

células, a exemplo de inflamatodrias, plaquetarias, epiteliais e fibroblastos, que atuam

conjuntamente para a recuperagao dos tecidos lesionados [1, 2].

Os mecanismos de cicatrizacao podem ser classificados como fechamento

primario ou por primeira intencdo, onde ha reepitelizacdo com minima formagao de

tecido de granulagdo. Também podem ocorrer por fechamento secundario (segunda

intencdo ou espontaneo), onde as feridas sdo mantidas abertas e a cicatrizacio

depende da formagao do tecido de granulagao e contragéo da ferida. O terceiro tipo

denomina-se fechamento primario tardio, onde técnicas de desbridamento sao

aplicadas juntamente com antibioticoterapia, visto que geralmente sao

acompanhados por contaminagao e/ou infecgdo [1, 2, 4]. O foco maior de aplicagao

dos materiais desenvolvidos neste trabalho é neste terceiro processo de

cicatrizagdo.
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1.1. Processo de cicatrizagao

A resposta do tecido as lesdes (cicatrizagdo) pode ser dividida em trés fases

que, geralmente, encontram-se sobrepostas, sendo: (1) inflamatéria, (2) proliferativa

e (3) de maturagao [3].

Fase inflamatoria ou exudativa

A fase inflamatéria tem duragdo de um a quatro dias, tendo como objetivo

limitar a extensdo da area lesionada, combater a contaminagdo por bactérias e

controlar o acumulo de debris celulares.

Fase proliferativa ou regenerativa

Também é conhecida como fase de reparacédo, onde se da inicio a sintese

dos componentes da matriz extra-celular (fibrogénese), rica em acido hialurénico e

colageno tipo | e lll. Concomitantemente a esta, ocorre a proliferacdo de células

endoteliais, com o0 processo de angiogénese (vascularizagdo) e infiltragdo densa de

macrofagos, resultando na formagéao do tecido de granulagao.
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Nessa fase é possivel observar a ocorréncia de eventos como a modificacao

da matriz extracelular (diminuigdo do colageno lll e aumento da propor¢édo do

colageno tipo I) e a ativagado dos queratinécitos (epitelizagéo).

Fase de maturagdo ou reparativa

Compreende a formagdo do tecido cicatricial, composto por colageno e

pobremente vascularizado. Esta fase € longa, e pode ser avaliada clinicamente

através de medicdes da forca ténsil da ferida que, geralmente, atinge um valor de

até 80% da forga apresentada pela pele integra.

Diversos fatores podem influenciar de maneira negativa o processo de

cicatrizagdo. Dentre os mais comuns destacam-se desnutricdo, perfusdo tecidual de

oxigénio, diabetes e principalmente infeccdo por fungos e/ou bactérias. Se a

contaminacao por bactérias estiver acima de 105 unidades formadoras de colonia

(UFC) por miligrama de tecido, ocorre a interrupcdo do processo de cicatrizacio,

mesmo com a utilizacdo de enxertos ou recobrimentos secundarios.



Tese de doutorado Introdugédo 31

A infec¢ao por bactérias atinge a fase inflamatéria de maneira a prolonga-la,

resultando na reepitelizacdo, contragdo e deposicdo de colageno, o que da origem,

nestas condi¢des, ao tecido necrosado.

1.2. Tratamento de feridas cronicas — técnicas de desbridamento

Os agentes e procedimentos utilizados para o tratamento de feridas crénicas

sao diversos, onde técnicas de desbridamento sdo comumente empregadas. O

desbridamento nada mais € do que a limpeza, que tem como objetivo a remogao de

tecidos necrosados e corpos estranhos que permaneceram aderidos ao leito da

ferida. As técnicas de desbridamento s&o divididas em cirurgico, mecanico, autolitico

e enzimatico [1-3].

No desbridamento cirurgico, como o préprio nome ja diz, a remocao dos

detritos € realizada através de uma intervengao cirurgica. Entretanto, existem muitos

pacientes com restricobes a esse processo, sendo necessaria a utilizacado de

tratamentos alternativos.

O desbridamento mecanico € a menos seletiva dentre todas as técnicas,

podendo causar dano ao novo tecido de granulagao. O local € lavado com jatos de



Tese de doutorado Infroduggo 32

agua e sao utilizados curativos de gaze (secos ou umidos) para auxiliar o processo

de limpeza.

O desbridamento autolitico consiste em um procedimento seletivo, onde

curativos umidos tais como hidrogéis, alginatos e hidrocoldides (Figura 2) sao

empregados para promover a acdo de enzimas do préprio corpo capazes de

remover o tecido nao viavel. Contudo, trata-se de um procedimento lento, onde

geralmente sdo empregados outros métodos de desbridamento como alternativa.

Mecanismo de acdo da hidrofibra,

Figura 2. Curativo Aquacel ® formado por fibras de carboximetilcelulose sodica.

Fonte: http://www.convatec.com.br, acessado em 06/2011.
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Por fim, no desbridamento enzimatico, enzimas proteoliticas sao utilizadas

para a remogao dos tecidos necrosados. Este método € bastante seletivo e

promove, assim como o autolitico, a formacéo do tecido de granulagio. Entretanto,

os procedimentos de aplicacdo dessas enzimas causam dor consideravel aos

pacientes. Geralmente, sao realizados utilizando-se materiais duros para a

distribuicdo homogénea da pomada contendo a enzima por toda a extensdo da

ferida, seguidos de cobertura com curativo de gaze.

Neste sentido, os curativos a base de hidrogel apresentam-se como materiais

promissores, pois além de manterem uma umidade ideal ao processo de

cicatrizagdo, estes sdo macios e nao causam danos aos tecidos de granulagao.

Além disso, os hidrogéis podem atuar como sistemas de liberacdo de ativos que

aumentam a eficiéncia do tratamento.

1.3. Hidrogéis

Hidrogéis sdo redes poliméricas capazes de absorver e reter volumes de

agua e fluidos corpéreos sem se dissolver [5]. Para isso, os hidrogéis possuem em

sua estrutura por¢des ou dominios hidrofilicos que sao hidratados, além de ligagdes
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cruzadas entre as cadeias poliméricas, dando origem a sua estrutura 3-D (Figura 3)
[5]. As ligagdes cruzadas, ou reticulagdes, sao tipicamente de natureza covalente ou
ibnica. Todavia, ligagbes hidrogénio, forcas de Van der Waals e interagoes
hidrofébicas também podem formar reticulagbes, gerando redes intumescidas que

possuem o comportamento de hidrogéis [6].

-

Figura 3. llustracdo da estrutura 3-D dos hidrogéis.

Deste modo, os hidrogéis sdo comumente classificados como quimicos ou

fisicos, de acordo com a natureza das suas ligagbes cruzadas. Além disso, podem

ser de origem natural ou sintética, neutros ou iénicos, formados ou ndo a partir de

IPNs ou semi-IPNs (IPN - interpenetrating polymer network - rede polimérica

interpenetrante) [6, 7].
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A poli(A-vinil-2-pirrolidona) (PVP) vem sendo amplamente utilizada para a

producao de hidrogéis visando aplicagoes biomédicas [8-21]. Este polimero destaca-

se por ser biocompativel e apresentar carater hidrofilico e hidrofébico (anfifilico) [22,

23], o que possibilita a formacéo de hidrogéis, bem como a inclusdo de moléculas de

interesse com natureza hidrofobica.

O grupo de pesquisas liderado pelo Prof. Dr. Luiz H. Catalani tem se dedicado

ao longo dos anos no desenvolvimento de hidrogéis a partir de PVP (Figura 4), bem

como no estudo de diferentes métodos de producéo [10, 15, 18, 24-26]. Dentre as

principais metodologias para a reticulagido da PVP, destacam-se duas que possuem

alta relevancia na producdo de macroradicais neste trabalho: a utilizagdo de

radiacao UV-C e reacao de Fenton.

Figura 4. Hidrogel de PVP.

Fonte: http://www.revistapesquisa.fapesp.br, acessado em 06/2011.
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A Figura 5 apresenta os principais sitios de geracdo de macroradicais na
estrutura da PVP via fotdlise. A utilizacao da radiacao UV-C para a reticulagao de
polimeros e formagédo de hidrogéis possui a vantagem de excluir as impurezas e
tracos de monémeros e/ou moléculas conectoras comumente utilizadas na formacéao
de ligagdes cruzadas. Possui ainda vantagens com relagao a utilizacdo de radiagao

gama (y), visto que o aparato necessario a radiagao UV-C é consideravelmente mais

simples.
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Figura 5. Esquema ilustrativo dos possiveis sitios de reticulagao da PVP via radiagao

UV-C.
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Em termos operacionais, a utilizagdo da reagdo de Fenton como metodologia

para a reticulagdo da PVP apresenta vantagem ainda maior, pois nao exige

equipamento algum. Por outro lado, envolve a geragao e complexacao de Fe3*, o

que pode representar um problema caso seja necessario a incorporagdo de

moléculas ou biomoléculas sensiveis a este ion. A Figura 6 ilustra as possibilidades

de geracao de macroradicais na estrutura da PVP através da reagao de Fenton.

A reacao de Fenton compreende uma sequéncia de processos redox que

resultam na geracdo de radicais hidroxila, altamente reativos. Tal processo ocorre

pela reacado das espécies Fe2* e H2Oo, conforme representado de maneira global

pela Equacao 1. Além de aplicada a produgado de hidrogéis, a reagao de Fenton é

largamente utilizada no tratamento de aguas e efluentes [27, 28].

Fe?* + H,0, » Fe3* + OH + OH™ (Eq. 1)
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Figura 6. Esquema ilustrativo dos possiveis sitios de reticulagao da PVP via reagao

de Fenton.

Trabalhos como o publicado por Wichterle e Lim [29] conferiram impacto a
utilizagdo dos hidrogéis como biomateriais. Além da capacidade de reter fluidos,
propriedades como maciez e elasticidade tornam os hidrogéis interessantes
materiais para aplicagdes como sistemas de encapsulacao e liberagédo controlada de

farmacos ou curativos para feridas crénicas e queimaduras.
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1.2.1. Hidrogéis para o tratamento de feridas

As vantagens da utilizagdo de materiais com caracteristicas de hidrogéis para

o tratamento de feridas tém sido apontadas ha tempos [30]. Historicamente, a

protecao do leito da ferida contra agentes externos tem sido parte integrante do

tratamento. Além disso, trabalhos como os publicados por Winter [31], Hinman e

Mailback [32] apontaram que o processo de reepitelizacdo € consideravelmente

melhorado em feridas Umidas quando comparado ao tratamento realizado em feridas

Secas.

Adicionalmente, o trabalho publicado por Winter descreve a importancia da

manutencado da umidade do leito da ferida, auxiliando enzimas como as colagenases

e proteinases na capacitacido de migracao de células através da ferida para onde ha

fibrina. Quando uma ferida fica seca ocorre a formacado de uma crosta, fazendo com

que as células epiteliais penetrem mais profundamente na ferida para encontrar a

umidade necessaria para a sua proliferacao.

Atualmente, muitas empresas tém focado no desenvolvimento da tecnologia

de produgao de hidrogéis para aplicagdo em curativos para feridas ou mesmo para

cuidados da pele em geral. Como exemplo dessas companhias tem-se a Zhejiang
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Kanglidi Medical Articles Co. Ltd., que desenvolve diversos kits de primeiros

socorros e, dentre estes, hidrogéis com ou sem ion prata em diferentes formatos

para a adequacao a diferentes feridas. A AquaMed Technologies INC., comercializa

hidrogéis de PEO/PVP, utilizando radiagao de alta energia como fonte principal de

reticulagcao.

De maneira geral, espera-se que um curativo seja capaz de manter a

umidade ideal no leito da ferida, ocasione minima dor ao paciente durante o

tratamento, absorva os exudatos produzidos, seja de facil aplicacdo e remocgao e

mantenha a integridade do tecido de granulagédo. Além disso, o curativo deve conter

ativos que promovam a cicatrizagdo de maneira mais eficiente e seja poroso,

permitindo trocas gasosas entre o leito da ferida e 0 ambiente.

Neste sentido, a eletrofiagdo apresenta-se como uma técnica bastante

promissora para produgao de materiais porosos a partir de fibras.

1.4. Eletrofiagdo

Os processos convencionais aplicados a producdo de fibras poliméricas

possuem a limitagdo de nao gerar fibras menores que 2 um. Neste sentido, a
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eletrofiagao (electrospinning) apresenta-se como uma técnica relativamente simples,

de baixo custo e eficiente para a produg¢do de materiais fibrosos na escala

nanomeétrica e sub-micrométrica. O produto resultante da eletrofiagcdo € uma malha

tramada na forma de um nao-tecido com elevada area superficial [33-35].

Os materiais produzidos por eletrofiacdo sao maleaveis, podendo adquirir

uma variedade de formas e tamanhos. Além disso, existe a possibilidade de se

controlar a composicdo das malhas para alcangar uma propriedade desejada,

principalmente quando caracteristicas interfaciais e porosidade possuem significativa

importancia [36]. Desta maneira, as nanofibras podem ser produzidas por uma

imensa variedade de materiais, incluindo polimeros sintéticos e naturais [33, 34].

Embora a utilizagdo da eletrofiacdo na produgao de materiais fibrosos tenha

ocupado posigao de destaque nos ultimos anos, os primeiros relatos da producgao de

nanofibras foram publicados nos Estados Unidos em 1902 [37, 38]. Apés isso,

muitas patentes foram publicadas nas décadas de 30 e 40, descrevendo

experimentalmente esta técnica, dentre elas a patente de Formhals, publicada em

1934 [39].
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Devido a inumeras vantagens, a técnica de eletrofiagdo tem despertado a

atencdo de muitos pesquisadores, resultando na produgao de materiais para as mais

diversas aplicacgbes, tais como: filtros, sensores quimicos e éticos, suportes para

crescimento celular e imobilizacdo de enzimas, curativos, sistemas de liberagao

controlada, entre outros [33, 34, 40, 41].

A técnica de eletrofiagdo possui semelhangas em termos operacionais com a

técnica de eletropulverizagcao (electrospraying). O equipamento de eletrofiagdo é

simples, sendo composto por uma fonte de alta voltagem conectada a uma agulha

de pequeno diametro (spinneref), uma bomba de infusdo e um alvo coletor metalico.

Pode ser configurado nas posi¢coes horizontal e vertical, adequando-se as diferentes

necessidades dos sistemas poliméricos utilizados (Figura 7).
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Figura 7. Esquema simplificado do equipamento de eletrofiagdo configurado na

posicao vertical.

O procedimento geral baseia-se no estabelecimento de um campo elétrico

entre o coletor metalico e a agulha conectada ao recipiente contendo a solugéo ou

fundido polimérico. Em consequéncia deste campo elétrico, cargas séo injetadas no

sistema polimérico, que é forgado a passar através da agulha pela agao da bomba

de infusdo. Inicialmente, devido a tensdo superficial da solucdo, é formada na

extremidade da agulha uma gota com superficie esférica ou semi-esférica, que é

alongada quando as forgas de atragdo superam a tensdo superficial do liquido ali

presente, gerando uma estrutura conhecida como cone de Taylor. Neste momento, a

solugéo polimérica é ejetada em diregdo ao anteparo coletor, e, durante o trajeto
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ocorre a evaporagao do solvente e eventos que resultam no estiramento e na

deposicio de fibras de diametros nanométricos e sub-micrométricos [34].

Os eventos que geram a elongacgao e a redugao significativa do didmetro do

jato polimérico sdo, majoritariamente, provocados pelo acumulo de cargas na

superficie que se repelem. Esta repulsdo é€ o fator basico que promove o

estiramento. Além disso, a distribuicdo heterogénea das cargas na superficie

acabam gerando instabilidade do jato polimérico em seu trajeto, sendo expressada

por um movimento de chicoteamento conhecido como whipping. [34, 42]

A espessura da malha formada, bem como caracteristicas morfolégicas, tais

como diametro das fibras, porosidade e tamanho de poro podem ser controlados a

partir de parametros de solucdo (viscosidade, tensdo superficial, elasticidade e

condutividade) e variantes do processo de eletrofiacdo (voltagem aplicada, fluxo,

distancia de trabalho, entre outras).

Diversos tipos de coletores metéalicos podem ser utilizados no processo de

eletrofiagdo. Estes coletores sdo determinantes em relagao a orientacdo das fibras

produzidas, que podem ser depositadas de maneira randémica ou orientadas em

uma dada diregao (Figura 8), adequando-se a aplicagao desejada.
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Figura 8. Imagens ilustrativas de MEV de fibras de PLGA/SAA produzidas por
eletrofiacdo e coletadas de maneira (b) randémica e (d) orientada. Reproduzido de

Griffin, 2011 [43].

Para se obter éxito nos materiais produzidos por eletrofiagdo, as propriedades

devem estar adequadas a aplicagdo desejada, conforme ja mencionado. No caso de

materiais destinados ao tratamento de feridas, devem proporcionar a regeneragao

do tecido, atuando nas diferentes frentes que auxiliem o processo de cicatrizagao.

Neste sentido, curativos produzidos por eletrofiagdo possuem a vantagem de

serem porosos, estruturalmente semelhantes a matriz extracelular, e formados a

partir de sistemas que podem conter diversos ativos favoraveis ao tratamento de

feridas e queimaduras.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho é a producido de hidrogéis de PVP

nanoestruturados e multifuncionais com potencial aplicacao no tratamento de feridas

crébnicas e queimaduras. Tais curativos foram idealizados para auxiliarem

significativamente nos tratamentos acima mencionados por possuirem ativos

bactericidas, fungicidas e desbridantes incorporados em sua estrutura. A produgao

de hidrogéis capazes de liberar moléculas que apresentem atividades

antiinflamatéria, antioxidantes e analgésica também fizeram parte dos objetivos

deste trabalho.

2.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos deste trabalho tém-se:

i) a producdo de hidrogéis de PVP, PVP/AgNP, PVP/AgNP/Imidazol

nanoestruturados por eletrofiagdo e reticulados com a utilizacdo de (a)

radiacdo UV-C e (b) reagado de Fenton.
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ii) o estudo das caracteristicas fundamentais destes hidrogéis, tais como

morfologia, fracdo gel, razdo de intumescimento, atividade biologica e perfil de

liberacido de proteinas destes materiais.

iiil) a produgao e caracterizagao de hidrogéis fisicos formados a partir de

blendas de PVP/Polianidridos derivados de hidroxicinamatos e do acido

salicilico.

iv) obtengao de fibras de PVP/Polianidridos via eletrofiagao.

V) sintese de novos polianidridos.



Tese de doutorado Experimental 48

3. EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

Todos os reagentes para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados

da maneira em que foram recebidos, sem nenhuma purificacao extra.

Os compostos, polimeros, proteinas e solventes utilizados e suas fontes encontram-

se descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Materiais utilizados para os experimentos, especificacdes e fonte.

Reagente Empresa

Poli( M-2-vinil-pirrolidona) K90, Mw 1.300.000 ISP technologies; Sigma-Aldrich
Poli( AN-2-vinil-pirrolidona) K30, Mw 56.000 Sigma-Aldrich

Etanol Sinc

N, N-dimetilformamida Mallinckrodt
Nitrato de prata Sigma-Aldrich
Albumina de soro bovino Sigma-Aldrich
Colagenase Tipo | Sigma-Aldrich
Colageno Tipo | Sigma-Aldrich
TES Sigma-Aldrich
Imidazol Sigma-Aldrich
Acido fertlico Sigma-Aldrich
Acido sinapico Sigma-Aldrich

Acido p-cumarico Sigma-Aldrich
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Acido salicilico Sigma-Aldrich
Trifosgénio Sigma-Aldrich
Cloroférmio Sigma-Aldrich
Diclorometano Sigma-Aldrich
Tetraidrofurano Sigma-Aldrich
Cloreto de calcio Sigma-Aldrich
Ninidrina Sigma-Aldrich
Citrato de sédio Sigma-Aldrich
Etileno glicol éter monoetilico Sigma-Aldrich
Cloreto estanoso Sigma-Aldrich
npropanol Sinc

Eter dietilico -

Acido cloridrico Sigma-Aldrich
Trietilamina Sigma-Aldrich
Sulfato de magnésio Sigma-Aldrich
Peréxido de hidrogénio Sinc

3.2. Metodologias

3.2.1. Producdo das nanofibras de PVP via eletrofiagdo

As nanofibras de PVP foram obtidas através de solugao de PVP 15% m/v em

EtOH:DMF (1:1). Esta solugdo, apos 48 horas de agitacdo, foi submetida a

eletrofiacdo com voltagem, distancia de trabalho e fluxo de alimentacdo de 20 kV, 20

cm e 3 mL/h, respectivamente. Umidade e temperatura foram mantidas controladas
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(40-50% e 20°C, respectivamente). Realizou-se um planejamento fatorial (23) com o

intuito de avaliar a influéncia dos principais paradmetros de eletrofiagdo (variaveis

independentes) no diametro médio das nanofibras (variavel dependente). Os valores

utilizados para as variaveis independentes encontram-se dispostos na Tabela 2. Os

resultados obtidos a partir deste planejamento fatorial foram analisados com a

utilizagdo do programa Statistica 5.0 (StatSoft Inc.).

Tabela 2. Valores utilizados para as variaveis independentes do processo de

eletrofiacao.

Variaveis independentes =) )

Voltagem aplicada (kV) 12 26
Distancia de trabalho (cm) 10 24

Fluxo de alimentagdo (mL/h) 1,5 5,0

3.2.2. Reticulagao das malhas eletrofiadas de PVP via radiagdao UV-C

A reticulacdo das malhas eletrofiadas através da radiacdo UV-C foi realizada

em camara de irradiacdo (LuzChem ICH2) com um conjunto de 6 lampadas UV-C

(Sankyo Denki G8T5 - A=254 nm). A distancia entre as lampadas e as amostras foi
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mantida constante (15 cm), variando-se apenas as doses de irradiagao entre 8 e 80

kd/cm2, aproximadamente .

3.2.3. Reticulagdo das malhas eletrofiadas de PVP via reagdo de Fenton

A reticulacado das malhas utilizando-se o sistema Fenton foi realizada de

acordo com o seguinte procedimento adaptado da literatura [10]: Adicionou-se H20>

a solucao de PVP 15% em EtOH:DMF (1:1) de modo a ter-se concentragao final de

H202 igual a 50 mM. Essa solugao foi eletrofiada em seguida, produzindo nanofibras

de PVP/H20:2. As nanofibras obtidas foram mergulhadas em uma solu¢ao aquosa de

FeSO4 (concentracédo variando de 5 a 120 mM) para a reticulagao, a temperatura

ambiente.

3.2.4. Determinacéo da fragao gel

A fracdo gel dos hidrogéis reticulados por radiacdo UV-C e Fenton foi

determinada através da extragdo da fragdo soluvel (polimero nao reticulado) em

extrator Soxhlet, durante um periodo de 30 horas utilizando-se agua deionizada

como solvente. As amostras foram empacotadas em bolsas de nylon para manter a
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sua integridade durante a extragdo e, apdés as 30 horas, foram secas em estufa a
70°C até atingirem massa constante. Apos isso, tiveram suas massas determinadas

e a fracao gel calculada de acordo com as equagdes que se seguem:

S(%) = (de;WJ %100 (Eq. 2)

g(%) =100 — (%) (Eq. 3)

onde, s(%) corresponde a fracdo soluvel, g(%) a fracdo gel, Wq é a massa do

hidrogel antes da extracdo e Wy € a massa do hidrogel apés a extracio.

3.2.5. Razao de intumescimento dos hidrogéis
A razdo de intumescimento (Q) dos hidrogéis obtidos foi medida através da
imersdo dos mesmos em agua deionizada, pH 6,5 a 25°C e determinada em

diferentes intervalos de tempo até sua estabilizacao, de acordo com a Equacao 4,
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Wa (Eq. 4)

onde, w; corresponde a massa do hidrogel intumescido e w; @ massa do hidrogel

S€eCO.

3.2.6. Cinética de liberagdo de albumina de soro bovino

Albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada como proteina modelo para o
estudo da cinética de liberagao a partir de trés diferentes tipos de hidrogéis de PVP,
sendo dois deles produzidos por eletrofiacdo, contendo fibras de diferentes
didmetros (150 nm e 550 nm), e um terceiro na forma de filme obtido por evaporagao
do solvente. Para tal, solugdes protéicas de BSA foram preparadas (10 mg/mL;
tampéao fostafo pH 7,4) e aplicadas (8 mL — 80 mg de BSA) sobre uma das faces dos
hidrogéis colocados em uma cela de Franz a 37°C. O experimento de liberagao teve
duracdo de 48 h e aliquotas foram retiradas a cada 2 h nas primeiras 12 h, sendo
substituidas pelo mesmo volume de tampado fosfato, e analisadas por

espectrofotometria UV-Vis a A = 280 nm.
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A fracdo de BSA liberada (F) para cada intervalo de tempo ¢ foi determinada

de acordo com a Equacéo 5,

Fo(t) = % = kt" (Eq. 5)

onde, M; € a quantidade cumulativa de BSA liberada no tempo ¢, M., corresponde a
quantidade total de BSA incorporada ao hidrogel, k representa uma constante
relacionada com a estrutura/geometria do hidrogel e n € 0 expoente que permite

obter informacgdes sobre o mecanismo de liberacdo em questio.

3.2.7. Liberagado de colagenase e determinagéo da atividade enzimatica

Colagenase tipo | foi utilizada para preparar uma solugédo 10 mg/mL em
tampao TES 0,05M enriquecido com cloreto de calcio (0,36 mM) em pH 7,5. O
procedimento de liberacdo de colagenase a partir dos hidrogéis de PVP produzidos
por eletrofiacdo seguiu os mesmos padroes descritos anteriormente para BSA,

sendo que para este a atividade enzimatica foi determinada durante o processo.
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A atividade colagenolitica foi medida utilizando-se o método colorimétrico com

ninidrina descrito na literatura, através da digestdo de colageno tipo | [44, 45].

Aliquotas da solugdo de colagenase liberadas pelo hidrogel de PVP foram

adicionadas a tubos de ensaio contendo 25 mg de colageno em 5 mL do mesmo

tampao TES e incubadas a 37 ° C por 5 horas. Apés isso, a reagao enzimatica foi

interrompida pela transferéncia de 200 mL da solucédo (por¢éo sobrenadante) para

um tubo contendo 1,0 mL de solugao de acido citrico-ninidrina (volumes iguais de

solugdo de ninidrina 4% em etileno glicol éter monoetilico com solugdo de cloreto

estanoso 7,1 mM, preparada em solugdo de citrato de sédio 0,2 M em pH 5,0) e

aquecido em banho-maria (100°C) por 20 minutos. Apds o resfriamento, 5 mL de

solugdo de rpropanol/agua (1:1, v/v) foi adicionada. A absorbéancia foi monitorada

em 600 nm, e a atividade colagenolitica foi calculada e expressa em unidades/mg.

Para este ensaio de liberagao foram aplicados 10 mg de colagenase.
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3.2.8. Producdo dos nanocompésitos de PVP/AgNP e PVP/AgNP/Imidazol via

eletrofiagcao

Os nanocompositos PVP/AgNP foram produzidos adicionando-se quantidades

variadas de AgNOs (25 - 10.000 ppm, com relagdao a quantidade de PVP) as

solugdes de PVP 15% em EtOH:DMF (1:1), seguido de agitagdo vigorosa para

promover a reducao Ag* a Ag0 seguido do processo de eletrofiagcdo. Para a

producdao dos nanocompositos PVP/AgNP/Imidazol, o imidazol (quantidades

variadas de 50 — 1.000 ppm) foi previamente coordenado as AgNPs através da

reducao da Ag* a Ag® em presenca de imidazol. Neste caso, 200 pL uma solugao de

NaBHs 0,1M foi adicionada para promover a redugdo. Em seguida, a solugéo

contendo as nanoparticulas de AgNP/Imidazol foi incorporada a solugédo de PVP e

submetidas a eletrofiagdo, mantendo-se a concentragéo final de PVP a 15%. Para

PVP/AgNP foram utilizada as mesmas condi¢bes para PVP. Para o sistema

PVP/AgNP/Imidazol as condi¢des utilizadas foram: 35 kV, 22 cm e 1,5 mL/h.
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3.2.9. Reticulagdo dos nanocompdésitos de PVP/AgNP e PVP/AgNP/Imidazol via

radiagcdo UV-C e reacgdo de Fenton

A reticulacdo dos nanocompésitos de PVP/AgNP e PVP/AgNP/Imidazol

produzidos por eletrofiacdo com radiagao UV-C foi realizada de acordo com o

procedimento ja descrito para as nanofibras de PVP na sec¢do 3.2.2. Para a

reticulacdo via reacéo de Fenton, utilizou-se 0 mesmo procedimento descrito para as

nanofibras de PVP na se¢édo 3.2.3 (adicdo de H2O-> a solugdo contendo PVP e

AgNPs, seguido de eletrofiacdo e imersao em solugao aquosa de FeSOa).

3.2.10. Estudo tedrico da interagdo entre os ligantes Af(sec-butil)-2-pirrolidona e

imidazol com AgNPs

Os calculos foram realizados com o programa Gaussian 03 para Windows e

para a visualizagao das estruturas foi empregado o programa GaussView 3.07.

As estruturas do imidazol e da AN-(sec-butil)-2-pirrolidona foram otimizadas

utilizando-se o método ab /nitio DFT (Density Functional Theory - Teoria do

Funcional de Densidade) empregado o conjunto de base: 6-311G(++)(2df, 2p)/UHF.

Para a otimizagao da geometria foi utilizado o critério de convergéncia de 106 a.u. no
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método de gradiente conjugado. Adicionalmente a esse método foi utilizado um

método de correlagéo eletrénica baseado nos trés parametros de funcional hibrido

proposto por Becke [46], com a correlacdo funcional proposta por LYP [47],

originando o funcional B3LYP [46, 47].

Para verificar se as moléculas estdo no minimo de energia potencial foram

realizados calculos vibracionais e ndo foram observadas freqliéncias imaginarias.

3.2.11 Determinacgédo da atividade bactericida e fungicida dos hidrogéis

Os ensaios bactericidas e fungicidas foram realizados em colaboracdo com o

laboratério dos professores Dra. Marina B. Martinez e Sandro R. de Almeida do

departamento de analises clinicas da FCF-USP.

Para a verificagdo da atividade bactericida, os hidrogéis foram testados contra

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli Para a

verificagdo da atividade fungicida, os hidrogéis foram testados contra Candida

albicans, C. krusel e C. parapsilosis (leveduras).

Para as leveduras, o tempo de incubagio para a verificagdo do crescimento

foi de 24 horas a 37°C. A concentracdo de inéculo (106 células/mL) foi determinada
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em camara de Neubauer. Foram aplicados 20 mL do meio de cultura contendo o

in6culo em cada placa de Petri e deixadas solidificar. Apos isso foram colocados os

hidrogéis de PVP/AgNP/Imidazol (1 x 1 cm, em concentragcdes de 100, 250, 500 e

1000 ppm) e os respectivos controles (discos de anfotericina B, miconazol e hidrogel

de PVP e PVP/AgNP).

Para as bactérias, de maneira semelhante aos fungos, as suspensdes

contendo os microrganismos foram convenientemente diluidas (de acordo com a

escala 0,5 de McFarland, 108 UFC/mL) e aplicadas as placas de Petri (20 mL) e

deixadas solidificar. Apds isso foram colocados os hidrogéis de PVP/AgNP (1 x 1

cm, em concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 1000, 5000 e 10000 ppm) e os

respectivos controles (discos de tetraciclina e hidrogel de PVP). O tempo de

incubacao para a verificagdo do crescimento foi de 18-24 horas a 37°C.

A determinagao da concentragao inibitoria minima (CIM) foi realizada através

do teste de microdiluicdo seriada das solugdes, utilizando-se placas de 96 pocos,

seguindo-se os mesmos padrdes de concentragido utilizado para os hidrogéis. Foi

realizada uma leitura visual do desenvolvimento do microrganismo nos pogos

inoculados apds 24 horas a 37°C, com relagao ao controle negativo (auséncia de
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crescimento). A CIM foi fixada para a o pogo com menor concentragao do ativo para

o qual nao foi observado crescimento.

3.2.12. Sintese dos mondémeros precursores dos polianidridos bioativos derivados de

hidroxicinamatos

A sintese dos diacidos precursores dos polianidridos bioativos foi realizada

conforme procedimento descrito na literatura [48]. O acido (ferulico, sinapico ou p-

cumarico) (24 mmol) foi solubilizado em 75 mL de THF anidro, seguido da adi¢do de

piridina (48 mmol). Cloreto de adipoila (12 mmol) foi dissolvido em 15 mL de THF

anidro e adicionado gota-a-gota (20 mL/h) na mistura reacional. A reagéo

permaneceu em agitagdo durante 24 horas em atmosfera inerte de nitrogénio. Apos

esse periodo, a mistura reacional foi precipitada em agua (600 mL) e acidificada até

pH 2 com HCI concentrado. O sdlido obtido foi filtrado, lavado com agua deionizada

(3 x 200 mL) e seco sob vacuo a temperatura ambiente.

Para a sintese dos diacidos de acido ferulico e sinapico utilizando-se cloreto

de diglicoila como molécula conectora seguiu-se 0 mesmo procedimento

experimental.
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3.2.13. Sintese dos polianidridos bioativos derivados de hidroxicinamatos

A sintese dos polimeros bioativos foi realizada conforme procedimento

descrito na literatura [48]. O diacido (ferulico, sinapico ou p-cumarico) (6 mmol) foi

solubilizado em 30 mL de DCM anidro, sob atmosfera inerte de nitrogénio.

Adicionou-se ftrietilamina (26,5 mmol) e mistura reacional foi resfriada a 0°C.

Trifosgénio (6,6 mmol) foi dissolvido em 20 mL DCM anidro e adicionado gota-a-gota

(14mL/h) a mistura reacional. A reacado foi mantida em agitacdo por 4 horas e

precipitada em éter dietilico (400 mL) seguido de filtracdo. O polimero obtido foi

solubilizado em DCM e lavado em agua acidificada (pH 2; 3 x 150 mL) em um funil

de separacdo. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio, concentrada em

evaporador rotatério e precipitado em éter dietilico. O sdlido obtido foi filtrado e seco

sob vacuo a temperatura ambiente.
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3.2.14 Produciao das blendas de PVP/Polianidridos e hidrogéis fisicos

Foram produzidas blendas de PVP com os polianidridos bioativos sintetizados

nas seguintes proporgdes (PVP/Polianidrido, m/m): 9:1, 8:2 e 7:3. O solvente

utilizado para o preparo das solugdes, a uma concentragao de 15% (m/v), foi o DMF.

As solugdes foram despejadas em uma placa de Petri de PTFE e os diferentes

filmes compostos pelas blendas foram obtidos por evaporagdo do solvente (72

horas).

3.2.15 Producao de fibras de PVP/Polianidridos por eletrofiagdo

Fibras eletrofiadas compostas por blendas de PVP/Polianidridos foram

obtidas a partir das solugdes 15% (m/v) de PVP/PAF, PVP/PAS e PVP/SAA na

proporc¢éo 7:3 (m/m).

Os valores dos parametros de eletrofiagao utilizadas para a obtencdo de

fibras encontram-se apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros de eletrofiagao utilizados na obtengao de fibras de

PVP/Polianidridos.

Sistema polimérico Solvente Voltagem (kV) Fluxo (mL/h) Distancia (cm)
PVP/PAF CHCIz e CHCIz/DMF 24 8eb 20
PVP/PAS CHCIz e CHCI2/DMF 24 8eb 20
PVP/SAA CHCIz/DMF 24 5 20

3.3. Técnicas e Equipamentos

3.3.1. Eletrofiagdo

As malhas compostas por nanofibras tramadas na forma de um nao tecido

foram produzidas em um equipamento de eletrofiacdo composto por fonte de alta

tensdo (Glassman High Voltage, Inc. Series serie EH high voltage), bomba de

infusdo (Cole-Parmer, Hz 50/60), uma placa metalica como alvo para a deposi¢ao e

um reservatorio (10 mL) acoplado com ponteira metalica (20 gauche).
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3.3.2. Espectroscopia Eletronica UV-Vis

Espectros eletrbnicos foram obtidos em espectrofotbmetro Shimadzu

Multispec-1501, com faixa de leitura de 190 — 800 nm. Para tanto, cubetas de

quartzo de duas faces com caminho 6ptico de 1,0 cm foram utilizadas.

3.3.3. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho (FTIR)

Os materiais que foram submetidos a analises por infravermelho foram

preparados na forma de filmes por evaporacdo do solvente sobre pastilhas de NaCl

ou malhas eletrofiadas. Para a aquisi¢gao de espectros no infravermelho utilizou-se o

equipamento Thermo Nicolet/Avatar 360 e Bomem MB 100, operando de 4000 a 350

cm-.

3.3.4. Microscopia Raman Confocal

Para a obtengao de espectros SERS (Surface Enhanced Raman Scattering)

utilizou-se um microscépio Raman confocal Wifec com laser de excitacdo em 532

nm, com faixa de operagao de 0 a 4000 cm' poténcia maxima de 100 mW e
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harménica em 1046 nm com poténcia maxima em 50 mW. As objetivas utilizadas

proporcionavam um aumento 100 vezes e resolucéo lateral de 400 nm.

3.3.6. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de RMN 1H foram obtidos em um equipamento Varian 400 MHz.

Para estas analises foram utilizadas amostras contendo 5-10 mg e DMSO-ds como

solvente.

3.3.7. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Micrografias foram obtidas em microscoépio eletronico de varredura equipado

com canhao eletrénico de emissao de campo JEOL, modelo FEG 7407F e em um

segundo microscépio AMRAY 71830 /. As condi¢cdes de aquisicdo das imagens estao

apresentadas nas respectivas figuras.
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3.3.8. Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em equipamento Hi-Res TGA

2950 Termogravimetric Analyzes TA Instruments. A taxa de aquecimento utilizada foi

de 10 °C/min, fluxo de nitrogénio de 50 mL/min e temperatura variando de 25 a 700

°C. As curvas obtidas foram tratadas no programa 7A Analysis.

3.3.9. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em equipamento Q200 e Q710-0535-DSC TA

Instruments. A taxa de aquecimento utilizada foi de 20 °C/min, fluxo de nitrogénio de

50 mL/min e temperatura variando de 0 a 250 °C em rampa de

aquecimento/resfriamento/aquecimento. As curvas obtidas foram tratadas no

programa 7A Analysis.

3.3.10. Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC)

As massas molares médias (Mw), bem como a razdo Mw/Mn que é o indice de

polidispersividade (PDI), foram determinados por cromatografia por exclusdo de
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tamanho (SEC), realizadas em cromatografo Perkin-Elmer, equipado com um

detector de indice de refracado (Series 200), bomba LC (Series 200) e injetor

automatico (/SS 200), com fluxo de 0,5 mL/min. A concentracdo das amostras

injetadas foi de 10 mg/mL em DCM, aproximadamente, filtradas previamente em

fitro PTFE 0,45 ym. Foram utilizadas Jordi (7,8 x 300 nm, Alltech Associates,

Deerfield, IL) utilizando-se DCM como fase movel. Os valores de massas molares

foram reportados com relacdo a padroes de poliestireno utilizados na construcao de

curvas de calibragao.

RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE 1

4. HIDROGEIS DE PVP PRODUZIDOS POR ELETROFIAGAO

4.1. ConsideracgOes gerais

A PVP (Figura 9) foi escolhida como polimero base para a produg¢ao dos

hidrogéis nanoestruturados, pois este polimero € adequado a aplicagdo como

curativo para feridas. Dentre as principais caracteristicas destacam-se a sua
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biocompatibilidade [49], e a sua propriedade anfifilica. Desta maneira, a PVP possui

a hidrofilicidade necessaria a formagao de hidrogéis e a hidrofobicidade que permite

a sua interacao com farmacos e outros polimeros de interesse.

Figura 9. Estrutura quimica da PVP.

Além disso, a PVP tem sido amplamente utilizada para a produgdo de

hidrogéis a partir da irradiagédo com feixe de elétrons ou radiagdo gama de solugoes

aquosas, onde ocorre primeiramente a radiolise da agua seguida da produgéo de

radicais hidroxila [20, 49-51]. Estes radicais reagem rapidamente com a PVP, onde

sdo produzidos macroradicais que se recombinam e d&o origem as ligacGes

cruzadas [18, 49, 50]. Outras metodologias de produgao de hidrogéis de PVP sao

através do uso das reacdes de Fenton e foto-Fenton [10, 15]. Em ambos 0s casos,

radicais hidroxila sdo gerados a partir de rea¢des de oxidagao-redugdo envolvendo
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as espécies Fe?* e H2O2. Na reagao de foto-Fenton utiliza-se radiagédo UV (355 nm)

gue incide sobre os ions Fe3* hidratado, proporcionando sua reducao e formacao de

radicais hidroxilas que resultam na formacdo de macroradicais nas cadeias da PVP,

provocando a sua reticulacao.

Embora seja vasta a quantidade de materiais a base de hidrogéis produzidos

com PVP [9, 14, 18, 24, 49, 52-58], hidrogéis multifuncionais e estruturados a partir

de nanofibras de PVP compreendem um novo campo de estudo para a area dos

biomateriais. Nesta se¢do encontram-se descritos os principais resultados obtidos

acerca do estudo feito para a obtengao deste tipo de hidrogel.

4.2. Estudo da producédo das nanofibras de PVP por eletrofiacédo

A literatura a respeito dos materiais desenvolvidos para aplicacoes

biomédicas é bastante enfatica na importancia do devido controle sobre a liberagéo

de ativos [1, 59-63]. Neste sentido, a técnica de eletrofiagao é bastante promissora

na producao de materiais estruturados em escala nanométrica com aplicacado em

sistemas de liberagdo controlada [64-67].

O trabalho publicado por Yang e colaboradores [68] teve como abordagem

principal a avaliagdo do efeito de alguns solventes na obteng¢do de nanofibras de
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PVP produzidas por eletrofiagdo. Neste sentido, a etapa inicial do projeto baseou-se

no desenvolvimento de condigdes ideais de eletrofiagdo para a producio de fibras

de didametro controlado. Com isso, espera-se obter uma relacdo entre o didmetro

médio das fibras produzidas, que exercera direta influéncia sobre o tamanho dos

poros e, consequentemente, na cinética de liberagao [67].

Um planejamento fatorial (23) foi realizado com o intuito de se estabelecer

condicbes de eletrofiagdo que pudessem resultar em (a) fibras de menores

didmetros e (b) fibras de maiores didmetros. Este tipo de planejamento realizado em

dois niveis é bastante simples e constitui uma importante ferramenta para o estudo

mais detalhado de um sistema.

Os parametros de controle escolhidos para avaliagdo foram voltagem

aplicada, distancia de trabalho (distancia entre o orificio da agulha e o coletor

metalico) e fluxo de alimentagdo do sistema (velocidade com que a solugdo é

ejetada para fora da agulha). A Tabela 4 apresenta as condi¢des de producido das

nanofibras de PVP, bem como os didametros médios obtidos.
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Tabela 4. Valores utilizados para as variaveis independentes na produgao de
nanofibras de PVP por eletrofiacdo e respectivos didmetros obtidos (variavel

dependente).

Variavel
Ensaios Variaveis independentes
dependente

Voltagem (kV) Distancia (cm) Fluxo (mL/h) Diametro médio

X y z (nm)

1 26 24 5 350+80

2 26 24 15 300+100
E 12 24 5 550£70 |

4 12 24 1.5 500£90

5 26 10 5 20070
[ 6 26 10 15 150470 |

7 12 10 5 500+60

8 12 10 15 40070
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De acordo com a Tabela 4, observa-se que as condigdes 3 e 6 foram as que

resultaram na producdo de fibras de PVP de maiores € menores diametros,

respectivamente. Os resultados também revelaram que as trés variaveis avaliadas

(voltagem, distancia e fluxo) foram estatisticamente relevantes para o sistema, ou

seja, exercem influéncia sobre o diametro final das fibras (valores de efeito

mostrados na Tabela 5). Contudo, a voltagem aplicada apresentou-se como o

parametro estatisticamente mais significativo dentre os analisados. Tal fato pode ser

constatado através do alto valor de efeito principal obtido, quando comparado com a

distancia e o fluxo (Tabela 5). O sinal negativo representa o efeito inverso da variavel

sobre o sistema, ou seja, no caso da voltagem quanto maior o seu valor, menor o

didmetro obtido para as fibras.

Tabela 5. Valores de efeito principal, F-calculado* e valor-p para o diametro médio

obtidos para as variaveis independentes e suas interagoes.

Variaveis  Efeito principal F-calculado Valor-p

Voltage (x) -230.02 38.5 1.00 x 105
Distancia () 141.08 14.5 1.42 x 103
Fluxo (2) 85.23 5.28 3.45 x 102

xey 49.28 1.76 2.01x 10
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xez -34.86 0.88 3.60 x 101
vez -3.20 0.007 9.32x 101

*Fo (F teodrico) = 4,49; o = 0,05 e GL (grau de liberdade) = 16

O fluxo de alimentagdo do sistema foi a variavel que apresentou menor

influéncia sobre o diametro final das fibras, da mesma forma com que sua interagéo

com a distancia também foi a menos significativa (y e 2).

A analise da variancia (valor de F) atribui significancia ao resultado obtido, ou

seja, se o valor de F calculado € numericamente maior do que Fgp entdo pode-se

considerar o efeito apresentado como estatisticamente relevante. De acordo com a

Tabela 5, todas as variaveis sao estatisticamente relevantes, sendo que o mesmo

nao pode ser observado para as interagdes entre elas [10, 69, 70].

O valor de p se relaciona com a confiabilidade dos resultados obtidos, de

maneira que quanto menor for o valor de p, mais confiavel € o resultado. Assim,

constata-se que o menor valor obtido para p esta associado a variavel x (voltagem

aplicada), sendo maior para as demais variaveis e suas interagdes [10, 69, 70].

A morfologia das nanofibras de PVP obtidas com a realizagdo deste

planejamento fatorial foi avaliada por microscopia eletrbnica de varredura e as
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imagens estdo apresentadas na Figura 10. Constatou-se que, para todos os

materiais produzidos, as nanofibras se apresentaram uniformes e livres da presenca

de gotas ou aglomerados poliméricos na estrutura.
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1L 1]

Figura 10. Imagens representativas de MEV das nanofibras obtidas por eletrofiacdo
para as amostras relacionadas ao planejamento fatorial (23). Os numeros de cada

figura equivalem ao numero da amostra dos ensaios apresentados na Tabela 4.
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4 3. Reticulagido das nanofibras de PVP produzidas por eletrofiagdo

Para a reticulacdo do PVP foram escolhidas duas técnicas: (1) incidéncia de

radiacdo UV-C e (2) reacdo de Fenton. O laboratério de Biomateriais Poliméricos do

IQ/USP tem trabalhado na produgao de hidrogéis a partir de solugdes e filmes de

PVP produzidos por evaporagado do solvente, além de hidrogéis obtidos a partir de

nanoesferas [10, 15, 18, 25]. Contudo, a obtengao de hidrogéis estruturados a partir

de nanofibras de PVP produzidas por eletrofiacdo esta sendo descrita pela primeira

vez neste trabalho.

4 3. Reticulagio via radiagdo UV-C

A aplicagao de radiacdo UV-C para a reticulagado de PVP vem sendo

amplamente utilizada para a producdo de hidrogéis [26, 55, 71, 72]. A principal

vantagem da utilizagcdo deste tipo de radiacido para a producdo de hidrogéis

comparando-se com a radiagdo gama esta em sua acessibilidade.

As malhas de PVP produzidas por eletrofiagcdo foram submetidas a radiagao

UV-C por diferentes intervalos de tempos, ou seja, sob diferentes doses de radiagao.



Tese de doutorado Resultados e Discussdo — Parte 1 77

A Figura 11 apresenta os intervalos de tempo dentro dos quais as amostras foram

irradiadas e os respectivos valores de fragao gel (%) obtidos.

-
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Figura 11. Frac&o gel obtida para os hidrogéis nanoestruturados de PVP reticulados

sob diferentes doses de radiagao UV-C.

Os resultados obtidos foram muito satisfatorios e comparaveis as fragdes gel

obtidas para hidrogéis de PVP produzidos a partir de solugdes. Entretanto, esses

hidrogéis apresentaram-se superiores quanto a velocidade de formacdo de materiais

com fragdo gel acima de 80%. Constatou-se que, para malhas de PVP com

espessura aproximada de 150 micrometros, o tempo necessario para se produzir 0s
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hidrogéis desta qualidade foi de apenas 10 minutos (cerca de 25 kJ cm-2), contra

aproximadamente 120 minutos (cerca de 300 kJ cm2) para aqueles obtidos a partir

de membranas produzidas por evaporagao do solvente.

As razbes que explicam tal comportamento nao foram alvo de estudo neste

trabalho. Contudo, por se tratar de um material nanoestruturado, a area superficial é

substancialmente aumentada nesta escala, trazendo novas propriedades ao material

[73], quando comparado a um material que ndo se encontra estruturado em escala

nanomeétrica. Com isso, as propriedades Opticas do material podem colaborar para o

aumento da velocidade de reticulagdo, pois o aumento da ocorréncia de

espalhamento de luz, causada pelas nanoestruturas, pode permitir que esta luz

espalhada seja absorvida.

4.4. Reticulagio via reagdo de Fenton

A utilizagdo da reagcdo de Fenton como metodologia para a reticulagao e,

consequentemente, formagao de hidrogéis de PVP possui a vantagem de constituir

um processo extremamente rapido que ndo exige um equipamento especifico, tal

como 0s processos que usam irradiacdo. A produgdo de hidrogéis de PVP via
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reacdo de Fenton a partir de solugcbes foi estudada amplamente por Barros e

colaboradores [10], sendo posteriormente aplicada a formagéo de nanogéis de PVP

[25].

As concentragcoes de H2xO2 e Fe2*, previamente estabelecidas para a

producao de hidrogéis a partir de solu¢gdes aquosas de PVP/H202 e Fe?* via reagao

de Fenton n&o foram adequadas para o sistema proposto neste trabalho. De acordo

com a literatura, a relagédo 6tima da razao H20Oo]/[Fe2*] é proxima a 10 [10]. Contudo,

utilizando-se aqui as mesmas condi¢des, ndo foi observada a formagao de hidrogel

de PVP, e sim a completa dissolucao da malha eletrofiada.

Um dos fatores ao qual este comportamento pode ser atribuido é a

competicdo existente entre os processos de reticulagdo e solubilizagdo, visto que a

malha de PVP/H202 € amplamente soluvel em agua. Desta maneira, uma alternativa

encontrada foi aumentar a concentracao de Fe2* na solugdo, pois esse aumento

acarretaria uma melhora da cinética desta reacgao, favorecendo a reticulacao frente a

solubilizacdo.

Neste sentido, a fragao gel (%) foi determinada para diferentes concentragoes

de Fe?* na solugao, mantendo-se constante a concentragao de H202> no material (50
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mM). De acordo com os resultados apresentados na Figura 12, observou-se que a

concentragao minima de Fe2* para obter um hidrogel manipulavel (fracdo gel em

torno de 78%) é de aproximadamente 10 mM. Esse valor de fragcdo gel atinge

aproximadamente 95%, quando a reticulagdo ocorre em solu¢des de concentragao

120 mM de Fe2*. Os valores de fragdo gel obtidos para os hidrogéis compostos por

nanofibras mostraram-se comparaveis aos produzidos a partir de solucdo de PVP

[10].

Os valores de fragdo gel encontrados para os hidrogéis nanoestruturados de

PVP reticulados através da reacao de Fenton mostraram-se superiores quando

comparados aos obtidos neste trabalho para radiacao UV-C.
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Figura 12. Fracao gel obtida para os hidrogéis nanoestruturados de PVP reticulados

sob diferentes concentragoes de Fe2*, via reacao de Fenton.

4.5. Razao de intumescimento dos hidrogéis de PVP produzidos por eletrofiagao

Os hidrogéis de PVP nanoestruturados tiveram suas razbes de

intumescimento (Q) determinadas em agua deionizada por um periodo de 180

minutos.

De acordo com a Figura 13, observa-se uma maior capacidade de

intumescimento em intervalos mais curtos de tempo para os hidrogéis reticulados via

reacdo de Fenton quando comparados aos reticulados com radiacao UV-C.
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Entretanto, ao final dos 180 minutos a diferenca entre eles diminui

significativamente. O valor maximo de (@ obtido para esses hidrogéis nestas

condi¢cdes foi de 28 para os produzidos por Fenton e 25 para aqueles reticulados

com radiagao UV-C.

Macrogéis de PVP produzidos a partir de solugao e reticulados por Fenton

(com fracdo gel comparavel) possuem uma razdo de intumescimento de

aproximadamente 24, sendo, portanto, da mesma ordem de grandeza do

apresentado pelo hidrogel nanoestruturado. Nas nanoesferas de PVP reticuladas por

Fenton [25] houve aumente expressivo, pois naquele caso tanto a area superficial

guanto os graus de liberdade eram muito maiores, apresentando Q relativo a um

hidrogel superabsorvente.
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Figura 13. Raz&o de intumescimento para os hidrogéis de PVP produzidos por

eletrofiacao e reticulados por (®) radiacdo UV-C e (B) reacido de Fenton.

Em relagao aos hidrogéis reticulados com radiagao UV-C, estes mostraram-se

comparaveis aos macrogéis de PVP em termos de razdo de intumescimento [9]. Nao

€ possivel inferir sobre o efeito das nanoestruturas na razdo de intumescimento para

0 caso dos hidrogéis, tanto obtidos por Fenton como por radiagao UV-C, devido a

auséncia dos valores de densidade de reticulagéo para esses sistemas.



Tese de doutorado Resultados e Discussdo — Parte 1 84

4.6. Andlise da estrutura porosa dos hidrogéis

Membranas compostas por nanofibras produzidas por eletrofiagdo possuem

espacos intersticiais entre as fibras que s&o analogos aos poros presentes em outros

tipos de membranas [34]. Desta maneira, quando estes materiais sao reticulados e

intumescidos dao origem a poros resultantes destes espagos intersticiais, de modo

que séo interconectados. Por outro lado, poros formados pelo intumescimento de

hidrogéis produzidos a partir de filmes, que sao cavidades na rede 3-D resultantes

dos espacos formados pela presengca da agua, podem ou n&o apresentar

interconexao com outros poros.

As malhas de PVP reticuladas com radiacdo UV-C e reacdo de Fenton

tiveram suas morfologias investigadas por microscopia eletrénica de varredura apds

intumescimento e secagem (Figura 14). As imagens revelam a formacido de

estruturas altamente porosas, com poros que sido, aparentemente, interconectados

entre si. A técnica de MEV é largamente utilizada para o estudo da porosidade de

materiais produzidos por eletrofiacdo, visto que técnicas como porosimetria de

mercurio podem ser destrutivas devido a alta pressao aplicada [34]. Entretanto, uma

analise de poros via MEV é limitada, pois fornece informagdes apenas dos poros que
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se encontram na superficie do material. Ambos os hidrogéis possuem didametro de

poro variando de 1 a algumas dezenas de micrometros, onde a estrutura fibrosa é

parcialmente mantida (Figura 14)

Figura 14. Imagens representativas de MEV de hidrogéis de PVP produzidos por
eletrofiagao e reticulados com radiagao UV-C (esquerda) e reagao de Fenton

(direita).

Outros hidrogéis de PVP descritos na literatura, a exemplo do obtido por

reagao de Fenton a partir de solugdo, apresentam valores de tamanho de poro

semelhante, que variam de 5 a 7 ym [10]. Contudo, muitos poros gerados através do

intumescimento de hidrogéis produzidos a partir de filmes ou solu¢cdes podem nao

estar interconectados. Tal fato nao ocorre com aqueles produzidos a partir de
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malhas eletrofiadas, conforme ja discutido. A Figura 15 apresenta as diferencas

estruturais em termos de poros entre dois hidrogéis reticulados através da reagao de

Fenton.
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Figura 15. Comparacgao das imagens representativas de MEV para os hidrogéis de
PVP reticulados por reagao de Fenton produzidos por solucao [10] e eletrofiacao,

respectivamente.

4.7. Ensaios de liberagao de proteinas a partir de hidrogéis de PVP

4.7.1. Cinética de liberagdao de albumina de soro bovino (BSA)

Existe um grande esforgo tanto em ciéncia académica quanto empresarial

para a producdo de hidrogéis capazes de liberar de maneira controlada
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medicamentos de diversos tipos, tais como proteinas, peptideos e substancias

similares de interesse farmacoldgico [74-79]. Neste sentido, este trabalho também

almeja a producdo de curativos a base de hidrogel que liberem proteinas de

interesse capazes de contribuir com o processo de cicatrizacio.

A BSA foi escolhida como proteina modelo para avaliacido de dois diferentes

hidrogéis de PVP produzidos por eletrofiacdo e reticulados com radiacido UV-C. Os

hidrogéis selecionados para esse estudo sdo os apresentados na Tabela 4 e

identificados como 3 e 6, exemplo de malhas compostas por fibras de maior e menor

diametro, respectivamente. Os resultados acerca da cinética de liberagao da BSA

dos hidrogéis de maior e menor diametro estdo apresentados na Figura 16.

Hidrogéis de PVP obtidos na forma de filmes por evaporagdo do solvente também

foram produzidos para efeito de comparacéo.
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Figura 16. Comparacao entre os perfis de liberagdo de BSA (80 mg) a partir do
hidrogéis de PVP produzidos por eletrofiagdo com fibras de didmetro médio de (4)
550+50 nm (®)150+70 nm e (®) hidrogéis de PVP produzidos por evaporagéo de

solvente.

Na Figura 16 pode ser observado que os hidrogéis de PVP produzidos por
eletrofiacao constituem melhores sistemas de liberagdao de proteinas quando
comparados com o hidrogel de PVP produzido por evaporagao do solvente.
Adicionalmente, constata-se que a velocidade de liberagao pode ser pré-definida

através da escolha do diametro da fibra. Desta maneira, os hidrogéis compostos por
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nanofibras de maior didmetro demonstraram uma maior velocidade de liberacao em

relagcdo aqueles formados por nanofibras de menor diametro.

O perfil de liberacido obtido para estes hidrogéis encontra-se dentro do

comportamento esperado, uma vez que as fibras eletrofiadas de menor diametro sao

mais densamente empacotadas do que as fibras de maior didmetro, resultando em

um material, como um todo, de poros menores [34]. Esse fato compreende a uma

das estratégias pela qual a técnica de eletrofiagdo é relevante no que diz respeito ao

controle da porosidade e/ou tamanho dos poros.

O perfil observado para o processo de liberagdo de BSA dos hidrogéis

produzidos encontra-se em acordo com uma cinética de liberacao controlada para

este tipo de matriz [80, 81]. A Tabela 6 descreve os valores de Fr(fracdo de proteina

liberada pelo sistema) e n (expoente que descreve o mecanismo de liberagao)

obtidos para a liberagao de BSA a partir dos hidrogéis produzidos (R2 = 0,99).
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Tabela 6. Parametros cinéticos obtidos para a liberagdo de BSA de hidrogéis de

PVP produzidos por eletrofiagdo e por evaporagéo do solvente.

Hidrogéis de PVP n Fr

Evaporacio do solvente 0,84 0,40
Eletrofiagao (150nm) 0,77 0,64
Eletrofiagao (5650nm) 0,58 0,90

O hidrogel produzido com nanofibras de PVP de maior didametro apresentou

um valor maior Fgr, mostrando uma liberacdo de BSA mais rapida quando

comparada com a de outros hidrogéis. A magnitude dos valores de n encontrados

indica que um mecanismo de difusdo nao-Fickiano (anédmalo) esta operando. Um

mecanismo de liberagao tipicamente Fickiano, controlado pelo processo de difusao

apresenta um valor de n = 0,50. Por outro lado, um mecanismo nao-fickiano (Caso-

I) que é regido pelo relaxamento das cadeias poliméricas € relacionado a um valor

de n = 1,0. Neste caso, um valor de 0,50 < n < 1,0 foi obtido, caracterizando um

material onde a liberacido ocorre devido a uma mistura de contribuigcdes relacionadas

tanto ao relaxamento das cadeias poliméricas quanto pelo processo de difusao.

Apesar desse comportamento, pode ser claramente observado que o hidrogel

composto por nanofibras mais espessas apresentou uma cinética de liberagdo BSA
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mais préoxima de um mecanismo Fickiano (n = 0,58), enquanto que o hidrogel

produzido por evaporagao do solvente se assemelha a um transporte de caso Il (n=

0,84), em que o processo de liberacdo da BSA é regido, quase que totalmente, pela

relaxacao da cadeia polimérica.

4.7.2. Liberagcdo de colagenase e determinacdo da manutengdo da atividade

enzimatica

A avaliacdo dos perfis de liberagdo dos hidrogéis utilizando-se BSA como

modelo mostrou que o hidrogel de PVP composto por nanofibras de maior didmetro

apresentou-se como o mais adequado para um sistema de liberacao de proteinas.

Sendo este um trabalho voltado ao desenvolvimento de hidrogéis com potencial

aplicacao ao tratamento de feridas, torna-se necessario a analise do seu perfil frente

a uma enzima ja utilizada para este fim: a colagenase.

A colagenase € uma enzima proteolitica, que degrada os diferentes tipos de

colageno [82]. Esta enzima vem sendo incluida em pomadas para fins de

cicatrizacdo de tecidos danificados, atuando diretamente na remodelagdo e remocgao

do tecido necrosado. No entanto, a aplicacdo de pomadas de colagenase
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diretamente em feridas pode promover dor substancial para o paciente, pois exige

um material ndo macio para espalha-la pelo leito da ferida e uma cobertura adicional

(gaze) que pode remover ou danificar o tecido novo formado [83].

A Figura 17 mostra o perfil de liberagdo de colagenase a partir de uma

membrana composta de nanofibras de PVP com diametro médio de 550 nm e

reticulada com radiacdo UV-C. E possivel observar que ha uma intensa liberacéo de

colagenase nas primeiras 10 horas, atingindo-se um platé em 48 horas.

A vantagem deste tipo de sistema de tratamento de feridas é que ele combina

importantes propriedades de um ideal curativo: estrutura porosa, potencial

desbridante e suavidade, além da capacidade de manter um ambiente umido ideal

no leito da ferida.
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Figura 17. Perfil de liberacdo da colagenase (10 mg) a partir de hidrogéis de PVP

produzidos por eletrofiacao e reticulados por radiacao UV-C.

A atividade colagenolitica compreende um importante parametro e foi

avaliada para cada amostra coletada do sistema de liberacdo durante 48 horas. Para

essa finalidade, foi realizado um ensaio colorimétrico que envolve a digestdo de

colageno tipo | [44, 45]. Os resultados obtidos para a atividade enzimatica da

colagenase estdo dispostos na Figura 18. Constata-se que a atividade da

colagenase foi mantida durante a sua liberacio a partir do hidrogel eletrofiado de

PVP, sendo observado um pequeno aumento apds 10 horas. Apos 48 horas, a
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atividade colagenolitica foi de aproximadamente 20 unidades/mg, enquanto que a

atividade maxima esperada era 36 unidades/mg.
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Amostras liberadas do hidrogel

Figura 18. Determinacdo da manutencao da atividade enzimatica da colagenase nos

hidrogéis de PVP.

Com base nos resultados apresentados, os hidrogéis de PVP produzidos por

eletrofiacao e reticulados utilizando-se radiagao UV-C compreendem um sistema

adequado para o tratamento de feridas. Além de todas as vantagens inerentes a um

hidrogel apresentado pelo material obtido, também apresentou bom desempenho
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para a liberagdo e manutengédo da atividade enzimatica da colagenase, sendo um

material adequado ao tratamento via desbridamento enzimatico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE 2

5. HIDROGEIS DE PVP PRODUZIDOS POR ELETROFIAGAO INCORPORADOS

COM NANOPARTICULAS DE PRATA E IMIDAZOL

5.1. Consideragdes gerais

5.1.1. Nanoparticulas metalicas

Uma verdadeira explosao de publicagées relacionadas as potencialidades das

nanoparticulas de metais nobres tem acontecido nos ultimos anos. Por possuirem

tamanho muito pequeno e elevada area superficial, as nanoparticulas metalicas sao

unicas no que diz respeito a propriedades Opticas, magnéticas, quimicas e

eletrénicas [84-86].

Nanoparticulas podem ser obtidas por diversas maneiras, por exemplo,

através da reducao dos respectivos sais, sintese eletroquimica, utilizacao de micelas

reversas como sistemas formatadores, irradiagdo ultrassénica e por microondas,

entre outras [87-90]. Apds a sintese, a devida estabilizacdo dessas nanoparticulas

também tem sido um desafio em que os cientistas da area tém focado seus
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esforcos. Neste sentido, descobriu-se que a PVP compreende um sistema que

oferece uma estabilidade extra as nanoparticulas de ouro, cobre e prata [91-93].

Encontra-se descrito que esta estabilidade ocorre por efeitos distintos, tais como

efeitos estéricos de protecido dessas nanoparticulas e efeitos quimicos, dada a

presenca de ligagbes coordenadas, principalmente com relagdo as nanoparticulas

de prata [92, 93].

Dentre as nanoparticulas metalicas ja produzidas e descritas pela literatura,

as nanoparticulas de prata (AgNPs) compreendem materiais muito interessantes por

apresentarem uma potente atividade bactericida, ampliando o seu campo de

aplicagao para a area médica [94, 95]. A grande vantagem, neste caso, € que as

nanoparticulas de prata sdo passiveis de serem incorporadas a materiais no intuito

de reduzir infecgdes e prevenir a colonizacdo por bactérias que apresentam

resisténcia aos antibioticos.

E sabido que prata iénica (Ag*) também é um importante agente

antimicrobiano. Contudo, sua ac¢ao difere-se daquelas observadas para as AgNps,

visto que estas sao influencias pelo tamanho, ou seja, quanto menor o tamanho

melhor a atividade [94-96].
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Com relagédo as suas propriedades Opticas, dispersdes coloidais de AgNPs

apresentam intensa coloracao resultantes de sua interacdo com a luz, com cores

que variam de acordo com o tamanho e forma dessas nanoparticulas. Além disso,

nesta escala, as nanoparticulas de prata (e outras nanoparticulas metalicas)

possuem plasmons de superficie. A explicacao mais simplista para este fato é a de

que a superficie do metal atua da mesma maneira que um plasma, onde ha elétrons

livres na banda de conducido e nucleos carregados positivamente. Absorgao de

ressonancia plasmoénica constitui-se como uma excitagdo coletiva dos elétrons na

banda de conducdo que ocorrem proximas a superficie das nanoparticulas,

resultando em um caracteristico espectro de absor¢ao na regido do UV-Vis [85].

5.1.2. Sistemas hibridos poliméricos

O estudo de sistemas hibridos formados por polimero-NPs tem crescido muito

nos ultimos anos, visto que possuem a vantagem de combinar propriedades

inerentes de cada material em um sé [97-101]. Desta maneira, a producdo de

hidrogéis hibridos também tem atraido a atencdo dos pesquisadores, uma vez que

estes materiais encontram grande aplicagao na area biomédica, como ja discutido.



Tese de doutorado Resultados e Discussdo — Parte 2 99

Além das vantagens como biomateriais, hidrogéis também sdo apontados

como nanoreatores na produgao /in situ de AgNPs, atuando diretamente no controle

do tamanho das particulas. Neste caso, a densidade de reticulacido é apontada

como o principal fator em que, de acordo com a concentragdo do agente reticulante,

obtém-se particulas que variavam de 20 até 3 nm de diametro, aproximadamente

[102, 103] .

Nanogéis hibridos do tipo casca-carogo (Ag-Au@PEG-acido hialurénico)

também sao apresentados como biomateriais promissores no tratamento de células

tumorais [104]. Sistemas como este possuem a vantagem de serem multifuncionais,

aliando-se as vantagens de liberagao controlada, regulada por fatores térmicos e

foto-térmicos, as propriedades de sensoriamento Optico e imagem, entre outras

[104].

Este capitulo apresenta o estudo de hidrogéis hibridos bactericidas de

PVP/AgNP produzidos por duas diferentes metodologias e hidrogéis de

PVP/AgNP/Imidazol como sistema modelo de um hidrogel bactericida-fungicida.
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5.2. Hidrogéis nanoestruturados de PVP/AgNP produzidos por eletrofiagédo

5.2.1. Reticulagio por incidéncia de radiagdo UV-C

5.2.1.1. Caracterizacdo das nanofibras de PVP/AgNP

Embora a sintese e a investigagdo de agentes estabilizantes de AgNPs seja

extensamente reportado pela literatura, bem como a sua insercdo em certos

materiais, sua incorporagdao em hidrogéis ainda € um assunto a ser explorado [102,

103]. Assim, hidrogéis de PVP/AgNP nanoestruturados foram alvos de estudo neste

trabalho.

O objetivo de se produzir hidrogéis que contenham AgNPs em sua estrutura

consiste em atribuir ao material funcionalidades extras, tais como combater

contaminacdes e infecgdes por bactérias além de servir como um ponto de

coordenagao de outras moléculas de interesse farmacologico.

5.2. 1. 1.a Espectrofotometria UV-Vis

A sintese e incorporagdao das AgNPs foi confirmada por analise

espectrofotométrica através da observacao da banda de ressonancia plasménica de

superficie no espectro de extingdo das AgNPs (Figura 19). Esta técnica é rapida,
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eficaz e € também uma das mais usadas para a investigagao da formagao de

AgNPs. Na Figura 19 observa-se uma intensa banda centrada em 425 nm

(aproximadamente) referente a ressonancia plasménica das AgNPs, onde uma

intensa absor¢ao é um indicativo de uma alta concentragcdo de AgNP. Da mesma

maneira, uma banda nitida, simétrica e ndo alargada indica uma estreita distribuigdo

de tamanho. Apds o processo de formacdo das AgNPs, a solugdo anteriormente

transparente adquire coloragao marrom-claro.
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Figura 19. Espectro de extingdo das nanoparticulas de prata incorporadas nas

nanofibras de PVP.
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5.2. 1. 1.b Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A produgao de um nanocomposito composto por nanofibras de PVP/AgNP por

eletrofiacao encontra-se descrita na literatura [105, 106]. Contudo, as condi¢coes de

eletrofiacdo utilizadas foram as mesmas estabelecidas neste trabalho para a

producdo de nanofibras de PVP com diametro médio de 150 nm, onde um valor

maior de campo elétrico foi empregado.

As nanofibras de PVP/AgNP foram obtidas com éxito, de acordo com as

imagens de MEV apresentadas pela Figura 20, em que pode ser observada a

formacao de nanofibras bastante com formato bastante uniformes e com auséncia

de gotas ou aglomerados poliméricos. Na Figura 20 (imagem da esquerda) é

possivel observar a presenga de algumas AgNPs na superficie das nanofibras.

USP7401F LEI 10KV X25,000 1pm WD 7.5mm USPT401F LEI 1.0kvV

Figura 20. Imagens representativas de MEV das nanofibras de PVP/AgNPs.
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5.2.1.1.c Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A Figura 21 apresenta o espectro de FTIR-ATR (resolugéo de 4 cm') para as
nanofibras de PVP e PVP/AgNP (contendo 500 ppm de Ag) produzidas por
eletrofiacao e reticuladas com radiacao UV-Vis. Observa-se que, nesta concentragao
e nas condicdes de preparo utilizadas neste trabalho, ndo ocorreu nenhuma

mudanga significativa nos modos vibracionais de PVP/AgNP quando comparados

aos do PVP puro.
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Figura 21. Espectro de FTIR comparativo entre as nanofibras de PVP e PVP/AgNP.
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Os grupos carbonilicos (C=0) e os atomos de nitrogénio (N) presentes na

estrutura do PVP sé&o os que oferecem pontos de coordenagéo para o Ag*, podendo

assim sofrer redugao a Ag® Contudo, a literatura aponta o atomo de oxigénio do

grupo C=0 como aquele de maior contribuicdo para a coordenagao com Ag*, visto

que efeitos estéricos e eletrdbnicos com relagdo ao atomo de nitrogénio tornam-no

mais disponivel neste sentido [107]. Entretanto, nenhuma mudanc¢a no estiramento

do grupo C=0 foi observada, o que pode ser devido a baixa concentragédo de Ag no

sistema ou mesmo pelo forte efeito sinergistico de redug¢éo oferecido por ambos os

solventes, DMF e EtOH [108, 109].

5.2.1.1.d Termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Curvas de TG, DTG e DSC obtidas para as diferentes nanofibras sao

apresentadas pela Figura 22 e Figura 23. Os resultados mostram que a inclusao de

500 ppm de AgNP nas nanofibras de PVP nao resultam em mudangas significativas

nas propriedades térmicas do material.

A Tabela 7 apresenta os valores obtidos para as temperaturas de

decomposi¢cao das nanofibras e de transigdo vitrea (Tg), assim como as
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porcentagens de perdas de massa. Os valores encontram-se em acordo com 0s

reportados o PVP e, novamente, ndo apresentam diferengcas quando comparados

aos obtidos para as nanofibras de PVP/AgNP.

Tabela 7. Dados obtidos através da analise das curvas de TG e DSC.

Material % perda de massa Tonset (°C) Tg (°C)
PVP 82,7 425,9 179,5

PVP/AgNP 80,9 412,0 179,3
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Figura 22. Curvas termogravimétricas (TG e DTG) das nanofibras de PVP e

PVP/AgNP.
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Figura 23. Curva de DSC obtida para as nanofibras de PVP e PVP/AgNP.

5.2.1.2. Caracterizacido do hidrogel de PVP/AgNP reticulados por radiagdo UV-C

As malhas de PVP/AgNP foram reticuladas com radiacido UV-C, de acordo

com os mesmos parametros obtidos para as malhas de PVP, obtendo-se com éxito

os hidrogéis. A Figura 24 apresenta a imagem do hidrogel de PVP/AgNP

intumescido em agua deionizada e ilustra a estrutura microscépica dos hidrogéis de

PVP/AgNP, semelhante aquela obtida para os hidrogéis de PVP obtidos por

eletrofiacdo, através da imagem de MEV.



Tese de douforado Resulfados e Discussdo — Parfe2 108

Figura 24. Imagem do hidrogel hibrido de PVP/AgNP intumescido em agua

deionizada e imagem representativa de MEV.

A razdo de intumescimento (Q) foi determinada para os hidrogéis de

PVP/AgNP e os resultados sdo apresentados pela Figura 25. Constata-se que, a

presenca de 500 ppm de AgNPs na estrutura provoca uma mudanga significativa na

capacidade de intumescimento dos hidrogéis de PVP. Tal fato € semelhante ao

descrito na literatura para os hidrogéis de poli(A-isopropilacrilamida), onde a

presenca de AgNP reduziu em mais de 60% o valor de Q [110]. Com relagdo aos

hidrogéis apresentados neste trabalho, observou-se uma diminuicdo de 50% em sua

capacidade de intumescimento (Figura 13 versus Figura 25).
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Figura 25. Razao de intumescimento para os hidrogéis de PVP/AgNP produzidos por

eletrofiacao e reticulados por radiacao UV-C.

5.2.2. Reticulagao por reagdo de Fenton

5.2.2.1. Estudo da estabilidade das AgNPs frente ao H202

A reticulacdo das malhas PVP/AgNP também foi feita via reacdo de Fenton.

Para isso, € importante estudar o sistema, que se comporta de formas diferentes

com relacdo a ordem da adigdo de AgNO3 e H202. Realizando-se a adi¢do de H202

antes do AgNOs compromete-se a formagado das nanoparticulas e também a

formagdo do hidrogel, quando em contato com solugado de Fe?*. Além disso,
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observou-se total descoramento da solugdao de PVP/AgNP, indicando a oxidagao

das AgNPs. Este comportamento €, de certa forma, quimicamente esperado, vistos

os potenciais de reducdo das duas reagdes presentes no sistema (Equacdes 6 e 7).

Agt + e” > Ag° E0=0,7996 V  (Eq. 6)

H,0, + 2H* + 2¢~ —> H,0 E0=1776V  (Eq.7)

Por outro lado, adicionando-se primeiro AgNOs3, seguido da sua reducdo a

AgNP, e posterior adigdo de H20O2, constatou-se a formagado dos hidrogéis de

PVP/AgNP via reagcdao de Fenton, bem como uma menor perda de AgNPs por

oxidacdo. Esta observacao indica que, uma vez formadas as AgNPs na solucdo de

PVP, estas podem ser blindadas e estabilizadas pela cadeia do polimero, o que

retardaria o processo de difusdo do H20, até as AgNPs.

No intuito de se investigar o efeito essa estabilizagdo, o comportamento das

AgNPs em solugdo de PVP foi acompanhado durante 3 horas apés a adi¢cdo de

H202 via espectrofotometria UV-Vis. Para tanto, avaliou-se o efeito do tamanho da

cadeia polimérica utilizando PVP K30 (Mw = 56.000) e PVP K90 (Mw = 1.300.000).
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Deste modo, mantivemos constante a contribuigao quimica da estabilizagdo (porgao

pirrolidona), variando-se o tamanho da cadeia do polimero.

A Figura 26 apresenta os espectros de absor¢cdo na regido do UV-Vis das

solugdes PVP-K30/AgNP e PVP-K90/AgNP antes (w/0) e depois da adi¢ao do H20>

(50mM).

Apo6s a adicdo do H202, observou-se instantaneo clareamento da solugao

PVP-K30/AgNP, indicando a oxidagdo das AgNPs pelo H20., de acordo com a

significativa queda na absor¢do da banda centrada em 460 nm, aproximadamente

(Figura 26 A). Por outro lado, a adicdo de H202 na solugdo PVP-K90/AgNP resultou

em mudangas menos bruscas com relagdo as AgNPs, visto que a diminui¢do na

absorbancia da banda em 450 nm ocorreu em menor proporgao, possibilitando ainda

0 reconhecimento da mesma mesmo apés 3 h (Figura 26 B).
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Figura 26. Espectros de absorcao das solugdes de a) PVP K30/AgNP (w/o H20>) e
PVP K30/AgNP /H202 e b) PVP K90/AgNP (w/o H202) e PVP K90/AgNP/H202 em

diferentes intervalos de tempo.

Os resultados corroboram para o fato de efeitos estéricos estarem associados
a estabilizagdo extra das AgNPs. Desta maneira, torna-se possivel a formagao de

hidrogéis nanoestruturados de PVP/AgNP reticulados por reagdo de Fenton.

5.2.2.2. Caracterizagdo das nanofibras de PVP/AgNP/H202
A reacdo de Fenton, conforme ja discutido, constitui uma interessante
metodologia para a produg¢ao de hidrogéis de PVP. Contudo, a produgao de radicais

hidroxila que dardo origem as ligagdes cruzadas na estrutura da PVP provém de
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uma cascata de reacdes redox. Reacoes redox também estdo presentes no

processo de formagdo das AgNPs e, avaliando-se os valores dos potencias de

reducdo dos dois sistemas envolvidos, nota-se que uma competicdo podera ocorrer

durante a formagao do hidrogel.

De acordo com os potenciais de redugéo das duas espécies (Equagdes 6 e 7)

pode-se prever que quando colocadas em contato o H2O2 oxidara a Ag® a Agt,

sendo consumido e inviabilizando a formagao do hidrogel de PVP/AgNP por reagao

de Fenton. Apesar disso, decidiu-se pelo estudo da obtencdo desses hidrogéis por

esta técnica na expectativa de que, de alguma forma, NPs e H2O. fossem

preservados.

5.2.2.2.a Microscopia eletrénica de varredura

Fibras de PVP/H2O2/AgNP foram obtidas por eletrofiagdo e tiveram suas

morfologias analisadas por MEV. As fibras possuem diametro médio de 1um e se

apresentaram uniformes com relagdo a estrutura, visto a auséncia de gotas ou

aglomerados poliméricos (Figura 27). Além disso, igualmente as nanofibras de
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PVP/AgNP, foi possivel observar algumas AgNP expostas na superficie das fibras

(imagem a direita).

’ ; o g s P
LEl 10K/ X1000 10pm WD 7.3mm LEl 10KV X22000 1am WD 7.5mm

Figura 27. Imagens representativas de MEV das fibras de PVP/AgNP/H20_ obtidas

por eletrofiagdo.

5.2.2.3. Caracterizagao do hidrogel de PVP/AgNP reticulados por reagao de Fenton

A razdo de intumescimento (Q) foi determinada para os hidrogéis de

PVP/AgNP reticulados por reacéo de Fenton e os resultados obtidos encontram-se

apresentados na Figura 28. Apdés 120 minutos esses hidrogéis apresentaram um

valor de Q de aproximadamente 20, enquanto que os hidrogéis nanoestruturados de

PVP também reticulados por reagao de Fenton, sem AgNPs, apresentaram um Q de

aproximadamente 24 (Figura 13). De maneira semelhante aos hidrogéis reticulados
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por radiagao UV-C, a presenga de AgNPs diminui a capacidade de intumescimento

dos hidrogéis. Entretanto, esse efeito foi menos pronunciado para os hidrogéis

produzidos por reacido de Fenton.
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Figura 28. Razao de intumescimento para os hidrogéis de PVP/AgNP produzidos por

eletrofiagao e reticulados por reagao de Fenton.

5.3. Atividade bactericida e bacteriostatica dos hidrogéis de PVP/AgNP

Os hidrogéis formados a partir de nanocompdsitos de PVP/AgNP, e

reticulados por radiacdo UV-C, foram testados quanto ao seu potencial bactericida.
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Foram escolhidas bactérias gram-positivas e gram-negativas, comumente

encontradas em feridas e queimaduras, sendo Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus e Escherichia colr.

Foram realizados os testes de microdiluicao e formacao de halo de inibi¢ao,

com o objetivo de se determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) e analisar o

potencial bactericida do material na sua forma de hidrogel. Os resultados para os

testes de microdiluicao encontram-se dispostos na Tabela 8, onde pode ser

constatado o potencial bactericida dos hidrogéis. Além disso, observa-se que 0s

valores de CIM para as bactérias gram-negativas foram menores do que o

observado para a bactéria gram-positiva (S. aureus). PVP e tetraciclina foram

utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente.
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Tabela 8. Concentracao minina inibitéria (CIM) de AgNP nos hidrogel de PVP

determinada por microdilui¢do. Tetraciclina e PVP foram utilizadas como controles.

Bactéria Concentragdo de AgNP no hidrogel (%)
0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5 1 PVP Tetraciclina
P. aeruginosa  + - - - - - -+ -
S. aureus + + - - - - - % -
E. coli + - - - - - - 4+ -

A Figura 29 apresenta os halos de inibicdo formados pelo hidrogéis de

PVP/AgNP quando em contato com as bactérias. Esses resultados mostraram-se

em acordo com os obtidos nos testes de microdilui¢do (Tabela 8).
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Figura 29. Imagens ilustrativas dos testes bactericidas realizados para os hidrogéis
de PVP/AgNP contra P. aeruginosa, E. coli, S. aureus (halo de inibicao) e imagem

do ensaio de microdiluicio.

Os testes bioldgicos realizados constataram que os hidrogéis formados por
PVP/AgNP produzidos por eletrofiagdo possuem potencial bactericida. Essa
atividade é bastante importante quando se almeja a obtengédo de um biomaterial
para aplicacdao em feridas cronicas, onde a infeccao por bactérias constitui um

grande problema ao processo de cicatrizagao.
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5.4. Hidrogéis nanoestruturados de PVP/AgNP/Imidazol: Modelo para um hidrogel

multifuncional

Encontram-se relatos na literatura de infecgcbes causadas por fungos,

principalmente em feridas oriundas de queimaduras e naquelas tratadas com

curativos nao oclusivos. As espécies mais comuns sao Candida sp e Aspergillus sp.

[111, 112]

Os fungos sao constituidos por uma parede de quitina e polissacarideo e por

uma membrana celular composta principalmente pelo ergosterol. Devido a essas

caracteristicas particulares, os fungos em geral sédo resistentes aos antimicrobianos

empregados em infecgdes causadas por bactérias. Desta maneira, foi objetivo deste

trabalho o estudo de um modelo de hidrogel bactericida-fungicida, fazendo-se uso

de uma importante propriedade das nanoparticulas metalicas: a coordenagédo de

moléculas em sua superficie.

Derivados de imidazéis sdo comumente utilizados como fungicidas, tais como

clotrimazol, econazol, cetoconazol, miconazol e sulcunazol (Figura 30). Esses

derivados sao inibidores da biossintese do ergosterol, atuam diretamente na

membrana celular dos fungos e ocasionam sua morte.
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Figura 30. Estruturas quimica de moléculas fungicidas contendo o anel imidazodlico.

Sabe-se da literatura que nanoparticulas de prata possuem grande afinidade

por grupos tidis, aminas e carboxilatos [113] e, conforme ja discutido, elas possuem

potente atividade bactericida. Desta maneira, esta etapa do trabalho descreve a
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producao de um modelo de hidrogel hibrido que, além de apresentar as vantagens

tipicas de um hidrogel, também apresente atividade bactericida e fungicida.

5.4.1. Caracterizagdo do sistema AgNP/Imidazol e das nanofibras de

PVP/AgNP/Imidazol

Uma caracteristica importante das AgNPs, e de outras nanoparticulas

metalicas, € a de ndo apresentarem total recobrimento de sua superficie pelo agente

estabilizante. Este fato permite a interagdo de nanoparticulas com outros tipos de

moléculas [113].

E proposto que a interacdo entre as AgNPs e o imidazol ocorra através dos

atomos de nitrogénio presentes. A confirmacdo da coordenacdo do imidazol nas

AgNPs foi feita através da analise dos espectros Raman dos sistemas

AgNP/Imidazol obtido por SERS. A Figura 31 apresenta os espectros Raman dos

sistemas AgNP/Imidazol antes e depois da troca da camada passivante de citrato.

Conclui-se que a troca foi realizada, pois € possivel observar as bandas referentes

ao imidazol (Figura 31 A e B). Contudo, a troca ndao ocorreu de maneira completa

visto que ainda é possivel identificar bandas de citrato.
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Figura 31. Espectro SERS das AgNPs/Imidazol (a) apos e (b) antes da troca da

camada passivante de citrato.

A Tabela 9 apresenta a atribuicdo por tentativa realizada para as bandas

obtidas por Raman.
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Tabela 9. Atribuigao por tentativa dos espectros SERS das AgNPs com o imidazol

[114].

SERS Imidazol/ cm-1 Atribuicdoa
1654 v-CH + 6-NH + 8-CH
1515 v-CC + v-CH + v-NH
1366 v-CC + v-CN + &-NH
1274 v-CN + 8-CH
1184 v-CNv
775 n-CH
617 Deformacao do anel fora do plano

ay = estiramento; & = deformacao angular no plano; = = deformag&o angular fora do plano

As nanofibras de PVP/AgNP/Imidazol foram obtidas com éxito por
eletrofiacdo. A Figura 32 apresenta a banda de absorcdo plasménica das AgNPs
funcionalizadas com imidazol utilizadas para a produgédo das nanofibras, ilustradas
pela Figura 33. E possivel observar que as nanofibras possuem morfologia uniforme,
e nao apresentam gotas ou aglomerados poliméricos em sua estrutura. O didametro

meédio encontrado para essas nanofibras foi de 300 * 80 nm.
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Figura 32. Espectro de extingdo das AgNPs funcionalizadas com imidazol.

Figura 33. Imagem representativa de MEV das nanofibras de PVP/AgNP/Imidazol

obtidas por eletrofiacao.
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5.4.2. Estudo tedrico de interagdo preferencial dos ligantes N-(sec-butil)-2-pirrolidona

e imidazol as AgNPs

Com objetivo de avaliar a interagdo do imidazol e da PVP com as AgNPs foi

utilizada a teoria acido-base duro e mole proposta por R. G. Pearson [115].

Nesse caso, considera-se que a superficie das AgNPs apresentam Ag* e que

esses ions sdo acidos moles, segundo Pearson [116]. O composto N-(sec-butil)-2-

pirrolidona é um fragmento que esta sendo utilizado para representar uma unidade

monomeérica da PVP. Ambos os compostos, N-(sec-butil)-2-pirrolidona e imidazol,

foram tratados como uma base que interage com os ions Ag*.

A teoria de Pearson afirma que acidos moles interagem preferencialmente

com bases moles ou com a base que apresentar o maior carater mole. Para avaliar o

carater duro-mole de uma molécula, é utilizado o conceito de dureza absoluta (n)

proposto por Pearson em 1983 [117], conforme Equacgao 8:

EI-AE
n= (Eq. 8)
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em que, El representa a energia de ionizagdo da molécula e AE a afinidade
eletrénica. Tais grandezas podem ser determinadas experimentalmente. Entretanto,
uma das maneiras de estimar os valores de El e AE é a utilizacido de calculos
teéricos em nivel ab /nitio, conforme metodologia proposta por F. A. Sigoli e
colaboradores [108]. Nesse caso, considera-se que a El pode ser obtida através da
ionizacdo da molécula cuja estrutura foi otimizada pelo método DFT/UHF. O

processo acima descrito pode ser representado pela Equagao 9:

Ay~ Al + e- AE =EI (Eq. 9)

em que, A representa as moléculas que estdo sendo estudadas (Imidazol e N-(sec-
butil)-2-pirrolidona).

A determinagado da AE é obtida através do calculo de energia a partir da
adicdo de um elétron a estrutura calculada como a mais estavel. Esse processo
pode ser representado pela Equacgao 10. As estruturas, catidnicas e aniénicas, foram

calculadas assumindo os estados duplete.
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Ag + e - A-(g) AE = —AE (Eq. 10)

A Figura 34 apresenta as estruturas moleculares do imidazol e da N-(sec-
butil)-2-pirrolidona otimizadas por método ab /nitio. Além disso, podem-se observar
os respectivos orbitais de fronteira HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e

LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital).

Imidazol HOMO LUMO

jout ) &

fide

LUMO

N-(sec-butil)-
2-pirrolidona HOMO

Figura 34. Estrutura otimizada do imidazol, N-(sec-butil)-2-pirrolidona e seus

respectivos orbitais de fronteira.
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Os resultados de dureza absoluta relacionam as interagoes entre acido-base

mole ou duro em fase gasosa e podem fornecer um indicativo de reacéo preferencial

em outros meios. Com isso, podemos observar que quanto menor a dureza absoluta

de uma molécula maior o carater mole, ou seja, melhor sera a interagdo com os ions

Ag*.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 10 é possivel observar que

a N-(sec-butil)-2-pirrolidona apresenta melhor interagdo com Ag* do que a molécula

de imidazol.

Tabela 10. Valores de energia de ionizagao (El), afinidade eletrénica (AE) e dureza

absoluta (7)) para as moléculas de imizadol e de N-(sec-butil)-2-pirrolidona.

Molécula El (eV) AE (eV) n
Imidazol 9,01 -0,40 4,71
N-(sec-butil)-2-pirrolidona 8,63 -0,38 4,51

Esses resultados auxiliaram na interpretacido das observagdes experimentais

com relagdo a atividade fungicida apresentada pelos hidrogéis de

PVP/AgNP/Imidazol. H&, desta maneira, um indicativo de que derivados
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imidazadlicos, e o proprio imidazol sao passiveis de serem liberados do hidrogel,

constituindo n&o apenas um material fungistatico.

5.4.3. Atividade fungicida dos hidrogéis de PVP/AgNP-Imidazol

Visando a produgdo de um material modelo com potencial fungicida, os

hidrogéis foram testados contra trés fungos da espécie Candida. C. albicans, C.

krusei e C. parapsilosis. Espécies de Candida tém sido incidentes em infecgdes,

levando a complicagcées maiores no processo de cicatrizagao.

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos com hidrogéis de

PVP/AgNP/Imidazol, relativos aos potenciais fungicidas. Foram utilizados miconazol

e anfotericina B como controles positivos e o hidrogel de PVP/AgNP como controle

negativo.

De maneira geral, os materiais foram ativos contra todas as espécies de

Candida testadas. As cepas apresentaram-se sensiveis aos hidrogéis testados, onde

uma concentragao de 0,05% de imidazol foi suficiente para promover a morte dos

fungos e impedir seu crescimento.
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Tabela 11. Ensaio fungicida dos hidrogéis de PVP/AgNP/Imidazol contra diferentes

espécies de Candida.

Imidazol (%) Controles
Fungos
0,01 0,025 0,05 0,1 PVP/AgNP Miconazol Anfotericina B
C. albicans - - - - + - -
C. krusei + - - - + - -
C. parapsilosis + + - - + - -

Na literatura estdo descritos outros sistemas de hidrogéis com potencial

fungicida ou de liberacdo de moléculas fungicidas. Como exemplo desses sistemas

tem-se o formado por poli(N-vinil-2-pirrolidona/acido itaconico) capaz de liberar

terbinafina [118], um agente fungicida contra fungos dermatoéfitos e filamentosos,

podendo ser fungicida ou fungistatico contra leveduras. Hidrogéis de dextrana

incorporados com anfotericina B também foram reportados, onde se constatou a

atividade fungicida deste material contra C. albicans [119]. Hidrogéis formados por

blendas de PVP/PVA também tiveram seus potenciais antimicrobiais reportados [14].

Os resultados demonstram que tanto os hidrogéis puros quanto aqueles
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incorporados com cetoconazol ou amoxicilina foram inativos contra P. aeruginosa e

C. albicans, dentre outros, e bastante eficientes contra Bacillus subfilis [14].

Figura 35. Imagens dos testes fungicidas realizados com os hidrogéis de

PVP/AgNP/Imidazol contra (a) Candida albicans, (b) C. kruseie (c) C. parapsilosis.

Desta maneira, o hidrogel hibrido composto por PVP/AgNP/Imidazol

apresenta-se como um modelo e uma nova abordagem para a formacido de

materiais hibridos multifuncionais com aplicagcao em tratamento de feridas. Como se

trata de um modelo, derivados comerciais de imidazol com eficacia fungicida

comprovada deverao ser estudados numa proxima etapa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE 3

6. HIDROGEIS A PARTIR DE BLENDAS MISCIVEIS DE PVP E POLIANIDRIDOS

BIOATIVOS.

Polianidridos compreendem uma importante classe de polimeros

biodegradaveis, em que os produtos de degradacédo sdo moléculas nio téxicas. Séo

derivados de diacidos (monbémeros) unidos por ligagdes anidrido (Figura 36)

instaveis frente a degradagao hidrolitica [120]. Adicionalmente, a velocidade de

degradagao pode ser controlada através da composi¢ao do polimero, sendo que tal

degradacédo se da por um processo de erosao da superficie polimérica [121, 122].

Poetot,

Figura 36. Estrutura quimica geral dos polianidridos.
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Polianidridos bioativos derivados de varias moléculas tém sido

extensivamente estudados por Uhrich e colaboradores. Dentre eles, destacam-se os

derivados de acidos hidroxicindmicos e do acido salicilico (poliaspirina) [43, 120,

121, 123-129]. Esses compostos encontram grande aplicagdo como biomateriais,

sendo adequados a sistemas de liberacdo controlada, engenharia de tecidos,

embalagens, produtos de cuidados pessoais, entre outros [48, 130-133].

Conforme mencionado, polianidridos de hidroxicinamatos foram obtidos,

utilizando-se os acidos ferulico, sinapico e p- € m-cumarico como moléculas

bioativas [48]. Uhrich e colaboradores reportaram que a cinética de degradagao

hidrolitica destes polimeros ¢é consideravelmente lenta, visto o alto carater

hidrofébico desses polimeros. Esses polimeros possuem interessante atividade

biolégica, cujos produtos de degradagdo apresentam potencial antioxidante,

antiinflamatéria, anticarcinogénica, antimicrobiana e antiproliferativa [48].

Neste sentido, uma formulagcdo mais hidrofilica destes polimeros, como por

exemplo, em hidrogéis na forma de blendas, pode constituir uma alternativa para o

incremento da cinética de degradagaolliberagao destes ativos. A produgado de

hidrogéis a partir de blendas de PVP com os polianidridos derivados dos
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hidroxicinamatos com potencial habilidade de liberar moléculas de interesse

farmacologico a partir de sua estrutura foram alvos de estudo neste trabalho.

6.1. Polianidridos bioativos — Cloreto de adipoila como molécula conectora

6.1.1. Sintese dos monoGmeros - Diacidos

A seguir encontram-se os resultados obtidos para a sintese dos monémeros

(diacidos) sintetizados com cloreto de adipoila como molécula conectora. Os

materiais tiveram suas estruturas quimicas e grau de pureza confirmados por

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H), além de caracterizacdes

realizadas por calorimetria diferencial exploratoria (DSC), termogravimetria (TG) e

cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). Para todos os casos, 0os espectros

revelaram a formacao das moléculas e polimeros de interesse, indicando quantidade

residual minima de material de partida. Todos os dados apresentados foram

comparados e encontram-se compativeis com os descritos na literatura [48].
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6.1.1.1. Diacido ferulico

Figura 37. Estrutura quimica do diacido ferulico.

A analise de RMN de 'H do diacido ferulico apresentou sinais de multipletos

em o 1,78 e 2,63 referentes aos hidrogénios metilénicos 3/4 e 2/5, respectivamente.

Os hidrogénios aromaticos 5 e 6’ foram representados por dubletos em & 7,24 e

7,10, respectivamente, com J = 8,0 Hz relativo ao acoplamento orfo entre esses

hidrogénios aromaticos. Observou-se um singleto em & 7,47 que foi atribuido ao

hidrogénio aromatico localizado na posicéo 3.

Dubletos caracteristicos de hidrogénios com configuracdo frans foram

observados em & 7,54 e 6,55com J= 16,0 Hz, sendo atribuidos aos hidrogénios 7’ e
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8’, respectivamente. Os hidrogénios relativos as metoxilas apresentaram-se como

um singleto em ¢ 3,80. Os hidrogénios acidos foram observados em 6 11,5.

A anadlise de RMN de 'H, juntamente com a comparacdo dos dados

reportados na literatura permitiu a confirmagao da sintese do diacido ferulico (Figura

37) precursor do polianidrido de interesse. Esta reagao apresentou um rendimento

satisfatorio de 83%.

Tabela 12. Dados de RMN de 'H do diacido ferulico sintetizado e dados reportados

na literatura [48].

Multiplicidade, 6 (ppm) e J(Hz) Multiplicidade e 5 (ppm)

Posicao
(este trabalho) *[48]
2 2H 2,63 (m) 2H 2,63
3 2H 1,78 (m) 2H 1,75
4 2H 1,78 (m) 2H 1,75
5 2H 2,63 (m) 2H 2,63
3 2H 7,47 (s) 2H 7,48
5 2H 7,10 (d, 8,0) 2H 7,26
6’ 2H 7,24 (d, 8,0) 2H 7,47
4 2H 7,54 (d, 16,0) 2H 7,11
8 2H 6,55 (d, 16,0) 2H 6,58
OCH3s 6H 3,80 (s) 6H 3,80

OH 2H 11,5 (b7 -
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6.1.1.2. Diacido sinapico

Figura 38. Estrutura quimica do diacido sinapico.

O espectro de RMN de 'H do diacido sinapico (Figura 38) é de maneira geral

bastante semelhante com o obtido para o diacido ferulico, de maneira que a

descricdo da atribuicdo sera omitida. A comparagcao dos resultados obtidos com os

dados da literatura encontra-se na Tabela 13. Esta reacdo apresentou um

rendimento de 62,5%.
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H do diacido sinapico sintetizado e dados reportados

na literatura [48].

Multiplicidade, 6 (ppm) e J(Hz) Multiplicidade e 5 (ppm)

Posicdo
(este trabalho) *[48]

2 2H 2,61 (m) 2H 2,60
3 2H 1,75 (m) 2H 1,74
4 2H 1,75 (m) 2H 1,74
5 2H 2,61 (m) 2H 2,60
3 2H 7,09 (d, 2,8) 2H 7,09
5 2H 7,09 (d, 2,8) 2H 7,09
I4 2H 7,53 (d, 16) 2H 7,55
8 2H 6,60 (d, 15,6) 2H 6,61
OCHs 12H 3,80 () 12H 3,80

OH 2H 12,3 (b1 -
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6.1.1.3. Diacido p-cumarico

Figura 39. Estrutura quimica do diacido p-cumarico .

Da mesma forma, o perfil do espectro de RMN de 'H do diacido p-cumarico

(Figura 39) é semelhante com o obtido para o diacido ferulico e sinapico. Esses

resultados encontram-se dispostos na Tabela 14, onde também é possivel

estabelecer uma comparagdo com os dados da literatura.
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Tabela 14. Dados de RMN de 'H do diacido p-cumarico sintetizado e dados

reportados na literatura [48].

Multiplicidade, 6 (ppm) e J(Hz) Multiplicidade e 5 (ppm)

Posicdo
(sintetizados) *[48]
2 2H 2,63 (m) 2H 2,64
3 2H 1,75 (m) 2H 1,72
4 2H 1,75 (m) 2H 1,72
5 2H 2,63 (m) 2H 2,64
2 2H 7,59 (d, 8) 2H 7,73
3 2H 7,10 (d, 8) 2H 7,17
5 2H 7,10 (d, 8) 2H 7,17
6 2H 7,59 (d, 8) 2H 7,73
7 2H 7,85 (d, 16) 2H 7,55
8 2H 6,53 (d, 15,6) 2H 6,50
OH 2H 10 (b1 -

Diferentemente do observado para os outros diacidos, neste nao ha a

presengca de metoxilas e os hidrogénios acidos foram representados por um sinal

alargado em 6 10. Esta reagao apresentou um rendimento de 70%.
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6.1.2. Sintese dos polianidridos bioativos derivados de hidroxicinamatos

Os polimeros sintetizados a partir dos diacidos foram caracterizados por RMN

de 'H, SEC e DSC. Todos eles apresentaram pureza adequada e os rendimentos

obtidos para as reagdes foram de 74,3%, 73,3% e 75% para os poli(acido ferulico)

(PAF), poli(acido sinapico) (PAS) e poli(acido p-cumarico) (PAC), respectivamente.

Os espectros de RMN de 'H dos polianidridos foram obtidos com o objetivo

de se constatar a formagao dos polimeros através da comparacao dos sinais obtidos

com os respectivos diacidos. Nestes casos, o perfil do espectro e os deslocamentos

quimicos nao se alteram de maneira significativa, sendo o desaparecimento dos

sinais dos hidrogénios acidos a mudanga mais expressiva, sendo comparaveis aos

dados da literatura [48].

Os valores de My e PDI para os polianidridos sintetizados foram determinados

por analise de SEC e estao dispostos na Tabela 16. Exceto pelo PAC, os polimeros

sintetizados neste trabalho apresentaram um valor menor de massa molar, com

relagcdo aos polianidridos bioativos previamente obtidos e reportados pela literatura.

Este fato € mais pronunciado para o poliacido ferulico quando comparado ao

poliacido sinapico.
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Tabela 15. Dados de RMN de 'H dos polianidridos bioativos.

Posigéo Multiplicidade, 5 (ppm) e J(Hz)
PAF PAS PAC

2 2H 2,63 (m) 2H 2,60 (m) 2H 2,65 (m)

3 2H 1,79 (m) 2H 1,75 (m) 2H 1,73 (m)

4 2H 1,79 (m) 2H 1,75 (m) 2H 1,73 (m)

5 2H 2,63 (m) 2H 2,60 (m) 2H 2,65 (m)

2 - - 2H 7,85

3 2H 7,63 (s) 2H 7,23 (d) 2H 7,21

5 2H 7,18 (d) 2H 7,09 (d) 2H 7,21

6’ 2H 7,40 (d) - 2H 7,85

7 2H 7,89 (0, J=16) 2H7,50(d, J=16) 2H7.55(d, J= 16)
8 2H 6,88 (d, J= 16) 2H 6,58 (d, J=16) 2H 6,46 (d, J= 16)

OCHs 6H 3,80 (s) 12H 3,80 () -

Tabela 16. Dados de massa molar (Mw) e indice de polidispersividade (PDI)

dos polianidridos sintetizados e comparacdo com dados da literatura.

Polimero M. PDI Mw* PDI*
PAF 23.500 1,72 71.400 1,50
PAS 20.500 1,71 38.300 1,70
PAC 30.400 1,80 26.700 1,70

* valores reportados na literatura [48].
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Os valores das temperaturas de transigao vitrea (Tg) para os polianidridos

sintetizados foram obtidos através de analises de DSC e encontram-se dispostos na

Tabela 17, juntamente com a Tg da PVP K90. Os valores descritos na literatura

também foram reportados para efeito de comparacao.

Tabela 17. Valores de temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) e temperatura de
decomposicao (Tq4) observados para os polimeros obtidos e comparagio com dados

da literatura.

Polimero Tg(°C) T4(°C) Tg(°C)* Ta(°C)*

PVPKS0 182 432 18001134 475139

PAF 58 280 81 339
PAS 120 283 136 315
PAC 60 230 57 302

* valores descritos na literatura [48].

Os valores de Tgobtidos também se apresentaram menores, comparados aos

polimeros sintetizados anteriormente, exceto pelo PAC. Um dos fatores ao qual

podemos atribuir este comportamento seria a massa molar obtida, visto que esta
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pode exercer influéncia sobre a temperatura de transicao vitrea, o que se apresenta

em acordo com os resultados dispostos na Tabela 17.

Uma vez obtidos os polimeros desejados, blendas de PVP/Polianidridos

bioativos em diferentes propor¢des foram produzidas de acordo com procedimento

descrito na secao experimental.

6.1.3. Poliaspirina

A obtengado e caracterizagdo da poliaspirina utilizando-se cloreto de adipoila

como molécula conectora (Figura 40) é descrita pela literatura, assim como

variagoes em seu esqueleto base [120, 121].

Figura 40. Estrutura quimica da poliaspirina.
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Esses polimeros possuem diversas vantagens e aplicagdes, pois um de seus

produtos de degradacao € o acido salicilico, que possui potente agdo analgésica e

antiinflamatoéria. Entretanto, a poliaspirina ndo foi sintetizada neste trabalho, sendo

produzida anteriormente por Uhrich e colaboradores.

6.2. Caracterizacao das blendas de PVP/Polianidridos

6.2.1. Avaliagédo da miscibilidade das blendas produzidas

6.2.1.1. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

DSC compreende uma técnica termoanalitica amplamente utilizada para a

verificacdo de miscibilidade de blendas poliméricas. Os filmes obtidos por

evaporagao do solvente das blendas de PVP/PAF, PVP/PAS e PVP/PAC foram

analisados por DSC para verificagao de suas temperaturas de transi¢ao vitrea (Ty).

A observagao de uma unica Tg compreende um forte indicativo de que os

componentes de uma determinada blenda sao compativeis. De acordo com os

resultados obtidos (Tabela 18) uma unica temperatura de transi¢ao vitrea foi

encontrada para todas as blendas produzidas, cujo valor encontra-se dentro da faixa
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numérica esperada. As temperaturas de transicao vitrea obtidas para os polimeros

puros para efeito de comparagao encontram-se na Tabela 17.

Tabela 18. Valores de temperatura de transic¢ao vitrea (T4) observados para as

diferentes blendas de PVP/Polianidrido.

Composicao das blendas Razdo Tg4 (°C)

PVP/PAF 9:1 130
PVP/ PAF 8:2 115
PVP/ PAF 7:3 90

PVP/PAS 9:1 140
PVP/ PAS 8:2 125
PVP/ PAS 7:3 115
PVP/PAC 9:1 155
PVP/PAC 8:2 138
PVP/PAC 7:3 100

Analises de DSC também foram obtidas para a blenda PVP/Poliaspirina 7:3,

onde também foi possivel confirmar a formagdo de um sistema miscivel pela

observagao de uma unica T4 (Tabela 19).
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Tabela 19. Valores de temperatura de transi¢ao vitrea (T4) observados para a

poliaspirina, PVP e PVP/Poliaspirina (7:3).

Polimero Tg (°C)
Poliaspirina 46
PVP 182

PVP/Poliaspirina (7:3) 68

A formacado de blendas poliméricas misciveis, sem a necessidade da

utilizacdo de compatibilizantes ndo constitui um sistema trivial, visto que tal fato

resulta em uma diminui¢do da entropia do sistema (AS < 0). Com a diminuigdo da

entropia, a energia livre de Gibbs (AG) tende a apresentar um valor positivo (AG >

0), ndo representando um fendmeno espontaneo. A Equacdo 11 fundamenta esta

explicagao,

AG =AH -T AS (Eq. 11)

onde AH representa a entalpia do sistema e T a temperatura.

A literatura apresenta a formacdo de blendas de polianidridos com outros

polianidridos, polilactideo, PCL e PGLA [133, 136-138]. Contudo, pela primeira vez é

descrito blendas de polianidridos bioativos com PVP.
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6.2.1.2. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Analises de infravermelho foram realizadas com o intuito de se investigar a

natureza da miscibilidade das blendas produzidas e consequente natureza das

reticulagoes fisicas produzidas (ver proxima segao). Os resultados indicam possiveis

interacoes hidrofébicas entre a PVP e os polianidridos bioativos, sendo estas

responsaveis pela compatibilidade e formagdo dos hidrogéis fisicos. A Figura 41

contém os espectros de FTIR da PVP e das blendas de PVP/Polianidridos na

proporcao 7:3, onde pode ser observada uma forte supressdo da banda centrada em

748 cm-1 (CH2 rock), caracteristica do PVP [139]. Nenhuma mudanga significativa foi

observada em outras regides dos espectros.

A mudanca observada no espectro de FTIR associados os dados da literatura

acerca das possibilidades de interacbes da PVP e ao tipo de estrutura dos

polianidridos sintetizados indicam a presenga de interagdes de origem hidrofdbica,

responsaveis pela reticulagao fisica e miscibilidade da blenda.

As estruturas dos polianidridos bioativos possuem dois sitios de interagao

hidrofobica com a PVP: (1) a molécula conectora (adipoila), com uma cadeia de
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quatro carbonos (CH2), e (2) as metoxilas presentes no anel aromatico, exceto pelo

polianidrido obtido a partir do acido p-cumarico.
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Figura 41. Espectros de FTIR do PVP e das blendas de PVP/Polianidridos bioativos

na proporgao 7:3, sendo PVP (A), PVP/PAF (B), PVP/PAS (C) e PVP/PAC (D).

Com relagao ao resultado obtido por FTIR (Figura 42), de maneira

semelhante aos demais polianidridos, foi observada uma diminuigao na banda de
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CH2 rock em 752 cm-! (centrada em748 cm-! no espectro da PVP na Figura 41 a)

[139]. Entretanto, a intensidade foi bem menos significativa para esta blenda.

A poliaspirina constitui um polimero menos hidrofébico quando comparado

aos outros polianidridos derivados de hidroxicinamatos utilizado neste trabalho,

apresentando um valor de angulo de contato em agua de 77° [120]. Além do mais,

diferente do observado para as blendas formadas por PVP/PAF, PVP/PAS e

PVP/PCA, apenas foi possivel obter hidrogéis de PVP/Poliaspirina na proporgéo 7:3.

Utilizando outras proporc¢des, por exemplo, PVP/Poliaspirina 9:1 e 8:2, observou-se

a completa solubilizacdo dos sistemas.
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Figura 42. Espectro de FTIR da blenda miscivel de PVP/Poliaspirina na propor¢ao

7:3.
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6.3. Hidrogéis de PVP/Polianidridos

6.3.1. Razao de intumescimento

Ao serem colocados em contato com agua, os filmes de PVP/Polianidridos

intumescem, dando origem a um hidrogel onde a natureza das reticulagdes é fisica.

Esse fato foi comprovado ao colocar os filmes na presenca de DMF, solvente

utilizado para a formacédo da blenda, e foram imediatamente solubilizados (Tabela

20). Além disso, eles foram submetidos a extrator sohxlet com agua deionizada a

100°C, onde também se observou a completa solubilizagdo destes materiais (Tabela

20). Devido a esse comportamento, a fragdo gel ndo pode ser determinada.

Os hidrogéis produzidos a partir de blendas de PVP com os polianidridos

bioativos possuem menor carater hidrofilico do que hidrogéis formados apenas por

PVP. Estes polianidridos apresentam valores de angulo de contato caracteristicos de

substancias hidrofébicas, sendo 86,5° para o PAF, 85,9° para o PAS e 81,4° para o

PAC [48].



Tese de doutorado Resultados e Discussdo — Parfe 3 152

Tabela 20. Comportamento dos filmes poliméricos em diferentes condi¢oes.

Sistemas poliméricos  Solvente = Comportamento observado

PVP Agua 25°C Dissolve
Polianidridos Agua 25°C N&o dissolvem
PVP/Polianidridos Agua 25°C Intumescem
PVP Agua 100°C Dissolve
Polianidridos Agua 100°C Nao dissolvem
PVP/Polianidridos Agua 100°C Dissolvem
PVP DMF Dissolve
Polianidridos DMF Dissolvem
PVP/Polianidridos DMF Dissolvem

Devido aos altos valores de angulo de contato e consequente baixa

solubilidade em agua, esses polimeros bioativos apresentam um tempo de atraso

(/ag time) no perfil de degradacgao hidrolitica e liberagdo das moléculas bioativas [48].

A formulagao destes polimeros em hidrogéis com PVP pode contribuir a favor do

tempo de degradacédo, visto que a presengca de PVP no material resulta em uma

maior absor¢do de agua por parte do sistema. Uma imagem do hidrogel PVP/PAF

pode ser encontrada na Figura 43.
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Figura 43. Hidrogel de PVP/PAF.

De acordo com a Figura 44 observa-se que a razdo de intumescimento esta

intimamente relacionada com a porcentagem de polianidrido na blenda, o que, por

sua vez, afeta a hidrofilicidade do sistema e consequentemente a sua capacidade de

absorver agua.
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Figura 44. Razao de intumescimento (Q) dos hidrogéis de PVP/Polianidridos em

funcdo da porcentagem de polianidrido incorporado na blenda.
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Os hidrogeéis contendo 10% de polianidrido possuem os maiores valores de Q,

e na medida em que o teor de polianidrido na blenda é aumentado, a capacidade de

intumescimento em agua diminui. Esta diminuicdo em Q@ pode ser atribuida a

diminuigdo da hidrofilicidade do hidrogel, visto que os polianidridos adicionados sao

bastante hidrofobicos.

Como a poliaspirina € um polimero de carater mais hidrofilico quando

comparado aos outros polianidridos descritos neste trabalho, o hidrogel formado por

PVP/Poliaspirina apresentou uma razao de intumescimento superior ao das outras

blendas estudadas (Figura 45). O valor de Q obtido foi de aproximadamente 16.
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intumescimento (Q)

Figura 45. Comparagao entre os valores de Q obtidos para as diferentes blendas de

PVP/Polianidrido na propor¢ao 7:3.
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Contudo, este hidrogel ndo se mostrou estavel como aqueles obtidos a partir

das blendas de PVP com os polianidridos derivados de hidroxicinamatos,

solubilizando-se ap6s aproximadamente 48h a 20°C e apés 2 horas a 37°C.

A capacidade de intumescimento para esses hidrogéis fisicos obtidos a partir

de blendas de PVP/Polianidridos apresentaram-se comparaveis a outros sistemas

formados a partir de interacdes fisicas. Ainda que observada uma diminuigdo no

valor de @, os hidrogéis contendo 30% de polianidrido, possuem significativa razao

de intumescimento, sendo também comparaveis com hidrogéis ja reportados.

6.3.2. Microscopia eletrénica de varredura

Os hidrogéis formados por blendas de PVP/Polianidridos tiveram suas

morfologias investigadas por MEV. A Figura 46 apresenta as imagens resultantes

desta analise, onde pode-se verificar a formacao de uma estrutura bastante porosa

na superficie do hidrogel, com diametro médio da ordem de dezenas de

micrédmetros. Contudo tais poros podem nao estar interligados, pois compreendem

cavidades que se formam na estrutura gerados pela presenga da agua na estrutura

do hidrogel.
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Figura 46. Imagens representativas de MEV dos hidrogéis de PVP/PAF 9:1, 8:2 e

7:3 e PVP/PAS 9:1, 8:2 e 7:3, respectivamente.

Para todos os hidrogéis constata-se uma regularidade nas formacgbes dos

poros pelo intumescimento, com excegao do hidrogel formado por PVP/PAF 9:1.

Neste a estrutura de hidrogel ndo é estavel, ocorrendo a dissolugao do filme em

agua apos algumas horas.

A estrutura porosa do hidrogel formado por PVP/Poliaspirina também foi

investigada. A imagem de MEV (Figura 47) revela uma estrutura bastante porosa,
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com poros de didmetro menor do que aqueles obtidos para as outras blendas de

PVP/PAF e PVP/PAS, além de serem bastante irregulares.
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Figura 47. Imagem representativa de MEV do hidrogel fisico formado por

PVP/Poliaspirina na proporg¢ao 7:3.

6.4. Micro- e nanofibras de PVP/Polianidridos por eletrofiagdo

Em vista dos baixos valores obtidos das massas molares dos polianidridos

bioativos, observou-se que o processamento destes polimeros puros via eletrofiacao

€ inviavel, pois é necessario um tamanho minimo de cadeia polimérica para que

ocorra formacao de fibras. Contudo, este processamento torna-se possivel quando

incorporados na forma de blendas com PVP.
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Os parametros de solugcao e de eletrofiagao utilizados para a obtencao de

fibras de PVP/Polianidridos encontram-se descritos na segdo experimental. Fibras

de PVP/PAF e PVP/PAS foram obtidas, conforme pode ser visto nas imagens de

MEV na Figura 49 e foto ilustrativa na Figura 48. Em ambos os casos as fibras

obtidas apresentam-se bastante uniformes tanto em estrutura (onde nao foram

observados gotas ou aglomerados poliméricos ao longo das fibras) e em didmetro.

Tanto para as fibras compostas por PVP/PAF como para as de PVP/PAS foi

encontrado um didmetro médio de 10 micrometros. Adicionalmente, as fibras obtidas

a partir das blendas nao apresentaram um formato totalmente esférico, formando-se

fibras na forma de fitas (ribbon-like). A literatura € relativamente escassa com

relacdo a descricdo deste tipo de material, contudo, a formacdo de fibras na forma

de fitas pode estar relacionada a evaporacdo do solvente durante o processo de

eletrofiacao [34].
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Figura 48. Imagem ilustrativa da malha de PVP/PAF produzida por eletrofiagao.

Segundo a literatura, fibras sem a completa evaporacdo do solvente,

atingem o coletor metalico e podem ser achatadas pelo impacto. Além disso, uma

camada ultrafina do sistema polimérico utilizado pode se formar como resultado da

evaporagao do solvente na superficie do jato, originando uma fina camada sodlida

com um centro liquido (sistema core-shell). Devido a acao da pressao atmosférica, a

fibra inicialmente esférica comega a colapsar com a evaporagdo do solvente do

centro, tornando-se achatada [34] (Figura 49).
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Figura 49. Imagens representativas de MEV de PVP/PAF (7:3) (imagens superiores)

e PVP/PAS (7:3) (imagens inferiores).

Fibras de PVP/Poliaspirina foram igualmente obtidas por eletrofiagao,

resultando na producao de nanofibras de diametro médio de 600 nm (Figura 50). As

nanofibras apresentaram-se uniformes em didmetro, contudo constatou-se a

formagao de gotas ao longo da estrutura das fibras em algumas regidées da malha.

Da mesma forma com que os outros polianidridos aqui utilizados, a poliaspirina ndo

possui massa molar suficiente para ser submetida a eletrofiagao, sendo necessario

um segundo polimero para suportar a formagao das fibras por eletrofiagéo. O estudo
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da producao de nanofibras compostas por poliaspirina é recente na literatura,

havendo somente um trabalho descrito até o momento. Neste trabalho, nanofibras

formadas por blendas de PLGA/SAA (1:1 e 2:1) foram submetidas a eletrofiacédo e

fibras de diametro médio de 2,1 e 0,6 ym foram obtidas, respectivamente [43].

AMRAY

Figura 50. Imagem representativa de MEV das fibras de PVP/Poliaspirina (7:3)

produzidas por eletrofiagao.

6.5. Sintese de novos polianidridos bioativos — Cloreto de diglicoila como molécula

conectora

Conforme descrito na literatura, os polianidridos bioativos sintetizados

utilizando-se cloreto de adipoila como molécula conectora sao bastante hidrofébicos,

resultando em uma cinética de degradagao lenta [48]. Em um periodo de 30 dias séo
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liberados aproximadamente 19% de acido sinapico, 8% de acido ferulico e 2% de

acido p-cumairico.

E esperado que biomateriais voltados & aplicacdo como curativos de feridas

apresentem liberagado de seus ativos imediatamente apdés a sua aplicacao,

inviabilizando a aplicacao destes polianidridos por si so.

Neste sentido, este trabalho apresenta uma abordagem inicial da producédo de

polianidridos bioativos mais hidrofilicos e, com isso, uma maior velocidade de

degradacio hidrolitica € esperada. Este fato € comprovado pela literatura onde a

troca da molécula conectora cloreto de adipoila por cloreto de diglicoila em

poliaspirinas resultou em uma mudanca de 40% para 100% de acido salicilico

liberado em um periodo de 50 horas [120].

Poliacidos ferulico e sinapico foram obtidos a partir de seus acidos e o cloreto

de diglicoila, segundo o esquema reacional apresentado pela Figura 51 e descrito

detalhadamente na se¢ao experimental.
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Figura 51. Esquema sintético dos polianidridos produzidos com cloreto de diglicoila

como molécula conectora.

Nesta parte do trabalho serao discutidos apenas os dados de RMN de 'H dos

polimeros obtidos a partir dos diacidos de acido ferulico e sinapico contendo cloreto

de diglicoila, visto a grande semelhanca entre os espectros dos diacidos precursores

e polimeros.

A analise de RMN de 'H dos poliacidos ferdlico e sinapico apresentaram um

singleto em & 4,61 e 4,62 referentes aos hidrogénios metilénicos 2 e 3 do cloreto de

diglicoila, respectivamente. Esta compreende a principal mudanga no perfil do

espectro destes polimeros com relagdo aqueles que foram sintetizados com cloreto
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de adipoila. Os demais sinais observados encontram-se dispostos na Tabela 21 e

apresentam semelhanca com aqueles descritos para os polianidridos derivados de

hidroxicinamatos sintetizados com cloreto de adipoila como molécula conectora.

Estes polimeros estdo sendo descritos pela primeira vez na literatura e

compreendem um campo de estudo ainda a ser muito explorado com relacido a esta

classe de polianidridos bioativos.

Os polimeros tiveram suas massas molares e temperatura de transicao vitrea

determinados por SEC e DSC, respectivamente, e os resultados estdo dispostos na

Tabela 22 e na Tabela 23. Estas tabelas também apresentam a comparagao com os

dados obtidos para os polianidridos sintetizados com cloreto de adipoila.
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Tabela 21. Dados de RMN de 'H para os poliacidos ferulico e sinapico utilizando

cloreto de diglicoila como molécula conectora.

Posicao Multiplicidade, 6 (ppm) e J(Hz)

PAF (3a) PAS (3b)
2 2H 4,61 (s) 2H 4,62 (s)
3 2H 4,61 (s) 2H 4,62 (s)

3  2H751(d41,6)  2H7,31(s)
5’ 2H 7,44 (s) 2H 7,31 (s)
&  2H7,26(d 1,6) .
7 2H784(d 16,0) 2H 7,80 (d, 16,0)
8  2H6,91(d 156) 2H 6,97 (d 16,0)
OCHs 6H 3,86 (s) 12H 3,84

Tabela 22. Dados de massa molar (Mw) e indice de polidispersividade (PDI) dos

polianidridos sintetizados com cloreto de adipoila e cloreto de diglicoila como

moléculas conectoras.

Polianidrido - diglicélico @ Mw PDI Polianidrido - adipico Mw PDI

PAF (3a) 52.300 1,90 PAF 23.500 1,72

PAS (3b) 10.900 1,79 PAS 20.500 1,71
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Tabela 23. Valores de temperatura de transi¢ao vitrea (T4) observados para os
polianidridos sintetizados com cloreto de adipoila e cloreto de diglicoila como

moléculas conectoras.

Polianidrido - diglicélico Tg (°C) Polianidrido - adipico  Tg (°C)

PAF (3a) 120 PAF 58

PAS (3b) 161 PAS 120

Observou-se um aumento significativo da massa molar na cadeia do poliacido

ferulico quando utilizado o cloreto de diglicoila como molécula conectora. O

resultado oposto foi obtido para o poliacido sinapico, apresentando um valor menor

de massa molar Tabela 22. A tentativa de aumento da massa molar destes

polimeros faz parte de projetos futuros para a continuagao deste trabalho, bem como

a realizacio de estudos de cinética de degradacéo hidrolitica.

A literatura relacionada a troca de cloreto de adipoila por cloreto de diglicoila

como molécula conectora na poliaspirina resultou, de maneira semelhante ao

poliacido sinapico, em uma diminuigao do valor da massa molar [120].

A Tabela 23 apresenta os valores de Tg encontrados para estes novos

polianidridos. Para ambos os casos constatou-se um aumento consideravel da Ty,
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diferentemente do observado para a poliaspirina [120], onde a temperatura de

transicdo vitrea foi diminuida de 40 para 35 °C. No caso dos polianidridos

sintetizados neste trabalho, o aumento da Tq4 foi mais significativo para o poliacido

ferulico.
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7. CONCLUSAO

A técnica de eletrofiagdo mostrou-se adequada a produgdo de hidrogéis

nanoestruturados a partir de nanofibras de PVP, em que foi possivel a reticulacao

tanto por radiagao UV-C quanto por reacao de Fenton. Através da modulagao dos

parametros de eletrofiacdo, foram obtidas malhas de PVP cujo controle do didametro

médio das nanofibras exerceu uma influéncia direta na cinética de liberacdo da

proteina modelo BSA. Além disso, os hidrogéis mostraram-se capazes de liberar e

manter a atividade enzimatica da colagenase, tornando esses materiais elegiveis a

aplicacao no tratamento de feridas cronicas.

Os hidrogéis hibridos formados a partir dos nanocompdsitos PVP/AgNP e

PVP/AgNP/Imidazol apresentaram resultados promissores quanto a sua utilizagéo

como materiais multifuncionais no auxilio ao tratamento de feridas. Estes hidrogéis

foram ativos contra a bactéria gram-positiva Stgphylococcus aureus, as gram-

negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e contra trés espécies de

fungos do género Candlida, sendo C. albicans, C. kruseie C. parapsilosi/s.
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Hidrogéis fisicos foram obtidos a partir de blendas de PVP/Polianidridos,

sendo estes derivados dos acidos ferulico, sinapico, p-cumarico e salicilico. Os

resultados iniciais obtidos, juntamente com o suporte da literatura, apontam para a

existéncia de interacdes hidrofébicas, responsaveis tanto pela miscibilidade das

blendas como pela formagdo dos hidrogéis fisicos. Tratando-se de polianidridos

significativamente hidrofébicos e formulados como hidrogéis, € esperada uma

melhora na cinética de liberagao das moléculas constituintes.

De maneira geral, o presente trabalho contribui tanto para o campo de estudo

de hidrogéis nanoestruturados, como oferece alternativas ao desenvolvimento de

curativos ideais para o tratamento de feridas crénicas e queimaduras.
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