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RESUMO

O presente trabalho apresenta a sintese e caracterizacdo de hidrogéis hibridos pH e
termo sensiveis baseados em acrilamida, N-isopropilacrilamida e N-(3-aminopropil)
metacrilamida utilizando metacril POSS como reticulante. A sintese foi realizada através da
polimerizacgdo radicalar dos monémeros em solucdo na presenca do reticulante. Através das
técnicas de FT-IR, RMN-'H e TGA foi comprovada a incorporacéo dos trés mondmeros e do
reticulante no hidrogel final. Foram realizados testes de grau de inchamento em funcéo do pH
e da temperatura, 0s quais mostram que os hidrogéis hibridos apresentam a sensibilidade as
variacdes de temperatura e pH. As variagdes no grau de inchamento chegaram a 2542% com
as mudancas no pH e 526% com as mudancas de temperatura. A avaliacdo da citotoxicidade
dos materiais obtidos mostrou que eles apresentam citotoxicidade em maior e menor grau,

dependendo da sua composi¢do e do solvente utilizado na sintese.
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ABSTRACT

The following work presents the synthesis and characterization of hybrid pH and
thermo sensitive hydrogels based on acrylamide, N-isopropylacrylamide and N-(3-
aminopropyl) methacrylamide methacryl using POSS as cross-linker. The synthesis was
carried out by free-radical solution polymerization of the monomers in the presence of the
crosslinker. By using FT-IR, *H NMR and TGA it was confirmed the incorporation of all
three monomers and the crosslinker in the final hydrogel. The hybrid hydrogels showed
thermo and pH-sensitive swelling behavior, reaching a variation of up to 2542% with pH
changes and 526% with temperature changes. The obtained materials exhibited cytotoxicity at
higher and lower levels, depending on the composition of the hydrogel as well as the reaction

medium.
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1 INTRODUCAO

O ndmero de publicagdes encontradas utilizando a palavra “hidrogel” vem crescendo
exponencialmente nas Gltimas trés décadas. De acordo com o SciFinder® a primeira referéncia
sobre hidrogel data de 1894 e vem crescendo anualmente desde 1960. Figura 1 mostra a

evolucgdo no nimero de citagdes contendo a palavra “hydrogel” na tltima década.

Publicacoes

1908ral

1906ral

- 1905ral

- 1904ral

- 1902ral

- 1901ral

- 1900ral
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 1. Numero de publicacbes da ultima década contendo a palavra “hydrogel”. Fonte:
SciFinder® 25/06/2014.

Grande parte das publicacdes na area de hidrogéis se refere ao desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada, principalmente quando baseados em hidrogéis capazes de
responder a estimulos externos como, por exemplo, variacbes de temperatura, pH, forca
idnica do meio e natureza dos contraions'. Esses sistemas sdo conhecidos como hidrogéis
inteligentes e sdo pensados para liberar substancias a uma taxa controlada por um dado
periodo de tempo respondendo a uma mudanga no meio fisiologico. Esses sistemas sdo
utilizados para superar os problemas das formulagdes convencionais, como as altas doses
necessarias para atingir o nivel minimo efetivo da substancia, que ira durar por um curto

periodo de tempo sendo necesséria ent&o outra dose®.

A grande maioria dos sistemas desenvolvidos se baseia em mondmeros sensiveis ao
pH e/ou a temperatura. A N-isopropilacrilamida (NIPAm) e seus derivados, por exemplo, tém
caracteristicas de expansdo e de encolhimento com as varia¢fes de temperatura do meio que
podem ser utilizados como sistemas que apresentam um mecanismo “on-off” na liberagdo

controlada de substancias. Kim?® indicou as vantagens do uso desse mecanismo em sistemas



autorreguladores para liberacdo de farmacos no organismo, e levou muitos outros

pesquisadores a estudar esses sistemas”.

O NIPAmM é o mondémero mais utilizado na producdo de hidrogéis termossensiveis,
pois apresenta uma temperatura de transicdo proxima a temperatura fisiologica e néo
apresenta citotoxicidade. Entretanto suas propriedades mecanicas deixam a desejar, 0 que
dificulta sua aplicacdo préatica. Para contornar esse problema e ajustar sua temperatura de
transicdo o NIPAm é comumente copolimerizado com outros mondmeros como a acrilamida

e o metacrilato de butila®*,

Hidrogéis que apresentam sensibilidade ao pH do meio possuem grupos ionizaveis em
sua composicdo. Como exemplos desses mondémeros podemos citar o acido acrilico, o
metacrilato de metila e o N,N’-dietilaminoetil metacrilato® °. Apesar de ndo haver trabalhos
na literatura que utilizem o hidrocloreto de N-(3-aminopropil) metacrilamida (APMA) na
producdo de hidrogéis, a presenca de uma amina na sua cadeia lateral o qualifica como

potencial candidato para tal aplicacéo.

Ainda com o objetivo de sintetizar hidrogéis com melhores propriedades mecanicas,
assim como térmicas e de difusdo, alguns trabalhos vém sendo realizados utilizando
moléculas hibridas na producéo de hidrogéis responsivos®®. O metacril POSS é uma molécula
particularmente interessante, pois suas cadeias laterais apresentam ligacfes duplas terminais
que podem ser utilizadas em copolimerizacdes radicalares. Devido a presenca de oito desses
substituintes sua utilizacdo leva a formacdo de uma rede tridimensional que no caso do uso de

comondmeros hidrofilicos, como os citados anteriormente, levam a formacéo de um hidrogel.

A producdo de hidrogéis que combinem essas duas propriedades pode ser obtida
através da copolimerizacdo de um mondmero termossensivel com um mondmero pH sensivel.
Portanto a copolimerizacdo do NIPAm, da acrilamida e do APMA é capaz de nos fornecer um

material com alta resisténcia e que seja responsivo tanto ao pH como a temperatura do meio.

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo sintetizar hidrogéis baseados nos
mondmeros acrilamida, NIPAm e APMA, utilizando o metacril POSS como agente
reticulante. Os hidrogéis obtidos foram caracterizados quanto a sua estrutura quimica,
propriedades térmicas, sensibilidade a temperatura e ao pH, além de seu potencial para uso

biomédico através de testes de citotoxicidade.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 HIDROGEIS

Hidrogéis sdo definidos como estruturas tridimensionais formadas por cadeias
parcialmente hidrofilicas de homopolimeros, copolimeros ou macromondmeros interligadas,
formando uma matriz insolavel, a qual é capaz de absorver grandes quantidades de agua
mantendo sua estabilidade dimensional®. Suas propriedades quimicas sdo determinadas pela
cadeia polimérica, suas cadeias laterais e agentes reticulantes. As propriedades fisicas, como
resisténcia mecanica e grau de inchamento, dependem da densidade de reticulac&o.*®

Estes materiais apresentam uma vasta gama de aplicacdes como, por exemplo, em
cosméticos™!, na agricultura, na liberacdo gradual de agua e nutrientes, em purificacdo de
4gua, sensores™ e na area médica, principalmente em lentes de contato, engenharia tecidual e

liberacdo controlada de farmacos™.

O estudo de hidrogéis é uma area amplamente multidisciplinar, abrangendo ciéncia
dos materiais, quimica, engenharia biomédica e ciéncias farmacéuticas.’® Nos Gltimos anos o
interesse no uso desses materiais na area biomédica e farmacéutica vem aumentando devido
ao alto teor de 4gua em sua composi¢ao, natureza borrachosa, semelhante aos tecidos naturais,

e sua biocompatibilidade.
2.1.1 Classificacdo dos Hidrogéis

Os hidrogéis podem ser classificados de acordo com diversas caracteristicas. Em
relacdo ao tipo de reticulacBes presentes na formacao da estrutura tridimensional os hidrogéis
(e geis de maneira geral) podem ser classificados como géis fisicos, géis quimicos ou géis
antropologicos. Geéis fisicos séo aqueles cuja rede tridimensional é formada por ligacGes de
natureza eletroestatica intermoleculares, como ligac6es de hidrogénio e forcas de Van der
Walls.*? J& os géis antropoldgicos sdo aqueles formados por emaranhamentos e dominios
microcristalinos, sendo denominados também pseudogéis.” > 4

Baseado no método de preparacdo os hidrogéis sdo classificados como hidrogéis de
homopolimeros, hidrogéis de copolimeros (podendo conter dois, trés ou mais tipos de
mondmeros diferentes, onde ao menos um deles é hidrofilico) e hidrogéis poliméricos

interpenetrantes. O Gltimo tipo é produzido sintetizando o hidrogel na presenca de outro



hidrogel ja formado. Eles podem também ser produzidos a partir de blendas atraves de ciclos
de congelamento e descongelamento, até a formagdo de uma rede tridimensional interligada.
Esta técnica é conhecida como freeze—thaw.™ * 12

De acordo com sua carga ionica os hidrogéis podem ser classificados como neutros,
anionicos, cationicos e anfotéricos. Essa carga € determinada pelos grupos laterais contidos na
cadeia principal do polimero ou copolimero. Hidrogéis com cadeias laterais que podem ser
ionizadas sdo amplamente estudados para aplicacdo em liberacdo controlada de drogas e
engenharia tecidual.> 3

Hidrogéis ainda podem ser classificados de acordo com sua fonte. Eles podem ser
obtidos a partir de fontes naturais, como oligossacarideos (quitosana, alginato, gelatina,
pectina e agarose), peptideos, proteinas e glicoconjugados (fibrina, actina e lectina). E podem
também ser obtidos de fontes sintéticas, onde o poli(alcool vinilico), monémeros acrilicos e

metacrilicos sdo os mais utilizados.°

A estrutura fisica do hidrogel depende dos monémeros ou macromondmeros iniciais,
historico de cargas mecanicas e dos métodos de sintese, como por exemplo, concentragdo dos
mondmeros, tipo e quantidade de reticulante, tipo e quantidade de iniciador e presenca ou ndo
de cargas inorganicas® *2. Podendo apresentar morfologia amorfa, semicristalina,
supramolecular, constituida por agregados hidrocoloidais ou estrutura baseada em ligacdes de
hidrogénio.*®

2.1.2 Agua em Hidrogéis

A grande capacidade de absorver agua dos hidrogéis é um fator determinante para suas
aplicacdes posteriores. A presenca da agua reduz a energia livre interfacial em ambiente
fisiolégico aumentando sua biocompatibilidade e a quantidade final de agua absorvida é
dependente de fatores cinéticos e termodinamicos™ *°.

A agua em hidrogéis é dividida em duas classes, agua ligada e agua livre. Quando um
hidrogel comeca a absorver moléculas de agua, as primeiras moléculas a penetrarem na
estrutura podem hidratar os grupos mais hidrofilicos, sendo chamada de “agua de ligagao
primaria”. Quando esses grupos hidrofilicos ja estdo hidratados a rede polimérica incha e
expde o0s grupos hidrofébicos, os quais irdo interagir com a agua. Essa agua recebe o nome de

“agua de ligagdo secundaria”. Ambas juntas sdo chamadas de “agua total de ligacao”. ApOs 0s
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grupos, hidrofilicos e hidrofobicos, estarem interagindo com moléculas de &gua a rede
absorve mais agua devido as forgas osmoticas que vdo em direcdo a diluicdo infinita. As
ligagbes cruzadas resistem a esse inchamento adicional resultando numa forga de reagéo
elastica da rede polimérica. Dessa forma os hidrogéis atingem um equilibrio de
intumescimento. A &gua adicional que entra no gel apds os grupos pertencentes as cadeias

estarem hidratados é chamada de 4gua livre ou agua de “bulk”.*?

2.2 ASPECTOS TERMODINAMICOS DOS HIDROGEIS

Sabe-se que Flory e Rehner desenvolveram uma descricdo inicial do inchamento de
hidrogéis utilizando uma distribuicdo Gaussiana das cadeias dos polimeros. Eles
desenvolveram um modelo para descrever o equilibrio de polimeros reticulados postulando
que o grau de inchamento de uma rede polimérica é governado pelas forcas de retracdo
elastica das cadeias do polimero e pela afinidade entre o polimero e as moléculas de

solvente!’.

Termodinamicamente falando, a expanséo volumétrica do gel quando em contato com
um solvente é resultado de uma variacdo de energia livre (4G). Essa variacdo é regida por
dois termos, o termo de mistura (4Gmiswra) € 0 termo elastico (4Geastico), relacionados,
respectivamente, a compatibilidade gel-solvente e a forcas de retracdo das cadeias citadas

anteriormente. Assim temos:
AG = AGejsstico T AGmistura (2'1)

No processo de inchamento de um gel seu volume aumenta até atingir o equilibrio. O
fato de o gel absorver o solvente & uma tentativa de igualar os potenciais quimicos dentro e
fora do mesmo. Esse processo leva a uma variacdo negativa do termo de mistura. Porém, ao
absorver o solvente o gel expande, o que imprime tensdes a rede polimérica, levando a uma
variacdo positiva do termo elastico. Dessa forma, o equilibrio se dara quando as variaces

desses dois termos se igualarem, levando a um 4G=0".

No caso de polieletrélitos o pH e a forga idnica do solvente irdo contribuir para a
expansdo ou contracdo do gel. Portanto, é necessario levar em conta a contribui¢do da parte

idnica, 0 que nos d& um terceiro termo na equacéo da energia livre'’.

AG = AGeisstico T AGmistura T AGisnico (2.2)



2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTRALADA DE DROGAS

Sistemas de liberagdo controlada de farmacos ou DDS (do inglés Drug Delivery
Systems) sdo, idealmente, concebidos como sistemas que sdo capazes de liberar um agente
farmacologicamente ativo a um ponto especifico do organismo, de maneira que seja possivel
planejar essa liberacdo. Ou seja, é necessario que esse sistema seja previsivel e reprodutivel.
Nessa concepcao, a obtencdo de um nivel constante de liberacdo para o organismo é altamente

desejada.

As formas convencionais de administracdo de farmacos permitem que a substancia
entre em contato com seu ponto alvo, entretanto por um curto periodo de tempo, de forma que
varias doses dessas substancias sdo necessarias. Dessa maneira temos altas concentracdes do
farmaco na corrente sanguinea no periodo apds administracdo, as quais sdo reduzidas
drasticamente ap6s um curto periodo de tempo, relacionado com o tempo de meia vida do

farmaco no organismo™’.

A concentracdo dessas substancias no sangue deve sempre ser mantida abaixo do nivel
toxico ao organismo e acima do nivel em que a mesma € efetiva. Essa faixa de concentracao é
conhecida como nivel terapéutico e estd mostrada de forma esquematica na Figura 2. As
curvas farmacocinéticas ilustram a administracdo do farmaco por meios convencionais e
através da utilizacdo de DDS, onde vemos que os sistemas de liberacdo controlada mantém a

concentragdo dentro do nivel terapéutico®.
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Figura 2. Representacdo esquematica das curvas farmacocinéticas para (a) meio tradicional de
administracéo e (b) através de DDS. Adaptado de Silva®®.

Essa vantagem traz consigo a diminuicdo do tempo de tratamento farmacoldgico, ja
que a dose do farmaco no local desejado sera constante por mais tempo. Outras vantagens
ainda sdo a possibilidade de direcionamento do farmaco a pontos especificos do organismo, a
protecdo do agente ativo contra as condigcdes severas do organismo assim como de enzimas.
Alguns desses sistemas podem ainda servir de facilitadores da absorcdo do farmaco através de

mucosas e células®®.

O melhoramento continuo e a aceleracdo da pesquisa e desenvolvimento de materiais
poliméricos teve um grande reflexo no uso desses materiais em sistemas de liberacdo
controlada. Os sistemas poliméricos disponiveis para DDS podem ser classificados de acordo
com seus mecanismos de liberagdo em quatro grandes categorias: Sistemas (1) controlados
por difusdo, (2) controlados pela penetracdo de agua, (3) controlados quimicamente e (4)

controlados magneticamente?..

Mecanismos controlados por difusdo tém dois tipos de dispositivos fundamentais, que
sdo os dispositivos monoliticos e os controlados por membrana. Em dispositivos monoliticos
o farmaco é disperso em uma matriz polimérica e sua difusdo ird depender da solubilidade da
substancia na matriz, podendo essa estar abaixo do seu limite de solubilidade ou acima dele,
contanto que esteja uniformemente disperso na matriz. No caso de dispositivos controlados
por membrana o farmaco esta contido num compartimento envolto por uma membrana

polimérica que controla sua difusdo para o ambiente.



Quando a taxa de liberacdo é controlada pela penetracdo de agua na matriz o
dispositivo pode ser do tipo bomba osmética ou controlada pela expansdo da matriz. Nos
dispositivos por bomba osmotica o agente osmético estd contido dentro de uma camara rigida
e separado do farmaco por uma particdo maével, onde um dos lados do compartimento rigido é
uma membrana semipermeavel. Quando imerso em solucdo aquosa a &gua entra no
dispositivo através da membrana aumentando seu volume, o que ird exercer uma pressao
sobre a parte mével expulsando o agente ativo. Nos dispositivos controlados pela expanséo do
polimero o farmaco é disperso em uma matriz reticulada hidrofilica seca. Quando em contato

com agua a matriz expande e a substancia é expelida.

Em sistemas controlados quimicamente o farmaco é liberado devido a degradacéo do
polimero no interior do corpo do paciente. Nesse caso € necessario o uso de polimeros

biodegradaveis, que serdo degradados por enzimas, hidrélise ou outras reagdes quimicas.

Sistemas controlados magneticamente, formados por albumina e microesferas
magnéticas, sdo, teoricamente, capazes de melhorar a especificidade da localizacdo da

liberacdo. Esses vém sendo amplamente estudados para o uso no tratamento de canceres®.

Para a aplicacdo de um dado dispositivo é muito importante saber qual o mecanismo
de liberacdo dominante, uma vez que se pode prever como esse dispositivo ird se comportar
em diferentes meios, 0 que traz maior seguranca e eficicia. Portanto é necessario conhecer 0s
fendmenos que influenciam nessa transferéncia de massa, como o formato geométrico do gel,
0 meio em que se encontra e 0 tamanho do soluto. Para tanto alguns modelos matematicos

tem sido criados para predizer o comportamento de um dado sistema?®.

O mecanismo mais estudado para DDS € o da difusdo do soluto através do meio.
Nesse caso a difusdo € a etapa limitante do processo, ou seja, sera a difusdo que ira determinar
a velocidade de liberacdo. A lei que rege a difusdo € a lei de Fick, onde o fluxo difusivo (J) de
um soluto é definido como a quantidade de soluto que passa através de um plano de referéncia

por unidade de tempo e por unidade de area normal a direcdo do fluxo.

Para estado estacionario, ou seja, independente do tempo, J pode ser determinado pela

Equacéo 2.3

aC (2.3)
0x



Onde D é o coeficiente de difusdo do soluto no meio, C é a concentracdo e de x é a
A ac . T
distancia. Dessa forma o termo -, fepresenta a forca motriz para que o processo de difusédo

ocorra espontaneamente. O coeficiente D representa a facilidade para que essa difusdo ocorra

e é dependente do soluto em um meio especifico.

O conhecimento do coeficiente de difusdo é de extrema importancia no célculo de
difusdo e no perfil de concentracdo do soluto no meio. Ele é, geralmente, determinado
experimentalmente porque ndo ha, até o momento, uma teoria geral que permite que seja

estimado com precisao.

O coeficiente de difusdo pode ser dependente do tempo e para esses casos é necessario
0 uso da segunda lei de Fick, mostrada na Equagéo 2.4.
aC 2.4
oc DG @4
ot ox

Todos os modelos utilizados para descrever a difusdo de solutos a partir de matrizes
poliméricas sdo baseados nessas duas equacdes. A complexidade do modelo vai depender se a
difusdo sera considerada uni, bi ou tridimensional e da geometria adotada no modelo (plana,
cilindrica, esférica, etc). Além do estado fisico do polimero em questdo, podendo 0 mesmo

estar acima ou abaixo da temperatura de transicdo vitrea (Tg)lg.

A importancia da T se da pelo fato de que polimeros acima de sua Ty respondem mais
rapidamente a mudangas em sua estrutura fisica do que polimeros no estado vitreo, uma vez
gue a mobilidade das cadeias é muito restrita no estado vitreo. Do ponto de vista de
modelagem matematica, polimeros no estado vitreo ndo irdo apresentar um comportamento

previsto pela lei de Fick, sendo necesséarios modelos mais complexos®” 2,

2.4 HIDROGEIS RESPONSIVOS

Desde que Tanaka®®, em 1978, reportou pela primeira vez a ocorréncia de uma
transicdo de fase que causava grandes variaces de volume em hidrogéis, muitos trabalhos
passaram a investigar esse fenémeno. Até 1984 sabia-se da existéncia de transi¢do de fase em

hidrogéis i6nicos, uma vez que as cadeias laterais desses materiais, quando ionizadas,
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respondiam a estimulos externos, ndo apenas de pH, mas de temperatura, composi¢do de
solventes e forca iénica. Porém nesse mesmo ano Hirokawa e Tanaka®® reportaram pela
primeira a existéncia de transicdo de fase em um hidrogel ndo i6nico. Esse hidrogel era
formado pela N-isopropilacrilamida (NIPAmM) e apresentou transi¢do de fase com a mudanca

da temperatura.

Hidrogéis podem apresentar mudancas em seu comportamento de inchamento em
resposta a varios estimulos, como mudancas na forga idnica do meio, no pH, na temperatura,
radiacdo eletromagnética’’, entre outros, conforme ilustrado na Figura 3. Alguns hidrogéis
apresentam transicdes de fase em resposta a estimulos externos de grande interesse. Katakoa
et al. sintetizaram um hidrogel baseado em NIPAm e acido N-acriloil-3-amino fenilborénico
que apresenta um comportamento de transi¢cdo de fase com mudancgas na concentracdo de
glicose do meio?’. Ishihara et al. recentemente reportaram que hidrogéis derivados de poli (2-
metacriloiloxietil forsforilcolina) (MPC) apresenta uma transicdo de fase conhecida como
reentrancia. Trata-se de hidrogéis que apresentam altos graus de inchamento em dois

solventes diferentes, mas encolhem na presenca de misturas dos mesmos solventes em certas
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Figura 3. Representacdo esquematica da expansdo de um hidrogel em resposta a estimulos
externos. Adaptado de Gupta®.

Hidrogéis que possuam essas caracteristicas de responsividade sdo excelentes
candidatos a serem usados no desenvolvimento de sistemas de liberacéo controlada de drogas
e farmacos. Na ultima década, principalmente, nos ultimos trés anos houve muitos avangos no
desenvolvimento de sistemas de liberacéo de drogas baseados em hidrogéis. Os hidrogéis com

transicdo de fase mais estudados nos dias de hoje sdo os hidrogéis sensiveis as mudancas na
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temperatura e no pH do meio, principalmente quando esses transi¢cbes ocorrem proximas a

temperatura e/ou pHs fisiol6gicos'®.
2.4.1 Hidrogéis Termossensiveis

Os hidrogéis que apresentam essa transi¢cdo de fase em funcdo da temperatura sdo
chamados de hidrogéis termossensiveis. Eles apresentam uma grande variagdo de volume para
pequenas variacdes desse parametro. Para que um hidrogel tenha essa propriedade ao menos
um de seus componentes deve apresentar uma mudanca de solubilidade associada a
temperatura. Esse gel deverd entdo ser insoluvel acima ou abaixo de uma determinada
temperatura. Sendo dessa forma classificado como um sistema de temperatura critica inferior
(LCST - lower critical solution temperature) ou superior (UCST — upper critical solution

temperature), respectivamente'®.

Em temperaturas abaixo da temperatura critica os hidrogéis com comportamento de
fase LCST apresentam apenas uma fase. Nessa condicdo as ligagdes de hidrogénio formadas
entre os segmentos hidrofilicos e as moléculas de 4gua sdo dominantes, de forma a facilitar o
inchamento. Com o0 aumento da temperatura acima da temperatura critica essas interacdes
entre os grupamentos hidrofobicos aumentam em detrimento das ligacdes de hidrogénio,
levando a um rearranjo das moléculas e consequentemente a um estado no qual as interagdes
entre solvente e polimero deixam de ser favordveis. Nesse estado as fortes interacOes

hidrofobicas acabam por expulsar a 4gua contida no interior do gel'®

. Uma vez que essa
transicdo de fase é baseada em interacGes eletrostaticas e conformacdes de cadeias, ela €

completamente reversivel®®.

Para que um polimero apresente essa propriedade € necessario que ele apresente
grupamentos hidrofébicos como metilas, etilas ou propilas®. Os hidrogéis mais interessantes
para estudos sdo os formados pelos monémeros NIPAm e pela N-vinilcaprolactama (VCL), 0s
quais tém suas estruturas quimicas mostradas na Figura 4. Ambos apresentam transi¢do de
fase do tipo LCST em temperaturas proximas a 32 °C ( relativamente proxima a temperatura
corpérea, que é de 37 °C) e seus polimeros ndo apresentam citotoxicidade®. Essa temperatura
de transicdo pode variar de acordo com a composicao do hidrogel (presenca de comonémeros
e diferentes agentes reticulantes), da composicdo do meio e de seu grau de reticulacdo™. A

introducdo de comondmeros hidrofilicos desloca a LCST para temperaturas maiores e a
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introducao de grupos hidrofobicos tem o efeito oposto. Dessa forma, € possivel haver certo

controle nesse aspecto, dependendo da aplicacio desejada’.
‘>: 8] M O
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Figura 4. Exemplo de mondémeros que formam hidrogéis com transicéo de fase dependente da
temperatura: N-isopropilacrilamida e N-vinilcaprolactama.

Na classe dos hidrogéis responsivos 0s termossensiveis sdo 0s mais estudados para
sistemas de liberacdo controlada de drogas, com um grande destaque para os hidrogéis
baseados em NIPAmM. O NIPAm é uma acrilamida modificada que contém um grupo
isopropil, conforme é possivel ver na Figura 4. Esse € o grupamento que fornece a
caracteristica de mudanca de fase em funcdo da temperatura, conforme discutido
anteriormente. Como sistema de liberacdo controlada de droga o hidrogel baseado em NIPAmM
funciona como um sistema on-off. Quando a baixas temperaturas (abaixo da temperatura de
transicao) o sistema se encontra na sua forma “on”, que ¢ quando o hidrogel estd expandindo
e permite a saida do farmaco contido no seu interior. Quando a temperatura ultrapassa a
temperatura critica temos o estado “off” que é quando o hidrogel estd numa conformag¢ao mais

densa e sua superficie estd menos permeével?.

Apesar de seu alto potencial como biomaterial, o hidrogel de NIPAm apresenta uma
baixa resisténcia mecanica, devido a baixa elasticidade que faz o que o material fique
quebradigo. Isso pode ser um problema quando ele sofre forte cisalhamento até chegar no
local apropriado para a liberacdo da droga. Por esse motivo ele € comumente copolimerizado
com outros polimeros capazes melhorar essa propriedade. O mondmero mais comumente
utilizado para tal finalidade é o metacrilato de butila (BMA) e a acrilamida (AM)? * 3%,
Podemos citar a ainda a copolimerizagio do NIPAmM com dimetilacrilamida

(DMAAmM), onde os copolimeros resultantes apresentaram LCST de 40 °C. O mesmo foi

13



utilizado em estudo para tratamentos antitumorais, pela incorporacdo do farmaco

Doxorrubicina®*,

Ainda com o intuito de melhorar as propriedades mecéanicas do poli(N-
isopropilacrilamida), Hebeish et al.*, sintetizaram o hidrogel na presenca de nanocristais de
celulose, ou nanowhiskers, formando uma rede interpenetrante, de forma a ter os nanocristais
como reforcos ao longo da rede do hidrogel. Os hidrogéis obtidos apresentaram uma

temperatura de transi¢édo de 32 °C.

Coughlan® ¥’

e colaboradores estudaram a cinética de liberacdo de farmacos de
hidrogéis de PNIPAmM em func¢do das propriedades fisico-quimicas dos farmacos utilizados.
Os mesmos perceberam que a presenca de farmacos hidrofébicos diminui o grau de expansao
do gel e que quando essas substancias sdo hidrofilicas a grau de expansdo aumenta e que as
interacOes farmaco-polimero interferem fortemente na cinética de liberacdo, o que é esperado

para um processo regido por difusdo.

Hidrogéis termossensiveis podem, ainda, ser colocados dentro de cépsulas rigidas
contendo orificios. Esse tipo de dispositivo é chamado de “squeezing hydrogel” porque a taxa
de liberacdo é afetada pelas variagdes nas dimensdes do hidrogel. Eles podem ainda ser
introduzidos em matrizes rigidas ou serem enxertados em superficies de membranas rigidas®.
Uma membrana de composito foi produzida dispersando microparticulas de hidrogel de
PNIPAmM em uma matriz de gelatina reticulada. Foi feito um estudo da liberagdo de uma
droga modelo que se mostrou dependente do grau de inchamento das particulas de hidrogel e

consequentemente da temperatura®.

Cao et al.®® sintetizaram microgéis hibridos baseados em NIPAmM, AM e
(trimetoxisilil)propilmetacrilato (TMSPMA). Inicialmente foi obtido um terpolimero por
polimerizagdo radicalar, em seguida o terpolimero foi colocado em solucéo aquosa, a qual foi
aquecida acima da temperatura de transicdo de fase. Nesse processo houve a hidrolise do
grupo Si-O-CHgs, formando Si-(OH)3 seguido de condensacéo, formando assim as esferas de
microgel. Os autores perceberam que o diametro dos hidrogéis era fortemente dependente da

temperatura e pH do meio. A temperatura de transicdo do material foi de 34 °C.

|.39

Xu et al.”™, sintetizaram copolimeros de NIPAm e AM em bloco com poli(acido

lactico) (PLA) e perceberam que os mesmo se reorganizam em micelas esferas nanomeétricas,
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nas quais encapsularam diferentes farmacos. Esses agregados se mostram sensiveis a
temperatura, composicdo do meio e ao tipo de farmaco utilizado, além de ndo apresentarem

citotoxicidade.

Wang** e colaboradores sintetizaram um hidrogel termo e opticamente responsivo
baseado em NIPAm e AM no qual eles imobilizaram nanoparticulas de carbono fluorescentes.
O objetivo foi obter um material que respondesse a variagGes tanto térmicas quanto de luz

préxima ao infravermelho para identificar células cancerigenas.
2.4.2 Hidrogéis Sensiveis ao pH

Hidrogéis que apresentam inchamento dependente do pH do meio sdo formados por
polimeros que apresentam cadeias laterais que contém grupamentos acidos ou basicos que sdo
capazes de se ionizar com mudancas na acidez do meio. Hidrogéis com grupamentos acidos
sdo ionizados quando o pH do meio esta acima do pK, do grupo ionizavel. J& hidrogéis
catidinicos, que geralmente apresentam grupos laterais aminas, se ionizam quando o pH do

meio est4 abaixo do seu pKy"".

O processo de ionizacdo de polieletrélitos € semelhante a ionizacdo de espécies
monoacidas e monobasicas. Entretanto, os efeitos eletrostaticos exercidos pelos grupos
adjacentes torna essa ionizacdo mais dificil, o que faz com que tenhamos uma constante de
ionizacdo aparente para esses materiais*®. O grau de expanséo e responsividade ao pH podem
ser ajustadas utilizando comonémeros neutros, como, por exemplo, 2-hidréxietilmetacrilato,
metilmetacrilato e anidrido maleico. Diferentes comonémeros promovem hidrofilicidade

diferentes, levando a diferentes comportamentos em funcéo ao pH?.

Conforme aumenta o grau de ionizagdo também aumenta a repulsdo eletrostatica entre
as cadeias laterais e consequentemente sua hidrofilicidade, dessa forma a capacidade do
material de absorver dgua. Esse é um processo reversivel e, portanto, com a variagao do pH ao
ponto em que as cadeias laterais ndo estdo mais ionizadas a hidrofilicidade volta a diminuir e
parte da dgua é novamente expulsa do interior do gel. O grau de inchamento de hidrogéis

idnicos depende também do equilibrio idnico e a natureza do contraion®”.

Hidrogéis de poli(acido metacrilico) (PMA) enxertado com poli(etileno glicol) (PEG)
tém propriedades de inchamento Unicas. Em pH baixo, os prétons do &cido metacrilico
interagem com o oxigénio do grupamento éter do PEG através de ligacdo de hidrogénio
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resultando em um encolhimento do hidrogel. Quando os grupamentos carboxilicos do PMA
sdo ionizados a pHs altos as liga¢Ges de hidrogénio se desfazem, levando a um inchamento do
hidrogel®. O mesmo principio pode ser aplicado a redes interpenetrantes formadas por dois

polimeros diferentes que interagem por ligacdes de hidrogénio em fungdo do pH>.

Devido a essas caracteristicas de mudancas no grau de inchamento com as mudancas
de pH e forca idnica os hidrogéis ibnicos sdo de grande interesse no estudo de sistemas de
liberacdo controlada de drogas, uma vez que existem diferentes valores de pH em diferentes
partes do corpo, conforme mostrado na Tabela 1. Sabe-se que o fluido intersticial de alguns
tumores ou inflamagdes em humanos e animais tem um pH consideravelmente menor do que
tecidos normais e que esses valores de pH mudam de lugar para lugar no trato intestinal.
Dessa forma, sistemas de liberacdo de drogas que respondem aos diferentes pHs sdo capazes

de atingir &reas especificas do corpo, como tumores, inflamacées e infeccdes®..

Tabela 1. pH em varios 6rgéos e grupos celulares no corpo humano*.

Tecido/Grupo Celular pH

Sangue 7,35-7,45
Estdbmago 1,0-3,0
Duodeno 4,8-8,2
Célon 70-75

Endosomo Precoce 6,0-6,5
Endosomo Maduro 50-6,0
Lisossomo 45-5,0
Complexo de Golgi 6,4

Tumor 7,2-6,5

Os polimeros anidnicos tipicos para esse tipo de aplicacdo sdo o poli(acido acrilico)
(PAA) e 0 PMA. Como exemplo de polimeros catidnicos utilizados temos o poli(N,N’-
dietilaminoetil metacrilato) (PDMAEM), poli(dimetilaminoetil metacrilato)) (PDMAEMA),

quitosana e poliacrilamida (PAM)>.

Hidrogéis sensiveis ao pH sdo usados mais frequentemente em sistemas de liberacéo

controlada de uso oral. O pH do estémago (<3) muito diferente do pH neutro do intestino, o
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que é suficiente para induzir um comportamento dependente do pH em hidrogéis de
polieletrolitos. Para hidrogéis catidnicos o inchamento é minimo no pH neutro do intestino, o
gue minimiza a taxa de liberag&o do hidrogel. Essa propriedade tem sido usada para impedir a
liberacdo de drogas com sabores desagradaveis ao paladar, onde o pH também é neutro®.
Quando cafeina, por exemplo, foi colocada em hidrogéis de copolimeros de metil metacrilato
e N,N’-dimetilaminoetilmetacrilato (DMAEM) ela n&o foi liberada em pH neutro, mas em pH
da ordem de 3, onde o DMAEM fica ionizado, ela foi liberada com uma cinética de ordem
zero®. Hidrogéis catidnicos formados por semi-IPN também tem sido usados para liberacéo
de farmacos no estbmago. Os hidrogéis formados por quitosana reticulada e poli(éxido de
etileno) (PEO) apresentam maior grau de inchamento no pH do estdmago. Esse tipo de
hidrogel seria ideal para liberagdo localizada de antibidticos, como amoxicilina e

metronidazol, para tratamento de Helicobacter pylory**.

Xue et al.* desenvolveram um hidrogel hibrido fisicamente reticulado e pH
responsivo a partir de gelatina e siloxano, a fim de melhorar sua resisténcia mecénica. Os
resultados mostraram que a quantidade de siloxano presente tem efeitos importantes na
estrutura e propriedades do hidrogel formado. Os hidrogéis ja com quantidades de siloxano
otimizadas apresentaram alta elasticidade quando comprimido (3,6 MPa, com deformacéo de
86% contendo 85% em massa de agua).

Hidrogéis feitos de PAA e PMA podem ser utilizados para liberacdo em pH neutro.
Hidrogéis de polianions, como o PAA, reticulado com reticulantes azoarométicos foram
desenvolvidos para liberacdo especifica no célon. A expansao desses materiais no estdmago é
minima e, portanto, assim também a liberacdo. O aumento do inchamento ocorre quando o
hidrogel atinge o intestino, onde ocorre a ionizagdo dos grupamentos acidos. Porém, somente
no colon as reticulagbes de grupos azoaromaticos podem ser degradadas por azoredutores
produzidos pela flora intestinal do colon. A cinética de degradag@o pode ser controlada pela
densidade de ligagdes cruzadas e a cinética de inchamento pelo nimero de grupos
ionizaveis™® *.

Alguns hidrogéis pH sensiveis podem ser colocados dentro de capsulas ou matrizes de
silicone para modular a liberagdo do farmaco. Em matrizes de silicone foram utilizados
hidrogéis feitos de semi-IPN de PAA e PEO. Foram estudados os padrdes de liberagdo de
varios farmacos modelos com diferentes solubilidades em agua e diferentes coeficientes de

particdo. Em pH 1,2 o inchamento da rede é baixo e a liberagdo bastante restrita. Com 0 em
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pH 6,8 a rede polimérica é ionizada e 0 aumento no inchamento leva a um aumento na
48, 49

liberagdo do farmaco

Qu et al.** desenvolveram um sistema de liberacdo controlada por pH formado por
dois tipos diferentes de polimeros. Um aniénico (PMA) e outro catibnico (PDMAEM). Esse
sistema consiste em recipiente que contém um portdo formado por um polimero linear
reticulado e um hidrogel de comportamento oposto no interior. O sistema proposto deve
apresentar resposta rapida as variacbes de pH. Quando o estimulo apropriado é dado o
hidrogel que forma o portdo ira contrair e o hidrogel do interior ira se intumescer e exercer um
efeito de bombeamento do farmaco para fora do dispositivo. Quando o pH muda esse gel do
interior contrai e 0 que forma portdo se expande, de forma a fechar o portdo ndo permitindo a

saida do farmaco.

O Hidrocloreto de N-(3-aminopropil) metacrilamida (APMA) é um bom candidato a
ser utilizado na sintese de hidrogéis pH sensiveis. Trata-se de um metacrilato que apresenta a
estrutura mostrada na Figura 5, contendo uma cadeia lateral com uma amina priméaria na
ponta, que é facilmente ionizavel em valores de pH &cidos. Ele é um reagente amplamente
utilizado na &area biomédica, porém nenhuma referéncia do uso do mesmo na producédo

hidrogéis pH responsivos foi encontrada até 0 momento.

8]

N ST N NH, + HCI

H

Figura 5. Estrutura quimica do monémero APMA.

Existem relatos de seu uso na producéo de hidrogéis biodegradaveis para engenharia
tecidual, onde ele foi utilizado como percursor do mondmero sintetizado para a producao do
hidrogel®. Seu uso como potencial mondmero para producdo de hidrogéis pH sensiveis foi
citado em uma patente que descreve a producdo de hidrogéis reticulados por dominios

proteicos™.

2.4.3 Hidrogéis Responsivos a Temperatura e ao pH
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Para produzir um hidrogel sensivel tanto ao pH como a temperatura basta incorporar
mondmeros termossensiveis e mondmeros ionizaveis no mesmo hidrogel. Quando pequenas
quantidades de um mondmero anibnico, como acido acrilico, sdo incorporadas em um
polimero termossensivel sua LCST passa a depender da ionizacdo do grupo lateral &cido
carboxilico, ou seja, do pH do meio. Quando o pH do meio € elevado acima do pK, do
polieletrdlito a LCST é deslocada a temperaturas maiores devido ao aumento da
hidrofilicidade a da repulsio de cargas®.

Uma vez que pH e temperatura sdo fatores muito importantes em meios bioldgicos,
inimeros trabalhos vém sendo realizados na producdo de hidrogéis sensiveis a ambos o0s
estimulos e no estudo do seu comportamento em relacdo a liberagdo de drogas. Os
mondmeros utilizados sdo, em sua grande maioria, 0 NIPAm e os monémeros aniénicos e
catidnicos citados na secéo anterior">>°,

Para hidrogéis produzidos a partir de copolimeros aleatérios a quantidade maxima de
mondmero ionizavel aceitavel no copolimero para que sejam mantidas suas caracteristicas
termossensiveis é de 10%. Quando uma quantidade maior que 10% do monémero aniénico ou
catibnico é adicionada ao polimero a hidrofilicidade fornecida por esses monémeros é
suficiente para estabilizar o hidrogel em solucdo, de forma que ndo havera mais uma transicao

de fase com 0 aumento da temperatura™.

Para contornar essa situacdo de perda na termossensibilidade e quando se deseja tornar
a liberacdo da droga mais rapida e o tratamento mais eficiente, alguns autores preparam
hidrogéis onde macro cadeias laterais termossensiveis sdo enxertadas em uma cadeia principal
pH responsiva. Essas ramificagdes tem sua extremidade livre, podendo se movimentar com
maior facilidade, facilitando a saida do farmaco do interior do hidrogel, tornando entéo a taxa
de liberagdo mais alta. Esse tipo de polimero enxertado é chamado de comb-type, porque o
polimero final tem a aparéncia de um pente. Varios comonémeros pH responsivos foram
utilizados em conjunto com o NIPAm, como, por exemplo, &cido acrilico (AA), PEG e
DMAEM®*®

Fundueanu® e colaboradores, sintetizaram terpolimeros de NIPAm, AM e
aminoetilacrilamida (AEAM), os quais, conforme discutido anteriormente, perderem sua
termossensibilidade devido ao ganho na hidrofilicidade. Entretanto, ao estudar a cinética de

liberacdo do farmaco diclofenaco perceberam que o hidrogel readquiriu sua sensibilidade a
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temperatura. Foi verificado que isso acontece porque hd uma interacdo da carga positiva da
amina do hidrogel com a carga negativa do diclofenaco. Por titulagdo potenciométrica foi
visto que a sensibilidade térmica é restaurada quando 50% das cargas positivas sdo

neutralizadas pelo farmaco.

Alguns polimeros naturais apresentam uma quantidade aprecidvel de grupos laterais
que podem fornecer sensibilidade ao hidrogel. A mais estudada nesse aspecto € a quitosana.

Cai et al.®*

, sintetizaram um hidrogel responsivo ao pH e a temperatura enxertando NIPAm
em quitosana através de radiacdo y. Os hidrogeis gerados apresentaram boa resposta tanto ao
pH como a temperatura, a LCST do sistema obtido foi de 28 °C. Outro exemplo de polimero
natural utilizado na preparacdo de hidrogéis termo e pH sensiveis é o alginato, comumente de
célcio®™ .

Hidrogéis produzidos a partir de terpolimeros, cujos monémeros constituintes sdo o
NIPAmM, um macromondémero de polidimetilsiloxano terminado em uma ligacdo dupla e &cido
acrilico foram utilizados na liberagcdo controlada de indometacina e amilase. Esse hidrogel foi
escolhido para a liberacdo de uma proteina (alta massa molecular) porque devido a um de seus
monomeros formadores ser um macromonémero ele apresentou uma tamanho de poro

bastante elevado, o qual aumenta com o aumento da massa molar do macromondmero.” ©.

2.4.4 Hidrogéis Hibridos

Como visto anteriormente muitos trabalhos foram realizados tentando melhorar as
propriedades mecanicas dos hidrogéis e assim desenvolver materiais mais faceis de trabalhar
na pratica. Uma das maneiras de se fazer isso é produzindo hidrogeis hibridos. Alguns
trabalhos mencionados anteriormente, mostram o uso de nanocristais de celulose como
reforco em hidrogéis de NIPAM® e o de moléculas hibridas contendo grupos siloxanos® ¢,
Existem também trabalhos que utilizam nanoargila como reforco em hidrogéis, os quais séo

preparados in situ por polimerizacéo radicalar de seus mondmeros na presenca da carga®™.

Xue et al.** desenvolveram um hidrogel hibrido fisicamente reticulado de gelatina e
siloxano. Os resultados mostraram que a quantidade de siloxano presente tem efeitos
importantes na estrutura e propriedades do hidrogel formado. Os hidrogeis ja com quantidades
de siloxano otimizadas apresentaram alta elasticidade quando comprimido (3,6 MPa, com

deformacéo de 86% contendo 85% em massa de agua).
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O oligbmero de siloxano (POSS) é considerado a menor molécula hibrida contendo
um ndcleo cubico de silica com cadeias laterais organicas (grupos alquil, aril, metacril, entre
outros). Hidrogéis hibridos baseados em POSS apresentam melhorias na resisténcia mecénica
e em suas propriedades fisicas, como altas temperaturas de decomposicdo, resisténcia a
oxidacdo e a chama. O interesse dessas moléculas em aplicacBes biomédicas vem crescendo,

uma vez que essas moléculas ndo apresentam citotoxicidade e sdo bioestaveis®™.

Mu e Zheng®, por exemplo, utilizaram octa(propilglicidil éter) POSS (OpePOSS)
como reticulantes na preparacdo de hidrogéis de NIPAm, os quais apresentam uma resposta
mais rapida a estimulos externos em relagdo aos hidrogéis reticulados com N,N’-
metilenobisacrilamida. Wang et al.” obtiveram nanofibras de hidrogel de NIPAm reticulados
com o OpePOSS por electrospinning. Mu e colaboradores obtiveram uma rede interpenetrante
de PEO com reticulagdo in situ também utilizando o OpePOSS. Recentemente Zang et al.®
publicaram um artigo onde produziram hidrogéis pH e termo responsivos baseados em
NIPAm e DMAEMA usando o octavinil POSS como reticulante. Os hidrogéis foram obtidos
por adicdo radicalar em solucdo e apresentaram boas propriedades térmicas, mecanicas, oOticas
e de inchamento. Além de também apresentarem uma maior taxa de liberacdo do farmaco do

que os hidroggéis reticulados com BIS.

O metacril POSS, cuja estrutura quimica esta mostrada na Figura 6 é um potencial
candidato a ser utilizado como reticulante na producédo de hidrogéis hibridos. Apesar de nédo
terem sido encontrados relatos na literatura de seu uso para essa finalidade, ele apresenta
ligagbes duplas nas extremidades das cadeias metacrilato, servindo dessa forma como

mondmero multifuncional no caso de uma polimerizacdo por adicao.
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Figura 6. Estrutura quimica do metacril POSS.
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3 OBJETIVOSQ
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos hidrogéis hibridos sensiveis a mudancas de temperatura e pH do
meio, utilizando o metacril POSS comercial como reticulante e o APMA como monémero

catidnico.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar rotas sintéticas para producdo de novos hidrogéis de terpolimeros a partir de
AM, NIPAm e APMA utilizando o metacril POSS como reticulante;

e Auvaliar rotas sintéticas para producdo de novos hidrogéis de copolimeros a partir de
APMA e NIPAm utilizando o metacril POSS como reticulante;

e Caracterizar os hidrogéis obtidos quanto a sua estrutura utilizando FT-IR e RMN-H;

e Caracterizar suas propriedades térmicas utilizando TGA e DSC;

e Avaliar suas propriedades de inchamento em resposta a variacdes de pH e
temperatura;

e Avaliar sua citotoxicidade através do ensaio direto MTT.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Neste trabalho foram sintetizadas duas classes de hidrogéis, os hidrogéis formados por

trés mondmeros diferentes, chamados neste trabalho de terpolimeros, e os hidrogéis

sintetizados a partir de apenas dois monémeros diferentes, chamados de copolimeros.

A fim de facilitar a leitura e a compreensdo das nomenclaturas utilizadas para cada

hidrogel, as mesmas estdo definidas na Tabela 2 e na Tabela 3. Cada um dos hidrogéis

sintetizados possui proporg¢des molares diferentes dos monémeros.

Tabela 2. Proporcdes molares entre os monémeros nos hidrogéis de terpolimeros sintetizados.

Amostra Acrilamida APMA NIPAmM

AM

APMA

NIPAmM
AM1-APMA1-NIPAM1
AM1-APMA1-NIPAM2
AM1-APMA1-NIPAmM4
AM1-APMA2-NIPAM1
AM1-APMA4-NIPAM1

1

N N = S S N o N

I N N = =)

0

e i L N S =

Tabela 3. Proporcdo em porcentagem molar entre os mondmeros dos hidrogéis de

copolimeros sintetizados

Amostra APMA (%mol) NIPAmM (%mol)
APMAS5-NIPAM95 5
APMA10-NIPAM90 10
APMA15-NIPAmM85 15
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4.1 MATERIAIS
Na realizacao desse trabalho foram utilizados os seguintes materiais:

e Acrilamida (AM) 99% adquirida junto a Sigma-Aldrich;

e N-isopropilacrilamida (NIPAm) 97% obtida da Sigma-Aldrich;

e Hidrocloreto de N-(3-aminopropil) metacrilamida (APMA) 98% da Polyscience,
Inc,;

e Perdxido de Benzoila (PB) 25% de &gua, adquirido da Merck;

e Metacril POSS — Cage Mixture (MAOQ735), chamado daqui em diante apenas de
POSS, obtido da Hybrid Plastics, Inc.;

e Tetraidrofurano (THF) grau P.A. obtido junto a Fmaia;

e Alcool Metilico grau P.A. adquirido da NEON;

o Oxido de Deutério da Sigma-Aldrich;

e Acido Citrico anidrido adquirido da empresa Nuclear;

e Fosfato Dissddico Dibasico P.A. adquirido da Synth.

O Peroxido de benzoila foi recristalizado antes da utilizacdo e posteriormente
guardado no congelador sob atmosfera inerte. Todos os demais reagentes foram utilizados

como recebidos.

4.2 METODOS
4.2.1 Sintese dos Hidrogéis

Para a sintese dos hidrogeis, os monémeros, iniciador (PB) e reticulante (POSS) foram
pesados em balanca analitica e adicionados a um baldo de fundo redondo juntamente com o
solvente. O baldo foi selado com septo para permitir posterior degasagem. O solvente
majoritario utilizado foi o THF®, com a adicdo de algumas gotas de metanol quando
necessario para ajudar na solubilizacdo dos mondmeros. A mistura ficou em agitacdo vigorosa
por 20 minutos, a fim de solubilizar e homogeneizar os reagentes, e em segunda foi degasada
em argbnio por 30 minutos. Por fim a mistura foi colocada em estufa com temperatura
controlada em 64+1 °C. A quantidade de iniciador foi fixada em 0,01 g e a proporcdo de

reticulante foi mantida fixa em 1:25 mol/mol, como previamente utilizada na literatura®.
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Ap0s o tempo de reacdo foi adicionado adgua aos balGes. Os hidrogeis ficaram imersos
em agua por 24 horas e a mesma foi trocada duas vezes nesse periodo. Entdo os hidrogéis
foram colocados em THF para a extracdo completa do iniciador e agente reticulante residual.
Apbs duas horas eles foram colocados mais uma vez em agua para a extracdo do THF e dos
subprodutos. As amostras ficaram imersas em agua por mais trés dias e a agua foi trocada
duas vezes por dia. A seguir as amostras foram colocadas em estufa a vacuo a temperatura de

45 °C por 48 horas e armazenadas em dessecador para posterior uso.

Inicialmente foram sintetizados homopolimeros de NIPAmM nas mesmas condicGes
descritas acima variando a proporcdo entre mondmero e solvente para determinar qual a
melhor quantidade de solvente a ser utilizada. Foram testadas concentragdes de 20, 30, 40 e
50% m/m, cujas amostras sao chamados daqui por diante de NIPAmM20, NIPAm30, NIPAmM40
e NIPAmM50, respectivamente. Uma vez que a quantidade ideal de solvente foi determinada
como sendo 50% m/m partiu-se para a determinagdo do melhor tempo de reacdo. Nesse caso
foram testados tempos de 12, 24, 36 e 48 horas, sendo escolhido o tempo de 24 horas. Essas
amostras serdo denominadas NIPAmM12, NIPAm24, NIPAm36 e NIPAm48 daqui por diante.

Os hidrogéis de terpolimeros foram sintetizados com 0os monémeros nas proporgdes
molares apresentadas na Tabela 2. Dessa forma as amostras AM, APMA e NIPAm tratam-se
de hidrogéis de homopolimeros de acrilamida, N-(-3-aminopropil) metacrilamida e N-
isopropilacrilamida respectivamente, utilizados para controle. Ja os hidrogéis de copolimeros

foram sintetizados com as porcentagens molares apresentadas na Tabela 3.

A Figura 7 mostra um esquema da reacdo para o caso da utilizacdo dos trés
mondémeros. Todas as demais reacdes seguem 0 mesmo principio, porém com a auséncia de

um ou mais monémeros.
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Figura 7. Esquema da reacdo de obtencdo dos hidrogéis utilizando os trés mondmeros
diferentes.
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4.3 CARACTERIAZACAO DOS HIDROGEIS
4.3.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Os espectros de FT-IR foram obtidos utilizando um espectrometro Varian 640 IR
operando no modo ATR na faixa de 4000 a 600 cm™ com resolugdo de 4 cm™ e 32 varreduras
em modulo de transmitancia. As amostras foram previamente secas em estufa a vacuo por 48
horas a 45 °C.

4.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN-'H)

As anélises de RMN-'H foram realizadas utilizando agua deuterada como solvente em
um equipamento Varian operando a uma frequéncia de 400 MHz. Foram utilizados 32 scans e

um tempo de relaxacgdo de 5 s.

Para o preparo das amostras os hidrogéis secos foram triturados em nitrogénio liquido
e entdo colocados nos tubos de RMN na presenca da dgua deuterada. As amostras foram
deixadas em geladeira por 24 horas para atingirem o equilibrio, durante 20 minutos em

ultrassom antes da realizacdo da analise.
4.3.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

Para a analise de TGA foram utilizadas em torno de 5 mg de cada amostra, as quais
foram aquecidas até 550 °C a uma taxa de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio num fluxo
de 100 ml/min. As analises foram realizadas em um analisador térmico TA Instruments

modelo SDT Q600, utilizando panelinha de platina.
4.3.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas em um equipamento de modelo DSC Q20 da TA
Instruments utilizando atmosfera de nitrogénio (50 ml/min). Foram utilizadas
aproximadamente 5 mg de cada amostra, as quais foram aquecidas de 40 °C até 150 °C com
uma isoterma de 5 minutos. Em seguida as amostras foram resfriadas até -20 °C com mais
uma isoterma de 5 minutos. Por ultimo elas foram aguecidas novamente até a temperatura
onde apresentaram perda de massa 10% no TGA. As andlises foram conduzidas a uma taxa de

aguecimento de 10 °C/min.

4.3.5 Grau de Inchamento
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O grau de inchamento foi obtido gravimetricamente e foi avaliado em funcéo da
temperatura e em fungdo do pH. Os hidrogéis permaneceram imersos por um periodo de 24
horas antes de cada medida. Os graus de inchamento foram expressos em porcentagem e
obtidos utilizando a Equacéo 4.1 ¢,

MI -

GI My 100
= ——X
M,

(4.1)

Onde My € a massa do hidrogel seco e M, é a massa do hidrogel intumescido.
4.3.5.1 Grau de Inchamento em Funcdo da Temperatura

A fim de avaliar a resposta dos hidrogéis a variacdes de temperatura foram realizados
testes de inchamento nas temperaturas de 20, 25, 30, 37, 45, 50, 55, 60, 70 e 80 °C. Para
realizacdo desse teste amostras com massas variando entre 10 e 30 mg foram mergulhados em
solucdo tampdo de pH 7,4 (pH do sangue) por 24 horas. ® ®. Entdo, os frascos fechados
contendo as amostras em solucdo foram mergulhados em um banho termostatizado na
temperatura desejada. ApoOs as 24 horas as amostras foram retiradas da solucdo, secas com
papel filtro tmido e pesadas em balanca analitica. Ao fim da pesagem elas foram devolvidas a
solucdo que foi colocada no banho na nova temperatura. Para cada um dos hidrogéis foram

analisadas pelo menos cinco amostras.
4.3.5.2 Grau de Inchamento em Funcéo do pH

Com o intuito de estudar a resposta dos hidrogéis sintetizados as variacdes de pH do
meio foram preparadas solucdes tampdo de Mcllavaine™, que utilizam fosfato dissédico
dibésico e acido citrico. Foi escolhida essa solugdo tampao porque, devido aos diferentes pKj,
do grupo fosfato, foi possivel fazer solugdes com pH variando de 2,2 a 8 utilizando 0 mesmo
par acido-base. As solucdes utilizadas foram as de pH 2,2; 2,6; 3,0; 3,6; 4,0; 6,0; 7,4 € 8,0. Os

valores de pH das solugdes foram ajustados utilizando um pHmetro.

Nesse caso também foram utilizadas cinco amostras de cada hidrogel, as quais foram
pesadas secas, adicionadas a solucdo tampdo de pH desejado e colocadas em banho
termostatizado a temperatura de 37 °C (temperatura fisioldgica)® ®. Apés 24 horas as

amostras foram retiradas da solucéo, secas com papel filtro imida para retirada do excesso de

29



agua e pesadas. Ao fim da pesagem as amostras foram secadas em estufa a vacuo por 48 horas

a temperatura de 40 °C antes da realizac&o do teste com o novo pH.
4.3.6 Citotoxicidade

Células de fibroblastos de camundongos, da linhagem celular NCTC clone 929 (cepa
L), conhecidas como L929, foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células
foram incubadas a 37°C em atmosfera umedecida com 5% de CO,. Os ensaios de
citotoxicidade foram realizados de acordo com a ISO 10993-5:2009. As células foram
plaqueadas em placa de cultura de 96 pocos com uma concentracéo de 7x10° células/poco em
100 pl de meio. Apos 8 horas do plagueamento foram adicionados os hidrogéis; os hidrogéis
ficaram em contato direto com as células por 72 horas. O meio foi removido e foram
adicionados 50 pl de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) (1
mg/ml). Apds 2 h de incubagdo a 37 °C os sais de Formazan formados foram diluidos em 100
ul de DMSO e a absorbancia lida foi de 570 nm. Os dados estdo expressos em porcentagem
de citotoxicidade em relacdo ao controle negativo (100%). O controle negativo foram células
L929 em contato apenas com meio de cultura e o controle positivo (indutor de morte celular)
foram células L929 em contato com meio contendo 10% DMSO.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 SINTESE DOS HIDROGEIS - DETERMINACAO DE PARAMETROS

5.1.1 Proporcao Solvente/Mondmero

A proporcéo de solvente em relagdo ao mondmero foi determinada para o hidrogel do
de NIPAm. Para tanto foi realizado um teste de grau de inchamento em fun¢édo do tempo para
cada uma das proporces estudas (20, 30, 40 e 50%). Nesse experimento foi possivel observar
que quanto maior a quantidade de solvente mais rapida era a absorcdo de agua, chegando a
930% em apenas duas horas quando a quantidade de mondmero em solucdo era de 20% e
750% para 30%. Entretanto, os hidrogéis NIPAmM20 e NIPAmM30 solubilizaram apds a
segunda hora em agua. O NIPAmM40 permaneceu imerso por 5 horas antes de se desmanchar e
apresentou um grau de inchamento de aproximadamente 400% ao final das 5 horas. Ja o
NIPAmMS50 ficou por 48 horas imerso em &gua e se manteve estavel, apresentando um grau de
inchamento final aproximadamente 600%. Seu grau de inchamento ndo mudou de 24 para 48
horas, de forma que foi estabelecido 24 horas como o tempo necessario para 0 material atingir

o equilibrio.

Essa tendéncia do NIPAm50 de permanecer estavel enquanto os demais hidrogéis se
dissolveram e as diferencas nas taxas de absorcdo de agua que foram atribuidas a diferentes
graus de reticulacdo. E possivel afirmar que em uma solugio mais diluida as moléculas estio
mais separadas e quando a viscosidade do meio aumenta devido ao aumento da massa
molecular elas ndo conseguem mais se aproximar para finalizar a reticulacdo, ndo sendo
possivel formar uma rede tridimensional. Em um meio mais concentrado a formacao da rede
tridimensional foi favorecida e por esse motivo os experimentos posteriores foram realizados

utilizando a proporgéo de solvente/monémero de 50% massa/massa.
5.1.2 Tempo de Reagéo

A fim de determinar o tempo 6timo de reacdo foram sintetizados hidrogéis de NIPAm
com tempos de reacdo de 12, 24, 36 e 48 horas. Esses hidrogéis foram submetidos a um teste
de grau de inchamento para analisar se haveria variagdo em sua capacidade expansao e de
estabilidade conforme foi observado quando o teste foi feito para a proporcdo de
solvente/mondmero. Entretanto, as diferencas de grau médio de inchamento e de estabilidade
dos mesmos quando imersos ndo foram significativas (Figura 8. Grau de inchamento em

funcdo do tempo para os hidrogéis de NIPAm com 12, 24, 36 e 48 horas de rea¢do.). Porém, o
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que chamou bastante atencédo foi que o desvio padrdo diminuiu drasticamente com o0 aumento
do tempo de reacdo de 12 para 24 horas, sendo de aproximadamente 60% em 12 horas e em

torno de 20% para os demais tempos de reacéo.
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Figura 8. Grau de inchamento em funcdo do tempo para os hidrogéis de NIPAm com 12, 24,
36 e 48 horas de reacéo.

Concluiu-se que, com 24 horas de reagdo ou mais o material apresentava maior
homogeneidade do que com apenas 12 horas, ou seja, com 12 horas de reacdo a reticulacao
ndo havia sido concluida em toda a extensdo no gel, tendo partes mais reticuladas e outras
menos, gerando diferencas nos graus de inchamento dependendo se a mostra era do interior
do gel ou mais periférica. Como as diferencas entre os desvios padrdes, assim como nos graus
de inchamento, entre os tempos de 24, 36 e 48 horas ndo foram significativos entdo optou-se

por utilizar um tempo de reacdo de 24 horas.
5.1.3 Sintese dos Hidrogéis

Os hidrogéis foram sintetizados por polimerizacdo radicalar em solugdo. A
polimerizacdo foi realizada para todos os hidrogéis da mesma forma, independente das
proporcdes entre os mondmeros, utilizando os parametros determinados para hidrogéis de
NIPAmM.
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A utilizacdo dos mesmos parametros para todos os hidrogéis sintetizados gerou
amostras com diferentes tamanhos de cadeia e graus de reticulagdo. Isso porque, apesar das
raz0es de reatividade dos mondmeros e dos monémeros com o metacril POSS néo terem sido
determinadas, foi possivel perceber diferencas entre elas. Mesmo que a propor¢do de
reticulante usada tenha sido a mesma em todos os materiais obtidos, alguns mondmeros
sofrem polimerizagdo e reticulagio mais lenta do que outros e assim apresentam

caracteristicas de inchamento e de rigidez diferentes.

Os hidrogéis apresentaram diferencas na facilidade de manuseio. No caso dos
hidrogéis de copolimeros e os hidrogéis de terpolimeros contendo menores proporcées de
acrilamida se mostraram mais frageis e quebradicos do que os hidrogéis com maiores
proporcoes de AM. Esses eram mais elasticos e mantiveram sua estrutura mesmo quando era
exercida uma forca no sentido de achatar os mesmos. Quando a for¢a era removida o hidrogel
recuperava sua forma anterior sem maiores danos. No caso dos hidrogéis de copolimeros,

fazendo esse mesmo teste qualitativo, ele se desmanchavam.

Essas diferencas puderam ser notadas também na lavagem dos geis pds-reacdo. Por
exemplo, o hidrogel AM absorve grande quantidade de agua ficando bastante expandido,
porém mesmo ap0os 72 horas em agua ele continuava rigido, o que é um indicativo do alto
grau de reticulacdo da amostra. O NIPAm também apresentou rigidez mesmo apos as 72
horas em agua, entretanto apresentou uma maior tendéncia a esfarelamento do que o AM
devido & baixa resisténcia mecanica do material® *. Essa fragilidade, ou menor capacidade do
material de manter sua forma fisica quando deixado por mais tempo em agua, aumentou com
0 aumento da quantidade de APMA presente no material. Isto pode ser explicado quando

observamos as estruturas dos mondmeros em questdo, mostradas na Figura 9.

NIPAmM

APMA

Figura 9. Estrutura quimicas dos monémeros utilizados na obtencao dos hidrogéis.
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Observando as diferentes estruturas quimicas podemos ver que a ligacdo dupla do
monémero APMA esta menos disponivel do que nos demais monémeros, uma vez que
apresenta, além da cadeia lateral longa contendo o grupo amina, uma metila ligada ao grupo
reativo. Esse impedimento do acesso do radical a dupla ligacdo aumenta a energia de ativacéo
para que a reacao ocorra, tornando a reatividade do APMA menor do que a dos demais
mondmeros e a polimerizacdo mais lenta. Por esse motivo ndo foi possivel obter o hidrogel de
100% APMA nessas condi¢cBes de reacdo. Ja na lavagem do material apos a reacdo ele
solubilizou em agua, evidenciando que ndo havia sido obtida uma rede tridimensional. Os
demais hidrogéis foram obtidos com sucesso e os rendimentos de cada reacdo estdo listados

na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento das reagdes de sintese dos hidrogéis.

Amostra Rendimento (% massica)
AM 85
NIPAmM 80
AM1-APMA1-NIPAmM1 76
AM1-APMA1-NIPAmM2 80
AM1-APMA1-NIPAM4 91
AM1-APMA2-NIPAmM1 68
AM1-APMA4-NIPAmM1 60
APMAS5-NIPAM95 80
APMA10-NIPAM90 81
APMA15-NIPAmM85 81

5.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho (FT-IR) foi utilizada para caracterizar a estrutura
quimica dos hidrogéis. Na Figura 10 podemos ver o espectro de infravermelho do metacril
POSS puro, no qual observamos uma forte banda em 1120 cm™ referente a ligacéo Si-O.
Vemos ainda a banda referente as ligacGes entre carbonos insaturados em aproximadamente
3100 cm™, a banda referente as ligagdes C-C saturados entre 2800 e 2900 cm™ e a banda

referentes a ligagdo C=0 em 1720 cm™.
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A Figura 11 mostra os espectros de infravermelho do hidrogel de AM com e sem a
presenca de do reticulante metacril POSS. Essa andlise foi realizada para ver se ha alguma
mudanca no espectro na regido préxima a 1120 cm™ onde aparece a banda intensa tipica de
Si-O.

| —— Metacril POSS|

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de Onda (cm™)

Figura 10. Espectro de infravermelho do reticulante metacril POSS.
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Figura 11. Espectro de FT-IR do hidrogel de AM com e sem a presenca do reticulante
metacril POSS.

Conforme € possivel visualizar de fato hd um aumento de intensidade na regido da
banda tipica da ligacdo Si-O-Si quando comparado ao espectro do polimero na auséncia do
reticulante®. Nessa caso ha uma sobreposicdo das bandas referentes a ligagdes Si-O e a banda
referente a ligacdo C-C. As demais bandas observadas sdo bandas tipicas da poliacrilamida.
Em aproximadamente 3330 cm™ e 3178 cm™ vemos as bandas relativas ao estiramento
assimétrico e simétrico da ligacio N-H de uma amida primaria. Em 1600 cm™ pode ser
observada a banda relacionada a flexdo da ligacdo N-H de amidas primérias e em 1645 cm™
podemos observas a banda tipica do estiramento da ligacdo C=0 da amida e do éster do

reticulante’*.

A Figura 12 mostra o espectro de FT-IR do hidrogel NIPAm, que contém apenas
NIPAmM e o POSS em sua composicdo. Podemos observar uma banda larga em torno de 3350
cm™ referente ao estiramento N-H de amida secundéria. Uma banda de menor intensidade
pode ser observada em 3080 cm™ referente ao estiramento das ligagdes C-C insaturado do
POSS que ndo reagiram®. Em 2980 e 2940 cm™ é possivel os observar as bandas referentes as
ligagdes C-C alifaticos. Em aproximadamente 1640 cm™ vemos a banda referente ao
estiramento da ligagdo C=0 e em 1550 cm™ vemos a banda referente & flex&o da ligacdo N-H
e estiramento da ligagdo C-N'*. Duas bandas referentes as metilas do grupo isopropil

aparecem em 1366 e 1387 cm™'2.
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Figura 12. Espectro do FT-IR referente ao hidrogel NIPAm.

A Figura 13 mostra o espectro de FT-IR dos hidrogéis AM1-APMA1-NIPAmM1, AM1-
APMAIL-NIPAM2, AMI1-APMA1-NIPAmM4, AM1-APMA2-NIPAm1 e AMI1-APMA4-
NIPAm1 que contém os trés monémeros (AM, NIPAm e APMA). O perfil das curvas €
bastante semelhante, em torno de 3550 cm™ observa-se uma banda referente as amidas
primarias, secundarias e aminas primarias. A banda das ligagdes C=C, vista no espectro do
NIPAm estd, provavelmente, encoberta pela banda da ligacdo N-H. A banda referente ao
grupo C=0 aparece em torno de 1635 cm™. Pode-se observar que essa banda é mais alargada
no AM1-APMA1-NIPAmM1, e que vai ser estreitando com a diminuicdo da quantidade de
acrilamida na composicdo. Isso se da, provavelmente, pela maior presenca de ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias de acrilamida’®. Em torno de 1540 cm™ aparece a banda referente
as ligacbes N-H e C-H, as duas bandas dos CH3; do grupo isopropil aparecem com boa
resolucdo no AM1-APMA1-NIPAmM4, que contém maior quantidade de NIPAm, nos demais

espectros elas aparecem, entretanto, com pouca I’ESO|U(}5.0.
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Figura 13. Espectro de FR-TR dos hidrogéis de terpolimeros.

A Figura 14 mostra os espectros dos hidrogéis de copolimeros de NIPAm e APMA, as

mesmas bandas tipicas de amidas e aminas estdo presentes. Assim como a banda referente as

ligagdes C=C insaturado remanescentes do POSS em 3080 cm™ e as duas bandas das metilas

do grupo isopropil do NIPAm.

Transmitanica
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Figura 14. Espectros de FT-IR do hidrogéis APMA5S-NIPAM95, APMA10-NIPAmM90 e
APMA15-NIPAmMS85.
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5.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
PROTON (RMN-'H)

Os hidrogéis foram caracterizados quanto a suas estruturas quimicas também através
de RMN-'H. Na Figura 15 é possivel ver os espectros dos hidrogéis de homopolimeros AM e
NIPAm. No caso do hidrogel de acrilamida vemos os picos referentes aos hidrogénios da
cadeia de poliacrilamida. O pico em torno de 1,6 ppm é atribuido os hidrogénio do carbono
secundario e o pico em torno de 2,2 ppm € atribuido ao hidrogénio do carbono terciério. E
possivel ver também um forte pico de 4gua em torno de 5,7 ppm”>. Para o hidrogel de NIPAm
é possivel identificar, além dos picos relacionados a cadeia polimérica em, aproximadamente,

1,4 ppm e 1,7 ppm, os picos referentes ao grupo isopropila. Os hidrogénios das metilas

aparecem em aproximadamente 1 ppm e o hidrogénio do carbono terciario desse grupo
74-76

aparece em aproximadamente 3,75 ppm
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Figura 15. Espectros de RMN-'H das amostras AM e NIPAm.

A Figura 16 mostra o espetro de RMN-'H do hidrogel APMA15-NIPAmMS85, que
apresenta 0s mesmo picos dos espectros obtidos para os hidrogéis APMA5-NIPAmM95 e
APMA10-NIPAM90 que estdo em anexo. E possivel observar os picos referentes a cadeia
principal em preto, a cadeia lateral do monémero APMA em azul e a cadeia lateral do

mondmero NIPAmM em vermelho.
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Figura 16. Espectro de RMN-'H do APMA15-NIPAmSS.

Os hidrogénios ligados ao carbono da metila do metacrilato aparecem em 1 ppm, junto
com os hidrogénios das metilas do grupo isopropila do NIPAm. Os hidrogénios da cadeia
principal, juntamente com os hidrogénios do carbono 5, aparecem numa regido bastante
alargada que vai de 1 até 2,2 ppm, como foi observado nos hidrogéis de homopolimeros. Os
hidrogénios do carbono 4, ligados ao NH da amida, aparecem em torno de 3,2 ppm e 0S
hidrogénios ligados ao carbono 6 aparecem em 2,95 ppm. O hidrogénio terciario do isopropil

aparece em 3,85 ppm.

Utilizando as integrais dos sinais dos hidrogénios ligados aos carbonos 6 e 7,
referentes a0 mondmero AMPA e ao NIPAm respectivamente, € possivel determinar a
porcentagem molar de cada mondmero no hidrogel. Para tanto foram utilizados os calculos
que se seguem, onde I(H6) se refere ao valor da integral do pico referente os hidrogénios
ligados ao carbono 6 e I(H7) se refere a integral do pico referente ao hidrogénio ligado ao
carbono 7. O valor de I(H4) é dividido por dois porque essa area € referente a dois

hidrogénios.
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I(H6) / (5.1)

% APMA = x 100
I(H 6)/2 +I1(H7)

I(H7 5.2
% NIPAm = (H7) x 100 (6.2)

I(H 6)/2 +I(H7)

As porcentagens encontradas para 0s hidrogéis de copolimero se encontram na Tabela

5, junto com as porcentagens nominais para cada amostra.

Tabela 5. Porcentagem de cada monémero presente nos hidrogeis de copolimero.

Porcentagem Nominal Porcentagem Calculada

Amostra AMPA NIPAmM APMA NIPAmM
APMAS5-NIPAM95 5% 95% 8% 92%
APMA10-NIPAM90 10% 90% 12% 88%
APMA15-NIPAmM85 15% 85% 17% 83%

Vemos que a porcentagem de cada mondmero no copolimero € um pouco mais alta do
gue a porcentagem nominal, mas que as variacdes sdo pequenas. Essas diferencas podem estar
relacionadas a erro experimental, uma vez que o pico referente a dgua € bastante grande e,
portanto os picos de interesse ficam muito préximos a linha de base. Além disso, 0s picos séo
pouco resolvidos devido a presenca de ligagfes de hidrogénio. Foram feitas tentativas de
aumentar a concentracdo, de hidrogel na agua deuterada para diminuir o erro com relacéo a
linha de base, mas com o aumento da concentracdo, h4& um aumento nas ligacOes de
hidrogénio e os picos ficam ainda menos resolvidos tornando a quantificacdo impossivel. As
diferencas podem ainda estar relacionadas com diferencas de solubilidade entre os
mondmeros e a propria reatividade. Apesar de ter sido percebida uma menor reatividade do
mondmero APMA em relagcdo ao reticulante ndo foi determinada a reatividade dele em

relacdo aos demais componentes.
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A Figura 17 mostra os espectros de RMN-'H dos hidrogéis de terpolimeros AM1-
APMA1-NIPAM4 e AM1-APMA4-NIPAmM1. E possivel observar que com o aumento da
quantidade de APMA o hidrogel se trona mais hidrofilico e seus picos véo ficando cada vez

mais alargados devido as ligacdes de hidrogénio.

— AM1-APMA4-NIPAM1
HOD

Figura 17. Espectros de RMN-'H dos hidrogéis AM1-APMA1-NIPAM4 e AM1-APMA4-
NIPAmM1.

Os picos apresentados sdo 0s mesmos apresentados nos espectros dos hidrogéis de
copolimeros, uma vez que os picos referentes a acrilamida estdo sobrepostos pelos picos dos
demais mondmeros. Nesse caso ndo é possivel determinar as proporgoes entre 0s monémeros
nesse caso, pois, aléem de os picos dos estarem sobrepostos, eles perdem a resolu¢cdo com o

aumento da hidrofilicidade do hidrogel.
5.4 ANALISES TERMICAS

As propriedades térmicas dos hidrogéis secos foram avaliadas através das técnicas de
TGA e DSC. A técnica de TGA foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica dos hidrogéis
obtidos. A Figura 18 mostra as curvas obtidas para os hidrogéis formados por homopolimeros
de acrilamida e NIPAm. Para o hidrogel de NIPAm é possivel identificar um evento em
aproximadamente 120 °C referente a perda da agua ligada e um evento que tem inicio em
aproximadamente 320 °C que se refere ao inicio da degradacio das cadeias poliméricas® ”’. O
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méaximo do pico de degradacdo foi em aproximadamente 409 °C. No caso do hidrogel de
acrilamida hd uma perda abruta de massa em uma temperatura de aproximadamente 206 °C
referente a perda da &gua de &gua, a qual se estende de maneira mais suave até
aproximadamente 340 °C, onde a degradacdo das cadeias poliméricas tem seu inicio, com
pico méaximo em 404 °C™. A maior resisténcia térmica da AM em relacdo ao NIPAm é
devido a maior facilidade de empacotamento das moléculas e de fazer ligagdes de hidrogénio

com as moléculas vizinhas devido a auséncia de grupos laterais volumosos.
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Figura 18. TGA e DTG dos hidrogéis de homopolimeros de AM (AM) e NIPAm (NIPAm).

A Figura 19 mostra as curvas de TGA para as amostras de hidrogéis de terpolimeros.
Pode-se observar gue todos os hidrogéis apresentam perdas de massa referente a dgua ligada
até o inicio da degradacédo que, para os terpolimeros, tem inicio em aproximadamente 270 °C.
Entretanto, 0 AM1-APMA1-NIPAmM4, que possui uma maior proporcdo de NIPAm, teve um
comportamento mais semelhante ao hidrogel de NIPAm puro, € a perda da agua ligada foi até
apenas 210 °C. Essa diferenca pode estar relacionada com a diferenca de hidrofilicidade dos
materiais. A diminui¢do na hidrofilicidade pelo aumento da quantidade de NIPAm tornaria a
saida da agua mais facil uma vez que ela ndo estaria tdo fortemente ligada a matriz
polimérica. A temperatura de degradacdo diminuiu consideravelmente devido a inser¢cdo do
monémero APMA na cadeia, que devido a sua cadeia lateral mais longa e de se tratar de um

monémero 1,1 dissubstituido, diminui 0 empacotamento das cadeias e fragiliza o material.
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Figura 19. Curvas de TGA dos hidrogéis de terpolimeros.

A Figura 20 mostra as curvas de DTG para os hidrogéis de terpolimeros. E
interessante analisar que existem ao menos dois eventos bem definidos ocorrendo e que a
intensidade dos eventos muda com a variacdo nas propor¢des entre 0os mondmeros. O
primeiro deles tem seu maximo em torno de 320 °C e o segundo em torno de 400 °C. A
intensidade do primeiro evento aumenta com o aumento da quantidade de AMPA na amostra
e esta, muito provavelmente, relacionada a degradacdo dos segmentos desse mondmero e o
segundo evento estd relacionado com a degradacdo dos segmentos de AM e NIPAm. As
curvas dos hidrogéis AM1-APMA2-NIPAm1 e AM1-APMA4-NIPAmM1 apresentam trés
méaximos referentes ao APMA que podem ser referentes a degradacdo das cadeias mais
externas do hidrogel que degradam primeiro e & degradagdo das cadeias internas que ocorre
depois. O segundo evento em torno de 400 °C esta encoberto pelo alargamento do pico de

degradacdo do APMA e pode ser visto apenas como um ombro.
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Figura 20. Curvas de DTG dos hidrogéis de terpolimeros.

As Figura 21 e Figura 22 mostram as curvas de TGA e DTG para os hidrogéis que
contém apenas APMA e NIPAmM em sua composi¢do. Os perfis das curvas sdo muito
semelhantes entre si e mostram um evento até 200 °C relacionado a perda da &gua ligada e o
inicio da degradagdo em torno de 260 °C. Analisando as curvas de DTG observamos mais
uma vez a ocorréncia de dois eventos térmicos distintos durante a degradacdo das cadeias
poliméricas. Um evento bem menos intenso com maximo em torno de 360 °C referente aos
segmentos de APMA e outro com maximo em torno de 406 °C referente a degradacdo dos

segmentos de NIPAm,

Segundo relatos da literatura, a estabilidade térmica dos hidrogéis aumenta na
presenca de POSS® 7 Zanh et al.® reportam um aumento 26 °C na temperatura de degradacéo
de hidrogéis de hidrogeis de N-N-dimetilamino etil-metacrilato (DMAEMA) na presenca de
10% de POSS, quando comprado com o hidrogel sem o siloxano.

As temperaturas de transic¢ao vitrea dos hidrogéis estdo litadas na Tabela 6. As curvas
de DSC se encontram em anexo. Podemos ver que as Ty dos materiais séo bastante altas,
variando de 139 a 173 °C, o que pode ser explicado pela presenca de ligacGes de hidrogénio

entre as cadeias poliméricas e presenca do POSS, que é extremamente rigido. Zeng et al.”’
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observaram um aumentos na Ty de hidrogéis de NIPAm com o aumento da quantidade de
POSS, variando de 145 a 174 °C com o0 aumento de 5 para 10% de POSS.
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Figura 21. Curvas de TGA dos hidrogéis APMAS5-NIPAmM95, APMA10-NIPAM90 e
APMA15-NIPAmMS5.
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Figura 22. Curvas de DTG dos hidrogéis APMAS5-NIPAM95, APMAL0-NIPAM90 e
APMA15-NIPAmMS5.
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Tabela 6. Temperaturas de transicéo vitrea dos hidrogéis secos.

Amostra Ty (°C)
AM 173
NIPAmM 144

AM1-APMA1-NIPAM1 173
AM1-APMA1-NIPAM2 170
AM1-APMA1-NIPAM4 168
AM1-APMA2-NIPAM1 169
AM1-APMA4-NIPAM1 ND

APMAS-NIPAM95 139
APMA10-NIPAM90 152
APMA15-NIPAmM85 160

5.5 GRAU DE INCHAMENTO

As medidas do grau de inchamento em funcdo da temperatura foram realizadas em
uma solucdo tampdo de pH 7,4. Nessas condicGes, o hidrogel de acrilamida apresentou um
aumento no seu grau de inchamento (GI) com o aumento da temperatura, conforme pode ser
observado no gréfico da Figura 25 (a). Zang e Peppas’?, mostraram através da técnica de FT-
IR a presenca de ligacdes de hidrogénio entre cadeias poliméricas em hidrogéis de NIPAm a
acido metacrilico. Analisando a estrutura da poliacrilamida (Figura 23) é possivel perceber
que as cadeias podem facilmente fazer ligacdes de hidrogénio entre si. Dessa forma, o
aumento gradual no intumescimento pode ser explicado pelo enfraquecimento das ligacGes de
hidrogénio existentes entre as cadeias de poliacrilamida com o aumento da temperatura. Com
esse enfraquecimento a agua € capaz de penetrar entre as cadeias, quebrando essas ligaces
entre as cadeias, estabelecendo novas ligacdes de hidrogénio polimero-solvente, aumentando

0 grau de inchamento.
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Figura 23. Possivel configuragdo quimica para formagdo de ligacGes de hidrogénio entre as
cadeias de poliacrilamida no hidrogel.

Hidrogéis baseados em NIPAm apresentam um comportamento de transicdo de fase
do tipo LCST, ou seja, se tornam insollveis acima de uma dada temperatura havendo uma
dréstica reducdo no Gl quando a temperatura do meio se iguala a essa temperatura critica.
Esse comportamento foi observado para o hidrogel de NIPAm, conforme mostrado na Figura
25 (b), e ocorre porque em temperaturas inferiores a LCST as interacGes entre 0s segmentos
hidrofilicos e as moléculas de agua, através de ligacGes de hidrogénio, sdo dominantes,
favorecendo o inchamento. Quando a temperatura do meio atinge a temperatura critica, as
interacOes hidrofobicas entre os grupos isopropil passam a ser dominantes, levando a uma
diminuicdo do GI*®. O NIPAm apresentou um decaimento exponencial em seu Gl na faixa de
temperatura estudada, com LCST de 22 °C, a qual foi determinada como sendo a temperatura
na qual o inchamento caiu pela metade®™. A Figura 24 mostra a aparéncia do hidrogel de
NIPAm quando seco em estufa a vacuo (a), ap6s 24 em solugdo de pH 7,4 abaixo da
temperatura de transi¢do (b) e apos 24 horas em solugdo de pH 7,4 acima da sua temperatura

de transicéo (c).

Figura 24. Comportamento de inchamento do hidrogel de NIPAm. (a) hidrogel seco em estufa
a vacuo, (b) hidrogel apés 24 em solucdo em temperatura abaixo da LCST e (c) hidrogel ap6s
24 horas em solucdo acima da LCST.
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Figura 25. Grau de inchamento em funcéo da temperatura dos hidrogéis AM (a) e NIPAmM(b).

A temperatura de transicdo ficou abaixo dos 32 °C que seriam esperados para um
hidrogel de NIPAm, o que pode ser explicado por um alto grau de reticulacdo e pela rigidez
conferida ao hidrogel pelo POSS. Ambos os fatores aumentam o efeito eléstico sobre as
cadeias poliméricas que, de acordo com a teoria de Flory, tem um efeito negativo na absorcao
da agua’” ¥ 8!, Ha relatos ainda de que com maiores quantidades de POSS na composicdo hé
a uma diminuicdo na LCST, tanto pelos efeitos elasticos como pela hidrofobicidade adicional

conferida pelas cadeias laterais do POSS® 2 82,

Outro fator que influencia a temperatura de transicdo é a composi¢do do meio. Uma
vez que o estudo do Gl foi realizado em uma solugdo tampao de fosfato dissodico e acido
citrico, e possivel haver uma interacédo entre o cation sodio e o hidrogénio do grupo amida do
NIPAm, que impede as ligagdes de hidrogénio entre o polimero e a &gua, diminuindo sua
temperatura de transicdo. Mizoguchi et al.® verificaram a diminuicdo da LCST em hidrogéis
de copolimeros de NIPAm e AA na presenca de Cu®*, devido & sua interacdo com o
hidrogénio da amida e consequente diminuicdo da temperatura de transicdo. Para o hidrogel
contendo 11% de AA, a temperatura de transi¢do foi de, aproximadamente, 22 °C. Com o
intuito de comprovar tal hipétese foi realizado um teste de inchamento do NIPAm a 28 °C em
solucdo tampédo e em &gua Milli-Q. O hidrogel que estava em solucdo tampdo de fosfato

apresentou um GI de apenas 35%, enquanto o hidrogel que estava na dgua apresentou Gl de
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225% (Figura 26), o que demostra que a presenca de sodio na solugdo diminui a LCST dos

hidrogéis.

Figura 26. NIPAmM ap6s 24 h a 28 °C em (a) agua Milli-Q e (b) solugdo tampéo de fosfato.

Na Figura 27 podemos ver as curvas do Gl em funcdo da temperatura dos hidrogéis de
terpolimeros. O perfil das curvas dos hidrogéis AM1-APMAL1-NIPAmM1, AM1-APMA1-
NIPAM2, AM1-APMA2-NIPAmM1 e AM1-APMA4-NIPAmM1 sdo muito parecidos entre si.
Inicialmente o Gl aumenta com o aumento da temperatura até 45 °C. Em 50 °C vemos que

houve uma subita diminuicdo da massa de 4gua absorvida pelos materiais.
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Figura 27. Grau de inchamento em funcéo da temperatura dos hidrogéis de terpolimeros.
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Em temperaturas menores que 45 °C o inchamento é regido pelos grupos hidrofilicos e
seu comportamento € semelhante ao do hidrogel contendo apenas acrilamida, uma vez que
todos os mondmeros podem fazer ligacbes de hidrogénio com os mondmeros da cadeia
vizinha. Dessa forma, com o0 aumento da temperatura as ligagdes de hidrogénio entre as
cadeias ficam enfraquecidas permitindo a entrada da agua, que por sua vez passa fazer
ligagbes de hidrogénio com os grupos hidrofilicos das cadeias poliméricas aumentando a

contribuicdo osmética e favorecendo o inchamento®” & &

. Quando a temperatura ultrapassa
45 °C as interagGes hidrofébicas polimero-polimero passam a ter maior importancia,
expulsando parte da agua e diminuindo o GI. O AM1-APMAL1-NIPAmM4 que possui maior
proporcdo de NIPAmM em sua composicdo e, portanto, menos grupos hidrofilicos tém uma
diminuicdo no Gl j& a partir de 30 °C. Para os hidrogéis de terpolimeros, em que o
inchamento tem uma decaimento tdo acentuado quanto no hidrogel de NIPAm puro e mantém
um grau de inchamento aprecidvel mesmo apés a transicdo, a temperatura de transicdo foi
determinada como sendo o ponto médio entre o inchamento méaximo e o minimo®:. Os valores
da temperatura de transicdo para cada um dos hidrogéis de terpolimeros estdo listados na

Tabela 7.

Tabela 7. Temperatura de transicao dos hidrogéis de terpolimeros

Amostra LCST (°C)
AM1-APMA1-NIPAmM1 50,0
AM1-APMA1-NIPAmM2 49,5
AM1-APMA1-NIPAmM4 48,5
AM1-APMA2-NIPAM1 49,5
AM1-APMA4-NIPAmM1 51,0

O GI ¢ resultado do equilibrio entre a pressdo osmotica, que estd relacionada a
hidrofilicidade dos polimeros, e a forca elastica da rede reticulada, que esta relacionada com o
grau de reticulacdo do material. Uma vez que cada hidrogel tem diferentes proporgdes entre
os diferentes mondmeros e esses monémeros apresentam diferentes reatividades entre si e
com o agente reticulante, foram observados inchamentos muito diferentes para cada um dos
hidrogéis. O Gl em funcéo da temperatura foi determinado em pH 7,4, de forma que ndo ha
ionizacdo do mondmero catiénico, ndo tendo, portanto, dependéncia com o grau de ionizacéo

das cadeias.
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Em temperaturas menores os maiores grau de inchamento foram verificados para os
hidrogéis contendo menores quantidades de APMA e AM (no maximo 33,33%), assim esse
fator pode ser atribuido a menor disponibilidade do grupo amida do NIPAm, devido ao
estéreo impedimento causado pelo grupo lateral volumoso, para fazer ligacdes de hidrogénio
com suas cadeias adjacentes e permitindo uma maior entrada de agua entre as cadeias. O
AM1-APMA1-NIPAmM2 apresentou um maior grau de inchamento do que o AM1-APMA1-
NIPAmM4 por ser de forma geral mais hidrofilico. Conforme a temperatura foi aumentando, as
diferentes composicdes apresentaram balancos entre as interacdes hidrofilicas e hidrofdbicas,
causadas pelas grandes diferencas na hidrofilicidade dos mondmeros e nas diferentes
disponibilidades dos grupos hidrofilicos e hidrofobicos para interagir com as cadeias de

polimeros adjacentes, além de grandes variagfes nas proporc¢des entre 0s mondmeros.

Os graus de inchamento mais discrepantes estdo entre os hidrogéis AM1-APMA2-
NIPAm1 e AM1-APMA4-NIPAm1. Para tentar entender esse comportamento é preciso
analisar a estrutura do monémero APMA (Figura 5), que €é constituinte majoritario de ambos
os hidrogéis. Ele € um mondémero 1,1 dissubstituido que apresenta tanto grupos hidrofilicos
como hidrofébicos. Possui uma amina secundaria e uma amina primaria, ambos 0s grupos
capazes de fazer ligacbes de hidrogénio tanto com a agua como com as cadeias poliméricas
adjacentes. Possui também uma metila ligada ao carbono um e uma cadeia alifatica entre os
grupos amida e amina. O fato de néo ter sido possivel sintetizar um hidrogel contendo 100%
APMA nas condi¢des de sintese dos demais hidrogéis nos mostra que a reatividade desse
mondmero com o agente reticulante € bastante baixa, de forma que podemos esperar que 0s

hidrogéis com maior quantidade de APMA tenham menor grau de reticulagéo.

Portanto, espera-se que esses dois hidrogéis tenham um menor grau de reticulacdo do
que os demais, o que pode ser comprovado pelo menor residuo apresentado na analise de
TGA, com um menor empacotamento das cadeias poliméricas devido a cadeia lateral longa, o
que facilita a entrada da agua entre as cadeias. Entretanto, 0 APMA age também como um
mondmero hidrofébico, principalmente em pH neutro e temperaturas maiores. Dessa forma, o
AM1-APMA2-NIPAmM1 que contem 25% de acrilamida, que € o mondmero mais hidrofilico,
é mais hidrofilico do que o AM1-APMA4-NIPAmL1 e, portanto, apresenta um maior grau de

inchamento.

O Gl em funcéo da temperatura também foi estudado nos hidrogéis de copolimeros e é

apresentado na Figura 28. Pode-se observar que os hidrogéis copolimeros apresentam uma
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transicdo de fase continua de segunda ordem e uma maior sensibilidade a temperatura do que

os hidrogéis de terpolimeros. Essa maior sensibilidade a temperatura era esperada, uma vez

que eles contém majoritariamente o mondmero termossensivel NIPAm e, portanto, menos

grupos hidrofilicos. Além do mais, a sensibilidade foi diminuindo com o aumento da

quantidade de APMA na composic¢do. Quanto maior a quantidade de APMA maior € o Gl,

uma vez que a cadeia possui maior quantidade de grupos hidrofilicos, e menor € a diferenca

entre 0 Gl na faixa DE 70 e 20 °C, pois a insercdo mais grupos hidrofilicos aumenta a

contribuicdo osmética, competindo com as interaces hidrofébicas, favorecendo a expansdo*®

81 A Tabela 8 mostra as temperaturas de transicdo dos hidrogéis de copolimeros.
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Figura 28. Grau de inchamento em funcdo da temperatura dos hidrogéis APMAS5-NIPAMI5,

APMA10-NIPAM90 e APMA15-NIPAM85

Tabela 8. Temperatura de Transicdo do Hidrogéis de Copolimeros

LCST Temperatura (°C)
APMAS5-NIPAM95 35,5
APMA10-NIPAmM90 35,0
APMA15-NIPAmM85 32,0

O aumento na LCST observado tanto para os hidrogéis de copolimeros quando para 0s

hidrogéis de terpolimeros em ralacdo ao hidrogel de NIPAm puro € explicado devido o
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aumento na hidrofilicidade do hidrogel® >3, uma vez que é necessaria uma temperatura maior
para tornar as interagdes entre os grupo hidrofébicos da cadeia dominantes em relacdo as
interacOes entre os grupos hidrofilicos e a agua.

O aumento na temperatura de transicdo com o aumento da quantidade de grupos
hidrofilicos foi amplamente observada na literatura. Dong e Hoffman? sintetizaram hidrogéis
termossensiveis a base de NIPAm e AM e também perceberam que com 0 aumento da
quantidade de AM na composicéo elevou a LCST e diminuiu o GI em funcéo da temperatura

de forma menos acentuada. Gao et al.>®

estudaram as mudancas na LCST a diferentes valores
de pH para copolimeros de NIPAm com &cido acrilico, B-metacrilato de metila, f-metacrilato
de etila e B-metacrilato de propila e perceberam que a temperatura de transi¢do diminuia com

0 aumento do grupos alquil da cadeia lateral, variando entre 37 e 33 °C para pH 5.

A sensibilidade dos hidrogéis ao pH do meio foi estudada em solu¢des tampéo com
pH variando 2,2 a 8,0 a 37 °C. A Figura 29 mostra o gréafico do GI em func¢éo do pH para 0s
hidrogéis de homopolimeros AM e NIPAm e para os hidrogéis de terpolimeros AM1-
APMAIL-NIPAmM1, AM1-APMA1-NIPAM2, AMI1-APMA1-NIPAm4, AMI1-APMA2-
NIPAmM1 e AM1-APMA4-NIPAmM1.
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Figura 29. Grau de Inchamento em fun¢éo do pH dos hidrogeis de terpolimeros.
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Podemos observar que os hidrogéis AM e NIPAm, por se tratarem de hidrogéis
neutros na faixa de pH estudado, ndo apresentaram quaisquer variagdes em seu Gl em funcéo
do pH. Assim, seu inchamento € funcdo apenas do equilibrio entre as interagdes hidrofilicas e
hidrofobicas e da forca elastica da cadeia’®. Uma vez que o teste foi realizado acima da
temperatura de transicdo do NIPAm, o mesmo apresentou graus de inchamento bastante

baixos em relacdo aos demais hidrogéis.

Os hidrogéis de terpolimeros, os quais contém o monémero catibnico APMA em sua
composicao, apresentaram boa sensibilidade ao pH externo, com grandes variaces do Gl em
funcdo do pH e da composi¢do. Em valores de pH abaixo do pKy do APMA, que esta em
aproximadamente 3,6, o grupamento amida da cadeia lateral ¢ protonado gerando repulsdo
eletrostatica entre as cadeias poliméricas e consequentemente aumentando a expansao. Com o
aumento no grau de ionizacdo também aumenta a repulsdo entre as cargas e assim a
hidrofilicidade do material. Esse aumento na hidrofilicidade contribui com o aumento da forga
osmatica que é favoravel ao inchamento e promove uma maior absorcéo de agua'” %' Os
hidrogéis com maiores quantidades de APMA apresentaram 0s maiores graus de inchamento

em pH inferior a 3,6.

A Figura 30 mostra o GI em funcdo do pH para os hidrogéis de copolimeros. Esses
materiais se mostraram menos sensiveis as mudancas de pH, uma vez que possuem uma
propor¢cdo menor de monbémero catibnico em sua composicdo. Mas ainda assim tiveram

variacdes significativas na expansdo na faixa de pH que vai de 2,2 a 4,0.

Percebemos que GI foi maior quanto maior a quantidade de APMA na composi¢ao
para toda a faixa de pH estudada, porque hidrogéis com mais APMA sdo mais hidrofilicos
mesmo quando o grupamento amida n&o esta ionizado. Vemos ainda que maiores quantidades
de mondmero catibnico provocam maiores variagdes no Gl em pH acido. As variagdes entre o
Gl em pH 2,2 e em pH 4,0 podem ser utilizadas para avaliar a sensibilidade ao pH e séo
mostradas na Tabela 9 para cada uma dos hidrogéis sintetizados. Vemos que as maiores

variacdes no Gl ocorrem para as amostras com maiores quantidades de APMA.
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Figura 30. Grau de Inchamento em funcdo do pH para os hidrogéis APMA5-NIPAmMI5,
APMA10-NIPAM90 e APMA15-NIPAmMS85.

Tabela 9. Variac6es no Gl na faixa de pH de 2,2 a 4,0 e quantidades de mondmero APMA em
cada amostra.

Amostra % Nominal de APMA AGI (pH 2,2-4)
AM1-APMA1-NIPAmM1 33,3 871% = 74
AM1-APMA1-NIPAmM2 25,0 1048% + 91
AM1-APMA1-NIPAmM4 16,7 521% + 60
AM1-APMA2-NIPAmM1 50,0 2352% + 180
AM1-APMA4-NIPAmM1 66,7 2542% + 177

APMAS5-NIPAM95 50 215% + 35
APMA10-NIPAM90 10,0 280% + 28
APMA15-NIPAmM85 15,0 340% + 21

Grande parte dos artigos publicados que se propdem a sintetizar hidrogeis de
copolimeros termo e pH sensiveis utilizam mondmero anidnicos e dessa forma o ganho no Gl
devido & ionizacao dos grupos laterais se da em valores de pH acima de 5,5, como no caso de
copolimeros utilizando 4cido acrilico®® *® ®* 8 8 Esses sistemas seguem o mesmo principio

que os hidrogéis cationicos. Maiores quantidades de AA proporcionam maiores graus de
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inchamento em pH acima do pK.. Gao et al.® perceberam que a LCST é fortemente
influenciada pelo pH do meio, sendo ela menor para valores de pH abaixo do pK;, do &cido
carboxilico, ou seja, quando ndo ha ionizacdo do grupo lateral. De forma que o hidrogel
contendo 10% de B-metacrilato de metila apresentou uma temperatura de transicdo de 32°C
em pH 1 e de 35°C em pH 7, uma vez que a ionizacdo das cadeias laterais aumenta a
hidrofilicidade do hidrogel aumentando sua temperatura de transicdo. Sendo que 0s materiais
sintetizados nesse trabalho apresentam um maior Gl na faixa de pH de 2,2 a 3,6 e portanto
seriam apropriados para liberacdo de farmacos em pH éacidos como o do estbmago seria
interessante avaliar futuramente a LCST em pH 3, uma vez que nesse pH o LCST dos
hidrogéis de copolimeros pode aumentar e chegar a valores mais proximos a temperatura

corporea.

Os trabalhos que utilizam monbmeros catiénicos na producdo de hidrogeis de
copolimeros empregam, em sua grande maioria, 0 monémero N-N-dimetilamino etil-
metacrilato (DMAEMA), que se trata de uma amida terciaria pH e termo responsiva. Nesse
caso, na temperatura ambiente, o Gl deste hidrogel € méximo em pH 2 e tem uma transicao
em pH 8% %, Zang et al.® obtiveram hidrogéis termo e pH sensiveis baseados em NIPAm e
DMAEMA utilizando octavinil POSS como reticulante, onde foram variadas 0s proporc¢des
de POSS e de NIPAm. Eles perceberam que a quantidade de POSS tem grande influéncia
sobre o0 Gl, a LCST e a estabilidade térmica dos hidrogéis. O hidrogel que apresentou 0 maior
Gl e a maior sensibilidade a temperatura foi aquele contendo 4% de reticulante POSS. Os
materiais sintetizados apresentaram LCST na faixa de 41 a 34°C e Gl maximo em pH 2, o

qual foi maior para hidrogéis contendo maiores quantidades de DMAEMA.
5.6 CITOTOXICIDADE

Os testes de citotoxicidade foram realizados usando, como controle positivo para
morte celular, células L929 em meio contendo 10% de DMSO e, como controle negativo,
células L929 em meio. A partir das analises realizadas foi constatada morte celular
significativa quando comparados 0s grupos positivos e hidrogéis em relagdo ao controle
negativo. A viabilidade celular dos materiais em porcentagem e seus respectivos desvios
padrdes sao apresentados na Tabela 10. Os dados podem ser melhor visualizados em forma de
gréafico, que ¢ apresentado na Figura 31 onde se observa a viabilidade celular em relacdo aos
controles, onde 0 L929 representa 100% de viabilidade.
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Podemos observar que as menores taxas de morte celular foram constatadas para os
hidrogéis de homopolimeros AM e NIPAm. Ou seja, quando h& a introdugdo do mondmero
APMA ha um aumento na morte celular. Estatisticamente (confiabilidade P <0,01) ndo ha
diferencas com relacdo a morte celular quando comparamos os hidrogeis AM1-AMPA1-
NIPAmM1, AM1-AMPAL1-NIPAmM2, AM1-AMPA2-NIPAmM1 e AM1-AMPA4-NIPAm1 entre
si e ao controle positivo. J& na comparacdo dos mesmos em relagdo ao AM1-APMAL-
NIPAmM4, vemos que esse tem uma menor morte celular que os demais. Ou seja, quando a

proporcéo de APMA atinge 25% ndo ha mais mudancas na viabilidade celular.

Comparando os hidrogéis que apresentam menos do que 25% de APMA na sua
composi¢do com a solucdo de DMSO é constatado que esses apresentam menor morte celular
do que o controle positivo. Quando comparamos entdo o AM1-APMAL-NIPAmM4 com o0s
hidrogéis de copolimeros também nédo sdo apresentadas mudancas. Também ndo ha mudancas

estatisticas nas mostres celular quando os hidrogéis de copolimero sdo comparados entre si.

Tabela 10. Viabilidade celular das células em contato com os hidrogéis, controle
negativo e positivo.

Amostras Viabilidade Celular (%)

DMSO 19,95 +9,60
AM 64,62 + 0,60
NIPAmM 71,29 +9,14
AM1-APMA1-NIPAmM1 13,31 + 257
AM1-APMA1-NIPAM2 24,08 + 13,07
AM1-APMA1-NIPAmM4 52,29 +3,71
AM1-APMA2-NIPAM1 13,27 + 2,40
AM1-APMA4-NIPAmM1 20,48 +3,73
APMA15-NIPAmM85 57 49 +10,13
APMA10-NIPAM90 46.34 + 4,66
AMPA5-NIPAMI5 59 46 + 843

L929 100,0 -

Analisando os hidrogéis de AM e NIPAm percebemos que esses apresentam menor

morte celular do que o padrdo positivo DMSO e maior morte celular do que o padréo negativo
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L929. Na comparacao entre os dois, AM e NIPAm, ndo had mudancas significativas na morte
celular. Em comparacdo com os hidrogéis AM1-APMA1-NIPAM4, APMA15-NIPAmMS5,
AMPA10-NIPAM90 e APMA5-NIPAM95 0s mesmos ndo apresentam diferencas estatisticas

na morte celular.

A Figura 32 mostra imagens da morfologia das células ap6s 72 horas de incubagédo de
teste. Nas imagens visualiza-se que no controle negativo ha uma grande quantidade de células
sem a presenca de espacos vazios entre elas, 100% de confluéncia, mas que nos demais meios
ha a presenca de espacos devido a diferentes taxas de morte celular, os quais sdo maiores para

os hidrogéis com quantidades superiores a 25% do monémero APMA.
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Figura 31. Taxa de morte celular das células L929 apds contato direto com os hidrogéis em
comparagdo com os controles negativo L929 e positivo meio com 10% de DMSO.

Uma vez que nédo ha relatos na literatura de que o0 monémero APMA é citotoxico, é
necessario fazer uma andlise complementar para avaliar se a citotoxicidade provém de
resquicios dos solventes utilizados na sintese desses materiais, uma vez que tanto o THF
como o metanol apresentam graus de citotoxicidade. Porque, apesar da lavagem desses
materiais para a retirada desses solventes ter sido feita durante quatro dias, a mesma foi
realizada a temperatura ambiente. Quando os testes sdo realizados a 37°C pode haver a
liberacdo dos solventes contidos no interior devido a maior difusividade dos mesmos nessa

temperatura.
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Figura 32. Imagens de microscopia Otica das células L929 ap6s 72 horas em contato com 0s
hidrogéis. Aumento: 100X Barra de escala: 100 pm.

Fazer um teste para avaliar se a citotoxicidade dos solventes é importante porque na
literatura h& varios relatos sobre os polimeros e copolimeros de NIPAm e AM néo
apresentaram citotoxicidade®” ** %', Gao et al.”® constataram a citotoxicidade de copolimeros
de NIPAm com é&cido acrilico e seus derivados quando copolimerizados em metanol. Os
mesmos copolimeros que ndo apresentaram citotoxicidade em outros trabalhos que utilizaram
outros solventes na sintese. Rend et al.?® avaliaram a citotoxicidade de hidrogéis de gelatina e
poli(acido glutdmico) com a presenca e POSS e ndo constataram citotoxicidade, de forma que
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é possivel afirmar que a citotoxicidade dos hidrogéis sintetizados nesse trabalho ndo se deve a

presenca de POSS.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os hidrogeis hibridos baseados em acrilamida, N-isopropilacrilamida e Hidrocloreto
de N-(3-aminopropil) metacrilamida utilizando o metacril POSS como reticulante foram
sintetizados com sucesso e todos, com excecdo do hidrogel de APMA puro, apresentaram a
rigidez necessaria para a utilizacdo requerida. A melhor proporcéo entre 0s monémeros e 0
solvente foi determinada como sendo de 50% e o melhor tempo de reacdo foi escolhido como

sendo de 24 horas.

A incorporacdo dos trés diferentes monémeros foi comprovada pelas técnicas de
caracterizagdo de estrutura quimica FT-IR e RMN-'H, assim como por TGA onde vemos a
presenca de diferentes eventos de degradacdo. A técnica de FT-IR também nos mostra um
aumento na banda na regido de 1020 cm™ que é referente & ligacéo Si-O do reticulante POSS.
No caso dos hidrogeéis contendo apenas APMA e NIPAm foi possivel, inclusive, quantificar a

proporcao entre os mondmeros através da técnica de RMN-H.

Os hidrogéis obtidos tiveram graus de inchamento apreciaveis, mesmo quando em pH
neutro, chegando a valores de absorcdo de agua proximos dos 900% em massa no caso do
hidrogel AM1-APMA2-NIPAmM1. Em maior ou menor grau todos os hidrogéis sintetizados
apresentaram responsividade em relacdo a temperatura. Os hidrogéis de terpolimeros
apresentaram LCST mais elevadas devido a maior quantidade de grupos hidrofilicos presentes
na estrutura, tendo sua transicdo em valores proximos a 50 °C. No caso dos hidrogéis de
copolimeros que ndo contém acrilamida em sua composic¢do, a LCST ficou em torno de 34

°C, sendo de apenas 31 °C quando a incorporacdo de APMA foi inferior a 10%.

Todos os hidrogéis obtidos também apresentaram sensibilidade ao pH do meio, sendo
essa sensibilidade maior para os hidrogéis de terpolimeros que contém maiores quantidades
do mondmero ionizavel APMA. Foi observado também que o grau de inchamento no
equilibrio, em pH acido, foi maior quanto maior a proporcdo de APMA na composicéo,
devido a repulséo entre as cargas das cadeias laterais protonadas. O pH de transicdo, ou seja,

onde inicia a protonacgao dos grupos amina foi determinado como sendo proximo a 3,6.

Apesar de ndo terem sido realizados testes especificos para a avaliacdo das
propriedades mecénicas dos hidrogéis sintetizados, a diferenca na facilidade de manutencédo

dos hidrogeis contendo AM dos que ndo contém é notavel. Os hidrogéis que ndo contém AM
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em sua composicdo esfarelam e quebram durante seu manuseio, enquanto 0 mesmo nao

acontecia com os hidrogéis de terpolimeros.

Os hidrogeis obtidos foram testados quanto a citotoxicidade e foi observado que todos
0S materiais apresentaram citotoxicidade, uma vez que todos eles apresentaram maior morte
celular do que o controle L929. A viabilidade celular foi maior para os hidrogéis de
homopolimeros de acrilamida e NIPAm e diminuiu drasticamente na presenca de APMA.
Entre os materiais contendo 33,3%, 50% e 66,7% de APMA nao houve diferencas estatisticas
na morte celular, tendo atingindo um maximo de 90%. Com isso, h& necessidade de testes
complementares para avaliar se a citotoxicidade € proveniente do monémero APMA ou de
residuos dos solventes THF e metanol utilizados na sintese.
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7 CONCLUSOES

Foi possivel determinar uma metodologia para a sintese dos novos hidrogéis termo e
pH sensiveis utilizando o metacril POSS como agente reticulante, de forma que os hidrogéis
foram obtidos com sucesso. A incorporacdo dos trés mondmeros assim como a do POSS foi
comprovada através das técnicas de FT-IR, RMN-'H e TGA. Através dos testes de
inchamento em funcdo do pH e da temperatura foi comprovada a responsividade dos
hidrogéis sintetizados a ambos os estimulos. As varia¢cbes no grau de inchamento chegaram a
mais de 2000% com as mudangas no pH e 500% com as mudangas na temperatura.
Entretanto, os hidrogéis obtidos apresentaram citotoxicidade, onde a viabilidade celular se

mostrou dependente da composi¢édo tanto do hidrogel como do meio reacional.
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8 PERSPECTIVAS

O presente trabalho serviu como base o desenvolvimento de hidrogéis sensiveis a
mudangas de pH e temperatura. As perspectivas desse trabalho referem-se ao aprimoramento
das composi¢des dos hidrogéis sintetizados, ajustando as proporc¢es entre 0s monémeros
utilizados, a fim de aperfeicoar a temperatura de transicdo dos hidrogéis obtidos, deixando-a
mais proxima a temperatura corporal, mantendo a sensibilidade ao pH. Além de determinar as
temperaturas de transicdo dos mesmos em diferentes valdes de pH, para possiveis aplicacdes

em meios acidos, que é onde esses hidrogéis apresentam maior grau de inchamento.

E de interesse também, estudar a cinética de inchamento e desinchamento dos
hidrogéis em diferentes valores de pH e temperatura, afim de avaliar a rapidez com a qual o0s

hidrogéis sdo capazes de responder a esses estimulos.

Quanto ao uso dos materiais obtidos na area das ciéncias farmacéuticas, é importante
avaliar a utilizacdo de solventes atdxicos na sintese dos hidrogéis para, entdo, fazer novos
testes de citotoxicidade. Uma vez feita essa avaliagdo, é importante estudar sua aplicabilidade
como sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Para tanto é necessario fazer testes de
liberacdo utilizando farmacos modelos que possuam diferentes polaridades. Isso possibilita
avaliar a velocidade da liberacdo e qual o melhor tipo de farmaco a ser utilizado com esse

sistema especifico.
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10 ANEXOS

—— APMAS-NIPAM95

— APMA10-NIPAM90

Figura 33. Espectro do RMN dos hidrogéis APMA5-NIPAmM95 e APMA10-NIPAM90
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Figura 34. Espectro de FR-TR dos hidrogéis AM1-APMAL1-NIPAmM1, AM1-APMAL-

NIPAM2, AM1-APMA1-NIPAmM4, AM1-APMA2-NIPAmM1 e AM1-APMA4-NIPAmM1
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Figura 35. Figura 19. Curvas de DSC dos hidrogéis de copolimeros APMA5-NIPAM95,
APMA10-NIPAmM90 e APMA15-NIPAmM85
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