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APRESENTACAO

A engenharia dos materiais € o ramo da engenharia que trata dos materiais como
metais, cerémicas, polimeros e compésitos, reunindo estudos cientificos e aplica¢bes
praticas para a obtencao de novos materiais que sao fundamentais para o desenvolvimento
da sociedade, pois propiciam maior seguranca e a qualidade de vida no uso cotidiano de
veiculos, maquinas e estruturas como edificios, pontes e viadutos.

Porém, ndo basta criar um novo material, h4 necessidade de compreender suas
propriedades como dureza, resisténcia ao calor e a corrosdo que permitem sua aplicagdo
em diversas areas da industria, bem como seu processo de producéo.

A presente obra “Collection: Applied materials engineering” tem como objetivo
a apresentagéo e a discussa@o de temas relevantes sobre a aplicagdo da engenharia de
materiais em polimeros descartaveis, manufatura aditiva com agos de baixo carbono de
baixa liga, caracterizagdo de filmes de titanio, determinacdo de coeficientes de friccdo
em materiais médicos, desfosforacdo do ferro-gusa, inibidores de corrosdo em materiais
metalicos, inibidores poliméricos de hidratos de gas, microgeis de acrilamida e amido
enxertado como doadores de 6xido nitrico e a usinabilidade de ligas refratéarias.

Portanto, esta obra apresenta grande potencial para contribuir com o entendimento
dos temas apresentados, podendo servir como referéncia valiosa para novas pesquisas e
estudos sobre as questdes aqui discutidas.

Agradego aos autores dos capitulos por suas valiosas contribuicdes e desejo aos
leitores sucesso em seus futuros trabalhos de pesquisa sobre os temas apresentados
nesta obra.

Gilberto Jodo Pavani
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RESUMO: Microgéis sé@o redes poliméricas
tridimensionais hidrofilicas, microparticuladas,
capazes de reter solugbes aquosas, podendo
ser utilizados como biomateriais. Os objetivos
do presente estudo foram a producdo e
caracterizagdo de microgéis formados por
microemulsdo a partir de acrilamida e amido de
mandioca modificado por enxertia com doadores
de o6xido nitrico (NO), e sua avaliagéo frente
ao potencial germinativo e de alongamento de
raizes em Lactuca sativa L, para andlise de
possivel toxicidade. A morfologia dos microgéis
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foi caracterizada por microscopia e a capacidade de absorgcéo através da determinacdo do
intumescimento sendo a liberagdo de 6xido nitrico determinada espectrofotométricamente
através do método de Griess. Os microgéis apresentaram leve opacidade com morfologia
esférica e didmetro médio de 15,4+2,5 ym e grau de intumescimento de 5,5+0,3. Em
comparacgdo a producdo de microgéis de acrilamida puro foi verificado que a presenca do
amido reduz tanto o tamanho como a dispersao de tamanho das particulas formadas o que
pode ser associado a atuagdo do amido como pontos de iniciacdo de reticulagdo.Através
da avaliacdo da liberagdo de NO foi verificado que os microgéis foram capazes de liberar
cerca de 6 mmol de 6xido nitrico por litro por grama, e portanto apresentam viabilidade de
utilizacdo como matrizes para liberagéo de 6xido nitrico, um potente agente de cicatrizagao.
Além disso, a enxertia com doadores de NO levou a formagdo de um composto com atividade
antioxidante, o qual ndo foi capaz de inibir o potencial germinativo e de crescimento de raizes
em L. sativa, mostrando-se nao citotéxico.

PALAVRAS-CHAVE: Doadores de NO, microparticulas, citotoxicidade,hidrogéis.

MICROGELS OF ACRYLAMIDE AND STARCH GRAFTED WITH NO DONOR

ABSTRACT: Microgels are 3D hydrophilic polymer network in microscale. lts materials are
able to swell aqueous solution and can be used as biomaterials. The objective of the following
study was to characterize acrylamide and starch microgels produced from the microemulsion
in a biphasic system of water and dichloromethane. The morphological characterization was
performed through optical microscopy and scanning electron microscopy. In addition, the
degree of swelling in water was evaluated and the presence of nitric oxide was determined
spectrophotometrically by the GRIESS method. The gels were found to have spherical
morphology and were able to release 6 mmol of nitric oxide per liter per gram. Moreover, it
was possible to synthesized a NO donor without citotoxicity that present capacity of inhibiting
oxidative process according to DPPH test.

KEYWORDS: NO donors, microparticles, cytotoxicity, hydrogels.

11 INTRODUGAO

Polimeros lineares sdo compostos formados por uma cadeia de moléculas de
massa molecular baixa em uma repeticdo, resultantes de reacbes de polimerizacéo.
Sistemas microparticulados, obtidos por meio de polimeros biodegradaveis ou compativeis,
apresentam uma facil produgédo, assim vem sendo amplamente desenvolvidos (Borro,
2020; Abdulbaki, 2014; Lu, 2010; Giunchedi, 1995). As microparticulas obtidas a partir
de polimeros reticulados e hidrofilicos séo denominadas de hidrogéis, esses apresentam
propriedades de intumescimento, a qual resulta em uma consisténcia macia (Hoffman, 2002).
Estes materiais podem ainda ser deformados ao coalescer ou devido a entrelagamento
entre pedacgos de cadeias poliméricas, sendo estas as propriedades que diferenciam-se
das particulas sélidas. Hidrogéismicroparticulados, microgéis, sdo uma alternativa para se
obter materiais com propriedades diferenciadas as quais podem ser controladas através da
manipulagdo da morfologia a partir de parametros experimentais, tais como: concentragéo,

Collection: Applied materials engineering Capitulo 8 “



tipo de surfactante e teor de reticulagdo (Borro, 2020; Lu, 2010). Além disso, 0s microgéis
podem ser utilizados como matrizes carreadoras de diversos compostos dentre os quais
destacamos o composto bioativo 6xido nitrico.

Na literatura encontram-se diversos trabalhos demonstrando a acéo de materiais
doadores de o6xido nitrico, NO (Cerqueira e Yoshida, 2002) a exemplo dos como os
nitrosotibis, nitratos orgénicos, nonoatos, diazenotiolatos entre outros(Yang, Huang e Li,
2021; Gongalves, 2011; Miller e Megson, 2007). O o6xido nitrico (NO) é uma molécula
enddgena e que desempenha diversas fungdes fisiologicas no organismo humano (Seabra,
2010) como o relaxamento das células musculares lisas (vasodilatagdo), o controle
imunolégico, inibicdo da adesdo e agregacdo plaquetaria (anti-trombogénico), acao
bactericida e fungicida(Yang, Huang e Li, 2021; Miller e Megson, 2007; Lancaster, 1996;)
e, portanto, de elevado potencial de comercializagdo como farmaco. Estas propriedades
s&o responsaveis por grande parte das pesquisas destinadas a aplicagdes na medicina, no
tocante a grande capacidade cicatricial e possibilitar do melhor controle vascular em casos
de altas pressbes. Devido a tais propriedades os sistemas com liberacdo de 6xido nitrico
vem sendo extensivamente desenvolvidos para aplicagbes biomédicas(Yang, Huangeli,
2021). Além disso, agdo antioxidante e antitoxica em células vegetais. De acordo com
Campos et al., o tratamento com nitrosostidis (SNP) contribui para atenuar o estresse
osmotico uma vez que ocorre o acimulo de prolina a qual participa no ajuste do processo
de osmose quando as plantas estéo sob condi¢des de estresse (Campo et al., 2019). Outro
estudo utilizando L.sativa verificou-se que a expressdo de GSNOR (S-nitrosoglutathione
reductase) é aumentada em respostas a patdégenos biotropicos como fungos. O NO pode
atuar tanto na ativagdo de mecanismos de defesa anti-estresse oxidativo quanto na reducéo
da acumulacgéo de ions toxicos (Gadelha et al., 2017; Fatma et al., 2016).

Neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de um material microparticulado,
na forma de hidrogel de acrilamida semi-interpenetrado com amido enxertado com
doadores de NO. O amido foi enxertado a partir da esterificacdo com acido tiolatico e
posterior nitrosacéo. A capacidade de liberacdo de NO destes materiais foi determinada
espectrofotomericamente, sendo a morfologia das microparticulas determinadas
através de microscopia. A citotoxicidade do hidrogel produzido foi avaliado frente ao
potencial germinativo e de alongamento de raizes em L. sativa, bioensaio esse validado
internacionalmente na avaliagdo de toxicidade celular e sistémica de diferentes compostos
quimicos. (Tich4 et al., 2018; Kuroiva, 2011).

21 METODOLOGIA

Modificagao quimica do amido: A modificagdo do amido ocorreu segundo a
metodologia descrita por Seabra(2010) com algumas modificagdes.Foram adicionados
20g de amido de mandioca (Pinduca) em um baldo de fundo redondo contendo 100mL de
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hexano (Synth). Em seguida adicionou-se 1,2mL de acido tiolatico (Sigma) e 800uL de HCI
concentrado (Synth). A mistura foi mantida sob agitagédo constante a 60°C e entdo deixada
em repouso por 20h.

A purificacdo do amido modificado foi realizada através de filtracdo a vacuo e
lavagem com agua e acetona por 3 vezes sendo a ultima lavagem com agua desionizada.
Em seguida o amido foi seco em estufa a 50°C por 1h. A reagdo foi comprovada através de
andlise de espectroscopia de IV.

Producao de microgéis: A sintese dos microgéis ocorreu conforme metodologia
descrita por Giunchedi (1999) com algumas modificagdes. A partir de um sistema bifasico
de agua em diclorometano, os microgéis foram obtidos por meio da reticulagdo da
acrilamida. A principio duas solugbes aquosas foram preparadas: (i) de acrilamida (9% m/v)
ou amido acetilado com &acido tiolatico+acrilamida (10+3% m/v) contendo 0,9 % (m/v) de
N,N-metileno-bisacrilamida utilizando TEMED (tetrametiletilenodiamina) como catalisador,
(i) 1% (m/v) de Tween 80 e 1,1 % (m/v) de K,5,0,. Ambas as solugbes foram mantidas
sob agitagcdo e borbulhadass com N, gasoso e entdo foram submetidas a agitagdo com
diclorometano na proporgéo de 2/3 (v/v) e a atmosfera de N, até a formag&o dos microgéis.

Nitrosacao: O amido modificado e os microgéis foram nitrosados através de reacéo
em meio &cido (HCI 1mol.L") com nitrito de sodio (60mmol.L") durante 5min, segundo a
metodologia descrita por Seabra (2010). Em seguida o amido ou o microgel foram filtrados
a vacuo, sendo o produto conservado refrigerado (-10°C) para posterior caracterizagdo e
uso.

Determinacéo do teor de NO: A quantificagdo do teor de 6xido nitrico presente foi
realizada através do uso de reagente de Griess de acordo com metodologia descrita por
Seabra (2010), com algumas modificagcdes. Para isto foram preparadas solugéo estoque
de sulfanilamida 0,2% em HCI 6mol, NEED 0,1% em HCI 6mol e HgCl, 0,5mmol.L"" em
DMSO. Uma massa conhecida de amido foi adicionada em uma solu¢éo preparada a partir
da mistura de 0,7mL de Sulfonilamida, 0,7mL de NEED e 0,1mL de mercurio. A mistura
foi deixada em repouso por 1,5h e avaliada espectrofotométricamente. O teor de NO foi
determinado através de uma curva de calibragé@o obtida a partir da diluicdo de uma solugcéo
padrdo (5 mmol.L") de nitrito de sédio em meio acido (1,67mol.L-" de HCI) resultando em
concentragées entre 0,1 mml.L"' e 1,0mol.L™.

Caracterizacao morfolégica dos microgéis: A morfologia e o tamanho médio das
particulas foram determinados por meio de microscopia 6ptica e eletrbnica de varredura
(MEV) e posterior analise das imagens utilizando o software Image Tool.

Determinacdo do grau de intumescimento dos microgéis: capacidade de
absorcdo de é&gua foi determinada através da razdo entre a massa dos microgéis
intumescidos em agua e a massa das microgéis secos em estufa.

Ensaio em sementes de L. sativa: Uma média de 15 sementes de L. sativaforam

colocadas sobre papel filtro contido em placa de petri de 9 cmm de didmetro. Em seguida
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3 mL de solugéo foram adicionados aos discos os quais foram incubados por 72h a 25°C
(Bagur-Gonzalez, 2010). Como condi¢éo controle do experimento a mesma quantidade
sementes foi incubada utilizando agua purificada. Foram realizados trés tratamentos com
solugdo aquosa de amido modificado e nitrosado nas concentracdes de 6,25, 3,12 e 1,56
mmol.L". Apés este periodo o nimero de sementes germinadas foi determinado sendo
aferido também a massa e o comprimento médio das raizes das sementes germinadas.
Com estes dados pode-se estabelecer a toxicidade, através do indice de crescimento
relativo (ICR) e do indice de germinacgéao (IG), calculados através das equagdes abaixo.

Onde Germ,____ . € a média numérica das sementes germinadas na solugéo testada
o,
(/o) e Germcontrole

agua purificada (%).

€ a média numérica das sementes germinadas em condig&o controle, em

Onde Comp € a média do comprimento das sementes germinadas na solugéo

amostra

testada (cm) e Germ € a média do comprimento das sementes germinadas em

controle
condicao controle utilizando agua purificada (cm).

Tanto IG quanto ICR podem ter valores = -1, podendo ser estabelecida a seguinte
escala: (a) 0 to —0.25 baixa toxicidade, (b) —0.25 to —-0.5 toxicidade moderada, (c) —-0.5 to
—-0.75 alta toxicidade e (d) —0.75 to -1 elevada toxicidade, sendo que valores de ICR >0
indicam que houve estimulo de crescimento ao passo que um composto é considerado com
potencial de toxicidade cronica quando ocorre uma reducéo de 50% na variavel estudada.

Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
DPPH: Ensaio DPPH: A acdo antioxidante do amido nitrosado foi avaliada para solugbes
de amido nas concentragdes de 2, 0,2, 0,02 e 0,002% (m/V) de acordo com a metodologia
descrita por Nascimento et al., (2011) com algumas modificagbes. Para isto 0,1mL de
cada uma das solucbes de amido foi adicionado a 3mL de uma solugédo de DPPH na
concentracdo de 0,00316% (m/V). A mistura foi deixada em repouso no escuro por 30
mim e entdo avaliada espectrofotométricamente em 515nm. A capacidade de eliminar o
radical DPPH foi utilizada para determinar o % de atividade antioxidante (AA %) o qual foi
calculado através da seguinte equagéo:

Sendo, A
absorbancia da amostra com o DPPH.

a absorbéncia da solugdo de DPPH sem a amostra e A a

controle amostra
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A modificagdo quimica do amido de mandioca com &cido tiolatico por reacbes de

condensacéao pdde ser comprovada através dos espectros de Infravermelho (Figura 1).

I Bl

Figura 1. Espectros de infravermelho para (A) &cido tiolatico, (B) amido de mandioca esterificado.

Através da Figura 1, pode-se ver em (B), o pico em 1728 cm™ correspondente a

carbonila de ésteres, derivado do acido tiolatico (A) onde se observa em 1720 cm™' o sinal

para carbonila do acido tiolatico puro. Em 1650 cm™ pode-se observar o sinal de carbonila

(Fig. 1B) para o amido. Comprovando assim a modificacdo do amido através do processo

de esterificagdo em meio acido.

Os microgéis obtidos por microemulséao e reticulados covalentemente através do

uso de reticulante apresentaram morfologia esférica (Figura 2) e consisténcia macia além

de leve opacidade quando intumescidos.
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Figura 2. (A) Imagens de microscopia Optica obtidas para os microgéis de amido e acrilamida,
intumescidos. (B) Imagens de microscopia eletrénica de varredura para os microgéis, secos.

Entretanto como pode ser visto através da figura 2, os microgéis de acrilamida
puro, quando intumescidos, apresentaram didmetro médio entre 80 a 230 um (194+27
e 94+15 ym) enquanto que os microgéis de acrilamida semi-interpenetrado com amido
apresentaram menores didmetros, bem como menor dispersdo de tamanho, com didmetros
médios de 15,4+2,5 um. O que leva a supor que a presenca das cadeias poliméricas do
amido podem ter levado a redugao da disperséo e do tamanho das particulas uma vez que
podem ter atuado como pontos de iniciacdo de reticulacéo.

O processo de sintese utilizado levou a formagéo de microgéis semi-interpenetrados
obtidos através da reticulag@o da acrilamida em solugéo, na presenga de contendo amido
acetilado. Estes microgéis foram capazes de absorver em apenas 15 min aproximadamente
duas vezes a massa seca (2,00+0,11), sendo o intumescimento em 45 min igual a
3,01+0,31. Os microgéis tanto de acrilamida puro e de acrilamida contendo amido acetilado
foram capazes de absorver grande quantidade de agua e apresentaram respectivamente
grau de intumescimento com valor médio de 12,9+1,2 e 5,5+0,3. Quanto mais hidrofilica,
e menos densa, for a rede polimérica maior € o teor de agua absorvido o que leva a dizer
que a presenca de amido reduz tanto o teor de absor¢do de agua quanto o tamanho das
microparticulas. Apesar de apresentar uma menor capacidade de intumescimento quando
comparado aos hidrogéis de acrilamida puro, os midrogéis contendo amido em virtude
da presenca de grupos tidis, podem ser utilizados como matrizes para liberagdo de 6xido
nitrico, ap6s o processo de nitrosag¢do, um potente agente bioativo que pode ser utilizado
para auxiliar processos de cicatrizagédo, por exemplo, além de outras diversas atividades
conforme destacado anteriormente.

Neste trabalho, procedeu-se o processo de nitrosacdo tanto somente do amido

Collection: Applied materials engineering Capitulo 8 m



modificado quanto do amido semi-interpenetrado nos microgéis. A nitrosacao do amido
modificado através do processo de esterificacdo com acido tiolatico ocorreu devido ao
ataque nucleofilico do céation nitrosonion (NO*) ao atomo de enxofre do grupo tiol (SH),
de modo a formar o grupo SNO, o qual sequentemente sera capaz de liberar NO (Seabra
et al., 2010). Durante o processo, ocorreu a mudanca de coloragdo do amido de branco
para rosa claro, indicando a formagéo de grande quantidade de grupos SNO. A presenca
de grupos NO pode ser comprovada através da avaliacdo espectrofotométrica utilizando
reagente de Griess, sendo a quantificagédo do teor de 6xido nitrico realizada analiticamente
com o uso de nitrito de s6dio como padréo, cuja curva de calibragcéo (Figura 3A), obtida a
partir das curvas de absorcdo maxima em 542nm (Figura 3B), apresentou coeficiente de
regressao linear de 0,98.

Absorbancia
g 2
Absorbancia

o
=}
n

000 002 004 006 008 010 012 450 500 550 600 650 700
Concentracdo nmol/L Comprimento de onda/nm

Figura 3. (A) curva de calibragéo de 6xido nitrico obtida em 542 nm e, (B) Banda espectral para o
croméforo azo originado na solugéo de Griess.

A partir da equacéo de reta obtida foi possivel aferir que cada grama de amido foi
capaz de liberar 8,57 mmol.L' de éxido nitrico, enquanto os microgéis foram capazes de
liberar 6,2mmol.Lg". Foi observado ainda que enquanto o amido libera o NO rapidamente
a cinética de liberacdo nos microgéis apresenta um perfil cinético mais lento, mesmo
usando HgCl. Microgéis apresentam como vantagem o fato de poderem ser utilizados em
sistemas microparticulados, ou ainda em sistemas tradicionais de curativos na forma de
membranas, podendo ainda ser desidratados para comercializagcdo. Além disso, uma vez
que a estabilidade do 6xido nitrico € maior para sistemas desidratados, devido ao sistema
de cadeia, os microgéis podem ser uma alternativa para aumentar o tempo de prateleira de
materiais doadores de 6xido nitrico.

Uma vez que os microgéis de amido acetilado com doadores de NO apresentam
viabilidade de utilizagbes como matrizes para liberacdo de éxido nitrico, foi verificado
através do ensaio de DPPH, com nivel de 95% de significancia, a acdo antioxidante do
amido nitrosado para solu¢des de amido nas concentracbes de 2, 0,2, 0,02 e 0,002%
(m/V). Apés 30min em contato (em repouso) com o reativo DPPH através da avaliacdo
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espectrofotométrica verificou-se que o amido possui a capacidade de eliminar o radical DPPH
entre 90 e 30% para as concentragdes utilizadas, demonstrando um efeito dependente da
dose (Figura 4). Além disso, foi verificado através dos ensaios com sementes de L. sativa
que o amido nitrosado ndo apresenta potencial citotoxico. Conforme pode ser observado
através da Tabela 1, ndo houve diferenca significativa no desenvolvimento da planta entre
as concentracdes avaliadas.

Figura 4. Percentual de atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH

A redugdo da concentragdo de O6xido nitrico utilizada n&o inibiu o potencial
germinativo e ndomostrou variagdo no tamanho médio das raizes de L. sativa, o que indica
que as concentragdes de NO utilizadas néo diferem entre si no crescimento do organismo
celular, bem como na divisao celular.

Tamanho médio/

Con/mmol.L" % de germinagéao IG cm ICR Peso/g
6,25 87+4 -0,06 4,64+0,75 0,38 0,2250+0,0260
3,12 83+7 -0,03 4,68+0,87 0,39 0,2563+0,0157
1,56 79+13 -0,08 4,67+0,83 0,38 0,1921+0,0482

controle 92+3 3,37+1,38 -

Tabelal. Relagéo do nUmero e massa de sementes de L. sativa tratadas com amido nitrosado em
diferentes concentracgdes, tendo agua purificada como controle.

As respostas biolégicas que o NO induz nédo estédo restritas a um Unico grupo
de mecanismo de defesa, sendo que de acordo com Campos et, al., (2019) diferentes
mecanismos séo ativados e ou intensificados ap6s adi¢cdo do 6xido nitrico como molécula
sinalizadora o que contribui para a redugéo da geragéo de H,0,, resultando na atenuagéo
de danos na membrana celular e consequente decréscimo de morte celular.Neste sentido
a liberag@o exdgena de NO através de moléculas transportadoras pode ser uma alternativa
para a defesa das células frente a estresses oxidativo ou protec¢édo de dano.
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41 CONSIDERAGOES FINAIS

O processo de microemulsdo empregado foi apropriado para a produgdo de
microgéis capazes de absorver aproximadamente 5 e 10 vezes 0 peso seco em agua com
morfologia esférica e tamanhos médios variados entre 90 e 200 um para os hidrogéis de
acrilamida puro e 15 um para os microgéis de acrilamida e amido acetilado. Além disso,
0s microgéis de amido acetilado com latico ndo apresentaram citotoxicidade podendo ser

utilizados como matrizes para liberagéo de 6xido nitrico um potente composto biotivo.
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