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RESUMO

RIBEIRO, C.A Sintese e caracterizagdo de hidrogéis de Poli @g+ispilacrilamida) contendo Sulfato de
Condroitina e nanoparticulas de prata para aplicagébiomédicas. 2016. Tese de Doutorado (Materiais p
Engenharia) — Universidade Federal de Itajuba, utzd, 2016.

A presente tese teve como objetivo a preparaciiddegéis termosensiveis de Poli (N-isopropilaaniida) - Pnipam
contendo sulfato de condroitina (SC) e nanoparéisule prata (NPsAg) para uso como biomaterial @zpchimento
de defeitos cartilaginosos. Inicialmente foi reaia a sintese eletroquimica, através da técniceottametria ciclica
(VC), de hidrogéis termosensiveis de Pnipam cootafiterentes quantidades de agente reticulante,,d’-N
metilenobisacrilamida. Posteriormente, foi realiaad sintese verde, chamada sintese ecologicamenteta; de
NPsAg utilizando SC como agente redutor e estabilez O complexo formado SC-NPsAg foi incorporaalonatriz
de Pnipam através de intumescimento dos hidroggRripam nas correspondentes solu¢des aquosasnajolexo,
obtendo-se a formulacdo final Pnipam VC-SC-NPsAg. vOltamogramas obtidos por VC mostraram que a
polimerizagédo € iniciada eletroquimicamente atraw®s reducdo do iniciador, persulfato de aménio (AP®
eletrodo de trabalho. As caracterizagdes realizadesionstram o comportamento das principais proied da
Pnipam em relacéo a reticulagdo e temperatura.mgderatura de degradacéo Td e a temperatura de ttdod.CST
ndo mostram variac@es significativas com o aumdateeticulagéo, ao contrario da temperatura de s&do vitrea
Tg. Os estudos de intumescimento foram realizaddaas temperaturas distintas, 23 e 37°C, de acamain a
aplicacdo pretendida. Os resultados obtidos foraethor ajustados a uma cinética de segunda ordengraD de
intumescimento varia conforme a temperatura, dedwaom as propriedades da Pnipam, e também comef@m
forca ibnica da solugéo de intumescimento. O aumdatforca idnica da solugdo diminui o grau de mtescimento.
O alto grau de intumescimento nos hidrogéis faveradiocompatibilidade, potencializando o possiv como
biomaterial. As andlises reoldgicas mostraram alador de médulo elastico (1-KPa) para tensdes até 10 Pa. As
micrografias MEV mostram morfologia heterogéneasdperficie, com regifes rugosas e compactas. Aicinda
sintese verde de NPsAg com sulfato de condroith@&studada por UV-vis, através da Banda de Ressnaa
Plasmoénica de Superficie (RPS). As analises de [Edirmam a formacdo de um complexo através ddssfo
interacdes quimicas entre a Ag e os grupos sulfamarboxilico do SC. Esta interagdo muda o pedidegradacao
do SC, como mostra as analises de TGA e DSC. Orivtistfa a superficie homogénea do complexo, comibdigfo
homogénea da prata nanométrica através da matri@@eA formulacgéo final, formada entre a Pnipama@mplexo
SC-NPsAg (Pnipam-SC-NPsAg) mostra potencial usoocbiomaterial, agregando as propriedades dos seus
constituintes. Os estudos de liberagdo mostramac@°C ocorre liberacao de cerca de 60% do complnguanto
que a 37°C ocorre liberagéo de cerca de 37% do dexepincorporado nos 5 minutos iniciais.

Palavras-chave hidrogéis, Pnipam, voltametria ciclica, sulfate dondroitina, nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

RIBEIRO, C. A. Synthesis and characterization afly@-isopropylacrylamide) hydrogels containing oldooitin
sulfate and silver nanoparticles for biomedical Bqgtions. 2016. Thesis (Materials Engineering) ederal
University of Itajuba, Itajubda, 2016.

The aim of this Thesis was the preparation of tlesensitive Poly(N-isopropylacrylamide) (Pnipam) togels
containing chondroitin sulfate (CS) and silver npadicles (NPsAg) for being used as biomateriafiiacartilage
defects. Initially, was performed the electrocheahsiynthesis, by means of the cyclic voltammetk) ¢Echnique, of
Pnipam thermosensitive hydrogels containing difieeanounts of crosslinking agent, N, N'-Methylesatiylamide.
Subsequently, the green synthesis, called ecolibgicarrect synthesis, of NPsAg was performed usi® as a
reducing and stabilizing agent. The formed compBS;NPsAg, was incorporated into the Pnipam mdtyiswelling
the Pnipam hydrogels into the corresponding aqueoligions of the complex, obtaining the final fakation Pnipam
CV-CS-NPsAg. The voltammograms obtained by CV shthaéthe polymerization is initiated electrocheatly by
reducing the initiator, ammonium persulfate (AP&),the working electrode. The characterizationsf@ened
demonstrate the behavior of the main propertiesPoipam in relation to crosslinking and temperatuiéhe
degradation temperature Td and the LCST transit@nperature do not show significant difference#itreasing
crosslinking, unlike the glass transition temperati’g. The swelling studies were performed at tifterént
temperatures, 23 and 37°C, according to the intdraeplication. The results were better adjusted second order
kinetics. The degree of swelling varies accordmthe temperature, according to the properties mpBm, and also
according to the ionic force of the swelling sabati The increase in the ionic strength of the sofutlecreases the
degree of swelling. The high degree of swellinthenhydrogels favors the biocompatibility, potelitiag the possible
use as biomaterial. The rheological analysis showgth elastic modulus (1-10 kPa) for tensions uf@dPa. SEM
micrographs show heterogeneous surface morpholatfy neugh and compact region$he kinetics of the green
synthesis of NPsAg with chondroitin sulfate waslist by UV-vis, through the Surface Plasmon Resmn&and
(SPR). FTIR analyzes confirm the formation of agemthrough the strong chemical interactions betwég and
the sulfates and carboxylic groups of CS. Thisradon changes the CS degradation profile, as shbwthe TGA
and DSC analyzes. The SEM shows the homogenedasesof the complex, with homogeneous distributiothe
nanometric silver through the CS matrix. The fif@mulation formed between Pnipam and CS-NPsAg ®mp
(Pnipam-CS-NPsAg) shows potential use as a biomadteombining the properties of their constituerithe release
studies show that 23 ° C is released about 60%hefcomplex whereas at 37 ° C is release about 37%he
incorporated complex in the first 5 minute.

Keywords: hydrogels, Pnipam, cyclic voltammetry, chondrogulfate, silver nanoparticles.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

A pesquisa cientifica deve ter por objetivo pritip desenvolvimento de meios e produtos
gue possam proporcionar a melhora da qualidadeidie de todos. Assim, biomateriais sao
extensamente utilizados na busca de tratamentesamadlos e eficazes das enfermidades do corpo
humano, aumentando consequentemente a expectatiidad Um biomaterial € uma substancia
ou combinacédo de substancias que sao capazesdiigusyhiratar ou aumentar tecidos, 6rgaos ou
funcdes do corpo, podendo ser implantados porrdetado tempo ou permanentemente (BRANT,
2008).

Os hidrogéis sao redes poliméricas tridimensiocapmzes de reter/absorver quantidades
significativas de agua em sua estrutura, chegaatie@ver centenas de vezes a massa do polimero
seco (LIN e METTERS, 2006), (KOPECEK e YANG, 200Ppr suas propriedades de alta
capacidade de absorcdo de agua e capacidade adérfinidos com os organismos, mimetizando
os tecidos humanos, € a classe polimérica maisigasia e utilizada como biomateriais (NAIR e
LAURENCIN, 2006).

A Poli(N-isopropilacrilamida) (Pnipam) € um polirmetermosensivel, respondendo a
estimulos de variacdo de temperatura. Possui ¢émde fases em temperaturas préximas de 32°C
do tipo LCST [Lower Critical Solution TemperatuyeAbaixo desta temperatura as moléculas de
agua formam ligacBes de hidrogénio entre os gringdrefilicos da rede polimérica, elevando
assim o grau de expansédo. Acima da LCST, as iiitesagntre partes hidrofébicas ficam mais
fortes e as ligac6es de hidrogénio enfraquecerantiy a contracdo do gel. E um polimero com
grandes aplicacbes na composicao de dispositiviibaetacdo de farmacos e de biocompdésitos,
assim como em processos de separacao, imobilizecdiozimas e proteinas, sensores bioldgicos,
musculos artificiais, entre outras (DEKA, QUARTAt al, 2011). A Pnipam tem potencial
aplicacdo como matriz polimérica para uso como fibagdes injetaveis, visto que solidificesitu
a temperatura corporal.

A técnica de Voltametria Ciclica (VC) € uma téenieletroanalitica importante e
amplamente utilizada no estudo de reacbOes redoo eacompanhamento de reacbes. A

eletrossintese por VC tem se tornado um caminhgrowucao de hidrogéis visto que elimina um
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dos reagentes utilizados como par-redox de inicegdda polimerizacéo. A polimerizacdo por esta
técnica é desencadeada pela eletrélise do inicramloéatodo.

O Sulfato de Condroitina (SC) € um polissacaridecontrado na cartilagem e tecidos
conectivos do corpo, que proporciona resisténaianapressao, regula o conteldo de agua no
tecido e possui ainda caracteristicas como altorgds de agua, multifuncionalidade e
biodegradabilidade (OPREA, CIOLACW al, 2010). E considerado um bom farmaco para o
tratamento de Osteoartrite, reduzindo a dor e eliimdo a regeneracdo da cartilagem
(BIANCHERA, SALOMI, et al, 2014).

Nanoparticulas de prata (NPsAg) sdo extensaméliradas na area biomédica devido as
suas conhecidas propriedades antibacterianas, sgldadas no tratamento de infeccoes em
gueimados, feridas abertas e Ulceras cronicasitdss verde de nanoparticulas de prata tem sido
empregada para obtencdo de um material mais bi@drafy com baixa toxicidade. A sintese
verde utiliza sistemas bioldgicos, dentre os goaslfato de condroitina, como agentes redutores
e/ou estabilizadores.

Segundo Elaine Cruz, o Brasil tem alto indice@gethpregados entre pacientes com artrite
reumatoide, cerca de seis em cada dez pacientescdd@o com pesquisa realizada por Ricardo
Machado Xavier, professor titular de reumatologidJshiversidade Federal do Rio Grande do Sul,
em quatro paises (Argentina, Brasil, Colombia eibBxa doenca interfere significativamente na
capacidade profissional e na qualidade de vidgdasoas. O estudo demonstrou, ainda, que no
Brasil a doenca atinge cerca de 2 milhdes de pessqae 83% dos pacientes sentem muita dor e
desconforto (CRUZ, 2015). Dados de 2012 mostraencggoverno gasta, em média, 25 mil com
cada paciente que utiliza medicamentos para arieatt de artrite reumatoide (LABOISSIERE,
2012)

O presente trabalho tem como objetivo principal eletrossintese de hidrogéis
termosensiveis baseados em Poli (N-isopropilacidam (Pnipam) através da técnica de
Voltametria Ciclica (VC), com diferentes quantidade agente reticulante. Posteriormente, sera
realizada a sintese verde de nanoparticulas da ptéizando o SC como agente redutor e
estabilizador, formando o complexo SC-NPsAg. O derp SC-NPsAg sera entéo inserido no
hidrogel de Pnipam por absorcdo de solucédo agumdarmdo o mesmo. A formulagao final, o
hidrogel Pnipam VC-SC-NPsAg, tem potencial aplicag@mo biomaterial de implante de

preenchimento de defeitos cartilaginosos, pararmidtracdo por via injetavel (Figura 1).
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Pretende-se com este sistema que, apos injegagyassivel formar no organismo, em
curto intervalo de tempo, estruturas estaveis @pde realizar o preenchimento de defeitos
cartilaginosos. As propriedades dos hidrogéis dgadPm do complexo SC-NPsAg e das
formulacdes Pnipam VC-SC-NPsAg serdo estudadagiatoas técnicas de caracterizacao fisico-
guimicas. Deste modo, espera-se que cada matsadl@damente ou sinergicamente, contribua
com uma propriedade ao produto final. Vislumbra$ermacado de um hidrogel termosensivel, a
matriz polimérica de Pnipam, ao qual serd agregadocomplexo SC-NPsAg, que podera

proporcionar uma fonte de regeneracéo, crescimediminuicdo da dor através do SC, além do
controle antimicrobiano através da liberacdo deAgPs

Pnipam VC-SC-NPsAg /’ \

\ \
l caeni \
Defeito na cartilagem ' Y |

Figura 1: Imagem ilustrativa do objetivo final detabalho. A formulagéo termosensivel Pnipam VCNFGAQ tem

possivel aplicagdo como biomaterial de implantpréenchimento de defeitos de cartilagem, por adtnagao por
via injetavel. Adaptado de (MYERS, SGAGLIONE e GRBE, 2013).

Este trabalho esta estruturado da forma como s€gsegundo capitulo apresenta a revisédo
bibliogréfica, fundamentando o trabalho ao aboo$aprincipais temas acerca deste: hidrogéis e
suas propriedades, hidrogéis injetaveis, PnipanfatSBude Condroitina, cartilagem articular,
nanoparticulas de Prata e por fim, eletroquimieatécnica de voltametria ciclica. O capitulo 3
apresenta os objetivos gerais e especificos dedialto. O capitulo 4 descreve os materiais,

métodos e técnicas de caracterizacdo utilizadoslesenvolvimento do trabalho proposto.
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Resultados e discussdes sao descritos no capithio apitulo 6 sdo apresentadas as conclusdes
obtidas e no capitulo 7 sdo propostos trabalhagdsit Por fim as referéncias bibliogréaficas

utilizadas neste trabalho sé&o apresentadas naladit
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CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - HIDROGEIS

A sintese do Polimetacrilato de 2-hidroxietila,FMWA, por Wichterle e Lim em 1954 foi
considerada como o inicio da pesquisa em hidrcgggisticos (LIN e METTERS, 2006) (PAL,
BANTHIA e MAJUMDAR, 2009). Desde entao, foram festsignificativos avancos na pesquisa
e utilizacdo dos hidrogéis.

Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionaidrofilicas, capazes de reter grandes
guantidades de agua ou fluidos biolégicos em stiatesa, caracterizados por uma consisténcia
macia e borrachosa, similar aos tecidos vivos (CBHENG, HUAYU, et al, 2009) (PAL,
BANTHIA e MAJUMDAR, 2009).

Os hidrogéis podem ser classificados de acordoaimteracdes que formam a estrutura
tridimensional. Nos hidrogéis fisicos ou pseudqgéss cadeias poliméricas estdo unidas por
interacbes nado covalentes, facilmente desfeitasAMBR 2008). Variacdes nas condicdes
ambientais como pH, temperatura, forca idnica @eatitros podem fazer os hidrogéis fisicos
desintegrar-se (ROSIAK e YOSHII, 1999). Ja nosduéis quimicos ou ditos permanentes, a
estrutura tridimensional € coesa por causa dagdégacovalentes entre as cadeias, podendo ser
degradadas apenas por reacdes quimicas ou prooessaisicos (BRANT, 2008).

Os hidrogeéis tém sido utilizados nas areas biotaéd@m sistemas de liberacdo controlada
de principios ativos, substratos para o cultivaélalas, lentes de contato, implantes, engenharia
de tecidos, revestimentos, dentre tantos outrodMERIEDRICH, et al, 2011). AplicacOes de
hidrogéis como membranas tém aumentado muito rniosodl anos, pois as caracteristicas do
hidrogel, como capacidade de conter grande qualgida agua e alta porosidade possibilitam a
difuséo seletiva de solutos através da membranMEESE, GUILHERME gt al, 2006).

Hidrogéis também foram usados como substrato gascimento celular, permitindo a
difuséo e liberagéao de nutrientes e fatores deionesito (COOPERSTEIN e CANAVAN, 2010).
Também podem ser usados no reparo e regeneratgmdies e 6rgdos, mimetizando tecidos vivos
(GALPERIN, LONG e RATNER, 2010).
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As propriedades fisicas dos hidrogéis permitemusguem préoteses de tecidos moles.
Hidrogéis de alginato e colageno tém sido empregyadareconstrucdo do tecido cartilaginoso e
hidrogéis de pHEMA foram utilizados em protesessdims (SAEZ, HERNAEZ e ANGULO,
2003).

Hidrogéis de Pnipam sdo usados para separacacldiasc mamarias, normalmente
cultivadas em substratos sélidos hidrofébicos arsejos do substrato pela acédo de enzimas, o que
pode causar danos as células. Superficies gradtzamn Pnipam sdo hidrofébicas a 37°C e assim
as células mamarias podem crescer neste substraominuicdo da temperatura resulta na
transicdo de fases do Pnipam e as células sdonéaté liberadas do substrato (KUMAR,
SRIVASTAVA e GALAEV, 2007).

Hidrogéis inteligentes oamart hidrogelou estimulo-responsivos sao aqueles capazes de
variar significativamente seu tamanho/dimensfedubgimlade ou grau de associacdo
intermolecular em resposta a pequenas alteracogsteieninados parametros ambientais (ROY,
CAMBRE e SUMERLIN, 2010). Esses estimulos exterpodem ser temperatura, pH, forca
ibnica, presenca de produtos quimicos metabdliedg;do de cargas ibnicas, formacdo de
complexos polication-polianion, campo elétrico e gmico, luz ou radiacdo (KUMAR,
SRIVASTAVA e GALAEV, 2007). Cita-se Katchaslhy congendo o primeiro a sintetizar
hidrogéis sensiveis em 1941, preparados por ratigdalde um polieletrdlito solivel que respondia
a variacdes de pH, temperatura e forca idnica (EER) GARCIA, et al, 2003).

A singularidade desses materiais esta nao apesasriacdes macroscoépicas rapidas, mas
também no fato de que essas variaces sao revergivesposta pode ser dada como variacdo na
forma, caracteristicas de superficie, transicdaysbe outros. A Figura 2 mostra a classificacdo
dos polimeros segundo a forma fisica, cadeiasrésegéis reticulados e cadeias adsorvidas ou
superficies revestidas pelos hidrogéis responsévas variacdo da forma conforme estimulo.
Hidrogéis responsivos tém inumeras aplica¢cfes,sendhaioria delas focada em demandas
biolégicas e terapéuticas (DOU, HA&L, al, 2012), (DRAGAN, 2014).

A combinacdo de diferentes polimeros pode resudtar materiais que respondam
independente ou simultaneamente a diferentes deimdhou e colaboradores sintetizaram
interfaces estaveis inteligentes baseadas em Pniangacido acrilico) (PAA) e copolimeros de
Pnipam-co-PAA, sendo estes sensiveis a temperébuca, ibnica e pH (ZHOU, WANGet al,
2006).
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Figura 2: Classificacdo dos polimeros segundo mdofisica: i) cadeias lineares em solugdo sofremcalapso
reversivel depois de o estimulo externo ser amicidgéis reticulados covalentemente intumescentaapsam
quando sofrem acdo do estimulo; iii) cadeias ad$asvou superficies revestidas pelos hidrogéisorespos
intumescem ou colapsam na superficie, onde o dstiemterno é aplicado Adaptado de (KUMAR, SRIVASTA¥
GALAEV, 2007).

Hidrogéis termosensiveis sdo os que exibem rexgssvariacbes na conformacdo em
resposta a pequenos estimulos térmicos (ALLI e HRAZE008) (LU, SUN e GU, 2014). A
temperatura € um fator importante para a soluliédie um polimero, podendo melhorar ou piorar
com a variacdo da temperatura.

Polimeros termosensiveis poder ter dois comportteediferentes em relacdo a
temperaturaypperou lower critical solution temperatur@JCST ou LCST, respectivamente), o
gue depende de variacdes entrdpicas a comportasndetdase associados as caracteristicas
estruturais (VIEIRA, 2006), (ZOPPE, HABIBdt al, 2010). A Figura 3 exibe a representacao do
diagrama de fases para um sistema binario polis@w@nte apresentando UCST ou LCST.

A UCST, Upper Critical Solution Temperatureou Temperatura de Solugcdo Critica
Superior (Temperatura Consoluta Superior) é caiatitea da maioria dos materiais e solucdes
poliméricas. Nestes sistemas a solubilidade aunwmtao aumento da temperatura. Acima da
UCST solvente e soluto sdo misciveis e abaixo d&TUE sistema exibe transicdo de fases e o
soluto precipita. Ocorre, portanto, uma dependéoasitiva em relacdo a temperatura. Exemplos
de solucdes poliméricas com comportamento UCST séelulose/tetracloetano,
poliestireno/ciclohexano e o poliisobutileno/bere@UCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001).
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(a) Sistema LCST ( b) Sistema UCST

Uma fase

Duas fases

Duas fases

Temperatura
Temperatura

Uma fase

Fracéo Volumétrica do Polimero Fracdo Volumétrica do Polimero

Figura 3: Representacdo do diagrama de fases paistemas UCST a) e LCST b) [Adaptado de (LUCAFARES
e MONTEIRO, 2001)].

Hidrogéis com comportamento LCSTLower Critical Solution Temperatureou
Temperatura de Solucéo Critica Inferior (Tempee@onsoluta Inferior), como a Pnipam e o Poli
(N,N-dietilacrilamida), P(DEAAmM), reduzem seu voleieom o aumento da temperatura (SOUSA,
2009). Para temperaturas inferiores a LCST o potirdsolivel em fase aquosa e apresenta cadeia
estendida e rodeada por moléculas de agua. Aégade hidrogénio formadas entre 0s grupos
hidrofilicos da rede polimérica e as moléculas gleagsdo dominantes, elevando assim o grau de
expansao. Para temperaturas maiores que a tempeatatiransicao de fases, soluto e solvente séao
imisciveis, ocorrendo separacao de fases. Neste amteracdes entre partes hidrofébicas ficam
mais fortes e as ligacbes de hidrogénio enfraguelmrando a contracdo do gel (DIMITROV,
TRZEBICKA, et al, 2007).

Termodinamicamente, abaixo da LCST a entalpiaddgwincipalmente as ligacdes entre
0s grupos polares do polimero e as moléculas deg &ya a total dissolucdo do polimero. Acima
da LCST, domina a entropia, devido as interacddsofiibicas, resultando na gelificacdo do
polimero e na formacdo de fases distintas, ocoorelathbém forte contribuicdo entélpica
resultante da perda de ligagfes de hidrogéniod@aipragua (MOURA, 2005), (VIEIRA, 2006),
(ALMEIDA, 2010).
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A temperatura de transicdo pode ser modificadacppolimerizacdo, adicdo de sais ou
surfactantes. Aumentando a hidrofobicidade da m@mesegue-se uma diminuicdo da LCST,
enguanto um aumento na hidrofilicidade ocasionaumento da LCST (EECKMAN, AMIGHI
e MOES, 2001), (EECKMAN, MOES e AMIGHI, 2004), (ALe HAZER, 2008).

Hidrogéis de Pnipam foram modificados com 6lesaja e/ou Polipropileno glicol (PPG)
por Alli e Hazer. Estudos de intumescimento em &ienda temperatura foram utilizados para
determinar a temperatura de transicdo de fases LdifSThidrogéis de Pnipam modificados.
Encontrou-se que os hidrogéis modificados tiverdt@&T reduzida de 32°C para 27°C (ALLI e
HAZER, 2008).

Ja Molina, Rivarola e Barbero estudaram o efeita@apolimerizacdo de Nipam com 2-
acrilamida-2-metil-propano acido sulfénico (AMP8)servaram que a temperatura de transi¢ao
desse copolimero em pH 4,0, foi de 38,8°C, faibwitio & presenca de grupos <B@o AMPS,
gue aumentam a hidrofilicidade do material (MOLINNVAROLA e BARBERO, 2011).

2.1.1 - PROPRIEDADES DOS HIDROGEIS - INTUMESCIMENTO E
LIBERACAO

Quando um hidrogel seco € imerso em agua, as uniasdde agua entram na rede e hidratam
0s grupos polares mais hidrofilicos. Como resultadanoléculas de 4gua vao ocupando espaco e
assim a rede inicia sua expansao, permitindo prem que mais moléculas de agua entrem. A
elasticidade da rede contrabalanca o seu alongamewnitando a destruicio da mesma
(HOFFMAN, 2002), (REIS, 2007), (GALPERIN, LONG e RNER, 2010), (REIS, 2007).

O grau de expanséao dos hidrogéis pode ser afptadatores como reticulagéo e balanco
hidrofébico/hidrofilico. Hidrogéis com alta densildgade ligacdes cruzadas sdo mais rigidos e
expandem menos quando comparados aos mesmos candbasidade de ligacdes cruzadas. As
reticulacdes impedem a mobilidade da cadeia poloaér, portanto, diminuem o grau de expansao.
A estrutura quimica também afeta o grau de expangdto que hidrogéis com maiores
guantidades de grupos hidrofilicos possuem magu ge expansao que 0s que possuem maiores
guantidades de grupos hidrofébicos (SOUSA, 200BANJI e VASHEGHANI-FARAHANI,
2009).
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O intumescimento pode ser descrito em funcdo doeato da massa, volume ou

comprimento. O grau de intumescimento no tempé,dado pela Equacao 1:

1:(%) = “=2) 5 100 )

0

onde, M é a massa do hidrogel em determinado tempe & assa inicial do hidrogel.
O teor de 4gua total no equilibrio, do ingdgsiilibrium water content EWC, no hidrogel

€ dado pela Equacéao 2:

Ewc = Mo )
M

e

onde M representa a massa do hidrogel intumescido ndilegui

O processo de difusdo caracteriza-se como a ér@nsfia de massa de uma substancia
através do material por diferenca de potencial qaimou concentragdo (ANTONIO, COLLA&t
al., 2014).

O primeiro a quantificar o processo de difusdoAdolf Fick, em 1855. A Lei de Fick
demonstra que o fluxo difusivo (J) de um solut@fnido como a quantidade de soluto que passa
através de um plano de referéncia por unidaderdpae por unidade de area normal na direcao
do fluxo. Para um estado estacionario, ou sejapi@ddente do tempo, J pode ser determinado pela
Equacédo 3 (SEEFELDT, 2014):

J=-D — 3)

onde D é o coeficiente de difusdo do soluto no p@ié a concentracdo e x é a distancia. Dessa
forma, 0C/ox é a forca motriz para que o processo de difuséwra espontaneamente. O
coeficiente de difusdo D representa a facilidada pae essa difusdo ocorra e depende do soluto

em um determinado meio. O sinal negativo surgeysoegdifusdo ocorre na dire¢do oposta ao do
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aumento da concentracdo (MANADAS, PINA e VEIGA, 2DP0(GANJI e VASHEGHANI-
FARAHANI, 2009).

Para os casos em que a difusdo depende do terays® assegunda Lei de Fick, definida
pela Equacao 4 (SILVA, 2006):

ac
ac _ (D5 .
ot ox @

A matematica que descreve a difusdo em polimebzséado nesta equacgéo e dada pela
cinética de sorcaay) que corresponde ao ganho inicial de massa dtogodla amostra polimérica
(RITGER e PEPPAS, 1987) (CUGGINO, STRUMIA e IGARZAB 2010), dado pela Equacéao
5:

My _ 1.n
Me—kt (5)

Ou, tomando o logaritmo natural:

ln(%) =Ink+n=int (6)

e

onde M e Me representam as quantidades de solvente absopédasidrogel no tempo e no
equilibrio, respectivamente, k € uma constante gpgocionalidade caracteristica da rede
polimérica, relativa a estrutura da rede e n émente difusional, que determina o tipo de difusédo
do solvente. Esta equacdo € geralmente utilizada ipéerpretar e descrever processos, de
liberagdo ou intumescimento, em que 0 mecanismer@&m conhecido ou € uma combinacdo
dos dois processos independentes, uma devidoraptnde fickiano e outro devido ao processo
de intumescimento e relaxamento do hidrogel (LOREXRBO e COSTA, 2005).

A difusdo em amostras poliméricas cilindricas spigem expansdo pode ser classificada
da seguinte forma (COELHO, 2007) (GANJI e VASHEGHA-ARAHANI, 2009), (SALOME,
GODSWILL e IKECHUKWU, 2013YRECIFE, 2013):



25

v Fickiana ou Caso |: a taxa de difusdo é muito iofesio tempo de relaxacdo da cadeia
polimérica, neste caso n=0,5. O tempo de relaxesf@oe-se ao tempo que a cadeia leva
para acomodar-se, ou seja, entrar em equilibrio oosolvente ou soluto. Isto é, o
relaxamento das cadeias € muito mais rapido qifesiid do solvente;

v' Caso II: a difusdo é muito mais rapida se compacata o processo de relaxacdo das
cadeias, neste casel

v Difusdo anémala ou ndo-Fickiana: ocorre quanderapts de difuséo e a taxa de relaxacao

das cadeias sdo comparaveis, neste caso n estd® &nér 1.

A Equacéo de Fick aplica-se aos estagios inidiaimtumescimento, até valores de fracédo
de intumescimento menores que 0,60 (ESCOBAR, GARE&IAI, 2003).

Considerando que hidrogéis absorvem grandes gadets de agua, pode-se inferir que a
espessura da amostra ndo permanece constantenportaamento Fickiano n&o é aplicavel a todos
0s estagios de intumescimento, ou seja, até oilegoiser atingido.

Existem mais de 25 modelos cinéticos relatadosliteeatura que dizem prever o
comportamento cinético durante os processos degdmsdentre os modelos mais comumente
utilizados destacam-se os modelos de primeiransiegordem.

O modelo de primeira-ordem ou modelo de Lagergiesenvolvido em 1898, € o mais
utilizado, sendo expresso pela equacédo 7 (LI e TRANA1990), (ZHAO, LI, et al, 2008)
(CARONI, 2009):

dM;

= a

=k(M, — M, 7)

onde k € uma constante de proporcionalidade. Ajiatéio desta equacao permite obter a seguinte
equacao:

ln( — &) = —kt (8)
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Outro modelo cinético extensamente utilizado mazelo de segunda-ordem ou
modelo de Ho, desenvolvido em 1995, e expressogogiacdo 10:

dM (t)

T ko [Mg — M,]? 9)
E integrando:
t 1 t
MK M ()
sendo
K, = kM? (11)

onde o parametro 14K corresponde a taxa de intumescimento inicial doolgel, ko € a constante
aparente de velocidade do intumescimento no eqoilfKATIME, KATIME e KATIME, 2005)
(KATIME e MENDIZABAL, 2010).

Sistemas de liberacdo de farmacodoug delivery systersdo sistemas de administracao
desenvolvidos para prolongar o tempo de liberagidadmaco no organismo, sustentar sua
concentracdo plasmatica e controlar a localizag&paoral e espacial das moléculas in vivo, por
meio da aplicagdo de principios biologicos e fisjoémicos (VILLANOVA, OREFICE e
CUNHA, 2010).

O uso de hidrogéis responsivos permite a liberagatrolada através da manipulacdo das
condi¢Bes ambientais. Hidrogéis termosensiveispanipam, tém sido utilizados em liberagéo
de farmacos. Bulmus e seu grupo de pesquisaautiiz a Pnipam para liberacdo controlada de
Estreptavidina, uma proteina que se associa anajotambém conhecida como vitamina B8.
Abaixo de 32°C, o hidrogel esta numa conformacagptetamente estendida, devido as interacdes
com a agua e isso impede a associacao da biotina &streptavidina. Acima da temperatura de
transicao, 32°C, o polimero colapsa e nédo interfesesitios de ligacao.
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O carregamento de um farmaco ou qualquer prin@pim dentro da matriz polimérica
pode ser feito basicamente através de duas fonpadisnerizacdo na presenca do farmaco ou
imersédo do hidrogel em solucéo do farmaco. Em gastgunda forma € mais utilizada, visto que
a polimerizacdo pode afetar as caracteristicasb@eatdo, podendo ocorrer reacdes entre o
mondmero e o farmaco e a quantidade final de fasradsorvido pelo polimero pode ser dificil de
ser controlada (REIS, 2007). As propriedades decéig do farmaco sao importantes quando se
pretende controlar a liberacdo do mesmo, alémajaripdades fisico-quimicas como tamanho do
farmaco e solubilidade. A natureza quimica do faemafluencia no intumescimento e na cinética
de liberagcdo (COUGHLAN e CORRIGAN, 2006)

A liberacéo de farmacos ou determinado principiimau agente antimicrobiano pode ser
controlada por difusdo, intumescimento ou por diaggao da rede do hidrogel (SILVA, 2006),
(REIS, 2007). A liberacdo controlada por difusdeodve processos simultaneos de absorgéo de
solvente e desorgdo do farmaco através do intumestd da rede polimérica. O farmaco pode
estar envolvido em membranas poliméricas que dantrca difusdo ou estar distribuido
uniformemente na rede polimérica (sistemas mono#)i(PEPPAS e LANGER, 2003). A difusdo
obedece a equacdo semi-empirica dada pela Lecl€Bquacédo 5), discutida anteriormente.

Em sistemas controlados por intumescimento, adax@eracdo é controlada pela razéo
de penetragdo de agua na rede polimérica. Quahdbagel € imerso em solucdo, a agua entra,
aumentando o volume do hidrogel e forcando o ageiwe/farmaco a sair.

J& a liberacéo por degradacéo da rede ocorre@pgimento das ligacdes entre o farmaco
e a rede polimérica, por degradacdo da membraradsiva que envolve o farmaco ou por
degradacao do polimero contendo o farmaco.

Em sistemas de liberacdo de farmaco, materiaisesirmturas porosas sao preferidos as
estruturas ndo porosas, Vvisto que 0S poros podeénecer espacos nao somente para o
aprisionamento do farmaco, mas também canais parébgracéo (ZHU, CHENgt al, 2011).

Coughlan e Corrigan estudaram a aplicacdo de deisode Pnipam para liberacéo
controlada de farmacos e relataram que a liberdgdarmaco é controlada principalmente pela
rede polimérica (COUGHLAN e CORRIGAN, 2006). Fatsidva desenvolveu hidrogéis de
Pnipam e copolimeros de Pnipam com &cido metaxriPnipam-co-MAA) para liberacdo de
insulina e atenolol. Verificaram que nestes siseemao foi possivel incorporar quantidades

significativas de insulina, enquanto que, com oentmda quantidade de acido metacrilico houve
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0 aumento da quantidade de atenolol incorporadibetacdo do farmaco ocorre segundo difuséo
do tipo Il, controlado pela relaxacao das cadg@iesnitindo a difusédo rapida para o meio (SILVA,
2006).

Reis desenvolveu hidrogéis formados pela copoiraefio de goma ardbica modificada
(Gam) com dimetilacrilamida (DMAAm) e acido metdicd (MAA), que demonstraram ser
potenciais dispositivos para liberacdo oral deoflielaco de potassio (REIS, 2007). Hidrogéis de
poliacrilamida (PAAmM) foram carregados com acidiic8eco (AAS) e o estudos de liberacdo do
farmaco a partir destes hidrogéis mostrou ser glaato por mecanismos de difusdo Fickiana
(NIAMLANG e SIRIVAT, 2009).

2.1.2 - INTUMESCIMENTO E EFEITO HOFMEISTER

A Pnipam intumesce porque o0s grupos amida formayacdes de hidrogénio
intermoleculares com a agua ambiente, em tempasaimenores que a temperatura de transicao
LCST. Com o aumento da temperatura, estas intesagbram e as interacdes hidrofébicas pelo
grupo isopropil tornam-se predominantes, colapsamdadrogel (CUGGINO, STRUMIA e
IGARZABAL, 2010).

O equilibrio do intumescimento é resultado do Ko entre as interacdes hidrofdbicas e
hidrofilicas e entre a forca elastica existente iguygede o gel de se expandir mais. O grau de
reticulacao da cadeia polimérica podera deternaginatensidade dessa forca elastica, ou seja, se 0
hidrogel for sintetizado com grande quantidade gente reticulante apresentara menor grau de
expansao o que um hidrogel sintetizado com menantglade de agente reticulante, no mesmo
meio e condi¢fes (SILVA, 2006).

O estudo do comportamento de expansdo dos hidregeidiferentes condi¢des, como
temperatura e forca idnica do meio, tem grande itépoia no desenvolvimento de dispositivos
de liberacdo de farmacos, sendo que esta propaguat ser responsavel pelo tipo de mecanismo
de liberacdo que o sistema polimero-farmaco seaeingSILVA, 2006).

A série de Hofmeister, Figura 4, classifica auéficia relativa de ions em solugcéo nas
propriedades fisicas de varios processos. A infliaédo ion nas propriedades macromoleculares

€ causada em parte pela formacdo ou quebra dduestda dgua. Nesta série, as espécies a
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esquerda do Ckdo chamadas de cosmotropicos e os da direitedpamats, ambos referentes a
habilidade dos ions em alterar a ligacdo hidrog8aidgua. Os cosmotrépicos sao formadores da
estrutura da agua, fortemente hidratados, tém ikdtale e levam ao efeitosalting-out em
macromoléculas em solugdo aquosa, isto é, geras déinsidades de carga que leva a forte
interferéncia na ligacdo entre a 4gua e a cadetaomalecular. Os caotrdpicos sao quebradores
de estruturas da agua e levam ao efaitdting-ir’, gerando baixas densidades de carga que levam
a pequenos efeitos na ligacdo hidrogénio (GALHARR@9) (EGGERS, 2015).

Série de Hofmeister

"Salting our" "Salting in"

Figura 4: Série de Hofmeister. Adaptado de (ZHANGREMER, 2006)

Quando a Pnipam esta em agua, esta rodeado poexieresa camada de hidratacdo. A
adicdo de sais a solugédo aquosa de Pnipam vapi@@sedades da camada de hidratacdo e pode
causar o rompimento das moléculas orientadas ¢é@e es entorno do polimero, polarizando uma
molécula de agua adjacente que esta envolvida eaigatédo de hidrogénio com o grupo amida
do polimero (Figura 5a). Isto resulta num carataisnhidrofébico das cadeias poliméricas,
aumentando a tensdo superficial da cadeia prineigl cadeia lateral isopropil, diminuindo o
valor do grau de intumescimento e da temperatutiadsicéo (Figura 5b). O tipo e a concentracao
dos ions adicionados alteram a camada de hidrasagé@im mais ou menos desestruturada no caso
de ions desalting out— cosmotropicos (EECKMAN, AMIGHI e MOES, 2001),IBMRA, 2006).
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Figura 5: Interacdes entre ions, moléculas de aguBnipam (Adaptado de (ZHANG e CREMER, 2006).

O efeito da forca iGnica no intumescimento pode es® principio, explicada pelo Efeito

Hofmeister e pelo gradiente de concentracdo. BEsteanismos devem atuar simultaneamente.

2.2 - HIDROGEIS INJETAVEIS

Hidrogéis injetaveis sdo materiais 0os quais podernliberados através de uma seringa e
entdo rapidamente formar um gel apos a extrusa@terRger introduzidos dentro do corpo através
de uma transplantacdo minimamente invasiva atdeésna seringa ou tubo, evitando assim uma
cirurgia aberta. As aplicacbes envolvem reducédedmpo de cura, de cicatrizes, do risco de
infeccdes e facil liberacdo comparada com materinisgicamente implantaveis (THIPMONTA,
2013). Esses hidrogéis podem atuar como supattm&nsional temporario para evitar apoptpse
fornecendo o ambiente para crescimento celular generacdo do tecido. Devido a sua
moldabilidade podem ser inseridos dentro de defeibon tamanhos e formas variadas, adaptando-
se a forma do defeito cartilaginoso (LI, RODRIGUESTOMAS, 2012). Apds a injecédo e
solidificacéo, o hidrogel formada situ proporciona uma matriz tridimensional temporargual
as celulas aderem, proliferam e diferenciam-sedaamigem a um tecido novo e funcional, e

realizando a liberacdo de agentes bioativos nd (DEEMOURA, 2014). Além disso, os hidrogéis

! Apoptose: conhecida como morte celular programada, é um tipo de destrui¢do celular que ocorre para eliminar
células supérfluas ou defeituosas.
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sao altamente hidrofilicos, exibindo alto teor dea e uma estrutura macromolecular semelhante
aos tecidos naturais, aumentando a biocompatibdéidapermitindo boa integracao fisica com o
defeito (TAN e MARRA, 2010), (LU, Llet al, 2011).

Hidrogéis injetaveis devem atender a determinaeggisitos, a saber: a) serem feitos de
materiais biocompativeis; b) terem viscosidadedaixtes da gelatinizacdo, permitindo dispersao
homogénea, c) condi¢cbes de gelatinizacdo adequendtaydo problemas adversos; d) devem ter
tenacidade e estabilidade suficiente, evitanddosfeausados por cargas internas e externas, como
invasao de tecidos vizinhos e movimentos; e) aptasporosidade adequada, tanto em tamanho
de poro como em interconectividade de poros, pemato crescimento e atividade celular, bem
como o fluxo livre de oxigénio e nutrientes (LI, RRIGUES e TOMAS, 2012).

Hidrogéis termosensiveis injetaveis sdo atraet®slo a sua gelatinizacdo espontanea
com o emprego da temperatura corporal. Os hidroggmosensiveis injetaveis podem ser
injetados como um liquido e entdo, com a tempexatarporal, formar um gel sdlido (ELIAS,
LIU, et al, 2015). A insercdo de elementos bioativos dent® lddrogéis os torna ainda mais
aplicaveis em engenharia de tecidos, aumentandmtviidade celular.

A Pnipam tem sido usado juntamente com polimeatgrais como a quitosana, colageno,
sulfato de condroitina, dentre outros, melhorando comportamento mecénico e a
biocompatibilidade dos mesmos. Wiltsey e colabaeglalesenvolveram hidrogéis de Pnipam
graftizados com SC, formando um hidrogel injetdseinissintético. Hidrogéis formados de
Pnipam podem ser implantados por meio de procedameinirgico minimamente invasivo,
através de uma agulha de pequeno calibre, e swdidif situsem o uso de mondmeros toxicos ou
outros reticulantes. As propriedades mecanicasif@aliadas e verificou-se que o aumento da
densidade de reticulacdo e a diminuicdo da coragidr de SC aumentam as propriedades
mecanicas a 37°C. Ao mesmo tempo, a incorporacaBQleferece maior potencial para a
degradabilidade, atividade antiinflamatéria e aoaf@ de agua e nutrientes (WILTSEY,
KUBINSKI, et al, 2013).

Bai e colaboradores desenvolveram hidrogéis dealmrieticulados a partir de uma mistura

de ciclodextrina e adamantZnaisados para o reparo de defeitos 6sseos. Tiastig foram

2 Adamantano: composto cristalino, CioH16, um cicloalcano, descoberto no petréleo em 1933.
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realizados e os resultados indicam que o hidrogklz o reparo, demonstrando alto potencial em

aplicacbes em engenharia de tecidos (BAI, &l 4l, 2016).

2.3 - POLI (N-ISOPROPILACRILAMIDA) — PNIPAM

As poli(acrilamidas) sdo polimeros amorfos, sokiem solventes polares tais como a
agua, solucbes aquosas salinas, etc. Os polimer@xrdamida N-substituida (Figura 6) séo
conhecidos por serem termosensiveis. Como exenmeioes o Poli(N,N-dietilacrilamida), o
Poli(N-isopropilacrilamida-co-2-carboxiisopropildamida), Poli(N-vinilalquilamidas), Poli(N-
butilacrilamida) e o mais conhecido e estudadali@Npisopropilacrilamida) — Pnipam (SILVA,
2006) (COLE, VOELCKERet al, 2009).

Derivados das Acrilamidas

CHz2 —CR
1
c=0
I
N-R’
I
R" n

R =H, CHs
R', R" = H, CHsz, CzHs, CsHr, etc

Figura 6: Representagdo da estrutura quimicasetosados de Acrilamidas (Fonte: (SILVA, 2006))

A Pnipam é um dos polimeros termosensiveis maligaglos nas areas biomédicas.
Formado a partir da polimerizacdo do monoémero Nifdrasopropilacrilamida), suas estruturas
guimicas podem ser visualizadas na Figura 7. Passaitemperatura de solucéo critica inferior
ou Lower Critical Solution Temperature LCST em solugdo aquosa na faixa de 30 a 35°C,
dependendo da arquitetura molecular (ZOPPE, HARIB4), 2010). Sua natureza termosensivel,
bioestabilidade e biocompatibilidade o torna caatdidpara aplicacdes biomédicas, incluindo
engenharia de tecidos (substituicdo de tecidosamaeonisculos artificiais, etc), liberacdo de
agentes terapéuticos e biolégicos, membranas,vasaTWAITES, ALARCON, et al, 2005),
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(GALPERIN, LONG e RATNER, 2010), (POSCHLAD e ENDER011), (JHAVERI,
DESHPANDE e TORCHILIN, 2014), (AVERICK, MEHLet al, 2015).

?=0 c=0
H—N H—N
H3C)\CH3 H3CACH3
a) b)

Figura 7: Representagdo das estruturas quimicas@mero Nipam; b) polimero Pnipam.

Quando as cadeias poliméricas da Pnipam séo lestas) o hidrogel formado é
considerado ndo ibnico e a resposta ao estimuldewiperatura aparece como 0 colapso
volumétrico seguido da expulséo de seu contetdaant Esta transicdo é denominada por alguns
como temperatura de transicdo de fases volumédiviclume Phase Transition Temperature —
VPTT), visto que os hidrogéis reticulados nédo ssaivem em solugdo aquosa (GALPERIN,
LONG e RATNER, 2010) (SINGKA, SAMAHegt al, 2010). Em geral, as temperaturas VPTT e
LCST sédo muito proximas e por isso a maioria désras ndo faz essa distingao entre os termos.

Quando a temperatura estd abaixo da LCST, o palirestd num estado hidrofilico
expandido. Contudo, quando a temperatura aumeimta da LCST, o polimero sofre um rearranjo
conformacional resultando no estado hidrofobiccagshdo. Esta variacdo conformacional é
resultado da quebra das ligacdes de hidrogéniondéculas de agua em torno de segmentos
hidrofobicos (Figura 8). Abaixo da LCST, as ligag0de hidrogénio da agua servem para
estabilizar e estender a cadeia (DEROSA, DER@$AL, 2007).
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T>LCST

T<LCST

HIDROFILICO & HIDROFORBICO

Figura 8: Transicao de fases LCST da Pnipam. A édimperaturas, a agua ligada a cadeia é exp@igaltinero e
o polimero reorienta-se para formar ligagdes deob#hio intra e intermoleculares. Adaptado de (EXLT, 2011) e
(MARQUES, 2012). Adaptado de (DIMITROV, TRZEBICKAt al, 2007).

O comportamento LCST da Pnipam foi primeiramemriatado por Heskin e Guillet
(PELTON, 2010). A Pnipam contém grupos amida Hilicos e grupos isopropil hidrofébicos,
de modo que tanto a interacdo hidrofilica quantbidaofébica tem papel determinante na
termosensibilidade do polimero (POSCHLAD e ENDER®E,1). A temperatura de transi¢cdo de
fases corresponde a regido no diagrama de fasesaondntribuicdo entélpica das ligacdes de
hidrogénio das cadeias poliméricas torna-se menerogganho entropico do sistema como um
todo. Para a Pnipam, precisamente, este ganhop@atrdas moléculas de agua é referente
principalmente ao grupo isopropil (DIMITROV, TRZEBKA, et al, 2007).

Quando intumescido, os hidrogéis de Pnipam podgeregar farmacos facilmente a partir
do meio circundante, enquanto que a temperaturasaada LCST, o polimero torna-se
hidrofobico, os hidrogéis colapsam e uma prolondd#aacao do farmaco pode ser conseguida
(MAYO-PEDROSA, ALVAREZ-LORENZO gt al, 2007) (SOUSA, 2009). Estudos de Coughlan
e colaboradores mostraram que o hidrogel, mesmestamlo contraido, apresenta liberacédo de
farmaco (COUGHLAN e CORRIGAN, 2006).

Variacoes na LCST podem ser obtidas por modifiesgi@ estrutura do hidrogel, seja por
reticulagédo, por copolimerizacdo ou adicao deesaisfactantes (SIEGEL, 2014). A LCST diminui
aumentando-se a hidrofobicidade da rede enquamtmuehenta com o aumento da hidrofilicidade

darede. A adicdo de surfactantes, em geral, aanageimperatura de transicdo conforme aumenta
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a concentracdo do mesmo. Kumar e colaboradoredagatn os efeitos da adicdo de um bio-

surfactante, o NaC - Colato de Sédio, um sal hpifaduzido no figado, na temperatura de transi¢ao
de fases da Pnipam. Verificou-se que a temperdeiteansicéo de fases diminui levemente com
0 aumento da concentracéo de NaC (KUMAR, BOHIDARISHRA, 2009).

Baseados no conceito de LCST, diversos copolingemtendo Pnipam tém sido estudados
para sistemas de liberacdo de farmacos. A estaaéégsar miceldgpoliméricas termosensiveis
para conseguir o controle temporal de liberagcadrdga: variando lentamente a temperatura do
ambiente acima da LCST ocorre uma desestabilizdgaunicela, desencadeando a liberacéo da
droga encapsulada. Quando se forma a casca hidrafdéd Pnipam, a droga € liberada e expressa
a sua bioatividade por um periodo de tempo apgsiecamento local (WEI, ZHANGst al,, 2006).

Wong e seu grupo de pesquisa desenvolveram misrdgéPnipam com nanoparticulas
magnéticas. Neste conceito, as propriedades maga&itermosensiveis sdo unidas para uso em
liberacdo de farmacos. A transferéncia de caladymriola pelas nanoparticulas magnéticas dentro
dos microgeis é suficiente para causar o colapsoici@gel acima de sua temperatura de transicéo
de fases, desencadeando a liberacdo do farmaco GVGNHARWAR, et al, 2008).

Um hidrogel composto de SC e Pnipam foi sintebzadr polimerizacdo radicalar
controlada RAFT (técnica de transferéncia revelsieecadeia por adicdo-fragmentacédo). As
caracterizacdes demonstraram que o hidrogel fornedgotenciais aplicagbes como veiculo de
liberacdo de células terapéuticas (linhas celuldeesarcinoma de colo de Utero (HelLa) e linhas
celulares de rim embrionario humano (HEK 293T)U(LI, et al, 2011).

Alvarez-Lorenzo e Concheiro estudaram o carregtonera liberacdo de Cloridrato de
Diltiazem, um antihipertensivo, dentro de hidrogéis Nipam copolimerizados com &cido
metacrilico. A 37°C a taxa de liberacdo mostroursiependente do grau de reticulagdo, mas
fortemente afetado pelo pH e a concentracéo deosaleio (SOUSA, PRIOR-CABANILLASet
al., 2005). Craciunescu e colaboradores utilizaramobigls de Pnipam com nanoparticulas de
oxido de ferro, denominado ferrogel. Esse matégialtilizado para liberacéo de atenolol em meio
simulador géstrico e intestinal, sendo a liberad@&o farmaco diretamente proporcional a

concentracao das nanoparticulas magnéticas (CRAESIN, NAN, et al, 2009).

3 Micela: estrutura globular formada por um agregado de moléculas polares e apolares, dispersos em um liquido
constituindo uma das fases do coloide.



36

O uso da Pnipam como substrato para adeséao/ldzesgular também tem crescido nos
ultimos anos. Neste método, em geral, é usado.epamente, um disco de cultura de tecidos
graftizados com cadeias de Pnipam, Figura 9. Cricnesito celular ocorre a 37°C, quando o
sistema apresenta caracteristicas hidrofobicass Agormacao da camada celular, a temperatura
da cultura é diminuida, tendo T < LCST, e o sistamdorna hidrofilico. Entdo uma camada
hidrofobica é colocada sobre a camada de céluéssidas. Sendo estas de carater hidréfobico
aderem-se a membrana. Portanto, a liberacdo celatatece por causa da hidrofilicidade e
hidratacao das cadeias da Pnipam (COOPERSTEIN eAVAN, 2010).

Membrana Membrana Membrana Membrana.‘ L
= N, \
% S ﬁ!_f_/ S—
Camada de Células Camada de Células I
Camada de Células l Sobreposigao Recuperagéo | Transferéncia Remogdo
O
Novo disco de Camada de células

Disco de Cultura com Cultura

Pnipam graftizado recolocada

Figura 9: Esquema da engenharia de camada celililzando um disco de cultura com Pnipam graftizBsidaptado
de (COOPERSTEIN e CANAVAN, 2010)].

Sistemas contendo Pnipam tém sido utilizadosatartrento do cancer. Nanoplataformas
médicas baseadas em aglomerados de nanoparticpéaparamagnéticas revestidas com Pnipam
foram sintetizadas por Deka e grupo de pesquisai@il0). Tais aglomerados foram utilizados
como sistemas de liberacdo de doxorubicina (DOX@),agente quimioterapico. O sistema foi
testado em células tumorais e demonstraram aiefedi¥ da encapsulacao e posterior liberacao de
DOXO, causando a morte das células tumorais (DEBWARTA, et al, 2011).
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B - N-isopropilacrilamida
A : 2-aminometilmetacrilato AIBN - 2,2-azobis(2-metilpropionitrila)

Figura 10: Nanoparticulas superparamagnéticas ide de ferro sdo inicialmente revestidas com mésacrde 2-
aminometila, para introducéo de ligag6es C=C. Neguado passo, os mondmeros sao copolimerizadagpp#isie
das nanoparticulas (Adaptado de (DEKA, QUAREAal, 2011)

Ainda nessa linha de pesquisa, Hruby e colaboeadmopuseram um sistema modelo no
gual a Pnipam é utilizado na braquiterapia (radagi@ interna), um método de tratamento do
cancer, especialmente cancer de prostata, pelgdosge implantes radioativos diretamente dentro
do tecido tumoral. Em tal trabalho utiliza-se Id1 como fonte radioativa. A Pnipam contendo
o lodo 131 é injetado dentro do musculo, permamecéocal de aplicacdo, sendo eliminado
lentamente do corpo. Os estudos em ratos indicgraema reducdo do crescimento tumoral foi
conseguido com uma Unica dose do material inje{@®RUBY, POUCKOVA, et al, 2011).

Nanoparticulas metalicas sdo capazes de absameegi@ e gerar calor em resposta a
aplicacédo de determinado comprimento de onda (LUN & GU, 2014). Suzuki e Tanaka
utilizaram o método de aquecimento fototérmico @bemal para inducao localizada da separacéo
de fase, pelo uso de laser. Os autores citadoswi#geram hidrogéis de Pnipam, os quais foram
modificados quimicamente com algum grupo croméf@aromaoforo absorve na regido visivel
do espectro e, portanto, quando é aplicado diretensbre a regido um laser de ions de argonio
com 488nm, a absorcdo de energia gera um aqueoirnoal (SUZUKI e TANAKA, 1991)
Nayak e Lyon usaram um laser de HeNe para indurzansicdo de fase em microgeéis de Pnipam
revestidos com corante verde malaquita, que tete fuco de absorcdo a 620nm (NAYAK e
LYON, 2004).

Embora ndo seja biodegradavel, a Pnipam nédo éatdmésmo em altas concentracdes e
estudos tem mostrado que ele é eliminado lentamdmtéocal onde é aplicado (HRUBY,
POUCKOVA, et al, 2011). Mallone e colaboradores estudaram a tiedi® da Pnipam e dois
copolimeros, Poli (Nipam-co-N-Vinilacetamina) e iRblipam-co-acido acrilico), administrados

oralmente. Os estudos mostraram que ndo houvedasaignificativas nos sinais clinicos, peso
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corporal e consumo de alimentos, hematologia, enigai clinicd dos animais utilizados na
pesquisa. Também, os exames histologicos dos deg@isados mostraram nao haver nenhuma
diferenca entre os ratos tratados e os de contnolieando por conclusdo a auséncia de toxicidade
cumulativa e de reacOes adversas (MALONNE, EECKMaiN3l, 2005).

2.4 - SULFATO DE CONDROITINA

Nos animais vertebrados existem quatro tipos essende tecido: epitelial, nervoso,
muscular e conjuntivo. O tecido epitelial € aqueple reveste a superficie externa do corpo e
cavidades internas, tendo a funcao principal deepéo da pele e sensacdes. O tecido nervoso &
responsavel pela recepcdo de estimulos e escolhesplasta adequada. O tecido muscular € o
responsavel por responder aos estimulos recebmlostgrido nervoso. O tecido conjuntivo &
responsavel pelo estabelecimento e manutencaoruta fdo corpo, fazendo a ligagdo entre as
diferentes células e 6rgédos, mantendo-os unidemé@odsuporte mecanico. O tecido conjuntivo é
compreendido como cartilagens, ossos e sangue (DBRTe DERRICKSON, 2012) (SOUZA,
MEDRADO e GITIRANA).

Nos epitélios, nervos ou musculos as células aptas-se praticamente unidas, com pouca
substancia intercelular. Nos tecido conjuntivoscélsilas ficam espacadas entre si, espaco este
preenchido pela matriz extracelular (MEC). A funcoMEC inclui o aspecto estrutural, auxilio
na ligacdo das células para formacdo dos tecidsgrvatério para horménios, controle do
crescimento e diferenciacdo celular. A MEC é ctuista de fibras proteicas e cadeias de
polissacarideos ou também chamadas glicosaminogBcgGAGs) (DOS ANJOS, ALVARES-
SILVA e BORELLI, 2000).

As glicosaminoglicanas sé@o formadas por unidaépstidas de dissacarideos, sendo um
deles um acucar aminado (N-acetilglicosamina oc&tiHgalactosamina) e sulfatado, e o segundo
acucar normalmente € um &cido hialurénico (glicie@mu idurénico). As GAGs sao formadas
por longas cadeias de 70 a 200 monossacarideas ggidas e hidrofilicas. Essa capacidade de

retencdo de agua da origem a um gel altamentet&ddraque preenche a maior parte do espaco

4 Quimica clinica: bioquimica, interface entre a quimica e a patologia. Pode ser usada na medicina hospitalar e
clinica como suporte para o médico confirmar ou descartar determinado diagndstico.
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extracelular, dando suporte mecanico para os te@duermitindo a difusdo rapida de moléculas
hidrossoluveis (SANCHES, 2013).

As propriedades das GAGs de biodegradabilidadeohpatibilidade e solubilidade em
agua, combinadas com a habilidade de formar hidgpge fazem promissores para engenharia de
tecidos e aplicacdes em liberacéo de farmacos (MALRURENCIN, 2006).

As GAGs sao subdivididas em (PEREIRA e CARVALHO09):

Hialuronas ou acido hialurénico;
Sulfato de Condroitina e Sulfato de Dermatana;

Sulfato de Heparana,

0D PRF

Sulfato de Queratana.

As GAGs, exceto a hialurona, ligam-se covalentéenarum nucleo proteico para formar
a Proteoglicana (Figura 11). As proteoglicanas eso facilmente a agua, contribuindo assim
para a formacgéo do liquido sinovial, a estabilidadaiporte do tecido conjuntivo, colaborando
ainda para a manutencdo do volume de agua e coistrdboudcdo de eletrolitos por todo o
organismo (PERRIMON e BERNFIELD, 2001) (I0ZZ0 e SAHFER, 2015).

‘ A - ACIDO HIALURONICO

B - PROTEINA DE
LIGAGAO

‘ E — SULFATO DE KERATINA <1

‘ D - SULFATO DE CONDROITINA =
C - PROTEINA CENTRAL

Figura 11: Agregado Supramolecular de ProteoglicenoartilagenfELEOTERIO, 2011).
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O sulfato de condroitina, SC, é um polimero altéondep(1,4)-D-acido-glucurdnico e
B(1,3)-N-acetil-D-galactosamina que podem ser sadfas nos carbonos C4 ou C6, chamados de
sulfato de condroitina A ou C, respectivamente fagl2) (FAJARDO, 2009). O primeiro a
descrever o SC foi Levene, em 1925, que mostrocopstituintes do mesmo (DOS SANTOS,
2012) (JARDIM, 2013).

COOH CH,0SO0;Na
H (@)
\\\
0 OH H
H OH H NIHCOCH;

— —1

Figura 12: Estrutura da unidade repetitiva do $woilfee Condroitina (PI1AIl, 2008).

O SC tem sido usado na preparacédo de redes paasé@mi-IPN (semi interpenetrantes)
ou hidrogéis compdésitos IPN (DRAGAN, 2014). O usgdlimeros naturais tem se mostrado ser
eficiente para aumentar a razdo de intumesciment @ocompatibilidade dos hidrogéis
(VARGHESE, ISMAIL, et al, 2008).

O sulfato de condroitina € um polissacarideo etnada na cartilagem e tecidos conectivos
do corpo. Oferece resisténcia a compressao deotecihjuntivos, regulando seu contetdo de
agua, e possui caracteristicas como alta absorgéo agua, multifuncionalidade e
biodegradabilidade (DIAS, 2008) (OPREA, CIOLAC#t,al, 2010). Além disso, a presenca de
grupos funcionais ativos como —COO- e 2S@rnecem acesso as funcionalidades biol6gicas, o
guais tém sido explorados para aplicacOes no refsacartilagenin vivo.

Estudos mostram que, além da estimulacdo dieetadilagem, o SC mostra acao

de inibicdo da Interleucina®® metaloproteasgO sulfato de condroitina é considerado um bom

5 Interleucina-1 (IL-1): agente mediador na respostane contra a invasao bacteriana, inflamacaocgdies e lesdes
teciduais.

5 Metaloproteases: enzimas com a fungdo especifickegradar diversos componentes da MEC. Quandoienpa
possui artrite reumatoide, o liquido sinovial aprea altas concentracbes de metaloproteases gtieipsan da
destruicdo da cartilagem.
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farmaco para o tratamento de orteoartrite, redazandor, principalmente apos longos periodos,
em comparacao com o diclofenaco sddico (OPREA, @GICU, et al, 2010) (BIANCHERA,
SALOMI, et al, 2014). A dose recomendada é de 1200 mg/dia (REXEB GOBBI, 2009)
(MUZZARELLI, GRECO,et al, 2012).

O sulfato de condroitina € um componente substdatcamada dérmica da pele aprovado
pela FDA — Food and Drug Administration, do Depaw¢ato de Saude e Servicos Humanos do
governo americano, responsavel pelo controle desxmedicamentos, cosméticos ou quaisquer
outras substancias afins (CHENG, HUNsBal, 2014).

Estudos dos efeitos do sulfato de condroitina Byes@ cartilagem articular normal e com
doenca articular degenerativa de cédes foram fedo¥ieira e colaboradores. Nesse estudo, grupos
experimentais com articulagcdo osteoartrotica fosarometidos a intervencao cirdrgica, com
aplicacdo de sulfato de condroitina (3 mg/Kg, pOr das). Observaram que o sulfato de
condroitina reduziu as lesGes degenerativas e @stiam 0 metabolismo da cartilagem (VIEIRA,
MELO, et al, 2010).

Associagfes de SC com outros polimeros naturai® cuitosana, alginato, dentre outros,
tem sido muito utilizado. Hidrogéis contendo 40%qgdé@&osana e 60% de sulfato de condroitina
foram estudados para serem usados como veiculdilpenacdo de SC. O complexo polieletrolito
formado apresenta reorganizagcdo macromoleculacaiel@com a faixa de pH. Os complexos

formados apresentaram potencial para aplicacad@makeriais (PIAI, 2008).

2.5 - CARTILAGEM ARTICULAR

A cartilagem articular é parte do tecido conjumtidescrito no item anterior. A cartilagem
articular € um tecido macio hidratado biologicareeqtie reveste o final 6sseo de todas as
articulacdes diartrodiais ou sinovigizomo apresentada na Figura 13, em que é ilusiada
cartilagem presente no joelho (DIAS, 2008). A fumpéimaria da cartilagem € distribuir a presséo

do suporte de cargas e reduzir o desgaste duranteowamento articular. E formada,

7 Articulacdes diartrodiais ou sinoviais: s3o aquelas que apresentam movimento livre, recobertas por cartilagem
articular e unidas por ligamentos revestidos por membrana sinovial.
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microscopicamente, por células denominadas cordsicjue estdo alojadas em lacunas e

circundadas pela matriz extracelular.

Osso

Ligamento

Cartilagem ——

Liguido sinovial

Membrana sinovial

Osso

Figura 13: Imagem ilustrativa da cartilagem presemutjoelho (REUMATOIDE, 2016)

Uma vez lesado, a cartilagem articular tem capaedimitada de reparo devido a falta de
vascularizacdo no tecido e a auséncia de célularemiro (NAIR e LAURENCIN, 2006)
(SANTOS JR e WADA, 2007). As cartilagens séo deddes de capilares sanguineos e, portanto,
a oxigenacao dos condrécitos é deficiente, fazerstas células viverem sob baixa tensédo de
oxigénio. Os condrdcitos sdo responsaveis pelaionesto da cartilagem e uma vez que ha
deficiéncia de oxigenacdo, ocorre sério déficitcdescimento e/ou recuperacdo da cartilagem
(SPOSITO, 2009).

A degeneracao da cartilagem articular é caraciggipor degradacéao e perda de cartilagem,
alteracbes 0Osseas hipertréficas e, no estadoaldi@adoenca, inflamacéo cronica da membrana
sinovial (Figura 14). LesOes na cartilagem desemroise a partir de traumas articulares, como
torcOes, contusdes distensdes e rupturas de ligamddma vez lesionada, libera mediadores
inflamatdrios dentro da articulagdo. Com a perdlaiesal, ocorre a distribuicdo desigual de pesos,
resultando em deformidades, dor e limitacdo de mento, conhecido como osteoartrose ou
osteoartrite (SAARAKKALA, RIEPPO e JURVELIN, 2010).
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_ Inflamac 3o
Cartilagem

Destruicdo da
cartilagem

Articulagdo saudavel Articulacao danificada

Figura 14: Imagem ilustrativa de articulacéo saetiéwarticulagéo danificada (SAUDE, 2016).

As doencas articulares degenerativas séo, em ogsesultado de um sistema complexo
de respostas mecanicas, bioldgicas, bioquimicakculares e enzimaticas, que acarretam em
falha dos condrécitos na manutencdo do balanco dstated entre a sintese e a degradacgédo da
matriz extracelular. Assim, ocorre o predominiocdtabolismo, fase do metabolismo em que
ocorre a degradacdo pelo organismo das macromascsbbre o anabolismo, parte do
metabolismo que conduz a sintese de moléculas ezap(ELEOTERIO, 2011).

A osteoartrose, também conhecida como artrosestaoartrite, € a mais frequente das
doencas entre as designadas como reumatismos.sBejarede 30 a 40% das consultas em
reumatologia, sendo responsavel por 7,5% dos afastas de trabalho (SEDA e SEDA, 2008)
(BRASIL, 2014).

Entre as técnicas ndo invasivas de reparo delaggmn estdo meétodos paliativos,
diminuicdo da carga incidente na articulacdo comaa de peso, alteracdo das atividades e
fortalecimento da musculatura que atravessa aukt&. Os métodos paliativos baseiam-se no

alivio da dor, mas néo preenche o defeito em D@PO, 2009). Outra forma nao invasiva de

8 Balanco homeostatico: propriedade de manter uma condicdo estavel mediante ajustes de equilibrio dindmico.
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tratamento € chamada Terapia PSHuised Signal Therapgu terapia com ondas magnéticas
pulséateis. A PST estimula a producédo dos matgu@isneio da emissdo de impulsos adequados,
gue séo recebidos como se fossem produzidos pgdai@corpo. Consequentemente, se da inicio
ao processo de reparo da articulagao.

Os tratamentos clinicos de lesfes cartilaginosas comuns sdo compostos basicamente

por procedimentos invasivos e com sérias limitacdestre as quais se destacam:

» Transplante Autdlogo de Condrécitos — introducaaélelas do tecido cartilaginoso do
proprio paciente para o local lesionado. Na prieeirurgia coleta-se a cartilagem hialina
do joelho e esta sera cultivada em laboratorio gaeaos condrécitos se proliferem. Apos
seis semanas da coleta, realiza-se 0 segundo prared cirirgico com desbridamento da
lesédo, formando uma cavidade onde serdo injetadosrmrocitos cultivados (BARRETO,
PECORAget al, 2011).

» Transplante Autélogo Osteocondral: também conhenitilao mosaicoplastia,consiste na
retirada de cilindros osteocondrais de 15 mm diupdidade de areas anatémicas do joelho
chamadas troclea ou intercéndilo, sendo transplastpara o local da lesdo, que nao deve
ser grande (COHEN, AMARGt al, 2012).

» Cirurgia de microfratura — criacdo de pequenos dmgrao 0sso proéximo a cartilagem
danificada, liberando células-tronco presentes relula Ossea, para promocdo da
regeneracéao da cartilagem (SHARMA, FERMANIA# al, 2013).

» Desbridamento — remocédo dos tecidos desvitalizattms material estranho da ferida. A
técnica tenta restabelecer um leito 6sseo sangpareque se forme um tecido cicatrizante
para reparar a lesdo (FILHO, DOG&#,al, 2012).

Dessa forma, tém-se buscado biomateriais cap&esrdm utilizados como reparadores
da cartilagem articular através de procediment@sicols alternativos a substituicdo total da
articulacdo por proteses nos casos iniciais deo ldBBAVARESCO, 2000). Em medicina
regenerativa € necessario o uso de materiais cggaipoliberar facilmente células ou farmacos
sem sofrer nenhum tipo de dano. Idealmente, essésrigis devem servir de matriz para o
crescimento celular, desenvolver uma matriz extmésree formar um tecido. O uso de hidrogéis
mostra-se promissor, devido a sua biocompatibikdatiabilidade em ser usado como dispositivo

de liberacdo controlada de farmacos e fatores dscionento. Ainda, o uso de hidrogéis
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termosensiveis permite seu uso como materiaisauget, com a gelificacaar’ situy’ apos a
aplicacdo (YASMEEN, LOget al, 2014). Hidrogéis termosensiveis de Pnipam sdadgma
candidatos para tais aplicacoes (COOPERSTEIN e OAAM 2010).

Implantes poliméricos para o reparo de les6esdagem séo faceis de serem produzidos,
apresentam comportamento mecanico semelhanteatdagem, sendo biocompativeis. Podem
ser classificados como biodegradaveis ou como ramtede preenchimento, permitindo a
restauracdo de uma superficie articular funcidd&IMONGE e ZAVAGLIA, 1997). No nosso
trabalho, considerando que utilizamos hidrogéidPdgam, este se enquadra na categoria de
implantes de preenchimento, visto ser um polimémbiodegradéavel.

Hidrogéis vém sendo utilizados no reparo de desealt cartilagem articular desde a década
de 70, quando hidrogéis de Poli (alcool vinil) foralesenvolvidos para serem utilizados em
cirurgias de reconstrucdo de juntas articulare®ES e MERRIL, 1977). Hidrogéis injetaveis
baseados em poli (6xido de etileno) tém sido engul@g como arcaboucgos para engenharia de
tecidos de cartilagem (NAIR e LAURENCIN, 2006).

Adesivos de SC foram preparados por Wang e cddboes, funcionalizado o SC com
grupos metacrilato e grupos aldeido. O adesiveesano um “tecido iniciador”, que forma uma
espécie de ponte entre o tecido da cartilagemi@rodel, sem penetrar ou danificar a cartilagem.
Apos ser aplicado na cartilagem danificada, umacsa monomeérica com um iniciador é aplicado,
sendo polimerizado por luz. A Figura 15 mostraagthma esquematico da aplicacao do adesivo
de SC e hidrogel (WANG, VARGUESE;t al, 2007).

Figura 15: Diagrama esquematico da aplicacdo dsiamlele SC e hidrogel. O adesivo é aplicado a $iggeida
cartilagem . Em seguida, a solugdo monoméricaiéaalal, formando assim o hidrogel (WANG, VARGUES$Eal,
2007).



46

Sharma, Fermanian e colaboradores desenvolveranhidimgel formado a partir da
dissolucdo de um sdlido, o PEG — Polietilenogli@método combina a cirurgia de microfratura
com a aplicacdo de um hidrogel que promove a regeée do tecido cartilaginoso. O hidrogel é
inserido onde hé falhas na cartilagem, proporcidoaubstancias e condi¢cdes adequadas pra o
crescimento da cartilagem. Os pacientes tratados @hidrogel tiveram 86% dos defeitos na
cartilagem corrigidos (SHARMA, FERMANIANgt al, 2013).

2.6 - NANOPARTICULAS DE PRATA (NPsAQ)

Nanoparticulas sdo materiais que apresentam ddmemanométricas, entre 1 e 100 nm.
Um material é classificado como nanomeétrico quaabio possui pelo menos uma de suas
dimensdes ocorrendo dentro da faixa descrita. Aprigdades das nanoparticulas dependem do
tamanho, da distancia entre as particulas, do aglentevestimento e da forma (SANTOS, 2011).
Quando o material apresenta escala nanométricadglgére novas propriedades fisico-quimicas
guando comparadas aos seus equivalentes em estatzssoopica (ALBERNAZ, 2014).

A prata é um agente antibacteriano inorganicorsegatoxico usado ha séculos, capaz de
matar mais de 650 tipos de microorganismos causadte doencas (CHENG, HUNGE& al,
2014). Na forma de nanoparticulas sdo altamentazefs ndo s6 no combate a bactérias, mas
também aos virus. Isso ocorre porque, ao entrarc@mato com a membrana celular dos
microorganismos, as nanoparticulas de prata — NRsfA\ggam danos no processo de respiracao
celular e permeabilidade, além de se ligarem aofese ao DNA, impedindo a divisao celular
(NETO, RIBEIRO e ZUCOLOTTO, 2008) (ANTUNES, DAL'AGEA, et al, 2013). Por isso,
tem ampla gama de aplicacfes bioldgicas, comoeneepcédo de infeccdes, cicatrizacdo de feridas
e Ulceras crbnicas, como anti-inflamatorios e cagente antibacteriano para bactérias que sao
resistentes a antibidticos. Usados em resinas rigs)t&cimento 0sseo, revestimentos para
dispositivos médicos como proteses e cateteresiedentros (ANTUNES, DAL'ACQUAet al,
2013).

Grande variedade de nanoparticulas metéalicas;ipalmente metais nobres como ouro
(NPsAu) e Prata (NPsAg) séo aplicadas em divensses or causa de suas caracteristicas de
grande area superficial especifica, estabilidadmiga e aplicabilidade biolégica (MA, WEst

al., 2016). A elevada razao superficie/volume e aiestx superficial cristalografica das NPsAg
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contribuem para uma atividade antibacteriana miaseete e menor toxicidade em humanos
comparada aos ions de prata. A interacdo entrePag&dNe corpo humano ndo sdo totalmente
esclarecidos mas, segundo a Agéncia de ProtecaoieAmb Americana, a Enviromental
Protection Agency (EPA), uma concentracdo degKg'/dia ndo é toxica as células humanas
(SANTOS, 2011).

Diversas formas de sintese das NPsAg tém sidoegyagas, incluindo reducdo quimica
(ANTUNES, DAL'ACQUA, et al, 2013), precipitacdo (MATSUSHITA, INABAet al, 2012),
microemulsao, irradiacdo com raipsmétodo eletroquimico, autoclave, microondas eigad
fotoquimica (VASIREDDY, PAUL e MITRA, 2012) (CHENGJUNG, et al, 2014) (JOSEPH e
MATHEW, 2015). Todas as formas se dao pelo usorddupos quimicos, que possuem menor
biocompatibilidade para aplicacdes biomédicas, alémgerar residuos também toxicos.

Em geral, os métodos de sintese envolvem a redlogprecursores em um meio liquido,

0 meio dispersante, na presenca de um agente redestabilizante. Nesta rota ocorrem as etapas
de nucleacao e crescimento, ainda ndo muito catdeedNo inicio da reacdo um pequeno namero
de nucleos sdo formados, sendo esta a etapa deag@icl Essa formacdo ocorre devido ao
movimento Browniano, onde particulas ou atomoselsggs na fase liquida sofrem diversas
colisbes uns com os outros. Essas movimentacddazem certo grau de ordenamento, podendo
evoluir para particulas maiores ou formar solid@asando os ndcleos ja estdo formados, tendem a
se agregarem de maneira rapida e construirem isrigtaaiores e mais estaveis
termodinamicamente, iniciando entdo a etapa deianeato (SANTOS, 2011).

Atualmente, rotas de sintese alternativas témuitivadas, sendo ambientalmente seguras
e sustentaveis, chamadas de sintese verde. Assimgrle, sintese biolégica ou sintese biogénica
sdo denominagdes usadas para a sintese ecologieacoereta de nanoparticulas (RAI, 2013).
Para a producédo de NPsAg através da sintese \@rdesados sistemas bioldégicos como extratos
de plantas (NARAGINTI e SIVAKUMAR, 2014) (SANA, BADIENI, et al, 2015), fungos,
fermentos e bactérias, e polissacarideos natu@i® calginatos, heparina, celulose, acido
hialurénico, amido e sulfato de condroitina (PARKQONG, et al, 2011) (CHUNG, PARKet al,
2016). O uso destes agentes estabilizantes € &dsemc controle de crescimento das
nanoparticulas, impedindo a agregacéo destasepnsapazes de compensar as forcas atrativas
de Van der Waals com as forcas de repulsdo eléticest. A repulsédo eletrostatica ocorre pela

deposicédo superficial de inUmeras camadas so@asatravés da adsor¢cdo de um composto de
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carga negativa ou positiva, dando-lhes portantternmial eletrostatico, resultando em uma forca
de repulsédo couldmbica entre particulas individ(ld&TH, JANA, et al, 2009).

A sintese verde tende a utilizar solventes corncittede variando de baixa a nula, levando
a um baixo impacto ambiental e também apresentasto ade producdo baixo, com alto
rendimento. Além disso, as NPs sintetizadas portes#n verde apresentam maior
biocompatibilidade e biodegradabilidade (ALBERNAD]14).

Estudos mostram que os polissacarideos possuemsrfuncionalidades, incluindo grupos
hidroxila, hidrofilicos, presentes nas moléculas golissacarideos que reduzem estabilizam as
NPsAg e contribuem também para a solubilidade eoa &tps complexos formados (SEN,
MANDAL, et al, 2013) (NARAGINTI e SIVAKUMAR, 2014). Os polissatdeos mais
utilizados na sintese de NPsAg sdo a heparinag ddaurbnico, quitosana, celulose, amidos,
dextranas e o sulfato de condroitina (PARK, HONGal, 2011).

A sintese verde, caracterizacdo e avaliacao diaadie biologica e viabilidade celular de
fibras de acido hialurdnico (HA) com NPsAg foranueadas por Abdel-Mohsen e colaboradores.
As fibras de acido hialurénico foram usadas comentggredutor e estabilizante das NPsAg. O
composto formado HA-NPsAg mostrou alta atividadéaeteriana contr&taphylococcus aureus
e Escherichia coliOs estudos de viabilidade celular mostram quengposto ndo é toxico para o
crescimento celular (ABDEL-MOHSEN, HRDINA al, 2013).

Kumar Sen e colaboradores realizaram a sintesdevde NPsAg utilizando um
polissacarideo neutro, o (1-)P-glucano, isolado a partir de um cogumelo comekHleurotus
florida. O complexo sintetizado mostrou ser um excelentetadgactericida contra varias bactérias
resistentes a antibioticos, sendo também compativelos globulos vermelhos humanos em uma
concentracdo de 1hg/mL. Outro fator importante neste estudo foi oitefantibacteriano
encontrado quando da utilizagdo do complexo formattamente com diferentes antibidticos, que
atuam sinergicamente, indicando uma potencial tégiem no combate a bactérias (SEN,
MANDAL, et al, 2013).

As nanoparticulas de prata sintetizadas usandatsutle condroitina como agente
redutor/estabilizador tornam-se biocompativeissaiinas, pois evitam o uso de quimicas téxicas,
obtendo bons rendimentos.

Um estudo de cicatrizacdo de feridas e atividatibacteriana das nanoparticulas de prata

reduzidas por SC (SC-NPsAg) realizados por Kimlabmyadores mostra um aumento de cerca
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de 128 vezes da atividade antibacteriana cdftarobacter cloacae Escherichia Coliquando
comparadas ao SC sozinho. Além disso, o estudoomostra que pomadas contendo o complexo
SC-NPsAg estimulam a cicatrizacéo de feridas eseael a deposicéo de tecido e coldgeno na area
ferida, mostrando seu potencial uso para estegKing, IM, et al, 2013).

Bjapai e colaboradores estudaram redes de Pnipaduzidas em tecidos de algodéo
poroso para uso em feridas e curativos. A termasedade da Pnipam foi utilizada ainda para
aprisionar NPsAg com o tecido. Os tecidos fabrisadwdicam possiveis aplicacbes em
biomedicina (BAJPAI, BAJPAIet al, 2014).

A formacédo das nanoparticulas pode ser acomparngmdaedidas de espectroscopia de
absorcédo no ultravioleta devido ao surgimento de lmranda de ressonancia plasmonica de
superficie (Surface Plasmon Resonance — SPR). dafftie das NPs metélicas ocorre a presenca
do chamadglasmon um grande numero de elétrons livres que podemapsoletivamente na
interface entre um condutor e um oscilante, gerandienémeno do plasmon superficial,
responsavel pelas mudancgas na coloracdo das SRxchacdes coletivas dos elétrons quando da
incidéncia de uma radiacdo eletromagnética sobMPainduzem a formacdo de dipolos e

promovem a polarizacdo da NP (Figura 16).
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Figura 16: Oscilacdo de plasmon das NPs metalioasesposta a um campo eletromagnético, mostrando o
deslocamento da nuvem de elétrons relativo ao a(Etnte: (SANTOS, 2011)].

No momento em que o0 campo elétrico, provenienteadmcao eletromagnética, atua na

NP, a nuvem de elétrons sofre um deslocamento lagéiceaos ndcleos e as cargas positivas agem
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juntas como uma forca restauradora, de origem othibna, fazendo com que os elétrons oscilem
coerentemente. Para que haja momento de dipoldigpansavel que a nuvem de elétrons oscile
na mesma frequéncia que o comprimento de ondadiac& incidente. Quando um féton da

radiacdo incidente entra em ressonancia com aagQaoilcoletiva dos elétrons de conducéo, a
absorcao ocorre. Cada comprimento de onda prodazsmlacéo diferente na nuvem eletrénica,
podendo ser ressonante ou nao.

A banda de absorcdo dos plasmons superficiais ped@bservada num espectro de
absorcéo 6ptico linear obtido a partir da absomgdaegido do UV-Vis. O alargamento e o
deslocamento das bandas determinam a qualidadstdieudcdo dos tamanhos das nanoparticulas
e pode determinar também a estabilidade (MACHADQ122. Particularmente, as NPsAg
apresentam intenso pico de absorgédo nos compriméet@nda entre 400 e 500 nm devido ao
SPR. Observa-se uma variagdo da cor da solucaalguinformacdo das NPsAg, de incolor a
tons amarelados ou amarronzados, de acordo cormanke das NPs produzidas e com a

composi¢cao do meio em que estdo dispersas.

2.7 - ELETROQUIMICA E VOLTAMETRIA CICLICA

A eletroquimica estuda os fendmenos quimicos gueoleem a separacdo e/ou

transferéncia de cargas elétricas. Em geral, afesade transferéncia de cargas ocorrem em

eletrodos diferentes separados fisicamente e ime@rsoum eletrélito (BRETT e BRETT, 1994).
Quando uma espécie perde elétrons ocorre a oxigéagdando uma espécie ganha elétrons ocorre
a reducao. Esses processos podem ser expressosguda eletroquimica de oxirredugao descrita

como:

O+ne &R (12)

onde O e R sdo as especies oxidadas e reduzidpsctigamente e n € o numero de elétrons
envolvidos na reacdo. Para haver reducdo os eféttevem ter uma energia minima para que
sejam transferidos, ou seja, deve ser imposto uenpial negativo ao eletrodo que doara elétrons

para que ocorra reducdo. Para a oxidacao, o rdgecdpado deve apresentar uma energia maxima
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de forma que possa receber elétrons das especetugao, ou seja, deve-se aplicar um potencial
positivo ao eletrodo onde ocorrera oxidagdo (WARMO).

A célula eletroquimica para andlise voltamétricao@stituida por trés eletrodos: um
eletrodo de trabalho, em que ocorre a reacdo glétrica de interesse; um eletrodo auxiliar, ou
contraeletrodo, por onde flui a corrente da céiddroquimica, e um eletrodo de referéncia, cujo
potencial é constante e que permanece estaveksuindi¢cdes de medida. Os trés eletrodos sdo
imersos em excesso de eletrélito inerte (eletrddiéo suporte), responsavel por minimizar o
fendmeno de migracao e diminuir a resisténcia diacdo (DE MIRANDA, 2011). Durante a
eletrolise o reagente é transportado para a suojgedo eletrodo por meio dos mecanismos de
migracdo, conveccdo e difusdo. A migracdo surge istipéncia de um campo elétrico, a
conveccao é resultante de agitacdo ou vibracatdifasfio em razéo da diferenca de concentracao
entre a superficie do eletrodo e a solucdo (TICIANE GONZALEZ, 2013).

As reacgOes de interesse sdo aguelas que ocorregtetnado de trabalho, onde os ions
presentes sdo reduzidos. Para isso, 0s ions des=smipenergia suficiente para vencer o potencial
de equilibrio do eletrodo. Essa energia adicionalogseguida através da aplicacdo de um
sobrepotencial entre o eletrodo de trabalho etmele de referéncia, porém medido em relagéo ao
eletrodo de referéncia. Esse potencial de equilflwde surgir devido a formacgéo da dupla camada
elétrica entre eletrodo e eletrélito (KORYTA, DVORA KAVAN, 1993).

Na dupla camada elétrica, a primeira camada dedersoluto e de solvente na camada
adjacente ao eletrodo ndo possuem mobilidade,destaaisorvidas especificamente ao eletrodo
por forcas de van der Waals e eletrostatica (piatesno de Helmholtz ou camada interna). O
soluto adsorvido pode ser moléculas neutras, Gabaranions. Para um eletrodo negativamente
carregado, a camada externa ou camada difusa oo @kkerno de Helmholtz, é rica em cétions
solvatados e possuem certa mobilidade, sendo @¢rp&lo eletrodo negativo. Porém, devido aos
raios de hidratacdo, estas espécies ndo consedeammar a superficie do eletrodo. O excesso de
cations diminui com o aumento da distancia em &lap eletrodo. A camada difusa vai da camada
interna ao seio da solucdo. Os cations nha camé&taamao conseguem balancear completamente
a carga do eletrodo. Por isso, sdo necessariasis@m excesso na parte difusa da dupla camada
para que exista eletroneutralidade. Nesta camadegnaentracdo da espécie eletroativa é
proporcional a concentracdo da espécie no seioldgd®. A Figura 17 representa os modelos

propostos de dupla camada elétrica, relatadosiérseg
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Figura 17: Modelos de dupla camada elétrica: a)atlwode Helmholtz; b) modelo de Gouye Chapman; ajatmde
Stern e d) modelo de Grahame. [Adaptado de (BREBRETT, 1994)]

Helmholtz, em 1879, fez a primeira tentativa decdever o arranjo espacial de cargas
elétricas na interface eletrodo-eletrélito, senste @m capacitor de placas paralelas (Figura 17a).
Porém, apenas uma placa existe verdadeiramentiy $emmada pelo eletrodo. A outra placa &
formada por ions de mesmo sinal especificamentenddss na interface. O plano paralelo ao
eletrodo, que corta o centro dos ions adsorvidwsadistancia do eletrodo € denominado plano
interno de Helmholtz. Esse modelo ndo leva em ders¢ao as interacdes que ocorrem além dessa
primeira camada e nem a concentracdo de eletpitigente (WANG, 2000).

Gouy e Chapman, entre 1910 e 1913, propuserandelmde camada difusa, considerando

agora a influencia do eletrdlito e do potenciaicgulo na capacitancia da dupla camada (Figura
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17b). Neste modelo a dupla camada ndo € compaatacom espessura variavel e os ions podem
mover-se livremente (BARD e FAULKNER, 2001).

Outro modelo proposto foi o de Stern, em 1924, apmebina os modelos de Helmholtz e
de Gouy-Chapman, considerando agora que a dupladeaéformada por uma camada compacta
préxima ao eletrodo e uma camada difusa que sedest#é o interior da solucdo. A distangia
do eletrodo é onde ocorre a transi¢cao entre essascamadas. O plano que esta a essa distancia €
o plano externo de Helmholtz. Fisicamente, issquévalente a dois capacitores associados em
série, formados pela camada difusa e pela camadpamta. O modelo € apresentado na Figura
17c (ALLEONI e DE CAMARGO, 1994).

Grahame, por sua vez, em 1947, desenvolveu o maodaktituido por trés regides: uma
de ions especificamente adsorvidos, mais proxiroaaetrodo; outra regido formada pelos ions
nao solvatados e ndo especificamente adsorvidosidtno a regido difusa que esta fora do plano
externo de Helmoltz (Figura 17d) (BRETT e BRETT94p

A voltametria ciclica é uma técnica eletroanditgque se baseia nos fendmenos que
ocorrem na interface entre o eletrodo de traballaofiea camada de solucdo adjacente a essa
superficie (PACHECO, SEMAANst al, 2013). Informacdes qualitativas e semi-quantitetide
uma espécie quimica podem ser obtidas em func@otdocial aplicado, que varia com o tempo
(NASCIMENTO, 2013).

Durante um experimento de VC a resposta de cerdsntim eletrodo estacionario em uma
solucdo mantida em repouso € excitada na formardeamda triangular que produz a varredura
no sentido direto e depois no sentido inverso. Qteneiais NOS quais a reversao ocorre Sao
chamados de potenciais de inversdo. O potencipliéado entre o eletrodo de trabalho e o de
referéncia, variando-se o potencial a uma velo@damhstante em funcdo do tempo (Figura 18).
O sinal analitico corresponde a corrente gerada entletrodo de trabalho e o contraeletrodo. O
gréfico da corrente gerada em funcéo do poten@ah&ecido como voltamograma (Figura 19).

A corrente obtida em medidas voltamétricas aprasduofas componentes: a corrente
faradaica e a corrente capacitiva. A corrente cadsurge devido a oxidagédo ou a reducédo do
analito no eletrodo de trabalho, sendo proporciamplantidade de produto de uma reac¢ao quimica
na interface eletrodo/solucéo. A corrente capagifor sua vez, surge da polarizacéo do eletrodo
de trabalho. A interface eletrodo/solucdo compsetacomo se fosse um capacitor de placas

paralelas, e a corrente de carga deste capa@toogente capacitiva (NECKEL, 2009).



54

Emin

Figura 18: Forma de onda de excitacao triangulex @aoltametria ciclica (NECKEL, 2009).

Os parametros importantes em um voltamogramagisio o potencial de pico catédico
(Ep,0), 0 potencial de pico anddicoy&, a corrente de pico catddica dl, e a corrente de pico
anodica (}9 (SOUZA, 2011) (DE OLIVEIRA, 2013). Além disso,mbéém sdo parametros
importantes estabelecer a dire¢do da varreduraliei@ velocidade de varredura. Por convencéao,
as correntes catodicas, de reducédo, sao tratadas mositivas, enquanto correntes anddicas, de
oxidacao, sdo negativas. A Figura 19 apresentagraénte os parametros a serem observados em

voltamogramas.

A Ep,a

Figura 19: Voltamograma ciclico representativo adede um processo reversivel: parametros importansesem
observados [Adaptado de (BRETT e BRETT, 1994)]
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As reacdes quimicas redox podem ser classificamlas reversiveis, quasi-reversiveis ou
irreversiveis. Uma reacdo é considerada revergivehdo o produto inicial de oxidacdo ou de
reducédo formado durante a varredura € respectiiemesiuzido ou oxidado na varredura inversa.
As reacdes quase-reversiveis ocorrem quando aidedigc relativa de transferéncia eletrdnica
comparada com a correspondente ao transporte da massuficiente para manter o equilibrio de
Nerst na superficie do eletrodo. Ja as reacdegeigi@eis ocorrem quando a velocidade do
processo de transferéncia de carga é baixa congpanaglocidade de transporte de massa (BRETT
e BRETT, 1994) (SILVA, 1998) (WANG, 2000) (BROWNSOKAMPOURIS e BANKS, 2012).

O potencial de meia onda, Equacao 13, estéioelado com o potencial padrao para a semi
reacdo, sendo caracteristico da substancia elga@ateflete a facilidade de redugéo ou oxidacao

da substancia em um dado eletrdlito.

_ (EpatEp,c)
2

E° (13)

Para uma reacdo eletrodica reversivel, as cogeatepico catdodico e anoddico sao
aproximadamente iguais em valores absolutos, coaissopostos. Para uma reagéo eletrodica
reversivel, a 25 °C, a diferenca entre os potemtggscoAE, deve ser (DE OLIVEIRA, 2013):

0,059
—E,c| = — (14)

AE, = |Epq

onde n € o numero de elétrons envolvidos na seagéee Como consequéncia desta relagéo, o
potencial redox £¢é independente da velocidade de varredura de gatenda concentracédo da
espécie eletroativa. A reversibilidade é funcdovelmcidade de varredura utilizada, conforme
equacao de Randles-Sevcik, que a 25°C é:

ipe = —2,686 X 105n3/2ACD Y21/ (15)

onde jc é a corrente de pico catddica, A corresponde @& doesletrodo em cinD refere-se ao

coeficiente de difusdo em ém, C equivale a concentracdo em motiev é a velocidade de
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varredura em V5(BRETT e BRETT, 1994),(UFJF, 2007), (SOUZA, 2010bserva-se, portanto,
gue a corrente de pico é diretamente proporciosahaentracdo e a raiz quadrada da velocidade
de varredura.

A aplicacao em sistemas biomédicos requer quéspseditivos/sistemas a serem utilizados
sejam 0s mais simples e limpos possiveis, a fifiaciétar a biocompatibilidade. A vantagem de
uso da voltametria ciclica consiste no fato de @ueétodo eletroquimico permite a formacéo de
hidrogel sem utilizacdo do agente quimico ativadendo um método muito simples de operar e
pode ser feito a temperatura ambiente.

A eletrossintese de um hidrogel por VC, usandpesulfato de aménio (APS) como
iniciador, inicia-se na superficie metalica do reldd de trabalho, no potencial catddico (neste
trabalho o eletrodo de Prata) pela dissociacdoedsuffato (iniciador) na superficie do eletrodo
(YIN, ZHANG, et al, 2009) (THIPMONTA, 2013).

Bunsow e Johannsmann sintetizaram hidrogéis g@Rnéletroquimicamente e estudaram
a influéncia do eletrélito suporte na espessuraodatogia dos hidrogéis formados. Utilizaram
para tanto, cristal de quartzo revestido de ounoaceletrodo de trabalho, na faixa de potencial de
0 a -1V, numa velocidade de varredura de 10 r\psr 2 a 3 horas. Como eletrdlito suporte foram
utilizados sulfato de amonia, nitrato de amoéniopeuclorato de amoénio. Foi observado que a
morfologia de superficie e a espessura dos filred3nipam formados dependiam da natureza e da
concentracao do eletrdlito suporte. A espessuraidosgéis formados aumentava com o0 aumento
da concentragéo de sal no eletrdlito (BUNSOW e JANSMANN, 2008).

Riskin e colaboradores utilizaram a voltametr@ica para eletropolimerizar o mondémero
nipam na superficie de eletrodos de ouro, incorprainda ions de AgHg" e Cu. A Pnipam
modificado com ions metélicos constitui um novoeriat que pode ser usado para dispositivos
eletronicos moleculares (RISKIN, TEL-VERED e WILLRE2009).

Filmes de Pnipam foram sintetizados na superfilgeeletrodos de ouro através de
polimerizagdo eletroquimica, por voltametria cilicA oxidacdo eletroquimica da glicose
catalisada pela glicose oxidase (GOx) e mediadagdo ferrocenocarboxilico (Fc (COOH)) em
solucao pode ser modulada pela variagéo tantonggeratura do meio quanto pela concentracao
de NaSQ4. Quando os filmes de Pnipam eram colocados em@wicontendo a glicose (GOx) e
Fc(COOH) com Ng5Qy, 0 pico de oxidagdo em cerca de 0,64 V aumentsideravelmente em

comparagdo com 0 mesmo pico na auséncia da glitasealispositivo pode ser usado para o
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desenvolvimento de biossensores multissensivegalas na eletrocatalise enzimatica, através de

caracterizagdes fundamentadas em voltametriaZi@HONG e HU, 2010).
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CAPITULO IIl — OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Esta tese tem como principal objetivo a obtemigdom hidrogel termosensivel de Pnipam
obtido através de sintese eletroquimica, por va@taanciclica, contendo diferentes quantidades
de agente reticulante, assim como a sintese verdarbparticulas de prata, utilizando sulfato de
condroitina como agente redutor e estabilizantepdmdo o complexo SC-NPsAg, que sera
incorporado a matriz polimérica de Pnipam, obteadormulacédo final Pnipam VC-SC-NPsAg.
Finalmente, o trabalho visa a caracterizacao figidmica dos hidrogéis com diferentes graus de
reticulacdo, do complexo formado SC-NPsAg e damuditacbes Pnipam VC-SC-NPsAg. A
formulacdo Pnipam-SC-NPsAg tem potencial aplicac@mo biomaterial de implante de

preenchimento de defeitos de cartilagem.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar a eletrossintese de Poli(N-isopropilagritka) (Pnipam) por voltametria
ciclica, com trés diferentes quantidades de agetitellante, formando os hidrogéis

Pnipam VC,;

» Realizar a sintese verde de nanoparticulas deytittando sulfato de condroitina

como agente redutor e estabilizante, formando @tom SC-NPsAg;

» Incorporar o complexo SC-NPsAg a matriz polimédeaPnipam por mistura fisica

em meio aquoso, formando a formulacéao final Pnip@sSC-NPsAg;

» Caracterizar a estrutura quimica das amostras gumic de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier em moeloeadletancia total atenuada
(FTIR-ATR);
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Caracterizar termicamente as amostras por analisesalorimetria exploratéria

diferencial (DSC) e analise termogravimeétrica (TGA)

Avaliar a morfologia das amostras por microscofg&r@nica de varredura (MEV);

Caracterizar os hidrogéis de Pnipam VC por anatlaesinética de intumescimento
a 23 e 37°C, em meios diferentes: agua, solucémdiigca NaCl 0,9% e solucéo

tampao fosfato salino (PBS);

Caracterizar as formulacdes Pnipam VC-SC-NPsAggmalises da cinética de

intumescimento a 23 e 37°C, em 4gua destilada,

Caracterizar os hidrogéis de Pnipam VC por anatisegtencédo de agua a 40 °C;

Determinar a temperatura de transicdo LCST porisasalle intumescimento em

funcdo da temperatura, por medidas de transmit&p@ medidas de Voltametria

Ciclica;

Avaliar o comportamento reoldgico dos hidrogéisRigpam VC bem como das

formulagbes Pnipam VC-SC-NPsAg,;

Avaliar a cinética de sintese das nanoparticulapra@& (NPsAQ) por andlise de

Espectroscopia de Absorcéo no Ultravioleta Vis{\l-Vis);

Determinar o tamanho das particulas presentesmplero SC-NPsAg por técnica

de difrac&o a laser;

Realizar estudos da cinética de liberacdo das NRsAgieio aquoso, em 23 °C e
37 °C.
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CAPITULO IV - MATERIAIS E METODOS

4.1 - MATERIAIS

Para a sintese dos hidrogéis de Pnipam forammados o mondmero N-isopropilacrilamida
(Nipam), o iniciador persulfato de aménio (APS)ijcidor e o agente reticulante N,N’-
metileno(bis)acrilamida (MBAAmM), todos da Sigma-Adth. O sulfato de condroitina (SC) foi
obtido na empresa Bioflora. A solugdo tampéo fos&tlino (PBS) utilizada € composta por
cloreto de sodio 99% (NaCl) da Impese; cloretoatégsio 99,5% (KCI) e fosfato dissédico 99%
(NaeHPQy) ambos da Dinamica Quimica Contemporéanea Ltdasktio monopotassico 99,9%
(KH2PQy),da Impese. A solugéo fisiologica (NaCl 0,9%)lizdida no intumescimento foi obtida
da Farmax. As medidas de VC foram realizadas atitip solucéo de ferricianeto de potassio
(K5[Fe (CN)), da Sigma-Aldrich. Para a producdo das NPsAg fidizado Nitrato de prata
(AgNOs), da Vetec quimica Fina. Os materiais foram usadoo recebidos.

A sintese dos hidrogéis de Pnipam foram realizadasim Potenciostato/Galvanostato

Omnimetra Instrumentos modelo PG39M (Figura 20)

Figura 20: Potenciostato/Galvanostato Omnimetrmunentos utilizado para polimerizacéo e caraceén (Foto
do autor).
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4.2 - METODOLOGIA

4.2.1 — ELETROSSINTESE DO HIDROGEL PNIPAM VC

A polimerizacdo eletroquimica foi realizada pottametria ciclica utilizando solu¢des
aquosas do mondmero Nipam (1 md) Ldo iniciador APS (0,25 mol1) e do agente reticulante
MBAAm (0,04 mol 1) com velocidade de varreduras de 100 m\éstre -0,1 e -1,3V, usando
prata como eletrodo de trabalho, platina como eesletrodo e eletrodo de Ag/AgCl como
referéncia, por 50 ciclos. Foram utilizados molciéadricos na polimerizacéo. Apés formacgéo do
hidrogel, o0 mesmo foi coletado e realizado process@essivos de lavagem em agua destilada a
50°C e secagem em estufa na mesma temperatura.

Os hidrogéis foram preparados variando-se a ramétar mondmero/reticulante,
Nipam/MBAAmM,e os hidrogéis formados nhomeados Pnip&i, Pnipam VC2 e Pnipam VC3,

conforme Tabela 1.

Tabela 1: Volumes (em mL) das solu¢des utilizadosintese de cada hidrogel de Pnipam VC

PNIPAM VC1 VC 2 VC 3
Nipam 1 mol L 4 3 2
APS 0,25 mol t! 3 3 3
MBAAmM 0,04 mol L1 3 4 5
Volume Total 10 10 10

A fragdo massica de polimero no volume reaciaiadiculada pela quantidade de material
polimerizavel dividido pela massa total, segundodggo 16 (POSCHLAD e ENDERS, 2011):

(m¢c+ Mmono)

— 16
E-‘gel (mc+ My ono+mwy) (16)

onde n¢ € a massa de agente reticulantgenid® massa de mondmero /& massa dos demais
reagentes.
A frag@o molar de reticulante ypode ser expressa por:
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nc

Yc = (17)

Nc+ Nmono

onde i € o niumero de mols do agente reticulantgso® nimero de mols do monémero.

A fracdo massica dos polimeros no volume reacieramlffracdo molar de reticularye,

calculadas a partir das Equacdes 16 e 17, resperivte, sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Valores da fragdo massica dos polimefi@g@o molar de reticulante.

S yc
Pnipam VC1 0,72 0,032
Pnipam VC2 0,68 0,052
Pnipam VC3 0,60 0,093

4.2.2 - SINTESE DO COMPLEXO SULFATO DE CONDROITINA E
NANOPARTICULAS DE PRATA (SC-NPsAGQ)

A massa molar do SC foi determinada por viscosiede solucéo diluida, a 25°C, usando
a equacédo de Mark — Houwink - SakuraglesfkM?2. Os valores de k e a usados foram de 5% 10
L gte 1,14, respectivamente. O valor da massa molaiammétosimétrica Mv encontrada foi de
1,39 x 10 Da.

O complexo formado por SC e NPsAg (SC-NPsAQ) fdidm pela redugéo de ions prata
(Ag*) em solucéo aquosa usando o SC como agente redagtabilizador. Uma solugéo aquosa
de nitrato de prata e SC foi mantida em agitac&0apm, a uma temperatura de 80°C, por 4 dias.
Em determinados intervalos de tempo, aliquotagaegéo de mistura foram colhidas para estudo
da cinética de formagdo das nanoparticulas atdeésssonancia de plasmon de superficie (SPR
— Surface Plasmon Resonance). ApOs o tempo detaimia solucao foi congelada e liofilizada.

Apos a liofilizacao, obtemos o pé do complexo, comfe mostra a Figura 21.
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Figura 21: Complexo SC-NPsAg ap0s liofilizagdo.

4.2.3 — SINTESE DA FORMULACAO PNIPAM VC- SULFATO DE
CONDROITINA E NANOPARTICULAS DE PRATA (PNIPAM VC-
SC-NPsAQ)

As formulagdes Pnipam VC-SC-NPsAg foram preparadasido a razdo Pnipam/SC-
NPsAg 70/30. A incorporacao do complexo SC-NPsAgadriz polimérica de Pnipam foi feita
através de intumescimento dos hidrogéis nas camegntes solucbes aquosas do complexo por
48 h (Figura 22). Ap0Os o intumescimento as amo$trasn liofilizadas em liofilizador LJJ04 da

JJ Cientifica, do Centro de Estudos de Investigad@ovacao de Biomateriais da Unifei.
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Figura 22: Hidrogéis de Pnipam VC em processo tigriascimento com a solugdo de SC-NPsAg.

4.3 - TECNICAS DE CARACTERIZACAO

4.3.1 - ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR-ATR)

A espectroscopia no infravermelho é baseada modatque as liga¢cdes quimicas das
substancia possuem frequéncias de vibracdo eg@acifue correspondem aos niveis de energia
das moléculas ou niveis vibracionais. Esses ndegpgndem da geometria molecular, massa dos
atomos e acoplamento de vibragbes. Quando uma melkEcebe uma radiacédo eletromagnética
com a mesma energia de uma dessas vibracdes,éaalbgorvida somente se a molécula sofre
alguma variacdo no seu momento de dipolo durastewakracao (SKOOG e HOLLER, 2009).

Na técnica FTIR (Fourier Transform Infrared Spestopy) ou espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier a luzravwérmelha € guiada através de um

interferbmetro. Depois de passar pela amostraab siadido € o interferograma. Através de uma
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transformada de Fourier no sinal obtém-se um espesmelhante ao da espectroscopia
infravermelha dispersiva (SKOOG, WESX al, 2006).

As medidas de FTIR foram obtidas em EspectrondgrBerkin Elmer, modelo Spectrum
100 Series, abrangendo a regido de 650—4008 com resolucdo de 2 chhe utilizando um
acessorio de refletancia total atenuada (ATR). &stssorio é constituido por um cristal misto de

Diamante/ZnSe. Os espectros foram obtidos a tertyparambiente, com amostras em forma de

po.

4.3.2 - ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA
VISIVEL (UV-Vis)

Espectroscopia UV-Vis se refere a andlise da aBeode luz por uma amostra, isto €,
absorcéo eletrénica. Uma luz na faixa do espedttiravioleta e/ou visivel é passada pela amostra,
enguanto a quantidade de luz absorvida &€ medideéstide um espectrofotdbmetro. As bandas de
absorcao estdo relacionadas com as transicoeéngtels causadas pela interagcdo da radiacao
eletromagnética com os elétrons da amostra. A eésate energia faz com que os elétrons de
orbitais do estado fundamental sejam promovidosb#ats de maior energia em um estado
excitado. Quando esse elétron retorna ao seu eBiadamental, libera exatamente a mesma
energia absorvida. O espectrofotbmetro é capaz eldirnessa quantidade de energia que é
absorvida em cada comprimento de onda.

A evolugcdo gradual de formacdo das nanoparticdéagprata foi monitorada usando
espectroscopia UV-Vis. Em tempos pré determinaftmam retiradas aliquotas de 100 da
solucao reacional e entdo e diluidas em 2 mL da dgstilada, realizando-se entdo a varredura do
espectro. O espectro de absor¢cdo na regido dovialet-visivel (UV-Vis) foi obtido em
espectrofotdmetro UV-Vis Varian, modelo Cary 50 ,Bia faixa de 220 a 800 nm,com resolucéo

de 1 nm, utilizando cubeta de quartzo.
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4.3.3 - ANALISE TERMICA

As analises térmicas das amostras foram realizaataslorimetria exploratéria diferencial
(DSC) e por anélises termogravimeétricas (TGA).

A técnica DSC permite determinar a diferenca d=gia entre a amostra e um material de
referéncia, enquanto ambos sdo aquecidos ou desdrae acordo com a analise a ser feita. Dentre
as aplicacoes estdo a determinacéo qualitativamtitativa de transicbes de fases como transi¢ao
vitrea, Tg, temperaturas de fuséo, cristalizacde decomposicéo, além do estudo da cinética de
polimerizacéo.

As analises de DSC foram realizadas em equipani@8® Shimatzu 60 Plus. Foram
utilizados cerca de 10 mg de cada hidrogel nasisasal usando cadinho de aluminio
hermeticamente fechado. As amostras foram inicialenaquecidas a 180 °C a uma taxa de 10 °C
min?, entdo resfriadas a 25 °C a uma taxa de 20 °C.n8eguidamente, foram realizadas as
varreduras sob aguecimento a partir da temperatobgente até 230 °C, com uma taxa de 10 °C
mint. O primeiro ciclo de aquecimento serve para elgdo de qualquer solvente, umidade e
histéria térmica nas amostras. Todas as varrefona® feitas sob atmosfera de nitrogénio a uma
vazao de 25 ml mih

A andlise termogravimétrica (TGA) é definida coom processo continuo que envolve a
medida de variacdo de massa de uma amostra enofdagémperatura. ou do tempo, enquanto a
temperatura da amostra € aumentada, geralmengentinate com o tempo. O resultado da analise
€, em geral, mostrado sob a forma de um graficameldo de termograma ou curva de
decomposicao térmica, cuja abscissa contém ognegde temperatura e a ordenada o percentual
de massa perdido (FERNANDES, 2009).

Os termogramas foram obtidos em um analisadooganwimétrico TGA-50 da Shimadzu.
As amostras foram submetidas a uma velocidadeuwkagento controlada e a variagao de massa
foi monitorada em funcéo da temperatura. A anéiseogravimétrica foi realizada com uma taxa
de aquecimento de 2T mir, de 25 °C a 600 °C, utilizando-se atmosfera degéhio e em

cadinho de alumina.
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4.3.4 - ESTUDO DE INTUMESCIMENTO

Os estudos de intumescimento dos hidrogéis deaPngdas formulacées Pnipam VC-SC-
NPsAg foram realizados através de medidas gravicastra temperaturas de 23 e 37°C. As
amostras secas foram colocadas para intumescerusmespectivos meios, removidas da solucao
em intervalos regulares e superficialmente secas papel, pesadas em balanca analitica e
colocadas novamente em solugédo. As medidas foraimaeas até o equilibrio de intumescimento
ser atingido. O grau de intumescimento e a cinéeantumescimento foram determinados a
partir das Equacgdes 1, 2, 6, 8 e 10.

A cinética de intumescimento dos hidrogéis de &mifforam realizadas em trés solucdes
distintas: agua, solucao fisiolégica NaCl 0,9 %reselucédo tampéo fosfato salino (PBS, pH 6,8).

Para as formulac6es Pnipam VC-SC-NPsAg foi utibizagua como meio de intumescimento.

4.3.5 - ESTUDO DA CINETICA DE DESINTUMESCIMENTO

Para avaliar a resposta do material ao estimuhpdeatura foi realizado o estudo de
desintumescimento dos hidrogéis de Pnipam VC obdéamchamado de analise de retencao de
agua. A velocidade de resposta pode ser determisabbemetendo o hidrogel totalmente
intumescido a uma diferenca de temperatura e agal@sucessivas medidas de massa do mesmo.
Hidrogéis com respostas rapidas perdem grandegsidades de 4gua em pequenos intervalos de
tempo (COLI, 2013).

As amostras foram intumescidas em trés meiosmtbsti 4gua, solugéo fisiologica NaCl
0,9 % e solugcdo tampéo PBS, todos a 23 °C. Apagiitilerio, os hidrogéis foram colocados nas
respectivas solucdes a 45 °C. Em intervalos de dengpe-determinados as amostras foram
retiradas das solucdes, colocadas em papel paiar @excesso de solugdo e entdo pesadas. O
desintumescimento dos hidrogéis foi determinad@ piiinuicdo do conteddo de agua das
amostras. A razdo de desintumescimento foi defioitao (VARGHESE, ISMAIL gt al, 2008),
(ALLI e HAZER, 2008) (ZHAO, Ll,et al, 2008):
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_ (Mi—Meyss)
RD = (M23—Me 45) = ~kat (18)

onde M é a massa do hidrogel no tempo tz8a massa do hidrogel no equilibrio a 23°G4sél
a massa do hidrogel no equilibrio a 45°G é k constante de desintumescimento.

A perda de agua (%) foi definida como:

My

PA = ( ) 100 (19)

23

4.3.6 — DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE TRANSICAO DE
FASES LCST

A temperatura de transicéo de fases LCST dos hegsatg Pnipam VC foi determinada de
trés maneiras distintas. Foram realizados estudastdmescimento em funcéo da temperatura,

medidas de transmitancia e estudos por VoltamEtdkca.
4.3.6.1 - INTUMESCIMENTO EM FUN(;AO DA TEMPERATURA

Para avaliar a temperatura de transicao de faaBsamos o estudo de intumescimento em
funcdo da temperatura, através de método graviooé@is hidrogéis de Pnipam VC foram imersos
em agua e deixados intumescer por 24 h, e a vartginassa determinada por medidas da massa
do hidrogel a determinada temperatura. As medidaatdmescimento foram realizadas na faixa
de temperatura de 20 a 45 °C. Os valores de inttimesto foram calculados conforme Equacéo
1.
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4.3.6.2 - MEDIDAS DE TRANSMITANCIA

A temperatura de transicdo de fases, LCST, dosodeis foi determinada usando
espectrofotbmetro UV-Vis Cary 50, em 500 nm. Osrdgdis foram intumescidos em agua
destilada em tubos cilindricos e colocados em b#eimaostatizado Schott CT52. A temperatura
da solucao foi variada de 20 a 45°C, sendo comtagi@r termdmetro digital com sensor termopar
tipo K (Figura 23). A temperatura de transicdo LC®I determinada nonsetda curva

transmitancia versus temperatura.

Figura 23: Determinagcdo da LCST por medidas destnit@ncia; a) Pnipam a 20°C; b) Pnipam a 45°C, c)
Equipamentos utilizados. Fotografias do autor.

4.3.6.3 - MEDIDAS POR VOLTAMETRIA CICLICA

A temperatura LCST foi obtida por medidas de voétia ciclica (VC). Os hidrogéis
foram intumescidos em solucéo de ferricianetX1182 mol L%, [Fe (CN)}]*, em solucéo de KCI.
A temperatura foi variada de 15 a 45°C, sendo otada por termémetro digital com sensor
termopar. Os voltamogramas foram obtidos na fagxpalencial de 0 a 0,6V, a uma velocidade de
varredura de 0,05 Vs usando fios de platina como eletrodo de traballontra-eletrodo e um

eletrodo de Ag/AgCl como referéncia (Figura 24).
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Figura 24: Fotografia ilustrativa da montagem zaitla para determinacdo da temperatura de trans@ao por
VC.

4.3.7 - ANALISE DO TAMANHO DE PARTICULAS

A medicdo de tamanho de particula por difracddudefoi utilizada para se avaliar a
distribuicdo de tamanhos do complexo SC-NPsAg. d\N&sinica sdo empregados feixes de raio
laser que entram em contato com as particulagsuitado da luz difundida fornece os valores da
distribuicdo dos tamanhos das particulas. Quanda pamticula atravessa um feixe laser, um
espalhamento de luz em angulo acontece, send@amente proporcional ao seu tamanho, sendo
gue particulas menores espalham angulos maioragieytas maiores para angulos menores.

A andlise de tamanho das particulas do complexdlB€Ag foi feita em Analisador de
Tamanho de Particula da marca Microtrac TurbottaeBave, do Laboratério de Caracterizacdo

Estrutural da Unifei.

4.3.8 - ESTUDO DA LIBERACAO DE NANOPARTICULAS DE
PRATA (NPsAQ)

O estudo da liberacdo de nanoparticulas de piRsAg) foi realizado através de
espectroscopia na regido do ultravioleta visiveV-ds), utilizando cubeta de quartzo. As
amostras de Pnipam VC-SC-NPsAg foram imersas erhcd&ragua deionizada e mantidas a 23
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°C e em 37 °C. Em intervalos predeterminados d@demliberacdo de NPsAg foi analisada por
varreduras do espectro UV-Vis.

Solugdes conhecidas de diferentes concentragdesndplexo SC-NPsAg em agua foram
preparadas como padrdo para obtencdo de curvalideac@o, a fim de se obter a posterior
determinacéo da concentracao de Ag e SC nas asostetadas.

Solugbes com concentragcdes conhecidas do comBIEXYPsAg foram preparadas como
padrdo para se obter uma curva de calibracdo Imeaguipamento e permitir a determinacéo da

concentracao de NPsAg nas amostras coletadas.

4.3.9 - ENSAIOS REOLOGICOS

A andlise do comportamento reolégico de hidro@éigil na caracterizacdo de sistemas
injetaveis, para melhor compreenséo do fendbmeniadsicdo. Um gel exibe um comportamento
viscoelastico, possuindo, portanto, caracteristieasm liquido puramente viscoso e de um solido
elastico puro. Os fluidos ndo resistem a uma tetesdgencial, deformando-se imediatamente,
enquanto os sélidos se deformam parcialmenteiatgrain o equilibrio. A energia necessaria para
a deformacao é dissipada pelo liquido na formaatte,ndo sendo recuperada, enquanto que para
os sélidos elasticos a energia é armazenada aipostente readquirida na totalidade, desde que
ndo ultrapasse o limite da regido elastica.

Considerando o caso classico de um fluido cordittee duas placas paralelas, de area A,
separadas por uma distancia h, sendo que a plig@iré estacionaria. Aplicando uma forca
tangencial F & placa superior, esta entra em moMonatingindo a velocidade U constante,

conforme Figura 25.
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Figura 25: Representagdo do modelo de duas placakelas. Adaptado de (DE MOURA, 2014)

Devido ao atrito interno, surge outra forca coomesma intensidade mas de sentido

contrario. A tensao é definida como sendo a fogauymidade de area. Considerando que as
camadas de fluido junto as placas tém a mesmaigatie; surge um gradiente de velocidade ao

longo da direcao y, ou denominada velocidade derchefcao:

. __du 20
Y=g (20)
Para fluidos newtonianos temos que a tensao tadliemte proporcional a velocidade de

deformacao:

T=nYy (21)

sendon a viscosidade, valor da intensidade da agitacBogreente entre as particulas do fluido,
gue mede a resisténcia do fluido ao escoamentai@ando agora um sélido elastico em vez de

fluido, observa-se uma deformagadefinida como:

S
vy =17 (22)

Nos solidos ocorre uma relacdo entre a tensate®anacao, Lei de Hooke, expressa por:
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T=Ey (23)

onde E é o modulo de Young ou médulo de elastieid@dcomportamento elastico de um sélido

depende das forcas intermoleculares que mantébegrioade dos seus constituintes. Ao aplicar
uma tensdo sobre um material, as ligacdes entneoliculas sofrem compressao ou expansao,
ocasionando o armazenamento de energia. Cessatelsdn, as ligacbes liberam a energia
armazenada e o material volta a sua forma inicial.

Materiais viscoelasticos exibem uma componenteogss, relativo a lei de Newton para a
viscosidade e uma componente elastica correspanddat de Hooke. Quando submetidos a uma
tensdo constante entram em escoamento mas armaparnanda energia fornecida. Apds cessar
o estimulo, exibem recuperacédo da forma, mesmado¢otalmente.

Ensaios reoldgicos feitos em modo oscilatorio fiemm caracterizar a amostra quanto a
sua capacidade elastica ou de armazenamento dgaeri®’, e quanto a sua capacidade viscosa,
através do modulo viscoso ou dissipativo, G”, entéio da frequéncia angular

Os estudos reoldgicos das amostras foram condusdoredmetro Physica MCR 301
Anton Paar, com geometria placa-placa 50 mm.

Foram realizados ensaios oscilatérios em rampadgiecimento de 20 a 40 °C.A
deformacéo foi mantida em 0,01% e frequéncia angiedd 0 rad$. A evolucdo dos médulos de
perda (G’) e armazenamento (G”) foi avaliada dwantampa de aquecimento.

O controle da temperatura é realizado pelo prGpstsumento, através de sistema Peltier
ligado a um banho de circulacdo. Para evitar proldede perdas por evaporacdo da agua foi

adicionada agua no anel externo da geometria.

4.3.10- MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uéwica de caracterizacdo que permite
a criacdo de imagens da superficie de amostrasattamesolucao. As imagens sédo produzidas
usando feixe de elétrons em vez de uma radiacdiaed® principio de funcionamento do MEV

consiste na emissdo de feixes de elétrons por lameito de tungsténio (eletrodo negativo),
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mediante a aplicacdo de uma diferenca de potemagapode variar de 0,5 a 30kV. Essa variacao
de voltagem permite a variagdo da aceleracdo étomes$, e também provoca o aquecimento do
filamento. A parte positiva em relacdo ao filamedtm microscopio (eletrodo positivo) atrai
fortemente os elétrons gerados, resultando nunlarac&o em direcdo ao eletrodo positivo. A
correcao do percurso dos feixes é realizada pefaed condensadoras que alinham os feixes em
direcdo a abertura da objetiva. A objetiva ajusiiaco dos feixes de elétrons antes de atingirem a
amostra analisada (CALLISTER, 2002).

A andlise por energia dispersiva de Raios X, 0% EBnergy dispersive x-ray detect@r
um detector de energia dispersiva que € acopladdEab sendo importante na analise quimica
de materiais organicos e inorganicos. A analigité através da identificacdo dos raios X emitidos
pela amostra, resultantes da interacdo com o felg#bnico, sendo possivel determinar a
composicao de regides com atgm de didmetro com grande rapidez.

Elétrons mais externos dos atomos e 0s ions aangtis sdo excitados e mudam de nivel
energético quando um feixe de elétrons incide sobrenaterial. Ao retornarem para o estado de
energia inicial, liberam a energia adquirida qeenétida com um comprimento de onda especifico
no espectro de raios x. Um detector instalado naac@de vacuo do MEV é usado para medir a
energia associada a esse elétron. Como os el@eons determinado atomo possuem energias
distintas, é possivel determinar quais os elememigsicos presentes no material (DEDAVID,
GOMES e MACHADO, 2007).

A microscopia eletronica foi utilizada para estudanorfologia dos hidrogéis de Pnipam
VC, do SC e do complexo SC-NPsAg, bem como dasuiagies finais Pnipam VC-SC-NPsAg.

A analise por energia dispersiva de raios x fdizatila para confirmar a presenca de prata metalica
no complexo SC-NPsAg e nas formulagdes finais Pmig&-SC-NPsAg. As micrografias foram
obtidas em microscopio eletrénico de varredura Mieiss EVO MA15, instalado no Laboratério
de Caracterizacao Estrutural da Unifei.
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CAPITULO V - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 — PNIPAM VC

5.1.1 - ELETROSSINTESE

A eletrossintese de hidrogéis de Pnipam foi redzatravés de técnica de voltametria
ciclica (VC), considerada uma forma facil e vetsdé polimerizacdo (THIPMONTA, 2013)
Inicialmente, foi feita VC numa faixa de potencid -0,3 a 0,8 V, potencial oxidativo, com
velocidade de varredura de 10 mV. $louve polimerizacdo imediata, porém também ocorre
deposicédo de um material de coloragcéo acinzenpao@avelmente algum éxido de prata, advinda
do eletrodo de trabalho, ficando no polimero e al@ibo-o também com coloracdo acinzentada,
conforme mostra a Figura 26. A conversdo obtidarfoito baixa e o polimero obtido fica sem

forma definida.

Figura 26: Pnipam obtido por Voltametria Ciclicafaxa de potencial de -0,3 a 0,8 V, com velocidddearredura
de 10 mVv 8.

O voltamograma obtido da polimerizacdo nesta fdx@otencial pode ser visualizado na

Figura 27. O voltamograma possui picos de corrandelicos e catddicos bem definidos. Os picos
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de corrente catodicos diminuem com o aumento deermiate ciclos, deslocando-se para menores
potenciais e 0s anddicos aumentam, deslocandoaern@édores potenciais.

Observa-se um pico anddico em aproximadament&/G58m pico catédico em cerca de
0,15 V. Sugere-se que o voltamograma deve corresp@o processo redox de algum 6xido ou
sulfeto de prata formado durante a sintese nessada potencial, que foi sendo depositado no
eletrodo e consequentemente no polimero (WANGetLd), 2004) (MEHL, 2011).

0,04
0,02 4
<
)
©
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@)
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-0,04 . , . , . , . , . , . ,
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V vs Ag/AgCl

Figura 27: Voltamograma de sintese da Pnipam wa t# potencial de -0,3 a 0,8V, com velocidadeateedura de
10mvV st.

Optou-se, entdo, por realizar a eletrossintestngeam por VC na faixa de potencial, de —
0,1 a -1,3 V, faixa de potencial redutivo. A Figa& correspondente a VC do iniciador APS.
Observa-se um pico de corrente anodico em cerc8,d2 V, que praticamente ndo € alterado
conforme aumenta o numero de ciclos. Este poterciebnsiderado o potencial de reducédo
eletroquimica do anion persulfato, de -0,8 V retatao eletrodo de referéncia Ag/AgCI
(THIPMONTA, 2013). Porém, observa-se a diminuigéwalor da corrente de pico anddico como

namero de ciclos, 0 que sugere que a reducao dalfao néo é reversivel.
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Figura 28: Voltamograma do iniciador persulfatoatednio (APS), na faixa de potencial de -0,1 a \M,Zom

velocidade de varredura de 10 m¥/ gtilizando prata como eletrodo de trabalho, Pi@@ontra-eletrodo e Ag/AgCl
como eletrodo de referéncia.

A voltametria ciclica do persulfato (APS) na presedo mondmero permitiu a obtencdo
de um hidrogel de aspecto homogéneo, transpasartealteracées de cor e sem impurezas, com
forma definida e consistente, conforme pode séo via Figura 29. O rendimento dos hidrogéis de
Pnipam foi calculado através da relacao entre aan@s hidrogel seco e a massa total (Nipam +
MBAAmM) adicionada no sistema de reacdo. O rendimdatsintese de hidrogéis de Pnipam por
voltametria ciclica foi, em média, de 78%.

Figura 29: a) Pnipam obtida por VC na faixa de pcitd de -0,1 a -1,3V, com velocidade de varredigrdOmV &,
utilizando molde cilindrico; b) Pnipam cortado eitmdros menores.
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Nessa polimerizacdo, ndo houve deposi¢cédo de gdatada do eletrodo. Na Figura 30 a, b
e ¢ sdo mostrados, respectivamente, os voltamograbti@los na polimerizagdo da Pnipam VC1,
Pnipam VC2 e Pnipam VC3.
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Figura 30: Voltamogramas de sintese dos hidrogéfngam VC1, b) Pnipam VC2 e c) Pnipam VC3, nadale
potencial de -0,1 a -1,3 V, com velocidade de vhnmra de 100 mV-} utilizando prata como eletrodo de trabalho, Pt
como contra-eletrodo e Ag/AgCl como eletrodo den&fcia.

Observou-se na sintese da Pnipam VCL1 e da Pni@8ndé maneira mais definida, o pico
de corrente catddico, referente a reducédo do patsulO valor da corrente de pico catédico
diminui e desloca-se a maiores potenciais confaumento do nimero de ciclos, indicando que
o coeficiente de difusédo do iniciador foi reduzakyido a formacao do polimero (THIPMONTA,
2013). Para a Pnipam VC1 o pico catodico foi okedwvem -0,45V no primeiro ciclo, enquanto
gue para a Pnipam VC3 o pico catédico inicial foservado em -0,64V, ambos deslocando-se
para potenciais mais negativos. Além disso, obssgvgue a corrente de pico catddica diminui,
indicando que a polimerizagéo esta ocorrendo e&mdor estd sendo consumido na reacao (YIN,
ZHANG, et al, 2009).

Os ions 80g* localizados proximos ao catodo recebem um el§teoa formar SG e
SOQyv.. Em seguida, os ions radicaissS@agem com o mondmero, iniciando a polimerizagéo.
Figura 31 apresenta uma ilustracdo da formacaooglédtmica de radicais livres e formacéo do
hidrogel de Pnipam (YIN, ZHANGet al, 2009) (THIPMONTA, 2013).



80

03507 CHe

0" NH
i

Figura 31: Producéo eletroquimica de radicais $ieréormacéo do hidrogel de Pnipam. Fonte: (THIPMI@N2013).

Assim, temos que a etapa de iniciacdo da polimgialetroiniciada dos hidrogéis de
Pnipam segue a seguinte reacao:

08— 0—0—505 - ~0;5—0 + S0}~ (24)

Os radicais mostrados na reacao anterior podemiir polimerizacéo radicalar, seguindo
0 mecanismo de polimerizacdo em cadeia (EsquertBUNSOW e JOHANNSMANN, 2008).
A polimerizacdo em cadeia € formada por etapasssives, denominadas iniciagcdo, propagacao,
transferéncia e terminacdo. Na etapa de iniciagger&do o centro ativo e acontece a adicdo a
primeira unidade monomérica. O processo de pro@gagaqvolve o crescimento da cadeia
macromolecular, caracterizada por uma longa segqué&gcacontecimentos idénticos, isto é, a
adicdo repetida do monémero a cadeia em crescimartransferéncia ocorre quando o centro
ativo se adiciona as outras espécies presentesstemna. A terminacdo € o0 processo da
polimerizag&o onde o crescimento da cadeia é artgrido, por desaparecimento ou transferéncia

do centro ativo (VIEIRA, 2006).
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ESQUEMA 1 - Sintese eletroquimica

Iniciacao:
I - 2R
R +M — RM
Propagacao:
RM-+ M — RM;

RM;_, + M - RM;,

RM;,  + M - RM,,
Terminacgao:

RM;, + RM;, » RM,, + RM,,
RM;, + RM;, - RM ., R

Transferéncia
RM;, + M - RM, + M’
RM;, +S > RM, + S

Podemos concluir que a polimerizacao iniciada@igimicamente através da reducéo do

iniciador segue 0 mecanismo proposto no Esquema 1.

5.1.2 - ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER - FTIR

A técnica de espectroscopia na regido do infragronpor Transformada de Fourier

(FTIR) foi utilizada para caracterizar a estrutgudmica do monémero Nipam e dos hidrogéis de
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Pnipam VC1, Pnipam VC2 e Pnipam VC3 e também dasuiacdes Pnipam VC1/SC, Pnipam
VC2/SC e Pnipam VC3/SC.
O espectro FTIR comparativo do mondémero e o hiBgipam VC1 é mostrado na Figura

32 e amplificado na Figura 33a,b para melhor amalis

Nipam

%T

Pnipam

R

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

NUmero de onda (ci)

Figura 32: Espectro FTIR-ATR comparativo entre cnéraero Nipam e a Pnipam VCL1.

Enquanto o monémero apresenta bandas referentdsagdes de estiramento de C=C em
aproximadamente 1620 e 1409 tm deformacgdo de =GHem torno de 1454 cty bandas de
estiramento de grupos vinilicos em 990 e 916',cno polimero ndo séo observadas tais bandas
(DOU, HAN, et al, 2012). As bandas de estiramento de grupos cdaldmiamidas secundarias e
estiramento simétrico de N-H do polimero em torad 628 e 1538 c) sdo mais alargadas que
no mondémero, provavelmente devido as interacdesnieculares do tipo ligacédo de hidrogénio
(C=0...H-N) que podem ocorrer entre as cadeiag@oicas apds reacado de polimerizacao (Figura
33a) (SANCHES, 2013).
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Também, como consequéncia desta interacdo, a banestiramento do grupo carbonila,

no polimero, aparece deslocada a um nimero demadar (1628 cn) que no mondmero (1656
cnrl).

— Nipam 3076 2792

1004 Pnipam 1004 ¢

80

60

— Nipam
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Transmitancia (%)
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1
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! ! ! ! ! T T T T T T T
1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600

Numero de onda (cm" ) Numero de onda (cm'1 )

Figura 33: Espectro FTIR comparativo entre Nipafmgam a) entre 1700 e 1400-&rb) entre 4000 e 2500 ¢m

Considerando a regido entre 2500 e 4000 (igura 33b), observamos que 0 monémero
apresenta banda com baixa intensidade em 2792 atmbuida as vibracdes de estiramento da
ligacdo =C-H, ndo observada no polimero. No polnm&orre uma banda larga, na regido entre
3350 e 3700 cm relacionada as vibracdes de estiramento da tighicBl. A maior largura da
banda de vibracdo no polimero em relacdo ao momdseedeve ao aumento da interacdo intra e
intermolecular nas cadeias macromoleculares, padimdbém ser consequéncia de absorcéo de
adgua pelo polimero, aparecendo entdo a banda Ouwld 8400-3700 crh (SOUSA, 2009).
Portanto, o desaparecimento das bandas em 1620, 14 e 2792 cr) demonstram 0 sucesso

da polimerizagao via voltametria ciclica.

O espectro FTIR dos hidrogéis Pnipam VC1, Pnipa@2\e Pnipam VC3 estédo
apresentados na Figura 34.
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Figura 34: Espectro FTIR dos hidrogéis Pnipam M@iipam VC2 e Pnipam VC3.

O espectro FTIR dos hidrogéis de Pnipam VC mdstnalas de estiramento N-H de amidas
secundarias na regido de 3170-3370'cimandas de absorcdo na regido de 2875-2972 cm
referentes aos modos de vibracdo de estiramentad€-¢fupos Ckle CH (LAl e WU, 2010);
bandas relacionadas a deformacéo angular no ptagaudo N-H em torno de 1540 &r(LIANG,
SONG, et al, 2011); bandas correspondentes as vibracfes denmdafao C-H de Cye CH em
1457 cmb; bandas caracteristicas de deformacdag @bk grupos isopropil, no intervalo de
frequéncias de 1367-1386 @r(SUN, LIN e WU, 2007), (VARGHESE, ISMAILet al, 2008).

A diferenca entre o monémero (Nipam) e o agenieulante MBAAmM & mostrado na

Figura 35 e na Tabela 3.
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Figura 35: Representacdo da estrutura quimica a)dmero Nipam; b) agente reticulante N,N'-
metilenobisacrilamida.

Tabela 3: Diferencas entre o monémero Nipam e atageticulante MBAAm.

Nipam MBAAmM
Funcionalidade 2 (bifuncional) 4 (tetrafuncional)
Grupo amida 1 2

O monbmero tem um grupo isopropil [CH(&# ligado ao grupo amida, enquanto o
MBAAmM tem um grupo metileno (-CH) entre os dois grupos amidas.

Considerando que o MBAAmM tem maior funcionalidaage como reticulante (crosslink),
estabelecendo uma rede entrecruzada (JU, @Hd), 2006). Para melhor assinalar as bandas dos
espectros dos hidrogéis obtidos (Figura 36), sepasa espectro em diferentes regides.

A reticulacéo dos hidrogéis por VC pode ser camditia por FTIR. Realizamos o estudo da
banda relativa a vibracdo da ligacéo -¢28-H, do grupo isopropil, ndo presente na estrutura
guimica do agente reticulante, MBAAm. Consideramioga, banda relativa a Amida I, HNC=0,
em 1628 cr.
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Figura 36: Espectro FTIR dos hidrogéis a) de 17680 cn, relativa a vibragdo da ligagdo HCN=0, em
1628 cm' e b) de 900 a 860 cinrelativo a vibracéo da ligacéo (gbCH.
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A razao entre banda Amida | e a area do grupoapipleve aumentar conforme aumenta
a quantidade de MBAAm. A Tabela 4 mostra os valatasrazdo C=0/C-H dos hidrogéis
sintetizados eletroquimicamente por VC, comprovandoumento da reticulacdo nas amostras.
Observa-se que para as amostras Pnipam VC1 e P¥igdarambora ocorra o aumento do grau de

reticulacdo, ele ndo é tao significativo quant@am@aamostra Pnipam VC3.

Tabela 4: Raz&o entre as areas das bandas 1698I8I6=0) e 878 cm (CHs).CH para os hidrogéis.
Pnipam VC1 Pnipam VC2 Pnipam VC3
Razdo C=0/C-H 61,35 65,76 82,74

Sugere-se que o0 aumento da quantidade de agéntdarge € acompanhada da reducao
da quantidade de grupos isopropil do monémero,aydgpcarater mais hidrofébico. Assim, pode-
se sugerir que redes mais reticuladas possuenecanats hidrofilico, com maior capacidade de

retencdo de agua.

5.1.3 - ANALISE TERMICA

5.1.3.1 - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A andlise termogravimétrica € um método precise g sido utilizado para estudar a
decomposicao térmica de materiais poliméricos, aelefinida como um processo continuo que
envolve a medida de variacdo de massa de uma aneosstfuncdo da temperatura. O resultado é
apresentado sob a forma de um grafico de perda assanem funcdo da temperatura
(FERNANDES, 2009) (BUNHAK, MENDE ¢t al, 2015).

Para avaliar a estabilidade térmica e a temperatardecomposicdo dos hidrogéis de
Pnipam VC as curvas de TGA foram obtidas na faeceecthperatura de 25 a 800°C, em atmosfera
dinamica de nitrogénio e razéo de aquecimento @€ 20in'. A Figura 37 apresenta as curvas de
TGA para os hidrogéis de Pnipam.
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Figura 37: Curvas termogravimétricas (TG) dos hgédis Pnipam VC1, Pnipam VC2 e Pnipam VC3

Os dados termogravimeétricos obtidos a partir dagas TG para os hidrogéis de Pnipam
estdo apresentados na Tabelai5TTe Ts correspondem as faixas de temperatura, em CRe P

e B indicam as perdas percentuais de massa dos esfagi® 3, respectivamente.

Tabela 5: Dados termogravimétricos da Pnipam V@ipdPn VC2 e Pnipam VC3.

Amostra Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Massa
T1 P. T2 P, T3 Ps residual (%)
Pnipam VC1  0-180 13,5 290-490 69,2 490-800 8,1 7,2
Pnipam VC2  0-180 13,1 285-490 71,1 490-800 5,5 7,7
Pnipam VC3  0-165 14,6 270-490 66,6 490-800 6,4 11,6

Observam-se trés principais etapas de perda dearpaga os hidrogéis. Para a Pnipam VC1
a primeira etapa esta no intervalo de temperatomgpreendido entre a temperatura ambiente e
180°C, com perda de massa de 13,5 %, atribuidesepca de agua fisicamente adsorvida, uma
vez que a Pnipam tem afinidade pela agua. A Pnyg@mse mantém estavel até 290°C, quando
se inicia o processo de decomposicao térmica dg@esmorganicas do hidrogel, com a saida dos
grupos amida da estrutura da Pnipam (SANCHES, 2Q13DU, et al, 2016). Essa segunda

etapa, correspondendo a maior perda de massa,d®=&®22% da massa inicial, compreende o



88

intervalo de temperatura de 290°C a 490°C, com pias evidente de perda de massa em cerca
de 432°C, conforme demonstrado nas curvas de teaviawetria derivada - DTG, apresentado
na Figura 38. Provavelmente devido a heterogeneidadeticulacdo do gel polimérico, aparecem
picos menores de degradacdo nas curvas DTG, commesra de 319°C para a Pnipam VC1
(SOUSA, 2009). As etapas de degradacao podemrektaionadas a estrutura da reticulagdo das
cadeias, que podem possuir cadeias mais ou memgagas, com cadeias mais expandidas ou
mais entrelacadas, mais entrecruzadas. Cadeiagxpaisdidas sdo mais suscetiveis a degradacao
do que cadeias mais cruzadas, sendo que ambas pstiEempresentes na estrutura do hidrogel
(MOTTA, 2009). Com o aumento da temperatura, ocornerocesso de ruptura das cadeias
poliméricas reticuladas, gerando fragmentos mendeesadeias poliméricas (COELHO, 2004).
Entre 490 e 800°C, ocorre perda de 8,1% da magsal.iA 800°C temos uma massa residual de
7,2%.

0,0
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o
~ _074_.
S :
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S —— Pnipam VC2
% 0.6 7 —— Pnipam VC3
-0,8 -
-1,0
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100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

Figura 38: Curva DTG dos hidrogéis de Pnipam VC.



89

Da mesma forma, a Pnipam VC2 apresenta primeafzaade perda de massa até 180°C,
com perda de cerca de 13,1%, seguido de estallatédcerca de 285°C. A segunda etapa, entre
285 e 490°C esté relacionada a maior perda de pdessarca de 71,1%, com pico de perda de
massa evidenciado nas curvas DTG, Figura 38, ecnoge 428°C. Em seguida, entre as
temperaturas de 490 e 800°C, temos uma perda dameas,5%, ficando com massa residual de
7,7%.

A Pnipam VC3 possui perda de massa de 14,6%u#tdla perda de agua da estrutura,
entre a temperatura ambiente e 165°C, estabilizaadaté 270°C. A principal perda de massa
ocorre entre 270 e 490°C, sendo correspondenteb&tda massa inicial, com pico de perda de
massa evidenciado nas curvas DTG da figura 38 &tC4ZEntre 490 e 800°C, ocorre ainda perda
de 6,4% de massa. Ao final da anélise, a 800°Cseei1t,6% de massa residual.

Os hidrogéis Pnipam VC1, Pnipam VC2 e Pnipam V@&sentam o mesmo perfil de
degradacao térmica, ndo se observando diferengagespeito a estabilidade térmica entre as
redes com diferentes teores de agente reticularfaipam VC3 apresenta maior teor de agua, o
gue sugere uma rede entrecruzante com caratehides$ilico e maior capacidade de reter a 4gua
adsorvida. Isto € esperado pois foi mostrado ptRRglie a Pnipam VC3 tem menor teor de grupos
hidrofobicos (isopropil) se comparado com a Pnipdd e a Pnipam VC2.

O hidrogel Pnipam VC3 apresenta um maior teor dssanresidual que a Pnipam VC1 e a
Pnipam VC2, o que sugere que estruturas ciclicas estaveis foram formadas durante a
degradacao térmica da rede entrecruzada.

A temperatura de degradacdo da cadeia princigadasbpor DTG, sé&o apresentadas na
Tabela 6. A literatura reporta temperaturas deatkgao 400 e 410°C para hidrogéis de Pnipam
reticulados com MBAAmM (HEBEISH, FARAGt al, 2014) (SILVA, 2006), (ZOPPE, HABIBI,
et al, 2010).

Tabela 6: Temperatura de degradacao dos hidragésizados eletroquimicamente por Voltametria icé&l

Td (°C)
Pnipam VC1 432
Pnipam VC2 428
Pnipam VC3 428

Os resultados obtidos em nosso trabalho mostraanageletrossintese de hidrogéis de

Pnipam permitiram a obtencéo de redes entrecruzataglevada estabilidade térmica.
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5.1.3.2 - CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DS C)

A técnica termoanalitica DSC determina a diferemgs quantidades de calor necessarias
para aumentar a temperatura de uma amostra e deefen@dncia. A partir dos dados € possivel
identificar transicBes térmicas no material, commperatura de fuséo, transicdes vitreas e de
reacdes quimicas ou decomposicdo (MOTTA, 2009).

A temperatura de transicao vitrea € a tempera&rague a fase amorfa de um material
polimérico muda do estado vitreo (temperatura Paavaestado borrachoso (temperatura mais
alta), como consequéncia da mobilidade moleculacuwt alcance (em torno de atomos de
carbono). Abaixo da Tg o material € rigido, sem iliddxle, e acima desta temperatura, o polimero
adquire certa mobilidade, com o movimento de setpsemoleculares. Essa mobilidade esta
limitada pela reticulagdo ou emaranhamento dasasa@eliméricas, que conduzem a formagao

de ligagBes secundarias entre as macromoléculagASP006) (BRANT, 2008).

Exo -

— Pnipam VC1
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Figura 39: Curvas DSC dos hidrogéis de Pnipamtsiatios eletroquimicamente por Voltametria Ciclica.
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A Figura 39 apresenta as curvas DSC referentesidosgéis de Pnipam sintetizados
eletroquimicamente por voltametria ciclica. A tenapara de transi¢cdo vitrea € definida como
aguela na qual, no resfriamento, cessa a mobilidedecular em torno das ligagbes C-C. Abaixo
da Tg a agitacao térmica é insuficiente para pérnoitacdes livres dos segmentos moleculares,
além de ndo permitir respostas reversiveis a gaattpformacao, correspondendo a uma transicao
de segunda ordem (SILVA, 2006) (QUEIROZ, 2010)v@ieres de Tg reportados referem-se ao
onset, temperatura em que se inicia 0 processo.

Observa-se pelas curvas DSC que a Pnipam VClempae3g em cerca de 146,6 °C,
enguanto que para a Pnipam VC2 a Tg aparece efh X238, para a Pnipam VC3 a transicao vitrea
é evidenciada em 157,2 °C, valores préximos aortegos na literatura (ALLI e HAZER, 2008).
Encontramos diferentes valores para a transicdeavila Pnipam na literatura, que variam
conforme a estrutura do hidrogel formado. Analiggsnicas de hidrogéis de Pnipam foram
realizadas por Wang e colaboradores através deaéosC, encontrando um valor de Tg igual a
107 °C (WANG, WU et al, 2015) (SU, SHUAIgt al, 2013) (ZOPPE, HABIBIgt al, 2010).
Estudos de Coughlan e Corrigan encontraram quasi¢éo vitrea de hidrogéis de Pnipam ocorre
em 143,1 °C (COUGHLAN e CORRIGAN, 2006). J&4 Reddyaeaka encontraram que a Tg do
Pnipam ocorre em 138 °C (REDDY e TAKAHARA, 2009).

A temperatura de transicdo vitrea se caractesfmtpmperatura na qual o polimero, que
esta no estado sélido, adquire energia para roagégacdes secundarias e passa a ter mobilidade
para escoamento limitado das cadeias, o chamaddoede borracha. Fatores estruturais como
polaridade, linearidade das cadeias, reticulageitos estéricos influenciam muito nas forcas de
interacdes secundarias (QUEIROZ, 2010). O graetimutacdo de um polimero é controlado pela
fracdo de agente reticulante presente na polinggiza da conversao das duplas ligagdes. Um
aumento no grau de reticulacdo reduz a mobilidadecddeias e, consequentemente, aumenta a
Tg. N&o ha diferencas significativas entre a Tdpidoogel Pnipam VC1 e Pnipam VC2. Embora
a quantidade de agente reticulante aumente, Pnif@bx Pnipam VC2, a analise por FTIR
mostrou que para as amostras Pnipam VC1 e Pnipa2n%@ ha uma diferenca significativa no
grau de reticulacdo, o que pode também ser evadmaoio valor da Tg. Ja a Pnipam VC3 apresenta

maior reticulacdo e assim, menor mobilidade dasiaad consequentemente maior Tg.
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5.1.4 - DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE TRANSICAO
LCST

A determinacdo da temperatura de transi¢cdo de {a88T foi realizada por técnicas de
intumescimento em funcdo da temperatura, medidagamsmitancia por espectroscopia de
absorcdo UV-Vis e por medidas eletroquimicas pdtanwetria ciclica. Observa-se que a
determinacdo por VC parece ser mais confiavel, m@mor erro envolvido durante a analise. A
temperatura de transicdo LCST demonstra ndo sefirgicdo consideravel com o aumento da

guantidade de agente reticulante.

5.1.4.1 - ESTUDOS DE INTUMESCIMENTO EM FUNCAO DA
TEMPERATURA

Para determinacdo aproximada da temperatura nEid@i@ de fases LCST, realizamos o
estudo do grau de intumescimento no equilibrio entdo da temperatura. A relagdo entre o
intumescimento e a temperatura para os hidrogigiisesentada na Figura 40.

Em condi¢cbes de equilibrio, as amostras mostram alor de intumescimento a
temperaturas abaixo da LCST. Conforme o aumentemperatura, a interagdo da agua com 0s
grupos hidrofilicos das cadeias do hidrogel, asalas ligacdes de hidrogénio, diminui, levando a

maiores intera¢fes hidrofobicas, diminuindo assimalor percentual do intumescimento.
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Figura 40: Grau de intumescimento dos hidrogéiBrdpam VC em funcdo da temperatura.

O ponto na qual os hidrogéis sofrem uma reducBstancial no volume, com diminui¢ao
drastica do grau de intumescimento, é consideragmperatura de transicdo de fases, isto €, a
temperatura LCST (ZHANG, HUANG e ZHUO, 2004) (CHEBR e CORRIGAN, 2009). Os
valores obtidos para a transicdo de fases dosddéidrale Pnipam sdo apresentados na Tabela 7.
Observa-se que a temperatura de transicdo dedasésdrogéis, determinada por intumescimento
em funcdo da temperatura, € independente da qadatide agente reticulante (DEROSA,
DEROSA et al, 2007).

Tabela 7: Valores da temperatura de transi¢céo Laiflos por intumescimento em funcdo da temperatura

Temperatura LCST(°C)
Pnipam VC1 31,0
Pnipam VC2 30,9
Pnipam VC3 30,9
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5.1.4.2 - MEDIDAS DE TRANSMITANCIA

O aumento da turbidez da solucéo é resultadosgpeedido da luz por parte dos agregados
formados acima da temperatura critica. Atravésnddisee espectroscopica de transmitancia em
diferentes temperaturas, dentro da regido de comeptbds de onda do visivel, podemos facilmente
observar uma diminuicdo na luz que atravessa atemesima da LCST da Pnipam (COSTA,
2012).

Estudo da variagdo da transmitancia em funcao edapdratura foi realizado para
determinacdo da temperatura de transicdo de faseST Ldos hidrogeéis sintetizados
eletroquimicamente por voltametria ciclica. A F4l mostra as curvas de transmitancia em

funcéo da temperatura dos hidrogéis em solugaosaquo
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Figura 41: Grafico da transmitancia em fun¢éo dgptratura para os hidrogéis de Pnipam VC.

A LCST é determinada com base na diminuicdo dasparéncia do hidrogel com o
aumento da temperatura, transformando-se de tna@mépaa opaco, turvo. Essa opalescéncia é

causada pela transicao de hidrofilica para hidio&lexpondo mais os grupos isopropil. Isto causa
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menor hidrofilicidade, diminuindo a interacdo dalrbigel com a 4gua (MOURA, 2005). O

polimero comecga a colapsar diminuindo a transpaé&lecsolucao.

Tabela 8: Valores da temperatura de transi¢céo La#itlos por medidas de transmitancia.

Temperatura LCST(°C)

Pnipam VC1 32,4
Pnipam VC2 31,4
Pnipam VC3 30,1

A transicao de fases é evidenciada pela reduc&anentuada na transmitancia devido a
maior turbidez do meio (MARQUES, 2012) (LAI, WAN&, al, 2016). Os resultados obtidos sédo
apresentados na Tabela 8 e mostram que tambératpdéenica ndo ocorre variacao significativa

e que a transicdo LCST segue independente do greatidulacéo (JIN, LIUet al, 2008).

5.1.4.3 - MEDIDAS POR VOLTAMETRIA CICLICA (VC)

Outra forma utilizada para determinar a tempeaatle transicdo de fases LCST dos
hidrogéis foi realizar estudos de voltametria c&ldo hidrogel em solucdo de ferricianeto de
potassio, K[Fe(CN)Y] em solucéo de KCI. O uso do ferricianeto como sawde intumescimento
deve-se ao fato de que ele é considerado um sistaraesivel apresentando nos dois sentidos,
direto e inverso, o0s picos catddicos e an0dicoAREMIT, SOLALIENDRES, et al, 2006),
(ISAQUE, 2010). O par F8Fe* é um sistema dito comportado eletroquimicamereads
considerado modelo para experimentos de VC.

Ao intumescer os hidrogéis de Pnipam em solucaofedecianeto, utilizamos as
propriedades de ambos para determinar a tempemguteansicdo de fases LCST. Através da
solucao de ferricianeto pode ser determinada em@rde pico em cada temperatura. Com o
aumento da temperatura da solugcao, a Pnipam vaiagwin-se e expulsando a solucdo de
ferricianeto, sendo entéo o sinal de corrente suga.

Os voltamogramas de resposta dos hidrogéis deafngm solucdo de ferrocianeto de

potassioKs[Fe(CN)] sdo mostrados na Figura 42a.
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Figura 42: a) Voltamogramas ciclicos obtidos coetretios de Platina, em solugdo dgi¢ (CNy em KCL 0,1 mol
L, de 0 a 0,6V, com velocidade de varredura de Gs1 ¥) Curva Corrente de pico em funcdo da tempexatur

Quando a temperatura esta abaixo da LCST, oiterdto de potassio apresenta 0s picos
anodico e anddico bem definidos em cerca de 0,26&m 0,13 V, respectivamente, referentes ao
par redox [Fe(CN)]3/ [Fe(CN)]*. Contudo, quando a temperatura é maior que 32%thab de
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VC é gradativamente suprimido. A medida que a teatpe aumenta apenas alguns ions de [Fe
(CN)s] conseguem difundir através do hidrogel e seretectiedos pelo eletrodo (ZHOU, LIt

al., 2007). A temperatura de transicao de fases LQ#IE ser detectada na curva de corrente de
pico de oxidacdo em fungédo da temperatura, Fig@ta Ao ponto de inflexdo da curva. Os
resultados séo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Valores da temperatura LCST obtidos pwtavhetria Ciclica.

Temperatura LCST(°C)

Pnipam VC1 32,5
Pnipam VC2 32,2
Pnipam VC3 32,5

Os resultados obtidos confirmam que nao existesratf;as no valor da temperatura de
transicao de fases LCST com respeito ao grau oellsetdo das amostras analisadas, obtendo-se
por esta técnica, valor médio de LCST de 32,4 °C.

Como néo foi determinada a exatiddo de cada t&cnéo podemos definir qual é a mais
exata. Portanto, concluimos que os hidrogéis polmagos eletroquimicamente por VC
apresentaram um valor de LCST independente dodgraaticulacdo, valores entre 30 e 32,5 °C,

valores correspondentes ao encontrados na litaratur

5.1.5 - ESTUDOS DE INTUMESCIMENTO

A Pnipam intumesce porgue 0s grupos amida fornigegdes de hidrogénio com a agua,
a temperatura menor que a LCST. Com o aumentonizeratura, essas interacdes quebram e as
interacdes hidrofébicas pelo grupo isopropil torreapredominantes, colapsando o hidrogel. Um
aspecto importante a ser considerado no desenwttinde biomateriais € o intumescimento
sofrido pelo hidrogel quando em contato com deteada solucao.
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O intumescimento dos hidrogéis de Pnipam VC failiado gravimetricamente. Os meios
escolhidos para os testes foram: agua, solucéo 0la8@ (forca ibnica = 0,15mol/L) e solucéo
tampéo PBS (forga idnica = 1,71 mol/L), nas tempeas de 23 e 37°C. Foram escolhidas essas
temperaturas porque pretende-se que a formulagaopidssa ser injetavel. Por isso, estudos do
comportamento de expanséo e absor¢ao de aguardgdiidbaixo e acima da temperatura sao
necessarios. As solucées de NaCl 0,9% e PBS edaslpossuem ions que favorecem o efeito

“salting out, de acordo com a série de Hofmeister.

5.1.5.1 - ESTUDO DE INTUMESCIMENTO A 23°C

Quando os hidrogéis secos sdo colocados em cootao 0 solvente, este inicia a
penetracdo dentro da rede polimérica a certa rat@atingir o equilibrio. O equilibrio é atingido
guando as forgas geradas pelas moléculas do selpard entrar no polimero e as forgas elasticas
geradas pelas cadeias poliméricas sao equilibr&dequilibrio de um sistema polimero-solvente
€ caracterizado pela variacdo da energia lix€, igual a zero. Essa variacdo é o somatorio da

variacdo de energia livre de mistut&m, com a variagcdo da energia livre elastiv@e.

AG = AG,, + AG, =0 (25)

A energia livre de mistura refere-se a expansadgealalevido as interacdes favoraveis
polimero-solvente como ligacdes de hidrogénio teratdes idnicas. A energia livre elastica esta
associada a limitacdo da expansao devido a estrrdticulada e a contracdo do gel devido ao
desfavorecimento da interagdo polimero solventsamu por mudangas no pH, temperatura e
outros (MARQUES, 2012), (COLI, 2013).

A estrutura dos géis poliméricos pode ser compaedima rede elastica, que quando
submetida a uma tenséo, se expande até atingir iinsie. Cessando a tenséo, ele retorna a sua
forma original. O aumento da concentragédo de rfetite resulta em géis significativamente mais
rigidos e, consequentemente, com menor capacidadexphnsao, contribuindo para o termo
elastico. O termo elastico pode ser interpretadooca resisténcia ao alongamento da cadeia,
tendendo a diminuir a quantidade de solvente alsopelo hidrogel (QUEIROZ, 2010).
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A Figura 43 apresenta o grau de intumescimentguadibrio em funcéo do tempo para os
hidrogéis de Pnipam VC1, Pnipam VC2 e Pnipam VC3diferentes meios utilizados.
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Figura 43: Intumescimento em fungdo do tempo pafaidrogéis a) Pnipam VC1; b) Pnipam VC2 e c¢) Rnipa
VC3, a 23 °C.

Observa-se que, independentemente da soluc&adsliocorre um rapido intumescimento
inicial e, em seguida, o intumescimento ocorreadm& mais lenta até que o equilibrio é atingido.

Verifica-se que o grau de intumescimento varigfaome o meio. As amostras em agua
intumescem mais que em solucdo NaCl 0,9% e, porveszaque em solucdo PBS. Bortolim e
colaboradores também verificaram que os valoresgodmu de intumescimento reduzem
consideravelmente quando o meio de intumescimeni@afiado de agua para solucdes contendo
ions (BORTOLIN, AOUADA et al, 2012). Observa-se que o aumento da forca ibrioaeio
faz diminuir o grau de intumescimento, o que pogleexplicado simultaneamente pelo efeito
Hofmeister e pelo gradiente de concentracdo (PERPREPPAS, 1991).

Observamos que o equilibrio de intumescimento gatadrogéis em agua destilada foi de
2377, 2338 e 1926% para os hidrogéis de Pnipam \Wipam VC2 e Pnipam VC3,
respectivamente. Esses valores foram muito maiges os encontrados para hidrogéis
polimerizados por irradiacdo gama, de 1260 % (TASEN, KAYAMAN-APOHAN, et al,
2005). Cuggino estudou hidrogéis de Pnipam feitmspgwlimerizagdo radicalar livre a 80°C,
encontrando valores de intumescimento de cerca @ % (CUGGINO, STRUMIA e
IGARZABAL, 2010).
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Poschlad e Enders prepararam hidrogéis de Pnipdiorcha semelhante a Cuggino, com
fracdo massica de polimer§=0,08 e fragdo molar de reticulante=§,01. A razdo de
intumescimento (MMo) encontrada foi d25,54+1,3. Considerando 0os mesmos calculos neste
trabalho foram encontrados valores de 24,77, 21Z826 para os hidrogéis Pnipam VC1, Pnipam
VC2 e Pnipam VC3, respectivamente. Neste trabalhanf utilizados maiores valores da fragéo
molar de reticulante, pressupondo a formacédo datesis mais compactas, diminuindo assim a
razao de intumescimento (POSCHLAD e ENDERS, 2011).

Considerando o intumescimento dos hidrogéis emm,agarifica-se que o grau de
intumescimento no equilibrio diminui conforme aumaea quantidade de agente reticulante.
Associa-se a este resultado o fato das cadeiasretimsladas possuirem redes mais compactas.
Em meio aquoso, portanto, o intumescimento depapdaas da forca elastica do hidrogel. O
hidrogel que mais intumesce possui menor forcatiedaspodendo ser mais deformado e,
consequentemente, tendo maior capacidade de rgtea éam sua estrutura (CAMPESE,
GUILHERME, et al, 2006).

Podemos considerar que a natureza quimica dosgeéidr muda pouco e apenas a
reticulacdo é afetada de maneira consideravehdazéiminuir a concentracdo de grupos isopropil
na cadeia. Ainda que a razdo de reticulante aunwmtBnipam VC1 para Pnipam VC2, os
resultados em agua mostram que o grau de intumestnmo equilibrio € muito semelhante, o
gue sugere forca elastica dos hidrogéis muito seantd ou ligeiramente diferente.

Para os hidrogéis em Solucédo NaCl 0,9%, podenrificae que o intumescimento atinge
valores de 935, 1650 e 1490 % para os hidrogéRngeam VC1, Pnipam VC2 e Pnipam VC3,
respectivamente. Verifica-se que a solucdo interfers valores de intumescimento, sendo este
menor que os obtidos em agua destilada. A presimeal no meio de intumescimento contribui
para a formacdo de um gradiente de concentracaodifioulta a entrada de agua no interior do
hidrogel e diminui os valores de(MALMONGE e ZAVAGLIA, 1997). De acordo com a série
de Hofmeister, o ion Cl estd em uma posicdo denawciom efeito moderado sobre o
intumescimento, o que explica o fato de os hidgéida possuirem valores significativos do
grau de intumescimento no equilibrio.

Para os hidrogéis colocados em solucdo PBS, osegatle intumescimento no equilibrio
foram de 320, 856 e 260% para os hidrogéis de Pnig&1, Pnipam VC2 e Pnipam VC3,

respectivamente. Esses valores sdo muito inferi@es encontrados para os hidrogéis
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intumescidos em agua e em solucdo NaCl 0,9%. Edsgdo também foi encontrada por Cuggino
em hidrogéis de Pnipam, ocorrendo reducédo do grintuimescimento de 608% em agua destilada
para 357% em PBS, pH 7,4.

A presenca de ions tem grande efeito no comportianue intumescimento de hidrogéis.
O balanco entre a pressdo osmatica do sistema&spasta elastica do gel é um dos fatores que
controlam a capacidade de absorcdo de agua. Adpressnética resulta da diferenca entre as
concentracdes de ions no interior do gel e na &olagterna. O aumento da forca ibnica aumenta
o gradiente de concentracdo de ions moveis eqodimero e a solucao externa e, de imediato, o
volume de gel diminui, resultando no colapso da(BeIENO, 2010), (BRITO, RODRIGUES¢
al., 2013).

Em relacdo a série de Hofmeister, a solucdo PBSupdons C)] HPQ? e HPQv que
favorecem o efeitsalting out,diminuindo o grau de intumescimento (DE LIMA, 2014)

Com o aumento da forca ibnica do meio observa-geagamostra Pnipam VC2 possui
maior valor do grau de intumescimento, o que sugeeco efeito do gradiente de concentracdo &
menos acentuado, devido ao impedimento estéricediaque dificulta a difusdo dos ions. Desta
maneira a difusdo da agua € favorecida na redeaniC2, e simultaneamente o efeito
Hofmeister € menos acentuado. Logo, embora exiagtabos os efeitos, sdo de menor intensidade,
manifestando a rede Pnipam VC2 um maior intumestiongue Pnipam VC1 para igual valor de
forca ibnica do médio. Este comportamento se repatemostra VC3, com maior agente
reticulante.

Por apresentarem grande contetdo de 4gua emtsutarase mimetizarem a textura dos
tecidos naturais os hidrogéis apresentam, na raalos casos, biocompatibilidade, tendo grande
potencial para aplicagdes biomédicas (CRISPIM, pa@édemos calcular o teor de agua total no
equilibrio, EWC, através da Equacéao 2. Os valobégias para os hidrogéis de Pnipam VC a 23°C
e nos diferentes meios de intumescimento sdo apeekes na Tabela 10.

Tabela 10: Teor de 4gua total presente nos higsagePnipam VC em diferentes meios de intumesconar23 °C.

Teor de agua total % (EWC)
Agua  Solucdo NaCl0,9%  PBS
Pnipam VC1 0,960 0,927 0,763
Pnipam VC2 0,959 0,944 0,895
Pnipam VC3 0,951 0,937 0,724




103

Os valores de EWC encontrados sdo maiores queesgartontrados na maioria dos
tecidos humanos, de cerca de 0,6, 0 que sugeestpsehidrogéis podem ser usados em aplicacdes
biomédicas (TASDELEN, KAYAMAN-APOHAN,et al, 2005), (CUGGINO, STRUMIA e
IGARZABAL, 2010) (DRAGAN, 2014). Observa-se qu€8E diminui conforme o aumento da
forca ibnica do meio, conforme ja explicado anteniente.

5.1.5.1.1 - LEI DE FICK

Os parametros associados a cinética de intumestns@o importantes para entender o
processo de difusdo da solucdo para o interioidtodiel. Aplicando-se a Lei de Fick, Equacéo 6
para os estagios iniciais de intumescimento (60%Emos os valores do coeficiente de difuséo n,
da constante de equilibrio k e do coeficiente destaxzdo R para cada sistema estudado, valores
estes apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Valores de n, k & Bbtidos pela regresséo linear do Modelo de Fick pa hidrogéis Pnipam VC a
23°C.

n k (1) (min) R?
Agua 0,47 0,14 10,65 + 0,22 0,9928
Pnipam VC1 Solucédo NacCl 0,9% 0,36 + 0,02 12,94 £ 0,69 0,9772
PBS 0,09 £0,01 46,88 £ 1,09 0,9645
Agua 0,73+0,01 3,11+0,14 0,9994
Pnipam VC2 Solucédo NacCl 0,9% 0,63 +0,01 4,03+0,13 0,9970
PBS 0,37 £0,01 13,69 + 0,13 0,9806
Pnipam VC3 Agua 0,65 +0,01 7,33+0,17 0,9998
Solucédo NaCl 0,9% 0,54 £0,01 5,64 £0,15 0,9914
PBS 0,41 £0,01 19,98+ 1,19 0,9984

Observamos que o valor da constante n, que defnecanismo da difusdo nos hidrogéis,
diminui conforme aumento da forgca i6nica do meio ideimescimento. Quando a matriz
polimérica intumesce em agua temos que os valaresmbstante difusional n sdo correlacionados
a difusdo anémalo ou néo Fickiana. Quando em soINg&l 0,9% observa-se que as amostras
Pnipam VC2 e Pnipam VC3 possuem 0 mesmo comportandendifusdo anémalo, enquanto a

Pnipam VC1 possui valor de n menor que 0,45 indicagifusdo menos Fickiana. Valores da



104

constante n menores que 0,45 também sédo obserpad@dodas as amostras de Pnipam VC
guando colocados em intumescimento em solugcao & PB

A constante k mostra que o processo de intumestim®s hidrogéis é mais rapido nas
solugbes com maior forca ibnica (BORTOLIN, AOUADé, al, 2012). As constantes k achadas
para os hidrogéis feitos neste trabalho por VOnsdiores que os encontrados para os hidrogéis de
Pnipam feitos por irradiacdo gama, de 3,2, indioaddusdo mais rapida para os hidrogéis
eletroquimicamente sintetizados (TASDELEN, KAYAMAAROHAN, et al, 2005).

5.1.5.1.2 - CINETICAS DE 12 E 22 ORDEM

Os dados obtidos no estudo de intumescimento faratiados utilizando-se de modelos
de primeira e segunda ordem, de acordo com as &egi8ce 10, respectivamente.

Se assumirmos que o processo de intumescimentoaécinética de pseudo-primeira
ordem, devemos entdo obter a constante do prodesstumescimentoska partir da Equacéo 8,
em 23°C. A Tabela 12 fornece os valores gpaka cada hidrogel e do coeficiente de regresséo

linear Rpara os hidrogéis de Pnipam VC nos respectivossmEidntumescimento.

Tabela 12: Parametros da cinética de 12 ordemasbfidra os hidrogéis de Pnipam VC, a 23°C.

Ks (10 (min) R2
Pnipanm 0,2 0,98

Pnipam VC1 Agua 2,14 +0,03 0,9856
Solugéo NacCl 0,9% 1,26 £ 0,01 0,9954

PBS 1,53+0,01 0,9956

Pnipam VC2 Agua 1,72 +0,03 0,9736
Solugéo NacCl 0,9% 1,32 +0,01 0,9957

PBS 1,54 +0,01 0,9959

Pnipam VC3 Agua 3,23+0,01 0,9996
Solugéo NaCl 0,9% 1,16 £ 0,01 0,9939

PBS 4,43 + 0,02 0,9977

& — Valor obtido segundo Varghese (VARGHESE, ISMAgL al, 2008)

Verifica-se que os valores das constantes de irgitimento k para os hidrogéis obtidos

eletroquimicamente por voltametria ciclica sdo mesoque os encontrados por Varghese,
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indicando uma razdo de intumescimento em agua méggla (GOTOH, NAKATANI e
SAKOHARA, 1998), (VARGHESE, ISMAILgt al, 2008).

Assumindo que o intumescimento seja de pseudadegyrau, utilizamos a Equacao 10
para determinarmos os valores das constantes Kceefiwiente de regresséo lineat, Ralores

gue sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: ParAmetros da cinética de 22 ordemasbfidra os hidrogéis de Pnipam VC, a 23°C.

Koo (10) K (109) 1/1o(10°%) R?

Pnipam VC1 Agua 1,03 £ 0,04 1,81 4,23 £ 0,02 0,9985
NaCl 0,9% 5,86 + 0,12 2,43 10,5 + 0,05 0,9980

PBS 7,52 £0,21 7,45 31,2 + 0,08 0,9993

Pnipam VC2 Agua 2,21 + 0,07 0,92 3,87 £ 0,03 0,9934
NaCl 0,9% 3,92 +0,10 1,02 5,26 + 0,04 0,9947

PBS 4,91+ 0,12 3,43 11,5 + 0,05 0,9981

Pnipam VC3 Agua 0,66 + 0,05 4,13 5,57 + 0,02 0,9987
NaCl 0,9% 4,61 +0,08 1,01 5,67 + 0,03 0,9971

PBS 3,12 + 0,37 4815  39,4+0,15 0,9986

De posse dos valores da constante de velocidaderdap de intumescimento no equilibrio
Koo, podemos também encontrar o valor da constanteelteidade de intumescimento, K,
apresentado na Tabela 13. Observa-se que a rézéd@limenta conforme aumento da forga iGnica
das solucgdes, de forma que a constante de intumesi de segunda ordem K também aumenta,
demonstrando que o intumescimento é mais lentogerm que em Solucdo NaCl 0,9% e, por sua
vez, que em PBS (CUGGINO, STRUMIA e IGARZABAL, 2010

Ao comparar os valores de regressao linear dagicas de pseudo primeira e segunda
ordem, podemos concluir que os valores obtidosntioriescimento no tempo ajustam-se mais
adequadamente ao modelo de Ho ou cinética de psegdmda ordem. De acordo com Schott,
em um sistema que tem o intumescimento segunddicezingde segunda ordem, o processo é
controlado pela relaxacdo que ocorre no sistermantiip processo de absorcao de solvente. Neste
caso, a velocidade de intumescimento diminui de emanproporcional a capacidade de
intumescimento (SCHOTT, 1991) (CREMONEZ, BENTLEYARA, 2013).
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5.1.5.2 - ESTUDO DE INTUMESCIMENTO A 37°C

O comportamento de um sistema nao depende apersamtomposicao e estrutura, mas
das condicbes do meio em que sera utilizado. Oniesgimento de hidrogéis de Pnipam foi
estudado a uma temperatura de 37°C, temperatysarab(COSTA, 2012).

A Figura 44 apresenta o grau de intumescimenttuag@o do tempo para os hidrogéis nos
diferentes meios utilizados, a 37°C.
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Figura 44: Intumescimento em fung¢éo do tempo pahédrogéis a) Pnipam VC1 b) Pnipam VC2 e c) Pnip&8,
a 37°C.

Observa-se um rapido intumescimento inicial, ocatoeposteriormente de forma mais
lenta até atingir o equilibrio. Da mesma forma gue23°C, o intumescimento dos hidrogéis esta
relacionado a forca ibnica do meio, sendo que ass@as em agua intumescem mais que em
solucéo NaCl 0,9% e, por sua vez, que em solu¢& R&ima da LCST (37°C), devido a natureza
hidrofobica da Pnipam, o equilibrio de intumescitoansignificativamente menor que a 23°C.

Observamos que o equilibrio de intumescimento gatadrogéis em agua destilada foi de
1243, 1481 e 1215% para os hidrogéis de Pnipam \Ripam VC2 e Pnipam VC3,
respectivamente. Esses valores foram muito menaress encontrados para os mesmos hidrogéis
em agua a 23°C.

Para os hidrogéis em solucdo NaCl 0,9%, podenmificae que o intumescimento atinge
valores de 1005, 928 e 372 % para os hidrogéisngeaf VC1, Pnipam VC2 e Pnipam VC3,
respectivamente. Verifica-se que a solucdo interfars valores de intumescimento, sendo este
menor que os obtidos em agua destilada.

Para os hidrogéis colocados em solucdo PBS, osegatle intumescimento no equilibrio
foram de 55, 114 e 76% para os hidrogéis de Pnig&h, Pnipam VC2 e Pnipam VC3,
respectivamente.

Essa reducgéo no grau de intumescimento faz setgiddo em vista que as interagdes ion-

dipolo sdo mais fortes do que as interacdes dedpdio no interior do hidrogel
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O teor de 4gua total no equilibrio, EWC, foi detado a partir da Equacao 2. Os valores

obtidos para os hidrogéis de Pnipam a 37 °C s&@saptados na Tabela 14.

Tabela 14: Teor de 4gua total presente nos higsagePnipam VC em diferentes meios de intumesconarg7 °C.
Teor de agua total % (EWC)
Agua Solucao NaCl 0,9% PBS

Pnipam VC1 0,929 0,912 0,371
Pnipam VC2 0,938 0,905 0,540
Pnipam VC3 0,927 0,796 0,436

A absorcdo de solvente pelos hidrogéis varia cordoa solucdo de intumescimento.
Quando comparamos os valores de EWC, a 23 e a,3#fifica-se claramente um menor valor
do solvente em temperaturas acima da LCST, conevadp. Acima da LCST, as interagfes entre
0S grupos amida e a agua enfraquecem e as interaiglbefobicas pelos grupos isopropil tornam-
se predominantes, favorecendo o colapso dos hidgr@8GGINO, STRUMIA e IGARZABAL,
2010).

5.1.5.2.1 - LEI DE FICK

A partir dos valores do grau de intumescimenteailibrio obtidas para os hidrogéis em
diferentes solucbes e da Equacdo de Fick (Equag@o pdssivel obter os valores de k e n,
apresentados na Tabela 15.

A lei de Fick ndo se aplica aos hidrogéis em saui@ PBS, visto que o equilibrio é
atingido nos primeiros 5 minutos. Observa-se qupantidade de pontos no grafico € muito
inferior aos obtidos em 23°C, visto que a natudz®nipam interfere no grau de intumescimento
e 0s percentuais de 60% estabelecidos pela lecles&o mais rapidamente alcancados.

De forma analoga aos resultados obtidos paraimggcimento a 23°C, observamos que o

valor da constante n diminui quando o meio mudagie para a Solucdo de NaCl 0,9%.
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Tabela 15: Valores de n, k & Bbtidos pela regresséo linear do Modelo de Fick pa hidrogéis de Pnipam VC, a
37°C.

n K (10%) (min'Y) R?
Pnipam VC1 Agua 0,84 £ 0,02 2,40 £0,13 0,9953
Solucéo NaCl 0,9% 0,69 £0,01 4,49 £+ 0,06 0,9996

Pnipam VC2 Agua 0,91+0,02 154+0,11 0,9920
Solucéo NaCl 0,9% 045+0,02 11,08+0,48 0,9905

Pnipam VC3 Agua 1,13+0,08 1,73+0,14 0,9775
Solucdo NaCl 0,9% 0,21+0,01 26,71+1,16 0,9586

A Pnipam VC1 possui valores da constante n enfre @, indicando difusdo andmala ou
N&o Fickiana, quando o tempo de difuséo e de refaxado comparaveis. Para o hidrogel Pnipam
VC2 verifica-se que, quando intumescido em aguajdoogel segue difusdo Nao Fickiana,
enquanto que em solugédo NaCl 0,9% torna-se Ficki&awa o hidrogel Pnipam VC3 em agua a
difuséo é classificada como Nao Fickiana, enquguatoo valor de n para o hidrogel em solucao
NaCl 0,9% é muito menor que 0,5, demonstrando queecesso de intumescimento a relaxacao
das cadeias na rede polimérica € menos signifecgtie o processo difusional, o que é considerado
como difusdo menos Fickiano.

Verifica-se, através da constante k, que o procdssintumescimento apresentado pelos
hidrogéis em solucéo fisioldogica NaCl 0,9% € muitais rapido quando comparado a agua

destilada, da mesma forma que encontrado a 23°C.

5.1.5.2.2 - CINETICAS DE 12 E 22 ORDEM

Assumindo o processo de intumescimento como sendtica de primeira ordem, obtemos
a constante do processo de intumescimento Ks ia garEquacao 8, tomada agora em 37°C. A
Tabela 17 apresenta os parametros da cinéticacidel®, ou seja, os valores deklo coeficiente

de regressdo lineaPBbtidos para cada hidrogel.
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Tabela 16: Pardmetros da cinética de 12 ordemaszbfidra os hidrogéis de Pnipam VC, a 37°C.

k (10%) (min-1) R?

Pnipam VC1 Agua 2,03 +£0,02 0,9828
Solucéo NaCl 0,9% 2,16 + 0,02 0,9857

PBS 60,53 + 6,99 0,93663

Pnipam VC2 Agua 2,03+0,02 0,9818
Solucgéo NaCl 0,9% 1,98 + 0,02 0,9812

PBS 4,43 +0,03 0,9828

Agua 3,31 +0,06 0,9753
Pnipam VC3  Solucdo NaCl 0,9% 1,47 £ 0,03 0,9604

PBS 16,94 + 1,23 0,9954

Assumindo que o intumescimento seja de segundanmore utilizando a Equacédo 10
encontramos 0s parametros da cinética de 22 ordesnog hidrogéis a 37 °C, cujos valores sé&o
apresentados na Tabela 18.

Da mesma forma que a 23 °C, ap0s comparacgao ihwewvde regressao linear das cinéticas
de 12 e 22 ordem, podemos concluir que os valdtedos do intumescimento no tempo ajustam-
se mais adequadamente a cinética de 22 ordem,ocopiieesso € controlado pela relaxacdo que
ocorre no sistema durante o processo de absorc@letdeminado solvente (SCHOTT, 1991)
(CREMONEZ, BENTLEY e LARA, 2013).

Tabela 17: Parametros da cinética de 22 ordemasbgidra os hidrogéis de Pnipam VC, a 37°C.

1/Koo (109 K 11e(104 R?

Pnipam Agua 2,11 +£0,08 3,1*19 7,38 £ 0,03 0,9975
VC1 Solugéo NaCl 0,9% 2,54+0,12 3,940 9,13+0,05 0,9970
PBS (7,52+0,11)*18 4,39 187,8 £0,1 0,9999

Pnipam Agua 2,34+0,11 1,94 *10 0,60 + 0,04 0,9950
VC2 Solugéo NaCl 0,9% 2,62+0,10 4,4390 10,1+0,04 0,9982
PBS 5,05+0,19 1,52*10 87,1+0,01 0,9995

Pnipam Agua 0,51 +0,04 1,32*16 8,34 + 0,02 0,9995
VC3 Solugéo NaCl 0,9% 9,91+0,31 7,29%0 24,4+0,01 0,9973
PBS 132,3 + 0,05 1,29*10 132,3+0,28 0,9999
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5.1.6 - CINETICA DE DESINTUMESCIMENTO - 45°C

Através da andlise da cinética de desintumesconénpossivel avaliar a resposta do
material ao estimulo temperatura. A velocidade epasta do material pode ser determinada
submetendo a amostra a uma diferenca abrupta geitatura, realizando medidas sucessivas de
massa. Para tal, hidrogéis de Pnipam intumescimemequilibrio a 23 °C foram colocados nas
respectivas solucdes a 45°C, temperatura acim&& Le o comportamento estudado. A perda

de agua foi determinada a partir da Equacao 19esoftados apresentados na Figura 45.
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Figura 45: Cinética de desintumescimento dos hésoge Pnipam VC em a) Agua Destilada, b) SoliNGO!
0,9% e c) PBS, a 45°C.

Observa-se que uma grande quantidade de solut@didtamente liberada pelos hidrogéis
apos serem imersos em solucao a 45°C. ApGs essespm ocorre a formacdo de uma densa
camada hidrofobica nos estégios iniciais do pracelesdesintumescimento e a perda de agua
torna-se muito mais lenta até finalmente atingigailibrio (ZHANG, YANG e CHUNG, 2002).

Podemos observar que, quando imersos em agua leON&Q, a Pnipam VC1 apresenta
resposta mais rapida que a Pnipam VC2, que pareajaesponde mais rapidamente que a Pnipam
VC3. Em agua, o hidrogel Pnipam VC1 perde cerc80¥% de agua nos primeiros 10 minutos,
enguanto que a Pnipam VC2 e a Pnipam VC3 perdes23%, respectivamente. Quando imersos
em solucédo NaCl 0,9% a perda de solucdo € maismeidatingindo maiores percentuais, sendo
gue ja nos primeiros 10 minutos ocorre perda meéeliad5% para os hidrogéis.

Para os hidrogéis em solucao de PBS, verificaiseadPnipam VC2 possui resposta mais
rapida que a Pnipam VC3, que por sua vez, resporie rapidamente que a Pnipam VC1. O
processo de desintumescimento é mais lento quarideaclos em PBS, sendo que nos primeiros
10 minutos perde-se cerca de 11, 55 e 22% de sobaga a Pnipam VC1, Pnipam VC2 e Pnipam
VC3, respectivamente.

Em todos os hidrogéis apos atingir o equilibriiguan percentual de solugdo ainda

permanece na estrutura, valores estes apresem@adabela 18.
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Tabela 18: Percentual de solucao residual nos dgisae Pnipam VC.
Perda de agua (%)
Pnipam VC1 Pnipam VC2 Pnipam VC3

Agua Destilada 50 58 73
Solucdo NaCl 0,9% 13 15 20
PBS 80 71 34

A razdo de contracdo, ou desintumescimento, éamdnieno controlado pela difuséo e
depende da morfologia dos hidrogéis, estando meladio com a morfologia interna dos hidrogéis
(VARGHESE, ISMAIL, et al, 2008). O processo de desintumescimento é asswoido sendo
uma cinética de primeira ordem, sendo expressa peleacdo 18. Similar ao processo de
intumescimento, o grafico de In[(Mess) / (Me23-Mess)] em fungéo do tempo fornece os valores

da constante de desintumescimengafresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Constantes de Desintumescimento ohgal@sos hidrogéis de Pnipam VC, a 45°C.

Ka (107 R?
Agua Destilada Pnipam VC1 5,94 + 0,04 0,9932
Pnipam VC2 20,84 £ 0,07 0,9994
Pnipam VC3 32,21+0,43 0,9954
Solucao NacCl 0,9% Pnipam VC1 21,48 + 0,04 0,9997
Pnipam VC2 28,14 + 0,27 0,9961
Pnipam VC3 78,47 £1,34 0,9952
PBS Pnipam VC1 2,88 £0,03 0,9925
Pnipam VC2 28,64 £0,12 0,9994
Pnipam VC3 12,27 +£0,13 0,9925

Observa-se que os valores da constante de desstimento sGo muito maiores que na
cinética de intumescimento. Quando colocados emgcdol a 45°C, temperatura superior a
temperatura de transi¢céo de fases, 0 processbatag¢éio do solvente da estrutura mostra-se mais
rapido que o processo de intumescimento.

Os valores da constante de desintumescimegtmdstra quao rapido o material responde
ao estimulo da temperatura. Como visto anteriorenatreivés das curvas de perda de agua em
funcdo do tempo, observa-se que o valor gaufnenta de Pnipam VC1 para Pnipam VC2 e para
Pnipam VC3 quando as amostras intumescidas sdoaclale em agua e em NaCl 0,9 %. Ainda

com relacdo a estas solucdes, € possivel verifieaos valores degdpara os hidrogéis em solucao



114

NaCl 0,9 % s&o maiores que em agua, reafirmandtale que a perda de agua em solucdo NacCl
0,9 % é mais rapida que em agua, atingindo majmeesentuais. Com relacdo as amostras em
solucédo PBS podemos ver quesgéra a Pnipam VC2 é maior que para a Pnipam V@8resua

vez, que para a Pnipam VC1, conforme visto nasasutie perda de agua em funcéo do tempo.

5.1.7 - ENSAIOS REOLOGICOS

A andlise do comportamento reoldgico de hidrogéisl principalmente na caracterizagéo
de sistemas injetaveis. Em geral, os estudos degiasao feitos para a anélise da formacéao de
um gel, resultado da transformagéo de um liquidgehgsol-gel), sendo monitorado o processo
de gelificacdo (MOREIRA, 2014). Neste trabalho, mn&amos solucdes liquidas para a analise,
mas hidrogéis de Pnipam ja reticulados durantetasss dos mesmos, o que dificulta a analise. Os
hidrogéis utilizados nas analises foram intumescelm dgua até atingirem o equilibrio e nesse
processo o formato das amostras foi irregular, selegigual para diferentes amostras. Isso pode
levar também a diferentes resultados. Além dissdemos observar a presenca de bolhas de ar
nas amostras, o que também interfere nos resultados

A componente G’, denominada médulo de armazenamamtmodulo elastico, € uma
medida da energia de deformacao elastica reversivglianto que a componente G”, chamada de
mddulo viscoso ou modulo de perda, representa uedida da energia irreversivel dissipada
durante o fluxo (MAGALHAES, 2009).

A fim de avaliar as propriedades viscoelasticastddrogéis foram realizados ensaios para
obter a regido viscoelastica linear dos hidrogrisseja, a regido em que G’ e G” independem da
tensdo aplicada. A Figura 46 apresenta os valer€s d G” em fungao da tensao de cisalhamento
aplicada para os hidrogéis de Pnipam VC, obtid@9°&€. Podemos identificar uma regido de

viscoelasticidade linear para tensdes abaixo deal0
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Figura 46: Variagdo do modulo elastico G' e de @& em funcdo da tensdo de cisalhamento aplicada qs
hidrogéis de Pnipam VC,a20°C,a10rdd s

Para estudar o efeito da temperatura nas propkesdascoelasticas dos hidrogéis foram
realizados experimentos de varredura de temperabarstendo constantes a frequéncia e a tenséo.
A evolucédo dos modulos elastico G’ e de perda Gaémmpanhada em funcdo do aquecimento
dos hidrogéis de 20 a 40°C. A Figura 47 apresestolhicdo dos modulos G’ e G” em func¢éo do

aguecimento para os hidrogéis de Pnipam VC.
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Figura 47: Variacdo do modulo elastico G’ e de pg&d em funcéo da temperatura para os hidrogénigam VC,
deformagéo de 0,01.

Os valores dos modulos eléstico, G’ e dos modigogerda, G” obtidos para os hidrogéis
de Pnipam VC, a 20, 37 e 40 °C séo apresentadbabsa 20.

Tabela 20: Valores dos mddulos elastico G’ e dd&” obtidos para os hidrogéis de Pnipam VC &2& 40 °C.

Temperatura (°C) 20 37 40
G’ G” G’ G” G’ G”
Pnipam VC1 2223 46 1381 79 1583 130
Pnipam VC2 1536 39 2040 208 2052 213
Pnipam VC3 1275 41 699 105 801 174

Observa-se que para todos os hidrogéis o val@ @éemuito maior que o valor de G”, ou
seja, 0 comportamento elastico predomina sobrempaedamento viscoso, refletindo a existéncia
de uma rede tridimensional elastica (GARCIA_ASTRAMHEN, et al, 2015). Quanto maior o
valor de G’ maior o caréater solido do gel e as de&gdes serdo elasticas ou recuperaveis. A
reticulacao restringe mecanicamente a mobilidaderddéculas poliméricas, aumentando o valor
do moédulo de armazenamento e reduz o defasamestimeldstico entre a tensdo e a deformacéao
(DINU, SCHWARTZ, et al, 2012). Um hidrogel consistindo de uma rede pdiicaé
tridimensional em um solvente imobilizado dentrossde rede representam um material
viscoelastico (MAGALHAES, 2009).
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Teoricamente, espera-se que o valor do médult@&imente com a temperatura, devido
a ocorréncia da transi¢do de fases. Porém, estgoctamento somente se observa para a Pnipam
VC2 (MAGALHAES, 2009). Para os hidrogéis Pnipam VE€Pnipam VC3 observa-se reducio
no valor do modulo elastico G’, que pode estar@ado a ocorréncia de sinerese. Esse fendmeno
€ descrito como sendo a liberacdo de agua pelatwgstr Durante o processo de aquecimento,
ocorre rearranjo da estrutura tridimensional ddsdgjéis, com a contracéo da rede e diminuicédo
do tamanho dos poros presentes, 0 que leva a érctless &gua presente, que se move para a
superficie. Como este fenémeno ocorre simultanegnasmmedidas reoldgicas, ocorre redugdo na
area de contato entre o hidrogel e a placa, o gde afetar consideravelmente os valores de G’ e
G” (GUERREIRO, 2007). A sinerese € um fendbmeno coraas hidrogéis de Pnipam reticulados
quimicamente (GAN, GUAN e ZHANG, 2010). Além dissbserva-se que a amostra deforma-se
ao ser comprimida pela placa do redmetro, perdeswdo integridade, formando pequenos
aglomerados. Puleo e colaboradores observaram &mreemelhante quando submeteram

amostras de Pnipam aos testes de compresséao,roergode ser visualizado na Figura 48.

ol

Figura 48: Imagem representativa da deformacéadadsgfelo hidrogel quando aplicada forca de compiess

Na Figura 49 é apresentado grafico da viscosidadénidrogéis intumescidos em agua em
funcdo da temperatura. De modo geral, observa-sa giscosidade aumenta conforme aumento
da temperatura, de forma mais evidente para osdedy Pnipam VC2 e Pnipam VC3.. Este fato
pode estar relacionado a diminuicdo ou desaparatimde ligacbes intermoleculares de
hidrogénio entre a Pnipam e a &agua, levando a melissolucdo em agua e as interacfes
hidrofébicas entre os grupos isopropil da Pnipame gonforme aumento da temperatura
promovem a agregacao intermolecular das cadeiBsigam. A formacao desses agregados leva

as redes fisicas, resultando em alta viscosidadec®mportamento de espessamento da solugéo
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com a temperatura, chamado de comportamehgrhothickening Comportamento semelhante
foi encontrado por Bruna Lima para blendas formautas50% de Pnipam e por 50% de CMC
(carboximetilcelulose) (BOKIAS, MYLONAS e STAIKOZ001), (DE LIMA, 2014). Zhang e
colaboradores encontraram comportaméimomothickeningpara solugdes formadas por Pnipam
e um copolimero de acrilamida hidrofobicamente ficatio (HMPAM) (ZHANG, DUAN, et al,
2009).
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Figura 49: Viscosidade em funcéo da temperatuidabpara os hidrogéis de Pnipam VC.

5.1.8 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV

As imagens de microscopia eletrbnica de varrediasa hidrogéis de Pnipam VC séo
apresentadas nas Figuras 50-52. Devemos obserasgmagens foram feitas em amostras secas
em estufa. Para visualizar a morfologia da estayparosa seria necessario o intumescimento do
hidrogel seguido de congelamento e liofilizaca@apare a estrutura porosa fosse mantida.

A superficie da Pnipam VC1, visualizada na Figiaapresenta diferentes morfologias.

Em sua maior parte, a Pnipam VC1 mostra superiigesa, propriedade de materiais reticulados,
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com particulas aglomeradas, de formato e tamanéguiares. Também pode ser observada uma
regido de superficies lisa e compacta.

20 pm* EHT = 15.00 kY Mag= 100K X .
WD = 9.0mm Signal A = SE1

Figura 50: Micrografia MEV do hidrogel Pnipam VC1.

A micrografia MEV da Pnipam VC2, Figura 51, revelee o hidrogel apresenta rugosidade
caracteristica de polimeros reticulados, tendast irregular com microporos, irregularmente
distribuidos. A micrografia mostra alguns aglomesada superficie, com tamanhos e formatos
irregulares. Nota-se que, em comparagdo a Pnipafn ¥®nipam VC2 mostra uma superficie
mais homogénea e mais compacta.
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Figura 51: Micrografia MEV do hidrogel Pnipam VC2.

A Figura 52 apresenta a a micrografia MEV da PnipdD3. A Pnipam VC3 apresenta
superficie lisa, compacta e sem poros aparentesupgrficie apresenta, ainda, placas finas
aderidas, semelhante a fissuras, frestas, em camaattatificadas. Em comparagéo a Pnipam VC1
e Pnipam VC2 observa-se que a Pnipam VC3 tem nogiitblcom diferencas significativas. A
morfologia compacta encontrada pode explicar asosaralores de intumescimento encontrados
para a Pnipam VC3.
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Figura 52: Micrografia MEV do hidrogel Pnipam VC3.
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5.2 — SULFATO DE CONDROITINA E COMPLEXO SC-
NPsAg.

5.2.1 - ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV-Vis)

A sintese do complexo SC-NPsAg foi realizada &rpda reducéo de ions Ag+ em meio
aquoso utilizando o SC como agente redutor e digtaite. As moléculas do SC sdo adsorvidas
na superficie das NPsAg, formando um complexo SEAUPO crescimento das nanoparticulas é
um processo autocatalitico e 0 mecanismo inclus @aissos principais: a primeira uma lenta
nucleacdo e segundo um répido crescimento da ftipefEsses passos podem ser resumidos

segundo Equacdes 26 e 27 abaixo, onde o SC, ageuter e estabilizador, foi omitido:
kq
nAg* - (A4g°n (26)

k
(Ag°)n + Ag* - nAg' = (4g°)nsi 27)

O passo 1 € a nucleacdo e ocorre homogeneamergel@gdo e envolve a reducdo das
espécies Aga atomos de Ay seguida pela sua agregacdo ao tamanho de niittieo, AdP)n.
Com o surgimento do ndcleo, ocorre uma rapida @sagtocatalitica, passo 2, na superficie das
particulas em crescimento, limitando essa razdo aescimento (TATARCHUK,
SERGIEVSKAYA, et al, 2013).

A evolugcdo gradual de formacdo das nanoparticdéagprata foi monitorada usando
espectroscopia de UV-Vis, uma vez que a banda plisa de superficie € diretamente
dependente da geometria, da concentracdo e didbuiiio do tamanho das nanoparticulas. A
Figura 53 mostra o espectro de absorcao UV-Visidaseparticulas de prata em diferentes tempos

de reacao.
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Figura 53: Espectros de absorcdo no UV-Vis de NRikgnte o processo de formacao.

O pico de ressonéancia de plasmon de superficeteaistico, inicialmente em torno de 440
nm, foi obtido, confirmando a formacédo das nandpads de prata. Uma variacdo gradual da cor
de amarelo claro a amarronzado foi observado dei@mnéacéo, fato relacionado a excitacdo da
banda plasmdnica (Figura 54). Inicialmente, o pidximo de absorcdo da banda plasmoénica de
superficie das nanoparticulas foi observado emm#dlGendo posteriormente deslocado a maiores
comprimentos de onda conforme aumento do tempealgio, chegando a 452 nm para o tempo
de 71 h de reacéo.
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a) b)
Figura 54: Variagéo da cor observada durante adofim das NPsAg; a) 10 min b) 300 min.

De acordo com a literatura, um aumento no tamaakld\iPs resulta em um deslocamento
da banda plasménica para regides de maior compianderonda. De acordo com a teoria de Mie,
apenas uma Unica banda plasménica é esperadasuiresie absorcao de NPs esféricas, enquanto
NPs anisotropicas podem originar duas ou mais Bardégpendendo do formato (ANTUNES,
DAL'ACQUA, et al, 2013).

Maior largura dos picos indica agregacao de pdasc o que pode ser observado conforme
aumento do tempo de reagdo, sendo também obsemaido valor da intensidade do pico de
absorbéancia, o que esta relacionado a maior qaaetide NPsAg formadas (MATSUSHITA,
INABA, et al, 2012).

O parametro de largura a meia altura, FWHNFul Width at Half Maximumé um
parametro que pode fornecer informacdes sobre w dgalispersdo das NPsAg. A FWHM é a
medida da largura da banda onde a absorbanciaaégjaivnetade da absor¢cdo maxima, indicando
o grau de dispersdo do tamanho de nanoparticulagja, quanto menor a FWHM, mais estreito
€ 0 pico de absorcdo, e consequentemente, magasta distribuicdo de tamanho das particulas,
obtendo-se particulas mais uniformes (DE SA, BOLZANIACHADO, 2014). Observa-se que,
com o decorrer da reagdo, as NPsAg apresentand@iglasmon, SPR, em maiores comprimentos
de onda e com maiores valores de absorbanciaaimtticque os tamanhos das particulas tornam-

se cada vez maiores, com polidispersdo média derh40
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Espectros de UV-Vis foram realizados apés a fnfesrvas ndo apresentadas) e nao

mostraram nenhum sinal de agregacdo, indicandagjnanoparticulas de prata reduzidas por SC

permanecem estaveis.
Realizamos o estudo cinético de formacao das NRsAgstagios iniciais do processo, ou

seja, na etapa de nucleacdo. A Figura 55 apresergbacao entre a absorbancia referente ao

comprimento de onda maximo e o tempo de reac&deatéo.com destaque para 0s tempos iniciais
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Figura 55: Cinética de sintese do complexo SC-NPs#g destaque para os tempos iniciais de reacao.

A cinética de formacdo de NPsAg pode ser definigartir da reacaaig® + 1e = Ag°,

a partir da qual obtemos:

__d[Ag™] _

+
20 = klAg*)

(28)

Resolvendo a integral da equacéao acima, Equag&d@8ndo em consideracao a Equacéao

27, temos que:
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[Ag™]e _
In AgTl. kt

(29)

onde [Ad]: e [Ad] o referem-se as concentracdes de ion$ Ag tempo t e no inicio do
experimento, respectivamente; k é a constante ldeisade e t o tempo da reacdo. Considerando

gue a concentracdo de ions Ag no tempo:

[Ag*]: = [Ag*]o — [A9°], (30)

onde [Ad] é a concentracdo de NPsAg formadas no tempoyéstrda lei de Lambert-Beer,

podemos estudar a cinética de sintese das NPsAg.

_ [4g°1ty _
In (1 [Ag+]0) = kt (31)

Assim, a curva obtida através da Equacao 31 materopos iniciais de reacdo, grafico
inserido na Figura 55, fornece os valores da caotestde velocidade da reacéo, obedecendo a uma
cinética de primeira ordem. O valor da constantgedecidade k obtido foi de 0,0259 riie o
coeficiente de regresséo lineafi de 0,9808 para a cinética de formacédo daspaatioulas de

prata.

5.2.2 - ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER - FTIR

A Figura 56 apresenta o espectro FTIR do sulfateahdroitina (SC). O espectro FTIR
mostra uma banda larga em cerca de 3305 m@ferente a vibracdo de estiramento dos grupos
-OH e -NH, no qual o estiramento do grupo -OH spiieese ao estiramento do grupo N-H. O SC

possui bandas caracteristicas em 1656, ogerada pelo grupo Amida I, banda em 848'cm
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correspondente a vibracédo da ligacdo C-O-S, bamdb285 cm, correspondente ao estiramento
assimétrico do grupo S=0, e banda de vibracdo e &' atribuida ao estiramento simétrico
do grupo S=0. As bandas em cerca de 1076 eni418 cm sdo atribuidas a vibracdo de
estiramento da ligacdo C-O. O pico em 1376 émeferente ao acoplamento entre os grupos OH.
O forte pico de absorcdo em cerca de 1010 émtribuido aos grupos C-OH (POTTER, KIDDER,
et al, 2001) (NETO, RIBEIRO e ZUCOLOTTO, 2008) (FERNANBE2009) (CRISPIM, PIAl,

et al, 2012) (RIBEIRO, BARBAGLIOgt al, 2012) (HO, BREMMELL gt al, 2015).
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Figura 56: Espectro FTIR do farmaco Sulfato de Coitida.

A presenca e interacdo das nanoparticulas defpraanfirmada através de deslocamentos
nas bandas do SC ap0s a sintese verde. O espé&tiRadé complexo SC-NPsAg, Figura 57,
mostra deslocamentos da banda referente a Amidga 1682 cmt para 1638 crmy da banda
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atribuida ao estiramento assimétrico da ligacapd®Q235 cnt para 1242 cm. Além disso, as
bandas atribuidas a vibracédo de estiramento eameplto do grupo hidroxila OH em 2924-ten
1370 cmt, sdo deslocadas para 2927t 1363 cmi, respectivamente. Também é possivel
observar que a intensidade das bandas diminui comaacao do complexo, fato associado a
menor refletancia (SINGH e RAWAT, 2016). Essasrdifigas indicam que se estabelece uma forte
interacdo quimica entre o atomo de prata e o attemaxigénio dos grupos sulfato e dos grupos
carboxila presentes no SC. Dessa forma, as mogadaSC sado fortemente adsorvidas na
superficie das particulas de prata, evitando anagglacdo das mesmas (CHENG, HUNGAl,
2014). Esses resultados confirmam ainda que o&(amo agente estabilizador, desempenhando
um importante papel na formacgéo e crescimento aagparticulas de prata.
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Figura 57: Espectro FTIR comparativo entre o0 SQeroplexo SC-NPsAg formado.
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5.2.3 - ANALISE TERMICA

5.2.3.1 - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A estabilidade térmica do sulfato de condroitifaC) foi estudada por analise

termogravimétrica -TGA. As curvas termogravimésiestdo apresentadas na Figura 58.
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Figura 58: Curva termogravimétrica TG do SulfatadCdmdroitina.

Os dados termogravimeétricos obtidos a partir dagas TG para o sulfato de condroitina
estdo apresentados na Tabela 21TT e Tz correspondem as faixas de temperatura, em °C e P

P> e B indicam as perdas percentuais de massa dos esta@le 3, respectivamente.

Tabela 21: Dados termogravimétricos do sulfatoaeitina.

Amostra Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Massa
T1 P T P> T3 P;  residual (%)
Sulfato de Condroitina 0-160 6,9 230-590 88,5 590-800 0,3 3,5
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Observam-se trés principais etapas de perda deanpasa o sulfato de condroitina. Na
primeira etapa, compreendida entre as temperaannbgente e 160 °C, ocorre perda de massa de
cerca de 6,9%, correspondendo a perda da aguafaegsto que o SC possui grupos —C@O
—0OSQ que sao altamente hidrofilicos e podem interagtefnente com moléculas de agua. O SC
se mantém estavel até 240 °C, quando se iniciaaepso de decomposicao térmica, o Estagio 2.
Segundo Zohuriaan e Shokrolahi os polissacarideiomin seu estagio de decomposicdo em
temperaturas a partir de 200 °C, assim como obderyzara o SC (ZOHURIAAN e
SHOKROLAHI, 2004).
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Figura 59: Curva DTG obtida para o sulfato de coititha.

O estéagio 2, entre 240 e 590 °C corresponde arrparda de massa, cerca de 88,5% da
massa inicial. O intervalo de degradacédo do S &#6 e 305 °C corresponde a uma perda de
massa de 14,3% (WANG, SHEN e LU, 2003) (PIAI, 200&RDIM, 2013). Entre 305 e 470°C
ocorre a maior perda de massa do estagio 2, senckych de 58,8%. Na curva de termogravimetria
derivada DTG, apresentada na Figura 59, € possidgelrvar o principal pico de perda de massa
em 340 °C, valor préximo a temperatura de 352 &inconsiderado a temperatura de degradacgao
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do SC (CHANG, 2008) (JO, KIM e NOH, 2012). Ja neimalo de temperaturas, entre 470 e 590
°C, ocorre perda de massa de 15,4%.

Entre 490 e 800 °C, ocorre perda de 0,3% da massal. A 800 °C temos uma massa
residual de 3,5%, provavelmente devido a formagfeesiduos sulfatados.

A curva TGA do complexo SC-NPsAg é apresentadaFimura 60 e os dados
termogravimétricos obtidos a partir das curvas pesentados na Tabela 22.
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Figura 60: Curva termogravimétrica TG do complefbNPsAg.

Podemos observar que o complexo SC-NPsAg possuptitcipais estagios de perda de
massa. Na primeira etapa, compreendida entre getataras ambiente e 210 °C, ocorre perda de
massa de cerca de 6,9%, correspondendo a perdgudgéesente no complexo. A curva TGA
mostra que o0 complexo inicia a degradacédo em 21® é€le estagio se estende até cerca de 500
°C, correspondendo a faixa de temperatura ondeeeomaior degradacao do complexo, com
perda de 87,2% da massa inicial.
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Tabela 22: Dados termogravimétricos do complexd\NEGAg.

Amostra Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Massa
T P T2 P, T3 Ps residual (%)
SC-NPsAg 0-210 6,9 210-500 87,2 500-800 0,1 5,8

O segundo estagio pode ser subdividido em tréadaile temperatura, onde ocorrem
diferentes picos de perda de massa evidenciadasumwa DTG, apresentada na Figura 61,
possivelmente causadas pela interacdo entre a&déaCondroitina e as nanoparticulas de prata
obtidas (LEMOS, GALLARRETAgt al, 2015). Entre 210 e 300 °C temos perda de massa de
16,5%. A segunda subdivisédo, entre 300 e 400 °Gup@sco de perda de massa evidenciado em
333 °C, e corresponde a uma perda de massa de .48,%8fceira subdivisdo compreende o
intervalo de temperatura entre 400 e 500 °C, canfgpe massa de 29,8%, com pico mais evidente
em 463 °C. Entre 500 e 800 °C, ndo ocorre maisadegéo, sendo a perda de massa de apenas

0,1%. A 800°C temos uma massa residual de 5,8%.
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Figura 61: Curva DTG obtida para o complexo SC-NPsA
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Curvas TGA semelhantes foram encontradas par&sad\sintetizadas atraves de extrato
de folhas de Ricinus communis. Para tais NpsAdaiamla degradacéo ocorre em torno de 220°C
(MANI, DHANASINGH, et al, 2013).

Ao compararmos as curvas TGA para o SC e paranpleao SC-NPsAg observa-se que
elas sdo muito semelhantes, com faixas e picosgladiacao muito parecidos. Observa-se, porém,
gue a estabilidade térmica do complexo SC-NPsAgstodada a menores temperaturas quando
comparado ao SC puro. O SC termina sua degradat&erea de 590 °C, enquanto o SC-NPsAg
a temperatura é de 500 °C. Os resultados poderefseentes a ligacdo quimica formada entre o
oxigénio de grupos sulfato e grupos carbonila deeS6 atomos de prata, como evidenciado por
FTIR (KOH, KIM, et al, 2008) (CHENG, HUNGgt al, 2014). Observa-se também que a massa
residual do SC-NPsAg ¢é de 5,8% e do SC puro €586,3) que sugere que o complexo SC-NPsAg
apresenta 2,3 % de NPsAg (VIVEKANANDHAN, CHRISTENSEet al, 2012)(HU e HSIEH,
2015).

5.2.3.2 — CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL - D SC

A Figura 62 apresenta a andlise térmica por DSfameaco Sulfato de Condroitina (SC).
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Figura 62: Curvas DSC do farmaco Sulfato de Cotideo{SC).
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Um pequeno pico exotérmico a 118 °C esta relacmaaplerda de agua adsorvida no SC
(KAUR, RANA, et al, 2009) (TADROS e FAHMY, 2014). O pico que aparagartir de 236 °C
no termograma de DSC do Sulfato de Condroitinactariaa uma transi¢cdo exotérmica, atribuida
a degradacao do polissacarideo, em conformidadeaciemperatura de degradacdo apresentada
na anélise por TGA (PIAIl, 2008) (FAJARDO, SILV#t al, 2012).

A Figura 63 apresenta a curva DSC obtida para gl SC-NPsAg.
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Figura 63: Curvas DSC do complexo formado SC-NPsAg.

Um largo pico endotérmico em 216°C é atribuidoegrddacdo do SC presente no
complexo, conforme visto anteriormente por analise$GA e DSC. A partir desta temperatura o
complexo SC-NPsAg é convertido em nanoparticula&gjgerdendo a massa de polissacarideo
(KUMAR e RANI, 2013).
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5.2.4 - DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULAS

A Figura 64 ilustra a distribuicdo de tamanho deipula por espalhamento de luz.
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Figura 64: Distribuicdo do tamanho de particulasaoplexo SC-NPsAg.

As curvas de distribuicdo de tamanho de partiabitidas pela técnica de espalhamento de
luz mostraram que o complexo SC-NPsAg apresentdicpias de prata com grande disperséo de
tamanhos, desde tamanhos nanométricos, 105 nmmanhas micrométricos. Os resultados
obtidos indicaram que 22% das particulas estdoseala@nanométrica, variando de 30 nm a 140
nm. O valor é comparavel ao valor do FWHM obtidoatite a sintese, que indica o grau de
polidispersédo do tamanho de particulas, tendo érsmbmum valor de 140nm.

A alta energia de superficie e a alta concentrdeg8manoparticulas podem ter favorecido
a sua aglomeracéo, o que gera aglomerados dentéfermmanhos (PONTES e THIRE, 2011).
Essa aglomeracdo € uma tendéncia natural das mdoojaas para reduzir a alta energia livre de
superficie (MACHADO, 2012).
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5.2.5 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Figura 65 apresenta as micrografias eletroniteagarredura do sulfato de condroitina

puro. Podemos observar que a amostra possui mgiddieterogénea.

100 prn® EHT = 15 00 kW Mag = 300X
| _ _
WD = 95mm Signal A =SE1

Figura 65: Micrografia MEV do Sulfato de Condroéin

As imagens do complexo SC-NPsAg foram obtidas porascopia eletronica de varredura
e sdo mostradas nas Figura 66. O complexo forn@@senta morfologia totalmente diferente do
SC puro, visto na Figura 65. Observa-se que o aaxodiormado apresenta-se como flocos, em

finas placas, compactas e mais homogéneas, comtiasaregulares.
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100 pm* EHT = 15.00 k¥ hMag= 300X
N _ _
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Figura 66: Micrografia MEV do complexo SC-NPsAg

A Figura 67 apresenta a micrografia para o SC-NPagora com ampliacdo de 3000X. E
possivel observar que a superficie das placas ipegsuwéncia escamosa, com ondulacdes
irregulares por toda a superficie, de coloracae iclara.
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10 pm* EHT = 15.00 k¥ hag= 300K X
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Figura 67: Micrografia MEV do complexo SC-NPsAgntampliacdo de 3000X.

Para confirmar a presenca de nanoparticulas da psamatriz polimérica foi realizada
Espectroscopia de energia dispersiva de raios-XOX Bu EDS - Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy associada a microscopia eletrénica. Na analis&@8 é usado um material
semicondutor para detectar os raios-X e um analisadlticanal, que converte a energia de raios-
X em uma contagem eletronica, resultando em uncespgue representa a analise quimica da
amostra.

A Figura 68 mostra a micrografia MEV e corresparideandlise por EDX, referente ao
complexo SC-NPsAg. Podemos observar a presengaidego longo de toda estrutura da amostra,
representada por pontos verdes. Essas particudaf®naéin observadas por MEV, sugerindo que

as particulas estdo em escala muito pequena (n&maNEOSs espectros mostraram sinais de
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carbono (C), oxigénio (O), nitrogénio (N) e enxdf8, provenientes do SC, além da Ag que esta

presente no complexo.

BSD MAG: 5000 x HV:15.0 kV. WD: 9.1 mm

BSDRUNIFEI]
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Figura 68: Mapeamento MEV-EDS de Ag depositadaupaigicie do complexo SC-NPsAg.
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Figura 69: Espectro de EDS do complexo SC-NPsAg

A analise por EDS, Figura 69, mostra um pico aj@mobptica em aproximadamente 3 keV
0 qual é tipico de absorcdo de nanocristais de pnatalica, podendo assim concluir que os ions
prata sdo reduzidos a prata elementar, confirmaaém a eficacia do método de reducédo
utilizado (HIREMATH, RATHOD, et al, 2014), (SANA, BADINENI,et al, 2015), (SINGH e
RAWAT, 2016).
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5.3 — FORMULACOES PNIPAM VC-SC-NPsAg.

5.3.1 - ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER - FTIR.

Uma solucdo aquosa do complexo SC-NPsAg foi peejsare utilizada para
intumescimento dos hidrogéis de Pnipam. Apds 48lansostras foram liofilizadas, formando-se
assim a formulagdo Pnipam — SC-NPsAg. A Figurapf@senta o espectro FTIR da formulacdo
Pnipam VC1-SC-NPsAg, confirmando a insercdo do ¢exapSC-NPsAg na matriz polimérica,

uma vez que sado observadas regibes de absorcatedstacas do complexo SC-NPsAg e da
Pnipam VC1.

Pnipam VC1

SC-NPsAg

Pnipam VC1-SC-NPsAg

Transmitancia (%)

T T T T
2000 1500 1000

NUmero de onda (cf

Figura 70: Espectro FTIR-ATR comparativo entre g&m VC, o complexo SC-NPsAg e a formulacao firapBm
VC-SC-NPsAg.
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Observa-se que as principais bandas caractesisiicBnipam sdo mantidas, porém sofrem
pequenos deslocamentos quando o complexo SC-NPsiageédo. O pico em 1628 chn
relacionado a deformacéao axial da vibracdo AmiqhldH) é deslocado para 1638 €nw pico em
1538 cm', que representa a deformacdo axial angular caistate do grupo Amida | (N-H) e o
pico em 1459 crireferente ao estiramento do carbornt(§pt) sdo deslocados para 1532 e 1455
cnt?, respectivamente. A presenca do complexo SC-Nsfagtemente evidenciada pela regido
de absorcdo entre 650 e 1100'cMNovas bandas em 847 2morrespondente a ligacdo C-O-S e
o forte pico em cerca de 1003 ¢natribuida aos agucares presentes no Sulfato ddr@itina
(SC) ficam mais evidentes na formulagdo Pnipam BCINPsSAg.

A Figura 71 apresenta o espectro dos demais ladretetizados via voltametria ciclica,
em que podemos observar que as bandas de abséc;@guais as visualizadas na Figura 70,
demonstrando assim a mesma estrutura quimica.
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Figura 71: Espectro FTIR-ATR das formulacdes PnipER2-SC-NPsAg e Pnipam VC3-SC-NPsAg.
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5.3.2 - ANALISE TERMICA

5.3.2.1 - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A estabilidade térmica das formulagfes Pnipam BCINPsAg, Pnipam VC2-SC-NPsAg
e Pnipam VC3-SC-NPsAg foram estudadas por analtses curvas termogravimétricas,

apresentadas na Figura 72.
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Figura 72: Curvas termogravimétricas TG das forigfida Pnipam VC-SC-NPsAg.

Os dados termogravimétricos obtidos a partir dasas TG para as formulagdes finais
Pnipam VC1-SC-NPsAg, Pnipam VC2-SC-NPsAg e Pnip@8-8C-NPsAg, estdo apresentados
na Tabela 23. 1 T> e Tz correspondem as faixas de temperatura, em °C® B P indicam as

perdas percentuais de massa dos estagios 1,r2gp8¢ctivamente.
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Tabela 23: Dados termogravimétricos das formulafias Pnipam VC-SC-NPsAg.

Amostra Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Massa
T1 P1 T2 P> T3 Ps residual
(%)
Pnipam VC1-SC-NPsAg 6,9 88,8 0,5 2,6
Pnipam VC2-SC-NPsAg 20-120 5,1  220-700 90,6 700-800 0,8 2,3
Pnipam VC3-SC-NPsAg 51 90,9 0,7 2,1

Podemos identificar trés principais etapas degdedmassa para as formulagcbes Pnipam
VC-SC-NPsAg. O primeiro estagio de perda de mamsae 20 °C e 120 °C, esté relacionado a
perda da agua fisicamente adsorvida a formulacésteNestagio ocorre perda de 6,9, 5,1 e 5,1%
da massa inicial para as formulagdes Pnipam VCNBEAg, Pnipam VC2-SC-NPsAg e Pnipam
VC3-SC-NPsAg, respectivamente. Ocorre uma edtialoié até cerca de 220 °C, com perda de
massa de apenas 1,2% para todas as formulagdeslogerstao se inicia o processo principal de
decomposicao térmica das formulacdes.

A segunda etapa, correspondendo a maior perdassancerca de 88,8% da massa inicial,
compreende o intervalo de temperatura de 220 GDA&C, com diferentes picos de perda de massa
evidenciados nas curvas DTG, Figura 73, sugeriifdcetites picos de degradacao, conforme pode
ser visto na Tabela 24. Observa-se a perda de reas$aixas de temperatura correspondentes a
temperatura de decomposicédo dos componentes daslégdes obtidas.

Entre 700 e 800 °C quase nao ocorre perda de ns&sgi) que a 800 °C temos uma massa
residual de 2,6, 2,3 e 2,1% para a Pnipam VC1-S€AgPPnipam VC2-SC-NPsAg e Pnipam
VC3-SC-NPsAg, respectivamente.

Tabela 24: Temperatura de degradagao das formusldig@es.
Td, Td> Tds Tda
Pnipam VC1-SC-NPsAg 329 382 417 590
Pnipam VC2-SC-NPsAg 331 370 425 600
Pnipam VC3-SC-NPsAg 329 360 426 606
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Figura 73: Curvas DTG obtidas para as formulac@gsa VC-SC-NPsAg.

Quando comparamos as curvas termogravimétricasfatasilacées Pnipam VC-SC-
NPsAg com aquelas da matriz polimérica Pnipam VE€ebla-se que a instabilidade da matriz
polimérica aumenta com a incorporacdo do comple€eN8sAg. A degradacdo da cadeia
polimérica inicia-se a temperaturas mais baixag, 41, 425 °C e 426 °C para as formulacfes
Pnipam VC1-SC-NPsAg, Pnipam VC2-SC-NPsAg e PnipdD3-3C-NPsAg, respectivamente,
em comparag¢do com o hidrogel, de 432 °C, 428 °€8e°@ para a Pnipam VC1, Pnipam VC2 e
Pnipam VC3, respectivamente.

A presenca do complexo SC-NPsAg acelera a degiadicmatriz polimérica da Pnipam,
gue na auséncia do complexo forma compostos estqueipermanecem como residuo a 800 °C.
A Figura 69 mostra que a cadeia do polimero é degequase em sua totalidade, obtendo-se

percentual de residuo baixo, de 2 % a uma tempardéu800 °C.
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5.3.2.2 — CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL - D SC

A Figura 74 apresenta a curva DSC das formulaB@gsam VC1-SC-NPsAg, Pnipam
VC2-SC-NPsAg e Pnipam VC3-SC-NPsAg.
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Figura 74: Curvas DSC das formulagdes finais Pnip@¥5C-NPsAg.

Observa-se pelas curvas DSC que a Pnipam VC1-S@dN&zresenta Tg em 153,2 °C,
enquanto na Pnipam VC2-SC-NPsAg a Tg aparece erB 167e na Pnipam VC3-SC-NPsAg a
transicdo vitrea é evidenciada em 160,7 °C. A pm@cdo do complexo SC-NPsAg a matriz
polimérica torna as formulacdes obtidas mais rggidam menor mobilidade e assim a transicao
vitrea é atingida em valores maiores de tempergtuaado comparadas a matriz Pnipam VC pura.
O fato do complexo SC-NPsAg afetar o valor da Tiga@estra que existe uma boa dispersao do

complexo SC-NPsAg na matriz polimérica Pnipam VC.
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5.3.3 - ESTUDOS DE INTUMESCIMENTO

O estudo do perfil de intumescimento ajuda a prewemportamento dos materiais quando
em contato com fluidos bioldgicos. A hidrofilia dolimero, a estrutura da rede, grupos ionizaveis,
a presenca de farmacos ou outros componentes f@esen estrutura polimérica determinam a
guantidade de agua absorvida pelo polimero (REQGEE3). As analises de intumescimento para

as formulagbes Pnipam VC-SC-NPsAg foram realizadaagua, nas temperaturas de 23 e 37 °C.

5.3.3.1 - ESTUDO DE INTUMESCIMENTO A 23°C

A Figura 75 apresenta o grau de intumescimentgudibrio em funcéo do tempo para
as formulagcdes Pnipam VC-SC-NPsAg em agua destilada
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Figura 75: Intumescimento em func¢éo do tempo paufaranulacdes Pnipam VC-SC-NPsAg, a 23°C.

Observa-se que a curva de intumescimento apresaméder bimodal, com rapido

intumescimento inicial e posteriormente, o hidragellmesce de forma mais lenta até atingir o
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equilibrio. O grau de intumescimento no equililp@a a amostra Pnipam VC1-SC-NPsAg foi de
1725%, sendo de 1160% e 1083% para a Pnipam VCRE2g e Pnipam VC3-SC-NPsAg,
respectivamente. Verifica-se que o grau de intummesto diminui conforme o aumento da
guantidade de reticulante da matriz poliméricaéRprtemos que os valores de intumescimento
encontrado para as formulacdes aqui apresentadasesd menores que da rede polimérica de
Pnipam VC pura, conforme visto anteriormente.

Além disso, nota-se que o equilibrio é atingidosmapidamente para a Pnipam VC2-SC-
NPsAg, em cerca de 70 minutos, seguido da PnipaBtMC-NPsAg em cerca de 125 minutos e
posteriormente a Pnipam VC3-SC-NPsAg em cerca @eriibutos.

Durante o intumescimento das formulagdes o conpBX-NPsAg presente nas amostras
foram sendo liberado, o que resulta em menor massansequentemente diminui o valor de
intumescimento. Além disso, a agua destilada dac&olde intumescimento, com a liberacdo do
complexo, torna-se, na verdade, uma solugdo agqimsamplexo SC-NPsAg, o que também
interfere no intumescimento.

O teor de agua total no equilibrio € uma propdedenportante dos hidrogéis, uma vez que
a agua em sua estrutura lhe confere novas progasdernando-os materiais com potencial para
aplicagbes em areas biomédicas (GIBAS e JANIK, 20QEWC, Equacéo 2, foi calculado para
as formulagbes Pnipam VC-SC-NPsAg a 23 °C atraw@s vhlores de intumescimento

encontrados. Os valores obtidos para as formule@ieapresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Teor de 4gua total presente nas foriesaenipam VC-SC-NPsAg,a 23°C.
Teor de 4gua total % (EWC)

Pnipam VC1-SC-NPsAg 0,945
Pnipam VC2-SC-NPsAg 0,921
Pnipam VC3-SC-NPsAg 0,916

Os valores de EWC encontrados sdo maiores que/dld@d, maior que o encontrado na
maioria dos tecidos humanos, o0 que sugere que ladtegéis podem ser usados em aplicacoes
biomédicas (TASDELEN, KAYAMAN-APOHAN,et al, 2005), (CUGGINO, STRUMIA e
IGARZABAL, 2010) (DRAGAN, 2014). Pode ser obsergaglie concentracdes maiores de agente

reticulante podem aumentar a compactacao, dimiouinduantidade de espacgos existentes na
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matriz que podem ser ocupados pela dgua e dirassim quantidade total de dgua no hidrogel
(MOURA, 2005).

5.3.3.1.1 - LEI DE FICK

Aplicando-se a lei de Fick, Equacdo 6, podemogrdebar os valores da constante

difusional n e da constante k, valores apresentaadabela 26.

Tabela 26: Valores de n, k & Bbtidos pela regresséo linear do modelo de Fick as formulagdes Pnipam VC-SC-
NPsAg, a 23 °C.

n k (10%) (min') R?
Pnipam VC1-SC-NPsAg 0,66 + 0,01 12,90 + 0,08 0,9995
Pnipam VC2-SC-NPsAg 0,77 £0,01 6,52+0,11 0,9996
Pnipam VC3-SC-NPsAg 0,45 +0,01 4,75 + 0,07 0,9999

Observa-se que a Pnipam VC1-SC-NPsAg e a Pnipa@-SGNPSAg apresentaram
valores de n entre 0,45 e 1, o que denota difus@mala. Para a Pnipam VC3-SC-NPsAg temos
gue n=0,45, sendo o processo de difusdo considgradanto, Fickiano.

Com relagéo a constante k, ela denota a rapidgzad@sso de intumescimento até que o
equilibrio seja atingido. Verifica-se que o valerkdé de 12,9107 para a Pnipam VC1-SC-NPsAg

e diminui para as demais amostras.

5.3.3.1.2 - CINETICA DE 12 E 22 ORDEM

Os dados obtidos no estudo de intumescimento faratiados utilizando-se de modelos
de primeira e segunda ordem, de acordo com as &egi&ce 10.

Assumindo que o processo de intumescimento sej cinética de primeira ordem,
obtemos a constante de intumescimenjaioartir da Equacéo 8, em 23°C. A Tabela 27 aptas

os valores de Kpara cada formulagdo, assim como o coeficientegiessao linearR
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Tabela 27:Pardmetros da cinética de 12 ordem abid@ as formulages Pnipam VC-SC-NPsAg, a 23 °C.

ks (1) (min-Y) R?
Pnipam VC1-SC-NPsAg 2,36 £ 0,09 0,9985
Pnipam VC2-SC-NPsAg 8,29 £ 0,03 0,9989
Pnipam VC3-SC-NPsAg 2,88 +£0,01 0,9987

Considerando agora que o intumescimento segueimdética de segunda ordem, Equacéo
10, obtemos os parametros apresentados na Tabela 28

Tabela 28: Pardmetros da cinética de 22 ordemasbfidra as formulagées Pnipam VC-SC-NPsAg, a 23 °C

1Koo(1®) K (109 1/1.(10%) R?
Pnipam VC1 1,58 + 0,09 1,82 5,37 £ 0,03 0,9957
Pnipam VC2 0,24 +0,03 32,16 8,82 + 0,02 0,9997
Pnipam VC3 1,67 +0,08 4,98 9,13 + 0,03 0,9988

Comparando os ajustes de regressao linear doslosodie primeira e segunda ordem,
verifica-se que o intumescimento a 23 °C ajustaraes adequadamente ao Modelo de Ho ou
cinética de segunda ordem. Nesse modelo o proéessntrolado pela relaxacdo que ocorre no
sistema durante o processo de absorcéo de soldgHE caso, a velocidade de intumescimento
diminui de maneira proporcional a capacidade deaunescimento (SCHOTT, 1991)
(CREMONEZ, BENTLEY e LARA, 2013).

5.3.3.2 - INTUMESCIMENTO A 37°C

Os perfis de intumescimento das amostras de Pnif@r8C-NPsSAg representados na
Figura 76 apresentam os diferentes comportameamardostras em solu¢do aquosa, a 37°C. Ao
contrario do esperado, a amostra Pnipam VC1-SC-§Psfiresenta menor valor de
intumescimento a 37 °C, alcangando valores de 16l %tumescimento. A amostra Pnipam
VC2-SC-NPsAg alcanca valores percentuais de 582 %thtdmescimento enquanto a Pnipam
VC3-SC-NPsAg atinge 333 %. Comparativamente ao raesstudo de intumescimento realizado
a 23°C, observa-se que os percentuais de intumestwmo equilibrio a 37°C sao bem menores.
Para a Pnipam VC1-SC-NPsAg a 23 °C o intumescimatinge 1725% contra percentuais de
161% a 37°C. Para a Pnipam VC2-SC-NPsAg e pargamrv/C3-SC-NPsAg, o intumescimento
no equilibrio foi de 1160 % e 1083 % a 23 °C e 82 % e 333 % a 37 °C, respectivamente.
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Figura 76: Intumescimento em fungdo do tempo parfoanulagdes Pnipam VC-SC-NPsAg para as formukagde
Pnipam VC-SC-NPsAg, a 37°C.

Ainda, se compararmos 0s percentuais de intumestimem agua encontrados a 37 °C
apenas para a matriz polimérica Pnipam VC, obssgv@ie 0s valores sao muito menores. Para a
Pnipam VC1 encontramos um valor de intumescimestd2413% enquanto que para a mesma
matriz polimérica, agora com a inclusao do compEe&eNPsAg ocorre reducdo do percentual de
intumescimento para 161 %. Essa mesma reducaceamdr481 % para 582 % para a formulagao
Pnipam VC2-SC-NPsAg e de 1275 % para 333 % parapaf VC3-SC-NPsAg.

Os resultados mostram que a presenca do complexePSAg reduz consideravelmente
os valores percentuais de intumescimento. Podeslasionar essa redugdo do percentual de
intumescimento aos seguintes fatores, que podean igablada ou simultaneamente. Um deles é a
diminuicéo originaria da complexacéo dadsgn grupos carboxila da cadeia principal da Pnipam,
gue ocasiona contracao da rede (BAL, CERINRI, 2015). Agnihotri e colaboradores sugerem
gue ocorre forte ligacdo entre as NPsAg e os atamad3 e N presentes na cadeia polimérica, os
quais restringem a capacidade de penetracdo denaddudrogel e assim, ocorre a diminuicdo do
intumescimento (AGNIHOTRI, MUKHERJI e MUKHERJI, 2911 A reducdo da capacidade de

absorcdo pode ser atribuida a diminuicdo da queddidle poros devido a incorporacdo das
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nanoparticulas de prata, que possuem tamanho d#afti@xa de 30 a 140 nm, conforme visto
anteriormente (FOUDA, EL-AASSARet al, 2015).

5.3.3.2.1 - LEI DE FICK

Na Tabela 29 sdo apresentados os valores dos gtaméntinéticos k e n, avaliados
conforme Equacéao 6.

Tabela 29: Valores de n, k & Bbtidos pela regresséo linear do modelo de Fick as formulacdes Pnipam VC-SC-
NPsAg, a 37°C.

n k (1) (min-t) R?
Pnipam VC1-SC-NPsAg 0,20 £ 0,01 0,32 +0,01 0,9992
Pnipam VC2-SC-NPsAg 0,53+0,01 0,16 £ 0,01 0,9993
Pnipam VC3-SC-NPsAg 0,35+ 0,01 0,23 +0,01 0,9946

Observa-se que os valores de n para as formuld@ipam VC1-SC-NPsAg e Pnipam
VC3-SC-NPsAg sao menores que 0,45, indicando difusgnos Fickiana. Para a amostra Pnipam
VC2-SC-NPsAg o valor de n=0,53 indica que o mecaaisie absor¢ao pelo hidrogel é do tipo

andémalo, com contribui¢cdes de difusdo Fickiana eetbxamento das cadeias poliméricas.

5.3.3.2.2 - CINETICA DE 12 E 22 ORDEM.

Os dados obtidos no estudo de intumescimento faraatiados utilizando-se de modelos
de primeira e segunda ordem, de acordo com as &esi&ce 10.

Aplicando-se a cinética de primeira ordem aosreslale intumescimento encontrados,
Equacéo 8, encontramos os valores da constant d¢o coeficiente de regressao linear,
apresentados na Tabela 30.

Tabela 30: Pardmetros da cinética de 12 ordemasbfidra as formula¢fes Pnipam VC-SC-NPsAg, a 37°C.

ks (1) (minh) R?
Pnipam VC1-SC-NPsAg 3,68 £ 0,07 0,9997
Pnipam VC2-SC-NPsAg 6,27 £ 0,05 0,9999

Pnipam VC3-SC-NPsAg 1,02 + 0,04 0,9984
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Assumindo que o intumescimento seja de segundengrdtilizamos a Equacéo 10 para
determinarmos os valores das constantes k e diwieméé de regressao lineaf, Ralores que sédo
apresentados na Tabela 31.

Tabela 31: Pardmetros da cinética de 22 ordemasbfidra as formula¢fes Pnipam VC-SC-NPsAg, a 37°C

UKo(1®) k(109 1/1e(107) R
Pnipam VC1 32,75 0,42 1,01 5,28 0,02 0,9990
Pnipam VC2 0,52 + 0,06 5,63 1,71+ 0,02 0,9998
Pnipam VC3 2,57 +0,21 3,32 2,92 0,01 0,9992

Nos dois modelos utilizados, verifica-se que astamte k € maior conforme maior valor de
intumescimento no equilibrio. A 37 °C verifica-seileqo melhor ajuste dos valores de

intumescimento € o modelo de primeira ordem.

5.3.4 — ESTUDO DE LIBERACAO DE NANOPARTICULAS DE
PRATA

Como visto anteriormente, através de espectrasampabsorcao no ultravioleta e visivel
(UV-Vis) é possivel identificar o pico de ressoriarde plasmon caracteristico das nanoparticulas
de Ag em 450 nm. Assim, através do estudo de \iata intensidade da absorcdo neste
comprimento de onda, podemos realizar o estuddi@nga liberacdo do complexo SC-NPsAg no
meio reacional. Para isso, foi construida inicialieeuma curva de calibracdo através de solucdes
com concentracdes conhecidas do complexo, de farowamverter a resposta de absorbancia em
seu valor correspondente de concentracao. A Fiuegresenta os valores de absorbancia obtidos

em funcdo das concentracdes, ou seja, a curvdideacao obtida para o complexo SC-NPsAg.
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Figura 77: Curva de calibraco linear (absorbavsieoncentracdo g4) do complexo SC-NPsAg) em agua.

O tratamento matematico dos dados obtidas na Figarpermite obter as curvas de

calibracdo para a liberagcdo do complexo SC-NPsAg:
Ay =0,00318 + 0,36092 * Cy r2=0,9999 (32)

Observa-se pela Equacéo 32 e pela Figura 77, uelese ajuste da regressao linear com
coeficiente de correlacdo para a liberacdo de NPAAgartir da curva de calibracdo é possivel
obter os valores de massa liberada do complexaegdd do tempo, como sera visto a seguir para
os estudos de liberacdo do complexo nas duas tatupes diferentes, 25 e 37°C, abaixo e acima
da LCST, respectivamente.

A liberacédo do complexo SC-NPsAg foi estudada abaigcima da LCST e os resultados
séo apresentados a seguir.
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5.3.4.1 - LIBERACAO DE NPsAg A 23 °C.

As curvas de liberacdo cumulativa, obtida atraésvalores de absorbancia em funcao do
tempo, a uma temperatura de 25°C, sdo apresemadBgura 78. Os valores de absorbéancia
obtidos em func&o do tempo sé&o convertidos em daglde concentracao, utilizando a curva de
calibracdo previamente obtida, de acordo com agéguad2. A partir dos valores de concentragéo
no tempo, e levando em consideracao o volume de&wutilizado, obtemos a massa do complexo
SC-NPsAg liberada. Sendo estas grandezas propaigj@s curvas de massa liberada em fungéo
do tempo tem o mesmo perfil obtido nas curvas aptadas na Figura 78.

A literatura descreve os modelos de liberacaosaptados na Figura 74 como sendo uma
liberagdo bimodal, no qual consiste de duas fasastds. A primeira é caracterizada pela
liberacdo acelerada que acontece nos primeiros nmtomeA segunda fase consiste em uma

liberacdo mais lenta, até a estabilizacéo.
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Figura 78: Perfil de liberagdo de NPsAg a partg flmmulacdes Pnipam VC-SC-NPsAg, a 23°C.
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Observa-se que o equilibrio de liberacéo é alchngais rapidamente para a Pnipam VC2-
SC-NPsAg, em cerca de 50 minutos, enquanto pataragis amostras acontece a tempos maiores
gue 100 minutos. Além disso, observa-se que a Fnifi2l-SC-NPsAg apresenta maiores valores
de absorbancia, ou proporcionalmente de massadiaete NPsAg, seguido da Pnipam VC3-SC-
NPsAg e depois pela amostra Pnipam VC2-SC-NPsAgteemos de porcentagem de massa do
complexo SC-NPsAg liberada, temos que a Pnipam-SCAINPsAg libera cerca de 62 % da
massa inicial do complexo SC-NPsAg incorporadouantp a Pnipam VC2-SC-NPsAg libera
57,5% e a Pnipam VC3-SC-NPsAg libera cerca de 589€%C-NPsAg

De posse dos valores da massa, pode-se estudtatiaacde liberacdo das NPsAg. As
curvas foram ajustadas seguindo a lei de FickaE@u 6, obtendo assim os parametros K e n,

apresentados na Tabela 32.

Tabela 32: Valores de n, k & Bbtidos pela regresséo linear do modelo de Fick as formulagdes Pnipam VC-SC-
NPsAg, a 23 °C.

k (min-) n R?
Pnipam VC1-SC-NPsAg 0,018 0,974 £ 0,012 0,9992
Pnipam VC2-SC-NPsAg 0,168 0,442 £ 0,012 0,9966
Pnipam VC3-SC-NPsAg 0,046 0,639 £ 0,011 0,9943

Considerando os valores de n obtidos, temos quepam VC1-SC-NPsAg e a Pnipam
VC3-SC-NPsAg possui valores de n entre 0,5 e Hsgortanto, correspondentes ao processo de
difusdo anémala ou difusdo ndo Fickiana, quandaxas de difuséo e relaxacdo sdo comparaveis.

A Pnipam VC2-SC-NPsAg parece seguir a lei de kioka vez que o valor de n estd muito
proximo de 0,5 portanto, muito proxima da liberafjékiana, quando a razéo de difusdo é muito
menor que a taxa de relaxacao (CAYKARA, KIPER e DEEL, 2006).

Com relacéo ao valor do coeficiente k, este indivalocidade de liberacdo do complexo
SC-NPsAg. Temos que a velocidade de liberacdo ahplexo é maior para a formulagdo Pnipam
VC2-SC-NPsAg.
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5.3.4.2 — LIBERACAO DE NPsAg A 37 °C

Da mesma forma que a 25°C, os estudos de libea8d0C foram realizados através de
analises das curvas de UV-Vis.

Os perfis de liberacéo obtidos através dos valbeesbsorbancia em fung¢do do tempo séo
apresentados na Figura 79. Semelhante ao quafiziado a 25 °C, os valores de absorbancia sédo
convertidos em unidades de concentracad:, @lconsequentemente em valores de massa liberada.
Assim, as curvas de absorbancia e as curvas danilzssda, ambas em funcéo do tempo, sdo

semelhantes.
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Figura 79: Perfil de liberagdo de NPsAg a parts ftmmula¢des Pnipam VC-SC-NPsAg, a 37°C.

Os perfis de liberacdo do complexo SC-NPsAg a 2b63¥ °C sao similares. Porém,
observa-se que a liberacédo ocorre muito mais lesritera 37 °C que a 25 °C, e menor quantidade
de complexo é liberada. O equilibrio da liberacémnéece em tempos superiores a 150 minutos

para todas as amostras.
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Em termos de porcentagem de massa do complexoP8Bg\ liberada a 37 °C, temos que
a Pnipam VC1-SC-NPsAg liberam cerca de 39,5% dasanascial do complexo SC-NPsAg
incorporado, enquanto a Pnipam VC2-SC-NPsAg liBérd% e a Pnipam VC3-SC-NPsAg libera
cerca de 35,3% de SC-NPsAg. Nao ocorre liberac@onadsa total de complexo incorporado, fato
gue pode estar relacionado a interacdo presemteacobmplexo SC-NPsAg e a matriz polimérica
de Pnipam, o que impede a total liberacdo. Obssr\gue a massa de complexo liberada é muito
menor a 37 °C que a 25°C. Estando a uma tempe@atuma da LCST, a Pnipam tende a colapsar,
de modo a reter as nanoparticulas na estruturenémgional, impedindo a sua liberacdo de forma
mais rapida, como ocorre a 25 °C (CHEARUIL e CORRN;2009).

Observamos que a liberacdo das NPsAg é fortenmdhtenciada pela temperatura, sendo
que a 37C é liberado um valor médio em torno de 37 % dasmascial do complexo SC-NPsAg.
Porém, a 25C se libera um valor médio de 59,7 % da massaaini€ste resultado é desejado para
a aplicacéo esperada para a formulacdo desenvoBsgara-se que o hidrogel formado seja capaz
de manter a liberacdo das NPsAg no local de aplzag 37°C. Medicamentos de liberagéo
sustentada promovem uma liberac&o inicial de faomadaficiente para disponibilizar a dose
terapéutica e a manutencdo da concentragdo plaangiatifarmaco constante durante um tempo
maior que o medicamento convencional, representanto situacao ideal (liberagcdo de ordem
zero). Os sistemas de liberacdo controlada (sastenprolongada, lenta, etc.) apresentam, em
relacdo aos medicamentos convencionais, reducaosddacdes plasmaticas das concentracdes
do farmaco, reducao na frequéncia da dose — o@presga maior conveniéncia e cooperagao do
paciente — baixa probabilidade de ocorréncia despite concentracdo plasmaticas do farmaco
(CARBINATTO, 2010).

De posse dos valores da massa, pode-se estudtatiaacde liberacdo das NPsAg. As
curvas forma ajustadas seguindo a Lei de Ficka&&m 6, obtendo assim os parametros K e n,

apresentados na Tabela 33.

Tabela 33: Valores de n, k & Bbtidos pela regresséo linear do modelo de Fick as formulagdes Pnipam VC-SC-
NPsAg, a 37°C.

k (min-t) n R2
Pnipam VC1-SC-NPsAg 0,254 0,215 = 0,007 0,9945
Pnipam VC2-SC-NPsAg 0,123 0,376 £ 0,0,004 0,9991

Pnipam VC3-SC-NPsAg 0,011 0,847 +£ 0,022 0,9947
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Os valores de n aumentam conforme o aumento dalegi@o das amostras. Observa-se
gue a Pnipam VC1-SC-NPsAg e a Pnipam VC2-SC-NPsg#galores de n sdo menores que 0,5 .
Alguns autores, como Wang e Paramita, definem essgportamento como sendo menos
Fickiano, quando a taxa de penetracao da aguaté manor que a taxa de relaxacdo das cadeias
poliméricas, se comparando como o processo FicKM#iNG, WU e LIN, 2008) (PARAMITA,
BANNIKOVA e KASAPIS, 2015). Outros autores, comojji, preferem definir o processo como
sendo Fikiano (BAJPAI, BAJPAI e SHUKLA, 2001). Aipam VC3-SC-NPsAg mantém o valor
de n no intervalo entre 0,5 e 1, sendo de difus@malo, quando as taxa de relaxacéo e difusdo
sdo comparaveis. Analisando os valores do coefei&n podemos observar que os valores
diminuem conforme aumento da reticulacdo nas aag)stendo inversamente proporcional ao

coeficiente difusional n.

5.3.5 - ENSAIOS REOLOGICOS

A avaliacdo das propriedades viscoelasticas dasufacdes Pnipam VC-SC-NPsAg foi
realizada através de ensaios para se obter a regi@melastica linear dos hidrogéis, ou seja, a
regido em que G’ e G” independem da tenséo apli¢adacessario salientar que nas Figuras 80,
81 e 82 as denominacdes na legenda CX1, CX2 e GX&pondem as formulagbes Pnipam VC1-
SC-NPsAg, Pnipam VC2-SC-NPsAg e Pnipam VC3-SC-NPs#gpectivamente.

A Figura 80 apresenta os valores de G’ e G” emdara tensao aplicada para os hidrogéis
de Pnipam VC, obtidos a 20°C. Podemos identificaa wegido de viscoelasticidade linear para
tensdes até cerca de 10 Pa, faixa maior quandoacad® aos valores obtidos para a matriz

polimérica Pnipam.
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Figura 80:Variacdo do médulo elastico G’ e do modld perda G” em fun¢éo da tensdo aplicada pdoaraslacbes

Pnipam VC-SC-NPsAg, a 20°C.

As amostras foram submetidas a uma rampa de agerto de 20 a 40 °C e as propriedades

viscoelasticas avaliadas pelas medidas dos mddalasmazenamento (G’) e perda (G”) frente ao

aquecimento. A Figura 81 apresenta a evolucao de G” das formulacbes Pnipam VC-SC-

NPsAg sob aquecimento.
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Figura 81: Variacdo dos médulos eléstico G’ e delp&” em fungdo da temperatura para as formulaédgsam

VC-SC-NPsAg, utilizando deformacgéo de 0,01% e féeqin angular de 10 rad/s.
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Os valores dos modulos elastico, G’ e dos méddeperda, G” para as formulagbes
Pnipam VC-SC-NPsAg, obtidos a 20, 37 e 40 °C sé&esaptados na Tabela 34.

Tabela 34: Valores dos modulos elastico G’ e dd&” obtidos para as formulagdes Pnipam VC-SC-NPs20,
37 e 40°C

Temperatura (°C) 20 37 40
G’ G” G’ G” G’ G”
Pnipam VC1 1452 228 5946 1068 7141 2046
Pnipam VC2 1277 32 916 42 690 28
Pnipam VC3 842 30 526 32 471 26

Da mesma forma que visto anteriormente para azmatlimérica Pnipam, observa-se que
para todos as formulagdes o valor de G’ é muitoomgue o médulo G”, tendo portanto
comportamento elastico predominante sobre o comperito viscoso, refletindo a existéncia de
uma rede tridimensional eléastica (GARCIA_ASTRAINHEN, et al, 2015).

Para a formulacéo Pnipam VC1-SC-NPsAg a transiedases LCST pode ser observada
claramente, a partir do maximo de inclinacao ddsrga de G’ em fun¢éo da temperatura, o que
acontece em cerca de 33 °C. Para as demais amudrés possivel observar tal fendmeno, sendo
gue ambos os modulos diminuem com 0 aumento deetatojpa.

Para a Pnipam VC1-SC-NPsAg observa-se que osegalde G’ e G’ aumentam
consideravelmente, devido ao colapso das cadelasépcas. Para as demais amostras, ocorre
reducdo nos valores dos modulos, o que pode estaciado a ocorréncia de sinerese, ou seja, a
liberacdo de 4gua que se move para a superfigmssével desintegracdo das amostras durante o
aguecimento leva a uma analise errbnea, conforpleeado anteriormente.

De forma geral, ao compararmos os valores dos lm®duasticos G’ dos hidrogéis de
Pnipam e das formulagbes Pnipam VC-SC-NPsAg, teguesseu valor diminui quando da
incorporacgdo do complexo, ocorrendo reducéo da@tesle do material.

Na Figura 82 a viscosidade dos hidrogéis intundescém agua séo plotados em funcéo da
temperatura. Observa-se que para a formulacao RnNiEl-SC-NPsAg a viscosidade aumenta
conforme aumento da temperatura, relacionado aresainteracdes hidrofébicas, promovendo a
agregacao das cadeias da Pnipam, aumentando asgiscogidade, fendbmeno denominado
comportamento thermothickening (BOKIAS, MYLONAS e STAIKOS, 2001) (ZHANG,
DUAN, et al, 2009). Para as demais amostras, possivelmentgoda\quebra da amostra, essa

agregacao nao ocorre e, portanto, ndo ocorre @arda viscosidade.



162

CsD

200+
Pa-s+
160+

140+ CX1 Temp sweep 1
¥ ' Re(Viscosity)

CX2 Temp sweep 1

* 120+

+ 100

-¥ ' Re(Viscosity)

CX 3 Temp sweep 1
80+ ¥ ' Re(Viscosity)

60+

40+

20¥

\ + - ‘
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 °C 40 >\—)Antun Paar

Figura 82: Viscosidade em funcao da temperatura aaformulagfes Pnipam VC-SC-NPsAg, a 20°C.

5.3.6 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As Figuras 83-88 apresentam as imagens, obtidasvigy, da estutruta interna das
formulagbes Pnipam VC-SC-NPsAg, obtidas apds remmdedagua das matrizes por liofilizacao.
Observa-se que as formulagcoes Pnipam VC1-SC-NFAgam VC2-SC-NPsAg e Pnipam VC3-
SC-NPsAg apresentam estrutura interna altaments@oEm todas as amostras nédo foi possivel
identificar as nanoparticulas de prata sobre arogeda Pnipam, o que sugere que as particulas
de prata apresentam-se sob dimensdes estimadasaesmandmetros, ndo visiveis para a maior
magnitude de ampliacdo utilizada. Pela analise dpeamento da prata por EDS se observa a
presenca de NPsAg dispersas homogeneamente na flarmmamplexo SC-NPsAg na matriz
polimérica de Pnipam.

A Figura 83 apresenta a micrografia MEV da forméta Pnipam VC1-SC-NPsAg.
Observa-se uma estrutura com poros alongados,amanhos semelhantes. Observa-se também

a presenca de superficies rugosas e compactaposesidade.
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10 pm* EHT = 15.00 kY Mag= 300K X

WD = 85 mm Signal A =NTSBSD

Figura 83: Micrografia MEV para a formulagdo Pnips@1-SC-NPsAg

A Figura 84 apresenta o mapeamento MEV-EDX da ftag@o Pnipam VC1-SC-NPsAg.
A presenca de prata é evidenciada ao longo deestdatura da amostra, representada por pontos
verdes. Os espectros mostraram sinais de carbgnoxigénio (O), nitrogénio (N) e enxofre (S),

provenientes do SC, além da Ag que esta preserdemplexo.
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Figura 84: Mapeamento MEV-EDS para a formula¢a@d&miVC1-SC-NPsAg.

A Figura 85 apresenta a micrografia MEV da formata¢nipam VC2-SC-NPsAg em
ampliacdo de 3000X. Observa-se estrutura com iorgjados e fechados, de distribuicdo de

tamanhos irregulares, porém menores que o0s obsarymda a Pnipam VC1-SC-NPsAg. Além
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disso, estdo presentes algumas placas de formtmanho irregulares, depositadas sobre a

estrutura porosa.

—

10 P EHT = 15 00 kW Mag = 300)(
| _ _
WD = 75mm Signal A =NTS BSD

Figura 85: Micrografia MEV para a formulagéo Pnips@2-SC-NPsAg.

A Figura 86 apresenta o mapeamento por MEV-EDXug@icie da formulacdo Pnipam
VC2-SC-NPsAg. Aqui, observa-se a estrutura aprasestrutura com poros maiores, com
didametro médio de cerca deuB, e também apresenta poros de tamanho muito nmpanetoda
a extensdo da rede polimérica. Na parte superieitalie no canto superior esquerda € observado
uma estrutura mais compacta, sem poros. O mapeayp@nEDX evidencia a presenca de prata

na estrutura, representada por pontos verdes.
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Figura 86: Mapeamento MEV-EDS para a formulacap&mniVC2-SC-NPsAg.



167

A Figura 87 apresenta a micrografia MEV da formatag’nipam VC3-SC-NPsAg.
Observa-se estrutura porosa, com poros fechadwmsgistribuicdo de tamanho irregulares. O lado
direito da micrografia MEV revela estrutura comguis mais estreitas e ramificadas. Ainda,

algumas placas finas e compactas sao observadasassmile porosa.

10 pm? EHT = 15.00 k¥ Mag= 3.00KX
W= 8.0mm Signal A =NTSBSD

Figura 87: Micrografia MEV para a formulagéo Pnips@3-SC-NPsAg.

Uma analise de mapeamento de prata por espectiasieognergia dispersiva, EDS, Figura
88 indica a presenca de nanoparticulas de prat@icaeimpregnadas e distribuidas por toda a

superficie da Pnipam.
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VI — CONCLUSOES

A seguir comentamos as principais conclustes abtalirante o desenvolvimento da
pesquisa.

Os hidrogéis termosensiveis de Pnipam, contenéeredies quantidades de agente
reticulante, foram sintetizados com éxito por Migtrequimica usando a técnica de voltametria
ciclica (VC). A espectroscopia de infravermelho doamsformada de Fourier (FTIR) confirmou
a polimerizacao dos hidrogéis, a partir do desapamto da banda C=C presente ho monémero.
O espectro FTIR também mostrou as bandas cardicsida Pnipam. A técnica de FTIR foi til
para comprovar os diferentes graus de reticulagdditirogéis a partir do estudo da razéo entre
as areas da banda Amida | e a banda do grupo EbgPoFTIR confirma que ao aumentar o teor
de agente reticulante aumenta o grau de reticulacao

A andlise termogravimétrica (TGA) mostrou que @geratura de degradacdo (Td) néo
depende do grau de reticulacdo dos hidrogéis. nRaéuantidade de agua adsorvida na matriz
polimérica, assim como o residuo ndo degradad®¥8@ maior no hidrogel com maior teor de
reticulante (Pnipam VC3). A andlise por caloringgrexploratéria diferencial (DSC) mostrou um
aumento na temperatura de transicao vitrea (Tg)etida em que se aumenta a concentragdo de
agente reticulante nos hidrogéis. A temperaturaralesicdo de fase (LCST), determinada em
funcdo da temperatura por diferentes técnicas (W/WC e estudos de intumescimento) ficou na
faixa entre 30 a 32,8, ndo mostrando dependéncia com os diferentes giaueticulacdo do
hidrogel.

Os estudos de intumescimento foram realizadosfenedtes modelos, a 23 e 37°C. Todos
os hidrogéis diminuem consideravelmente o intumescio a 37°C, confirmando as
caracteristicas hidrofobicas da matriz ap6s aigaod.CST. Os resultados de intumescimento
mostram que a cinética ajusta-se melhor ao modekedunda-ordem ou modelo de Ho. O grau
de intumescimento também varia conforme muda afidmgica da solugcéo. Foi observado que o
aumento da forca idnica do meio diminui considdraeate o grau de intumescimento dos
hidrogéis. O estudo da retencédo da agua € uma anddidelocidade de resposta do hidrogel com
a mudanca da temperatura. Este estudo mostroluériofa da for¢ca ibnica do meio, sendo que os

hidrogéis respondem mais rapidamente quando erg&motie maior forga ibnica. O hidrogel com



170

maior reticulagdo (Pnipam VC3) retém maior teoraaga matriz apds atingir o equilibrio de
desintumescimento.

As analises reoldgicas mostraram uma respostéicelao material, com alto valor de
modulo elastico (1-1KPa), na faixa de tensao de cisalhamento de 1-18&¥ai possivel observar
o0 aumento do modulo elastico com a temperaturaghidrogel Pnipam VC2. Porém, o aumento
da viscosidade com a temperatura foi observad@éas tas amostras, sendo mais significativo no
hidrogel Pnipam VC2. As micrografias obtidas por WiHos hidrogéis, ndo intumescidos,
mostram uma morfologia heterogénea da superfibegreando regides rugosas e compactas. As
regides compactas sdo observadas de maneira hosaogérsuperficie do hidrogel com maior
grau de reticulacéo.

A cinética da sintese verde de NPsAg com sulfatootidroitina foi estudada no tempo por
UV-vis, através da Banda de Ressonancia Plasmda@c8uperficie (RPS). A sintese verde
mostrou que a reacao segue uma cinética de primelean. O complexo SC-NPsAg obtido foi
caracterizado por FTIR TGA, DSC, MEV e determinaciotamanho de particula. O FTIR
confirmou a formacédo de um complexo entre 0 SC BIRsAg através dos deslocamento das
bandas dos agrupamentos, carboxila, sulfato e ldso sugerindo fortes interagdes quimicas
entre a Ag e atomo de oxigénio presente nesteogrépinteracdo entre o SC e as NPsAg muda
o perfil de degradacédo do SC. As NPsAg desestabiliermicamente o SC, o que foi confirmado
por DSC. O MEV mostra a superficie homogénea dgtexno SC-NPsAg observando-se por EDS
a prata nanométrica distribuida através da matri8@. As curvas de distribuicdo de tamanho de
particulas do complexo SC-NPsAg, obtidas pela técté espalhamento de luz mostraram que as
particulas de prata apresentam um elevado graalidiéspersdo de tamanhos entre 30 a 140 nm.

A formulacdo final (Pnipam VC-SC-NPsAQ) foi obtidéravés de intumescimento do
hidrogel Pnipam em solu¢cdo do complexo SC-NPsA@stepior liofilizacdo. As formulagbes
Pnipam VC-SC-NPsAg foram caracterizadas por FTIRATBSC, MEV, analises reoldgicas e
estudos de intumescimento. O FTIR confirmou a ipo@céo e interacdo entre a matriz do
hidrogel e o complexo SC-NPsAg. O TGA mostrou uresedtabilizacdo térmica (diminuicdo da
temperatura de degradacao) da matriz do hidrog@nggm VC com a presenca do complexo,
observando-se também uma degradagcdo maior da qaamlei@@rica (menor residuo). O DSC
confirma que existe uma forte interacéo entre pdmie o complexo, pois se observa um aumento

da Tg da matriz de Pnipam na presenca do compléxbFsAg. O estudo do intumescimento
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também mostra um forte efeito da temperatura. Atida de intumescimento a’%®3se ajusta a
uma segunda ordem, porém 2@0s dados se ajustaram a uma cinética de prirogleam. Os
estudos de reologia mostram um modulo elastico meas formula¢des Pnipam-SC-NPsAg,
porém estas apresentam uma faixa de viscoelastecia@ior (entre 0,2 a 10 Pa). O aumento do
mddulo elastico e da viscosidade com a temperatufai observado na formulagédo Pnipam VC1-
SC-NPsAg. O MEV confirma a distribuicdo homogéneacdmplexo SC-NPAg na matriz do
hidrogel.

Observamos que a liberacdo das NPsAg é fortenmdhtenciada pela temperatura, sendo
que a 37C é liberado um valor médio em torno de 37 % dasmascial do complexo SC-NPsAg.
Porém, a 25C se libera um valor médio de 59,7 % da massaaini€ste resultado é desejado para
a aplicacdo esperada para a formulagdo desenvobeiddo assim uma liberagdo mais lenta e
prolongada, mantendo as nanoparticulas por maipoteem contato com os tecidos locais,
permitindo a a¢do antimicrobiana. O uso da fornr@édagpmo biomaterial de preenchimento pode
estabelecer conectividade com os tecidos do logahygblante, mantendo em sua estrutura a
substancia bioativa, neste caso o complexo SC-NPAg.

Ao fim do trabalho podemos concluir que os resiaisaforam satisfatorios e promissores.
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VIl- TRABALHOS FUTUROS

Tendo concluido as etapas basicas de sinteseaetmacdo das matrizes poliméricas de

Pnipam VC, do complexo formado entre SC-NPsAgamatlacéo final Pnipam VC-SC-NPsAg,

surgem novas propostas para complementacdo e mmdhdecimento das caracteristicas do

produto final obtido, com vistas a melhor aplicagagicacia do mesmo. Segue as novas propostas:

v

Realizar a sintese e caracterizagcédo de hidrogétsiggam por VC, mas secos agora

por liofilizac&o, o que deve permitir maior porasie;

Inclusdo do complexo SC-NPsAg durante a sintesehabsgéis de Pnipam e

caracterizacdo dos mesmos;

Realizacao de testes de seringabilidade;

Realizacdo de testes microbiologicos para compravacdo antimicrobiana das
NPsAg;

Realizacao de testes de biocompatibilidade dasulag@es finais Pnipam VC-SC-
NPsAg.
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