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RESUMO

Titulo: Novas rotas quimicas e fisicas para o preparo de hidrogéis baseados em
polissacarideos para potencial uso como biomateriais

Autor: Rafael Fonseca Neves Quadrado

Orientador: Prof. Dr. André Ricardo Fajardo

Palavras-chave: Hidrogéis; polissacarideos; rotas de reticulacao; biomateriais.

Hidrogéis sdo materiais poliméricos amplamente utilizados como biomateriais.
Parte das caracteristicas apresentadas por esses materiais sdo decorrentes do
seu modo de preparo e hidrogéis com propriedades especificas ou aprimoradas
podem ser obtidos ao se otimizar seu processo de obtencdo. Nesta Tese,
metodologias alternativas e inovadoras para preparo de hidrogéis sdo avaliadas
e descritas. Por exemplo, uma estratégia para a obtencdo de um hidrogel
constituido por quitosana (QT) e um polimero sintético funcionalizado com
grupos metacrilatos (PVA-MA) foi desenvolvida. O hidrogel foi formado via
adicdo de aza-Michael utilizando o acido bérico como catalisador. Esta nova
metodologia, além de viavel, permitiu a obtencdo de um hidrogel robusto e
mecanicamente estavel. Nesse sentido, um hidrogel de pectina (Pct) reticulado
por ligacdes dissulfeto, as quais podem ser rompidas (e refeitas) sob certas
condicBes, foi também preparado. Logo, a metodologia resulta em um material
dindmico, responsivo e com a propriedade de self-healing. Um hidrogel in situ
reticulado por ligacdes imina entre carboximetil quitosana (CMQT) e hidroxietil
celulose funcionalizada com grupos aldeidos (HEC-AId) foi também sintetizado.
A funcionalizacéo desse ultimo polimero ocorreu pela insercdo de grupos acetal
e posterior hidrélise acida, evitando-se a quebra da estrutura sacaridica. Por
esse processo, um hidrogel com rapida gelificacdo, com self-healing e sensivel
ao pH foi preparado. Por fim, um hidrogel formado pela complexagéo
polieletrolitica entre QT e Pct foi também sintetizado. O hidrogel foi preparado
pelo novo meétodo de semidissolucdo/acidificacdo, obtendo-se materiais
mecanicamente estaveis e homogéneos, em contraste com o método tradicional
de simples mistura das solugbes, logo, revelando a eficiéncia do método
proposto. Em resumo, nesta Tese, novas rotas de reticulagéo foram investigadas
e sua eficiéncia no preparo de hidrogéis com interessantes propriedades visando

sua aplicacdo como biomateriais foi comprovada.



ABSTRACT

Title: Novel chemical and physical routes for the synthesis of polysaccharide-
based hydrogels for their potential use as biomaterials

Author: Rafael Fonseca Neves Quadrado

Advisor: Prof. Dr. André Ricardo Fajardo

Keywords: Hydrogels, polysaccharides, crosslinking routes, biomaterials.

Hydrogels are extensively used as biomaterials due to their versatile nature. The
unique characteristics of hydrogels are closely tied to their crosslinking methods,
and their properties can be fine-tuned by optimizing the preparation process. This
thesis explores novel routes for creating hydrogels with specific properties. In the
first Chapter, we introduce a fresh approach for preparing a chitosan (CHT) and
methacrylated synthetic polymer (PVA-MA) hydrogel through aza-Michael
crosslinking with boric acid as a catalyst. This method is not only straightforward
but also results in a mechanically robust and stable hydrogel. The second
Chapter details the creation of a pectin (Pct) hydrogel crosslinked by disulfide
bonds, which can be broken and reformed in response to the redox conditions of
the environment. This hydrogel exhibits redox responsiveness and self-healing
properties, making it a potential candidate for drug release applications. Chapter
three outlines the preparation of an imine-crosslinked hydrogel using
carboxymethyl chitosan (CMCHT) and aldehyde-functionalized hydroxyethyl
cellulose (HEC-AId). This unique approach involves acetal grafting and
subsequent acid hydrolysis to reveal the aldehydes, ensuring saccharide
monomer preservation. The resulting hydrogel possesses in situ forming
capabilities, self-healing properties, and pH-responsiveness. The final chapter
presents a hydrogel formed through polyelectrolyte complexation between QT
and Pct. This hydrogel is prepared using a novel semi-dissolution/acidification
method, resulting in mechanically stable and uniform materials, highlighting the
efficiency of this approach. In summary, this thesis investigates novel crosslinking
methods and demonstrates their effectiveness in producing hydrogels with

valuable properties for biomedical applications.
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EDC: Cloridrato de 1-etil-3-carbodimida

FTIR: Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

GMA: Metacrilato de glicidila

G" Mddulo de armazenamento (elastico)

G" Mddulo de perda (viscoso)

GSH: Glutationa reduzida

HEC: Hidroxietil celulose

HEC-Acetal: Hidroxietil celulose funcionalizada com grupos acetal
HEC-AId: Hidroxietil celulose funcionalizada com grupos aldeido
KPS: Persulfato de potassio

Mv: Peso molecular viscosimétrico médio

Mw: Peso molecular médio

MS: Grau de substituicdo molar

MEV: Microscopia eletrénica de varredura

PBS: Tampé&o fosfato
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PVA: Poli(vinil &lcool)

PVA-MA: PVA metacrilatado

Pct: Pectina

Pct-SH: Pectina funcionalizada com grupos tiois
PEC: Complexo polieletrolitico

PEC-vap: Complexo polieletrolitico  preparado pelo método
semidissolugéo/acidificacéo

PEC-conv: Complexo polieletrolitico preparado pelo método convencional
QT: Quitosana

RMN: Ressonancia magnética nuclear

TG: Termogravimetria

VN: Vanilina

de
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Capitulo 1 — Introducéao e objetivos

1.1. Introducéo

Hidrogéis compd&em uma classe de materiais poliméricos constituidos por
uma rede tridimensional (3D) formada por polimeros hidrofilicos reticulados (Zhu
et al., 2019). Esta rede 3D é capaz de absorver e reter uma grande quantidade
de liquido sem dissolver ou perder a sua integridade estrutural (Hu et al., 2019a).
Essas caracteristicas instigam o uso desses materiais em uma vasta gama de
aplicacdes (Hu et al., 2019a). Em particular, o interesse no desenvolvimento e
aplicacédo de hidrogéis como biomateriais cresceu exponencialmente nas ultimas
décadas. De fato, os hidrogéis tém sido peca chave na fabricacdo de novos
sistemas para cultivo celular, engenharia de tecidos, liberagcdo controlada de
farmacos e agentes biolégicos, curativos, entre outros (Zhu et al., 2019). Nesse
contexto, o preparo de hidrogéis utilizando polissacarideos é muito atrativo por
conta da baixa toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
sustentabilidade dessa classe de polimeros; propriedades fundamentais para um
potencial biomaterial (Gholamali, 2019). Entre os diversos polissacarideos
utilizados no preparo de hidrogéis visando esse tipo de aplicacdo, uma vasta
gama de estudos na literatura emprega quitosana, pectina ou celulose (e seus
derivados) como matéria-prima para a sintese desses materiais, basicamente

por conta das propriedades biolégicas desses polimeros (Gholamali, 2019).

Nos ultimos anos, o principal objetivo das pesquisas envolvendo hidrogéis
constituidos por polissacarideos foca no seu preparo e aplicacdo. Assim, o
preparo dos hidrogéis € modulado para atender as expectativas da sua futura
aplicacao (George et al., 2020a). Um dos aspectos mais importantes no preparo
desses materiais € o tipo de metodologia de reticulacao aplicada na formacao da
rede 3D, onde as rotas de reticulacdo de natureza quimica ou fisica sao
predominantemente empregadas (Hu et al., 2019a). Na reticulacdo quimica, as
cadeias do polissacarideo séo unidas entre si por meio de liga¢cdes covalentes,
enquanto, na reticulacdo fisica, interacdbes nao-covalentes (atracéo
ibnica/eletrostéatica, ligacdo de hidrogénio e interagbes hidrofébicas, por
exemplo) séo responsaveis pelo entrelagamento das cadeias (Hu et al., 2019a).

Cada rota de reticulacdo, quimica ou fisica, resulta em hidrogéis com diferentes
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propriedades e sua selecao depende, exclusivamente, da aplicacao final desses
materiais (Zhu et al., 2019).

Por exemplo, hidrogéis quimicamente reticulados sdo materiais muito
estaveis, logo, sendo empregados em aplicacdes biomédicas que requerem uma
grande estabilidade e robustez mecéanica. Todavia, por conta da rede
tridimensional reticulada por ligagdes covalentes irreversiveis, o uso desses
materiais como sistemas de liberag¢éo controlada, por exemplo, € limitado. Nesse
sentido, hidrogéis quimicamente reticulados por ligacfes covalentes dindmicas,
gue podem ser quebradas e formadas novamente mediante um estimulo externo
(mudanca no pH, temperatura, entre outros fatores), podem ser empregados
para essa aplicacdo (Zhu et al., 2019). Nesse mesmo tipo de aplicagéo, hidrogéis
formados in situ sdo muito interessantes, uma vez que esses materiais s&o
sintetizados na regido de interesse e, como consequéncia, a acdo do farmaco
liberado do material € maxima (Zhu et al., 2019). Por outro lado, hidrogéis
fisicamente reticulados sao ideias para o preparo de sistemas de liberacéo
controlada pois 0 uso de reticulantes quimicos ou a funcionalizacdo dos
polimeros utilizados sdo evitados nessa rota de reticulacdo. Todavia, o uso de
materiais fisicamente reticulados para liberacdo controlada de farmacos é restrita

por causa da fragilidade e heterogeneidade desses materiais (Zhu et al., 2019).

Tendo em vista todos esses aspectos, 0 desenvolvimento de
metodologias eficientes para o preparo de hidrogéis utilizando polissacarideos €
de extrema importancia. Por sua vez, essas metodologias devem ser
constituidas de rotas viaveis de reticulagdo, quimica ou fisica, dos
polissacarideos. Ademais, é imprescindivel que tais rotas de preparo possam
introduzir certas propriedades aos hidrogéis obtidos visando a sua aplicacao final
como biomaterial. Dessa forma, esta Tese apresenta novas estratégias de
reticulacdo e preparo de hidrogéis baseados em polissacarideos visando o
atendimento dessas expectativas. Nesta Tese, 0s polissacarideos quitosana,
pectina ou celulose foram empregados como materiais de partida dos hidrogéis
e a potencial aplicacdo dos hidrogéis preparados como biomateriais foi

investigada.
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Desenvolver e viabilizar novas rotas quimicas ou fisicas para o preparo
de hidrogéis baseados nos polissacarideos quitosana, pectina ou celulose e

investigar o potencial uso desses hidrogéis como biomateriais.

1.2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver metodologias eficientes para o preparo de hidrogéis a partir
de polissacarideos;

e Desenvolver metodologias eficazes para a funcionaliza¢do quimica dos
polissacarideos utilizados no preparo dos hidrogéis;

e Investigar os mecanismos da formacgao dos hidrogéis;

e Obter hidrogéis com propriedades (fisico-quimicas, morfolégicas e de
intumescimento) adequadas para uso como biomateriais e avaliar o efeito
do processo de reticulacdo sobre estas;

e Avaliar o potencial dos hidrogéis preparados como biomateriais (por
exemplo, como curativos ou sistemas de liberacdo controlada de

compostos biologicamente ativos).
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Capitulo 2 — Revisao bibliografica
2.1. Biomateriais poliméricos

Em geral, o termo “biomaterial” € utilizado para todo “material empregado
no contato com tecidos vivos, organismos ou micro-organismos” (IUPAC, 2012).
Essa definicdo é empregada desde sua recomendacédo pela IUPAC em 2012 e,
apesar de pratica, € ampla e engloba materiais que ndo sdo notoriamente
considerados biomateriais. Por exemplo, bisturis, agulhas e sondas
(nasogastrica, nasoenteral, retal, entre outras) podem ser equivocadamente
definidos como biomateriais segundo essa defini¢do. Isso ocorre, pois, o papel
biologico ativo dos biomateriais ndo é claramente considerado. Por conta disso,
outra definicdo do termo “biomaterial”’, mais complexa, tem sido utilizada nos
altimos anos. Um biomaterial € uma substancia, de origem natural ou nao,
desenvolvida com uma forma especifica para, sozinha ou como parte de um
sistema mais complexo, direcionar ou influenciar, por meio de interagdes com 0s
tecidos vivos, 0 curso de qualquer processo terapéutico ou de diagnostico
(Williams, 2014). Nessa definicdo, existe grande énfase no desenvolvimento
“planejado” do material e sua forma, ou seja, o biomaterial é projetado com as
propriedades compativeis com sua aplicacdo, a qual deve, mandatoriamente,
contribuir no tratamento (ou diagnéstico) do paciente (Williams, 2009). Em
ambas as defini¢cdes citadas, o biomaterial possui uma interface de contato com
os sistemas biologicos (tecidos vivos, células e estruturas celulares) para sua
avaliacdo, tratamento ou, ainda, substituicdo (Aeridou et al., 2020). Nesse
contexto, alguns exemplos de materiais que podem ser citados como
biomateriais sdo lentes de contato, proteses, implantes, enxertos, marcapassos,
cateteres, stents, substratos para engenharia de tecidos, dispositivos de

liberacdo controlada de farmacos, entre outros (Hu et al., 2019b).

Levando em consideracao a extensa lista de biomateriais, um parametro
fundamental & a biocompatibilidade desses materiais com sistemas biologicos.
Dessa forma, biocompatibilidade pode ser caracterizada como a capacidade do
material em executar sua “fungao planejada” em uma aplicagdo especifica com
uma resposta apropriada do sistema biolégico (Williams, 2014). Nesse caso,
sistema biologico é utilizado como um termo genérico que inclui tecidos vivos
humanos e de outros animais (equinos, ruminantes e animais domesticos, por
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exemplo) (Williams, 2014). Em outras palavras, a execuc¢ao da funcao planejada
do biomaterial em relacdo a terapia ou diagnéstico almejado, com efeitos
adversos locais ou sistémicos minimos, e a geracao de um efeito que beneficia
o sistema biolégico alvo € definida como biocompatibilidade (Williams, 2022).
Isso implica que ndo existem materiais totalmente inertes, jA& que ha uma
resposta a qualquer substancia estranha em contato ou inserida em um tecido
vivo (Williams, 2022). Uma forma eficiente para regular e/ou minimizar a resposta
do tecido vivo ao contato com o biomaterial € manipular a composi¢cdo do mesmo
(PEPPAS, 2016). A partir dessa perspectiva, o desenvolvimento de biomateriais
com base em polimeros tem proporcionado um grande avanco nesta area, ja
gue essas macromoléculas séo versateis e possuem varias propriedades fisico-
quimicas atrativas para esse fim (Abbasian et al., 2019). De fato, diversos
trabalhos na literatura relatam o desenvolvimento e aplicacdo de biomateriais
poliméricos com diversos formatos e dimensdes (ABBASIAN et al., 2019; CHEN;
ZHAI;, EDGAR, 2022). Exemplos de biomateriais poliméricos na forma de
disperséo sélida, nanoparticulas, microparticulas, membranas, fibras, filmes e
géis sao frequentemente encontrados na literatura (Fu et al., 2018). Em especial,
um corpo expressivo da producdo cientifica nessa area é focado em hidrogéis
poliméricos e seu uso como biomaterial em diferentes aplicacdes, basicamente
devido as caracteristicas Unicas desse tipo de material (Abbasian et al., 2019).
Constatado isso, pode ser inferido que os hidrogéis sao peca-chave no
desenvolvimento de novos biomateriais para atuar como sistemas para cultivo
de células (scaffolds), curativos, testes celulares, dispositivos para liberacéo
controlada de farmacos, entre outros (Daly et al.,, 2020). A descricdo das
principais caracteristicas dessa classe de materiais poliméricos € feita na

préxima secao.

2.2. Hidrogéis

Hidrogéis sdo materiais poliméricos formados por uma rede de polimeros
hidrofilicos capazes de absorver e reter grandes quantidades de agua ou fluidos
biolégicos sem perder sua estrutura 3D (Hu et al., 2019b). Essa propriedade
advém do fato que as cadeias poliméricas estdo reticuladas umas as outras
através de zonas de juncdo, denominadas de pontos de reticulacdo, que
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asseguram sua estabilidade. Por conta dessa topologia, a rede polimérica
reticulada dos hidrogéis apresenta varios intersticios que sdo ocupados pelas
moléculas do solvente, especialmente no estado intumescido (HU et al., 2019).
Portanto, a medida que esses materiais intumescem, moléculas de diferentes
tamanhos podem difundir através da rede 3D. A existéncia da difusdo de fluidos
e solutos, como também, ao grande contetddo de agua, consisténcia macia e
elasticidade, tornam os hidrogéis muito parecidos com os tecidos vivos. Essa
similaridade resulta em uma maior compatibilidade dos hidrogéis com os tecidos
do corpo humano em comparacao com outras classes de biomateriais (CHEN et

al., 2020). A estrutura geral da rede 3D caracteristica dos hidrogéis € ilustrada

na Figura 1.
Rede polimérica
\ _;" ~ Polimero hidrofilico
® Ponto de reticulacdo(quimico ou fisico)
Hidrogel

Tamanho do intersticio (§)

Figura 1. Esquema ilustrativo da rede polimérica constituinte de um hidrogel.

A reticulacdo das cadeias poliméricas que formam a rede 3D dos hidrogéis
pode ocorrer por meio quimico ou fisico (Hu et al., 2019a). Dessa forma, as
caracteristicas dos hidrogéis depende da natureza dos seus pontos de
reticulacdo. Na reticulacdo quimica, as cadeias poliméricas sdo unidas entre si
por meio de ligacdes covalentes, as quais sao, geralmente, irreversiveis (George
et al., 2020a). Ja na reticulacgéo fisica, a rede polimérica € formada por interacdes
ndo-covalentes, como, por exemplo, atragdo idnica/eletrostética, ligacdo de
hidrogénio, cristalizag&o ou interagdes hidrofébicas entre as cadeias poliméricas

(Hu et al., 2019a). Essas distingdes resultam em diferentes metodologias de
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preparo para cada tipo de hidrogel. Hidrogéis quimicamente reticulados podem
ser formados pelo uso de agentes quimicos especificos responsaveis pela
reticulacdo. Entretanto, grande parte dessas espécies quimicas possuem uma
elevada toxicidade e, por conta disso, essa rota de preparo € preterida por
diversos pesquisadores (Zhang, Junmei Zhi Junji et al., 2019). Uma estratégia
comumente empregada para a formacéo de hidrogéis quimicamente reticulados
€ a funcionalizacdo quimica dos polissacarideos pela insercdo de grupos
funcionais em sua estrutura que possibilitam a reticulacdo quimica por diferentes
tipos de reacdes organicas (por exemplo, reacdo de Diels-Alder, adicdo de
Michael, adicdo azida-alcino, etc.) (Akhtar; Hanif; Ranjha, 2016). Em relacéo aos
hidrogéis fisicamente reticulados, estes podem ser preparados por varias
metodologias (Gholamali, 2019). A mais usual é a mistura de solugbes de
polissacarideos que possuem grupos funcionais eletricamente carregados ou
gue, em uma condicdo especifica, apresentem cargas elétricas (por exemplo,
devido a variacdo de pH) (Zhang, Junmei Zhi Junji et al., 2019). Especificamente,
quando polimeros de cargas opostas sdo misturados, em solucdo, ocorre a
formacdo de complexos polieletroliticos (PEC) por conta da forte atracao
eletrostatica entre as cargas opostas (Sen et al., 2017). Todavia, essa
metodologia frequentemente resulta em membranas ou filmes (materiais 2D).
Apesar disso, essa metodologia é vantajosa, uma vez que nao faz uso de
agentes de reticulagéo (Zhang, Junmei Zhi Juniji et al., 2019).

Obviamente, cada tipo de hidrogel (fisico ou quimico) apresenta certas
propriedades que norteiam sua aplicagdo como biomaterial. Tais especificidades
sao originadas diretamente da rota de reticulacédo utilizada para seu preparo.
Hidrogéis quimicos, por exemplo, possuem uma grande estabilidade quimica e
mecanica por conta das ligacfes covalentes que compdem a sua rede polimérica
(Akhtar; Hanif; Ranjha, 2016). Essas ligacdes sao, em geral, fortes e permitem a
manutencdo da estrutura geral do hidrogel sob estresse mecéanico. Por conta
disso, esse tipo de hidrogel tem sido utilizado como biomaterial em aplicagbes
mais robustas, como no revestimento de ferimentos (atuando como curativos) ou
em implantes (Akhtar; Hanif; Ranjha, 2016). Por outro lado, hidrogéis fisicos, cuja
rede polimérica € formada por interacdes reversiveis frente a mudancas no

ambiente externo (pH, temperatura, forga idnica, entre outros), sdo amplamente
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aplicados como sistemas de liberacdo controlada de farmacos e agentes
biolégicos (Fajardo et al., 2012b). Porém, essa estratégia de preparo de
hidrogéis, geralmente, resulta em materiais heterogéneos devido a formacao de
zonas com diferentes graus de reticulacdo durante o processo de reticulacao.
Dessa forma, heterogeneidades séo criadas no material (Gholamali, 2019).

Evidentemente, todas as propriedades associadas aos hidrogéis quimicos
e fisicos podem ser ampliadas e otimizadas pela ado¢cdo de estratégias de
preparo  modificadas em relagdo aos  protocolos tradicionais.
Consequentemente, as potenciais aplicacdes desses materiais sdo expandidas.
Por exemplo, a rede polimérica de hidrogéis quimicamente reticulados pode ser
formada por ligacdes covalentes dindmicas entre os polimeros. Essas ligagbes
podem ser quebradas e, entado, reconstituidas (Liu et al., 2019). Essa capacidade
permite a formacdo de hidrogéis quimicamente reticulados capazes de
responder a certos estimulos externos e internos (uma propriedade tipica de
hidrogéis fisicos), mas mantendo as boas propriedades mecéanicas
caracteristicas da reticulagdo quimica (ZHANG, J. Z. et al., 2019). Similarmente,
hidrogéis fisicos podem apresentar duas redes poliméricas, uma fisicamente e a
outra quimicamente reticulada. Em geral, a sinergia entre os dois tipos de
reticulacdo proporciona uma melhora expressiva nas propriedades mecanicas
dos hidrogéis fisicos tradicionais. Tais hidrogéis hibridos podem ser utilizados
em aplicacbes que demandam uma grande robustez mecénica e estabilidade
estrutural (Wu et al., 2018).

A variabilidade de estratégias de reticulacdo possiveis para o preparo de
hidrogéis e suas respectivas particularidades resulta na utilizagdo da aplicacdo
final desses materiais como “ponto guia” para a sele¢ao da rota de reticulacéo e
de seu método de preparo. Em outra perspectiva, mas considerando a aplicacédo
de hidrogéis como biomateriais, o uso de polimeros naturais para o preparo
desses materiais € muito vantajoso (GEORGE et al., 2020). Isso ocorre, pois,
polimeros naturais sdo biocompativeis com diversos sistemas biolégicos em
diferentes situacdes e sao, em geral, biodegradaveis, caracteristicas essenciais
de um potencial biomaterial (Williams, 2022). Além disso, esse tipo de polimero
€ obtido a partir de recursos renovaveis, tornando-os abundantes e de relativo

baixo custo de producao e obtencao (George et al., 2020b). Entre esse tipo de

29



polimero, uma classe de polimeros naturais é amplamente utilizada para o

preparo de hidrogéis: os polissacarideos (GEORGE et al., 2020b).

2.3. Polissacarideos

Polissacarideos englobam uma especifica classe de polimeros naturais
que existe em abundancia na natureza (CHEN et al., 2020). Esse tipo de
polimeros pode ser extraido de diferentes fontes vegetais e animais, sendo,
portanto, renovaveis (Maciel et al., 2019). Estruturalmente, polissacarideos sédo
constituidos por unidades monoméricas sacaridicas que sao covalentemente
ligadas entre si por ligacGes glicosidicas e possuem grande variabilidade
estrutural e funcional. Essa grande diversidade estrutural advém de diferencas
na estrutura das unidades monoméricas, da estereoquimica da ligacdo
glicosidica, da extensdo e grau de polimerizacdo e presenca (ou nao) de
ramificacbes (Mohammed; Naveed; Jost, 2021). De maneira geral,
polissacarideos sdo macromoléculas multifuncionais, ja que sua estrutura pode
apresentar diferentes grupos funcionais hidrofilicos, como, por exemplo, grupos
hidroxila, amina, carboxila e sulfato (Mohammed; Naveed; Jost, 2021). De fato,
polissacarideos sédo polimeros com uma estrutura extremamente complexa e,
em muitos casos, variavel de acordo com sua fonte de extracdo e sazonalidade
(Giljan et al., 2022). Ademais, esses polimeros tém complexos padrbes de
dobramento, incluindo estruturas lamelares, espirais e fibrosas, que surgem das

interacBes entre as cadeias poliméricas (Mohammed; Naveed; Jost, 2021).

Todas essas particularidades estruturais culminam em polissacarideos
que possuem uma miriade de diferentes propriedades e aplicacdes. Na
natureza, polissacarideos executam varios papéis bioldgicos, incluindo como
componentes de refor¢co estrutural, armazenamento de energia, comunicacao e
identificacdo celular e como transportadores de biomoléculas na circulacao
sanguinea (Giljan et al., 2022). Tendo em vista essas aplicacdes, ndo é surpresa
que polissacarideos sejam polimeros biodegradaveis e, em varias situacdes,
biocompativeis com tecidos humanos (Nichols et al., 2020). Essas
caracteristicas alavancam o uso de polissacarideos no preparo de biomateriais,

em especial de hidrogéis (Beaumont et al., 2021). Soma-se a isso a presenca de
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diversos grupos funcionais na estrutura dos polissacarideos, 0s quais permitem
0 seu uso ou funcionalizacdo visando a reticulacdo de suas cadeias e a obtencéo
de biomateriais (Fajardo et al., 2012b). Considerando o preparo de biomateriais,
os polissacarideos celulose, pectina e quitosana sdo amplamente utilizados
(Beaumont et al., 2021). As principais caracteristicas desses polissacarideos

serdo sucintamente comentadas a seguir.

2.3.1. Celulose

A celulose (CL) é um dos polimeros naturais mais abundantes no planeta
e esse polissacarideo possui interessantes propriedades e aplicagbes em
diversas areas. Na natureza, a CL atua como principal componente estrutural da
membrana das células vegetais e como reserva energética para processos
vinculados a fotossintese (Fu et al., 2019). Em geral, a CL pode ser extraida da
madeira, de fibras de algoddo e a partir da atividade microbiana de certas
espécies de bactéria (Gao; Liu; Edgar, 2018). Por conta da sua abundancia,
baixo-custo, biocompatibilidade e biodegradabilidade, a CL é amplamente
utilizada no preparo de biomateriais poliméricos visando a liberagdo controlada
de farmacos (especialmente no trato gastrointestinal), o revestimento de
ferimentos e o cultivo de células (Jiang et al., 2021). Entretanto, € preciso
ressaltar que a celulose somente é biodegradavel no ambiente e, em algumas
situacdes, no meio trato gastrointestinal (por conta da acao bacteriana de certas
bactérias) e, assim, a biocompatibilidade no interior dentro do corpo humano
desse polissacarideo € tema de debate por diversos pesquisadores (Jiang et al.,
2021). Em relacgéo a sua estrutura quimica, a CL € um homopolissacarideo linear
consistindo em unidades monoméricas de D-glicopiranose com ligacao
glicosidica do tipo B(1—4), como mostrado na Figura 2. Em cada unidade
monomérica da CL, existe trés grupos hidroxila livres, incluindo um grupo
primario na posicéo C-6 e outros dois grupos hidroxila secundarios nas posi¢coes
C-2 e C-3. Esses grupos hidroxila interagem fortemente por ligacbes de
hidrogénio por conta da conformacédo espacial da cadeia polissacaridica da CL.
Como consequéncia dessa conformacéo e intera¢des de hidrogénio intercadeia,
as cadeias polissacaridicas da CL sdo organizadas em estruturas semicristalinas
laminares (Fu et al., 2019).
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Figura 2. Estrutura quimica da unidade monomérica da celulose.

As fortes interacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxila da CL, além
de influenciar sua cristalinidade, impedem sua completa solubilizacdo em agua,
ja que tais grupos funcionais estdo inacessiveis para interagir com as moléculas
de agua por solvatacao (Fu et al., 2019). Essa limitacdo impede o uso direto da
CL para o preparo de diversos materiais. Essa desvantagem €& facilmente
contornada pela funcionalizacdo da CL que resulta em derivados processaveis,
soluveis em agua e com grande versatilidade (GEORGE et al., 2020). Nesse
sentido, reacdes de eterificacdo e esterificacdo da CL sao, provavelmente, as
estratégias de funcionalizacdo mais empregadas para introduzir as propriedades
desejadas aos derivados da CL (Volokhova; Edgar; Matson, 2020). Por exemplo,
diferentes tipos de éteres de celulose, como hidroxietil celulose e hidroxipropil
celulose, ésteres de celulose, como acetato de celulose e succinato de celulose,
e derivados carboximetilados da CL sdo empregados no preparo de biomateriais,
desde microparticulas até hidrogéis (Fu et al., 2019). Especialmente, hidrogéis
de CL tém sido muito utilizados como sistemas de liberagcdo controlada
(Abbasian et al., 2019), scaffolds (Jiang et al., 2021) e curativos (Liu et al.,
2020b).

2.3.2. Pectina

A pectina (Pct) € um polissacarideo solivel em agua que esta presente
em grande quantidade na parede celular de diferentes células vegetais. Portanto,
esse polissacarideo é extraido de fontes vegetais, incluindo residuos vegetais,
tais como: bagaco de frutas citricas, cascas de beterraba e sementes de girassol

(Lietal., 2021). Esses residuos sdo comumente tratados com acidos inorganicos
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(HCI, H2SO4 ou HNO3) por longos periodos e altas temperaturas para promover
a hidrolise de lignina e hemiceluloses e facilitar a extracdo da Pct, a qual é obtida
por filtracdo do meio e pela posterior adicdo de metanol ao filtrado (Lara-
Espinoza et al., 2018). Obviamente, dependendo das condi¢bes da reagéao de
hidrélise acida, Pct com diferentes graus de polimerizacdo e peso molecular sdo
obtidas (Lara-Espinoza et al., 2018). Estruturalmente, a Pct € um dos
polissacarideos mais complexos existentes na natureza e sua estrutura quimica
ainda nao foi completamente elucidada (Cao, Jing et al., 2020). De maneira
geral, varios estudos apontam que a Pct possui um esqueleto linear composto
de unidades monoméricas de acido D-galacturbnico unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo a(1—4) (Cao, Lianqi et al., 2020), cuja estrutura € mostrada
na Figura 3. Eventualmente, D-xilose, D-galactose, D-glicose, L-arabinose, L-
ramnose, ou uma combinacdo desses monossacarideos neutros, sao inseridos
no esqueleto principal, gerando pontos de ramificacdo nas posi¢cdes C-2 ou C-3
da unidade sacaridica principal (Li et al., 2021). O componente principal da Pct
€ sua fracao linear constituida por residuos do acido galacturénico. Logo, as
propriedades desse polissacarideo sdo determinadas por essa fracdo. Nesse
sentido, uma grande porc¢éo dos grupos carboxilicos da fracao linear da Pct estéo
esterificados com grupos metil, os quais séo facilmente removidos por meio de

um tratamento alcalino (Maciel et al., 2019).

Figura 3. Estrutura quimica da parte linear da pectina (grau de desesterificacao de 100%).

A Pct é utilizada ha bastante tempo como suplemento alimentar e como
agente espessante em diferentes alimentos. Entretanto, o seu uso na fabricacéo

de biomateriais é relativamente recente (Li et al., 2021). Esse fenbmeno esta
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relacionado com as recentes descobertas dos efeitos biolégicos exercidos pela
Pct como, por exemplo, sua capacidade de inibir a atividade de macrofagos e
reduzir os efeitos inflamatorios (Li et al., 2021), e sua atividade anticancerigena,
a qual esta relacionada com a adeséo da Pct na proteina pro-metastase galectin-
3, promovendo sua inibicdo (Wu, Dongmei et al., 2020). Nessas aplicacdes, 0
grau de desesterificacdo € muito importante porque os grupos carboxilicos livres
da Pct promovem um aumento na sua adesividade as células e membranas dos
tecidos (Lara-Espinoza et al., 2018). Portanto, o grau de desesterificacdo da Pct
desempenha um importante papel na atividade biol6gica desse polissacarideo
(Lara-Espinoza et al., 2018). Ainda, dependendo do grau de desesterificacao, a
Pct pode apresentar um carater polianiénico (Li et al., 2021). Em alinhamento
com essas atividades bioldgicas, a grande biocompatibilidade e
biodegradabilidade da Pct indicam a grande utilidade desse polissacarideo no
preparo de biomateriais que ativamente participam dos processos biolégicos e
nao desempenham somente o papel de dispositivo de liberacdo controlada de
um farmaco, por exemplo. De fato, hidrogéis de Pct s&o aplicados no tratamento
de cancer (ap6s remocdo cirurgica do tumor) (Li et al., 2021), no cultivo celular
(Lara-Espinoza et al., 2018) e no tratamento de lesbes (MORELLO et al., 2023).

2.3.3. Quitosana

Outro polissacarideo muito utilizado para o preparo de hidrogéis, visando
sua aplicacdo como biomaterial, € a quitosana (QT), um copolimero linear cuja
unidade monomérica é constituida de D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina
conectadas por ligagdes glicosidicas do tipo B(1—4) (Martins et al., 2020), como
demonstrado na Figura 4. A QT é um derivado obtido pela desacetilacdo da
quitina, um polissacarideo que é o principal componente das conchas dos
crustaceos, do exoesqueleto dos insetos e da parede celular dos fungos
(MACIEL et al., 2019).Essencialmente, os parametros que afetam as
caracteristicas da QT sdo seu peso molecular e seu grau de desacetilacao, os
quais sdo determinados pelas condi¢cdes experimentais selecionadas durante
sua preparacgdo, geralmente, baseada na hidrolise alcalina da quitina em altas
temperaturas (Maciel et al., 2019). Outra caracteristica importante da QT é sua
insolubilidade em agua pura por causa das fortes interacdes de hidrogénio entre
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0s grupos funcionais presentes em sua estrutura monomérica (Caldas et al.,
2021). Tipicamente, a QT é soluvel em solu¢cdes aquosas acidas com um pH
menor que 6,0. Nessa condigao, os grupos amina da QT sao protonados (—NH3*)
e a repulsdo eletrostatica entre as cadeias facilita sua solvatacéo e solubilizagédo
(CHEN et al., 2020). Portanto, em um meio com pH relativamente acido, os
grupos amina da QT s&o carregados positivamente e tornam a QT em um
polieletrolito catidnico (Maciel et al., 2019). Em geral, quanto maior a quantidade
desses grupos, maior a solubilidade da QT em &gua. Como consequéncia, a
processabilidade desse polissacarideo é beneficiada por um elevado grau de
desacetilacdo (Caldas et al., 2021).

NH
n @)
NH, OH

Figura 4. Estrutura quimica da unidade monomeérica da quitosana (n > m).

Por conta de todas essas caracteristicas, juntamente com sua grande
biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade (mesmo in vivo), a QT
tem sido utilizada no preparo de varios biomateriais (Rajabi et al., 2021). Nao
obstante, esse polissacarideo possui propriedades bioativas Unicas. Por
exemplo, diversas pesquisas relatam a atuacdo da QT na cicatrizacdo de
ferimentos ao possuir acao antitumoral e propriedades anticoagulantes, as quais
permitem a aplicacdo desse polissacarideo no desenvolvimento de dispositivos
de liberagdo de farmacos e de substratos porosos (Rajabi et al., 2021). Alias,
duas propriedades da QT que impactam 0 seu uso no preparo de biomateriais
s&0 sua natureza catidnica e a alta densidade de cargas em solugéo acida. Em
conjunto, essas caracteristicas permitem a fabricacdo de complexos iGnicos
insolUveis com espécies polianibnicas em agua. Isso resulta no uso dos
complexos polieletroliticos de QT para diferentes aplicac6es biomédicas (Rajabi

et al., 2021). De maneira geral, hidrogéis de QT sdo empregados na liberacao
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controlada de farmacos (MORELLO et al., 2023), no revestimento de ferimentos

(Fajardo et al., 2012b) e como scaffolds para cultivo celular (CHEN et al., 2020).
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Capitulo 3 — Hidrogel de quitosana preparado por meio de uma
nova estratégia de reticulacdo catalisada por acido borico:

Desenvolvimento, sintese e caracterizacao

3.1. Introducéao

Hidrogéis quimicamente reticulados baseados em polissacarideos sao
muito utilizados em aplicagcbes biomédicas que requerem biomateriais com
elevada estabilidade e robustez mecénica, como é o caso de curativos ou
scaffolds (Hu et al., 2019a). Considerando esse tipo de aplicacdo, estudos na
literatura relatam os beneficios associados com as reacdes de adicdo de Michael
para a sintese de hidrogéis (He, Jiahui et al., 2020). Esse tipo de reacado ocorre
entre um nucledfilo (doador de Michael) e um alceno eletrofilico (aceptor de
Michael), em condi¢cdes experimentais brandas, possuindo grande seletividade
e eficiéncia (He, Jiahui et al., 2020). Esse tipo de reacdo envolve polimeros
contendo grupos tiois (doador de Michael) e polimeros possuindo um grupo
carboxilico a,B insaturado (aceptor de Michael) que reagem em condigdes
basicas. Entretanto, alguns riscos relacionados com reacfes paralelas na adicao
de tio-Michael (por exemplo, a formacao de liga¢des dissulfeto) e a oxidacdo dos
grupos tidis prejudicam a sua eficiéncia (Smith et al., 2018). Uma alternativa para
contornar essas desvantagens é o0 uso de grupos amina como doadores de
Michael que, surpreendentemente, é pouco explorado para promover a
reticulacdo de polimeros para a fabricacdo de hidrogéis, provavelmente por
conta do baixo carater nucleofilico dos grupos amina em comparacdo com outros
doadores de Michael, como os grupos tiol. E importante mencionar que quando
grupos amina sdo empregados como doadores de Michael a reacdo é

denominado de reacéo de adi¢cao de aza-Michael (Gholamali, 2019).

Neste Capitulo, uma nova estratégia para o preparo de um hidrogel
quimicamente reticulado baseada em uma reacao de adicdo de aza-Michael é
apresentada. Para o preparo desse hidrogel, QT, um polissacarideo que possui
em sua estrutura diversos grupos amina (doadores de Michael), e um polimero
contendo grupos carboxilicos a,f insaturados (aceptores de Michael) foram

utilizados. Hidrogéis de QT séo frageis e possuem uma baixa resisténcia ao
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impacto. Logo, a sua aplicagdo como biomaterial é restrita (de Souza; da Silva;
Fajardo, 2017a). Portanto, poli(vinil alcool) (PVA), um polimero sintético solavel
em agua que possui excelentes propriedades mecanicas foi funcionalizado com
grupos a,B insaturados e utilizado com a QT para o preparo do hidrogel baseada
na reticulagdo quimica por meio da reacdo de adi¢cdo aza-Michael.

Como mencionado anteriormente, grupos amina possuem um baixo
carater nucleofilico e, como consequéncia, a sua reatividade como doador de
Michael é reduzida. Nesse estudo, acido bodrico (H3BO3) foi utilizado como
catalisador da reacdo de aza-Michael entre a QT e o PVA funcionalizado
objetivando a reticulacdo desses polimeros e o preparo do hidrogel. Nos ultimos
anos, varios estudos relatam o uso do HsBOs como catalisador em reacdes de
sintese organica, incluindo reacdes de adicdo de aza-Michael, devido ao seu
carater acido de Lewis (Ren et al., 2015). Desse modo, o H3BOs foi utilizado
como catalisador da reacéo. Além de investigar a viabilidade dessa estratégia no
preparo do hidrogel, o efeito de varios parametros experimentais (razao entre as
massas de QT:PVA, pH e concentracdo de acido borico) na eficiéncia da
reticulacdo foi investigado. Ainda, uma série de técnicas espectroscopicas (FTIR
e RMN de 'H e 13C) foram utilizadas para clarificar o mecanismo de reticulacéo.
Ainda, as propriedades térmicas, mecanicas, morfolégicas e de intumescimento

do hidrogel preparado também foram investigadas.

38



3.2. Experimental
3.2.1. Materiais

Quitosana (QT, 85% desacetilada, My 87.000 g mol?) foi adquirida da
Golden-Shell Co. (China). O grau de desacetilacdo da QT foi aumentado de
acordo com a metodologia previamente descrita por QUADRADO et al. (2021),
onde todas as andlises de caracterizacdo podem ser encontradas. O grau de
desacetilacéo final da QT obtida foi estimado em 98%. Poli(vinil alcool) (PVA,
98% hidrolisado, Mw 124.000 g mol), metacrilato de glicidila (GMA) e curcumina
(Cur) da Curcuma longa foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Acido acético,
etanol e &cido bérico (H3BO3) foram adquiridos da Synth (Brasil). Com excec¢éo

da QT, todos os outros reagentes sao de grau analitico.

3.2.2. Funcionaliza¢&o quimica do PVA utilizando GMA

A estratégia para a funcionalizacdo quimica do PVA com GMA foi
adaptada da literatura (Reis et al., 2009). Um esquema geral do protocolo
experimental adotado é mostrado na Figura 5. O PVA funcionalizado com GMA
(denominado de PVA-MA) foi sintetizado a partir da solubilizagédo do PVA (1,5 g)
em agua destilada (150 mL) a 80 °C por 2 h. Posteriormente, o pH da solu¢éo
foi ajustado para pH 3,5 com uma solucdo aquosa de HCI (1 mol L?). Em
seguida, GMA (0,98 mL) foi adicionado ao sistema reacional, sendo 0 mesmo
aguecido a 60 °C. De acordo com REIS et al. (2009), no pH préximo de 3,5, a
introducéo do GMA na estrutura do PVA ocorre pela abertura do anel do grupo
epoxido do GMA e ndo pela reacéo de transesterificacao, a qual é reversivel. Por
esse motivo, nesse estudo, o pH 3,5 foi selecionado. Assim, a reacédo foi mantida
sob agitacdo magnética constante por 48 h. Apos esse intervalo de tempo, o
sistema foi resfriado e o PVA-MA foi precipitado com a adi¢cao de etanol (100 mL)
e, entdo, recuperado por filtracdo a vacuo. O produto foi lavado varias vezes com
etanol para remover qualquer material que néo reagiu. O PVA-MA foi congelado
e liofilizado a -55 °C por 24 h.
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Figura 5. Esquema ilustrativo da reagéo de funcionalizagdo do PVA com grupos metacrilatos e
a obtencédo do PVA-MA.

A funcionalizacdo do PVA com GMA foi confirmada por FTIR e RMN de
'H e 3C. Rendimento: 1,10 g (73,34 %). FTIR (cm™): 3450 (O—H); 2980-2830
(C-H); 1680 (C=0cwma); 1640 (C=C). RMN de 'H (400 MHz, D20, &, ppm): 6,17
(C=CHgz, proton vinilico,); 5,74 (C=CHgz, préton vinilico); 4,18 (CHeva, préton
metilénico); 3,80-3,54 (CH, prétons da estrutura carbénica do GMA); 1,93 (CHs,
préton metilico). RMN de 13C (100 MHz, D20, &, ppm): 168,00 (C=0Ocwma); 138,40
(C=CH); 130,00 (C=CH); 75-65 (CHcma); 43,90 (CHpva). Utilizando o espectro
de RMN de H (Zhang, Junmei et al., 2019), o grau de substituicdo do PVA-MA
foi estimado como 0,51.

3.2.3. Preparo do hidrogel

Hidrogéis de QT e PVA-MA foram preparados por meio de uma reacao de
adicdo aza-Michael utilizando acido borico como catalisador. Para avaliar a
viabilidade e robustez desse método, alguns parametros relacionados ao
preparo dos hidrogéis foram otimizados conforme destacado na Figura 6.
Resumidamente, a razdo entre as massas de QT:PVA-MA (1:1, 1:2 e 1:3),
concentracdo de catalisador (0,1; 0,5 e 1,0 mmol L) e o pH do meio reacional

(2, 4 e 6) foram variados e seu efeito na sintese do hidrogel foi investigado (Xiong
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et al., 2020). De maneira geral, para o preparo dos hidrogéis, QT (0,05 g) foi
solubilizada em uma solucédo aquosa de acido acético (0,05% v/v, 5 mL) sob
agitacdo constante a temperatura ambiente. Separadamente, PVA-MA (0,05;
0,10 ou 0,15 g) foi solubilizado em agua destilada (5 mL) a 80 °C por 12 h.
Posteriormente, a solugdo de PVA-MA foi resfriada até a temperatura ambiente
e, entdo, adicionada na solucéo de QT. A solucéo resultante foi homogeneizada
(10 min sob agitacdo constante) e H3BOs foi adicionado, seguido pelo ajuste do
pH da solucédo pela adicdo de solugdes aquosas de HCI (1 mol L'1) ou NaOH (1
mol L1). Apés esse passo, a temperatura foi aumentada para 60 °C (essa

temperatura foi selecionada a partir de experimentos realizados previamente).

A obtencdo do hidrogel, como também, o tempo de gelificagcdo foram
determinados pela simples inversdo do frasco (Ye et al., 2016). O tempo de
gelificacéo foi definido como o tempo necessario para a solucao se solidificar e
nao escoar quando o frasco é invertido (Ye et al., 2016). Os hidrogéis obtidos
foram recuperados e purificados em agua pura acidificada (100 mL, pH ~ 5) por
24 h para remover o HsBOs e polimeros néo reticulados. A agua utilizada para a
purificacdo dos hidrogéis sintetizados foi filtrada e, entdo, utilizada para a
quantificacdo do &cido borico soluvel através de um método colorimétrico
utilizando curcumina (Cur) (Pan et al., 2020). Os hidrogéis purificados foram
secos por liofilizacdo (-55 °C, 48 h). O rendimento do gel foi usado como um
parametro quantitativo para demonstrar a eficiéncia da gelificacdo do processo
de reticulacao (Zhang, Junmei Zhi Junji et al., 2019). O rendimento do gel foi

estimado por meio da Eq. (1) (Brar; Kaur, 2018):

H
Rendimento (%) = M—m x 100 (1)

m

onde H,, € a massa (em g) do hidrogel purificado seco e M,,, € a massa (em g) é
a massa total dos polimeros utilizados para preparar o hidrogel. O rendimento

médio foi estimado dos experimentos feitos em triplicata.
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3.2.4. Técnicas de caracterizagao

Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR) foi
realizada em um espectrometro Shimadzu (modelo 300, Japao) operando na
faixa espectral de 4000 cm a 600 cm* com resolucéo de 4 cmL. Espectroscopia
de ressonancia magnética (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono (*3C) foram
realizadas em um espectrometro Bruker (modelo Avance DPX 400, Australia)
operando a 400 e 100 MHz para *H e 13C. Os espectros foram obtidos em agua
deuterada e DSS foi utilizado como padréo interno. Para essas analises, uma
amostra dos hidrogéis foi moida e, entdo, solubilizada no solvente deuterado. A
fracdo soluvel foi analisada no espectrobmetro. Todas as analises reoldgicas
foram conduzidas em um reémetro HAAK RS 150 (Thermo Fisher, EUA) com
geometria de placas paralelas (35 mm de diametro e gap de 2 mm). A amostra
(6 mL) em diferentes tempos reacionais foi alocada entre as placas, sendo
submetida a um estresse de 0,1 Pa, no intervalo de frequéncia de 1 até 10 Hz.
Durante essas analises, os modulos elasticos (G') e viscoso (G") foram
computados e tan 0 foi calculada como a razao entre os médulos (G"/G"). Essas
analises foram realizadas em triplicata. A morfologia do hidrogel foi investigada
em um microscopio eletrénico de varredura (MEV) JEOL JSM-6610LV (EUA).
Para isso, a amostra do hidrogel foi recoberta com uma fina camada de ouro e
examinadas no microscopio. Os ensaios de compressdo mecanica foram
realizados em um texturébmetro TA.TX2 Stable Microsystems (Reino Unido).
Nesses ensaios, amostras intumescidas do hidrogel (20 x 20 x 20 mm) foram
analisadas na temperatura de 25 °C em um ambiente com umidade controlada
(50%). Esses ensaios foram realizados em triplicata. Para os experimentos de
intumescimento maximo, amostras secas do hidrogel (100 mg) foram imersas e
incubadas em meio PBS (pH 7,4) na temperatura de 37 °C. Apés 24 h, as
amostras foram retiradas, o excesso de liquido na superficie da amostra foi
absorvido com um papel absorvente e a amostra foi pesada novamente. O grau
de intumescimento maximo foi estimado pela Eqg. (2). Para verificar a estabilidade
do hidrogel, a perda de massa desse material foi investigada utilizando um
método similar ao descrito acima. Para isso, amostras do hidrogel foram
incubadas em PBS (pH 7,4) na temperatura de 37 °C. Em determinados

intervalos de tempo, as amostras foram retiradas, secas em estufa (50 °C por 24
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h) e pesadas novamente. ApGs a pesagem, essas amostras foram incubadas
novamente no mesmo meio. A perda de massa das amostras do hidrogel
preparado foram calculadas pela Eq. (3). Todos esses experimentos foram

realizados em triplicata.

Wie — Wo x 100% (2)
w

0

Intumescimento (%) =

st

Wst — Wo x 100% 3)
Wo

Perda de massa (%) =

onde w;; e wy Sa0, respectivamente, a massa intumescida e seca da amostra

em um determinado tempo t, enquanto w, € a massa inicial da amostra.

A densidade de reticulacéo (ve) dos hidrogéis preparados foi estimada por
um método baseado no intumescimento maximo desses materiais, onde a
Equacdo de Flory-Rehner foi empregada (Khan et al.,, 2017). Para esses
experimentos, amostras secas (100 mg) dos hidrogéis foram imersas em agua
durante um intervalo de 24 h. Ap6s esse periodo, o excesso de liquido foi
removido da amostra com um papel absorvente e a amostra foi pesada
novamente. O peso intumescido da amostra foi utilizado para estimar ve (em mol

m-3), o qual foi calculado por meio das Egs. (4)—(7):

 aws(We-B) )
In(1 = Vp) + Vp + x(Vp?)

C=

= [ 4 % (wie _ )\ (5)
Vo= [1+ 5 (G- 1))
— ln(l—sz)+Vp (6)
Vp
Vo= ™)
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onde M, é o peso molecular médio entre os pontos de reticulagédo, w;; € wy; sédo
as massas (em g) do hidrogel no estado intumescido e seco, respectivamente.
Vs é volume molar médio do solvente (18 cm® mol?), V, é a fracdo volumétrica
da rede polimérica no estado intumescido, ds é a densidade do solvente (em g
cm3), y é o parametro de interacédo polimero-solvente e dy é a densidade do
hidrogel (estimada com um picnédmetro) (Khan et al., 2017). Os experimentos

foram realizados na temperatura de 25 °C.

3.3. Resultados e discussao
3.3.1. Sintese do hidrogel QT/PVA-MA

De maneira geral, o processo de reticulacdo dos polimeros QT e PVA-MA
foi baseado na reacdo de adicdo de aza-Michael. Nesse tipo de reacado, a
reatividade dos doadores de Michael é fundamental para atingir uma grande
eficiéncia; no caso da QT, dos grupos amina. Porém, como mencionado
anteriormente, a reatividade desses grupos funcionais € limitada e a eficiéncia
da reacao de aza-Michael para a formacao de hidrogéis constituidos pela QT é
pequena. Para contornar essa limitagdo, HsBOs3 foi utilizado como catalisador
para mediar a reacdo de aza-Michael entre a QT e o PVA-MA. Recentemente,
HsBOs tem sido empregado como catalisador de varias reacdes organicas
sintéticas ou, até mesmo, reacdes de polimerizacdo devido ao seu carater acido
de Lewis (Hall, 2019). Logo, o HsBOs é capaz de formar complexos estaveis com
grupos funcionais ricos em elétrons e acelerar reacdes de adicdo (Hall, 2019).
Portanto, ele foi utilizado como catalisador para o preparo do hidrogel de QT e
PVA-MA.

Um esquema ilustrativo geral da formacé&o do hidrogel é apresentado na
Figura 6. O PVA-MA possui uma porgdo metacrilatada em sua estrutura
contendo grupos carbonila (—C=0) e vinil (-C=CH2). Considerando os aspectos
acima discutidos, a hipotese apresentada aqui é que o H3BOs interage com o0s
grupos carbonila, que sao ricos em elétrons, favorecendo o ataque nucleofilico
dos grupos amina da QT nos grupos insaturados do PVA-MA e,
consequentemente, formando o hidrogel. Para validar essa hipotese, uma série

de experimentos variando a massa entre QT/PVA-MA, pH do meio reacional e
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concentracdo de HsBOs foram realizados. O efeito desses parametros no

rendimento e no tempo de gelificacdo esta sumarizado na Tabela 1.

Mistura QT/PVA-MA

i

Qr

>
-NH,

¥te €

PVA-MA

Adicao de aza-

-C=CH,

8-

-C-CH,-NH-

Hidrogel QT/PVA-MA

Figura 6. Esquema ilustrativo para a sintese do hidrogel QT/PVA-MA usando HsBOs como

catalisador.

Tabela 1. Tempo de gelificacé@o e rendimento para a sintese do hidrogel em diferentes condi¢des.

Entrada

Razéo

Rendimento

pH Concentragdo Tempo de v,
QT/PVA-MA de H3BO3 gelificacao (%) (mol m3)a
(m/m) (mmol L) (horas)

1 1:0 4,0 1,0 - - -
2 0:1 4,0 1,0 - - .
3 11 4,0 1,0 24 29,02+2,10 20,041
4 1:2 4,0 1,0 48 91,00+3,00 30,0+1,1
5 1:3 4,0 1,0 72 60,00 £ 6,91 245+0,2
6 1:2 2,0 1,0 - - -
7 1:2 6,0 1,0 48 20,00 £ 5,00 151+15
8 1:2 4,0 0,1 96 53,00+ 8,71 140+04
9 1:2 4,0 0,5 48 70,00+1,00 26,024
10 1:2 4,0 Sem catalisador - - -

aExperimentos realizados em triplicata.
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Como demonstrado na Tabela 1, a presenca de QT, PVA-MA e H3BOs é
necessaria para a formacéo do hidrogel (Tabela 1, entradas 1, 2 e 10). Além
disso, as suas quantidades possuem um grande efeito no processo de
gelificacédo e solidificacdo da solucdo formadora do hidrogel. Por exemplo, a
variacao da razédo entre as massas de QT e PVA-MA afetou drasticamente o
rendimento da sintese, como também, o tempo de gelificacdo (Tabela 1,
entradas 3, 4 e 5). E importante mencionar que, para esses experimentos, a
quantidade de QT foi mantida constante. De maneira geral, quando a mesma
massa de QT e PVA-MA foi utilizada, o hidrogel foi obtido, porém, com um baixo
rendimento (Tabela 1, entrada 3). Contudo, o rendimento do processo de sintese
aumentou quando a razdo entre as massas dos polimeros foi aumentada.
Curiosamente, a maior razdo de massa entre QT e PVA-MA resultou em um
baixo rendimento na sintese do hidrogel (Tabela 1, entrada 5) quando
comparada com a razdo de massa intermediaria (Tabela 1, entrada 4), onde o
hidrogel foi sintetizado mais rapidamente e com um alto rendimento. Esses
resultados indicam que o processo de gelificacdo é dependente da quantidade
total dos grupos amina e vinil da QT e PVA-MA. A quantidade desses grupos
esta diretamente relacionada as massas dos polimeros utilizados na sintese do
hidrogel. Na menor razdo entre as massas de QT e PVA-MA existe uma baixa
quantidade de grupos vinil acessiveis para reagir com 0s grupos amina e, como
resultado, o processo de gelificacéo é pouco eficiente e resulta na formacao de
uma rede polimérica fragil. Por outro lado, na maior razdo entre as massas dos
polimeros, ha um excesso de grupos vinilicos, mas uma quantidade limitada de
grupos amina capazes de reagir (Ye et al., 2016). Logo, apesar da rede
polimérica ser formada, o processo de sintese é ineficiente. Considerando esses
resultados, a razao intermediaria entre as massas de QT e PVA-MA (razéo entre
as massas de 1:2) foi selecionada como condi¢cdo Otima para a sintese do
hidrogel QT/PVA-MA.

Como verificado na Tabela 1, outro fator que afeta a formacao do
hidrogel é o pH do meio reacional. Em geral, esse efeito é esperado, pois, o pH
influencia drasticamente a reatividade dos grupos amina como doadores de
Michael na reacdo de adicdo de aza-Michael (Kamoun et al., 2015).

Resumidamente, a QT é soluvel em dgua somente na presenca de 4cidos que
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promovem a protonacdo dos grupos amina e facilitam a absorcdo de agua e
solubilizacdo desse polissacarideo (Kamoun et al.,, 2015). Entretanto, a
protonacdo dos grupos amina diminui a sua reatividade como nucledfilo, assim,
a priori, prejudicando a eficiéncia da reagédo de aza-Michael. Apesar disso, a
protonacdo desses grupos funcionais da QT é vital para formar uma solucéo
homogénea e prevenir a sintese de um hidrogel heterogéneo. Portanto, um
balanco entre os grupos amina protonados e ndo-protonados € muito importante
para a estratégia de reticulacdo quimica proposta neste estudo. Nesse sentido,
o equilibrio entre os grupos amina protonados e nao-protonados também

influencia no balanco dessas espécies.

A Tabela 1 mostra que a melhor condigéo de pH do meio reacional foi em
torno do pH 4, onde um grande rendimento da sintese do hidrogel foi obtido
(Tabela 1, entrada 4). Em torno do pH 2, o hidrogel nao foi formado (Tabela 1,
entrada 6), provavelmente por conta da protonacao da maioria dos grupos amina
da QT nessa condi¢ao de pH. Isso reduz a reatividade da QT na reacao de aza-
Michael e a eficiéncia do processo de reticulagéo (Blackburn, 2004). Quando a
reacao de reticulacdo foi realizada em, aproximadamente, pH 6, a solu¢cdo dos
polimeros foi solidificada, porém, o rendimento da sintese do hidrogel foi baixo
(Tabela 1, entrada 6). O subsequente aumento do pH do meio reacional de,
aproximadamente, pH 8 até pH 10 nao resultou na formacgéo do hidrogel (esses
resultados ndo foram mostrados na Tabela 1). De modo geral, & medida que o
pH do meio de reacdo aumenta, 0s grupos amina da QT sdo desprotonados e
esse polissacarideo comeca a precipitar. Por consequéncia, 0S grupos aminas
nao sao capazes de reagir com o0s grupos vinilicos do PVA-MA e o hidrogel ndo
pode ser formado. A partir dos resultados apresentados na Tabela 1,
aparentemente, em pH 4 ha um balanco favoravel entre os grupos amina
protonados e desprotonados na estrutura da QT que permite a reticulagdo com
o PVA-MA. Ainda, considerando o equilibrio quimico entre essas espécies
guimicas, o consumo dos grupos amina nao-ionizados (ndo-protonados) desloca
o equilibrio a favor dessas espécies, logo, favorecendo a reacao de aza-Michael.
Outro efeito que pode explicar a baixa eficiéncia do processo de gelificacado
quando o pH do meio reacional aumenta (pH = 6) é a complexagéo do acido

borico (ou outra espécie derivada) com os grupos hidroxila do PVA-MA ou até
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mesmo da QT (Geng; Haque; Oksman, 2016b). Como consequéncia, a
disponibilidade do catalisador é reduzida e a reticulacdo dos polimeros €&
prejudicada. Aparentemente, nessas condigdes experimentais (pH = 6), a
precipitacdo da QT possui um maior efeito na reticulacéo e sintese do hidrogel
(Geng; Haque; Oksman, 2016b). Por conta disso, nesse estudo, a melhor
condicdo de pH para a sintese do hidrogel QT/PVA-MA foi em torno do pH 4.

Todos os experimentos posteriores foram realizados nesse pH.

Finalmente, o efeito da concentracdo de H3BO3 na formacéao do hidrogel
também foi investigado (Tabela 1). De modo geral, o0 aumento da concentracao
do catalisador de 0,1 para 1 mmol L? (Tabela 1, entradas 4, 8 e 9) resultou em
um processo de gelificacdo mais eficiente (maior rendimento na sintese do
hidrogel em um menor tempo de gelificacéo). Esses resultados indicam que uma
maior quantidade de HsBOs facilita 0 ataque nucleofilico dos grupos amina da
QT nos grupos vinilicos do PVA-MA. Tendo em vista todos os resultados
experimentais obtidos, as condi¢cdes reacionais descritas na entrada 4 da Tabela
1 foram selecionadas como étimas para a sintese do hidrogel. Outro aspecto que
deve ser mencionado é que derivados de &cidos borénicos, incluindo o H3BOs,
podem atuar como agentes de reticulacdo da QT e PVA-MA por conta da
complexacao desses compostos com os grupos hidroxila (-OH) desses
polimeros, como mencionado anteriormente. Porém, a formacgdo desses
complexos somente é favoravel em meio alcalino (pH > 6) e em grandes
concentragbes dos compostos borénicos (> 1 mmol L) (Geng; Hague; Oksman,
2016a). Realmente, segundo varios estudos na literatura, o parametro mais
importante para a reticulacéo utilizando H3BOs € o pH do meio, j& que o H3BOs é
uma &cido de Lewis fraco (Geng et al., 2017). Na 4gua, o HzBOs forma os ions
tetraborato, como demonstrado na Eq. (8). Esses ions sdo responsaveis pela
reticulagdo de polimeros contendo grupos hidroxila por meio de ligacdes de
hidrogénio ou ligagdes B—O. A partir da Eq. (8) é possivel constatar que o
aumento do pH (pH = 6) favorece a formagao dos ions tetraborato, onde ions
OH-~ séo os ligantes do boro. Todavia, em condi¢des acidas de pH, o equilibrio €
deslocado a esquerda da reacdo e a forma néo-ionizada do H3BOs é favorecida,

sendo dominante nessa condi¢céo de pH (Geng et al., 2017).
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H3BO3 ) + H200) 5 BOOH) ;g + Higy K =58x100molL?  (8)

pKa =6.00 — 9.23

Dessa forma, de acordo com as 6timas condicdes experimentais (pH em
torno de 4 e concentracéo de HsBOz de 1 mmol L) selecionadas para a sintese
do hidrogel QT/PVA-MA, a reticulacdo por H3BOs, apesar de possivel, é
insignificante. Ainda, a quantidade de HzBOs3 presente no hidrogel preparado nas
condicbes Otimas é muito pequena (aproximadamente, 0,4 % m/m) apos o
processo de purificacdo e ndo € capaz de promover a reticulacdo dos polimeros
e formar um hidrogel estavel, como monstra a Figura 7. Em resumo, todos 0s
resultados obtidos indicam que a reticulacéo entre a QT e o PVA-MA ocorreu por

meio de uma reacao de adicdo de aza-Michael catalisada pelo H3BOs.

Figura 7. Solug&o polimérica contendo 0,4 % m/m de H3BOs.

Tipicamente, a cinética de gelificacdo de solugbes poliméricas e a
transicao sol-gel sdo investigadas por meio de analises reoldgicas dinamicas.
Nessas analises, uma aliquota da solucéo polimérica é submetida a uma tensao
(ou deformacéao) de cisalhamento constante, em uma determinada frequéncia, e
os valores de G' e G" sdo computados em fungéo do tempo. A transicao sol-gel
€ caracterizada pela interseccdo das curvas G' e G", onde o “ponto de
gelificagdo” e tgel S0 definidos quando os valores dos modulos sédo iguais (Sun
Han Chang et al., 2019b). Ainda, a razdo entre os moédulos G" e G' é
representada pela tangente de perda (tan & = G"/G’), que pode ser interpretada
como a razdo entre 0 comportamento viscoso e elastico da amostra. No ponto

de gelificacdo, o valor de tan & é aproximadamente 1 (G"/G' = 1) (SUN HAN
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CHANG et al., 2019). Logo, a transi¢ao sol-gel também pode ser investigada por
meio da analise dos valores de tan & em fungao do tempo. Em geral, apos a
gelificagao, tan & diminui (tan & < 1) devido ao aumento do carater elastico da
amostra (SUN HAN CHANG et al.,, 2019). Nesse sentido, o longo tempo
necessario para a gelificacdo da solucdo QT/PVA-MA impossibilitou a analise
continua em funcéo do tempo dos valores de G' e G" das solucdes preparadas
de acordo com as condicbes mostradas na Tabela 1. Portanto, uma aliquota de
cada meio reacional preparado de acordo com a Tabela 1 foi submetido a
analises reoldgicas dindmicas em diferentes intervalos de tempo (6, 12, 24, 18,
24, 48, 60, 72, 84, 96 e 110h), variando-se a frequéncia (1-10 Hz). A partir das
curvas G' e G" obtidas, os valores de tan & (G"/G") foram determinados para cada
tempo reacional analisado. Para essas analises, somente os valores de G'e G"
obtidos na frequéncia de 1 Hz foram utilizados para calcular tan 8. Nao obstante,
as solucdes preparadas nas condi¢cdes experimentais das entradas 1, 2, 6 e 10
da Tabela 1 ndo foram analisadas, ja que, nessas condi¢cdes, a gelificacdo ndo
ocorreu. As curvas G'e G" originais podem ser encontradas no Apéndice A. Os
valores de tan & em fungdo do tempo para as solu¢des que gelificaram s&o

mostrados na Figura 8.

—&— Condigao 3

@ Condigao 4
—@— Condigdo 5
—&— Condigao 7
—@— Condigédo 8
—@— Condi¢ao 9

10
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0.1+

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (h)
Figura 8. Valores de tan & para as solucbes preparada em cada condicdo reportada na

respectiva entrada na Tabela 1. Os valores do desvio padrédo nao foram mostrados para facilitar

a visualizacao.
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Como ¢é possivel verificar na Figura 8, na presenca de QT, PVA-MA e
H3BOs, todas as solugdes gelificam apos a mistura desses componentes (tan &
< 1). De forma geral, o processo de gelificagdo das solu¢gdes possui um periodo
de inducdo, onde tan & apresenta uma pequena variagdo devido ao lento
processo de difusdo e reorganizacdo das cadeias dos polimeros durante a
reacao de reticulacdo (SUN HAN CHANG et al., 2019). Eventualmente, tan &
atinge o valor unitério de 1, indicando a gelificacéo e a transi¢ao sol-gel, onde os
mobdulos G’ e G” possuem o mesmo valor. Apés o ponto de gelificacdo, o valor
de tan ® diminui progressivamente devido a formag¢ao de uma rede polimérica
estavel e 0 aumento do carater elastico da amostra (G’ > G”; tan & < 1). Os
tempos de gelificacdo tgel estimados pelas analises reoldgicas sao semelhantes
aos obtidos pelos testes de inverséo do frasco (Tabela 1). Ainda, os valores de
densidade de reticulacdo (v,) dos hidrogéis sintetizados foram estimados por um
método que utiliza a capacidade de intumescimento maximo desses materiais.
De acordo com os resultados obtidos, o hidrogel preparado nas condi¢cdes da
entrada 4 na Tabela 1 apresenta o maior valor de v,, indicando uma grande
densidade de reticulagdo e uma rede polimérica formada por diversos pontos de
reticulacéo devido a reacdo de aza-Michael entre QT e PVA-MA. Portanto, as
condicbes experimentais descritas na entrada 4 da Tabela 1 acarretam um

processo de gelificacdo mais eficiente e rapido.

E importante mencionar que nao foi possivel excluir a influéncia do HzBO3
das analises reoldgicas do processo de gelificacdo das solucdes QT e PVA-MA.
Como mencionado, o acido bérico pode formar fortes ligacdes de hidrogénio com
os grupos funcionais da QT e PVA-MA. Apesar disso, nas condicdes
experimentais testadas, tal interacdo é insignificante e ndo é responsavel pelo
processo de gelificacdo das solucdes de QT e PVA-MA.

3.3.1.1. Investigacao do mecanismo de gelificagao

A partir dos resultados descritos e discutidos acima é possivel constatar
a viabilidade da estratégia de reticulacdo entre a QT e o PVA-MA proposta neste

estudo. Em seguida, com o intuito de investigar o mecanismo de reticulagéo e
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gelificacdo, a estrutura quimica do hidrogel obtido (preparado nas condi¢cdes
experimentais 6timas descritas na entrada 4 da Tabela 1) foi examinada por
FTIR e RMN de 'H e 3C (Figura 9). A Figura 9a mostra os espectros de FTIR
da QT, PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-MA. No espectro da QT é possivel
verificar as bandas caracteristicas desse polissacarideo, como, por exemplo,
uma banda larga centrada em 3470 cm™ (sobreposicdo do estiramento das
ligacbes N-H e O—H dos grupos amina e hidroxila, respectivamente), outra
banda larga do tipo ombro em 1625 cm (deformacéo da ligagdo N-H) e, por
fim, uma banda fina em 1410 cm™ (estiramento da ligacdo C—N) (de Souza; da
Silva; Fajardo, 2017a). O espectro de FTIR do PVA-MA exibiu suas bandas
caracteristicas em 3460 cm* (estiramento da ligagdo O—H dos grupos hidroxila),
em 1680 cm™ e 1640 cm (estiramento das ligagdes C=0 e C=C da porcao
metacrilatada) (Zhang, Junmei et al., 2019). J& 0 espectro do hidrogel apresentou
as bandas caracteristicas advindas da QT e do PVA-MA com algumas
mudancas. Por exemplo, a banda associada aos grupos vinilicos do PVA-MA
(em 1640 cm!) desapareceu no espectro do hidrogel. Ainda, a banda associada
a sobreposicao entre os estiramentos O-H e N-H da QT ficou mais fina e foi
deslocada para um menor nimero de onda (de 3470 cm para 3415 cm™). As
bandas relacionadas a deformacédo e estiramento das ligacbes N-H e C—N,
respectivamente, ficaram mais largas e foram deslocadas para um nimero de
onda maior (1615 cm™ e 1420 cm). Todas essas mudancas no espectro de
FTIR do hidrogel em comparacédo com os espectros da QT e do PVA-MA indicam
a alteracdo no ambiente quimico desses grupos funcionais, provavelmente,
devido a reacédo de adicdo de aza-Michael entre os grupos amina da QT com 0s
grupos vinilicos do PVA-MA que, por sua vez, acarreta a formacao do hidrogel.
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Figura 9. Espectros de FTIR (a), RMN de 'H (b) e 13C (c) da QT, PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-
MA.

Os espectros de RMN de 'H da QT, do PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-
MA sé@o mostrados na Figura 9b. Os principais sinais observados e suas
atribuicdes estéo descritos na Tabela A.1 no Apéndice A. Como observado, 0
espectro da QT exibiu um sinal de ressonancia em 3,08 ppm associado ao
hidrogénio do carbono ligado ao grupo amina (-CH-NH2) e um conjunto de sinais
entre 3,60 e 3,90 ppm que correspondem aos hidrogénios da unidade sacaridica
(zhang, Junmei et al., 2019). No espectro do PVA-MA é possivel verificar dois
sinais de ressonancia em 5,74 e 6,17 ppm relacionados aos hidrogénios ligados
aos carbonos vinilicos (—C=CH:). Os sinais de ressonancia que aparecem nesse
espectro entre 3,54 e 3,80 ppm sao atribuidos aos atomos de hidrogénio do
espacador glicerila da porcdo metacrilatada do PVA-MA (Zhang, Junmei et al.,
2019). Por fim, o sinal em 4,03 ppm esta relacionado aos hidrogénios da cadeia
polimérica principal do PVA-MA (Reis et al., 2009). O espectro de RMN de H do
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hidrogel QT/PVA-MA possui alguns dos sinais de ressonancia da QT e PVA-MA
das cadeias poliméricas. Contudo, esses sinais sao observados em
deslocamentos quimicos maiores em comparag¢ao com os espectros da QT e do
PVA-MA. Outro ponto importante & a auséncia dos sinais de ressonancia dos
hidrogénios atribuidos aos grupos vinilicos. Essa observacéo indica a ocorréncia
da reticulacdo entre a QT e o PVA-MA através da reacdo de adicdo de aza-

Michael.

Os espectros de RMN de 3C da QT, PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-MA
sdo apresentados na Figura 9c. Os principais sinais observados e suas
atribuicdes estdo sumarizados na Tabela A.2 no Apéndice A. No espectro da
QT ¢é possivel visualizar os sinais caracteristicos da estrutura desse
polissacarideo na faixa de 70,00-105,00 ppm (Saber-Samandari; Yilmaz;
Yilmaz, 2012). O espectro do PVA-MA exibiu os sinais dos carbonos vinilicos em
130,00 e 138,00 ppm (Reis et al., 2009). Os sinais dos carbonos da cadeia
polimérica do PVA-MA podem ser observados em 43,90 ppm (—CH2-) e em 68
ppm (—CH-). Além disso, os sinais do espagador glicerila também podem ser
notados no espectro do PVA-MA na faixa espectral de 65,00-75,00 ppm (Reis
et al., 2009). O sinal de ressonancia de baixa intensidade em 168 ppm € devido
ao carbono da carbonila (C=0) da por¢cdo metacrilatada do PVA-MA (Zhang,
Junmei et al., 2019). Em comparagdo com o0s espectros dos polimeros puros, o
hidrogel QT/PVA-MA nao possui 0s sinais dos grupos vinilicos do PVA-MA,
sugerindo o seu consumo por conta da reacéo de adicdo de aza-Michael com os
grupos amina da QT. Em contrapartida, esse mesmo espectro apresentou 0s
sinais de ressonancia provenientes da estrutura polimérica da QT e do PVA-MA
(incluindo do espacador glicerila) com uma pequena diferenca nos
deslocamentos quimicos em relacdo aqueles observados para os polimeros. De
forma geral, os sinais foram observados em maiores deslocamentos quimicos.
Essas discrepéancias sao decorrentes da reacao de reticulacdo entre a QT e 0
PVA-MA que altera o ambiente quimico dos carbonos presentes na estrutura de
cada polimero. De fato, o espectro do hidrogel QT/PVA-MA é condizente com o
espectro de compostos obtidos pela reacao de adicdo de Michael de aminas com
compostos metacrilados (Love et al., 2019; Puskas; Seo; Sen, 2011). Em

sintese, os dados obtidos dos espectros de RMN de 'H e 3C sdo consonantes
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com os resultados do espectro de FTIR e confirmam a eficiente reticulacao da

QT e PVA-MA por meio da reacao de adicdo de aza-Michael.

Levando em consideracdo todos os aspectos descritos e discutidos
anteriormente, a hipétese central para o processo de reticulacao e formacao do
hidrogel QT/PVA-MA é a interagéo do HsBOs com os grupos carbonila presentes
na estrutura do PVA-MA, ricos em elétrons, por conta da deficiéncia de elétrons
do &tomo de boro. Idealmente, essa interacdo promove um efeito retirador de
elétrons até os grupos vinilicos do PVA-MA gque facilita o ataque nucleofilico dos
grupos amina da QT (Ren et al., 2015). Assim, para elucidar o papel do H3sBOs
na formacdo do hidrogel QT/PVA-MA, a reacdo entre a QT e o PVA-MA foi
monitorada por RMN de *3C. Para isso, aliquotas da reacéo foram recolhidas em
especificos intervalos de tempo e, entdo, analisadas. Como observado na
Figura 10, o sinal do grupo carbonila foi observado em um deslocamento
quimico maior apos a adicdo de H3BOs. Como observado, apos a adicao de
H3BOs, esse sinal foi deslocado de 168 para 173 ppm e, ap0s 24 h, para 175
ppm. No espectro do hidrogel, esse sinal € observado em 170 ppm, indicando a
auséncia de conjugacdo com ligacGes duplas. Por conta dessa quebra de
conjugacéao, que também resulta no maior deslocamento do sinal do carbono da
carbonila, esses resultados nao sao suficientes para demonstrar a interacao do
H3BO3s com o grupo carbonila do PVA-MA. Uma tentativa de efetuar RMN de 'B
com o meio reacional foi realizada, porém, a baixa quantidade de HsBOs
impossibilitou a obtencdo dos sinais esperados. Aparentemente, a quantidade
catalitica de HsBOs no meio reacional dificulta a obtencdo de claros
deslocamentos. Chaudhuri et al. (2007) demonstrou que H3BOsz atua como um
eficiente catalisador para a adicdo de aminas com compostos carbonilicos a,3
insaturados em agua, onde a complexacéo do acido com a carbonila foi proposta
como passo fundamental para a reacao ocorrer. Considerando esses aspectos,
a complexacédo do H3BOs com o grupo carbonila do PVA-MA ¢é, provavelmente,
muito importante para a reacdo de adicdo de aza-Michael proposta. O
deslocamento do sinal do carbono da carbonila do PVA-MA logo apds a adi¢éao
do H3BOs ao meio reacional pode ser um indicativo dessa complexagéo. Nos

espectros na Figura 10 é também possivel observar que a intensidade dos sinais
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dos carbonos vinilicos diminui com o aumento do tempo reacional, logo,

confirmando o consumo desses grupos por conta da reacdo de adicéo.

carb_o_n_l'lico (?\_lipjli_c_o_
QT/PVA-MA | l :
Apos24h | | L
AdigiodeH,BO, | i 1 |
SemH,;BO, | | || E
st — |

L T T . T N I L I N I . T N T

180 160 140 120 100 80 60 40

ppm

Figura 10. Espectros de RMN de 13C do meio de reacdo na auséncia e na presenca de HzBOsa.

N&o obstante, o HsBO3 pode formar complexos com os grupos amina da
QT por conta de seu carater de Lewis, o que poderia prejudicar a formacao do
hidrogel por meio da reacao de aza-Michael envolvendo os grupos amina como
nucleodfilo. Curiosamente, apesar do uso difundido do H3BOs como catalisador
de reacBes envolvendo aminas, a complexacao in situ desse &cido inorganico
com esses compostos basicos organicos é pouco investigada ou mencionada,
incluindo em reacdes de adicdo de Michael realizadas em meio aquoso ou
alcoolico (Chaudhuri et al., 2005; Hall, 2019; Ishihara; Lu, 2016). Uma possivel
explicacdo para isso é a formagédo de complexos instaveis entre o H3BOs e a
amina que sado desestabilizados por efeitos estéricos ou pelas condi¢cdes
experimentais, como, por exemplo, temperatura e pH (Lopalco et al., 2020;
Sabatini; Boulton; Sheppard, 2017; Sonoda et al., 1998). Por exemplo, FILIPPOV
et al. (2019) reportou que em altas temperaturas (= 60 °C), os complexos
formados por HsBO3s e compostos contendo grupos amina séo fracos (instaveis)
e decompdem por conta do aquecimento (Filippov; Antzutkin; Shah, 2020). Por
outro lado, alguns autores relatam que na amidacao de &cidos carboxilicos com
aminas utilizando H3sBOs como catalisador, o acido forma um aduto com a amina
gue néo interfere na atividade catalitica deste, mesmo em altas temperaturas (>
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80 °C). Nesse caso, um excesso da amina é necessario (Du et al., 2019;
Todorovic; Perrin, 2020). Contudo, o aduto formado € sensivel a presenca de
agua, onde a sua minima quantidade promove a hidrolise do aduto (Sabatini;
Boulton; Sheppard, 2017). Em geral, essas inconsisténcias estao relacionadas
com 0 comportamento quimico unico e irregular dos compostos contendo boro
(Lopalco et al., 2020).

Outro importante parametro que afeta a complexacdo do H3zBOs com
aminas é o pH do meio reacional (Filippov; Antzutkin; Shah, 2020). Em meios
acidos, as aminas estado protonadas e seu carater basico € perdido. Assim, a
complexacdo do HsBO3 com a amina é prejudicada (Halimehjani; Gholami; Saidi,
2012). Considerando a melhor condicdo de pH para a sintese do hidrogel
QT/PVA-MA (pH 4), uma fracdo dos grupos amina da QT esta em sua forma
protonada, criando uma carga positiva resultante na estrutura do polissacarideo
que pode restringir a complexacdo do H3sBOs com o restante dos grupos amina
desprotonados. Os grupos amina desprotonados atuam como nucledfilos na
reacdo de aza-Michael e na reticulacdo da QT com o PVA-MA. Varios trabalhos
na literatura relatam a influéncia do pH do meio na basicidade e na
nucleofilicidade da QT (Sathiyavimal et al., 2020). Todos os resultados
experimentais obtidos indicam a complexacédo preferencial do H3BOs com o
grupo carbonil do PVA-MA, logo, facilitando o ataque nucleofilico dos grupos
amina da QT. Finalmente, como uma observacdo adicional dos espectros de
RMN de 3C descritos na Figura 10, a intensidade dos sinais associados aos
carbonos vinilicos diminui constantemente ao passo que o tempo de reacdo

aumenta até o seu desaparecimento no espectro do hidrogel QT/PVA-MA.

Tendo em vista todos os resultados experimentais e consideracdes sobre
a formacdo do hidrogel QT/PVA-MA, um mecanismo simplificado para o
processo de reticulagédo da QT com o PVA-MA por meio da reacdo de adi¢do de
aza-Michael catalisada por HsBOs foi proposto (Liu et al., 2017). Esse mecanismo
€ apresentado na Figura 11, onde as estruturas da QT e PVA-MA foram
simplificadas. Em sintese, o processo de reticulagdo ocorre a partir da
complexacdo do HsBOs com o oxigénio do grupo carbonil da porcéo
metacrilatada do PVA-MA. Essa interagcdo proporciona um efeito retirador de

elétrons que facilita o ataque nucleofilico da QT nessa porcdo do PVA-MA.
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Assim, os grupos amina da QT atacam o carbono 3 da porgdo metacrilatada do
PVA-MA gue resulta na formacdo de um intermediario de vida curta. Esse
intermediario prontamente abstrai um hidrogénio do meio reacional, sendo
convertido em um composto enolizado que rapidamente sofre uma
tautomerizacdo para gerar o produto e os pontos de reticulagdo do hidrogel
QT/PA-MA. E especulado que, durante a etapa de adi¢c&o, ocorre a formacéo de
uma ligacdo B—O entre H3BOs e 0 oxigénio da carbonila, que é hidrolisada
facilmente, promovendo a regeneragdo do H3BOs para um novo ciclo catalitico
(Chaudhuri et al., 2005; Ren et al., 2015). Ainda, de acordo com 0 mecanismo
proposto, outra rota possivel seria a adicao nucleofilica direta dos grupos amina
da QT no grupo carbonil do PVA-MA, gue resultaria em uma ligacdo amida.
Todavia, os resultados das andlises de RMN de *H e 3C do hidrogel QT/PVA-
MA nao suportam essa rota, haja visto que os sinais do espacador glicerila,
presente na estrutura do PVA-MA, estdo presentes nos espectros de H e 3C.
Em geral, o elevado impedimento estérico dos polimeros, por conta de sua
estrutura volumosa, possui uma grande influéncia na etapa de adicao (Ye et al.,
2016). De fato, esse efeito pode explicar o tempo de reacdo (48 h) e a elevada
temperatura (60 °C) necessarios para a reacao de reticulacdo resultar em um
grande rendimento na sintese do hidrogel. Considerando todos esses aspectos,
0s grupos vinilicos no PVA-MA sdo muito mais acessiveis ao ataque nucleofilico

dos grupos amina da QT.
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Figura 11. Mecanismo proposto para a sintese do hidrogel utilizando HzBOs como catalisador.

De modo geral, todos os resultados experimentais indicam que o HsBOs &
capaz de atuar como um catalisador eficiente para a reacédo de aza-Michael entre
a QT e o PVA-MA permitindo a obtencdo de um hidrogel quimicamente

reticulado. Essa estratégia original ndo requer a funcionalizagdo prévia dos
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polimeros com “agentes quimicos finos” para introduzir grupos funcionais
especificos como, por exemplo, grupos tidis (-SH), que sdo necessarios na
maioria das reacdes de adicdo de Michael visando a formacdo de hidrogéis.
Portanto, essa € uma interessante caracteristica, como também, vantagem da
metodologia descrita aqui. Ademais, um simples processo de dialise em agua foi
suficiente para remover o catalisador H3BO3s do hidrogel formado. Vale a pena
ser mencionado que a concentragdo de HsBOs utilizada para a obtencdo do
hidrogel ndo é suficiente para promover nenhum efeito toxico significante em
humanos (Geng et al., 2017). Todos esses aspectos sdo altamente atrativos para
0 uso dessa estratégia para a obtencdo de hidrogéis baseados em
polissacarideos. Considerando a biocompatibilidade e atoxicidade dos polimeros
utilizados no preparo do hidrogel (QT e PVA-MA) é possivel especular que esse
material pode ser utilizado como um potencial biomaterial.

3.3.2. Caracterizacao do hidrogel
3.3.2.1. Propriedades térmicas

As propriedades térmicas do hidrogel QT/PVA-MA foram investigadas por
meio da técnica termoanalitica de TG, uma vez que essa analise permite a
investigacdo do comportamento térmico de uma amostra, que, por sua vez,
depende de sua natureza quimica. Nesse sentido, a reticulacdo quimica entre
QT e PVA-MA certamente afeta o comportamento térmico do hidrogel em
comparac¢ao com 0s materiais precursores. As curvas de TG e DTG da QT, PVA-
MA e do hidrogel QT/PVA-MA séo mostradas na Figura 12. A Tabela 2 sumariza
as faixas de temperaturas onde os estagios de perda de massa foram

observados e as respectivas perdas de massa (em porcentagem).
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Figura 12. Curvas de TG (a) e DTG (b) da QT, do PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-MA.

Tabela 2. Estagios de perda de massa da QT, PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-MA preparado.

Amostras Estagio Faixa de temperatura Perda de massa

C) (%)

1 50-110 6

QT

2 230-400 77

1 40-130 9

2 193-375 68

PVA-MA

3 388-460 82

4 471-560 92

1 80-180 4

Hidrogel QT/PVA-MA 2 235-355 57
3 398-500 75

Como é possivel verificar na Figura 12 e Tabela 2, a QT apresentou dois
estagios de perda de massa. O primeiro estagio de perda de massa decorre da
perda de agua absorvida na amostra, enquanto o segundo estagio esta
associado com a despolimerizacao e degradacéo da cadeia carbdnica da QT (de
Souza; da Silva; Fajardo, 2017b). Para o PVA-MA, quatro estagios de perda de
massa podem ser observados (Figura 12 e Tabela 2). O primeiro estagio esta
associado com a evaporacao de agua absorvida. O segundo estagio é devido a
eliminacdo dos grupos —-OH do PVA-MA e a quebra dos pontos de
funcionalizacdo da cadeia carbbnica principal com as por¢cdes metacriladas
(STEFANOVIC et al., 2015). Como consequéncia, polietilenos de diferentes

tamanhos séo gerados que, por sua vez, sdo degradados no terceiro estagio de
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perda de massa do PVA-MA (STEFANOVIC et al., 2015). Por fim, compostos
carbonaceos residuais (por exemplo, etileno) séo degradados no quarto e ultimo
estagio (STEFANOVIC et al., 2015). Em comparacdo com a QT e o PVA-MA, o
hidrogel QT/PVA-MA apresentou um perfil térmico distinto, como mostra a
Figura 12 e a Tabela 2. Em geral, o hidrogel possui trés estagios de perda de
massa, onde o primeiro é por conta da evaporacdo de agua absorvida. O
segundo e terceiro estagios de perda de massa estdo relacionados com a
degradacdo das cadeias poliméricas e da estrutura do hidrogel. Ademais, tais
estagios de perda de massa ocorrem em maiores temperaturas que os materiais
precursores QT e PVA-MA, provavelmente, por causa da reticulacdo quimica
irreversivel entre os polimeros constituintes da matriz do hidrogel, tornando-os

menos suscetiveis a degradacao térmica (Xu et al., 2018).

3.3.2.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas do hidrogel QT/PVA-MA preparado foram
investigadas por analises reoldgicas dindmicas e analises de compresséo. Os
resultados desses experimentos sdo mostrados na Figura 13. As analises
reologicas dinamicas realizadas mostram a dependéncia dos modulos G'e G”
do hidrogel QT/PVA-MA em funcédo da variacdo da frequéncia (Figura 13a).
Como é possivel verificar, o hidrogel apresentou um tipico comportamento
viscoelastico, onde o médulo G'é maior que o médulo G" em todo o intervalo de
frequéncia testado, logo, confirmando a elevada estabilidade do hidrogel (SUN
HAN CHANG et al., 2019). Curiosamente, em maiores frequéncias (> 6 Hz),
ambos modulos G' e G" aumentam. Esse comportamento pode indicar uma
transicdo de estrutura no hidrogel, provavelmente, por conta de sua ruptura
guando submetida h&d uma elevada tensdo em grandes frequéncias (SUN HAN
CHANG et al., 2019). Apesar disso, 0 modulo G’ permanece com um maior valor
em comparacdo com G" devido a grande estabilidade da matriz do hidrogel
densamente reticulada. De fato, a partir da analise de compresséao do hidrogel
QT/PVA-MA (Figura 13b) € possivel averiguar que o material sustenta uma alta
deformacgéo (cerca de 52%) até a sua ruptura. Adicionalmente, utilizando os
dados da andlise de compresséo, o modulo de Young (4,40 + 1,45 Pa), a forca
de ruptura (2,94 + 0,52 N) e a deformacédo até a ruptura (52,00 £ 5,00 %).
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Portanto, todos esses resultados indicam que o hidrogel QT/PVA-MA possui uma
estrutura forte e robusta, caracteristicas mecanicas interessantes para
potenciais biomateriais, tais como curativos ou até mesmo substratos para
cultivo celular (HU et al., 2019). Realmente, as propriedades mecanicas desse
hidrogel séo similares com outros materiais utilizados para essa aplicagao, como

mostrado na Tabela A.3 no Apéndice A.
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Figura 13. Curvas dos modulos G'e G" em funcao da frequéncia (a) e curva tensédo-deformacao
(b) do hidrogel QT/PVA-MA.

3.3.2.3. Intumescimento e estabilidade

A capacidade de absorcao de liquidos € uma importante caracteristica de
hidrogéis com potencial aplicacdo biomédica, uma vez que tais materiais estao
em constante contato com fluidos biolégicos (por exemplo, sangue, exsudatos
de feridas, entre outros) (HU et al., 2019). Assim, para investigar a capacidade
de absorcao de liquido do hidrogel QT/PVA-MA, ensaios de intumescimento
foram realizados com amostras do hidrogel preparado incubadas em PBS (pH
7,4 e 37 °C). Em termos gerais, intumescimento € uma propriedade caracteristica
de materiais poliméricos e é definida como 0 aumento de massa de uma amostra
devido a absor¢éo de liquido. A curva de intumescimento do hidrogel QT/PVA-
MA em funcdo do tempo é mostrada na Figura 14a. Como observado, em um
curto intervalo de tempo de imersdo em PBS (~ 20 min), o hidrogel apresentou
um grande grau de intumescimento (420%). O grau maximo de intumescimento
(665%) € atingido apds 120 min do inicio do experimento. Apds esse periodo, 0
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equilibrio é alcancado e o processo de absor¢éo de liquido cessa. Em geral, o
perfil de intumescimento do hidrogel QT/PVA-MA é similar a diversos hidrogéis
baseados em polissacarideos, onde do intumescimento (e, por conseguinte, da
absorcao de liquido) ocorre nos instantes iniciais do experimento, sendo seguido
por um intumescimento moderado até o equilibrio (Basu; Saha; Saha, 2020).
Basicamente, esse comportamento esta relacionado com o0s grupos amina e
hidroxila da matriz polimérica, tornando-a hidrofilica. Tais grupos funcionais
atraem as moléculas de agua (presentes no meio de intumescimento) e, como
consequéncia, a matriz do hidrogel expande até a sua saturacédo (FAJARDO et
al., 2010).
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Figura 14. Curvas de intumescimento do hidrogel QT/PVA-MA (a) e perda de massa (b) do
hidrogel QT/PVA-MA em PBS (pH 7,4) na temperatura de 37 °C. O inset mostra o
intumescimento maximo do hidrogel em diferentes condi¢bes de pH.

A influéncia do pH no grau maximo de intumescimento do hidrogel
QT/PVA-MA também foi investigada na faixa de pH 4 até pH 9, ja que essa faixa
engloba desde o pH de regides no corpo humano contendo tumores até o pH do
sangue (Cao, Zhiwen et al., 2019). Os resultados desses experimentos estédo
descritos no inset da Figura 14a e, como observado, o grau maximo de
intumescimento do hidrogel diminui quando o pH do meio de incubac¢ao aumenta
de pH 4 até pH 9. Em condigbes acidas (especificamente, pH < 6), os grupos
amina livres da QT estdo protonados (pKa = 6,5) (Kalliola et al., 2018).

Consequentemente, a repulséo cation-cation favorece a expansao da matriz do
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hidrogel QT/PVA-MA e a absorcéo de liquido. Em contrapartida, quando o pH do
meio aumenta (pH > 6), os grupos amina da QT ndo estdo em sua forma
protonada e a expansado da matriz polimérica € restrita. Nessas condi¢des, a
absorcdo de liquido e grau de intumescimento sdo dependentes da
hidrofilicidade do hidrogel. Apesar disso, a grande capacidade de absorcdo de
liquido e intumescimento do hidrogel QT/PVA-MA em pH moderadamente acido
(por exemplo, pH 4-5) € uma interessante caracteristica para potenciais
curativos, ja que varios tipos de feridas (principalmente, feridas infeccionadas) e
alguns tecidos transplantados (por exemplo, pele) apresentam essa condi¢ao de
pH (HU et al., 2019).

Ainda, com o intuito de investigar a estabilidade do hidrogel QT/PVA-MA,
a sua perda de massa em PBS (pH 7,4 e 37 °C) foi avaliada e os resultados
obtidos sdo mostrados na Figura 14b. Durante todo o experimento, o hidrogel
preparado apresentou uma pequena perda de massa de 97% até 94% apds a
primeira semana de incubacdo em PBS, logo, sugerindo uma elevada
estabilidade do material preparado em condicdes fisioldgicas. Genericamente,
hidrogéis quimicamente reticulados possuem uma maior estabilidade e sua
degradacdo € minima, ja que os pontos de reticulacédo sdo formados por ligacdes
quimicas irreversiveis (HU et al., 2019). A grande estabilidade do hidrogel
QT/PVA-MA foi indicada pelos resultados das analises mecéanicas e de TG.

3.3.2.4. Morfologia

Um parametro muito importante que deve ser avaliado em hidrogéis com
potencial aplicacdo biomédica é a sua morfologia. Por exemplo, a rugosidade e
organizacdo interna de um hidrogel podem influenciar o processo de
diferenciacao celular, enquanto a presenca de poros (e o seu tamanho) ditam a
velocidade em que um farmaco encapsulado € liberado da matriz polimérica (Fu
etal., 2019). Levando em consideragao esses aspectos, a morfologia do hidrogel
QT/PVA-MA foi investigada por MEV. Ao analisar as imagens obtidas do hidrogel
(Figura 15), nota-se a presenca de uma estrutura interna irregular, onde poros
de diferentes formas e tamanhos estédo randomicamente distribuidos pela matriz

polimérica. E importante mencionar que, para a obtencdo das imagens obtidas
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por MEV, o hidrogel foi congelado e liofilizado. Portanto, a morfologia do material
também é afetada por esse historico de processamento. Ao examinar as
imagens obtidas em uma maior magnificacdo (Figura 15b), é possivel constatar
que o hidrogel QT/PVA-MA possui uma morfologia rugosa e sem nenhuma
separacédo de fase aparente. Em especial, essa ultima observacéo indica que o
processo de reticulacdo quimica entre a QT e o PVA-MA ocorreu de forma
homogénea. Nao obstante, a irregularidade e a presenca de poros na estrutura
do hidrogel QT/PVA-MA sao particularmente atrativas para potenciais
biomateriais, j& que essa morfologia favorece a difusédo de substancias na matriz
polimérica, podendo facilitar a diferenciacdo e crescimento celular (Fu et al.,
2019). Essa caracteristica sugere a potencial aplicacdo do hidrogel como

curativo ou, ainda, como scaffolds para o crescimento e diferenciagéo celular.

x200 100pm  —

Figura 15. Imagens de MEV do hidrogel QT/PVA-MA preparado em diferentes magnificacdes.
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3.4. Conclusao

Neste Capitulo, o desenvolvimento e sintese de um hidrogel formado por
quitosana (QT) e um PVA metacrilatado (PVA-MA) é descrito. O hidrogel
guimicamente reticulado foi obtido a partir da reacdo de adicdo de aza-Michael
entre os grupos amina da QT e os grupos vinilicos do PVA-MA usando HsBOs.
Considerando todos os resultados obtidos, é possivel verificar o importante papel
catalitico do HsBO3s no processo de reticulagédo e na eficiéncia da gelificagdo. Em
sintese, o uso do H3BO3 como catalisador da reacdo de reticulagdo é uma
simples e eficiente estratégia para a formacéo e obtencao do hidrogel. Por outro
lado, as analises de caracterizacdo desse material (TG, intumescimento, perda
de massa e propriedades mecanicas) revelaram sua grande capacidade de
absorcdo de liquido e estabilidade mecéanica. Ainda, segundo as analises
morfologicas, o hidrogel sintetizado nao apresentou nenhuma separacéao de fase
por causa da grande compatibilidade entre QT e o PVA funcionalizado. Todas
essas caracteristicas sugerem que o hidrogel sintetizado possui potencial para
seu uso como biomaterial, tanto como substrato para cultivo celular ou, ainda,
como curativo para o revestimento de ferimentos. Entretanto, essas conclusdes
sao inferéncias baseadas nos resultados obtidos e mais estudos, em especial,
de toxicidade, sdo fundamentais para verificar a aplicabilidade do hidrogel
preparado. Apesar disso, o objetivo principal deste estudo — verificar a viabilidade
do H3BOs como catalisador da reagdo de aza-Michael e sua influéncia na

obtencéo de um hidrogel baseado em polissacarideos — foi atingido.
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Capitulo 4 — Hidrogéis de pectina reticulados com ligacdes
dissulfeto: Potenciais veiculos redox-responsivos para
liberacdo de farmacos

4.1. Introducao

Como ja mencionado nos Capitulos anteriores, hidrogéis quimicamente
reticulados tendem a ser materiais estaveis e, por conta disso, sdo muito
aplicados como biomateriais. Todavia, para liberacdo controlada de farmacos, a
degradacdo controlada do hidrogel é, geralmente, pretendido para facilitar a
liberacdo do farmaco ou agente biolégico encapsulado (Hu et al., 2019a). Por
conta disso, varias reacfes quimicas reversiveis de reticulagdo tém sido
exploradas na sintese de hidrogéis quimicamente reticulados (George et al.,
2020a). Todas essas estratégias de reticulacdo quimica resultam no preparo de
um hidrogel passivel de um processo de degradacéo controlado e sustentado, ja
que sua matriz é formada por ligacBes covalentes dinamicas que podem ser
desfeitas e refeitas (Ye et al., 2020). Outro aspecto interessante desse tipo de
hidrogel é que as ligacdes entre as cadeias poliméricas sdo revertidas em
condicBes especificas. Portanto, esses hidrogéis sédo responsivos as condicdes
do meio onde se encontram; um atributo muito atrativo para potenciais sistemas

de liberacdo controlada (Ye et al., 2020).

Neste segundo Capitulo, a sintese de um hidrogel quimicamente
reticulado por meio de uma rota quimica que resulta na formacéo de ligacGes
dissulfeto (-S—S-) entre as cadeias poliméricas é descrito. As ligagbes dissulfeto
atuam como pontos de juncdo da rede polimérica do hidrogel e possibilitam a
sua obtencdo. Em geral, a formacéo de hidrogéis reticulados por esse tipo de
ligacdo € uma interessante estratégia para a obtencdo de materiais dinamicos.
Na natureza, por exemplo, a formacédo de ligacdes dissulfeto € um robusto
mecanismo para a estabilizacdo de proteinas que pode ser reversivel em um
ambiente redutor, como é o caso do meio fisioldgico humano (Cao, Yu et al.,
2019a). Consequentemente, a reticulacdo quimica por ligacdes dissulfeto € uma
interessante rota de sintese de hidrogéis responsivos, onde tais ligacbes podem
ser guebradas mediante uma mudanc¢a no meio (variacdo de pH ou presenca de

agentes redutores, por exemplo). Essa caracteristica instiga 0 uso desse tipo de
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material como sistema de liberacdo controlada, haja visto que o processo de
liberacdo de um farmaco encapsulado, por exemplo, sera vinculado ao processo
de degradacdo gradual da matriz do hidrogel proporcionada pela
desestabilizacdo das ligagfes dissulfeto, isto €, dos pontos de reticulagcédo (Cao,
Yu et al., 2019a).

Ainda, tendo em vista as vantagens associadas ao uso de polissacarideos
na construcdo de hidrogéis, neste estudo, a pectina (Pct), um polissacarideo
natural extraido de varias fontes e residuos vegetais (por exemplo, cascas de
frutos citricos) (Lessa et al., 2017), foi utilizada. Recentemente, o interesse pelo
uso da Pct em aplicacdes farmacéuticas e médicas tem aumentado devido a
atoxicidade e abundancia desse polissacarideo. Alguns autores relatam que a
Pct possui uma habilidade natural em promover a adeséo, diferenciacdo e
crescimento celular, que sé@o aspectos atrativos para um biomaterial (Munarin;
Tanzi; Petrini, 2012). Para viabilizar a sintese do hidrogel reticulado por ligacdes
dissulfeto, a Pct foi funcionalizada quimicamente com L-cisteina (Cyst), um
aminoacido nao-essencial, a fim de inserir grupos tidis (-SH) em sua estrutura.
Posteriormente, a formacéo das ligacdes dissulfeto foi induzida pela adicao de
persulfato de potassio (KPS) diretamente na solucdo da Pct funcionalizada
(denominada de Pct-SH). O KPS inicia a oxidacao dos grupos tidis da Pct-SH
resultando na formacéao das ligacdes dissulfeto. Em geral, essa rota quimica de
sintese de hidrogéis é pouco explorada na literatura. A maioria das publicacdes
que abordam a formacao de hidrogéis por ligacdes dissulfeto relatam sua
obtencao pela mistura de um polimero contendo grupos tidis com outro polimero,
ou agente reticulante, que ja contém ligacBes dissulfeto. A partir de um
mecanismo de interconverséao, a rede polimérica do hidrogel é formada (Choh;
Cross; Wang, 2011a). Apesar dessa estratégia possuir um bom rendimento e
eficiéncia, moléculas organicas séo liberadas durante o processo de
interconversdo; uma circunstancia indesejada na formacdo de um biomaterial
(MacKaya-Navarro; Campos-Requena, 2020) e que € evitada na metodologia
proposta. Os hidrogel preparado foi completamente caracterizado por analises
espectroscopicas e mecanicas. Além disso, todos resultados obtidos
demonstraram a potencial aplicacdo desse material como sistema de liberacao

controlada de farmacos responsivo a condicédo redox do meio.
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4.2. Experimental
4.2.1. Materiais

Casca de laranja (Citrus sinensis) foram obtidas do restaurante
universitario da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A pectina (Pct) foi
isolada das cascas de laranja e completamente desesterificada de acordo com
0 método proposto por LESSA et al. (2017). O peso molecular da Pct
desesterificada foi estimado por meio de analises viscosimétricas através do
meétodo proposto por LIT et al. (1997) na temperatura de 25 °C e pH 5. As
constantes de Mark-Houwink utilizadas foram K =1,4 x 10°dL gt e a = 1,43
(Sayah et al., 2016). O peso molecular viscosimétrico médio (Mv) da Pct obtida
foi estimado como 31,5 kDa. Cloridrato de L-cisteina, cloridrato de 1-etil-3-
carbodimida (EDC), persulfato de potassio (KPS) e acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzadico) (DTNB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Etanol, acido
cloridrico (HCI) e hidréxido de sédio (NaOH) foram adquiridos da Synth (Brasil).
Acetaminofeno (ACT) foi adquirido da Sanofi Aventis Pharma (india). Com
excecao da Pct, todos os outros reagentes sdo de pureza analitica.

4.2.2. Funcionalizacdo quimica da Pct com grupos tidis

Para inserir grupos tidis na estrutura da Pct, esse polissacarideo foi
modificado quimicamente com a L-cisteina utilizando o método proposto por
SCHNURCH et al. (2001) com algumas modificacbes. A Figura 16 mostra o
esquema geral da funcionalizacéo quimica da Pct com a L-cisteina, cujo produto
foi denominado de Pct-SH. Resumidamente, Pct (5,0 g) foi solubilizada em agua
destilada (500 mL). Em seguida, EDC (5,0 g) foi adicionado na solucdo de Pct
para ativar os seus grupos carboxilicos. A solucdo resultante foi mantida sob
agitacdo constante por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, L-cisteina
(2,5 g) foi adicionada, o pH do meio foi ajustado para pH 4 utilizando HCI (1 mol
L) e, entdo, a solugdo permaneceu sob agitacdo constante por 48 h a 60 °C, no
escuro. A Pct funcionalizada com grupos tiois foi precipitada usando etanol e o
produto recuperado foi purificado por meio de lavagens com etanol. A Pct-SH
purificada foi congelada e liofilizada (- 55 °C, 48 h). Rendimento: 4,0 g (80 %).
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Figura 16. Esquema geral da reagdo de funcionalizagéo da Pct com grupos tibis.

4.2.3. Quantificacdo espectrofotométrica dos grupos tibis livres

Para quantificar a concentracdo de grupos tidis na Pct-SH, um método
espectrofotométrico foi utilizado (Sun; Huang, 2016a). Para isso, uma solugao
de Pct-SH foi preparada em agua destilada (1 mg mLt). Separadamente, DNTB
foi solubilizado em agua destilada sob agitacdo constante para obter uma
solucdo homogénea (4 mg mLY). Em seguida, as solucdes de Pct-SH (0,5 mL)
e DNTB (0,1 mL) foram misturadas a uma solu¢do PBS (5 mL, pH 8). Apés 15
min de incubacio a temperatura ambiente, a absorbancia dessa mistura em A =
412 nm foi medida em um espectrofotbmetro UV-Vis Agilent (Modelo Agilent-
8453). Solucdes de L-cisteina com diferentes concentracdes (2, 4, 6 e 8 mmol L-
1) foram utilizadas para preparar uma curva de calibracdo (R?= 0,999). A partir
dessa curva, a concentracao de grupos tidis na Pct-SH foi estimada. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

4.2.4. Preparo do hidrogel quimicamente reticulado por ligacdes dissulfeto

Hidrogéis de Pct-SH foram preparados por meio da formacéao de ligacdes
dissulfeto mediada por KPS. Neste estudo, o efeito de diferentes concentracdes
de Pct-SH (5, 10 e 15% m/m) e KPS (75, 150 e 300 mmol L) na eficiéncia e
tempo de gelificacéo foi investigado. Para o preparo do hidrogel, uma solugcao de
Pct-SH foi preparada em agua destilada. Em seguida, gas nitrogénio foi
borbulhado em cada solugdo por até 10 min com o intuito de diminuir a
guantidade de oxigénio dissolvido no meio. Posteriormente, o frasco foi selado

com um septo de borracha e a solugao de KPS (30 uL) foi adicionada através de
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uma seringa. Apés a homogeneizagdo por 2 min em um vortex, a solucao
resultante foi incubada a 70 °C até a sua gelificacdo. A formacéo do hidrogel e o
tempo de gelificacdo foram determinados através do método de inversédo do
frasco (Ye et al., 2016). Os hidrogéis obtidos foram purificados em agua destilada
por 24 h para remover o excesso de polimero que néo foi reticulado, como
também, qualquer quantidade de KPS que nao reagiu. Os hidrogéis purificados
foram secos por liofilizagcéo (-55 °C, 48 h) para a determinacao do rendimento da
sintese do hidrogel que, novamente, foi usado como um parametro quantitativo
para demonstrar a eficiéncia do processo de gelificacdo e reticulagdo. O
rendimento do gel foi estimado por meio da Eg. (1) descrita no Capitulo anterior
(Capitulo 3, Secédo 3.2.3). A formulacdo e nomenclatura dos hidrogéis Pct-SH

preparados sdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Formulagdo e nomenclatura dos hidrogéis Pct-SH preparados.

Hidrogel Formulacéo
Pct-SH (% m/m) KPS (mmol L)
Pct-SH(s-1) 5 75
Pct-SHs-2) 5 150
Pct-SHs-3) 5 300
Pct-SHo-1) 10 75
Pct-SH(10-2) 10 150
Pct-SH(10-3) 10 300
Pct-SH(15-1) 15 75
Pct-SH(15-2) 15 150
Pct-SH(s-3) 15 300

4.2.5. Técnicas de caracterizacao

Andlises de FTIR e RMN de 'H foram realizadas nas mesmas condi¢cées
e utilizando os mesmos procedimentos descritos no Capitulo anterior. Todas as
analises reoldgicas foram conduzidas em um redmetro HAAK RS 150 (Thermo
Fisher, EUA) com geometria de placas paralelas (35 mm de diametro e gap de
2 mm). A amostra (6 mL) em diferentes tempos reacionais foi alocada entre as
placas, sendo submetida a um estresse de 0,1 Pa, no intervalo de frequéncia de

1 até 10 Hz. Durante essas analises, os médulos G'e G" foram computados e
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tan & foi calculada como a razdo entre os mdédulos (G'/G'). A aliquota foi retirada
de um meio reacional preparado para cada tempo reacional analisado. Essas
analises foram realizadas em triplicata e os resultados sé&o valores médios.
Ensaios de compressdo mecanica foram realizadas no texturdmetro TA.TX2
Stable Microsystems (Inglaterra). Ensaios de intumescimento e de perda de
massa foram realizados por um procedimento similar ao relatado no Capitulo 3.
Porém, esses experimentos foram realizados em PBS (pH 7,4) na temperatura
de 37 °C na auséncia ou presenca dos agentes redutores fisiol6gicos glutationa
reduzida (GSH) e L-cisteina (Cyst). A concentracdo desses agentes redutores
no meio foi fixada em 10 ymol L1, Da mesma maneira, a densidade de
reticulacdo dos hidrogéis preparados foi estimada através do procedimento

descrito no Capitulo 3 (secéo 3.2.4).

4.2.6. Encapsulacéao e liberacdo de acetaminofeno (ACT)

Para o preparo dos hidrogéis Pct-SH contendo acetaminofeno (ACT), o
método descrito anteriormente foi utilizado. Porém, antes da incubagédo na
temperatura de 70 °C, uma quantidade de ACT (5 mg) foi adicionado na solugéo
de Pct-SH. A concentracéo final de ACT na solugéo polimérica foi estimada como
10 mg mL*. Os hidrogéis preparados foram secos por liofilizagdo (-55 °C, 48 h).
Para os ensaios de liberagdo, as amostras secas do hidrogel (100 mg) foram
imersas em PBS ou em PBS suplementado com GSH ou Cyst. Esse sistema foi
mantido na temperatura constante de 37 °C e, em determinados intervalos de
tempo, aliguotas do meio (4 mL) foram retiradas e analisadas em um
espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 242 nm. Por meio de uma
curva de calibracdo de ACT previamente construida em cada meio de liberacéo,
a quantidade de ACT liberada dos hidrogéis foi estimada. Esses experimentos

foram realizados em triplicata.
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4.3. Resultados e discusséo
4.3.1. Obtencédo da Pct quimicamente funcionalizada com grupos tidis

A funcionalizacdo da Pct com grupos tidis € uma estratégia muito
interessante, pois, permite a reticulacdo do polimero modificado por meio de
ligacOes dissulfeto, as quais podem ser formadas utilizando um mecanismo
radicalar. Nesse estudo, os grupos tiois foram introduzidos na Pct por meio da
reacao desse polissacarideo com Cyst. A Cyst possui em sua estrutura, além do
grupo tiol, grupos carboxila e amina. Em especial, os grupos amina da Cyst sédo
passiveis de reagirem com 0s grupos carboxilicos da Pct resultando na insercéo
desse aminoacido (e dos grupos tidis) na estrutura do polissacarideo por meio
de uma ligacdo do tipo amida. Contudo, essa reacdo precisa ser realizada na
presenca de EDC, uma carbodiimida capaz de ativar os grupos carboxila da Pct,
tornando-os suscetiveis ao ataque nucleofilico dos grupos amina da Cyst. A
reacdo entre os grupos carboxilicos e EDC resulta em uma O-acilureia reativa e
o ataque nucleofilico dos grupos amina nesse intermediario reativo resulta na
ligacdo amida entre a Pct e a L-cisteina, liberando um derivado da ureia soluvel
em agua (MACKAYA-NAVARRO; CAMPOS-REQUENA, 2020). E importante
mencionar que 0s grupos tidis da Cyst ndo interferem significativamente nessa
reacdo de acoplamento, mesmo que, teoricamente, tais grupos também possam
atacar o intermediario O-acilureia e originar um tioéster (Debele et al., 2018).
Existem duas razfes para a baixa reatividade dos grupos tidis nessa reacao: (i)
o pH levemente &cido do meio reacional (pH ~ 4), onde a ioniza¢do dos grupos
tidis (pKa = 6,4—7,4) para tiolato, uma espécie com grande poder nucleofilico, é
evitada (Wall et al., 2012), e (ii) a incompatibilidade entre o grupo carbonila, um
centro eletrofilico duro, e o grupo tiol, um nucledfilo mole em comparacdo com o
grupo amina (Worch et al., 2021). Portanto, a partir dessa rota de modificacéo
quimica utilizando EDC, a Pct pode ser funcionalizada quimicamente com grupos
tidis. N&o obstante, uma vez que a reagcdo de acoplamento ocorre somente nos
grupos carboxilicos da Pct, a funcionalizacdo é quimiosseletiva. A Pct
funcionalizada com os grupos tiois foi denominada de Pct-SH e sua
caracterizacao estrutural foi feita a partir das andlises de FTIR e RMN de *H, cujo

espectros sao apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Espectros de FTIR (a) e RMN de 'H (b) da Pct e Pct-SH.

Na Figura 17a é possivel visualizar os espectros de FTIR da Pct e da Pct-
SH. Comparando esses espectros, pode-se observar que a maioria das bandas
caracteristicas da Pct estdo presentes no espectro da Pct-SH. Além disso, nota-
se o0 aparecimento de novas bandas que apontam a modificacdo quimica da Pct
com a L-cisteina. As principais bandas observadas nos espectros de FTIR
desses polimeros e as suas atribuicdes estdo descritas na Tabela B.1 no
Apéndice B. Especificamente, no espectro de FTIR da Pct-SH é possivel
verificar a presenca de novas bandas em 2710 cm™, 1687 cm™ e 1557 cm™ que
podem ser atribuidas, respectivamente, ao estiramento da ligagao sulfidrila (S—
H) dos grupos tidis, ao estiramento da carbonila (C=0) dos grupos carboxila da
Cyst e ao estiramento da carbonila da ligacdo do tipo amida entre a Pct e a Cyst
(HUAMANI-PALOMINO et al., 2019). A presenca dessas bandas evidencia a
funcionalizacdo da Pct com os grupos tiois advindos da estrutura da Cyst. A
Figura 17b mostra os espectros de RMN de 'H da Pct e Pct-SH, e os principais
sinais de ressonancia e suas atribuicbes podem ser encontrados na Tabela B.2
no Apéndice B. De maneira geral, o espectro de RMN de 'H da Pct-SH
apresenta a maioria dos sinais referentes aos prétons da estrutura sacaridica da
Pct (na faixa de 5,00-3,65 ppm). Porém, dois novos sinais de ressonancia em
3,20 e 2,90 ppm (assinalados como Ha e Hp na Figura 17b) podem ser notados
no espectro da Pct-SH. Esses sinais sao decorrentes dos hidrogénios da
estrutura carb6énica da Cyst. Logo, confirmando a modificacdo da Pct com esse

aminoacido e a sua funcionalizagdo com os grupos tiois (Carvalho et al., 2019).
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A partir do espectro de RMN de *H da Pct-SH, o DS pode ser estimado
utilizando a Eq. (9):

Iy + Iyp/2
Iyz—pa/3

(9)

DS(%)=( >X100

onde Iy, € Iy, sdo as areas dos sinais de ressonancia dos hidrogénios da L-
cisteina (observados em 3,20 e 2,90 ppm, respectivamente), enquanto Iy,_y4 €
a area dos sinais correspondes aos hidrogénios da estrutura sacaridica da Pct-
SH (presentes na regido entre 4,10 e 3,65 ppm). As areas desses sinais de
ressonancia foram obtidas por integracao e, por meio da Eq. (9), o DS da Pct-
SH foi estimado como 25%. Como demonstrado por CHEN et al. (2018) e
LAFFLEUR et al. (2016), o uso da L-cisteina como agente de tiolagéo resulta em
baixos valores de DS e tais resultados sugerem uma baixa reatividade desse
aminoécido. De fato, maiores valores de DS (> 0,4) somente séo obtidos quando
outros tipos de agentes de tiolacdo sdo empregados como, por exemplo, o acido
tioglicélico ou o acido 2-mercaptonicotinico (Chen et al., 2015). Por fim, é
importante mencionar que, além da incorporacdo da Cyst na estrutura da Pct ser
guimiosseletiva, a oligomerizacao a partir do grupo tiol livre ndo é possivel nas

condi¢cBes experimentais empregadas (Chen et al., 2018).

A concentragdo de grupos tidis (umol g1) na Pct-SH foi estimada por meio
de um método espectrofotométrico utilizando DTNB (Fejerskov et al., 2012). Na
presenca de grupos tiéis, o DTNB é reduzido e, como resultado, um composto
que absorve na regido do UV-Vis é formado. Como a absorbancia desse
composto depende da sua concentracdo que, por sua vez, é diretamente
proporcional a quantidade de grupos tidis, esse método pode ser utilizado para
estimar a quantidade de grupos —SH na Pct-SH. A partir desse método, a

quantidade de grupos tidis na Pct-SH foi estimada como 600 + 30 umol g*.
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4.3.2. Formacéo dos hidrogéis Pct-SH

Como mencionado anteriormente, o estudo apresentado neste Capitulo
descreve a obtencdo de um hidrogel preparado a partir da Pct funcionalizada
com grupos tidis (Pct-SH) e formado por ligaces dissulfeto. Para a formacao
dessas ligacOes foi utilizado uma nova rota de reticulacdo quimica, onde um
oxidante foi empregado (persulfato de potassio, KPS). De fato, essa estratégia
nunca foi usada no preparo de hidrogéis de Pct. Nessa abordagem, o KPS,
quando submetido a altas temperaturas, decompde-se e, dessa reagao, Séo
gerados diversos radicais livres no meio. Esses radicais abstraem o hidrogénio
dos grupos tidis gerando radicais sulfidril (-S*) (Radi; Trujillo, 2016). Dessa
forma, a partir da reag&o entre dois radicais sulfidril, as ligagdes dissulfeto sao
formadas e, concomitantemente, as cadeias poliméricas da Pct-SH sao
reticuladas umas as outras, obtendo-se o hidrogel. E importante mencionar que
a possibilidade da formacdo de uma ligagdo S—O nas condi¢cbes altamente
oxidativas utilizadas n&o foi considerada nesse trabalho. Geralmente, a
formacao dessa ligacdo requer o uso de um catalisador metalico, uma condicao
gue néo é utilizada nesse trabalho (PENG et al., 2020).

Portanto, a sintese do hidrogel é essencialmente baseada em um
mecanismo radicalar e, dessa forma, as concentracdes de Pct-SH e do KPS
possuem uma grande influéncia no processo de gelificacdo. Portanto, o efeito da
concentracdo da Pct-SH e do KPS no tempo de gelificacdo e na eficiéncia da
gelificacdo foi investigado. Esse ultimo parédmetro foi avaliado por meio do
rendimento do processo de obtencdo dos hidrogéis. J& o tempo de gelificacdo
de cada formulacéo utilizada na sintese do hidrogel foi estimado visualmente
usando o método de inversdo do frasco. A Figura 18 mostra os hidrogéis
preparados em diferentes concentracbes de Pct-SH e KPS. E importante
mencionar que as solu¢cdes de Pct sofreram uma transicdo sol-gel somente na
presenca de KPS. Quando KPS ¢é utilizado, todas as solu¢des gelificam, porém,
em diferentes tempos. Como é possivel verificar na Figura 18, o aumento da
concentracdo de KPS e de Pct-SH diminuem o tempo de incubacéo (a 70 °C)
necessario para a formacgéao dos hidrogéis. Contudo, essa mesma correlagdo néo
foi verificada para a eficiéncia da gelificagdo, como observado na Figura 19a.

Aparentemente, utilizando uma baixa quantidade de Pct-SH (5% m/m), o
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processo de gelificacdo é pouco eficiente. Essa observagéo fica mais evidente
qguando a gelificacéo foi efetuada usando a menor quantidade de Pct-SH, mas
variando a concentracdo de KPS. Nessa condicdo, 0 aumento da quantidade de
KPS diminui a eficiéncia da gelificacdo. Esses resultados podem ser explicados
pelo numero limitado de grupos —SH na solugdo contendo a menor quantidade
de Pct-SH. Dessa forma, a formacao das ligacdes dissulfeto € reduzida devido a
baixa disponibilidade de grupos —SH. Como resultado, as cadeias da Pct-SH n&o
séo reticuladas eficientemente (Cao, Yu et al., 2019a). Além disso, quando a
concentracédo de KPS aumenta, mas a de Pct-SH continua pequena, os radicais
formados pela decomposicdo térmica do KPS possuem uma ag¢do pouco
seletiva, reagindo uns com os outros (Wang et al., 2020). Esse efeito prejudica
a formacdo das ligacBes dissulfeto. Ao contrario, com o aumento da
concentracdo de Pct-SH, existe uma grande quantidade de grupos —SH
disponiveis para reagir e a gelificacdo € mais eficiente (Figura 19a). Nesse caso,
a maior concentracdo de KPS favorece o processo de gelificacdo, uma vez que
mais radicais, advindos da decomposi¢ao térmica do KPS, sdo gerados. Esses
radicais reagem com os diversos grupos —SH disponiveis e geram radicais
sulfidril. Assim, os radicais sulfidril acoplam-se entre si e, como resultado,
ligacdes dissulfeto sdo formadas e as cadeias de Pct-SH séo reticuladas. Por

fim, uma rede polimérica quimicamente reticulada € obtida.
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Figura 19. Percentual de gelificacdo (a) e tan & em fungao do tempo de reagéo (b) dos hidrogéis
preparados em diferentes condicdes experimentais. Tan  foi determinada na frequéncia de 1 Hz

e os valores do desvio padrdo nao foram mostrados para facilitar a visualizacao dos resultados.

A cinética de gelificacdo das solu¢cbes de Pct-SH na presenca de KPS foi
investigada por analises reoldgicas dinamicas utilizando um procedimento

similar ao descrito no Capitulo 2 desta Tese, onde os valores de tan 6 (G"/G)
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foram determinados em diferentes intervalos de tempo. Novamente, os valores
de tan & foram obtidos na frequéncia de 1 Hz. O “ponto de gelificacdo” e o tempo
de gelificagé@o (tger) foram definidos quando o valor de tan & é 1 (G" = G'). Os
valores de tan & em funcdo do tempo para cada formulagcdo sdo mostrados na
Figura 19b. As curvas de G’ e G” originais de cada formulacdo podem ser
encontradas no Apéndice B. Como € possivel verificar na Figura 19b, tan &
progressivamente atinge o valor unitario (tan & ~ 1), caracterizando a transi¢cao
sol-gel e o ponto de gelificagdo das solugbes de Pct-SH. Por meio dessas
analises, tgel foi identificado e os resultados sumarizados na Tabela 4. Como
esperado, as analises reoldgicas e o teste de inversdo do tubo reacional
forneceram diferentes tgel. Essa discrepancia é decorrente da maior sensibilidade
das analises reoldgicas frente as mudancas de viscosidade e do microambiente
das solucgdes, logo, possuindo uma maior acuracia na determina¢ao do ponto de
gelificac@o e tgel (SUN HAN CHANG et al., 2019). Apesar disso, todos 0S tgel
obtidos pelas andlises reologicas apresentaram 0 mesmo comportamento
observados nos testes de inversdo do tubo reacional, onde maiores
concentragdes de Pct-SH e KPS resultaram em um processo de gelificagdo mais
rapido. Por fim, cada hidrogel preparado apresentou um valor de tan & distinto
ao final dos experimentos (Figura 19b). Esses resultados indicam que os
hidrogéis sintetizados apresentam uma distinta organizacdo estrutural interna,
incluindo diferentes graus de reticulacdo. Para verificar essa hipétese, os valores
de v, dos hidrogéis foram estimados e sumarizados na Tabela 4. Como
observado, na maioria das condi¢cdes experimentais em que os hidrogéis foram
preparados, v, € maior quando uma maior concentracdo de Pct-SH e KPS é
utilizada. A Unica excecéo a essa tendéncia sdo os hidrogéis preparados com
uma menor quantidade de Pct-SH (5% m/m), onde o aumento na quantidade de
KPS na formulacdo dos hidrogéis resulta em um v, menor. Como discutido
anteriormente, a limitada quantidade de grupos —SH disponiveis para formar os
pontos de reticulacédo e a baixa seletividade dos radicais persulfato contribuem
para 0s baixos valores de v, obtidos para os hidrogéis preparados nessas
condi¢cbes. Desta maneira, todos esses resultados indicam que o processo de
gelificacdo € dependente das quantidades da Pct-SH e KPS. Em especial, 0

aumento nas quantidades do polissacarideo funcionalizado (> 5% m/m) e KPS
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nas formulagdes beneficiam o processo de reticulacao e a formacgao das ligagoes

dissulfeto entre as cadeias da Pct-SH.

Tabela 4. Tempos de gelificacdo e densidade de reticulacéo dos hidrogéis Pct-SH preparados.

Hidrogel tgel Densidade de reticulag&o (V)
(min)* (mol m3)P
Pct-SH(s-1) 300 £ 16,00 69,01 + 1,63
Pct-SHs-2) 280 + 20,00 64,70 £1,40
Pct-SHs-3) 40 + 3,40 60,00 £ 0,40
Pct-SHqo-1) 190+ 1,30 74,30 £ 0,20
Pct-SHo-2) 215 £ 76,00 76,00 = 0,19
Pct-SH(10-3) 15+ 5,00 76,80 + 0,36
Pct-SH15.1) 70 + 8,00 76,92 + 0,01
Pct-SHqs-2) 50 £ 10,00 80,10 + 0,30
Pct-SH(s-3) 5+2,00 82,01 £ 0,20

aValores aproximados determinados a partir das analises reoldgicas.
b Estimado a partir dos experimentos de intumescimento (n = 5).

Com o intuito de adquirir mais informac6es sobre o mecanismo de
gelificacéo das solucfes de Pct-SH na presenca de KPS, a natureza quimica dos
hidrogéis preparados foi investigada pela técnica de FTIR. Como mencionado
anteriormente, o processo de gelificacdo das solucdes de Pct-SH é baseado na
formacdo de ligacGes dissulfeto entre as cadeias poliméricas. No entanto, a
analise de FTIR ndo pode comprovar eficientemente a presenca de ligacdes
dissulfeto (-S—-S—-) nos hidrogéis. Alternativamente, tendo em vista que a
formacao dessas ligac6es depende do consumo dos grupos tidis, a banda
caracteristica da ligacao sulfidrila (S—H) sofrera algum tipo de mudanca em sua
forma ou intensidade. Essa banda, por sua vez, pode ser identificada nos
espectros de FTIR. A Figura 20 mostra os espectros de FTIR dos hidrogéis
obtidos usando solucdes de Pct-SH com concentracbes de 5% (Figura 20a),
10% (Figura 20b) e 15% m/m (Figura 20c) na presenca de diferentes
guantidades de KPS.
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Figura 20. Espectros de FTIR dos hidrogéis obtidos a partir de solu¢gées de Pct-SH com

concentracdo de 5% (a), 10% (b) e 15% m/m (c) e diferentes quantidades de KPS.

Em geral, todos os espectros de FTIR dos hidrogéis apresentaram a
maioria das bandas caracteristicas da Pct-SH, logo, indicando que a estrutura
do polissacarideo nao é afetada pelo processo de reticulagdo. Comparado ao
espectro de FTIR da Pct-SH, a intensidade da banda associada ao estiramento
da ligagdo S—H (em torno de 2710 cm!) diminuiu consideravelmente no espectro
de todos os hidrogéis preparados, indicando o consumo dos grupos —SH por
conta da formacéo das ligacdes dissulfeto. Portanto, os resultados das analises
reologicas e espectroscopicas confirmam que a sintese dos hidrogéis € baseada
na reticulacdo quimica da Pct-SH por conta da formacgéo de ligacfes dissulfeto
entre as cadeias desse polissacarideo. Ainda, esses resultados demonstram que
as quantidades de Pct-SH e KPS possuem uma grande influéncia na cinética e
no processo de reticulagéo, sendo condizente com o mecanismo de reticulacao

radicalar proposto.
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4.3.3. Caracterizagcdo dos hidrogéis Pct-SH
4.3.3.1. Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos hidrogéis sintetizados foram investigadas
por reologia e ensaios de compressdo mecanica. Para as analises reoldgicas,
0s moédulos G’ e G” foram analisados em funcdo da oscilacdo da frequéncia,
como mostrado na Figura 21. De acordo com esses experimentos, todos o0s
hidrogéis sintetizados apresentaram um comportamento caracteristico de géis,
onde o médulo G’ é maior que 0 moédulo G” em toda a faixa de frequéncias
analisadas e nenhum ponto de interseccao entre as curvas pode ser notado (Wu,
Xiaojun et al., 2020). Apesar disso, em altas frequéncias (> 6 Hz), os valores de
G' e G" computados aumentam repentinamente (em diferentes intensidades)
(Figura 21). Como mencionado anteriormente nesta Tese, os moédulos G’ e G”
estdo relacionados, respectivamente, com o comportamento elastico e viscoso
de uma amostra. Consequentemente, o aumento no valor desses mdadulos pode
estar relacionado com uma mudanca estrutural na rede polimérica dos hidrogéis
em altas frequéncia. Em especial, o baixo tempo de relaxamento das cadeias
poliméricas nessas condi¢cdes contribui para o0 aumento do valor do médulo G'
(Ganguly et al., 2018). Em contrapartida, a concomitante elevacdo do médulo G"
€ uma forte evidéncia de mudancas estruturais ocorrendo nos hidrogéis em altas
frequéncias (Ganguly et al., 2018). Nesse sentido, a densidade de reticulacdo é
uma importante caracteristica para a estabilidade estrutural dos hidrogéis
sintetizados. Como observado na Figura 21, o aumento repentino de G'e G" em
altas frequéncias é menos notavel nos hidrogéis Pct-SHs.1), Pct-SH(s-2) e Pct-
SH(s-3), 0S quais possuem uma elevada densidade de reticulagédo (Tabela 4).
Consequentemente, a estrutura polimérica desses hidrogéis € capaz de suportar
uma grande deformacédo em altas frequéncias sem sofrer danos. Assim, a maior
estabilidade dos hidrogéis citados pode ter contribuido para o baixo aumento do

modulo G" em altas frequéncias.
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Figura 21. Modulos G' e G" dos hidrogéis Pct-SHs.1) (a), Pct-SHs-2) (b), Pct-SHs-3) (€), Pct-SHo-
1) (d), Pct-SH0-2) (), Pct-SH10-3) (), Pct-SH(s-1) (9), Pct-SH(s-2) (h) e Pct-SHs-3) (i).

De maneira geral, os resultados descritos na Figura 21 possuem uma

estreita relacdo com o grau de reticulacdo dos hidrogéis sintetizados. Essa

s

relacdo é evidente quando os valores de G', na frequéncia de 1 Hz, sdo

comparados. Através dessa comparacéo, descrita na Tabela 5, verifica-se que

os valores de G' sdo maiores para os hidrogéis sintetizados com uma maior

guantidade de Pct-SH e KPS. Excepcionalmente, nos hidrogéis preparados com

a menor quantidade de Pct-SH, os valores de G' diminuem com o aumento de

KPS utilizado na formulacéo.

os valores de G' aumentam

progressivamente quanto maior a densidade de reticulacdo dos hidrogéis

sintetizados (Tabelas 4 e 5). Essa constatacdo indica que as propriedades

mecanicas dos hidrogéis podem ser otimizadas de acordo com as quantidades

de Pct-SH e KPS utilizadas na sintese dos hidrogéis. De fato, ensaios de
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compressdo mecanica revelaram a relacdo entre a composicao dos hidrogéis e
suas propriedades mecanicas. Entre as varias propriedades mecanicas que
podem ser obtidas, somente o0 médulo de Young e a deformacdo maxima no
momento da ruptura (E) foram determinadas. O médulo de Young € determinado
a partir da inclinagéo da porgéao linear da curva de tensdo de compressao (em
Pa) em funcdo da deformacéo e esta relacionado com a rigidez da amostra
sendo analisada. Por sua vez, E é definida como a deformacéo em que ocorre
uma queda brusca na tenséo de compressao da amostra, caracterizando a sua
ruptura. Esses parametros foram calculados a partir das curvas de tenséo em
funcdo da deformacdo de cada hidrogel sintetizado e os valores sao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Propriedades mecénicas dos hidrogéis Pct-SH preparados.

Propriedades mecéanicas

Hidrogel

G' (Pa)? Mdédulo de Young (Pa)® E (%)°
Pct-SHs-1) 14,00 + 4,21 10,21 + 3,41 23,00 + 2,00
Pct-SH(s-2) 4,50 = 2,00 8,00 £ 2,00 12,50+1,31
Pct-SHs-3) 2,30+0,81 7,71 £1,90 12,41 £ 2,00
Pct-SHo-1) 12,58 + 1,88 14,00 = 3,00 26,00 £ 2,54
Pct-SH(o-2) 22,76 £ 2,79 24,09 £4,71 30,00 £ 3,00
Pct-SH(o-3) 27,31+0,76 27,00 £ 5,00 32,60 £ 5,00
Pct-SHqs.1) 32,14 + 3,00 28,83 £ 3,00 34,00 + 0,87
Pct-SHqs-2) 35,64 + 4,89 30,00 £ 9,00 35,40+ 1,00
Pct-SHs-3) 74,00 = 5,00 30,08 + 4,20 36,80+ 6,12

@ Valores médios de trés replicatas (n = 3).
b Propriedades determinadas pelas analises de compress&do mecénica (n = 3).

Analisando os dados apresentados na Tabela 5, verifica-se que o0s
maiores valores do Médulo de Young e de E foram verificados para os hidrogéis
possuindo uma maior densidade de reticulagdo. Esses hidrogéis possuem uma
rede polimérica densamente reticulada e mecanicamente estavel frente a uma
forca de deformacdo. Dessa maneira, a ruptura da rede polimérica nesses
hidrogéis ocorre somente com uma grande deformagé&o (ou seja, um maior valor
de E). Como é possivel observar na Tabela 5, os hidrogéis preparados com a

menor quantidade de Pct-SH possuem os menores valores calculados para o
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Moddulo de Young e E, ja que a densidade de reticulagdo desses materiais é
baixa. Consequentemente, a rede polimérica dos hidrogéis preparados com a

menor quantidade de Pct-SH é menos rigida e facilmente deformada.

4.3.3.2. Intumescimento e degradacao

Como mencionado anteriormente nesta Tese, 0 intumescimento e
absorcao de liquido sdo importantes caracteristicas de hidrogéis com potencial
aplicacéo biomédica. Desta forma, o intumescimento maximo dos hidrogéis Pct-
SH foi investigado em PBS (pH 7,4). Esses experimentos foram conduzidos na
temperatura constante de 37 °C e os resultados sdo mostrados na Figura 22.
Como observado, os hidrogéis preparados com uma maior concentracéo de Pct-
SH e KPS apresentaram um menor intumescimento maximo. Entretanto, essa
tendéncia ndo foi observada para os hidrogéis preparados com a menor
concentracdo de Pct-SH (5% m/m), onde o aumento na concentracdo de KPS
nas formulagdes resultou em um aumento no intumescimento maximo. Em geral,
esses resultados podem ser explicados considerando a densidade de reticulacéo
dos hidrogéis preparados (Tabela 4). Hidrogéis preparados com uma maior
concentracéo de Pct-SH e KPS possuem uma maior densidade de reticulagéo e,
como consequéncia, a expansao da matriz polimérica desses materiais € restrita
e a absorcdo de liquido é limitada (FAJARDO et al., 2012). Em contraste, 0s
materiais com uma menor densidade de reticulagdo possuem uma matriz
polimérica com maior mobilidade devido ao baixo namero de pontos de
reticulacdo, facilitando a sua expansao e maior absorcao de liquido (FAJARDO
et al., 2012).
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Figura 22. Intumescimento maximo dos hidrogéis Pct-SH preparados em meio PBS (pH 7,4) na

temperatura constante de 37 °C.

O perfil de degradacdo dos hidrogéis Pct-SH preparados também foi
investigado. Uma vez que esses materiais sao reticulados por ligagdes
dissulfeto, o perfil de degradacao dos hidrogéis deve ser acelerado na presenca
de agentes redutores, tornando-os materiais responsivos. Para investigar essa
hipotese, a perda de massa dos hidrogéis Pct-SH foi analisada em PBS (pH 7,4,
37 °C) na auséncia e presenca de agentes redutores fisioldgicos. Neste estudo,
0s agentes redutores utilizados foram a glutationa reduzida (GSH) e a L-cisteina
(Cyst), j& que essas moléculas redutoras sdo produzidas pelo corpo humano e
podem ser encontradas no meio extracelular (Cao, Zhiwen et al., 2019; Lin;
Battistoni; Liu, 2021). Entretanto, a perda de massa dos hidrogéis foi investigada
primeiramente em PBS na auséncia dos agentes redutores. Os resultados
desses experimentos sdo mostrados na Figura 23. Todos os hidrogéis
preparados apresentaram uma perda de massa de, no maximo, 30%, mesmo
apos varios dias apos o inicio dos experimentos. Essa tendéncia revela que os
hidrogéis Pct-SH possuem uma grande estabilidade nessas condicdes
experimentais. Apesar da aparente estabilidade, a pequena perda de massa
observada em PBS para esses materiais apresenta uma estreita relacdo com a

densidade de reticulacdo. Em geral, os hidrogéis mais densamente reticulados
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apresentaram uma menor perda de massa. De fato, a maior perda de massa
observada (aproximadamente 30%) foi observada para o hidrogel Pct-SH(s-3), 0
qual possui a menor densidade de reticulacdo entre os hidrogéis preparados
(Tabela 4).
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Figura 23. Curvas da perda de massa dos hidrogéis Pct-SH preparados com diferentes
concentracdes de Pct-SH de 5 % m/m (a), 10 % m/m (b) e 15 % m/m (c) em meio PBS (pH 7,4)
na temperatura de 37 °C.

Em contrapartida, os hidrogéis incubados em PBS contendo os agentes
redutores GSH (Figura 24) e Cyst (Figura 25) apresentaram uma rapida perda
de massa. Como observado, 0 tempo necessario para promover a erosao (ou
seja, perda de massa) desses materiais foi reduzida de dias para apenas alguns
minutos. A rapida e elevada perda de massa dos hidrogéis na presenca de GSH

e Cyst é um resultado direto da quebra das ligagfes dissulfeto entre as cadeias
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poliméricas nessas condi¢cbes experimentais, logo, induzindo a erosdo da matriz

polimérica e dos hidrogéis. De fato, todos os hidrogéis preparados perderam

mais da metade da sua massa in

icial ao fim dos experimentos.
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Figura 24. Curvas da perda de massa dos hidrogéis Pct-SH preparados com diferentes
concentracdes de Pct-SH de 5 % m/m (a), 10 % m/m (b) e 15 % m/m (c) em meio PBS (pH 7,4)
suplementado com GSH (10 ymol L) na temperatura de 37 °C.
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Figura 25. Curvas da perda de massa dos hidrogéis Pct-SH preparados com diferentes
concentracdes de Pct-SH de 5 % m/m (a), 10 % m/m (b) e 15 % m/m (c) em meio PBS (pH 7,4)
suplementado com Cyst (10 ymol L1) na temperatura de 37 °C.

Os experimentos na presenca dos agentes redutores também revelaram
que o perfil e a taxa de perda de massa dos hidrogéis nessas condi¢cdes também
sdo dependentes da densidade de reticulagdo desses materiais. Novamente,
longos tempos de incubacao foram necessarios para degradar os hidrogéis com
maior densidade de reticulacdo. Por exemplo, o hidrogel Pct-SH1s-3), 0 material
preparado com a maior densidade de reticulacdo, perdeu metade da sua massa
inicial somente apos 90 min de incubacdo no meio contendo o0s agentes
redutores. Nesse mesmo periodo, o hidrogel Pct-SHs-3), com a menor densidade
de reticulagéo, perdeu quase toda sua massa inicial (aproximadamente, 94% de
perda de massa). As discrepancias entre os perfis de perda de massa dos
hidrogéis Pct-SH nas diferentes condi¢cbes experimentais testadas (com e sem

0s agentes redutores) sao evidentes por meio da analise das suas constantes
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de degradacéo (k;). De maneira geral, a degradacao dos hidrogéis Pct-SH pode
ser tratada como um processo cinético de primeira-ordem (Zhang, Mengdi et al.,
2020). Portanto, utilizando esse modelo, a cinética da perda de massa dos
hidrogéis foi analisada (Zhang, Mengdi et al., 2020). As constantes k, calculadas

estdo sumarizadas na Tabela 6 para cada condicdo experimental testada.

Tabela 6. Constantes cinéticas da degradacao dos hidrogéis Pct-SH preparados em diferentes

condicdes experimentais.

. k4
Hidrogel
PBS® PBS + GSHP PBS + CystP
Pct-SH(s-1) 0,034 0,006 0,007
Pct-SHs-2) 0,070 0,008 0,008
Pct-SHs-3) 0,072 0,009 0,010
Pct-SH(10-1) 0,609 0,010 0,020
Pct-SH(10-2) 0,424 0,014 0,010
Pct-SHo0-3) 0,405 0,008 0,009
Pct-SHs-1 0,030 0,009 0,010
Pct-SHs-2) 0,018 0,007 0,007
Pct-SH(s-3) 0,012 0,006 0,007
ks em dias™.
ks em min’.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, as constantes k,
possuem uma relacdo inversa com a densidade de reticulacdo dos hidrogéis
(Tabela 4 para consulta aos valores da densidade de reticulacdo dos hidrogéis).
Sucintamente, uma maior densidade de reticulagdo acarreta um menor valor de
k,. Logo, a perda de massa e degradacdo dos hidrogéis é mais lenta e menos
eficiente com o aumento da densidade de reticulagdo dos materiais.
Provavelmente, a difusdo dos agentes redutores na matriz polimérica dos
hidrogéis é prejudicada com o aumento da densidade de reticulagdo (Zhang et
al., 2021). Como resultado, a penetracdo de GSH e Cyst na matriz polimérica é
limitada e longos tempos de incubacdo sé&o necessarios para promover a
degradacdo dos hidrogéis Pct-SH mais reticulados. A andlise dos dados da
Tabela 6 também revelam a influéncia do tipo de agente redutor na degradacao

dos hidrogéis. Comparando os valores de k,, a perda de massa dos hidrogéis é

90



mais rapida na presenca de Cyst em comparacdo com a GSH. Basicamente,
essa diferenca esta relacionada com a facilidade de penetracéo e difusdo dos
agentes redutores na matriz polimérica dos hidrogéis (CHOH; CROSS; WANG,
2011). Por conta do baixo peso molecular da Cyst (121 Da) em comparacao com
a GSH (307 Da), esse aminoacido possui uma maior facilidade em penetrar a
matriz do hidrogéis e promover a reducéo e quebra das ligacdes dissulfeto entre
as cadeias poliméricas, logo, resultando na degradacao dos hidrogéis. Apesar
dessas diferencas, todos os hidrogéis Pct-SH preparados apresentaram uma
maior degradacgéo na presenca de GSH e Cyst. Esses resultados indicam que a
degradacdo desses materiais pode ser manipulada por meio do controle do
ambiente redox (isto €, presenca ou auséncia de agentes redutores fisioldgicos).
Estudos na literatura indicam uma maior concentragdo de GSH e Cyst em
regides tumorais e inflamadas (CAO, Z. et al., 2019; CHOH; CROSS; WANG,
2011). Dessa forma, o comportamento responsivo dos hidrogéis Pct-SH pode
ser muito util para promover e controlar a liberacdo de farmacos encapsulados

nessas condicoes.

4.3.3.3. Injetabilidade e capacidade self-healing

Hidrogéis injetaveis sdao muito atrativos como potenciais sistemas de
liberacdo controlada, uma vez que esses materiais podem ser aplicados em um
local de interesse clinico no corpo humano e promover a liberacdo de uma droga
encapsulada diretamente em um tumor ou regido inflamada (Pertici et al., 2019).
Essa caracteristica previne (ou ao menos reduz) a perda sistémica do composto
bioativo do local de acéo, prolongando o seu efeito (Pertici et al., 2019). Dessa
forma, para testar a injetabilidade dos hidrogéis Pct-SH, experimentos de
extrusdo foram realizados (SUN; HUANG, 2016). Neste Capitulo, injetabilidade
€ definida como a capacidade de um material em passar por uma agulha sem
promover o seu entupimento. Portanto, para 0os experimentos de extrusdo, os
hidrogéis foram alocados dentro de uma seringa, sendo pressionados pelo
émbolo da seringa, forcando a extrusdo dos geéis através da agulha 18G, como
mostrado na Figura 26a. De acordo com os resultados desses experimentos, 0s
hidrogéis que possuem uma maior densidade de reticulacdo apresentaram uma
injetabilidade limitada e promoveram o entupimento da agulha. Esse
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comportamento foi observado para os hidrogéis Pct-SH(10-1), Pct-SH(0-2) € Pct-
SHo0-3), Pct-SH@s.1), Pct-SH@s-2) € Pct-SHis-3). Devido a elevada densidade de
reticulacdo desses materiais, as suas cadeias poliméricas possuem uma baixa
mobilidade e, como consequéncia, o processo de extrusdo desses hidrogéis &
prejudicado. Em oposicao, os hidrogéis Pct-SHs-1), Pct-SHs-2) € Pct-SH(s-3), que
possuem uma menor densidade de reticulacdo e, portanto, uma maior
flexibilidade das cadeias poliméricas, foram facilmente injetados e nenhum sinal
de entupimento da agulha foi observado. Além disso, ap6s 2 h em repouso a
temperatura ambiente, os fragmentos dos hidrogéis gradualmente recuperam a
sua forma antes da extrusdo, indicando a sua habilidade de autorreparo,
amplamente conhecida como self-healing. De maneira geral, o self-healing
observado nos hidrogéis preparados pode estar relacionado com a presenca de
grupos —SH livres, como indicado nos espectros de FTIR. Apds o processo de
extrusdo dos hidrogéis, esses grupos podem atacar uma ligacdo dissulfeto
préxima, formando uma nova ligacdo do mesmo tipo (CAQO, Y. et al., 2019). Esse
processo de troca é ilustrado na Figura 26b e tem como principal consequéncia
a inducao da reorganizacdo da matriz polimérica, que, por sua vez, promove 0
self-healing dos hidrogéis Pct-SH (CAO, Y. et al., 2019; SUN; HUANG, 2016).
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Figura 26. Experimento de extrusdo realizado para investigar a injetabilidade dos hidrogéis Pct-

SH (a) e 0 mecanismo proposto para o processo de self-healing observado nos hidrogéis (b).

Com o intuito de obter mais informacdes sobre o0 processo de self-healing,
a natureza quimica dos hidrogéis “autorreparados” foi investigada por analises
de FTIR. Essas andlises foram conduzidas para os hidrogéis Pct-SH(s-1), Pct-
SHs-2) e Pct-SHs-3), j& que somente esses materiais apresentaram self-healing.
Os espectros de FTIR obtidos sé&o apresentados na Figura 27. Como observado,
0s espectros desses materiais sdo similares aos espectros dos hidrogéis
originais (antes da extrusdo e self-healing). Apesar disso, algumas diferencas
podem ser observadas. Por exemplo, a banda assinalada ao estiramento O-H
foi levemente afinada e as bandas associadas aos grupos carboxilicos da Pct e
da porcao incorporada da Cyst foram levemente alargadas (Figura 27). Todas
essas mudancas indicam a presenca de fortes ligacdes de hidrogénio entre as
cadeias poliméricas na matriz dos hidrogéis “autorreparados” (UMAN; DHAND;
BURDICK, 2020). Provavelmente, a reorganizacao das ligacdes dissulfeto na
matriz polimérica favorece a formacdo de ligacbes de hidrogénio entre as
cadeias poliméricas. Dessa forma, tais ligagdes de hidrogénio atuam como uma
forca auxiliar para estabilizar a matriz polimérica e facilitar o processo de
“autorreparagao” dos hidrogéis Pct-SH (UMAN; DHAND; BURDICK, 2020). Além
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disso, a analise dos espectros de FTIR dos hidrogéis reparados indica que a
banda associada aos grupos —SH mudou significativamente apds o processo de
“autorreparacao”, haja visto que o numero total de ligagbes dissulfeto ndo é
alterado; as ligacdes dissulfeto sdo apenas reorganizadas (SUN; HUANG, 2016).
Todos esses resultados confirmam que o processo de “autorreparacéo” dos

hidrogéis Pct-SH esta relacionado a reorganizacao das ligacdes dissulfeto.
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Figura 27. Espectros de FTIR dos hidrogéis Pct-SH.1), Pct-SH(s2) e Pct-SHs-3) antes e depois

do processo de “autorreparacgao”.

Apesar da habilidade autorregenerativa dos hidrogéis Pct-SH, os
materiais regenerados podem apresentar propriedades mecanicas inferiores em
comparagao a sua “forma original”. Para investigar essa possibilidade, o médulo
de Young dos hidrogéis antes e depois do processo de extrusdo e
autorreparacao foi calculado e os valores obtidos sdo mostrados na Figura 28.
E importante mencionar que essas analises foram realizadas com os hidrogéis
preparados com a menor quantidade de Pct-SH, isto €, hidrogéis Pct-SHs-1), Pct-
SH@E2) e Pct-SHis-3), ja que somente esses materiais sdo injetaveis. Como
observado na Figura 28, o médulo de Young dos hidrogéis autorreparados

diminuiu em comparagéo com aqueles ndo submetidos ao processo de extruséo.
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Apesar disso, a andlise dos dados apresentados na Figura 28 revelam uma
tendéncia: uma menor densidade de reticulagdo resulta em mddulos de Young
mais proximos entre o0s hidrogéis antes e depois do processo de
autorregeneracao. De maneira geral, uma menor densidade de reticulagdo indica
uma maior quantidade de grupos —SH livres para reagir com as ligagdes
dissulfeto e promover a reorganizacao e autorregeneracdo dos hidrogéis. Todos
os resultados obtidos sugerem que os hidrogéis Pct-SH preparados podem atuar

como um biomaterial injetavel.
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Figura 28. Médulos de Young dos hidrogéis antes e apds o processo de extrusao pela seringa.

4.3.4. Liberagédo controlada de acetaminofeno (ACT)

Para avaliar o potencial uso dos hidrogéis Pct-SH como dispositivos de
liberacdo controlada de farmacos, acetaminofeno (ACT) foi encapsulado e a sua
liberacdo dos hidrogéis carregados foi avaliada. Neste trabalho, ACT foi usado
como droga padréo por conta de seu amplo uso como analgésico no tratamento
de dores agudas provenientes de ferimentos (inflamados ou néo) e cdlicas
menstruais (Tan; Ebrahimi; Langrish, 2019). Entretanto, a administracéo e
ingestdo de altas doses de ACT pode ocasionar diversos efeitos colaterais

indesejados, como, por exemplo, nauseas, dor de cabeca e faléncia renal (Tan;
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Ebrahimi; Langrish, 2019). Nesse sentido, o uso de hidrogéis como sistemas de
liberacdo controlada de ACT é uma interessante alternativa para contornar essas
desvantagens. Assim, a liberacdo de ACT dos hidrogéis carregados foi avaliada
em PBS (pH 7,4) na temperatura constante de 37 °C. Além disso, o efeito dos
agentes redutores GSH e Cyst na liberacdo também foi investigado. Os
resultados dos experimentos em PBS sdo mostrados na Figura 29. As curvas
de liberacdo de ACT dos hidrogéis em PBS contendo GSH e Cyst sao
apresentadas na Figuras 30 e Figura 31, respectivamente.
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Figura 29. Curvas liberacdo de ACT dos hidrogéis Pct-SH preparados com diferentes
concentracdes de Pct-SH de 5 % m/m (a), 10 % m/m (b) e 15 % m/m (c) em meio PBS (pH 7,4)
na temperatura de 37 °C.
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Figura 30. Curvas da liberacdo de ACT dos hidrogéis Pct-SH preparados com diferentes
concentracdes de Pct-SH de 5 % m/m (a), 10 % m/m (b) e 15 % m/m (c) em meio PBS (pH 7,4)
suplementado com GSH (10 ymol L) na temperatura de 37 °C.
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Figura 31. Curvas da liberacdo de ACT dos hidrogéis Pct-SH preparados com diferentes
concentracdes de Pct-SH de 5 % m/m (a), 10 % m/m (b) e 15 % m/m (c) em meio PBS (pH 7,4)
suplementado com Cyst (10 ymol L1) na temperatura de 37 °C.

Como é possivel verificar, o perfil de liberacdo de ACT dos hidrogéis Pct-
SH é similar em todas as condi¢des experimentais testadas (com e sem agentes
redutores). A similaridade entre os perfis de liberacdo esta relacionada com o
mecanismo geral de liberacdo de farmacos de materiais poliméricos (Peers;
Montembault; Ladaviére, 2020). Em geral, o processo de liberacdo comeca com
a absorcéo de liquido pelo material e, como consequéncia, a matriz polimérica
intumesce e expande, facilitando a difusdo do farmaco encapsulado para o meio
(Peers; Montembault; Ladaviere, 2020). Com o passar do tempo, o processo de
liberag&o atinge um equilibrio entre as moléculas de farmaco remanescentes no
material e as moléculas livres no meio, onde a liberacdo desacelera e,
eventualmente, cessa (Peers; Montembault; Ladaviere, 2020). Obviamente, a

degradacéo do hidrogel Pct-SH durante esse processo acelera a liberagcédo de
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ACT, j& que o farmaco possui mais contato com o meio nessa condigdo (CAO,
Y. et al., 2019). De fato, o efeito da degradacdo do hidrogel é evidente quando
os perfis de liberacdo de ACT na auséncia e presenca de GSH e Cyst sdo
comparados, principalmente, nos instantes iniciais dos experimentos. Por
exemplo, apés 1 h, menos de 20% da quantidade de ACT encapsulado foi
liberado dos hidrogéis incubados somente em PBS. Nesse mesmo intervalo,
mais de 43% do farmaco foi liberado dos hidrogéis incubados no meio contendo
GSH ou Cyst. Como especulado, a maior liberacdo de ACT dos hidrogéis na
presenca dos agentes redutores est4d associada a degradacdo da matriz
polimérica, ja que tais moléculas redutoras promovem a quebra das ligacdes
dissulfeto entre as cadeias de Pct-SH. Ainda, com o intuito de clarificar as
diferencas entre os processos de liberacao de ACT dos hidrogéis nos diferentes
meios de liberacdo testados (PBS, PBS + GSH e PBS + Cyst), os dados da
liberacdo de ACT em todos os meios de liberacdo foram analisados usando o
modelo cinético de Lagergren, sendo este um modelo de pseudo-primeira ordem
(Gerola et al., 2015). Neste Capitulo, esse modelo foi utilizado apenas para
analisar a cinética de liberacdo e ndo a sua dindmica ou mecanismo (Gerola et
al., 2015). O modelo de Lagergren é representado pela seguinte Eq. (10) (Gerola
et al., 2015):

In(Q; — Q) = InQy + kit (20)

onde Q; e Q. sado as quantidades de ACT (em mg) liberadas no tempo t (t #0) e
no ponto de equilibrio, enquanto k, € a constante cinética de primeira ordem
(mint). k, é obtida como o coeficiente angular do plot da Eq. (10) nos diferentes
meios de liberacdo testados. Os valores de k; obtidos estdo sumarizados na
Tabela 7. De maneira geral, os valores de k, sdo maiores para a liberacéo de
ACT nos meios contendo GSH e Cyst (Tabela 7). Portanto, a liberagdo de ACT
dos hidrogéis Pct-SH na presenca dos agentes redutores € mais rapida. De
maneira geral, os valores de k; aumentam de acordo com a seguinte relacao de
meios de liberacdo: PBS + Cyst > PBS + GSH > PBS. Portanto, a liberacéo de
ACT dos hidrogéis incubados no meio contendo Cyst € mais rapida do que no
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meio suplementado com GSH. Essa diferenca pode estar relacionada com uma
diferenca na difusdo desses agentes redutores na matriz polimérica dos
hidrogéis (Gerola et al., 2015). A difusdo de GSH através da matriz polimérica &
um processo lento por conta de seu alto peso molecular (307 Da).
Consequentemente, a GSH promove a quebra de poucas ligacdes dissulfeto e a
degradacdo do hidrogel é limitada (CHOH; CROSS; WANG, 2011). Em
contrapartida, a Cyst € capaz de difundir e penetrar a matriz polimérica dos
hidrogéis rapidamente devido ao seu baixo peso molecular (121 Da) (CHOH;
CROSS; WANG, 2011). Logo, a Cyst promove uma eficiente quebra das ligacdes
dissulfeto, induzindo a degradacédo dos hidrogéis e uma maior quantidade de

ACT é liberada em um curto intervalo de tempo.

Tabela 7. ParAmetros cinéticos da liberacao de ACT dos hidrogéis Pct-SH preparados.

Modelo cinético

Hidrogel Meio de liberacéo Korsmeyer-Peppas Lagergren
kyp? n R? k. R2

PBS 0,078 0,360 0,965 0,003 0,905

Pct-SH(s-1) PBS + GSH 0,079 0,690 0,969 0,004 0,897
PBS + Cyst 0,075 0,510 0,900 0,006 0,890

PBS 0,080 0,400 0,980 0,005 0,910

Pct-SH(s-2) PBS + GSH 0,081 0,650 0,988 0,006 0,900
PBS + Cyst 0,030 0,190 0,920 0,006 0,910

PBS 0,014 0,601 0,961 0,004 0,902

Pct-SH(s-3) PBS + GSH 0,013 0,495 0,950 0,006 0,930
PBS + Cyst 0,018 0,500 0,906 0,007 0,900

PBS 0,021 0,256 0,990 0,005 0,900

Pct-SH0-1) PBS + GSH 0,048 0,896 0,943 0,005 0,970
PBS + Cyst 0,033 0,500 0,918 0,004 0,917

PBS 0,028 0,294 0,991 0,004 0,915

Pct-SH(10-2) PBS + GSH 0,039 0,682 0,978 0,050 0,960
PBS + Cyst 0,043 0,690 0,903 0,050 0,906

PBS 0,035 0,263 0,980 0,003 0,893

Pct-SH(10-3) PBS + GSH 0,027 0,650 0,930 0,005 0,922
PBS + Cyst 0,025 0,700 0,880 0,005 0,900

PBS 0,026 1,041 0,988 0,004 0,900

Pct-SHs-1) PBS + GSH 0,027 0,797 0,923 0,006 0,947
PBS + Cyst 0,050 0,533 0,901 0,006 0,900

PBS 0,040 1,062 0,950 0,004 0,900

Pct-SH(s-2) PBS + GSH 0,039 0,681 0,940 0,005 0,900
PBS + Cyst 0,046 0,540 0,909 0,004 0,950

PBS 0,046 1,001 0,950 0,003 0,947

Pct-SH(1s-3) PBS + GSH 0,050 0,620 0,990 0,004 0,930
PBS + Cyst 0,035 0,587 0,900 0,006 0,960

2 Parametro adimensional.
b Unidade de medida é min™'.
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Para investigar o mecanismo de liberacdo de ACT dos hidrogéis Pct-SH,
os dados de liberagdo em todos os meios (PBS, PBS + GSH e PBS + Cyst) foram
tratados utilizando o modelo de Korsmeyer-Peppas (Wang, Yiming et al., 2017).

Esse modelo € matematicamente representado pela seguinte Eq. (11).

logg—t = logkygp + nlogt (11)

onde kgp € a constante de Korsmeyer-Peppas e o parametro n (adimensional) é
o expoente de Korsmeyer-Peppas. O parametro n estd relacionado com o
mecanismo geral de liberacdo de ACT dos hidrogéis (Wang, Yiming et al., 2017).
Segundo o modelo de Korsmeyer-Peppas, n < 0,5 indica um mecanismo de
liberacdo baseado em pura difusédo de Fick; 0,5 < n < 1,0 esta associado ao
mecanismo andémalo de liberacdo, onde erosdo da matriz e difusdo do farmaco
encapsulado ocorrem simultaneamente, e n = 1,0 sugere um mecanismo
baseado no intumescimento e expansao da matriz polimérica (Lemos; de Souza;
Fajardo, 2021). Os parametros kgp € h podem ser obtidos a partir do plot da Eq.
(11). Os valores de kkp e n estdo sumarizados na Tabela 7 para cada condigéo

experimental testada (na auséncia ou presenca de GSH e Cyst).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, os valores de n
mudam drasticamente na auséncia ou na presenca dos agentes redutores no
meio de liberacéo, logo, indicando diferentes mecanismos de liberacdo do ACT
nessas condicdes. Para o meio de liberacdo sem agentes redutores (somente
PBS), o mecanismo de liberacdo é dependente da composi¢cdo dos hidrogéis.
Os hidrogéis preparados com uma menor quantidade (Pct-SHs-1), Pct-SHs-2)
Pct-SHs-3)) e uma quantidade intermediaria (Pct-SH(10-1), Pct-SH(10-2) € Pct-SHo-
3)) de Pct-SH apresentaram valores de n menores que 0,5. Os hidrogéis
contendo uma maior quantidade de Pct-SH (Pct-SHs-1), Pct-SH(s-2) € Pct-SHus-
3)) apresentaram valores de n maiores que 1. Portanto, na auséncia dos agentes
redutores, o mecanismo de liberagdo de ACT dos hidrogéis Pct-SH é baseado
na difusdo de Fick do ACT ou no intumescimento da matriz dos hidrogéis
(Lemos; de Souza; Fajardo, 2021). Dessa forma, no meio de liberacdo composto
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apenas por PBS, o mecanismo de liberacdo ndo depende da degradacéo dos
hidrogéis. Em oposicdo, o mecanismo de liberacdo de ACT dos hidrogéis é
completamente diferente na presenca dos agentes redutores GSH e Cyst, como
revelado pelos valores obtidos para n em tais condi¢des (Tabela 7). De maneira
geral, os valores de n variam entre 0,5 e 1,0. Logo, o0 mecanismo de liberacéo
de ACT na presenca dos agentes redutores € anémalo, onde a erosao da matriz
polimérica e a difusdo de ACT contribuem para o processo de liberacao (Duceac
et al., 2021). Todos esses resultados comprovam que os hidrogéis Pct-SH
preparados apresentam um comportamento responsivo a presenca de agentes
redutores, proporcionando uma interessante maneira para 0 controle da

liberacdo de farmacos encapsulados nesses materiais.

Como uma observacao final, a composi¢ao dos hidrogéis Pct-SH também
influencia a liberagdo de ACT, como revelado pelos diferentes valores de k;
(Tabela 7). Os valores de k; aumentam na seguinte ordem: Pct-SH 15% < Pct-
SH 10% < Pct-SH 5%. Como observado, essa tendéncia € consistente com a
densidade de reticulacao desses materiais. Resumidamente, a liberacdo de ACT
€ mais rapida nos hidrogéis preparados com a menor quantidade de Pct-SH.
Esse resultado indica que a liberagcdo de farmacos encapsulados nos hidrogéis

preparados pode ser adicionalmente controlado pela composicdo dos materiais.
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4.4. Conclusao

Neste Capitulo, foi desenvolvida e apresentada uma simples e eficaz
estratégia para o preparo de um hidrogel quimicamente reticulado por ligacdes
dissulfeto utilizando o polissacarideo pectina, o qual foi funcionalizado com
grupos tidis (Pct-SH). Para o preparo do hidrogel, a Pct-SH foi tratada
termicamente, juntamente com um agente oxidante (neste estudo, KPS), para
oxidar os grupos tidis e formar as ligagfes dissulfeto entre as cadeias do
polissacarideo. Ainda, a partir do ajuste das quantidades da Pct-SH e KPS
utilizadas no preparo do hidrogel, os materiais obtidos apresentaram diferentes
graus de reticulacdo, os quais afetam suas propriedades. Por exemplo, a
degradacdo dos hidrogéis pode ser controlada com a presenca de agentes
redutores, 0os quais promovem a quebra das ligagbes dissulfeto. Como
verificado, a degradacdo dos hidrogéis € significativamente acelerada na
presenca dos agentes redutores fisiolégicos GSH e Cyst. Essa caracteristica
permitiu o controle da liberacdo do farmaco ACT encapsulado nos hidrogéis na
presenca desses agentes redutores. Além disso, o hidrogel preparado é injetavel
e apresentou a habilidade de self-healing. Todos esses resultados indicam que
os hidrogéis sintetizados sédo potenciais dispositivos para a liberacdo controlada

de farmacos sensiveis a condicdo redox do meio.
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Capitulo 5 — Hidrogel de carboximetil quitosana e hidroxietil
celulose funcionalizada com grupos aldeido com potencial

aplicacdo naliberacdo de farmacos

5.1. Introducéao

Em aplicagbes que requerem o uso de hidrogéis baseados em
polissacarideos no interior do corpo humano (desconsiderando o trato
gastrointestinal), a rota de administracdo mais conveniente aos pacientes é a
injecdo da solucao precursora desses materiais no local alvo (Chen; Zhai; Edgar,
2022). No local alvo, a solucdo injetada sofre um processo de gelificacdo
espontanea que resulta na formacéo in situ do hidrogel (He, Meng et al., 2020).
Essa estratégia de administracéo e aplicacdo apresenta diversas vantagens ao
método tradicional, o qual consiste na introducdo cirdrgica do hidrogel pré-
formado (Dimatteo; Darling; Segura, 2018). Por exemplo, a baixa viscosidade da
solucdo precursora permite a sua facil injecdo e evita o entupimento da agulha
durante sua extrusdo no local alvo (Chen; Zhai; Edgar, 2022). Tais
caracteristicas permitem a aplicacdo desse tipo de hidrogel em lesdes profundas
e garantem que o hidrogel formado adote a forma de tais lesdes, um atributo que
potencialmente aumenta sua compatibilidade com o tecido adjacente (Wang,
Juan et al., 2017).

Como observado, os beneficios dos hidrogéis formados in situ estédo
associados com a rapida gelificacdo da solucdo precursora. A gelificacdo deve
ser suficientemente rapida para evitar o espalhamento da solucéo (e de qualquer
farmaco incorporado) no local da injecao (Jiang et al., 2021). Esse requisito pode
ser atendido por hidrogéis sintetizados por reacdes quimicas reversiveis de
reticulacdo (Kataoka et al., 2021). Nesse cenario, a reacao de formacao de bases
de Schiff é interessante para esse fim por conta de sua rapida cinética de reacao,
auséncia de catalisadores e meio reacional compativel com o meio fisiol6gico
humano (CHEN et al., 2020). Tipicamente, a formacao de bases de Schiff ocorre
entre aldeidos ou cetonas com diferentes tipos de amina (amina, hidrazina ou

alcoxiaminas) (CHEN et al., 2020). Curiosamente, o tipo de amina influencia a
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estabilidade da ligacdo, enquanto a cinética da reacdo € controlada pela
natureza do grupo carbonila (Patenaude et al., 2014). De maneira geral, cetonas
possuem uma reatividade limitada por causa do carbono adicional adjacente a
carbonila que diminui sua eletrofilicidade e aumenta o impedimento estérico
(Patenaude et al.,, 2014). Logo, o uso de polissacarideos contendo grupos
aldeidos é preferivel para a formacédo de hidrogéis in situ. Normalmente, a
introducéo desses grupos funcionais em polissacarideos € efetuada através de
sua oxidacao utilizando periodato (Chen, Junyi et al., 2020c). Essa reagao
promove a oxidagdo dos grupos hidroxila vicinais da unidade sacaridica do
polissacarideo para dialdeidos enquanto proporciona a destruicdo da unidade
sacaridica. Outras desvantagens sdo a substancial reducdo do grau de
polimerizacdo do polissacarideo e a introdu¢do de uma grande instabilidade
quimica ao mesmo (Nypelo et al., 2021).

Para evitar as desvantagens da oxidacdo com periodato, a estratégia de
funcionalizacdo utilizada neste estudo € baseada na introducdo de grupos
aldeidos protegidos na forma de acetal na estrutura do polissacarideo. A partir
da hidrolise dos grupos acetal em meio levemente acido, os grupos aldeidos sdo
“desmascarados” e um polissacarideo funcionalizado com tais grupos funcionais
€ obtido, idealmente com sua estrutura sacaridica intacta. Ainda, o
polissacarideo funcionalizado foi empregado na formacédo de um hidrogel in situ
reticulado por ligacdes imina (base de Schiff). Hidroxietil celulose (HEC) foi
selecionada como polissacarideo alvo da funcionalizacdo com grupos acetal e
subsequente obtencédo da HEC contendo grupos aldeidos (HEC-AId). A HEC foi
selecionada por conta de sua disponibilidade comercial, baixa citotoxicidade,
biodegradabilidade e carater neutro (Yin et al., 2022b). Por sua vez, a
carboximetil quitosana (CMQT) foi selecionada como polissacarideo contendo
grupos amina por causa de sua elevada solubilidade em agua (Zhou et al., 2023).
A hipétese principal deste estudo € que as solucbes de HEC-Ald e CMQT,
guando misturadas, irdo prontamente gelificar e, assim, habilitar a formacgao de
um hidrogel in situ. Outra suposi¢cdo € que os hidrogéis preparados por essa
nova rota quimica de reticulacao serdo dinamicos, responsivos a variagao de pH,
capazes de controlar a liberacdo de farmacos e ndo apresentaram uma grande

toxicidade.
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5.2. Experimental
5.2.1. Materiais

Hidroxietil celulose (HEC, Mw 105 kDa, MS = 2,5, DS = 1,52) foi adquirida
da Spectrum Chemical (EUA). Quitosana (QT, My 190-310 kDa, grau de
desacetilagdo de 76%), hidroxido de sodio, bicarbonato de sodio, cloreto de
sodio, acetato de sédio, iodeto de sodio, hidreto de sédio, cianoborohidreto de
sodio, cloreto de potassio, dihidrogenofosfato de potassio, hidrogenofosfato de
potassio, Cibacron Blue 3G-A, acido monocloroacético, alcool isopropilico, acido
cloridrico, dimetilformamida (DMF) e terc-butilamina foram comprados da Sigma-
Aldrich (EUA) e utilizados sem purificacdo prévia. 2-Cloroacetaldeildo dimetil
acetal e vanilina foram adquiridos da Across Organics (EUA) e utilizados sem
purificacdo prévia. Todos os solventes utilizados foram secos em peneiras
moleculares antes de sua utilizacdo. A membrana de didlise Spectra/Por 7
(MWCO 3,5 kDa) foi comprada da Thermo Fischer Scientific (EUA).

5.2.2. Procedimento geral para a sintese e desprotecao acida da hidroxietil

celulose funcionalizada com grupos acetal (HEC-Ald)

HEC (0,50 g, 1,63 mmol AGU, 4,98 mmol —OH) foi dissolvida em DMF (20
mL) por 2 h a 60 °C. Concomitantemente, NaOH (1,95 g, 10 equiv por —OH) foi
pulverizado até um pé fino e dispersado em uma pequena quantidade de DMF
(5 mL). Essa solucéo foi adicionada ao frasco reacional sob atmosfera de Nz(g).
Posteriormente, 2-cloroacetaldeido dimetil acetal (8 mL, 15 equiv por —OH) foi
gotejado lentamente no meio reacional sob agitacdo constante. Por fim, Nal (9
g, 1 equiv por acetal) foi adicionado ao meio e a solucéo heterogénea resultante
permaneceu sob agitacdo constante por 48 h a 70 °C. Subsequentemente, 0
meio reacional foi dialisado com agua destilada durante 48 h. Assim, a HEC
funcionalizada com grupos acetal (denominada de HEC-Acetal) foi recuperada
por liofilizacdo na temperatura de -55 °C apos 96 h. Rendimento: 70% (0,35 g,
1,40 mmol AGU). RMN de 'H (500 MHz, D20, &, ppm): 4,50 (H 1, préton
anomeérico), 4,01-3,03 (H 2—H 6, protons da unidade sacaridica da celulose; —
OCH2CH2—, protons dos grupos hidroxietil;, —OCH2CH(OCHs3). e -

OCH2CH(OCH3)2, prétons da estrutura carbdnica da porgéo acetal enxertada) e
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3,55 (-OCH2CH(OCHS3)2, prétons dos grupos metil da por¢cédo acetal). O DS foi
estimado pela Eqg. (12).

11
DS (Acetal) = 8% (12)
H1

Essa equacéao relaciona a area total do sinal de ressonancia atribuido aos
prétons dos grupos metil da porcéo acetal enxertada (em 3,55 ppm) com a area
do sinal referente ao préton anomérico (em 4,50 ppm). Na Eq. (12), Icys € Iy,
sdo as areas dos sinais mencionados obtidas por integracdo. Por meio dessas

relaces, o DS(Acetal) da HEC-Acetal sintetizada foi estimado.

Em seguida, os grupos acetal introduzidos na estrutura da HEC-Acetal
foram convertidos para aldeidos por meio de uma reac¢do de hidrélise acida. Para
isso, HEC-Acetal (0,50 g) foi solubilizada em uma soluc¢éo diluida de HCI (20 mL,
0,20 mol L) sob agitacdo constante por 8 h a 80 °C. Apds esse periodo, a
solucao foi resfriada até a temperatura ambiente e neutralizada pela adicao de
algumas gotas de NaHCO3s (5% m/m). A solucédo neutralizada foi dialisada em
agua destilada por 48 h. O produto contendo os grupos aldeidos (designado
como HEC-AId) foi recuperado por liofilizacdo na temperatura de -55 °C apo6s 96
h. Rendimento: 64% (0,32 g, 1,70 mmol AGU). RMN de 'H (500 MHz, D20, &,
ppm): 9,50 (CHO, préton do grupo aldeido livre), 4,90 (CHz(OH)z, prétons dos
grupos aldeidos hidratados), 4,50 (H 1, préton anomérico) e 4,01-3,03 (H 2—H
6, prétons da unidade sacaridica da celulose; —-OCH2CH2—, prétons dos grupos
hidroxietil; —-OCH2CH(OH)2, prétons da estrutura carbdnica da porcdo enxertada
contendo os grupos aldeidos). A eficiéncia da converséo de grupos acetal para
grupos aldeido foi estimada através da Eqg. (13) e DS (Aldeido) por meio da Eq.
(14).

DS (Acetal 13
Conversiao (%) = Wx 100% (13)
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I
DS (Aldeido) = Iﬂ (14)

H1

Nessas equacdes, DS (Acetal)f e DS (Acetal)i sao os valores do DS dos
polissacarideos funcionalizados antes e depois da reacao de hidrolise acida. 1,4
€ a area do sinal dos prétons associados aos grupos aldeido (em 4,90 ppm e
9,50 ppm).

5.2.3. Identificacdo e quantificacdo dos grupos aldeidos na HEC-AIld

A identificacdo e quantificacdo dos grupos aldeidos presentes na
estrutura da HEC-Ald foram realizados a partir da reacdo desses grupos
funcionais com terc-butilamina, como previamente proposto por NICHOLS et al.
(2020). Para isso, HEC-AId (0,02 g, 0,12 mmol AGU) foi solubilizada em DMF
(1,30 mL) por 2 h na temperatura de 60 °C. Em seguida, terc-butilamina (0,38
mL, 30 equiv por AGU) foi adicionada na solugéo, que permaneceu sob agitacao
constante por 24 h a 50 °C. Decorrido esse intervalo de tempo, NaBH3CN (0,075
g, 10 equiv por AGU) foi acrescentado no meio reacional. A mistura resultante
foi, entdo, agitada constantemente por 24 h a temperatura ambiente. Para
recuperar o produto, o meio reacional foi gotejado em acetona gelada (20 mL) e
o precipitado formado foi coletado por filtracdo a vacuo e extensivamente
purificado com etanol. O produto purificado foi seco em uma estufa a vacuo na
temperatura de 50 °C. Rendimento: 80% (0,016 g, 0,062 mmol AGU). RMN de
'H (500 MHz D20, &, ppm): 4,50 (H 1, proton anomérico), 4,01-3,03 (H 2—-H 6,
prétons da unidade sacaridica da celulose; —OCH2CH2—, protons dos grupos
hidroxietil;, —-OCH2CH2N(CHs)s, prétons da estrutura carbdnica contendo a tert-
butilamina enxertada), 2,92-2,00 (residuos de DMF e acetona) e 1,24 (N(CHa)s,
prétons dos grupos metil da terc-butilamina enxertada). Nesse caso, uma
molécula de terc-butilamina reage com um grupo aldeido. Logo, DS (terc-
butilamina) possui o mesmo valor que DS (Aldeido). Isto posto, o DS (terc-

butilamina) foi estimado pela seguinte Eq. (15):
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11
DS (terc — butilamina) = §ﬂ (15)

IH1

onde I-y; € a area do sinal referente aos sinais de ressonancia dos protons dos

grupos metila da terc-butilamina (em 1,24 ppm).

5.2.4 Sintese da carboximetil quitosana (CMQT)

A CMQT foi sintetizada de acordo com o procedimento proposto por
ZHOU et al. (2023). Para isso, NaOH (5,40 g) foi dissolvido em uma mistura de
IPA (32 mL) e agua destilada (8 mL). Apds completa dissolucéo da base, QT (4
g) foi adicionada e a mistura heterogénea foi agitada constantemente por 1 h a
50 °C. Posteriormente, &cido monocloroacético (6 g) foi dissolvido em IPA (8mL)
e, entdo, adicionado gota-a-gota na solucdo de QT. Essa solucado foi agitada
constantemente durante 4 h a 50 °C. ApdOs esse periodo, uma mistura de
agua/etanol (70%-v/v, 80 mL) foi adicionada ao meio reacional para precipitar o
produto, que foi recuperado por filtracdo a vacuo. Esse produto foi dissolvido em
agua (100 mL) e centrifugado (8000 rpm por 6 min) para remover materiais
insoltveis. Finalmente, a solucdo centrifugada foi dialisada com agua destilada
(2 L) durante 48 h. A CMQT purificada foi obtida apos liofilizacdo. Rendimento:
60% (2,43 g). RMN de 1H (500 MHz, D20, &, ppm): 4,46 (H 1, pr6ton anomérico),
3,90 (—OCH2COOH, protons dos grupos carboximetilicos enxertados nas
posicdes C-3 e C-6), 3,80-3,30 (prétons da estrutura carbbnica principal da QT
(GlcN e GIcNAc), 3,29 (-NCH2COOH, prétons dos grupos carboximetilicos
enxertados na posicdo C-2) e 1,99 (-NCOCHs, protons metilicos da por¢éo
acetilada da QT). Por meio do espectro de RMN de 'H da CMQT, o
DS(carboximetil) total foi estimado pela soma do DS(O-carboximetilacdo) e
DS(N-carboximetilagéo), os quais foram calculados pelas seguintes equacodes
(Zhou2023):

11
DS (0 — carboximetilacdo) = EM Eq. (16)

IH1
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. Eq. (17
DS (N — carboximetilagio) = EM g. (17)

IH1

onde Ipcyzcoon © Incuzcoon SA0 as areas dos respectivos sinais (obtidas por

integracao).

5.2.5. Procedimento geral para o preparo dos hidrogéis HEC-Ald/CMQT

Para o preparo dos hidrogéis, quantidades especificas de HEC-Ald e
CMQT foram dissolvidas separadamente em PBS (pH 7,4) sob agitacdo
constante. A partir da mistura do mesmo volume de tais solugdes (0,20 mL), a
solucéo resultante foi imediatamente incubada na temperatura de 37 °C até sua
gelificacdo. A formacéo do hidrogel e o tempo de gelificacdo foram determinados
através do método de inversao do frasco (Ye et al.,, 2016). Nesse estudo, a
quantidade total de solido (5, 10 e 15%) e a razdo massica entre HEC-AlId:CMQT
(5:1, 1:1 e 1:5) foram variadas com o objetivo de identificar as melhores
condicBes para a gelificacdo. Portanto, diferentes concentracdes de HEC-Ald e
CMQT foram utilizadas para o preparo dos hidrogéis. A Tabela 8 sumariza as
composicdes e formulagdes empregadas.

Tabela 8. Formulag¢des utilizadas para o preparo do hidrogel HEC-Ald/CMQT.

Teor total de Razao massica HEC- Concentracdo da Concentracédo da
solido Ald:CMQT solucéo de HEC-AIld solucdo de CMQT
(% m/m) (m/m) (%) (%)
5:1 4,1 0,9
5 1:1 25 25
15 0,9 4,1
5:1 8,5 15
10 11 5 5
15 15 8,5
5:1 12,5 25
15 1:1 7,5 7,5
15 25 12,5
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5.2.6. Técnicas de caracterizagao

Espectroscopia de FTIR foi realizada em um espectrometro Shimadzu
(modelo 300, Japdo) operando na faixa espectral de 4000 a 600 cm™ com
resolucdo de 4 cm. RMN de hidrogénio (*H) foi realizada em um espectrometro
Bruker (modelo Avance Il 500, EUA) operando a 500 MHz. Os espectros foram
obtidos em 4gua deuterada e DSS foi utilizado como padrédo interno. Medidas de
cromatografia de permeacéo em gel (GPC) foram feitas a 40 °C em um sistema
Agilent equipado com uma coluna Shodex Ohpak LB-806 M. As medidas de peso
molecular médio foram realizadas por meio de um detector de indice de refracao

Optilab e de outro detector de espalhamento de luz Wyatt Dawn 8.

Para as analises reologicas, o redmetro TA Discovery HR-30 equipado
com a geometria de placas paralelas (placa de Peltier e placa superior de 20
mm) foi utilizado. O gap entre a placa de Peltier e a placa superior foi variado de
acordo com os experimentos, que foram conduzidos a 37 °C. Para evitar a
evaporacao de agua das amostras, uma pequena quantidade de éleo mineral de
baixa viscosidade foi utilizado nas bordas da interface placa-amostra. Para a
investigacdo da cinética de gelificagdo, o mesmo volume das solu¢cbes dos
polimeros (500 pL) foram adicionados diretamente na placa de Peltier e a cabeca
do redmetro foi movida até o gap programado (neste caso, 1100 um). A amostra
foi submetida a um grau de deformacéo de 0,1% e uma frequéncia de oscilacéo
de 0,5 Hz. Os médulos de G'e G" foram registrados em funcéo da variacdo do
tempo a cada 6 s. Para os testes de variacdo de amplitude (tensdo ou
deformacédo de cisalhamento), as amostras do hidrogel foram preparadas
diretamente na placa de Peltier por meio da adicdo da mesma quantidade da
solugdo dos polimeros (1000 pL), que foram manualmente misturadas, e
gelificadas por 5 min para garantir completa gelificacéo e reticulacdo. O gap
desses experimentos foi definido como 3000 uym. Para os experimentos de
variacao da deformacéo de cisalhamento, as amostras foram submetidas a uma
variacao da deformacao de 0,01% até 400% com uma frequéncia constante de
0,5 Hz. Nos experimentos de variacao de frequéncia, a frequéncia foi variada de
0,01 Hz até 4,00 Hz com uma deformacéo de cisalhamento constante de 1%.
Para os experimentos de relaxamento de estresse e fluéncia- recuperacédo, os

hidrogéis foram preparados como descrito anteriormente. Nos experimentos de
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relaxamento de tensdo, a amostra foi submetida a uma deformacédo de
cisalhamento de 1, 10 ou 100% e a disperséo do estresse (isto €, tensdo) gerado
foi acompanhada pelo redbmetro, onde um gap de 3000 um foi utilizado. Nos
experimentos de fluéncia-recuperacao, tensdes de cisalhamento de 10, 100 e
300 Pa foram aplicadas nas amostras durante 180 s e a deformagé&o induzida

registrada durante a aplicacdo e retirada do estresse.

Analises de compressdo mecénica também foram realizadas com o
hidrogel preparado. Essa analise foi conduzida em um sistema de ensaio
universal Instron 3340 (EUA). O hidrogel preparado foi moldado em um cilindro
com didmetro de 1,5 cm e altura de 2 cm. Uma célula de 2 kN foi utilizada para
esse experimento e uma taxa de compressdo de 1 mm min foi aplicada. Os
testes mecanicos de compressédo foram realizados em triplicata (n = 3) e na
temperatura ambiente. Os experimentos de intumescimento e perda de massa
do hidrogel preparado foram realizados seguindo o mesmo procedimento
descrito no Capitulo 3. Porém, neste estudo, tais experimentos foram conduzidos
em meios tamponados com pH 1,2 (tampdo acido), pH 5,2 (tampéo acetato) e
pH 7,4 (tampéo fosfato) e na temperatura de 37 °C. Em determinados intervalos
de tempo, as amostras foram pesadas novamente. Os experimentos foram
realizados em triplicata e o grau de intumescimento e perda de massa foram

estimados utilizando as Eq. (2) e Eq., (3), respectivamente.

5.2.7. Encapsulacao e ensaio de liberacao

A vanilina (VN) foi selecionada como farmaco modelo para investigar as
propriedades de encapsulacdo e liberacdo do hidrogel HEC-AId/CMQT. Os
hidrogéis carregados com VN foram preparados pela mistura do mesmo volume
(0,5 mL) das solugdes de CMQT (12,5 % m/v) e HEC-AId (2,5 % m/v) preparadas
em PBS (pH 7,4). Entretanto, VN (10 mg) foi diretamente adicionada a solugao
de HEC-AId. Ap6s a mistura, a solucao resultante foi incubada na temperatura
de 37 °C, gelificando ap6s 1 min. O hidrogel contendo VN foi seco por liofilizacdo
e amostras secas foram utilizadas para os ensaios de liberacéo in vitro. Para os
ensaios de liberagéo da VN, amostras do hidrogel contendo VN (100 mg) foram
colocadas em uma membrana de dialise (MWCO 3,5 kDa), que foi fechada com
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linhas de nylon. Esse sistema foi imerso no meio de liberacdo (20 mL) que
consistiu em meio tamponado pH 1,2 (tampéo acido), pH 5,2 (tampé&o acetato)
ou pH 7,4 (tampao fosfato). Os experimentos foram conduzidos na temperatura
de 37 °C e, apos determinados intervalos de tempo, aliquotas do meio (3 mL)
foram coletadas e analisadas em um espectrofotdmetro UV-Vis (Evolution 300,
EUA). A concentracao de VN liberada foi quantificada utilizando uma curva de
calibracdo realizada em cada meio de liberacdo tamponado. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

5.2.8. Ensaio de viabilidade celular

Células normais originarias do tecido mamario (denominadas de HB4a)
foram cultivadas no meio RPMI1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Gibco). As células foram mantidas em um incubador umidificado
com temperatura controlada de 37 °C e atmosfera com 5% CO2. Uma quantidade
igual a 5 x 102 células foi semeada em cada poco de uma placa de cultura celular
(contendo 96 pocos). Essas células foram tratadas com quantidades do hidrogel
HEC-AId/CMQT equivalente com as concentracdes de 0 (controle), 0,1 e 0,01
mg mL-1. A viabilidade celular foi estimada pelo ensaio de MTT através da analise
da densidade o6ptica (VANDELOOSDRECHT et al.,, 1994). Cada ensaio foi

realizado em triplicata.

5.3. Resultados e discusséao
5.3.1. Otimizacédo da sintese e desprotecdo acida da HEC-Acetal

Inicialmente, a HEC foi funcionalizada com grupos acetal, precursores dos
grupos aldeidos a partir da reacéo de hidrélise acida, por meio de uma rota
sintética que ndo promove a destruicdo da estrutura polissacaridica da HEC,
como demonstrado no Esquema 1. Os grupos hidroxila da HEC reagem, apo6s
desprotonacdo na presenca de uma base, com o 2-cloroacetaldeido dimetil
acetal através de uma simples reacao de eterificacdo por meio de um mecanismo
de substituicdo nucleofilica de segunda ordem (SN2). E interessante notar que

essa estratégia permite a funcionalizagdo de polissacarideos de carater neutro
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com grupos acetal e ndo requer a presenca de grupos funcionais peculiares (por
exemplo, grupos amina ou carboxila) na estrutura desses polimeros. De fato,
essa rota de funcionalizacdo utiliza apenas grupos hidroxila, presentes na

unidade sacaridica de todos os polissacarideos.

oy\’\ o~ o o)
o;\(_ " CI\)\O/ o/ Hel o/ ™

-0 -0 0 —— 0 0
RO - NaOH ou NaH RO - H,O RO -

OR DMF OR OR
HEC HEC-Acetal HEC-AId

R=Hou k\/OQH/\OH

Esquema 1. Esquema reacional da funcionalizacdo da HEC com 2-cloroacetaldeido dimetil
acetal e sua subsequente reacdo de hidrélise acida. As estruturas da HEC e seus derivados

foram representadas desta maneira para facilitar a visualiza¢do e n&o indicam regiosseletividade.

Com o objetivo de adquirir o derivado HEC-Acetal com o maior DS
possivel, a sintese desse polimero foi otimizada e os resultados estdo descritos
na Tabela 9. O DS foi estimado a partir dos espectros de RMN de 'H dos
produtos recuperados, os quais podem ser encontrados no Apéndice C. Nos
primeiros experimentos, NaOH foi utilizada como base da reacdo. Nessa
condicdo, a HEC nao foi funcionalizada com os grupos acetal (Tabela 9, entrada
1). Esse resultado pode estar relacionado com a ocorréncia de reacdes de
eliminacdo no meio reacional concomitantemente com a rea¢ao de substituicao.
Essas reagfes sdo muito comuns em meios reacionais fortemente alcalinos e
desfavorecem a reacdo de substituicdo (Lachia et al., 2011). Uma estratégia
eficiente para favorecer a reacéo de substituicdo é a utilizagcdo de um bom grupo
de saida. Dessa forma, a reacdo de funcionalizacao foi realizada novamente nas
mesmas condi¢cdes experimentais anteriores (Tabela 9, entrada 1), porém, Nal
foi adicionado ao meio reacional como catalisador nucleofilico para gerar in situ
o derivado 2-iodoacetaldeido dimetil acetal, o qual possui maior reatividade

frente reacOes de substituicdo (Gao; Liu; Edgar, 2018; Seeman, 1983). Na
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presenca de Nal, a reacdo de substituicdo foi bem-sucedida (Tabela 9, entrada
2), como revelado pelo espectro de RMN de 'H do produto obtido, que pode ser
encontrado na Figura 32. O espectro do produto HEC-Acetal apresentou um
novo sinal de ressonancia em 3,55 ppm atribuido aos protons dos grupos metila
da porcgéo acetal enxertada. A partir da integracéo desse sinal, um DS modesto
de 0,12 foi estimado. Curiosamente, o aumento da quantidade de Nal no meio

reacional ndo resultou em um aumento do DS (Tabela 9, entrada 3).

Tabela 9. Condicdes experimentais testadas e resultados da sintese da HEC-Acetal.

Acetal Base Nal
Entrada DS (Acetal)
(equiv/-OH) (equiv/-OH) (equiv/Acetal)
1 15 10 - -
2 15 10 1 0,12
3 15 10 2 0,12
42 15 10 1 0,09
5 20 10 1 0,06
6 10 10 1 -
7 15 5 1 -
8p 15 10 1 0,12

a NaH foi utilizada como base.
b Tempo de reacdo de 96 h. Em todas outras condicdes, o tempo de reagéo foi 48 h.
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Figura 32. Espectros de RMN de 'H da HEC e HEC-Acetal em D20.

Com o objetivo de aumentar o DS do HEC-Acetal obtido, a reagdo de
funcionalizacéo foi realizada com uma diferente base. Nesse caso, NaOH foi
substituido por NaH, uma base forte com maior potencial de desprotonar os
grupos hidroxila da HEC e, potencialmente, aumentar o DS(Acetal). Contudo, a
reacao realizada com NaH, na presenca de Nal, resultou em um DS menor
(Tabela 9, entrada 4). Provavelmente, esse resultado inesperado esta
relacionado com a predominéancia das reacfes de eliminacdo que competem
com a substituicdo por conta da elevada basicidade do NaH, um fator que
reconhecidamente favorece a rota de eliminagéao (Barham et al., 2018; Lachia et
al., 2011). Definindo NaOH como base preferencial, a quantidade de 2-
cloroacetaldeido dimetil acetal (por grupos —OH da HEC) foi aumentada, mas
isso nao resultou no aumento do DS do produto obtido (Tabela 9, entrada 5).
Esse resultado sugere a facilidade do 2-cloroacetaldeido dimetil acetal para
sofrer reacdes de eliminacgéo, possivelmente, devido a presenca de uma ligacéo
C-H acida na porgao acetal do reagente 2-cloroacetaldeido dimetil acetal.
Realmente, quando uma pequena quantidade de 2-cloroacetaldeido dimetil
acetal (10 equiv por —OH) foi utilizada, a reacéo nao ocorreu (Tabela 9, entrada

6). Por ultimo, a reacdo de funcionalizacdo da HEC com grupos acetal foi
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realizada com uma menor quantidade de NaOH (5 equiv por —OH) para
investigar se a menor quantidade de base beneficiaria a reacdo de substituicao
e, por conseguinte, aumentaria o valor do DS(Acetal). Entretanto, a reacdo nao
ocorreu com menor quantidade de NaOH (Tabela 9, entrada 7). Ainda,
aumentando o tempo de reacdo de 48h para 96h também n&o resultou no
aumento do DS (Tabela 9, entrada 8). Tendo em vista todos os resultados
obtidos, as melhores condicGes para a sintese do HEC-Acetal sdo aquelas

descritas na entrada 2 da Tabela 9, onde um DS(Acetal) igual a 0,12 foi obtido.

Embora tenha sido possivel a obtencéo do produto HEC-Acetal por meio
da rota sintética proposta (Esquema 1), o seu espectro de RMN de 'H néo
revelou nenhuma informacgao acerca da regiosseletividade da reag&o por conta
do baixo DS(Acetal). Entretanto, € possivel especular que a reacdo de
funcionalizacdo da HEC com os grupos acetal do 2-cloroacetaldeido dimetil
acetal ocorre, majoritariamente, na porcao terminal dos grupos hidroxietil. Essa
suposicao é reforcada pelo numero moderado de grupos —OH disponiveis na
HEC (DS(OH) 3 — 1,52 = 1,48; grande parte sédo os grupos 3-OH, os quais sdo
pouco reativos) e a maior reatividade dos grupos hidroxietil (Fox et al., 2011). De
acordo com outros estudos que abordam a funcionalizacdo da HEC, a maior
parte de tais funcionaliza¢cées ocorrem no grupo hidroxila terminal dos grupos
hidroxietil, os quais possuem maiores angulos de aproximacdo e maior
reatividade (Abbas et al., 2017a, 2017b; Arukalam et al., 2014).

Em seguida, as melhores condi¢des para a reacdo de desprotecdo acida
da HEC-Acetal foram investigadas, onde o derivado com o maior DS(Acetal) foi
utilizado (Tabela 9, entrada 2). A reacdo de desprotecdo foi baseada na reacao
de hidrdlise &cida dos grupos acetal utilizando uma solucdo de HCI diluido (0,2
mol L1). Essa reacdo foi realizada em diferentes temperaturas e tempos
reacionais a fim de minimizar a perda de DP (e peso molecular) enquanto
maximizando a conversdo dos grupos acetal para aldeidos. Os espectros de
RMN de 'H dos derivados hidrolisados (HEC-Ald) sédo apresentados na Figura
33. Como observado, todos os derivados possuem em seus respectivos
espectros um novo sinal de ressonancia em 4,90 ppm atribuido ao préton a dos
grupos aldeidos hidratados (Baker; Tam; Shoichet, 2017) e uma reducgdo

substancial da intensidade do sinal associado aos grupos metil da porgéo acetal
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(destacada na Figura 33). Inicialmente, HEC-Acetal foi hidrolisado na
temperatura de 25 °C durante 48h, onde uma conversao de grupos acetal para
aldeidos de apenas 53% foi obtida. A baixa conversao obtida é surpreendente,
porém, a eficiéncia de varias reac¢des organicas é reconhecidamente menor em
polissacarideos por causa da lenta difusdo desses reagentes no meio reacional
e seus limitados angulos de aproximacao (Nichols et al., 2020; Volokhova; Edgar;
Matson, 2020).
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Figura 33. Espectros de RMN de 'H dos produtos HEC-AId hidrolisados em diferentes condi¢des

em D20. O inset mostra a regido do espectro tipica do sinal do préton a do grupo aldeido.

Portanto, para aumentar a eficiéncia da reacdo de desprotecéo acida da
HEC-Acetal, a hidrolise acida foi conduzida em elevadas temperaturas, ao
mesmo tempo em que o tempo reacional foi reduzido como uma medida para
mitigar a perda de DP. Como uma primeira tentativa, a temperatura da reacao
foi aumentada para 50 °C e o tempo de reacgao foi reduzido para 24 h. Nessa
condicédo, uma conversao de apenas 53% foi atingida. O subsequente aumento
da temperatura para 80 °C e reducdo do tempo reacional para 8 h resultaram na
completa conversao dos grupos acetal para aldeidos, como € possivel verificar

através da auséncia do sinal referente aos protons metilicos da porgéo acetal no
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espectro de RMN de *H do produto hidrolisado nessas condicdes. Além disso,
esse mesmo espectro apresenta um fraco sinal em 9,50 ppm associado ao
préton caracteristico de aldeidos (inset na Figura 33). A completa converséao dos
grupos acetal para aldeidos na temperatura de 80 °C foi confirmada por meio da
reacdo da HEC-AId, obtida nessa condicdo, com terc-butilamina. A partir da
andlise do espectro de RMN de 'H do produto descrito na Figura 34, um DS de
0,12 foi obtido, logo, confirmando a completa desprotecdo dos grupos acetal. A
integracdo dos sinais dos aldeidos (em sua forma livre e hidratada) reforgcam
esse DS. Como esperado, o peso molecular do HEC-AId foi reduzido de 105 kDa
para 30,5 kDa. Entretanto, essa reducéo é relativamente menor que a observada
na oxidacdo com periodato (Nypelo et al., 2021). Ainda, o anel piranose néo €&
destruido por esse método, como ocorre na oxidacao com periodato. Haja visto
gue o HEC-AId obtido pela reacdo de desprotecédo na temperatura de 80 °C por
8 h apresentou a maior conversdo (e maior quantidade de aldeidos), esse

derivado foi selecionado para o preparo dos hidrogéis.
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H do produto da reacédo entre HEC-AId e terc-butilamina em
D20.
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5.3.2. Sintese da CMQT

Neste estudo, a carboximetil quitosana (CMQT) foi sintetizada por meio
da reacao de carboximetilacdo da QT (DS(Acetil) 0,24, calculado a partir do grau
de desaceticdo de 76%) com acido monocloroacético na presenca de NaOH
(Yan et al., 2021). Em geral, essa reacdo ndo é seletiva e O- e N-
carboximetilagdo podem ocorrer. Contudo, em condi¢gdes fortemente alcalinas,
0s grupos hidroxila da QT s&o desprotonados e 0s grupos alcoxidos gerados sédo
capazes de competir eficientemente com 0s grupos amina na reacao de
carboximetilacdo (Zhou et al., 2023). A obtencdo da CMQT (como sal de sédio)
foi confirmada por meio da técnica de RMN de 'H, cujo espectro é mostrado na
Figura 35. Como observado, o espectro da CMQT apresenta um sinal de
ressonancia em 3,90 ppm referente aos prétons da estrutura carbdnica dos
grupos carboximetilicos nas posicées 3- e 6-O. Entretanto, o sinal de
ressonancia em 3,31 ppm indica a carboximetilacdo dos grupos amina (Zhou et
al., 2023). Levando em consideracgéao as areas desses sinais, o0 DS(carboximetil)
combinado nas posigdes 3- e 6-O foi estimado como 1,14 e 0,38 na posi¢ao 2-
N. Dessa forma, o DS de grupos amina livre foi calculado como 0,38 (DS(amina)
=1 — DS(2-N- carboximetilacdo) — DS(Acetil)).
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Figura 35. Espectro de RMN de *H da CMQT sintetizada em D20.
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5.3.3. Preparo do hidrogel HEC-AId/CMQT

Teoricamente, grupos aldeidos reagirdo espontaneamente com grupos
amina para formar bases de Schiff contendo liga¢cdes imina (zhou et al., 2023). Isto
posto, rapida gelificacdo da mistura entre as solu¢cées de HEC-AId (aldeido) e
CMQT (amina) é esperada por conta da formacéo de ligacdes imina entre esses
derivados. O processo de gelificacdo das soluces dos polissacarideos resulta
na formacao do hidrogel HEC-AlId/CMQT, como mostrado na Figura 36a. Nesse
sentido, uma preocupacdo em relacdo ao método proposto € a hidratagdo dos
grupos aldeidos da HEC-AIld, como identificado no espectro de RMN de *H desse
derivado. Em agua, os grupos aldeidos hidratados estdo em equilibrio com sua
forma livre ndo-hidratada, apesar do equilibrio favorecer a primeira espécie
(Ldzaro Martinez et al., 2010). Contudo, uma hipétese valida é que o consumo dos
grupos aldeidos livres durante a formacédo das ligacdes imina ira deslocar o
equilibrio em favor dessa espécie quimica, como previsto pelo principio de Le
Chatelier (Bentley; Roberts; Harris, 1998; Godoy-Alcantar; Yatsimirsky; Lehn,
2005). Concomitantemente, o meio levemente alcalino também favorece o
aldeido livre e sua reatividade com grupos amina, evitando-se a formacédo de
acetais e hemiacetais (Godoy-Alcantar; Yatsimirsky; Lehn, 2005; Zott;
Korotenko; Zipse, 2022). A priori, a execucdo da reacdo de condensacao entre
0s grupos aldeidos e aminas em meio PBS levemente alcalino (pH 7,4) favorece
a formacéo da ligacao imina e o processo de gelificacdo das solu¢des de HEC-
Ald e CMQT.
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Figura 36. Esquema ilustrativo do processo de preparo do hidrogel HEC-AId/CMQT (a) e
condicdes experimentais empregadas para o preparo do hidrogel (b). A razdo molar
aldeido:amina de cada composigéo foi estimado a partir dos valores do DS(Aldeido) e DS(Amina)

(0,12 e 0,38, respectivamente).

Para investigar as hipoteses propostas acima, as influéncias do teor de
sélido total e razdo massica HEC-AId:CMQT no tempo de gelificacdo foram
investigadas usando PBS (pH 7,4) como solvente. Os resultados experimentais
obtidos estdo sumarizados na Figura 36b. Como esperado, ambas solu¢cdes de
HEC-Ald e CMQT sdo necessarias para promover a gelificacdo delas,
independentemente do teor de sélido total da formulacdo do hidrogel. Ademais,
a gelificacdo das solucdes é mais rapida a medida que a proporcdo de CMQT
nas formulagdes aumenta, enquanto apenas o excesso de HEC-AId nao resultou

em uma diminuicdo do tempo de gelificagdo. Claramente, a reatividade dos
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grupos aldeidos ndo foi um impedimento para a gelificacdo. De maneira geral,
um excesso de CMQT em relacdo a quantidade de HEC-AId reflete em uma
maior quantidade de grupos amina em comparacdo com 0s grupos aldeido
(Figura 36b). Esse resultado é consistente com as observacdes acerca da
formacao de ligagBes imina em moléculas pequenas, onde um excesso da amina
€ necessario para aumentar a eficiéncia da reacao (de Oliveira et al., 2016;
Scheller et al., 2015). A gelificacdo também apresentou uma maior cinética ao
passo que o teor de sélido na formulagéo do hidrogel aumentou de 5% para 15%
(m/m), possivelmente por conta do excesso de ligagcbes de hidrogénio e
enredamento entre as cadeias polissacaridicas nas solucées concentradas que
beneficia a formacéo das ligacdes imina e a gelificacédo (Jiang et al., 2021). Esse
fendbmeno foi averiguado através do exame da densidade de reticulacdo dos
hidrogéis preparados com diferentes teores de sélido e razdo massica entre a
HEC-AId e CMQT. Neste estudo, a concentracao de cadeias elasticas (v;), isto
€, a concentracao das cadeias envolvidas nos pontos de reticulacéo, foi utilizada
como medida da densidade de reticulacdo (Ganguly et al., 2018). O parametro
v, dos hidrogéis foi estimado por meio de andlises reologicas, onde amostras
dos hidrogéis foram submetidas a uma variacéao de frequéncia (0,01—4 Hz) sob
grau de cisalhamento constante (1%) e os modulos G'e G" foram mensurados.
Essas curvas podem ser encontradas no Apéndice C. Os valores de v, foram
obtidos pela Eqg. (18) (Lin et al., 2010).

(R?) (18)

G'o = ViRT
7 (Ro2)

Na Eq. (18), G', corresponde ao médulo de armazenamento (G') no
equilibrio, R é a constante universal dos gases, T € a temperatura (298,15 K) e
(rR?)

e € um parametro geométrico que adquire o valor de 1 em hidrogéis
0

recentemente preparados (ou seja, o hidrogel possui uma rede polimérica
homogénea) (Lin et al., 2010). Para todos hidrogéis preparados, G’ permaneceu

constante em toda faixa de frequéncia investigada, logo, permitindo o seu uso
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na Eq. (18). Os valores de v; calculados estdo sumarizados na Tabela 10 para

cada hidrogel e sua respectiva composicgéo.

Tabela 10. Concentracéo de cadeias elasticas (v,) estimadas para os hidrogéis preparados.

Teor total de Razdo massica .
) Razé&o molar Ve
solido HEC-Ald:CMQT ] )
aldeido:amina (mol m3)
(% m/m) (m:m)
5:1 31 -
5 1:1 11 10,50 £ 2,21
1.5 1:3 10,52 + 4,60
51 31 -
10 1:1 11 13,30 £ 2,00
1.5 1:3 15,00 £ 1,00
5:1 31 15,21 £0,15
15 1:1 11 20,10 £ 4,70
1.5 1:3 32,37 £ 8,60

Como verificado na Tabela 10, a concentracao de cadeias elasticas dos
hidrogéis aumenta conforme o teor total de sélido e a quantidade de CMQT
aumentam na composicdo do hidrogel. Tendo em vista os resultados obtidos, a
solucdo formulada com um teor total de sélido de 15% (m:m) e uma razao
massica HEC-AId:CMQT de 1:5 formou um hidrogel em 1 min, sendo este um
tempo de gelificacdo compativel para a formacéo de hidrogéis in situ dentro do
corpo humano. Portanto, a cinética de gelificacdo da solucdo com essa
formulacéo foi investigada pelo acompanhamento da variagdo dos moédulos G'e

G" em funcao do tempo. A curva obtida é mostrada na Figura 37a.
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Figura 37. Curva dos mddulos G'e G" em fun¢do do tempo da solugéo precursora do hidrogel
HEC-AId/CMQT (a) e espectros de FTIR do hidrogel, HEC-Ald e CMQT (b).

Como nos Capitulos anteriores desta Tese, o ponto e tempo de gelificacédo
(tge) da solucéo foram definidos quando os médulos G'e G" possuem 0 mesmo
valor (G'= G"). Analisando a curva reologica mostrada na Figura 38a, é possivel
observar que a interseccdo entre G' e G" ocorre nos momentos iniciais do
experimento, logo, demonstrando a rapida gelificacao da solu¢éo preparada com
um teor total de solido de 15% (m/m) e uma razado massica HEC-AId:CMQT de
1:5. De acordo com os dados experimentais, tgel = 16 S. ApOS tge;, 0 modulo G’
aumenta de valor substancialmente até um aparente estagio de plateau devido
ao desenvolvimento da rede polimérica reticulada quimicamente. E interessante
notar que o tgel Obtido pela analise reoldgica é significativamente menor que o
fornecido pelo teste de inversdo de tubo (1 min). Essa discrepancia ocorre
porque, no teste de inverséo do tubo, tgel € definido somente apos a formagéo de
uma rede polimérica estavel que previne o escoamento do gel durante a inverséo
(Ganguly et al., 2018). Em geral, a rapida gelificacao da solu¢cédo contendo HEC-
Ald e CMQT pode ser atribuida a veloz reagéo entre os grupos aldeidos e amina,
como postulado. Ademais, supondo que o0s grupos aldeidos estdo
majoritariamente localizados na por¢éao terminal dos grupos hidroxietil, esses
grupos funcionais apresentam uma elevada reatividade por conta dos maiores
angulos de aproximagéo. Desta forma, a reatividade de tais grupos contribui para
sua rapida condensacdo com os grupos amina e formacéo das ligacdes imina.

Em conjunto, esses fatores culminam em um veloz processo de gelificagdo. A
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técnica de FTIR foi utilizada para comprovar a formacao das ligagdes imina entre
HEC-Ald e CMQT. O espectro de FTIR do hidrogel HEC-AlId/CMQT obtido &
mostrado na Figura 37b, onde é evidente a presenca de uma banda em 1657
cm™ atribuida ao estiramento vibracional da ligacdo C=N, logo, confirmando a
formacéo das ligacdes imina e a reticulacao dos polissacarideos pelas mesmas
(Lee; Shin; Lee, 2019).

O rapido processo de gelificagdo (tgel = 16 s) do hidrogel preparado com
um teor total de sélido de 15% (m/m) e uma razdo massica HEC-AId:CMQT de
1:5 indica que a solucéo contendo essa composicéo pode ser injetada por meio
de uma seringa e formar rapidamente um gel no local de aplicacéo, evitando-se
o espalhamento da solugéo e a lixiviagdo de compostos biologicamente ativos
incorporados. Portanto, a solugcdo contendo essa composi¢cado resulta em um
hidrogel formado in situ, sendo esse o objetivo deste estudo. Por conta dessas
caracteristicas, o hidrogel preparado com essa composicéao foi selecionado para

as proximas analises de caracterizagéo.

5.3.4. Propriedades mecanicas do hidrogel HEC-AId/CMQT

Como mencionado anteriormente nesta Tese, a investigacdo das
propriedades mecéanicas de hidrogéis baseados em polissacarideos é muito
importante por conta de sua influéncia na habilidade do hidrogel em mimetizar a
matriz extracelular e em sua capacidade de dispersar e sustentar as tensdes e
estresses aos quais os tecidos sdo submetidos (Liu et al., 2020b). Destarte, as
propriedades mecéanicas do hidrogel HEC-AId/CMQT foram investigadas por
analises reoldgicas, as quais foram conduzidas na temperatura de 37 °C e

utilizando amostras do hidrogel preparadas diretamente no reémetro.

Inicialmente, o hidrogel foi submetido a analises reologicas oscilatérias
gue consistiram na mensuracdo dos modulos G'e G"em funcao da deformacéo
aplicada em uma baixa frequéncia constante (0,5 Hz). Por meio dessa andlise,
0 regime de viscoelasticidade linear do hidrogel HEC-AId/CMQT pode ser
determinado. A curva relacionando os moédulos G' e G"” do hidrogel e a
deformacéo € mostrada na Figura 38a. Para a maior parte das deformacdes

aplicadas no hidrogel, o médulo G' permaneceu maior que G". No entanto, o
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valor de G" progressivamente aumenta ap0s a deformacgédo de 10%, indicando
um aumento do carater viscoso da amostra, provavelmente, devido a quebra dos
pontos de reticulacdo, os quais consistem em ligacées imina, ao passo que o
estresse mecanico induzido na matriz polimérica aumenta (CHEN et al., 2020).
Eventualmente, G" ultrapassa G' apds a deformacédo de 250% por conta do
colapso da rede polimérica do hidrogel em altas deformacdes (Dimatteo; Darling;
Segura, 2018). Dessa forma, o regime de viscoelasticidade linear do hidrogel
preparado encontra-se na faixa de deformacéo entre 0,1 e 4 Hz. O hidrogel HEC-
Ald/CMQT também foi submetido a andlises oscilatérias de variagdo de
frequéncia, onde os médulos G'e G" da amostra sdo mensurados em funcéo da
frequéncia. Para essa andlise, a amostra do hidrogel foi submetida a diferentes
valores de frequéncia, aplicando-se uma baixa deformagéo constante (1%). A
curva obtida é apresentada na Figura 38b, onde é possivel constatar que G'é
maior que G" em toda a faixa de frequéncias investigada. Todavia, em altas
frequéncias (> 0,4 Hz), G" apresenta um leve aumento, a0 mesmo tempo em
que G' permanece constante. Esse comportamento indica o crescimento do
carater viscoso do hidrogel por causa da quebra dos pontos de reticulagéo,
acarretando a dissipacdo de energia e um maior G" (Sanchez-Moréan et al.,
2019). Todos esses resultados experimentais confirmam a natureza
viscoelastica do hidrogel HEC-AId/CMQT atribuida ao carater dindmico das

ligagBes imina que atuam como pontos de reticulacéo da rede polimérica.
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Figura 38. Modulos G' e G" do hidrogel HEC-AId/CMQT em funcdo da deformacdo (a) e
frequéncia (b). Curva de relaxamento de tenséo (c) e curvas de fluéncia-recuperacdo (d) do
hidrogel HEC-AId/CMQT.

A natureza viscoelastica do hidrogel HEC-AId/CMQT e o carater dinamico
das ligagOes imina garantem que esse material apresente duas propriedades
reoldgicas cruciais aos biomateriais: relaxacdo de tensado e fluéncia (Sanchez-
Moran et al., 2019). Resumidamente, a relaxacdo de tenséo esta relacionada ao
fendbmeno de dissipacao de tensdo gerada na matriz polimérica. Por outro lado,
fluéncia € um parametro viscoelastico associado com a facilidade a qual a matriz
polimérica € deformada sob tensédo e sua capacidade de retornar ao estado
original quando a fonte da tensdo é removida (Bertsch et al., 2022). Essas
propriedades sdo importantes porque células teciduais sao capazes de deformar
e remodelar plasticamente a matriz extracelular ao redor (Sanchez-Moran et al.,
2019). Logo, hidrogéis que nao apresentam tais propriedades prejudicam o
crescimento das células e suas funcbes nos tecidos. Consequentemente, a
biocompatibilidade do hidrogel € significativamente reduzida na auséncia de
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relaxacao de estresse e fluéncia (Bertsch et al., 2022). Essas propriedades séo
facilmente avaliadas por meio de analises reologicas. Para investigar a
capacidade de relaxacéo e dissipacao de tensdo do hidrogel HEC-AId/CMQT, a
amostra do hidrogel foi submetida a diferentes graus de deformacgéo, que
permaneceu constante durante todo experimento. Tipicamente, a deformacéao
imposta na amostra gera uma tensdo em sua matriz, a qual é dissipada
progressivamente dependendo da natureza viscoelastica da amostra. Portanto,
0 redmetro registra a variagao de tenséo, sob deformagéo constante, em fungéo
do tempo. Nesse experimento, a amostra do hidrogel HEC-AId/CMQT foi
submetida as deformacdes de 1%, 10% e 100%. A tenséo foi normalizada pela
tensao registrada apods o estagio de aumento da deformacédo (com duracéo de 8
S) e os resultados obtidos estdo descritos na Figura 38c. Como observado, a
relaxacdo da tensdo induzida foi mais rapida a medida que a deformacao
aplicada no hidrogel aumentou. Quando o hidrogel € submetido a grandes
deformacoes, as ligacdes imina, que atuam como pontos de reticulacdo da matriz
polimérica, sdo eficientemente quebradas e reordenadas. Como consequéncia,
energia e tensdo sao dissipadas (Zhang, Shuang et al.,, 2020). Esse
comportamento explica o estagio de relaxacdo postergado observado no
hidrogel submetido a mais baixa deformacao (1%), onde a dissipacdo de tensao
e reordenacao das ligacdes imina ocorre somente depois do acumulo de tensdo
e estresse (Bertsch et al., 2022). Apesar dessas diferencas, o hidrogel
apresentou um unico estagio de relaxacao de tensdo em todas as deformacdes

investigadas.

O processo de relaxacédo de tensdo do hidrogel também foi investigado
pelo tratamento dos dados experimentais da Figura 38c com o modelo geral de
Maxwell utilizando apenas um elemento viscoelastico. Para isso, os dados

experimentos foram tratados com a seguinte Eq. (19) (Chaudhuri et al., 2016):

t
o (=
— = e (Tr)
Op

(19)
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onde o é a tensao registrada no tempo t, g, € a tensao registrada apos o estagio
de aumento da deformacéo até o valor alvo, a é um fator pré-exponencial e 7, €
o tempo de relaxacéo caracteristico (em s). As curvas obtidas a partir da Eq. (19)
sao apresentadas no Apéndice C. Em geral, o modelo de Maxwell com apenas
um elemento viscoelastico foi adequado para representar os dados
experimentais obtidos em todas as deformacdes investigadas (R? > 0,990). De
modo geral, esse comportamento esta associado com um Unico evento de
relaxamento macromolecular principal. Levando em consideracdo apenas o
hidrogel HEC-AId/CMQT, esse evento principal € a reorganizacdo das ligacdes
imina e da matriz polimérica para dissipar tensdo (Sanchez-Moran et al., 2019).
Os tempos de relaxacdo caracteristica (t,.), obtidos a partir do Modelo de
Maxwell, foram estimados como 0,083, 0,076 e 0,034 s para as deformacdes 1,
10 e 100%, respectivamente. Alids, em todas as deformacdes investigadas, o
tempo de dissipagdo da metade do estresse inicial (7, 5) foi menor que 1 s. Como
€ possivel observar na Tabela 11, a extremamente rapida relaxacdo de tenséo
do hidrogel HEC-AIdJ/CMQT n&do €& comumente observada em hidrogéis
constituidos com polissacarideos. Em especial, hidrogéis reticulados por
ligagBes iminas requerem varios minutos para dissipar o estresse induzido
(Tabela 11). Portanto, a grande reatividade entre grupos aldeidos e grupos
amina nao explica a rapida dissipacédo de tensédo do hidrogel HEC-AId/CMQT.
Por outro lado, caso os grupos aldeidos da HEC-Ald estejam localizados
majoritariamente na porcdo terminal dos grupos hidroxietil, esses grupos
funcionais possuem grande reatividade e as ligagbes imina sdo formadas e
guebradas rapidamente. Esses fatores induziriam uma rapida e eficiente
dissipacdo de tensdo, como observado para o hidrogel HEC-AlId/CMQT. Os
dados experimentais obtidos reforgam essa suposigéo.
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Tabela 11. Tempos de relaxamento observados para diferentes hidrogéis baseados em

polissacarideos.

) Tipo de Deformacéo o
Hidrogel ) . ] Tos Referéncia
reticulacéo aplicada
) o 1%, 10% e
HEC-AId/CMQT Ligag&o imina 0,1s Este estudo
100%
, o (zhang,
Colageno/nanocristais ) o
Ligag&o imina 1% 40s Shuang et al.,
de celulose-CHO
2020)
i L (Liu et al.,
Colageno/PEG-CHO Ligacao imina 10% 2s
2020a)
Goma gelana/p- L . (Choi et al.,
) ) Ligacao imina 15% 1 min
ciclodextrina-CHO 2022)
Acido hialurénico- . . . (Lou et al.,
Ligacéo hidrazona 1% 50 min
NH2/PEG-CHO 2018)
Alginato-CHO reticulado L _ (Bauer et al.,
o ) Ligacao hidrazona 15% 2 min
com dihidrazida 2017)
) L ) (Nam et al.,
Alginato/PEG-NH:2 Ligacdo amida 25% 10s
2019)
} Atracéo . (Bauer et al.,
Alginato/Ca?* ) 15% 2 min
eletrostatica 2017)

Outro importante parametro viscoelastico para potenciais biomateriais é
sua fluéncia, o qual pode ser definido como a tendéncia de um material em sofrer
deformacdo plastica quando submetido a tensdo (Chaudhuri et al., 2016). Desta
forma, a fluéncia de um material indica a sua capacidade de remodelacao por
conta da tensdo mecanica oriunda de movimentos celulares (por exemplo,
crescimento celular) ou de outras fontes externas. A remodelagdo da matriz de
potenciais biomateriais devido ao estresse mecanico mimetiza o comportamento
de diversos tecidos e aumenta sua integracdo com o corpo humano (Chaudhuri
et al., 2016). Com o intuito de analisar essa propriedade viscoelastica, o hidrogel
HEC-AId/CMQT foi submetido aos experimentos de fluéncia-recuperacao.
Nesses experimentos, a deformagéo induzida na amostra € mensurada durante
a aplicacdo de uma tenséo constante por um intervalo de tempo e depois da
retirada da fonte de tensdo no estagio de recuperacdo (Chaudhuri et al., 2016).

Nesse tipo de experimento, recuperacao € relacionada ao retorno da amostra
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para suas dimensdes originais anteriores a aplica¢do da tensao, logo, no estagio
de recuperacdo, a deformacdo mensurada diminui ((Sanchez-Moran et al.,
2019). Por conta da eficiente dissipacao de tenséo, o hidrogel HEC-AId/CMQT,
supostamente, apresentara uma baixa tendéncia de recuperacdo depois da
retirada da tensdo por causa da quebra e reorganizacéo das ligacdes imina para
dissipar a tensado induzida na matriz polimérica. As tensdes de 10, 100 e 300 Pa
foram aplicadas na amostra do hidrogel HEC-AIdJ/CMQT e a deformacéao
induzida foi acompanhada pelo red6metro. As curvas obtidas sdo mostradas na
Figura 38d. Quando submetido aos diferentes valores de tens&o, o hidrogel
HEC-AId/CMQT foi instantaneamente deformado e a deformacdo induzida
aumenta ao passo que a tensao aplicada aumenta, provavelmente, devido a
grande quantidade de ligagdes imina quebradas e refeitas nessas condigdes.
Apés a retirada da tensao aplicada, o hidrogel ndo apresentou uma recuperacao
significativa, como indicado pela baixa deformacdo observada, em virtude da
eficiente reorganizacéo da matriz polimérica. Todos os resultados experimentais
dos experimentos de dissipacéo de tensao e fluéncia-recuperagdo demonstram
que o hidrogel HEC-AId/CMQT preparado possui interessantes propriedades
viscoelasticas que mimetizam a matriz extracelular natural e potencialmente
aumentam a biocompatibilidade do hidrogel com muitos tecidos do corpo
humano (Chaudhuri et al., 2016; Sdnchez-Moran et al., 2019).

5.3.5. Injetabilidade e self-healing do hidrogel

Como discutido anteriormente neste Capitulo, hidrogéis formados in situ
sdo materiais muito atrativos para a liberacdo controlada de farmacos, pois,
permitem a liberacdo local do farmaco encapsulado utilizando uma rota de
administracdo pouco invasiva (inje¢do). Nesse sentido, a rapida gelificagdo da
solucéo precursora no local de aplicagéo é crucial. Para investigar essa potencial
aplicacao do hidrogel HEC-AId/CMQT, a gelificacao in situ da solucao precursora
desse material foi qualitativamente avaliada. Para isso, volumes iguais das
solugdes de HEC-Ald e CMQT foram individualmente carregadas no dispositivo
de injecdo mostrado na Figura 39a. O dispositivo de injecéo € formado por uma
seringa de compartimento duplo contendo uma ponteira misturada, a qual possui
uma agulha 20 G (diametro interno de 0,90 mm) adaptada em sua porc¢éao final.
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Para facilitar a visualizagdo do hidrogel formado, uma pequena quantidade de
corante azul (Cibacron Blue 3G-A) foi adicionado na solucdo da HEC-AId.
Mediante pressdo no émbolo do dispositivo de injecdo, as solucdes dos
polissacarideos sdo extrusadas através da ponteira misturadora e agulha,
gelificando posteriormente em agua na temperatura de 37 °C. A Figura 39b
apresenta esse processo de extrusao e gelificacdo. A Figuras 39c mostra que,
depois de formado, o hidrogel HEC-AId/CMQT pode ainda ser manipulado. As
solucbdes de HEC-ALd e CMQT também gelificam quando aplicadas diretamente
sobre uma membrana de colageno em “condi¢des secas” e “condigbes umidas”,
como mostrado nas Figuras 39d e 39e, respectivamente. Depois de formado, o
hidrogel apresenta uma forte adesdo as membranas. Portanto, todos esses
resultados demonstram que a solucbes de HEC-Ald e CMQT, quando
misturadas, gelificam rapidamente e resultam em um hidrogel estavel. Essas
caracteristicas indicam que o hidrogel formado pela mistura dessas solu¢cdes
pode ser formado in situ em uma regido especifica do corpo humano e, assim, o
hidrogel pode atuar como dispositivo de liberacdo local de um farmaco

encapsulado.
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Figura 39. Fotografias dos testes qualitativos para demonstrar a gelificacdo in situ do hidrogel
HEC-AId/CMQT. Sistema de injecdo utilizado (a) para promover a extrusdo das solucbes dos
polissacarideos em agua na temperatura de 37 °C (b,c). O hidrogel também foi formado

diretamente em membranas de colageno em condigdes “secas” (d) e “Umidas” (e).

A matriz polimérica do hidrogel HEC-AId/CMQT ¢é formada pelas cadeias
dos polissacarideos quimicamente reticuladas por ligacdes imina. Por conta da
natureza dinamica das ligagbes imina, o hidrogel preparado possui uma
propriedade de “autorreparacado”, comumente denominada de self-healing, a
qual consiste na reparacdo da matriz polimérica apés algum tipo de dano. Essa
propriedade do hidrogel HEC-AIdJ/CMQT foi verificada visualmente, como
mostrado na Figura 40. Para isso, amostras do hidrogel (uma contendo um
corante azul) foram preparadas, cortadas e mantidas em contato sem nenhum
tipo de acédo externa. A adesdo das amostras ocorre instantaneamente na
interface de contato e as amostras sao fundidas em uma unica peca de hidrogel,
gue pode ser levantada e esticada sem sofrer dano (Figura 40). Esse resultado

134



demonstra claramente a rapida cinética de quebra e reforma das ligagdes imina
gue constituem a matriz do hidrogel HEC-AlId/CMQT.

[(b)

p B
: 8

t —

Figura 40. Capacidade de autorreparacdo (self-healing) do hidrogel HEC-AId/CMQT, onde
amostras do hidrogel foram preparadas (a), cortadas (b) e colocada em contato (c).
Imediatamente, adesdo ocorre entre as amostras na interface de contato e as amostras sao

fundidas em uma Unica peca posteriormente (d).

A capacidade de self-healing (ou seja, “autorreparac¢ao”) do hidrogel foi
avaliada por meio de analises reoldgicas com variacdo da deformacao aplicada
na amostra do hidrogel. Nessa analise, aplica-se ao hidrogel diferentes
deformacgBes durante um intervalo de tempo e os modulos G' e G" sao
mensurados. As curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 41. O hidrogel foi
submetido a uma variacdo sequencial de deformacdo de 1% até 250% em
segmentos de 3 min. Na baixa deformacé&o de 1%, G'é maior que G", indicando
que a amostra esta no estado gel. O aumento da deformacéo para 250% resulta
no crescimento de G" e em sua ultrapassagem por G', indicando a ruptura da
matriz do hidrogel e o aumento do carater viscoso. Retornando a deformacéao
aplicada para 1%, os modulos G' e G" retornam para seus valores originais
imediatamente, sugerindo a rapida reforma das ligagbes imina e da matriz
polimérica do hidrogel. Esse mesmo ciclo de variagéo de deformacéo foi repetido
mais duas vezes e 0s mesmos resultados foram obtidos. Todos os resultados
obtidos, considerando os testes qualitativos e quantitativos, confirmam a

capacidade de autorreparacao do hidrogel HEC-AId/CMQT preparado.
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Figura 41. Curvas de variacdo da deformacédo do hidrogel HEC-AlId/CMQT, onde a deformacao

de 1% até 250% em intervalos de 3 min.

5.3.6. Intumescimento e perda de massa do hidrogel HEC-AId/CMQT

A capacidade de intumescimento do hidrogel preparado também foi
investigada. Levando em consideracdo o uso do hidrogel como dispositivo de
liberacdo de farmacos, a sua capacidade de intumescer em especificas
condicdes de pH é uma atrativa caracteristica, haja visto que tecidos com regides
lesionadas ou tumorais apresentam diferentes condicbes de pH que podem
variar de extremamente acidas até alcalinas (Yin et al., 2022a). Portanto, o efeito do
pH no intumescimento do hidrogel HEC-AId/CMQT foi avaliado na temperatura
de 37 °C utilizando solu¢cbes com pH 1,2, pH 5,2 e pH 7,4, os quais refletem a
extensa faixa de pH encontrada em sitios tumorais e em diferentes lesdes (Cao,
Yu et al., 2019¢). Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 42a. Como é
possivel verificar, o intumescimento do hidrogel foi maior e mais rapido ao passo
gue o pH do meio diminuiu. Ap6s 180 min do inicio dos experimentos, o hidrogel
atingiu um intumescimento maximo de 107% no pH 7,4, 162% no pH 5,2 e 265%

no pH 1,2. Esse comportamento esta associado com a rapida hidrolise (e quebra)
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das ligacdes imina em condicfes acidas (Chen, Junyi et al., 2020c). Como resultado,
a densidade de reticulagdo da matriz polimérica diminui e a matriz polimérica é
capaz de expandir. Isto possibilita um maior influxo de liquido para o interior do
hidrogel e o intumescimento maximo do hidrogel aumenta. Além disso, em
condi¢cdes acidas, os grupos amina livres da CMQT estdo completamente
protonados por conta de seu pKa proximo ao valor de 6,2 (Yin et al., 2022b).
Nessa condicdo, a repulsdo cation-cation, que facilita a expansdo da matriz
polimérica, também €& um fator contribuinte para o maior intumescimento do

hidrogel HEC-AId/CMQT observado com o decréscimo do pH do meio.
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Figura 42. Intumescimento (a) e perda de massa (b) do hidrogel HEC-AId/CMQT em diferentes

condicdes de pH. Os experimentos foram realizados na temperatura de 37 °C.

A estabilidade do hidrogel HEC-AId/CMQT foi investigada atraveés da
mensuracao da perda de massa do hidrogel incubado nos meios com pH 1,2, pH
5,2 e pH 7,4. Os resultados desses experimentos sdo apresentados na Figura
42b. O hidrogel apresentou uma maior (e mais rapida) perda de massa a medida
que o pH do meio de incubacgéo diminuiu de pH 7,4 para pH 1,2. Novamente,
esse comportamento ocorre por conta da hidrélise das ligacbes imina em
condicdes acidas de pH. Isso resulta na difusdo das cadeias polissacaridicas
“livres” (ou seja, néo reticuladas) para fora da matriz polimérica e na perda de
massa observada para o hidrogel em condicbes &acidas. Ao final dos
experimentos, o hidrogel apresentou uma perda maior que 95% do seu peso

inicial em pH 1,2, enquanto apenas 69% em pH 7,4. Em conjunto, os resultados
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obtidos dos experimentos de intumescimento e perda de massa demonstram o
comportamento responsivo ao pH do hidrogel HEC-AId/CMQT, o qual pode ser
muito util para promover a liberacdo controlada de farmacos utilizando o pH

como for¢a motriz do processo de liberagéo.

5.3.7. Ensaios de liberacéao in vitro

A potencial aplicacdo do hidrogel HEC-AlIdJ/CMQT como dispositivo de
liberac@o controlada de farmacos também foi investigada. Para isso, vanilina
(VN) foi encapsulada no hidrogel e sua liberacdo foi avaliada. VN foi utilizada
como molécula modelo por causa de sua intensa absorcao no espectro UV-Vis
da luz que acarreta uma facil quantificacdo. N&o obstante, VN apresenta varias
interessantes propriedades bioldgicas, incluindo atividade anticancer, antiviral e
antioxidante (Arya et al., 2021). O hidrogel HEC-AId/CMQT contendo VN foi
preparado pela simples adicdo do composto biolégico na solucdo de HEC-AId
antes da gelificacdo com CMQT. E importante mencionar que VN possui um
grupo aldeido em sua estrutura capaz de reagir com 0s grupos amina da CMQT
e potencialmente afetar a gelificacdo. Aparentemente, a presenca de VN nédo
afetou a eficiéncia do processo de gelificagdo, o qual ocorreu em,
aproximadamente, 1 min. A densidade de reticulacdo do hidrogel contendo VN
(23, 90 + 1,20 10°® mol m3; determinada por reologia em diferentes frequéncias)
é similar com a densidade do hidrogel que ndo contém VN (24,37 + 1,30 103 mol
m-3). A auséncia de um grande impacto da presenca da VN na gelificacéo pode
ser um resultado de sua baixa quantidade em comparacdo com 0s
polissacarideos (5% em relacdo a massa combinada de HEC-Ald e CMQT).
Outra possibilidade é a ionizacao da VN (pKa ~ 7,4) em PBS (pH 7,4), o qual foi
utilizado para o preparo do hidrogel, que diminui a eletrofilicidade de seu grupo
aldeido e reduz sua reatividade com os grupos amina da CMQT. Neste estudo,
a liberacéo de VN do hidrogel HEC-AId/CMQT foi investigada em pH 1,2, pH 5,2
e pH 7,4, os quais refletem a faixa de pH observada em tecidos com
lesGes/tumores (pH acido) e tecidos saudaveis (pH alcalino). Os experimentos
foram realizados na temperatura de 37 °C e os resultados s&o apresentados na

Figura 43.
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Figura 43. Curvas de liberagcdo da VN do hidrogel HEC-AId/CMQT em meio tamp&o com pH 1,2,

pH 5,2 e pH 7,4. Os experimentos de liberacéo foram realizados na temperatura de 37 °C.

Como é possivel observar na Figura 43, a liberacdo de VN do hidrogel
HEC-AId/CMQT foi rapida em todas as condicbes de pH investigadas.
Provavelmente, essa rapida liberacdo nos estagios iniciais dos experimentos
esta associada com a lixiviacdo das moléculas de VN na superficie da amostra
do hidrogel (Pertici et al., 2019). ApOs 12 h do inicio dos experimentos, um estagio
de equilibrio é atingido, onde fica evidente que a liberacdo de VN é maior em pH
1,2 (82%), seguido pelo pH 5,2 (71%) e pH 7,4 (63%). Obviamente, a maior
liberacdo de VN em condi¢cdes de pH mais &cidas é por conta da quebra dos
pontos de reticulacdo da matriz polimérica, os quais sdo baseados em ligacdes
iminas que séao facilmente hidrolisadas em pH &cido. Como resultado, a matriz
polimérica é degradada e as moléculas de VN séo lixiviadas para fora do hidrogel
preparado. Para avaliar o perfil de liberagdo da VN do hidrogel HEC-AlId/CMQT
€ importante verificar e entender o mecanismo pelo qual ela € liberada. Neste
estudo, a liberacao de VN a partir do hidrogel HEC-AId/CMQT foi tratada como
um fendmeno de particdo (Reis et al., 2007). De maneira geral, o fenbmeno de
particdo € baseado na distribuicdo do soluto entre a matriz polimérica e o

solvente (meio de liberag&o), e que a afinidade fisico-quimica entre as espécies
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soluto/matriz e soluto/solvente esté relacionada com a velocidade de liberagéo
do soluto (Reis et al., 2007). Nesse caso, 0 processo de liberacdo da VN é
dependente de seu parametro de atividade de particdo (a). Esse parametro
representa a afinidade da VN com as fases matriz polimérica ou solvente
(Reis2007). De acordo com o modelo citado, a liberagédo da VN depende da
atividade de particdo a da VN e de suas fracdes liberadas em um intervalo de
tempo (F;) e no equilibrio (F,s,). Esses dois ultimos pardmetros podem ser
determinados diretamente a partir dos dados de liberacdo da VN (Fajardo et al.,
2013a). Por outro lado, o parametro a é calculado pela seguinte Eq. (20) (Reis
et al., 2007):

Fnax (20)

a=——-"
1_Fma;vc

Como mencionado anteriormente, a expressa a afinidade da VN com a
matriz polimérica do hidrogel ou com o meio de liberacéo. Portanto, o valor de a
descreve a existéncia, ou ndo, de difusdo da VN entre as fases. Para a =0, a
difusdo do soluto para o solvente ndo é favoravel e a liberacéo de VN do hidrogel
para o meio ndo ocorre. Contudo, se a > 0, a difusédo de VN e sua liberacédo sao
favoraveis (Reis et al., 2007). Com base nos valores de Fy e F,,s,, de VN liberada
do hidrogel HEC-AId/CMQT, os dados de liberacdo descritos na Figura 43 foram
tratados com os modelos de particdo de primeira ordem (Eg. (21) e segunda
ordem (Eg. (22)), com carater reversivel. Esses modelos predizem todo o
processo de liberacédo de VN do hidrogel (Reis et al., 2007).

ki),
Fr = Fpsy <1 — e_(Fméx) ) (21)

e (A 1) 22)
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Nessas equacdes, ki e ko sd0 as constantes cinéticas de primeira e
segunda-ordem, respectivamente. Essas constantes sao obtidas a partir do plot
nao-linear das Eg. (21) e Eq. (22). Todos os valores dos parametros cinéticos
calculados para a liberacdo de VN do hidrogel HEC-AlId/CMQT nas condicfes de
pH testadas estdo sumarizados na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros cinéticos da liberagao de VN do hidrogel HEC-Ald/CMQT.

Primeira ordem Segunda ordem
pH a
ki (x 104h?1) R? ko (x 10*h?1) R?
1,2 4,53 28,00 + 0,29 0,973 49,40 £ 0,10 0,991
52 2,33 27,33+0,60 0,980 41,83 + 0,05 0,995
7.4 1,77 23,25+ 0,01 0,984 20,68 + 0,07 0,990

Em todas as condi¢des de pH testadas, a liberacdo de VN é mais bem
descrita pelo modelo cinético reversivel de segunda-ordem, haja visto que 0s
valores de R? para esse modelo s&o maiores do que aqueles observados para o
modelo de primeira-ordem. Esse resultado indica que a liberacdo de VN do
hidrogel ocorre pela combinacdo de difusdo de Fick e relaxacdo da matriz
polimérica, incluindo intumescimento, expansdao da matriz polimérica e
degradacédo do hidrogel (de Freitas et al., 2020). Analisando os dados cinéticos
apresentados na Tabela 12, é possivel perceber que os valores das constantes
de segunda-ordem aumentam a medida que o pH do meio de liberagdo diminui,
indicando que a liberacdo de VN é mais rapida nessas condi¢cdes. Ao mesmo
tempo, os valores de a também aumentam com a diminui¢cdo do pH do meio de
liberagcdo. Esse comportamento aponta a maior afinidade da VN pelo meio de
liberacdo (solvente) em pH &acido. Em condicbes acidas de pH, o hidrogel
expande e degrada rapidamente. Consequentemente, as moléculas de VN
difundem para fora da matriz polimérica (Fajardo et al., 2013b). E importante
mencionar que 0s contra-ions do meio de liberacdo também influenciam a
liberacdo de VN por conta de sua influéncia na conformacdo das cadeias

poliméricas, porém o efeito do pH € mais preponderante (Duceac et al., 2021;
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Zhou et al.,, 2023). Todos esses resultados confirmam que o hidrogel HEC-
Ald/CMQT é capaz de controlar a liberacéo de farmacos de acordo com o pH do

meio.

5.3.8. Ensaio de viabilidade celular

Materiais poliméricos para o uso em seres humanos, como € o caso de
hidrogéis formados in situ, ndo devem causar reacdes adversas e nem lesar o
organismo do paciente em tratamento (Dimatteo; Darling; Segura, 2018). Para
investigar preliminarmente a citotoxicidade do hidrogel HEC-AId/CMQT, ensaios
de viabilidade celular foram realizados com esse material. Nesses experimentos,
as células HB4a (células mamarias) foram selecionadas como células modelo,
sendo incubadas em um meio de cultura contendo uma amostra do hidrogel. A
viabilidade celular dessas células apds o tratamento com o hidrogel foi realizada
por meio do teste indireto empregando MTT, onde esse composto € absorvido
pelas células e convertido a formazan (Van De Loosdrecht et al., 1994).
Formazan é uma molécula cromogénica que absorve luz visivel no comprimento
de onda de 540 nm e sua concentracdo € proporcional com a quantidade de
células vivas. Dessa forma, a mensuracao da densidade 6ptica em 540 nm pode
ser utilizado para determinacao da viabilidade celular (Van De Loosdrecht et al.,
1994). Logo, uma maior densidade Optica indica uma grande quantidade de
células vivas e, por conseguinte, uma maior viabilidade celular. E importante
mencionar que 0 objetivo desses experimentos é avaliar preliminarmente a
toxicidade do hidrogel HEC-AIdJ/CMQT. Por conta disso, a toxicidade dos
polimeros precursores (HEC-Ald e CMQT) néo foi avaliada neste estudo. As
células foram tratadas com duas concentragbes do hidrogel HEC-AId/CMQT
(0,01 e 0,1 mg mL"1) e um experimento controle (sem hidrogel) foi realizado. Os
resultados da viabilidade celular desses experimentos sao apresentados na
Figura 44. Sucintamente, a densidade Optica das células tratadas com o hidrogel
(independentemente de sua concentragéo) € praticamente a mesma que o teste
controle. Portanto, esses resultados indicam que o hidrogel ndo induziu a morte
das células nas condi¢cBes experimentais testadas, sugerindo a auséncia de
toxicidade. Apesar desses resultados promissores, outros ensaios de viabilidade
celular empregando diferentes linhagens de célula e experimentos in vivo sao
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cruciais para verificar completamente a biocompatibilidade do hidrogel HEC-
Ald/CMQT (Williams, 2022).
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Figura 44. Ensaio de viabilidade celular com diferentes concentracdes do hidrogel HEC-
Ald/CMQT.

5.4. Conclusao

Neste Capitulo, um hidrogel formado in situ foi preparado a partir da
reticulagdo quimica entre carboximetil quitosana (CMQT) e hidroxietil celulose
funcionalizada com grupos aldeido (HEC-AId), a qual foi baseada na formacéo
de ligacdes imina entre as cadeias desses polissacarideos. Neste estudo, os
grupos aldeidos foram introduzidos na estrutura da HEC por meio de uma reacao
de funcionalizacdo baseada em dois passos distintos: introducdo de grupos
acetal e a subsequente desprotecao acida desses grupos, “desmascarando” os
aldeidos. Por meio desse procedimento, a destruicdo da unidade sacaridica da
HEC foi evitada, como também, a reducdo massiva de seu peso molecular e
grau de 4olimerizacdo. O hidrogel preparado exibiu interessantes propriedades
como, por exemplo, um rapido relaxamento de estresse, fluéncia e self-healing.
A rapida gelificagdo da solucdo precursora do hidrogel sugere que o hidrogel

pode ser formado in situ, em qualquer parte do corpo humano, e atuar como
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dispositivo de liberacéo local de farmacos. De fato, o hidrogel preparado foi
capaz de controlar a liberagdo do farmaco modelo vanilina de acordo com o pH
do meio de liberacdo. Como verificado, uma grande quantidade de vanilina &
liberada do hidrogel em pH acido, uma condi¢édo de pH comumente encontrada
em tecidos com tumores e diferentes tipos de lesbes. Esses resultados, aliados
com sua baixa toxicidade, indicam que o hidrogel preparado pode atuar como

um potencial dispositivo de liberacdo controlada de farmacos sensivel ao pH.
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Capitulo 6 - Hidrogéis preparados por complexacéo
polieletrolitica utilizando um método de
semidissolucao/acidificagéo: Sintese, caracterizacdo e

aplicacdo na liberacdo de farmacos

6.1. Introducao

Hidrogéis baseados em polissacarideos formados por complexagéo
polieletrolitica séo interessantes materiais fisicamente reticulados para diversas
aplicacdes biomédicas porque seu preparo nao requer o uso de reticulantes
quimicos e, em muitos casos, 0s polissacarideos ndo precisam ser
funcionalizados quimicamente (Zhang, Junmei Zhi Juniji et al., 2019). Dentre os
polissacarideos usados com grande frequéncia no preparo de complexos
polieletroliticos (PEC), encontra-se a QT, a qual possui uma alta densidade de
cargas positivas quando os seus grupos amina (—NH2) séo ionizados em meio
acido, logo, podendo formar PECs na presenca polissacarideos contendo grupos
ibnicos, como a Pct. Portanto, os polissacarideos QT e Pct podem ser utilizados
no preparo de um hidrogel por meio de uma rota de reticulacdo fisica por
complexacédo polieletrolitica. De maneira geral, 0 método mais comum para o
preparo desses materiais € baseado na simples mistura das solu¢des dos
polissacarideos. Conforme mencionado no Capitulo 2, esse procedimento
raramente resulta em um material com uma estrutura macroscopicamente
uniforme por conta da rapida complexacdo dos polissacarideos na interface de
contato entre as solugcbes e a formacdo de coacervados, 0s quais sdo
condensados posteriormente (Murakawa et al., 2019). Como resultado, esses
materiais geralmente apresentam uma grande heterogeneidade estrutural e
propriedades mecéanicas insatisfatorias (por exemplo, elevada fragilidade, baixa
extensibilidade e resiliéncia e baixa estabilidade mecéanica) (Ramin et al., 2019).
Essas caracteristicas limitam a aplicagdo desse tipo de hidrogel como potencial
biomaterial, incluindo como sistema de liberacdo controlada de compostos

biologicamente ativos (Liu et al., 2018).
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Para contornar essas limitagdes, diferentes estratégias sdo exploradas
para o preparo de PECs contendo polissacarideos (Murakawa et al., 2019; Yang
et al., 2018). Processamento termomecanico e separacdo de fase em néo-
solventes séo alguns exemplos de metodologias investigadas para o preparo de
PECs; entretanto, a degradacéo dos polissacarideos utilizados durante a etapa
de mistura é um fator limitante desses métodos (Baig et al., 2020; Chen, Pei et
al., 2020). Outro método empregado envolve o uso de liquidos ibnicos como
solvente da solucéo dos polissacarideos (Nunes et al., 2017). Nesse sistema, 0s
polissacarideos séo eficientemente solubilizados e as interacdes eletrostaticas
entre 0s grupos carregados sdo maximizadas, permitindo, assim, a obtencao de
materiais mecanicamente estaveis (Nunes et al., 2017). Porém, liquidos i6nicos
sao caros (de Jesus; Maciel Filho, 2022). Considerando todos esses aspectos,
neste Capitulo é descrito o wuso de um novo método de
semidissolucao/acidificacdo para a obtencdo de hidrogéis preparados por
complexacdo polieletrolitica entre os polissacarideos QT e Pct. De maneira
geral, esse método aproveita a restrita solubilidade da QT em agua, onde esse
polissacarideo somente é sollvel na presenca de uma pequena quantidade de
acido. Dessa forma, o método empregado aqui é baseado na dispersdo completa
da QT (na forma sélida) em uma solucdo de Pct. Nesse caso, a viscosidade da
solugcdo de Pct preparada foi capaz de estabilizar a dispersdao da QT.
Posteriormente, a mistura formada foi acidificada em uma atmosfera de acido
acético gasoso. O vapor de acido acético difunde lentamente na mistura e
gradualmente dissolve a QT por conta da protonacdo dos grupos amina, que

complexa com a Pct e resulta no PEC.

Tendo em vista essas consideracdes, a ideia principal apresentada neste
Capitulo é que o método de semidissolucdo/acidificacdo, por ser um processo
lento e termodinamicamente favoravel, evita a extensa formacéo de agregados
heterogéneos. Assim, o método descrito resulta na formacao de um hidrogel com
uma estrutura uniforme e, a priori, estavel. Para confirmar essa hip6tese, uma
série de experimentos envolvendo o preparo dos hidrogéis pelos dois processos
de complexacéao polieletrolitica (semidissolucdo/acidificacdo e convencional) foi
realizada, efetuando-se, em seguida, as respectivas caracterizacbes e

investigagbes a cerca dos aspectos estruturais e da estabilidade desses
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materiais. Pela primeira vez, uma comparacao entre esses dois processos de
complexacdo polieletrolitica € relatada. Por fim, a potencial aplicacdo dos
hidrogéis preparados como sistemas de liberacdo controlada de curcumina
(CUR) foi investigada. A CUR € um pigmento amarelo extraido de fontes vegetais
que possui interessantes propriedades biologicas, como, por exemplo, atividade
anticancerigena, antifangica e bactericida (Dev et al., 2016). De maneira geral,
este estudo demonstra as propriedades intrinsecas dos hidrogéis obtidos pela
complexacgéo polieletrolitica usando o método de semidissolucéo/acidificagéo e
seus beneficios em relacdo aos materiais obtidos pelo método convencional de

mistura das solu¢des dos polissacarideos.
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6.2. Experimental
6.2.1. Materiais

A QT e a Pct utilizadas foram obtidas e preparadas conforme detalhado
nos Capitulos 2 e 3, respectivamente. Acido acético e hidréxido de sodio foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Curcumina (Cur) foi adquirida da Sigma-
Aldrich (EUA). Com excec¢ao da QT e Pct, todos 0s outros reagentes sao de grau
analitico. Ainda, a quantidade de grupos amina livres na estrutura da QT foi
estimada utilizando o método desenvolvido por PROCHZKOVA et al. (1999). Por
esse método, a quantidade de grupos amina na QT utilizada para o preparo dos
hidrogéis é 22,00 + 3.21 ymol g. A quantidade de grupos carboxila da Pct foi
calculada como 80.00 + 15.91 ymol g por meio da metodologia desenvolvida
por Yu et al. (2021).

6.2.2. Preparo dos hidrogéis fisicamente reticulados

Os hidrogéis formados pela complexacao polieletrolitica entre QT e Pct
foram preparados pelo método de semidissolucéo/acidificacdo. Para isso, certa
quantidade de Pct foi solubilizada em agua destilada (50 mL) sob agitacéo
mecanica a temperatura ambiente para formar uma solucdo homogénea. O pH
dessa solucéo foi ajustado para pH 6 pela adicdo de uma solucdo aquosa de
NaOH (1 mol L, 1 mL). Posteriormente, diferentes quantidades de QT foram
adicionadas na solugcdo de Pct para formar misturas heterogéneas (e,
subsequentemente, os hidrogéis) com diferentes razdes de massa entre QT e
Pct. ApGs a adicdo da QT, o pH da solucdo nédo variou significativamente (pH ~
6). As misturas foram agitadas mecanicamente (200 rpm) por 5 min e, entao,
transferidas para uma placa de Petri (placas de vidro, diametro 85 mm e altura
10 mm). Em sequéncia, as placas foram colocadas em uma caixa selada (120
mm de largura e comprimento e 40 mm de altura) contendo acido acético (50
mL) por 24 h a temperatura ambiente. Devido ao contato com o acido acético
gasoso, as misturas foram convertidas a hidrogéis formados pela complexagéo
polieletrolitica entre QT e Pct. Esses hidrogéis foram recuperados e purificados
em agua deionizada (100 mL) por 24 h. E importante mencionar que os hidrogéis

foram mantidos imersos em &agua, sob agitacdo, em um frasco selado. Os
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hidrogéis purificados foram congelados e secos por liofilizagdo (-55 °C, 48 h).
Uma série de hidrogéis formados pela complexacdo polieletrolitica entre QT e
Pct foram preparados variando a razdo da massa entre QT e Pct, cuja
composi¢cdes sdao mostradas na Tabela 13. Todos esses materiais foram
preparados a partir do protocolo experimental descrito acima e genericamente

denominados de PEC-vap.

Tabela 13. Formulagdes dos hidrogéis QT:Pct preparados.

Razao QT/Pct Razao Massa QT Massa Pct A_COH no Recuperacéo
(m/m) amino:carboxila (mg) (mg) hl(::i?ael do AcOH (%)

1:1 0,28 500 500 0,42 + 0,02 99,21 + 3,21

2:1 0,56 670 330 2,50+ 0,09 97,41+ 0,09

31 0,85 750 250 3,80+ 0,10 98,93+ 1,09

1:2 0,14 330 670 1,87 £ 0,06 99,00 + 1,98

1:3 0,10 250 750 4,03+0,12 98,51 +2,41

aMédia de dez experimentos.

A quantidade de acido acético tedrica nos hidrogéis PEC-vap foi estimada
por meio da titulacdo da agua usada na purificacdo desses materiais. Para isso,
a agua utilizada no processo de purificacao foi filtrada e acidificada pela adicédo
de HCI (1 mol L%, 10 mL). Em seguida, NaOH (1 mol L', 30 mL) foi adicionado.
Assim, uma aliquota (25 mL) foi retrotitulada com HCI (0,04 mol L) usando
fenolftaleina como indicador. Concomitantemente, um branco analitico foi
preparado utilizando 4gua destilada (100 mL) que foi tratada seguindo o0 mesmo
protocolo experimental descrito acima. A determinacdo da concentracdo de
acido aceético presente na aliquota foi estimada a partir da subtracéo do volume
utilizado na retrotitulagdo do branco com o da amostra. Obviamente, esse
meétodo possui limitacbes, entretanto, trata-se de uma maneira simples e
eficiente de estimar a quantidade de acido acético utilizada no preparo desses
materiais (Pigtek; Lisowski; Lisowska, 2017). Para contornar possiveis erros
experimentais, cada amostra (isto é, a 4gua usada na purificacdo dos complexos

polieletroliticos preparados pelo método de semidissolucdo/acidificacdo) de dez
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diferentes experimentos foi titulada. O valor médio do acido acético que difundiu
na solucdo formadora de cada hidrogel PEC-vap preparado esta descrito na
Tabela 13, onde também consta a recuperacao (%) do acido acético. Esse valor
foi estimado considerando a quantidade de &cido acético na caixa selada antes
e apos a formacao dos hidrogéis.

Outro objetivo desse estudo € a comparagcdo entre 0S materiais
preparados pela complexacéo polieletrolitica da QT com a Pec utilizando o
método de semidissolucao/acidificacdo e o método convencional, baseado na
simples mistura das solu¢des dos polissacarideos. Portanto, a complexacéo
polieletrolitica entre QT e Pct usando o método convencional também foi feita. A
partir de uma extensa revisdo da literatura, o método mais comum e usual para
o0 preparo de complexos polieletroliticos é a mistura das solugdes de cada
polissacarideo (FAJARDO et al., 2012b; QUADRADO; FAJARDO, 2020; SEN et
al., 2017; WU, L. X. et al., 2019; ZHANG, J. Z. J. et al., 2019). Dessa forma, esse
protocolo experimental foi escolhido para preparar esse tipo de PEC. Esse
procedimento foi genericamente nomeado de método “convencional”. Portanto,
para preparar os PECs por esse método, uma solucédo de QT em agua destilada
(25 mL) contendo certa quantidade de acido acético (descritas na Tabela 13) foi
preparada. Separadamente, Pct foi solubilizada em agua destilada (25 mL),
sendo agitada a temperatura ambiente, obtendo-se uma solugdo homogénea. O
pH da solucéo de Pct foi ajustado para pH 6 pela adicdo de uma solucéo aquosa
de NaOH (1 mol L1, 1 mL). Em sequéncia, as solu¢des de QT e Pct foram
misturadas e agitadas por agitacdo mecanica (200 ppm) por 5 min. As misturas
resultantes foram transferidas para placas de Petri (placas de vidro, diametro 85
mm e altura 10 mm) e mantidas em repouso por 24 h em uma caixa selada. Apos
esse tempo, os materiais formados foram recuperados e purificados através de
um processo em agua (24 h), sendo, posteriormente, congelados e secos por
liofilizacao (-55 °C, 48 h). As quantidades de QT e Pct utilizadas para o preparo
desses PECs pelo método convencional foram as mesmas descritas na Tabela

13. Esses materiais foram denominados de PEC-conv.
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6.2.3. Técnicas de caracterizagao

Os materiais preparados foram caracterizados por FTIR, DSC e TG de
acordo com os procedimentos relatados nos Capitulos anteriores. Analises de
difracdo de raio-X (DRX) foram realizadas em um difratdmetro Siemens D500
(Alemanha) equipado com uma fonte de radiacdo Cu-Ka, utilizando uma tensdo
de 40 kV. As medidas foram efetuadas em um angulo de varredura de 5 a 70°,
com resolucao de 0,02° e velocidade de varredura de 2 °/min. Os ensaios de
extensdo mecéanica foram realizados no texturometro TA.TX2 Stable
Microsystems (Reino Unido) utilizando amostras retangulares do hidrogel (10 x
2 cm). O intumescimento maximo dos hidrogéis em diferentes condi¢cdes de pH
e nas solucdes salinas foi estimado por meio do procedimento relatado no
Capitulo 3 (Secéo 3.2.4). Porém, nesse caso, as amostras dos hidrogéis foram
imersas em solucdes com diferentes pHs ou, entédo, em solu¢cdes com diferentes
tipos e concentracdes de sal (NaCl, CaCl2 ou AICI3). De forma similar, os
experimentos de perda de massa também foram realizados de acordo com o

procedimento experimental relatado no Capitulo 3 (Secéo 3.2.4.).

6.2.4. Encapsulacéao e liberacdo de curcumina (CUR)

Para investigar a potencial aplicacdo dos hidrogéis preparados como
sistemas de liberagdo controlada, curcumina (CUR) foi encapsulada nesses
materiais e sua liberacdo em meio PBS (pH 7,4) na temperatura de 37 °C foi
investigada. Para encapsular a CUR nos hidrogéis, amostras secas desses
materiais (50 mg) foram imersas em uma solugdo de CUR (0,125 mg mL™)
preparada em uma mistura agua/etanol (1:1) durante 24 h. Apos esse periodo,
as amostras foram recuperadas por filtracdo e secas na estufa (50 °C, 48 h). O
sobrenadante da solucdo da CUR foi analisado em um espectrofotdmetro UV-
Vis no comprimento de onda de 425 nm e, utilizando uma curva de calibragéao
previamente construida, a quantidade de CUR encapsulada nos hidrogéis foi
estimada. A eficiéncia do processo de encapsulacdo da CUR nos hidrogéis

preparados foi estimada pela Eq. (23).
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[CUR]o—[CUR]

Encapsulagio (%) = TCUR] L % 100 (23)
0

onde [CUR], é a quantidade inicial de CUR e [CUR]; é a quantidade de CUR

remanescente no sobrenadante.

A CUR liberada dos hidrogéis foi investigada por ensaios in vitro em PBS
(pH 7,4) na temperatura de 37 °C. Para isso, amostras dos hidrogéis contendo
CUR (50 mg) foram imersas no meio de liberacéo e, em determinados intervalos
de tempo, uma aliquota (3 mL) foi coletada e analisada no espectrofotémetro
UV-Vis no comprimento de onda de 425 nm. Por meio de uma curva de
calibragcédo previamente preparada, a quantidade de CUR liberada foi calculada.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Nao obstante, a cinética
de liberacdo da CUR dos hidrogéis foi investigada a partir dos modelos cinéticos

apresentados na Tabela 14 (Lemos; de Souza; Fajardo, 2021).

Tabela 14. Modelos cinéticos utilizados para investigar a liberagdo de CUR dos hidrogéis

preparados.
Modelo cinético Equacao
Ordem zero Qr = Qo + kot
Primeira ordem In(Q;) = In(Qc) + kqt
Segunda ordem t__ 1t .1,
Qt kZ(Qoo)z Qoo
Higuchi Qr = kyt®®

Korsmeyer-Peppas log <QQ_f> = logkgp + nlogt

[ee]

Em geral, esses modelos dependem da quantidade de CUR liberada em
um intervalo de tempo (Q;) e no equilibrio (Q.). Além disso, neste estudo, o
modelo cinético com o maior coeficiente de determinacéo (R?) foi considerado
como capaz de representar 0 mecanismo de liberacdo da CUR dos hidrogéis

preparados.
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6.3. Resultados e discusséao
6.3.1. Preparo dos hidrogéis

As limitacbes associadas com a formacdo de PECs pelo método
convencional estéo relacionados com a rapida complexacédo dos polissacarideos
na interface de contato das solucdes, que se tornam insollveis durante a etapa
de agitacao e acarretam a formacao de agregados heterogéneos de diferentes
tamanhos (Murakawa et al., 2019). Com o passar do tempo, esses agregados
sedimentam resultando em um material compactado e muito fragil que,
posteriormente, é recuperado. Outra caracteristica desse protocolo para a
obtencdo de PECs é que, devido a rapida complexacdo, uma quantidade
expressiva dos polissacarideos é contida no interior dos coacervados, limitando
a extensao e eficiéncia da complexacdo polieletrolitica (Wu et al., 2018).
Portanto, o PEC obtido pelo método convencional é um produto cinético cuja
estrutura é constituida por um empacotamento desordenado dos polissacarideos
(Pergushov; Miuller; Schacher, 2012). Como resultado, existe pouca coesao
entre as cadeias dos polimeros, logo, materiais quebradicos séo frequentemente
obtidos. Esse efeito € mais preponderante quando polissacarideos sédo utilizados
no preparo do PEC (Hu et al., 2019a).

Para contornar as desvantagens descritas acima, neste estudo, um
hidrogel constituido por QT e Pct foi preparado por meio do método de
semidissolugéo/acidificacéo, obtendo-se um material visualmente homogéneo e
estavel quando manipulado. A Figura 45 mostra um esquema ilustrativo desse
método. Como é possivel verificar, nesse método, a QT é dispersa diretamente
em uma solucdo de Pct resultando em uma mistura que, na lingua inglesa, é
denominada de mistura slurry. A posteriori, essa mistura € alocada em uma caixa
selada, sendo submetida a uma atmosfera de &cido acético. Idealmente, o acido
acético gasoso lentamente difunde na mistura, infiltrando-se. Dessa forma, os
grupos amina da QT sé&o protonados (-NH2 — —NHzs") promovendo a dissolu¢éo
e expansdo gradual das cadeias desse polissacarideo na solucdo de Pct.
Eventualmente, os grupos protonados da QT e os grupos carboxilicos ionizados
da Pct interagem fortemente por atracdo eletrostatica formando uma rede
tridimensional fisicamente reticulada. Ainda, cada zona contendo QT pode atuar
como sitio de nucleacdo que, com o aumento do tempo de contato, cresce,
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conectando-se aos outros sitios formando a rede polimérica fisicamente
reticulada por interacdes eletrostatica entre as cadeias da QT e Pct (Kulkarni et
al., 2016).

__________________

________________
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-y _ 1 &cido acético __24h ;
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——‘—’\/_) 7 = < )
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S QT (empd) -~~~ QT protonada ~~ Pectina @ Ponto de reticulagdo fisica

Figura 45. Esquema ilustrativo do preparo dos hidrogéis PEC-vap pelo método de

semidissolugéo/acidificacao.

Como observado, nesse método, a complexacéao polieletrolitica entre QT
e Pct depende da penetracdo do acido acético (no estado gasoso) na mistura
slurry. Esse processo é lento por conta da interface liquido-vapor que limita a
penetracdo do acido acético na mistura e cria uma diferenca de concentracdo na
interface (Vachoud et al., 2012). Essa diferenca de concentracdo na interface
gera um gradiente de concentracdo que atua como forca motriz para a
penetracdo de acido acético na mistura e possibilita a complexacdo
polieletrolitica (Vachoud et al., 2012). Em geral, esse lento processo de
complexacdo permite uma interacdo eficiente entre os polissacarideos.
Consequentemente, as cadeias dos polissacarideos sdo empacotadas de forma
organizada e regifes altamente ordenadas sdo formadas (Vachoud et al., 2012).
Dessa forma, € possivel especular que, a partir do método de
semidissolugao/acidificagdo, um hidrogel com uma estrutura organizada,
uniforme e estavel pode ser obtido. Neste estudo, hidrogéis formados pela
complexacdo polieletrolitica convencional entre QT e Pct também foram
preparados. Esses materiais foram preparados pela simples mistura das

solugdes de QT e Pct nas mesmas condi¢cOes de temperatura e agitagcao que os
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hidrogéis obtidos pelo método de semidissolugdo/acidificagdo. O método de
preparo dos hidrogéis preparados pela complexacao polieletrolitica convencional

foi selecionado ap6s uma extensa revisao da literatura (Kulkarni et al., 2016).

A Figura 46 mostra as imagens fotograficas dos hidrogéis preparados por
cada método (semidissolucdo/acidificacdo e método convencional) com
diferentes quantidades de QT e Pct. Como é possivel observar, 0 método de
semidissolucéo/acidificacdo resultou em tipicos hidrogéis, independente da
composic¢do, que podem ser facilmente manipulados sem nenhum tipo de dano
a sua integridade estrutural. Esses hidrogéis apresentaram um diametro
aproximado de 8 mm e uma espessura de 10 mm. Em contraste, os hidrogéis
preparados pelo método convencional sdo extremamente frageis e, em alguns
casos, apenas aglomerados formados pela complexacéo polieletrolitica entre a
QT e Pct foram formados (ver Figura 46). Essas observacdes claramente
realcam as diferencas entre os dois métodos de preparo de PEC.
Aparentemente, o método de semidissolucéo/acidificacdo permite a obtencéo de
materiais mais robustos e estaveis, provavelmente, devido a complexacdo
polieletrolitica mais homogénea entre a QT e a Pct. Essa observacdo é
condizente com a hipétese de que o método de semidissolucao/acidificacdo
possibilita uma interacéo eletrostatica mais eficiente entre os grupos funcionais
carregados da QT e Pct e, por consequéncia, a complexacao polieletrolitica entre
os polissacarideos € mais efetiva. Desse modo, uma rede polimérica fortemente
reticulada por interacdes fisicas (nesse caso, atracao eletrostatica) € formada.
Objetivamente, os resultados obtidos suportam essa conclusédo. Apesar desses
resultados, € vital mencionar que o processo de complexacao polieletrolitica é
afetado por varios parametros (por exemplo, pH, forca ibnica, temperatura e grau
de ionizacdo dos polissacarideos). Neste estudo, esses fatores ndo foram

investigados e seu efeito serdo objeto de investigacdo em trabalhos futuros.
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Figura 46. Imagens fotogréaficas dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv preparados.
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Portanto, visando uma compara¢ao mais precisa, os hidrogéis PEC-vap
e PEC-conv preparados foram caracterizados por FTIR, DSC e TG. As
propriedades mecanicas, intumescimento e perda de massa dos hidrogéis

preparados também foram avaliadas.

6.3.2. Caracterizacdo dos hidrogéis

A formacéo dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv € baseada na interacéo
eletrostatica entre 0os grupos amina protonados da QT e os grupos carboxilicos
ionizados da Pct. Entretanto, ligacdes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas
sdo fundamentais para proporcionar uma maior estabilidade ao par ibnico
formado entre os grupos carregados (GIERSZEWSKA; OSTROWSKA-
CZUBENKO; CHRZANOWSKA, 2018). Em uma menor intensidade, interacdes
hidrofébicas também contribuem na estabilizacdo do PEC (Otoni et al., 2020).
Todas essas interacdes existem na matriz dos hidrogéis e a técnica de FTIR &
uma boa ferramenta para sua investigagdo. Portanto, a natureza quimica dos
hidrogéis (PEC-vap e PEC-conv) preparados foi investigada por meio da técnica

de FTIR e os espectros obtidos sao apresentados na Figura 47.
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Figura 47. Espectros de FTIR dos hidrogéis PEV-vap (a) e PEC-conv (b), e a comparacao direta

deles (c).

Na Figura 47a sdo mostrados os espectros de FTIR dos hidrogéis
preparados pelo método de semidissolucdo/acidificacdo. Esses espectros
apresentaram algumas bandas caracteristicas da QT e Pct em 1440 cm™
(estiramento da ligagcdo C-N) e em 1080 cm™ (estiramento da ligagdo C-O da
unidade sacaridica) (de Souza; da Silva; Fajardo, 2017a). Além destas bandas,
é possivel observar duas novas bandas em 1710 cm™t e 1643 cm? que
correspondem, respectivamente, ao estiramento assimeétrico da ligacdo C=0 dos
grupos carboxilicos em sua forma ionizada (-COO~) e protonada (—COOH)
(KATUWAVILA et al., 2016; TAHA et al., 2008). De maneira geral, a presenca
dessas bandas no espectro de FTIR de complexos polieletroliticos envolvendo a
QT e Pct € amplamente descrita na literatura (Ranganathan et al., 2019).
Também é possivel verificar a presenca de uma banda, ausente nos espectros

dos polissacarideos puros, em 1550 cm, a qual pode ser atribuida aos grupos
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amina protonados (—NHs*) da QT que interagem eletrostaticamente com o0s
grupos carboxilicos ionizados da Pct (Gierszewska; Ostrowska-Czubenko;
Chrzanowska, 2018a). De maneira geral, a presenca dessas bandas confirma
que a formacdo dos hidrogéis é baseada na interacdo eletrostatica entre os
grupos amina e carboxila ionizados dos polissacarideos.

Todos os espectros dos hidrogéis PEC-vap apresentaram um conjunto de
bandas interessante na regido de 3750-3060 cm, onde tipicamente é
observada a sobreposicao das bandas referentes aos estiramentos vibracionais
das ligagdes O—H e N-H dos grupos hidroxila e amina (GIERSZEWSKA;
OSTROWSKA-CZUBENKO; CHRZANOWSKA, 2018). Como observado na
Figura 47a, os espectros dos hidrogéis PEC-vap apresentaram uma banda
afinada em torno de 3600 cm e uma banda larga centrada em 3450 cm™. Em
comparacao com outros trabalhos na literatura, a presenca dessas bandas nao
€ uma observacdo comum levando em consideracdo outros materiais baseados
em PEC (Dubey et al., 2020; Ranganathan et al., 2019). Tal observacéo pode
estar relacionada com a eficiéncia do processo de complexac¢éo polieletrolitica,
especificamente, o pareamento entre 0s grupos amina e carboxila ionizados e a
formacdo do par iénico (Lall et al., 2020). Como mencionado anteriormente,
ligagbes de hidrogénio atuam como forgas auxiliares no processo de
complexacao polieletrolitica, ja que tais interacdes fisicas aproximam as cadeias
poliméricas e facilitam a interacdo eletrostatica entre os grupos funcionais
carregados dos polissacarideos (Gierszewska; Ostrowska-Czubenko;
Chrzanowska, 2018b). Isto posto, a banda afinada em 3600 cm™ nos espectros
de FTIR dos hidrogéis PEC-vap esta, provavelmente, relacionada ao estiramento
O-H dos grupos hidroxila que nao participam de ligacdes de hidrogénio no
interior da matriz dos hidrogéis (Enev et al., 2019). Em contrapartida, a banda
larga centrada em 3450 cm™ é relacionada com os grupos amina e hidroxila
envolvidos em ligacdes de hidrogénio (Branca et al., 2016; Enev et al., 2019).
Nesse contexto, a presenca dessas bandas no espectro dos hidrogéis PEC-vap
indicam que essas interagdes entre 0s grupos funcionais nos materiais sao fortes
ao ponto de mudar completamente o ambiente quimico dos grupos hidroxila
livres (ou seja, ndo envolvidos nas ligacdes de hidrogénio), resultando na quebra

da sobreposicao das bandas (Branca et al., 2016).
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Comparando os espectros dos hidrogéis PEC-vap formados, € possivel
verificar que as bandas dos grupos amina e carboxilicos ionizados aparecem em
diferentes numeros de onda dependendo da composicdo do hidrogel. Por
exemplo, a banda associada aos grupos —NH3" interagindo eletrostaticamente
com os grupos —COQO~ aparece em numeros de onda maiores na mesma
propor¢cdo em que a razdo de massa QT/Pct aumenta, como sumarizado na
Tabela 15. Considerando a razdao de massa QT/Pct, o aumento no nimero de
onda dessa banda ocorre na seguinte ordem: 3:1 > 2:1 > 1:2 > 1:3 > 1:1. Essa
tendéncia revela que as interagdes eletrostaticas entre 0s grupos carregados dos
polissacarideos sdo mais fortes nos hidrogéis PEC-vap preparados com uma
maior quantidade de QT, uma vez que a forte interacao eletrostatica diminui o
comprimento da ligagdo N—H dos grupos —NHs"* e resulta no deslocamento dessa
banda para maiores nimeros de onda (Derkach et al., 2020). Como observado
na Tabela 15, as bandas associadas aos grupos funcionais ionizados da QT e
Pct sdo observados em maiores numeros de onda para os hidrogéis PEC-vap
do que os hidrogéis PEC-conv, independente da composi¢cdo. Obviamente, a
composi¢do dos hidrogéis também influencia o espectro de FTIR desses
materiais, ja que a razdo massica entre os polissacarideos reflete a razao entre
os grupos funcionais carregados, que por sua vez afeta o processo de
complexacdo polieletrolitica e a formacdo dos hidrogéis (Gierszewska;
Ostrowska-Czubenko; Chrzanowska, 2018b). De maneira geral, a razao entre os
grupos amina:carboxil é proxima a 1 ao passo que a quantidade de QT na
formulacdo dos hidrogéis aumenta (Tabela 13). Portanto, nas formulactes
contendo uma maior quantidade de QT, a quantidade dos grupos carregados &
similar, um fato que, teoricamente, beneficia a complexac¢éao polieletrolitica (Otoni
et al., 2020). Apesar disso, a equivaléncia entre os grupos amina e carboxila
carregados néo explica todos os deslocamentos de banda observados.
Especificamente, a banda associada aos grupos —NHs* dos hidrogéis PEC-vap
preparados com mais Pct ocorre em um maior niumero de onda do que a mesma
banda do hidrogel preparado com a razdo QT/Pct de 1:1, onde a quantidade dos
grupos amina e carboxila séo mais equivalentes (Tabelas 13). Essa constatagéo
é relativamente dificil de explicar, mas é possivel especular que o aumento na
quantidade de Pct favorece a formacdo de ligacbes de hidrogénio nessas
formulacdes por conta da facilidade dos grupos carboxila em estabelecer tais
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ligacdes, haja visto que esse tipo de grupo funcional possui uma fracao aceptora
e doadora de hidrogénio (Francis; Watkins; Kubelka, 2017). Consequentemente,
a complexacéo polieletrolitica é beneficiada em comparacdo com a formulacao

contendo a mesma quantidade de QT e Pct.

Tabela 15. Principais bandas observadas nos espectros de FTIR dos hidrogéis PEC-vap e PEC-

conv.
Bandas observadas?
. Estiramento  Estiramento
Razéao Estiramento )
) Estiramento C=0 C=0
Hidrogel QT/Pct O-H dos
N-H dos assimétrico  assimétrico
(m:m) grupos —OH
i grupos —NH:* dos grupos dos grupos
ivres
—-CO00- —COOH

1:1 3601 1538 1680 1643

2:1 3610 1549 1684 1646

PEC-vap 31 3617 1551 1688 1648

1:2 3608 1540 1683 1647

1:3 3605 1541 1682 1644

1:1 3596 1535 1677 1627

2:1 3601 1537 1679 1629

PEC-conv 31 3603 1539 1680 1633

1:2 3600 1536 1678 1628

1:3 3598 1530 1678 1627

a Unidade: nimero de onda em cm-.

Os espectros de FTIR dos hidrogéis PEC-conv sdo apresentados na
Figura 47b. O espectro desses hidrogéis também apresentou uma banda
afinada e outra banda larga na regido 3750-3060 cm™, previamente observadas
para os hidrogéis PEC-vap. A presenca dessas bandas no espectro de FTIR dos
hidrogéis preparados pelo método convencional sugere que o processo de
complexacéo polieletrolitica desses materiais também induziu a separagéo da
banda associada ao estiramento O—H dos grupos hidroxila livres. Nao obstante,
nos espectros dos hidrogéis PEC-conv preparados também apresentaram as
bandas associadas ao estiramento C=0 dos grupos —COO~ e —COOH da Pct; a

banda referente aos grupos —NHs* da QT interagindo eletrostaticamente com 0s
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grupos —COO- e a banda do estiramento simétrico dos grupos carboxilicos. Em
comparacao com os hidrogéis PEC-vap, essas bandas foram observadas em
nameros de onda menores (Tabela 15). Novamente, comparando os hidrogéis
preparados com uma razdo de QT e Pct diferente, essas bandas s&o observadas
em diferentes numeros de onda (Tabela 15) e com uma ligeira diferenca de
intensidade. Resumidamente, essas bandas sdo observadas em maiores
numero de onda a medida que a quantidade de QT na composicdo dos hidrogéis
aumenta. Como observado para os hidrogéis PEC-vap, as bandas mencionadas
acima também sdo observadas em maiores nimero de onda para os hidrogéis
PEC-conv com mais Pct em comparacdo com o hidrogel PEC-conv preparado
com a mesma razao de QT e Pct (hidrogel PEC-conv 1:1). Logo, o efeito da

composicdo dos hidrogéis nos respectivos espectros de FTIR € o mesmo.

Finalmente, a comparacao entre os espectros de FTIR dos hidrogéis PEC-
vap e PEC-conv é mostrada na Figura 47c. As principais diferencas estédo
associadas as bandas atribuidas aos grupos —COO~ (e —COOH) e —NHs*. De
maneira geral, essas bandas séo observadas em maiores numeros de onda para
os hidrogéis PEC-vap em comparacéo com os hidrogéis PEC-conv (Tabela 15).
Ainda, a intensidade da banda atribuida ao estiramento simétrico dos grupos
—COO~ ¢é ligeiramente menor nos hidrogéis PEC-vap, independente da
composicdo. Essas observacfes indicam que a complexacdo polieletrolitica
entre QT e a Pct € mais eficiente nos hidrogéis PEC-vap do que nos hidrogéis
PEC-conv, sendo uma consequéncia direta dos distintos mecanismos envolvidos
em cada método de preparo desses hidrogéis (Pragya et al., 2021). Todos o0s
resultados obtidos a partir das analises de FTIR indicam que o método de
semidissolucao/acidificacdo resulta em um processo de complexacéo
polieletrolitica mais eficiente ao favorecer as interacdes eletrostaticas entre os
grupos funcionais carregados da QT e Pct. Como resultado da complexacao
polieletrolitica eficiente, as cadeias poliméricas dos polissacarideos na matriz
dos hidrogéis PEC-vap atingem uma organizagédo termodinamicamente estavel
(Kaushik et al., 2018; Vachoud et al., 2012).

As propriedades térmicas dos hidrogéis preparados foram investigadas
por analises de DSC e TG. Em especial, a técnica DSC é amplamente utilizada

para identificar transicdes de fase e conformagdo em uma amostra durante o
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aumento de temperatura (Grinberg et al., 2014). Dessa forma, a analise de DSC
pode fornecer algumas importantes informacdes sobre a organizacéo interna dos
hidrogéis PEC-vap e PEC-conv. Na Figura 48 sdo mostradas as curvas DSC da
QT e Pct (Figura 48a) e das amostras dos hidrogéis PEC-vap (Figura 48b) e
PEC-conv (Figura 48c). Na faixa de temperatura entre 30 e 130 °C, todas as
amostras exibiram um largo pico endotérmico atribuido a evaporacdo de
componentes volateis, principalmente, agua (Fajardo et al., 2010a). A curva de
DSC da QT apresentou um pico exotérmico largo em 265 °C, enquanto a curva
da Pct exibiu um pico exotérmico intenso em 245 °C. Estes dois picos, em ambas
as curvas DSC dos polissacarideos, sao relacionados a sua degradacéao térmica
(Fajardo et al., 2010a; Wu et al., 2019).

(a) (b)

219°
|
I

Fluxo de calor
Fluxo de calor

—— PEC-vap 1:1

—— PEC-vap 2:1

— PEC-vap 3:1

—— PEC-vap 1:2

Pct —— PEC-vap 1:3
—

T T T T T T T T T L R R R B R
140 160 180 200 220 240 260 280 140 160 180 200 220 240 260 280

ENDO
ENDO

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

(c)

7:534*

——PEC-conv 1:1
—— PEC-conv 2:1
—— PEC-conv 3:1
—— PEC-conv 1:2

PEC-conv 1:3
T T T T T T T T T T T T T T T
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ENDO

Temperatura (°C)

Figura 48. Curvas de DSC da QT e Pct (a) e dos hidrogéis PEC-vap (b) e PEC-conv (c).
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Comparando as curvas DSC da QT e Pct com a dos hidrogéis PEC-vap
(Figura 48b) e PEC-conv (Figura 48c), novos picos (endotérmicos e
exotérmicos) podem ser observados nas curvas DSC obtidas para esses
materiais. Todavia, todos 0s picos nas curvas dos hidrogéis sao observados em
temperaturas menores do que 0s picos atribuidos a degradacéo térmica da QT
e Pct. Durante o processo de complexacéao polieletrolitica, a formacao dos pares
idnicos (-COO~ e —NH3*) entre a QT e Pct promove a ruptura das ligagbes de
hidrogénio intra e inter-cadeias. Como consequéncia, as estruturas cristalinas
dos polissacarideos, formadas pelas cadeias poliméricas unidas por ligacoes de
hidrogénio, sdo enfraquecidas ou completamente destruidas (Fajardo et al.,
2010a). Portanto, a formacédo da rede polimérica formada pela complexacao
polieletrolitica entre QT e Pct deve apresentar uma estabilidade e perfil térmico
distinto dos polissacarideos puros. Nesse sentido, a estrutura dos hidrogéis
preparados pelo método de semidissolucdo/acidificacdo também ird apresentar
um perfil térmico diferente dos hidrogéis obtidos pelo método convencional e
essas particularidades podem ser inferidas a partir dos resultados da analise
DSC (Piai; Rubira; Muniz, 2009).

De fato, comparando as curvas DSC dos hidrogéis é possivel verificar
claras diferencas. A principal diferenca € a presenca de um pico endotérmico nas
curvas DSC dos hidrogéis PEC-vap entre 190 e 210 °C que ndo pode ser
observado nas curvas DSC dos hidrogéis PEC-conv. Curiosamente, alguns
trabalhos na literatura também relataram a presenca desse pico endotérmico nas
curvas DSC de diferentes tipos de PEC (FAJARDO et al., 2010a). De modo geral,
0 pico endotérmico presente nas curvas DSC dos hidrogéis PEC-vap esta
associado com regides altamente ordenadas na matriz desses materiais
(Fajardo et al., 2010b). Tais regides sdo formadas por cadeias de QT e Pct que
interagem fortemente através da atracdo eletrostatica entre 0s seus grupos
funcionais carregados e promovem a formacgéo de pares iGnicos estaveis, que
agem como ponto de unido entre as cadeias poliméricas (Fajardo et al., 2010b).
Essas regides atuam como ponto de reticulacdo adicional e contribuem para a
estabilizacdo da rede polimérica dos hidrogéis PEC-vap (Jamroz et al., 2021).
Além disso, a presenca desse pico esta diretamente relacionada a estabilidade

das interacOes eletrostaticas na rede polimérica dos hidrogéis (Fajardo et al.,
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2012b). Com o intuito de obter mais informacdes sobre o comportamento térmico
dos hidrogéis, as temperaturas dos picos (endotérmico e exotérmico)
observados nas curvas de DSC dos hidrogéis e seus respectivos valores de

entalpia foram sumarizados na Tabela 16.

Tabela 16. Temperatura e entalpia (AH) dos picos endotérmicos e exotérmicos observados nas

curvas de DSC dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv.

Razéo Pico endotérmico Pico exotérmico
Hidrogel QT:Pct
(m:m) T(°C) AH (J g?) T(°C) AH (JgY)
1:1 203 10,60 228 31,50
2:1 213 19,30 237 31,06
PEC-vap 31 219 25,00 249 33,01
1:2 210 17,00 236 27,51
1:3 207 14,32 233 26,00
11 - - 220 23,00
2:1 - - 235 31,00
PEC-conv 31 - - 237 32,00
1:2 - - 232 26,00
1:3 - - 229 24,61

De acordo com os dados expostos na Tabela 16, a temperatura e 0s
valores da entalpia do pico endotérmico, somente observado para os hidrogéis
PEC-vap, sdo maiores a medida que a quantidade de QT na composi¢ao dos
materiais aumenta, logo, indicando que uma maior quantidade de energia €
necessaria para promover o evento endotérmico nas amostras preparadas
nessas condi¢des. Por outro lado, o aumento na quantidade de Pct diminui a
temperatura onde o pico endotérmico € observado, como também, a sua
entalpia. Essa tendéncia esta associada com a interacdo eletrostatica entre os
grupos carregados da QT e Pct. Como mencionado anteriormente, nos hidrogéis
preparados com uma maior quantidade de QT, a razao entre 0s grupos amino e
carboxila € mais equivalente (Tabela 11). Consequentemente, nessas
condicdes, a complexacdo polieletrolitica entre os grupos carregados €

beneficiada e uma rede polimérica estavel é obtida, como indicado pelas analises
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de FTIR. A auséncia do pico endotérmico nos hidrogéis PEC-conv e os valores
de entalpia obtidos fortalecem a hipotese da formacéo de regides ordenadas na
matriz dos hidrogéis PEC-vap. Adicionalmente, os valores da entalpia do pico
endotérmico refletem a ordenacédo e estabilidade de tais regides, uma vez que
uma maior quantidade de energia € necessaria para promover um evento térmico
nos dominios ordenados de uma amostra durante a analise de DSC (Cardoso et
al.,, 2021). Os dados da Tabela 16 revelam que a temperatura do pico
endotérmico (e a respectiva entalpia) € maior nos hidrogéis PEC-vap preparados
com mais Pct do que nos hidrogéis preparados com a mesma quantidade de
polissacarideos. Novamente, esse comportamento é decorrente da quantidade
de ligacbes de hidrogénio entre os polissacarideos nesses materiais que
favorecem a formacdo dos pares ibnicos e a complexacao polieletrolitica em
comparacao com os hidrogéis constituidos com a mesma quantidade de QT e
Pct. O destaque desse comportamento € importante, pois, 0 aumento na
guantidade de Pct diminui a estabilidade térmica dos hidrogéis em comparacao

com 0s mesmos materiais preparados com excesso de QT.

Ainda considerando a comparacédo das curvas DSC dos hidrogéis PEC-
vap com a dos PEC-conv, outra diferenca entre esses materiais € a temperatura
do pico exotérmico atribuido a decomposicédo térmica da rede polimérica dos
hidrogéis (218-260 °C). Como € possivel verificar na Figuras 48b e 48c e na
Tabela 16, esse pico é observado em temperaturas maiores nas curvas DSC
dos hidrogéis PEC-vap. Tendo em vista esses resultados, € possivel inferir que
os hidrogéis PEC-vap possuem uma maior estabilidade térmica quando
comparados com os hidrogéis PEC-conv. Curiosamente, o pico exotérmico
observado na curva DSC do hidrogel PEC-conv 1:1 possui um pequeno ombro
em torno de 232 °C que pode indicar que os polissacarideos (QT e Pct) ndo
degradam em uma Unica etapa, como ocorre com as outros materiais. Esse
comportamento € comumente observado quando o processo de complexacéo
polieletrolitica ndo € eficiente e os polissacarideos ndo formam uma estrutura
coesa (Fathi et al., 2011). Todos os resultados das curvas DSC dos hidrogéis
preparados reforcam a hipétese de que o método de semidissolucao/acidificacao
resulta em materiais com uma estrutura interna organizada, estavel e

homogénea. Essas conclusdes séo fortalecidas pelos resultados das analises de
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TG dos hidrogéis preparados. As curvas TG dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv

sao apresentadas na Figura 49.
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Figura 49. Curvas de TG e DTG da QT e Pct (a,b) e dos hidrogéis PEC-Vap (c,d) e PEC-conv

(e.f).

Todas as amostras (incluindo QT e Pct) apresentaram uma perda inicial

de massa entre 30 °C e 160 °C por conta da volatiliza¢cdo da agua absorvida nas
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amostras (Fajardo et al., 2012b). Todas as curvas TG dos hidrogéis preparados
possuem uma Uunica etapa larga de degradacdo, porém, em diferentes
temperaturas. Essas discrepancias sao evidenciadas nas curvas DTG obtidas
das curvas TG de cada amostra (Figuras 49b, 49d, e 49f). Para os hidrogéis
PEC-vap, os maximos de perda de massa ocorrem em maiores temperaturas do
que para os hidrogéis PEC-conv. Essas observacgfes reforcam as conclusdes
obtidas nas analises de DSC. Em geral, a maior estabilidade dos hidrogéis PEC-
vap esta relacionada ao processo de preparo desses materiais que permite uma
interacdo mais eficiente entre os grupos funcionais carregados da QT e Pct.
Portanto, esse material apresenta uma grande estabilidade térmica. Ainda, como
nas analises de DSC, o comportamento térmico das amostras também varia de
acordo com a sua composicao, especificamente, com a razdo massica entre QT
e Pct. Em sintese, quanto maior a quantidade de QT, maior a estabilidade
térmica do hidrogéis por causa do balanco entre os grupos carregados e uma
melhor complexacdo. Mais uma vez como observado nas anélises de DSC, os
hidrogéis formulados com um excesso de Pct sdo mais estaveis termicamente
que os hidrogéis preparados com a mesma razdo0 massica entre 0S
polissacarideos (razdo QT:Pct igual a 1:1). Entretanto, considerando todas as
composicdes investigadas, o aumento da quantidade de Pct prejudica a

estabilidade térmica dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv.

Portanto, os resultados das andlises térmicas (DSC e TG) estdo bem
correlacionados com as conclusées inferidas pela andlise dos espectros de FTIR
dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv. Ainda, considerando a composi¢cdo dos
hidrogéis, a complexacgédo polieletrolitica é mais eficiente na seguinte ordem de
composicdo massica entre QT e Pct: 3:1 > 2:1 > 1:2 > 1:3 > 1:1. Dessa forma,
todos o0os resultados obtidos indicam que o método de
semidissolugao/acidificagdo resulta em um hidrogel formado por uma rede
polimérica eficientemente reticulada. Tal caracteristica promove uma grande
estabilidade para esse material. Essencialmente, a constituicdo de redes
poliméricas baseadas na complexacgdo polieletrolitica entre polieletrélitos (QT e
Pct) depende da atracdo eletrostatica entre 0s respectivos grupos carregados e
da formacdo de pares ibnicos intrinsecos (originados da interacdo entre as

cargas dos polieletrolitos) (Manoj Lalwani; Eneh; Lutkenhaus, 2020). A formacéo
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desses pares domina o processo de complexacao entre os polieletrdlitos e define
a estrutura e organizacao da rede polimérica (Manoj Lalwani; Eneh; Lutkenhaus,
2020). Essa caracteristica € responsavel pelas distintas estruturas verificadas

nos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv, como ilustrado na Figura 50.

OH \ COOH
o o, . N o
g HO
HO OH
NH5 O-..
®-=ar © = Pct
Método convencional Semidissolugdo/acidificacdo

Rede polimérica desorganizada Rede polimérica organizada e estdavel

Figura 50. Estruturas dos hidrogéis obtidos pelo método convencional e pelo método de

semidissolu¢éo/acidificacao.

No método convencional, a interacdo eletrostatica entre o0s
polissacarideos carregados € ineficiente por conta da formacgéo de coacervados
e de agregados heterogéneos na interface da mistura das solugbes. Essas
estruturas restringem a mobilidade das cadeias e impedem a sua reorganizagéo
para conformacgdes mais estaveis, onde a interacao eletrostatica entre os grupos
carregados e a estabilidade da rede polimérica formada sdo maximas (Kaushik
et al.,, 2018). Como discutido anteriormente, a rede polimérica formada pela
complexacdo polieletrolitica utilizando o método convencional € um produto
cinético com uma estrutura desorganizada (Figura 50). Em contraste, a
complexacao polieletrolitica no método de semidissolucdo/acidificacao € lento e
as cadeias poliméricas possuem maior liberdade de movimento no inicio da
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complexacdo (Manoj Lalwani; Eneh; Lutkenhaus, 2020). Assim, as cadeias s&o
capazes de atingir o estado de maior estabilidade termodinamica e organizacao
possivel. Esse é um ponto importante da dinamica da complexacao
polieletrolitica observada no método de semidissolucao/acidificacdo por conta
das forcas entropicas e entélpicas responsaveis por esse processo (Otoni et al.,
2020). Na formacéo de PECs de polieletrdlitos fracos, como polissacarideos, a
complexacdo ndo é exclusivamente proporcionada pelo ganho entrépico da
liberacdo dos contra-ions dos polimeros (Rathee et al., 2018). Nesse caso, as
contribuicbes entalpicas sdo relevantes para induzir a complexacdo
polieletrolitica e a energia livre do PEC formado é€ significativamente reduzida na
presenca de um ambiente com uma alta densidade de carga localizada (pares
ibnicos) (Rathee et al., 2018). Nesse cenario, a complexacéo polieletrolitica mais
eficiente observada no método de semidissolucéo/acidificacédo resulta em uma
rede polimérica formada por QT e Pct termodinamicamente estavel (Otoni et al.,
2020). Portanto, a rede formada é caracterizada pela presenca de um elevado
grau de ordenacgdo. De maneira geral, as analises térmicas sugerem a presenca
de regides altamente ordenadas na rede polimérica dos hidrogéis preparados
através do método de semidissolucdo/acidificacdo. Para confirmar essa
hipétese, a estrutura interna dos hidrogéis PEC-conv e PEC-vap foi investigada
por meio da técnica de difracdo de raio-X (DRX), cujo resultados sdo mostrados
na Figura 51.
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Figura 51. Padrdes de DRX da QT, Pct e dos hidrogéis PEC-conv e PEC-vap preparados com

diferentes razdes de massa entre QT e Pct.

A Figura 51 mostra os padrfes de raio-X dos polissacarideos puros (QT
e Pct) e dos hidrogéis preparados. Com excecédo dos hidrogéis preparados com
a razdo de massa QT:Pct de 1:1, todos os outros materiais apresentaram um
perfil difratométrico semelhante. Dessa forma, somente os padrdes de DRX dos
hidrogéis preparados com a razdo massica QT:Pct de 1:1, 3:1 e 1:3 foram
apresentados para comparacéo. A Pct possui diversos picos de difracdo em 20
~10°, 13°, 20°, 22°, 25° e 26°. A presenca desses picos indica que a Pct utilizada
no preparo dos hidrogéis possui uma natureza semicristalina, provavelmente,
por conta de liga¢cBes de hidrogénio intra e inter-cadeias (Lessa; Nunes; Fajardo,
2018). Para QT, apenas um pico difratométrico largo em 26 ~ 20° foi observado,
sendo condizente com os resultados obtidos por alguns trabalhos anteriores
(Hamdaoui et al., 2021; Lemos; de Souza; Fajardo, 2021). Independentemente
da composicdo dos hidrogéis, os respectivos padrées de DRX apresentaram
picos de difracdo provenientes dos polissacarideos, especialmente da Pct, ja que
esse polissacarideo possui uma maior cristalinidade do que a QT (Hastuti et al.,
2018). Todavia, como mencionado acima, os hidrogéis preparados com uma
razao massica QT:Pct de 1:1 apresentaram padrdes de DRX distintos dos outros

materiais. Como observado na Figura 52, poucos picos de difracdo associados
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a Pct sdo observados nesses hidrogéis. Tipicamente, o padrdo de DRX de um
PEC depende da proporcdo massica entre os polissacarideos utilizados em seu
preparo (Lessa; Nunes; Fajardo, 2018; Minkal; Ahuja; Bhatt, 2018). No entanto,
durante o processo de complexacao polieletrolitica, a interacdo eletrostatica
gradual entre QT e Pct resulta na quebra das ligacfes de hidrogénio intra e inter-
cadeias e, como consequéncia, a estrutura cristalina dos polissacarideos puros
é perdida (Minkal2018). Por outro lado, quando diferentes propor¢cdes entre os
polissacarideos sdo utilizadas no preparo do PEC, algumas das cadeias
poliméricas ndo interagem completamente e as ligacbes de hidrogénio
mencionadas podem permanecer durante e apds a complexacéao (Fajardo et al.,
2010b; Schnell et al., 2017). Tendo em vista que a Pct é o polissacarideo mais
cristalino na composicdo dos hidrogéis, a presenca de alguns picos
difratométricos desse polissacarideo nos padroes de DRX dos hidrogéis é
esperada (Achari et al., 2019; Fajardo et al., 2010b; Schnell et al., 2017). As
ligacbes de hidrogénio entre os polissacarideos podem, ainda, ser
restabelecidas a medida que as cadeias sdo aproximadas por conta da
reticulacdo fisica e a formacdo dos pares ibnicos durante a complexacdo

polieletrolitica (Achari et al., 2019).

Todos os aspectos citados podem explicar os picos difratométricos da QT
e Pct nos difratogramas dos hidrogéis preparados. De fato, tais picos séo
observados nos hidrogéis contendo uma razdo massica QT:Pct de 2:1, 3:1, 1:2
e 1:3, onde a complexacdao polieletrolitica é mais eficiente e, portanto, as cadeias
poliméricas mais préximas, independentemente do método de preparo
(convencional ou semidissolucdo/acidificacdo). Nesse cenéario, na rede
polimérica dos hidrogéis preparados com a razdo QT:Pct de 1:1, as cadeias
estdo pouco empacotadas e muito distantes para interagir por ligacdes de
hidrogénio devido a baixa eficiéncia do processo de complexacéao polieletrolitica
nessa condi¢cdo. Logo, nesses hidrogéis, a organizacdo da rede polimérica &
menor. Como resultado, poucos picos difratométricos (incluindo dos
polissacarideos puros) podem ser observados nos seus difratogramas (Figura
51). Em tais hidrogéis, o novo pico em 20 proximo a 23° €, provavelmente, devido

a zonas mais ordenadas formadas pela complexacao polieletrolitica entre QT e
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Pct. Claramente, a composicdo dos hidrogéis influencia a estrutura cristalina e

os padrbes de DRX desses materiais.

Apesar de todas as similaridades entre os difratogramas dos hidrogéis
preparados, o perfil difratométrico desses materiais também apresenta
importantes diferencas. De acordo com a Figura 51, os difratogramas dos
hidrogéis PEC-vap possuem picos de difragdo em 20 préximos a 12°, 19°, 30° e
35° que nao estdo presentes nos difratogramas dos hidrogéis PEC-conv. Esses
picos estdo associados com a presenca de regides altamente ordenadas na
matriz dos  hidrogéis PEC-vap preparados pelo método de
semidissolucao/acidificacéo proposto neste estudo, como previamente inferido a
partir das analises de térmicas e de FTIR. Tais regides surgem da eficiente
complexacgédo polieletrolitica entre QT e Pct associada a atrac@o eletrostéatica
entre 0s grupos carregados dos polissacarideos e a formacéo dos pares i6nicos,
como previamente especulado. Adicionalmente, a presenca de varios picos
difracdo indica que as zonas ordenadas na matriz dos hidrogéis PEC-vap
possuem diferentes tamanhos. Essas diferencas na estrutura interna dos
hidrogéis PEC-vap e PEC-conv, provavelmente, afetam a densidade de
reticulacdo desses materiais. Para investigar essa hipétese, a densidade de
reticulacéo dos hidrogéis foi mensurada utilizando o método descrito no Capitulo
3 desta Tese. Os resultados obtidos para todos hidrogéis preparados com
diferentes razdes massicas entre QT e Pct estdo sumarizados na Tabela 17. De
acordo com os resultados, os hidrogéis PEC-vap possuem uma maior densidade

de reticulacdo do que os hidrogéis PEC-conv.

Tabela 17. Densidade de reticulacdo dos hidrogéis PEC-conv e PEC-vap.

Raz&o QT:Pct Hidrogel
(m:m) PEC-conv PEC-vap
11 90,00 £ 1,20 mol m-3 107,00 + 1,00 mol m3
2:1 116,30 + 6,00 mol m3 159,32 +£ 0,22 mol m3
31 120,00 + 1,20 mol m-3 181,00 + 19,00 mol m-®
1:2 113,00 + 1,00 mol m3 136,00 + 7,00 mol m3
1:3 115,00 £ 1,02 mol m-3 142,00 + 3,00 mol m3
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Obviamente, a composicdo dos hidrogéis influencia a densidade de
reticulacdo dos mesmos. Sucintamente, uma maior densidade de reticulacéo foi
observada para os hidrogéis preparados com uma maior quantidade de QT em
sua composicdo. Essa tendéncia estd relacionada a equivaléncia entre os
grupos amina e carboxila ionizados, onde o aumento na quantidade de QT a
favorece (Tabela 13) e resulta em uma complexacdo polieletrolitica mais
eficiente. Apesar disso, os hidrogéis com mais Pct ha composicao (hidrogéis com
uma razao QT/Pct de 1:2 e 1:3) apresentaram uma densidade de reticulacao
maior que os hidrogéis preparados com a mesma quantidade de QT e Pct (razédo
QT/Pct igual a 1:1), onde a equivaléncia entre os grupos carregados é maior.
Essa constatacéo fortalece a hipétese de que o aumento de Pct na composicao
dos hidrogéis favorece o estabelecimento de ligacbes de hidrogénio entre as
cadeias dos polissacarideos, beneficiando o processo de complexacao
polieletrolitica. Consequentemente, esses hidrogéis possuem uma maior
densidade de reticulacdo. Apesar disso, 0 aumento da quantidade de QT na
composicdo dos hidrogéis favorece a complexacao polieletrolitica e o0 aumento
na densidade de reticulacdo dos hidrogéis, provavelmente, porque a
equivaléncia entre os grupos carregados possui um efeito benéfico a
complexacao polieletrolitica ente QT e Pct maior do que a presenca de ligacdes
de hidrogénio entre as cadeias. De maneira geral, todas essas conclusdes séo
fortalecidas pelos resultados das analises de FTIR, DSC, TG e DRX.

Portanto, todas as analises de caracterizacao efetuadas revelaram que os
hidrogéis PEC-vap possuem maior estabilidade térmica e cristalinidade (ou seja,
ordenamento) do que os hidrogéis PEC-conv. Essas caracteristicas afetam
outras propriedades desses materiais, como, por exemplo, propriedades
mecanicas, absorcdo de liquido (intumescimento) e estabilidade. Essas

propriedades seréao avaliadas nas proximas sec¢des deste Capitulo.

6.3.2.1. Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos hidrogéis PEC-vap foi investigada por
meio de analises de extensdo. Infelizmente, os hidrogéis PEC-conv preparados

pelo método convencional foram recuperados como agregados heterogéneos
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muito frageis e facilmente quebrados durante sua manipulagédo. Como resultado,
a andlise de extensao dos hidrogéis PEC-conv nao foi realizada. Dentre as varias
propriedades mecanicas passiveis de analise, somente o modulo de Young, a
tensdo de ruptura (Ty) e o percentual de elongacdo méxima no momento da
ruptura (EL) foram determinados. Os valores dessas propriedades estimadas
para os hidrogéis PEC-vap estdo sumarizados na Tabela 18. Como é possivel
constatar a partir da analise dos resultados obtidos, os valores de todas as
propriedades mecanicas determinadas dependem da composicdo e densidade
de reticulacao dos hidrogéis. Por exemplo, hidrogéis constituidos com uma maior
quantidade de QT possuem os maiores valores do modulo de Young e T;, ao
mesmo tempo em que apresentam os menores E.. Em oposi¢do, 0 aumento na
quantidade de Pct na composi¢éo dos hidrogéis diminui os valores do médulo de
Young e Ty, ou seja, a matriz desses materiais se torna mais fragil. Todos esses
resultados séo facilmente racionalizados considerando a densidade de
reticulacdo dos materiais preparados (Tabela 17). De maneira geral, a matriz
dos hidrogéis com maior densidade de reticulagdo suporta uma grande
guantidade de estresse por conta dos diversos pontos de reticulagdo que unem
firmemente as cadeias poliméricas (Jamrdz et al., 2021). Logo, esses hidrogéis
possuem 0s maiores valores do modulo de Young e T, Porém, a matriz
polimérica mais reticulada € menos flexivel, ja que a movimentacéo das cadeias
poliméricas é restrita pelos pontos de reticulacdo. Consequentemente, esses
hidrogéis possuem baixos valores para E.. Portanto, a matriz dos hidrogéis com
uma menor densidade de reticulacdo apresenta uma maior flexibilidade e

maiores valores para E (Jamréz et al., 2021).

Tabela 18. Propriedades mecéanicas dos hidrogéis PEC-vap preparados.

B Propriedades mecéanicas
Razéo QT:Pct

Modulo de Young

(m:m) (kPa) Tr (kPa) EL (%)
11 100,00 + 2,00 1,72+0,51 1,90+ 0,61
2:1 588,00 + 8,00 6,00 £+ 1,23 1,02 + 0,10
31 980,00 + 11,00 9,89 +2,41 0,98 £ 0,12
1:2 400,01 + 23,00 4,40 + 1,01 1,10+ 0,10
1:3 335,84 + 40.21 4,03 £ 2,00 1,20+ 0,15
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6.3.2.2. Intumescimento

Como demonstrado nesse Capitulo, os hidrogéis PEC-vap e PEC-conv
possuem distintas matrizes poliméricas com estruturas internas especificas a
cada material devido ao respectivo método de preparo. Um simples método para
ressaltar e investigar essas diferencas € através da analise da capacidade de
absorcao de liquido e intumescimento desses materiais em diferentes condicdes
de pH e for¢a ibnica. Portanto, o grau de intumescimento maximo dos hidrogéis
PEC-vap e PEC-conv foi primeiramente investigado em agua e os resultados

dessas analises sdo mostrados na Figura 52.

PEC-conv - PEC-va
5000 - P

4000 -

3000 -

2000

1000

Intumescimento maximo (%)

1:1 2:1 3:1 1:2 1:3
Razao QT:Pct (m/m)

Figura 52. Grau de intumescimento maximo dos hidrogéis PEC-conv e PEC-vap preparados
com diferentes raz8es massicas QT:Pct em 4gua destilada.

De acordo com os dados apresentados na Figura 52, todos os hidrogéis
PEC-conv e PEC-vap preparados sao superabsorventes, como indicado pelo
elevado grau de intumescimento (> 1000%) desses materiais, sendo esse um
comportamento tipico de hidrogéis baseados em PEC (Guilherme et al., 2015).
De forma genérica, o0 intumescimento de hidrogéis constituidos por
polissacarideos depende da hidrofilicidade da matriz polimérica e de sua

densidade de reticulagdo (Caldas et al., 2021). Esses dois fatores sé&o
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responsaveis pela absor¢cdo de liquido de matrizes poliméricas explicam os
diferentes graus de intumescimento observados para os hidrogéis PEC-vap e
PEC-conv. Como verificado, os hidrogéis PEC-conv apresentaram maior
intumescimento do que os hidrogéis PEC-vap, independentemente de sua
composicdo. Esse resultado € uma consequéncia direta dos diferentes métodos
de preparo desses materiais. No método de semidissolucao/acidificacdo, a
complexacdo polieletrolitica entre os grupos carregados € mais eficiente e
menos grupos funcionais estao disponiveis para interagir com as moléculas de
agua. Ainda, por conta da eficiente complexacao polieletrolitica, os hidrogéis
preparados por esse método possuem uma maior densidade de reticulacdo do
gue os materiais preparados pelo método convencional. Logo, os hidrogéis PEC-
vap intumescem em uma menor escala do que os hidrogéis PEC-conv. Os
resultados das analises de intumescimento indicam claramente as diferencas
entre 0s processos de complexacdo polieletroliica no método de

semidissolucao/acidificacdo e no método convencional.

Como observado na Figura 52, o intumescimento maximo dos hidrogéis
também depende da sua composicdo. Em geral, a maior quantidade de QT nos
hidrogéis PEC-vap e PEC-conv diminui o intumescimento maximo observado
para esses materiais. Nessas condi¢cdes, a quantidade de grupos amina e
carboxila ionizados € mais equivalente (Tabela 13), um comportamento que
beneficia a complexacao polieletrolitica entre QT e Pct e resulta em hidrogéis
com maior densidade de reticulacdo (Tabela 17). Portanto, esses hidrogéis
apresentam uma limitada expansao da matriz polimérica e baixa capacidade de
absorcao de liquido (Ganguly et al., 2018). Por sua vez, os hidrogéis preparados
com uma maior quantidade de Pct apresentaram um intumescimento maximo
menor do que os hidrogéis constituidos com a mesma quantidade de QT e Pct
(razdo massica QT:Pctigual a 1:1), uma vez que esses hidrogéis possuem uma

maior densidade de reticulacdo (Tabela 17).

Outro fator que influencia o intumescimento maximo de hidrogéis
formados por complexacdo polieletrolitica entre polissacarideos com cargas
opostas é o pH do meio, visto que esse fator afeta a estabilidade dos pares
ibnicos formados entre os grupos carregados (Gierszewska; Ostrowska-

Czubenko; Chrzanowska, 2018b). Dessa forma, o intumescimento maximo dos
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hidrogéis PEC-vap e PEC-conv em diferentes condi¢cdes de pH (pH 2-12) foi
investigado. Os resultados desses experimentos estdo descritos na Figura 53.
De acordo com os dados experimentais, os hidrogéis PEC-vap possuem um
menor intumescimento maximo do que os hidrogéis PEC-conv em todas as
condi¢cBes de pH testadas. Novamente, esse comportamento esta relacionado
com a maior densidade de reticulacdo dos hidrogéis PEC-vap que restringe a
expansao da matriz polimérica e reduz a sua capacidade de absorcéo de liquido.
Ademais, os resultados obtidos indicam que os pares i0nicos, que atuam como
pontos de reticulacdo da rede polimérica, presentes na estrutura dos hidrogéis
PEC-vap exibem uma maior estabilidade a variacdo de pH. Isso ocorre por causa
da eficiente complexacao polieletrolitica entre os grupos carregados da QT e Pct
no método de semidissolucao/acidificacao, onde as intera¢cdes eletrostaticas sdo
maximas e as cadeias poliméricas podem atingir a conformacdo e
empacotamento mais estavel do ponto de vista termodinamico. E claro que a
maior densidade de reticulacdo dos hidrogéis PEC-vap restringe o influxo de
liguido e dos ions presentes no meio de intumescimento (H* ou OH") em direcéo
a matriz polimérica. Por conseguinte, 0os pares idnicos no interior dos hidrogéis
PEC-vap (ou seja, no bulk dos materiais) ndo sao facilmente desestabilizados,
como ocorre nos hidrogéis PEC-conv. Esse € outro fator contribuinte para o baixo

intumescimento maximo observado para os hidrogéis PEC-vap nos pHs

testados.
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Figura 53. Intumescimento maximo dos hidrogéis PEC-conv (a) e PEC-vap (b) em 4gua destilada

com diferentes condi¢fes de pH.
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Além das particularidades estruturais dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv,
0 intumescimento maximo desses materiais em diferentes pHs também é
influenciado pela sua composicdo. Como observado na Figura 53, a razéo
massica entre QT e Pct possui 0 mesmo efeito no intumescimento de ambos
hidrogéis preparados quando o pH do meio de intumescimento varia. Nos
hidrogéis preparados com uma maior quantidade de QT, o intumescimento
maximo diminuiu a medida que o pH do meio aumentou de pH 2 até pH 12. Ao
contrario, essa mesma variagdo de pH resultou em um aumento no
intumescimento maximo alcancado pelos hidrogéis preparados com mais Pct.
Esse comportamento contrastante ocorre por conta da propor¢do entre 0s
grupos amina e carboxila na composicao dos hidrogéis, que varia de acordo com
a razdo massica entre QT e Pct (Tabela 13). Nos hidrogéis preparados com
excesso de QT, existe uma maior equivaléncia entre 0s grupos carregados.
Porém, em uma condicdo de pH acida (pH < 4,0), os grupos carboxilicos
ionizados da Pct séo protonados (pKa ~ 3,5) (Opanasopit et al., 2008). Nesse
cenario, 0s grupos amina carregados positivamente livres na matriz polimérica
geram uma forca de repulsé@o cation-cétion que promove a expansdo da matriz
polimérica (Gierszewska; Ostrowska-Czubenko; Chrzanowska, 2018b).
Consequentemente, a absorcdo de liquido e intumescimento dos hidrogéis
preparados com excesso de QT € maior em condi¢cfes acidas (He, Meng et al.,
2020). Quando o pH do meio de intumescimento aumenta (pH = 4,0), uma
grande fracdo dos grupos amina da QT estd em sua forma protonada (pKa ~ 6,2)
(Fajardo et al., 2010b). Porém, nessa condicdo, os grupos carboxila da Pct
também apresentam carga. Isto permite uma maior interacéo eletrostatica entre
esses grupos funcionais e culmina em um menor intumescimento.
Comparativamente, nos hidrogéis preparados com excesso de Pct existe uma
grande quantidade de grupos carboxila livres na matriz polimérica em
comparagcdo com 0sS grupos amina. Assim, o aumento do pH do meio de
intumescimento (pH = 4,0) induz a completa ionizagdo dos grupos carboxila e a
repulséo anion-anion resultante promove a expansao da matriz polimérica. Esse
comportamento explica 0 maior intumescimento observado para os hidrogéis
preparados com mais Pct nessas condicoes de pH (He, Meng et al., 2020).
Curiosamente, os hidrogéis preparados com a mesma quantidade de QT e Pct

(raz&o massica igual a 1:1) também apresentaram um intumescimento maior em
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pHs &cidos, provavelmente, por conta da maior quantidade de grupos amina

nessa formulagcdo em comparacao com os hidrogéis contendo mais Pct.

O intumescimento dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv também foi
investigado em solucdes de cloreto de sédio (NaCl), onde a concentracdo desse
sal foi variada. Normalmente, matrizes poliméricas formadas por complexacéo
polieletrolitica séo sensitivas a concentragédo de sais inorganicos em virtude da
desestabilizacdo dos pares ibnicos na presenca dessas espécies (Fares et al.,
2019). Desse modo, esses experimentos proveem importantes informagdes
sobre a estabilidade da matriz polimérica dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv.
Os valores do intumescimento maximo dos hidrogéis em solucbes com
diferentes concentragdes de NaCl (10-200 mmol L?) sdo apresentados na
Figura 54. Em relagdo aos hidrogéis PEC-conv, o intumescimento maximo
desses materiais aumentou até a concentracdo de NaCl de 50 mmol L; apés
essa concentracao, o intumescimento maximo observado diminuiu (Figura 54a).
Para os hidrogéis PEC-vap, o intumescimento maximo diminuiu ao passo que a
concentracdo de NaCl no meio aumentou até a concentragdo de 150 mmol L
(Figura 54b). A partir dessa concentragéo, o intumescimento dos hidrogéis PEC-

vap nao foi alterado significativamente.
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Figura 54. Intumescimento maximo dos hidrogéis PEC-conv (a) e PEC-vap (b) em diferentes

concentracdes de NaCl.
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Como é possivel verificar na Figura 54, cada tipo de hidrogel apresentou
um comportamento distinto conforme a concentracdo de NaCl no meio. Esse
comportamento esta intimamente relacionado a estabilidade dos pares i6nicos
na matriz dos hidrogéis. Em um regime de baixa concentracdo salina, o sal
presente na solucdo € dissociado em pequenos contra-ions, que sao absorvidos
pelo hidrogel. Essas espécies quimicas sdo capazes de dopar 0S grupos
carregados e promover a desestabilizacdo dos pares idnicos da matriz
polimérica (Liu; Parsons; Craig, 2020). Tipicamente, esse efeito € denominado
de salting-in (Fares et al., 2019). Como consequéncia direta da desestabilizacdo dos
pares idnicos, 0s pontos de reticulacao fisica da matriz polimérica séo reduzidos
e uma maior quantidade de liquido é absorvido pelo hidrogel (Fares et al., 2019).
Contudo, a partir do aumento da concentracdo do sal no meio até um valor
critico, o intumescimento dos hidrogéis é influenciado pelo efeito salting-out.
Nesse estagio, a solvatacdo dos ions salinos pelas moléculas de agua é
favorecida e as interacdes entre as cadeias poliméricas sdo dominantes na
matriz dos hidrogéis (Fares et al., 2019). Dessa maneira, a absorcdo de liquido e
intumescimento dos hidrogéis sdo reduzidos significativamente no meio com
uma grande concentracdo de NaCl. Levando em consideracdo esses aspectos,
destaca-se a auséncia de um maior intumescimento maximo dos hidrogéis PEC-
vap nas solugdes com baixa concentragcdo de NaCl (Figura 54b). Como
comentado anteriormente, esses hidrogéis apresentaram uma diminuicdo do
intumescimento maximo ao passo que a concentracdo de NaCl no meio
aumentou. Essa diminuicdo foi ainda verificada em comparagcdo com o
intumescimento maximo observado no meio sem adicdo de NaCl.
Provavelmente, esse comportamento dos hidrogéis PEC-vap ocorre por causa
da elevada densidade de reticulacdo desses materiais. Haja visto que a absorcao
de liquido nesses hidrogéis é menor, por conta da densidade de reticulacdo, os
contra-ions no meio ndo sdo capazes de desestabilizar os pares ibnicos na
matriz dos hidrogéis PEC-vap e o efeito salting-in ndo é efetivo como nos

hidrogéis PEC-conv (Liu; Parsons; Craig, 2020).

Finalmente, o efeito do tipo de sal no intumescimento maximo dos
hidrogéis PEC-vap e PEC-conv também foi avaliado em solugdes com diferentes

concentracbes de cloreto de célcio (CaClz) e cloreto de aluminio (AICI3). Os
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valores do intumescimento maximo dos hidrogéis nessas solucdes foram
comparados com os valores obtidos nas solu¢cbes de NaCl. E importante
mencionar que as mesmas concentragées dos sais foram utilizadas (10-200
mmol L1). Resumidamente, o intumescimento méaximo dos hidrogéis preparados
apresentou 0 mesmo comportamento observado nas solugbes de NacCl:
hidrogéis PEC-conv intumescem consideravelmente até uma concentracao
critica, onde o intumescimento decresce vertiginosamente, a0 mesmo tempo que
0 aumento da concentracdo dos sais promove a diminuicdo do intumescimento
dos hidrogéis PEC-vap. Novamente, esse comportamento decorre da densidade
de reticulacédo dos hidrogéis e seu efeito nos processos de salting-in e salting-
out. Com o intuito de aprofundar a comparacao entre os resultados obtidos e
adquirir mais informacdes sobre a sensibilidade dos hidrogéis ao tipo de sal e
sua concentracdo, um fator de sensibilidade salina f foi utilizado. Em geral,
valores de f maiores indicam uma maior capacidade de intumescimento e
absorcéo de liquido no respectivo meio de intumescimento (Spagnol et al., 2012).
Os valores de f calculados estdo sumarizados na Tabela D.1 no Apéndice D. A
partir da andlise desses resultados, € possivel constatar que os hidrogéis PEC-
vap e PEC-conv possuem um maior intumescimento nas solucdes contendo
AICls, seguido pelos meios contendo CaClz e, por fim, NaCl. Evidentemente,
esse comportamento esta relacionado com a carga e o tamanho dos ions desses
sais. Em solucdo, os ions AI** e Ca?* possuem um menor tamanho (ou seja,
menor raio idnico) e uma maior carga que os ions Na*. Assim, esses cations
trivalentes e divalentes sdo capazes de penetrar a matriz polimérica dos
hidrogéis facilmente e promover a desestabilizacdo dos pares idnicos (Spagnol
et al, 2012). Como resultado, o0s hidrogéis apresentam um maior
intumescimento nas solucées contendo AICIs e CaClz do que NaCl. E importante
mencionar que os ions Al** podem formar interagir com os grupos hidroxila e
diminuir o intumescimento dos materiais, porém, isso néo foi observado nesses
experimentos. Apesar desse comportamento, os hidrogéis PEC-vap

apresentaram uma menor sensibilidade aos sais do que os hidrogéis PEC-conv.

Em conjunto, todos esses resultados evidenciam as particularidades entre
0 processo de complexacdo polieletrolitica caracteristica dos meétodos de

semidissolugéo/acidificacdo e método convencional. Essencialmente, 0 método
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de semidissolucao/acidificacdo resulta em hidrogéis com uma estrutura
ordenada e com maior densidade de reticulacdo. Tal caracteristica € decorrente
do processo de complexacdo lento entre os polissacarideos carregados que

permite 0 empacotamento ordenado das cadeias poliméricas.

6.3.2.3. Estabilidade

A estabilidade dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv foi investigada por
ensaios de perda de massa em PBS (pH 7,4). Os resultados estao descritos na
Figura 55. Como esperado, os hidrogéis PEC-vap e PEC-conv exibiram
diferentes comportamentos em relacdo a sua perda de massa. Por exemplo, 0s
hidrogéis PEC-conv perderam mais da metade da sua massa inicial (> 50%)
apos 21 dias de incubacédo (Figura 55a). Nesse mesmo intervalo de tempo, 0s
hidrogéis PEC-vap perderam uma pequena fracdo de sua massa inicial (< 25%)
depois da sua incubacédo em PBS (Figura 55b). Em geral, os hidrogéis PEC-vap
apresentaram uma menor perda de massa e, portanto, maior estabilidade, do
que os hidrogéis PEC-conv. Esses resultados sédo facilmente racionalizados
levando em consideracéo a densidade de reticulacéo dos hidrogéis. Os hidrogéis
PEC-vap séo constituidos por uma matriz mais reticulada do que os hidrogéis
PEC-conv, logo, esses materiais exibem uma maior estabilidade contra a
degradacdo promovida por hidrolise ou lixiviacdo das cadeias poliméricas
(Nezhad-Mokhtari; Akrami-Hasan-Kohal; Ghorbani, 2020). Por sua vez, a perda
de massa é menor e mais lenta nos hidrogéis constituidos com uma maior
quantidade de QT. Em paralelo, os hidrogéis com excesso de Pct tém uma perda
de massa mais acentuada. Mais uma vez, esses resultados sao explicados pela
densidade de reticulagdo dos materiais. Uma maior quantidade de QT na
composicdo dos hidrogéis resulta em um aumento da densidade de reticulacdo
dos materiais, ao passo que o0 excesso de Pct promove o efeito oposto (isto €,
densidade de reticulacdo diminui, como observado na Tabela 17). Em sintese,
os resultados desses experimentos indicam que os hidrogéis preparados, em
especial, os hidrogéis PEC-vap, possuem um perfil de perda de massa
prolongado. Essa caracteristica é benéfica em diversas aplicagdes biomédicas,
0 que inclui o uso de tais materiais como sistemas de liberagéo controlada de
farmacos (He, Meng et al., 2020).
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Figura 55. Curvas da perda de massa dos hidrogéis PEC-conv (a) e PEC-vap (b) em PBS (pH
7.4).

6.3.2.4. Encapsulacéao e liberacao controlada de curcumina

Hidrogéis formados pela complexacao polieletrolitica de polissacarideos
carregados com cargas opostas sdo materiais amplamente explorados como
sistemas de liberacdo controlada de farmacos (Cardoso et al., 2021). Nesse tipo
de aplicacédo, a estrutura interna dos hidrogéis possui uma grande influéncia na
cinética e no mecanismo de liberacdo do composto encapsulado, haja visto que
as interacfes entre 0 composto e o0 meio sdo moduladas pela matriz polimérica
do hidrogel (Cardoso et al., 2021). Logo, as diferentes estruturas internas e os
distintos graus de reticulacdo dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv acarretardo
perfis de liberacdo Unicos. Para verificar essa hipotese e investigar a potencial
aplicacdo dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv como sistemas de liberacéo
controlada, CUR foi encapsulada nesses materiais e sua liberacéo foi analisada.
Para a encapsulacdo da CUR, amostras dos hidrogéis foram imersas em uma
solucdo de CUR durante um intervalo de tempo (24 h) e secas. Portanto, as
moléculas de CUR séo sorvidas pelos hidrogéis e mantidas na matriz polimérica
por meio de ligagBes de hidrogénio (ou intera¢des hidrofébicas) com os grupos
funcionais livres da matriz polimérica. A partir desse processo de encapsulacao,
diferentes quantidades de CUR foram encapsuladas nos hidrogéis, como
descrito na Tabela 19. Sucintamente, uma menor quantidade de CUR foi
encapsulada nos hidrogéis PEC-vap em comparacdo com os hidrogéis PEC-

conv. Isso ocorre, pois, 0s hidrogéis PEC-vap possuem uma maior densidade de
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reticulacGo e a expansdo de sua matriz polimérica € limitada.
Consequentemente, a absorcdo da solucdo de CUR é menor nesses hidrogéis
e a encapsulacao das moléculas de CUR é inferior aos hidrogéis PEC-conv, que
apresentam um maior intumescimento e contato com a solucdo. Além disso, a
maior densidade de reticulacédo dos hidrogéis PEC-vap indica que a maioria dos
grupos funcionais nesses hidrogéis estdo envolvidos na formacédo dos pares
ibnicos, logo, a disponibilidade de tais grupos para interagir com as moléculas
de CUR € menor. Por fim, a influéncia da composicdo dos hidrogéis na
quantidade de CUR encapsulada nos hidrogéis também depende da densidade
de reticulacdo: a encapsulacdo de CUR € menor nos hidrogéis com maior

densidade de reticulacao (Tabela 17).

Tabela 19. Quantidade de CUR encapsulada nos hidrogéis PEC-conv e PEC-vap.

Razao QT:Pct Hidrogel
(m:m) PEC-conv PEC-vap
1:1 20,08 £ 1,21 mg g? 18,00+ 1,20 mg g*
2:1 18,56 + 1,50 mg g* 15,00+ 2,01 mg g*
31 18,50 + 0,60 mg g* 13,05+ 1,70 mg g*
1:2 19,01 + 2,00 mg g 17,23 + 0,60 mg g
1:3 19,30+ 1,10 mg g* 17,60 + 2,80 mg g

A gquantidade de CUR liberada dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv foi
avaliada em PBS (pH 7,4) e na temperatura constante de 37 °C. Os resultados
sdo apresentados na Figura 56. De acordo com os resultados obtidos, os
hidrogéis PEC-vap e PEC-conv exibiram diferentes perfis de libera¢do da CUR,
provavelmente, por conta das diferencas entre as suas estruturas internas. De
maneira geral, a taxa de liberacdo da CUR é menor nos hidrogéis PEC-vap do
gue nos hidrogéis PEC-conv. Como observado, uma grande quantidade de CUR
é liberada dos hidrogéis PEC-conv (cerca de 51% do total encapsulado) em um
curto intervalo de tempo apds o inicio dos experimentos (6h). Nesse mesmo
intervalo, apenas uma pequena fracdo de CUR & liberada (cerca de 25% do total
encapsulado) dos hidrogéis PEC-vap. Esse comportamento foi observado para

todas as composicdes e diferentes razbes massicas QT:Pct. Dessa forma,
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verifica-se que os hidrogéis PEC-vap evitaram a liberacdo imediata de uma
grande quantidade de CUR em um curto tempo. Ao contrario, esse
comportamento de liberacédo imediata da CUR foi observado para os hidrogéis
PEC-conv. Portanto, os resultados experimentais descritos na Figura 56
demonstram que os hidrogéis PEC-vap sdo capazes de sustentar a liberacao de
CUR por um longo periodo. Assim, assegura-se que o farmaco encapsulado
(neste estudo, CUR) néo perca sua efetividade devido a redistribuicéo sistémica
e impede o excesso do farmaco no local de aplicagdo do hidrogel, o que pode
ocasionar uma acgao inespecifica (Lemos; de Souza; Fajardo, 2021).
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Figura 56. Liberacao de CUR dos hidrogéis PEC-conv (a) e PEC-vap (b) em PBS (pH 7,4) na
temperatura constante de 37 °C.

Evidentemente, a liberacdo de CUR dos hidrogéis preparados é
dependente da hidrofilicidade e intumescimento das matrizes poliméricas. Como
verificado nos ensaios de liberacdo, a cinética de liberacdo de CUR é lenta nos
hidrogéis PEC-vap e muito rapida para os hidrogéis PEC-conv. Por conta da
maior densidade de reticulacdo observada nos hidrogéis PEC-vap, a expansao
e intumescimento da matriz polimérica desses materiais sao limitadas. Como
resultado, a absorcdo do meio é menor e, por conseguinte, uma pequena
guantidade de CUR é liberada dos hidrogéis PEC-vap (Tan; Ebrahimi; Langrish,
2019). Por sua vez, conforme o tempo de contato dos hidrogéis com o meio
aumenta, uma maior quantidade de CUR ¢ liberada. Em contrapartida, haja visto

que os hidrogéis PEC-conv apresentam uma menor densidade de reticulacéo, a
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matriz polimérica desses hidrogéis é capaz de absorver um grande volume de
liquido, expandindo-se e facilitando a liberacdo de CUR para o meio (Tan;
Ebrahimi; Langrish, 2019). Apesar da visivel relacéo entre absorcao de liquido e
expansdo da matriz polimérica dos hidrogéis e a liberacdo de CUR, a estrutura
interna desses materiais também exerce influéncia no processo de liberacédo
desse composto (Tendrio-Neto et al., 2017). De fato, a matriz polimérica dos
hidrogéis PEC-vap é constituida por regides altamente ordenadas formadas pela
eficiente complexacdo polieletrolitica entre as cadeias de QT e Pct. Essas
regides atuam como barreiras fisicas a difusédo das moléculas de CUR para fora
da matriz polimérica e, por consequéncia, tornam o processo de liberacéo desse
composto mais lento nesses hidrogéis (Tenorio-Neto et al., 2017). Obviamente,
esse efeito estéd intimamente associado com a influéncia do grau (e densidade)
de reticulacdo dos hidrogéis PEC-vap no processo de liberacao.

A estabilidade dos hidrogéis também é importante para os perfis de
liberacdo de CUR observados na Figura 56. Os hidrogéis PEC-vap possuem
uma maior estabilidade do que os hidrogéis PEC-conv por causa de sua elevada
densidade de reticulacdo. Como resultado, a desestabilizacdo e degradacéo da
matriz polimérica dos hidrogéis PEC-vap € lenta. Logo, a taxa de liberacdo de
CUR dos hidrogéis PEC-vap € menor. Em oposicao, os hidrogéis PEC-conv,
constituidos por uma matriz polimérica com poucos pontos de reticulagéao fisica,
sao facilmente degradados e, assim, a liberacdo de CUR é acelerada e maior
em um curto intervalo de tempo. Portanto, a liberacdo de CUR dos hidrogéis esta
claramente relacionada com a densidade de reticulagdo desses materiais. Essa
associacao € clara através da andlise da composicao dos hidrogéis na liberacéo
de CUR. Em sintese, a liberagdo de CUR é menor nos hidrogéis com maior
densidade de reticulacdo. Por exemplo, os hidrogéis PEC-vap e PEC-conv
contendo um excesso de QT (razdo massica QT:Pct 3:1) exibiram a liberacéo de
CUR mais lenta entre os hidrogéis preparados com diferentes razées QT:Pct.
Contudo, independente da composicao, os hidrogéis preparados pelo método de
semidissolugao/acidificacdo apresentaram um processo de liberacdo de CUR
mais lento e controlado do que os hidrogéis obtidos atravées do método

convencional.
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Para avaliar o perfil de liberacdo de CUR dos hidrogéis € importante
verificar e entender o mecanismo pelo qual ela é liberada. Para isso, a liberacao
de CUR dos hidrogéis PEC-vap e PEC-conv foi analisada pelos modelos
cinéticos de ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, Higuchi e Korsmeyer-
Peppas. Em geral, esses modelos cinéticos sdo amplamente utilizados na
elucidacdo do mecanismo de liberacdo de farmacos de diferentes hidrogéis
preparados a partir de polissacarideos (Kuen; Masarudin, 2022). Todos os
parametros cinéticos calculados, incluindo os coeficientes de determinacéo (R?)
para cada hidrogel e sua composicao, estdo sumarizados na Tabela 20.

Tabela 20. Parametros cinéticos da liberac@o de curcumina (CUR) dos hidrogéis PEC-conv e
PEC-vap.

B Modelos cinéticos
Razéo

) Primeira Segunda ) )
Hidrogel QT/Pct  Ordem zero Higuchi Korsmeyer-Peppas
ordem ordem
ko R? ky R? ko R? Kn R? ke N R?

11 0,048 0,982 0,053 0,502 0,046 0,689 0,037 0,830 0078 05 0,865
2:1 0,033 0,984 0,060 0,781 0,043 0,700 0,030 0,970 0,079 0,5 0,680
31 0,028 0,991 0,040 0,830 0,030 0,900 0,020 0,930 0,075 0,6 0,810
1:2 0,039 0,980 0,043 0,391 0,032 0,591 0,026 0,621 0,080 0,6 0,490
1:3 0,043 0,980 0,049 0482 0,041 0875 0,032 0,854 0081 06 0,710
11 0,040 0,420 0,046 0,320 0,050 0,980 0,035 0,711 0,030 0,4 0,860
2:1 0,036 0,561 0,036 0,400 0,040 0,990 0,027 0,800 0,014 0,5 0,890
31 0,036 0,740 0,035 0,600 0,039 0,995 0,025 0,930 0,013 0,5 0,960
PEC-conv 1:2 0,032 0,462 0,035 0,300 0,046 0,992 0,026 0,740 0,018 0,5 0,850

1:3 0,037 0,401 0,030 0,210 0,046 0,996 0,027 0,700 0,021 0,4 0,840

(m:m)

PEC-vap

Analisando os parametros cinéticos apresentados na Tabela 20, é
possivel perceber que a liberacdo de CUR dos hidrogéis PEC-vap é mais bem
descrita pelo modelo de ordem zero (R? > 0,970). O modelo de segunda ordem
descreve melhor a liberacdo de CUR dos hidrogéis PEC-conv (R? > 0,980). Essa
tendéncia é independente da razdo massica QT:Pct e depende somente do
meétodo de preparo dos hidrogéis (semidissolucéo/acidificacdo ou convencional).
De modo geral, a cinética de liberacédo de ordem zero indica que a liberacdo de
CUR depende apenas do tempo de contato do hidrogel com o meio de liberacéo.
Nesse cenario, a difusdo das moléculas de CUR para o meio é proporcional as

mudancas na superficie dos hidrogéis, incluindo intumescimento (Thakur et al.,
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2019). Considerando os hidrogéis PEC-vap, esses materiais sdo constituidos por
uma matriz polimérica densamente reticulada e com varias regides altamente
ordenadas que dificultam a liberacdo de CUR. Ainda, a elevada estabilidade
desses hidrogéis também dificulta a liberacdo de CUR. Todos esses efeitos sdo
responsaveis pela cinética de ordem zero observada para os hidrogéis PEC-vap.
A liberacéo de CUR dos hidrogéis PEC-conv € descrita pelo modelo de segunda
ordem e indica que a liberacdo de CUR desses hidrogéis depende de uma série
de eventos que englobam a dessorcéo de CUR da superficie, intumescimento e
erosdo, como também, a difusdo das moléculas de CUR para fora da matriz
polimérica (Gerola et al.,, 2015). Novamente, a densidade de reticulagcdo dos
hidrogéis exerce uma grande influéncia na liberacdo de CUR, como € possivel
verificar por meio da analise das constantes cinéticas (ko e k2). Menores
constantes foram verificadas para os hidrogéis PEC-vap do que para 0s
hidrogéis PEC-conv. Uma vez que os hidrogéis PEC-vap possuem uma maior
densidade de reticulacéo, as constantes cinéticas da liberacdo sdo menores para
esses hidrogéis. Finalmente, em relagdo a composicdo dos hidrogéis, os
materiais com maior densidade de reticulagéo exibiram uma liberacdo de CUR

mais lenta (Tabela 20).

Levando em consideracéo todos os resultados obtidos, os hidrogéis PEC-
vap sao capazes de controlar eficientemente a liberacédo de CUR e prolongar o
seu tempo de liberacdo. Esse comportamento néo foi verificado para os hidrogéis
PEC-conv, onde uma grande quantidade de CUR foi liberada rapidamente no
inicio dos experimentos. Essas diferencas sdo resultado das distintas estruturas
internas desses hidrogéis proporcionadas pelos diferentes métodos de preparo
utilizados. Como verificado pelas analises de caracterizacdo, o método de
semidissolucao/acidificacdo resultou em hidrogéis PEC-vap com uma estrutura
interna organizada e com grande grau de reticulacdo. Essas caracteristicas sdo
diretamente responsaveis pela liberacdo lenta de CUR dos hidrogéis PEC-vap
por um mecanismo que segue uma cinética de ordem zero, onde a taxa de
liberagcdo do composto encapsulado depende somente do tempo de contato com
o0 meio de liberacéo e, por conta disso, € extremamente atrativa para potenciais

sistemas de liberagéo controlada (Gerola et al., 2015).
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6.4. Conclusao

Hidrogéis de quitosana (QT) e pectina (Pct), com diferentes formulacoes,
foram preparados por meio da complexacdo polieletrolitica entre esses
polissacarideos usando o método de semidissolucao/acidificacdo proposto.
Nesse método, a QT € dispersa na solucdo de Pct formando uma mistura
heterogénea que é submetida a uma atmosfera de acido acético. Esse
tratamento promove a dissolugcdo e protonacdo da QT que, gradualmente,
interage eletrostaticamente com a Pct até formar o complexo polieletrolitico e,
por fim, o hidrogel (PEC-vap). Além disso, complexos polieletroliticos entre QT e
Pct formados pelo método convencional, baseado na simples mistura das
solucdes desses polissacarideos, também foram preparados (PEC-conv). Esses
materiais foram comparados com os hidrogéis PEC-vap por diversas técnicas de
caracterizacdo. De acordo com as técnicas de caracterizagao, os hidrogéis PEC-
vap possuem uma rede polimérica estavel formada por pontos de reticulacéo
fisica devido as fortes interacdes eletrostéticas entre QT e Pct. Aparentemente,
essas interagfes sdo mais eficientes nos hidrogéis PEC-vap do que nos
materiais PEC-conv. No método de semidissolucao/acidificacdo, a interacéo
eletrostatica entre os grupos carregaveis da QT e Pct ocorre de forma lenta e
gradual com a dissolucdo da QT devido a difusdo de acido acético na mistura.
Como resultado, a complexacado polieletrolitica ocorre de forma prolongada,
possibilitando uma maior organizacdo das cadeias termodinamicamente
favoravel. Portanto, esse processo gera um hidrogel muito homogéneo e estavel.
Em contrapartida, o método convencional gera produtos cinéticos e a interacao
entre a QT e Pct € pouco eficiente, pois, 0 contato entre os polissacarideos é
restrito por conta da formacdo de armadilhas cinéticas. Assim, os complexos
polieletroliticos obtidos por esse método sdo muito heterogéneos e pouco

estaveis.

Como consequéncia desse tipo de topologia, os hidrogéis PEC-vap
preparados pelo método de semidissolucdo/acidificacdo s&o capazes de
promover a liberacao lenta e prolongada de curcumina, a qual foi utilizada como
farmaco modelo. Por meio das analises cinéticas, foi possivel constatar que a
cinética de liberacdo desse farmaco dos hidrogéis PEC-vap € baseada na

cinética de ordem zero. Portanto, a liberacdo de um farmaco desse tipo de
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hidrogel depende somente do tempo de contato do mesmo com o0 meio de
liberacdo. Além disso, esses hidrogéis possuem uma grande estabilidade
mecanica visual, isto €, os hidrogéis PEC-vap podem ser manipulados facilmente
sem nenhum sinal de dano a sua estrutura, logo, sugerindo uma grande
estabilidade mecéanica. Essa caracteristica, por exemplo, € altamente desejada

em potenciais curativos para o revestimento de ferimentos.
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Capitulo 7 — Consideracdes finais

Hidrogéis formados com polissacarideos possuem varias propriedades
fisico-quimicas atrativas para seu uso como biomateriais. Haja visto que as
propriedades desses materiais dependem de sua aplicacéo, a rota de reticulacao
empregada na obtencdo dos hidrogéis é crucial. Assim, o desenvolvimento de
novas rotas de reticulagdo quimica e fisica sdo fundamentais para contornar as
desvantagens dos métodos tradicionais de reticulacdo ou introduzir novas
propriedades Uteis aos hidrogéis. Os estudos apresentados aqui convergem
nessa linha de pesquisa. No Capitulo 2, um hidrogel de QT e PVA-MA foi
preparado por meio da reticulacéo quimica baseada na reacéo de adi¢cao de aza-
Michael usando HsBO3 como catalisador. Os resultados experimentais revelaram
a viabilidade e simplicidade dessa abordagem. A perspectiva é que o hidrogel
obtido possa ser utilizado como substrato de cultivo celular ou curativo por conta
de sua grande capacidade de absorcédo de liquido e estabilidade mecéanica. No
Capitulo 3, um hidrogel de Pct funcionalizada com grupos tibis foi preparado,
onde as cadeias poliméricas foram reticuladas por ligacdes dissulfeto induzidas
pela acdo de um agente oxidante. O hidrogel resultante é sensivel a agentes
redutores fisiolégicos, degradando-se em sua presenca, sugerindo o seu
potencial na liberacdo controlada de farmacos, pois, regides tumorais e de lesbes
possuem uma grande quantidade de agentes redutores fisioldégicos. J&4 no
Capitulo 4, um novo tipo de hidrogel formado in situ foi sintetizado, onde as
cadeias dos polissacarideos foram reticuladas por meio de ligagBes imina. A
gelificacdo da solucdo precursora € extremamente veloz, sugerindo sua
gelificacdo in situ apés injecdo dentro do corpo humano. Portanto, o hidrogel
preparo é capaz de atuar como sistema de liberacéo local de farmacos sensivel
ao pH. Por fim, seguindo essa mesma linha de pesquisa, um hidrogel formado
pela complexacdo polieletrolitica entre QT e Pct foi preparado utilizando o
método de semidissolucéo/acidificacdo. Por meio dessa metodologia, hidrogéis
robustos e estaveis foram preparados. Em geral, todos os estudos apresentados
nesta Tese demonstraram a viabilidade das rotas de preparo de hidrogéis
propostas. Cada hidrogel preparado apresenta caracteristicas proprias que

sugerem o0 seu uso como biomateriais, porém, com finalidades diferentes.
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Apéndice A - Informacdes complementares do Capitulo 3

Tabela A.1. Principais sinais de ressonancia observados nos espectros de RMN de 'H da QT,
PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-MA e suas respectivas atribuicdes.

Amostra Deslocamento quimico Atribuicdo
(Ppm)
3,90-3,60 H(3)-H(6) (GIcN)
QT 3,08 H(2) (GlcN)
6,17; 5,74 H vinilico (C=CH2, GMA)
4,03 H metilidino (CH, PVA)
PVA-MA 3,80-3,54 H metilénico (CH2, GMA)
1,93 H metilico (CHs, GMA
1,60 H metilénico (CHz, PVA)
4,12 H metilidino (CH, PVA)
3,90-3,41 H metilénico (CHz2, GMA) + H(3)-
H(6) (GIcN)
QT/PVA-MA 3.26 H(2) (GIcN)
1,64 H metilico (CHs, GMA + H

metilénico (CHz, PVA)

Tabela A.2. Principais sinais de ressonancia observados nos espectros de RMN de 2C da QT,
PVA-MA e do hidrogel QT/PVA-MA e suas respectivas atribuigcdes.

Amostra Deslocamento quimico Atribuicéo
(ppm)
98 C(1) (GIcN)
QT 77-56 C(2)-C(6) (GIcN)
168 C=0 (GMA)
138; 130 C vinilico (GMA)
PVA-MA 68 CH (PVA)
44 CH2 (PVA)
75-65 CH, CH2 (GMA)
170 C=0 (GMA)
105 C(1) (GIcN)
QT/PVA-MA 83-58 C(2)-C(6) (GIcN) + CH, CH2 (PVA)

+ CH, CH2 (GMA)
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Tabela A.3. Comparacédo das propriedades mecénicas do hidrogel QT/PVA-MA com outros

materiais aplicados como curativo ou substrato para cultivo celular.

Hidrogel Aplicacao Propriedades mecanicas Referéncia
Médulo de Forca de Deformacéo
Young ruptura até ruptura
QT/PVA-MA Curativo; 4,40 Pa 2,94 N 52,00% Esse
substrato trabalho
QT/sulfato de Curativo 10 Pa 5,00 N 41,00% FAJARDO
condroitina et al., 2010
QT/Poli(acido Curativo - 23,00 N 50,00% HE et al.,
acrilico) 2020
Celulose/Colageno  Substrato 15 Pa 32,00 N 40,00% MOKHTARI
et al., 2020
QT/celulose Substrato 30 Pa 40,00 N 30,00% MATINFAR
et al., 2020

218



Apéndice B - Informacdes complementares do Capitulo 4

Tabela B.1. Principais bandas observadas no espectro de FTIR da Pct e Pct-SH e suas

atribuicdes.
Amostra Namero de onda (cm™) Atribuicédo
3465 Estiramento O—H dos grupos
OH
2988-2896 Estiramento C-H
Pct 1643 Estiramento C=0 assimétrico
dos grupos COOH
1413 Estiramento C=0 simétrico
dos grupos COOH
1196-971 Estiramento C-O
3435 Estiramento O—H dos grupos
OH
3023-2836 Estiramento C-H
2710 Estiramento S—H dos grupos
SH
Pct-SH 1721 Estiramento C=0 dos grupos
COO~
1687 Estiramento C=0 dos grupos
COOH da Cyst
1557 Estiramento C=0 da ligacao
C(O)NH
1198-981 Estiramento C-O

Tabela B.2. Principais sinais de ressonancia observados nos espectros de RMN de 'H da Pct e

Pct-SH e suas respectivas atribuigdes.

Amostra Deslocamento quimico Atribuicéo
(ppm)

Pct 5,09 H(1) (GalA)
4,43-3,63 H(2)-H(4) (GalA)

Pct-SH 5,11 H(1) (GalA)
4,54-3,53 H(2)-H(4) (GalA)

3,29 Ha da Cyst

2,90 Hb da Cyst
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Figura B.9. Curvas dos mddulos G' e G" do meio de gelificacdo do hidrogel Pct-SHas-3) no
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Apéndice C - Informacdes complementares do Capitulo 5
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Figura C.1. Espectro de RMN de *H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢Bes experimentais da
entrada 1 da Tabela 9.
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Figura C.2. Espectro de RMN de 'H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢Bes experimentais da
entrada 2 da Tabela 9.
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Figura C.3. Espectro de RMN de 'H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢Bes experimentais da
entrada 3 da Tabela 9.
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Figura C.4. Espectro de RMN de 'H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢des experimentais da
entrada 4 da Tabela 9.

230



15 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura C.5. Espectro de RMN de 'H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢Bes experimentais da
entrada 5 da Tabela 9.
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Figura C.6. Espectro de RMN de 'H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢des experimentais da
entrada 6 da Tabela 9.
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Figura C.7. Espectro de RMN de 'H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢Bes experimentais da
entrada 7 da Tabela 9.

D{IN mum

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.

5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 15 1.0
(ppm)

Figura C.8. Espectro de RMN de *H do HEC-Acetal sintetizado nas condi¢Bes experimentais da
entrada 8 da Tabela 9.
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Figura C.9. Curvas representativas dos moédulos G' e G" dos hidrogéis HEC-AId/CMQT
preparados. Os experimentos foram realizados na temperatura de 37 °C.
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Figura C.10. Modelo de Maxwell do relaxamento de tensdo do hidrogel HEC-AlId/CMQT na
deformagcéo aplicada de 1% (a), 10% (b) e 100% (c).
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Apéndice D - Informacdes complementares do Capitulo 6

Tabela D.1. Parametro f dos hidrogéis intumescidos em diferentes sais.

Hidrogel Concentragéo Parametro f
sal (mmol LY) NaCl CacClz AlCls
10 1,162 +£ 0,036 1,914 £ 0,034 1,920 + 0,049
50 1,020 £ 0,004 1,843 £ 0,037 1,871 + 0,046
PEC-vap 1:1 100 0,972 + 0,035 1,822 £ 0,021 1,839 £ 0,012
150 0,772 = 0,050 1,756 £ 0,051 1,760 + 0,010
200 0,610 + 0,010 1,731 £ 0,040 1,748 + 0,023
10 1,091 £ 0,016 1,791 £ 0,066 1,800 £ 0,040
50 1,076 £+ 0,008 1,340 £ 0,012 1,400 £ 0,065
PEC-vap 2:1 100 0,895 + 0,011 1,300 £ 0,071 1,350 £ 0,013
150 0,616 + 0,020 1,290 £ 0,038 1,303 £ 0,037
200 0,585 + 0,010 0,9,7 £ 0,040 1,251 + 0,042
10 1,075 £ 0,021 1,701 £ 0,023 1,780 £ 0,031
50 0,911 + 0,031 1,609 £ 0,019 1,694 + 0,020
PEC-vap 3:1 100 0,839 + 0,025 1,340 £ 0,075 1,473 £ 0,013
150 0,460 = 0,021 1,338 £ 0,048 1,444 + 0,004
200 0,442 + 0,050 1,190 + 0,039 1,202 + 0,015
10 1,001 £ 0,010 1,748 £ 0,030 1,820 + 0,046
50 0,928 £ 0,021 1,440 + 0,040 1,575+ 0,051
PEC-vap 1:2 100 0,840 = 0,053 1,398 + 0,057 1,407 £ 0,033
150 0,528 + 0,047 1,362 £ 0,013 1,400 £ 0,024
200 0,590 + 0,036 1,251 + 0,038 1,390 £ 0,011
10 1,005 £ 0,005 1,770 £ 0,040 1,800 £ 0,075
50 0,950 + 0,025 1,641+ 0,013 1,793 £ 0,080
PEC-vap 1:3 100 0,835 + 0,030 1,500 £ 0,017 1,700 £ 0,051
150 0,521 + 0,064 1,488 + 0,029 1,689 + 0,020
200 0,470 + 0,032 1,356 + 0,060 1,425+ 0,011
10 1,381 £ 0,050 1,408 £ 0,022 1,435 £ 0,012
50 1,580 £+ 0,041 1,941 + 0,030 2,041 £ 0,021
PEC-conv 1:1 100 1,211 £ 0,040 1,938 £ 0,011 1,971 £ 0,022
150 0,420 = 0,020 1,899 + 0,020 1,934 £ 0,004
200 0,350 + 0,010 1,878 £ 0,037 1,900 + 0,027
10 0,488 = 0,060 1,241 + 0,058 1,304 + 0,050
50 1,382 £ 0,052 1,733+ 0,019 1,853 £ 0,030
PEC-conv 2:1 100 1,253 £ 0,048 1,566 + 0,004 1,820 £ 0,051
150 0,420 £ 0,043 1,488 + 0,031 1,697 £ 0.034
200 0,370 +£ 0,013 1,466 + 0,051 1,588 + 0,089
10 0,520 + 0,034 0,919 + 0,019 1,204 £ 0,071
50 1,107 £ 0,023 1,531 + 0,020 1,800 £ 0,070
PEC-conv 3:1 100 1,130 £ 0,004 1,471 +0,137 1,603 £ 0,002
150 0,410 £ 0,011 1,398 £ 0,102 1,400 £ 0,005
200 0,360 + 0,018 1,386 + 0,067 1,389 + 0,040
10 0,610 + 0,009 0,891 + 0,024 0,910 + 0,080
50 1,250 £ 0,011 1,284 £ 0,017 1,811 + 0,020
PEC-conv 1:2 100 1,200 £ 0,012 1,235+ 0,013 1,400 £ 0,011
150 0,542 + 0,034 0,781 + 0,023 1,393 £ 0,024
200 0,410 + 0,024 0,516 + 0,012 1,390 £ 0,019
10 0,620 = 0,004 0,986 + 0,028 1,031 + 0,040
50 1,318 £ 0,041 1,328 £ 0,041 1,412 + 0,030
PEC-conv 1:3 100 1,119 £ 0,031 1,280 £ 0,029 1,346 £ 0,010
150 0,371 + 0,050 0,508 + 0,011 1,204 £ 0,007
200 0,312 + 0,086 0,481 + 0,020 1,194 £ 0,012
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