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RESUMO

RIBEIRO, C.A. Sintese e caracterizacdo de hidrogéis termossensiveis baseados em poli (N-
isopropilacrilamida). 2012. Dissertagdo (Mestrado em Materiais para Engenharia) —
Universidade Federal de Itajub4, Itajuba, 2012.

O polimero poli(N-isopropil acrilamida), PNIPAm, € um hidrogel que apresenta a caracteristica
de ser termossensivel, apresentando uma transicdo hidrofilica- hidrofébica a temperaturas
préximas de 32°C, devido ao seu diagrama de fases tipo LCST (lower critical solution
temperature). A hidroxiapatita, HAP, € uma bioceramica pertencente ao grupo dos fosfatos de
calcio, sendo utilizada na recuperagdo da cartilagem articular por causa das suas
propriedades de biocompatibilidade, osteocondutividade e bioatividade. O presente trabalho
tem dois objetivos principais: o primeiro é a sintese eletro-iniciada, a temperatura ambiente,
de hidrogéis quimicos de PNIPAmM e sua caracterizacdo por FTIR, analises térmicas (TGA e
DSC) e estudos de temperatura de transicdo de fases por medidas de Transmitancia. O
segundo objetivo é a sintese quimica de hidrogéis biocompdésitos de PNIPAmMm e HAP e a
posterior caracterizacao por FTIR, analise térmica por TGA, andlise da densidade, Difracao
de Raios-x (DRX) e Microscopia eletrénica de varredura (MEV). Foram feitos, ainda, estudos
de intumescimento em solugdo aquosa e em solugdo do farmaco acido acetil salicilico (AAS),
bem como estudos de liberacdo do farmaco incorporado a matriz do hidrogel. Os resultados
obtidos para os hidrogéis sintetizados eletroquimicamente revelam que o método utilizado
mostra-se eficiente na polimerizacdo de NIPAm, comprovado por FTIR, obtendo hidrogéis
com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aos reportados na literatura. As analises
térmicas demonstram elevada estabilidade térmica e aumento da Tg com o aumento da
guantidade de agente reticulante, enquanto a temperatura de transicdo LCST diminui. Para os
biocompdsitos formados, a andlise de FTIR revela a existéncia de interacdes fisicas entre o
polimero e a HAP e a analise térmica por TGA demonstra que a HAP influencia ligeiramente
na temperatura de degradacdo da cadeia polimérica. A analise estrutural por DRX revela a
presenca de uma fase amorfa e outra cristalina. A andlise da densidade dos hidrogéis mostra
gue conforme aumento da quantidade de HAP ha o aumento da densidade dos mesmos. As
andlises de MEV revelam elevada rugosidade e agregados de dimens&do micrométrica, de cor
branca, relativos a HAP, mostrando-se continuos na matriz do hidrogel, o que significa boa
compatibilidade com o PNIPAmM. As analises MEV das amostras intumescidas mostram
claramente a estrutura tridimensional formada e a existéncia de porosidade. Os estudos de
intumescimento e liberagdo do farmaco mostram valores do coeficiente difusional inferiores a
0,5, 0 que sugere que o processo de intumescimento na rede polimérica independe da
relaxacao das cadeias.
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ABSTRACT

RIBEIRO, C.A. Synthesis and characterization of thermosensitive hydrogels based on poly (N-
isopropylacrylamide). 2012. Dissertation (MSc in Materials Engineering) - University of Itajubd,
Itajubg, 2012.

Poly (N-isopropyl acrylamide), PNIPAm is a hydrogel which has the characteristic of being
thermosensitive presenting a transition hydrophilic-hydrophobic at temperatures about 32° C
due to its LCST (lower critical solution temperature) phase diagram. The hydroxyapatite HAP
is a bioceramic belonging to the group of calcium phosphates, are used in the recovery of
articular cartilage because of their properties of biocompatibility, osteoconductivity and
bioactivity. This work has two main objectives: synthesis electro-initiate at room temperature of
chemical PNIPAmM hydrogels and their characterization by FTIR, thermal analysis (DSC and
TGA) and studies of phase transition temperature by measurements of transmittance. The
second objective is the chemical synthesis of PNIPAm hydrogels biocomposites and HAP and
chemical-physic characterization by FTIR, TGA thermal analysis, density analysis, x-ray
diffraction (XRD) and scanning electron microscopy (SEM). Studies of swelling in aqueous
solution of the drug and acetyl salicylic acid (ASA) as well as studies of drug release from the
matrix to the incorporated hydrogel were realized too. The results obtained for hydrogels
synthesized electrochemically show that the method shows efficient in polymerizing PNIPAmM.
Obtained hydrogels with physicochemical characteristics similar to those reported in the
literature confirmed by FTIR, DSC, TGA technigues. The thermal analysis showed a high
thermal stability and an increase in Tg with increasing amounts of crosslinker, while the
transition temperature LCST decreases. For biocomposites FTIR analysis revealed the
existence of physical interactions between the polymer and HAP. Thermal analysis shows that
HAP influences lightly the degradation temperature. Structural analysis by XRD revealed the
presence of an amorphous phase and another crystalline. The density analysis shows that the
hydrogels increased as the amount of HAP's increasing the density thereof. The SEM
analyzes showed high roughness and micrometer-sized aggregates, white, relative to HAP,
being continuous in the hydrogel matrix, which means good compatibility with the PNIPAm.
SEM analysis of the samples swollen clearly show the three dimensional structure formed, and
the existence of porosity. Studies of swelling and drug release show diffusional coefficient
values below 0.5, suggesting that the process of swelling in polymer network independent of
relaxation of chains.
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1. INTRODUCAO

A quase totalidade das pesquisas cientificas tem como objetivo principal o
desenvolvimento de meios de melhora da qualidade de vida de todos. Nesse
sentido, os biomateriais tém sido foco de inUmeros trabalhos, o que tem como
consequéncia o tratamento mais rapido e eficaz das enfermidades do corpo
humano e, assim, o0 aumento da expectativa de vida. Um biomaterial € uma
substancia ou combinacéo de substancias que sao capazes de substituir, tratar ou
aumentar tecidos, 6rgaos ou fungbes do corpo, podendo ser implantados por
determinado tempo ou permanentemente (BRANT, 2008).

Os materiais que compdem o biomaterial devem ser escolhidos de acordo
com as aplicacdes finais a que se destina, dando atencéo as suas propriedades
fisico-quimicas. Os polimeros, em especial os hidrogéis, e as ceramicas tém sido
extensamente usados como biomateriais. Neste trabalho, escolhemos o Poli (N-
isopropilacrilamida) (PNIPAmM) e a Hidroxiapatita (HAP), um polimero e uma
ceramica, respectivamente, como objetos de estudo.

Os hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais capazes de
reter/absorver quantidades significativas de agua em sua estrutura, alguns
chegando a absorver centenas de vezes a massa do polimero seco (ROSIAK e
YOSHII, 1999), (SAEZ, HERNAEZ e ANGULO, 2003). Por suas propriedades de
consisténcia flexivel em agua, permeabilidade e a alta capacidade de absorver e
trocar fluidos com os organismos sdo a classe polimérica mais pesquisada e
utilizada como biomateriais (NAIR e LAURENCIN, 2006).

O PNIPAmM é um dos polimeros mais utilizados na formacgédo de hidrogéis,
pois possui a caracteristica de ser termossensivel, respondendo a estimulos de
variacdo de temperatura. O PNIPAmM possui transicdo de fases em temperaturas
proximas de 32°C e possui diagrama de fases tipo LCST (Lower Critical Solution
Temperature). E um polimero com grandes aplicacbes na composicdo de

dispositivos de liberacdo de farmacos e de biocompdsitos, assim como em



processos de separagdo e imobilizacdo de enzimas e proteinas, sensores
biolégicos, musculos artificiais, entre outras (DEKA, QUARTA, et al., 2011).

A Hidroxiapatita € uma bioceramica da familia dos fosfatos de célcio, que
possui destaque entre os biomateriais, apresentando boa biocompatibilidade e
alta resisténcia a compressao, além das propriedades de osteointegracao,
osteocondutividade e bioatividade. A HAP vem sendo empregada na formacao de
compoésitos com polimeros, formando biomateriais promissores, utilizados na
recuperacdo de 0ssos, revestimento de proteses e recuperacdo de lesdes de
cartilagem articular (DUARTE, BORGES, et al., 2006).

Neste trabalho, propomos a sintese e caracterizacdo de dois tipos de
hidrogéis, baseados em Poli (N-isopropilacrilamida). O primeiro hidrogéis de
PNIPAmM sintetizados através do método eletroiniciado, método ainda néo
encontrado na literatura para polimerizagdo do mondmero NIPAmM. As
caracterizagdes permitiram avaliar a eficacia do método utilizado, bem como a
formacdo de hidrogéis com propriedades fisico-quimicas semelhantes as
reportadas na literatura. Seguidamente, foram sintetizados hidrogéis
biocompdsitos de PNIPAmM e HAP, por polimerizagéo radicalar iniciada via reacgao.

Este trabalho estd estruturado em 7 (sete) capitulos. O segundo capitulo
apresenta a revisao bibliografica que fundamenta todo o trabalho, abordando os
principais temas acerca deste: breve descricdo e definicdo dos polimeros e suas
classificacdes; os biomateriais e propriedades; os hidrogéis, hidrogéis
termosensiveis e 0 seu uso na reparacao da cartilagem articular e em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos; o PNIPAm e a HAP e, por fim, uma breve
descricdo do método eletroiniciado utilizado. O capitulo 3 apresenta os objetivos
gerais e especificos deste trabalho. O capitulo 4 descreve materiais e métodos
utilizados no desenvolvimento do trabalho proposto. Resultados e discussdes sédo
descritos no capitulo 5. Por fim, os capitulos 6 e 7 apresentam as conclusdes
obtidas e as perspectivas para trabalhos futuros, respectivamente. A
apresentacao das referéncias bibliogréaficas utilizadas encerra este trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLIMEROS

Polimeros sdo materiais de origem natural ou sintética, formados a partir da
repeticdo de pequenas unidades estruturais (mondmeros), ligados entre si
covalentemente, chamados de meros na cadeia polimérica. De acordo com a
IUPAC, polimero pode ser definido como: “Substancia composta de atomos ou
grupo de &tomos (unidades de repeticdo ou mondmeros) interligados entre si em
quantidades suficientes para desenvolver um conjunto de propriedades que nao
varie significativamente com a adicdo de uma ou mais unidades de repeticao”
(SILVA, 2006).

Os polimeros naturais, utilizados pelo homem desde os tempos pré-
histéricos, sédo produzidos em sinteses biologicas e estao presentes na biosfera,
sendo que quase toda substancia vegetal ou animal apresenta uma estrutura
polimérica complexa. Exemplos de polimeros naturais sdo DNA, as proteinas, o
amido, a celulosa e a borracha natural. Os polimeros sintéticos, por sua vez,
comecam a ser produzidos na segunda metade do século XIX, mas a fabricacao
torna-se intensa apenas no inicio do século XX. Por volta do ano 1930, inicia-se a
producao industrial de polimeros acrilicos e da borracha sintética, dentre outros
polimeros (LOPES,2012). A partir de entdo, o interesse no uso destes materiais
tornou-se crescente, tendo aplicacbes nas mais diversas areas, entre elas a
médica e a farmacéutica.

Os polimeros podem ser classificados quanto a forma como os meros se
repetem ao longo da cadeia, o que pode modificar suas propriedades, podendo

ser:

v Linear: quando os meros sao ligados entre si formando uma entidade

continua, como um fio;



v' Ramificada: quando possui pelo menos uma unidade monomérica
completa “pendurada” na cadeia principal, podendo ter ramificacbes do
tipo A (longas), do tipo B (curtas) e do tipo C (ramificacbes presentes nas
ramificacdes, chamada de estrutura dendritica);

v' Reticulada: quando as unidades monoméricas sao conectadas de forma

tridimensional formando uma ou mais redes unidas.

As estruturas de polimeros lineares, ramificados e reticulados podem ser
visualizadas na Figura 2-1. A formacéo de ligacdes cruzadas tem um grande
efeito nas propriedades mecénicas dos materiais poliméricos. A insolubilidade
desses materiais € uma caracteristica dessa classe de polimeros e possui uma

consideravel expansdo em certos solventes.

a) b) c)
d) e

Figura 2-1: Classificacdo dos polimeros quanto a forma molecular fixada pelas ligagdes quimicas:

a) linear, b) ramificada tipo A, c) ramificada tipo B, d) ramificado tipo C e e) reticulada

Carothers, em 1929, prop6s a classificacdo dos polimeros quanto ao tipo de
reacdo de polimerizagdo em duas categorias: polimeros de condensacdo e de
adicdo. Os polimeros de condensacgédo séo classificados como aqueles formados
a partir de reacdes de condensacdo da quimica organica. S&o também
conhecidos por polimeros de eliminacéo, pois a grande maioria dos polimeros de

condensacdo eliminam pequenas moléculas, como agua, &cido cloridrico ou



metanol. Contrariamente, o poliuretano, obtido por reagdo de condensacdo, nao
libera nenhuma molécula (FOGACA, 2012). Nos polimeros de adicéo a estrutura
da unidade repetitiva € idéntica aquela do monémero. E utilizada para monémeros
olefinicos (-C=C-), convertendo os mondémeros em polimeros pela quebra da
dupla ligacdo (AKCELRUD, 2007). Neste trabalho, o polimero PNIPAm é formado
através do rompimento da dupla ligacado entre carbonos, considerando-se assim
um polimero de adicéo.

Os polimeros podem ser classificados quanto ao mecanismo de reagdo de
polimerizacdo, de acordo com proposta de Flory, em polimerizagcéo por etapas e
polimerizacdo em cadeia. Na primeira 0 monémero € consumido nos primeiros
estagios da polimerizacdo; a massa molar aumenta devido a combinacdo entre
espécies presentes no meio reacional; ndo ha estagio de terminacéo e todos os
grupamentos terminais sao reativos durante toda a reacdo. Na polimerizagdo em
cadeia o crescimento das cadeias ocorre por adi¢cdes sucessivas de mondémero a
um centro ativo; o monémero é consumido lentamente e esta presente em todo o
curso da reacgao; existem mecanismos distintos operando durante a formacao do
polimero, sendo estes a iniciacdo, propagacéo e terminacdo (AKCELRUD, 2007).

A iniciacdo gera o crescimento da cadeia, sendo que o iniciador gera as
espécies reativas. Os iniciadores mais usados sdo: peroxidos organicos e
hidroperéxidos, compostos azo, sistemas redox, energia térmica ou luz. Na etapa
de propagacao os radicais gerados na iniciacdo reagem com 0s mondmeros. A
terminacdo pode ocorrer quando duas cadeias em crescimento reagem entre si,
formando uma ou mais moléculas. Quando ocorre a formacdo de uma molécula, é
denominada terminacdo por acoplamento e, quando ocorre a formacédo de duas
moléculas, é denominada terminacéo por desproporcionamento (FILHO, 2005).

Quando apenas uma espécie de mondmero estd presente na estrutura do
polimero, temos um homopolimero. A polimerizagdo simultdnea de dois ou mais
mondmeros denomina-se copolimerizacdo, podendo formar diversas estruturas
pela variacdo de mondmeros e da quantidade destes. Os copolimeros podem ser
alternados, em bloco ou randdmicos. Os alternados sdo formados quando as
unidades quimicas diferentes estdo dispostas de forma alternada, perfeitamente

regular. O copolimero em bloco é formado por sequéncias de meros iguais de



comprimentos variaveis alternando-se ao longo da cadeia. Por fim, os
copolimeros randémicos ou aleatérios sdo aqueles em que ndo ha uma sequéncia
definida de disposicdo dos meros. A Figura 2-2 ilustra 0 homopolimero e os tipos

de copolimeros.

-A-A-A-A-A-A-A-A-A- A-B-A-B-A-BABA.
-B-B-B-B-B-B-B-B-B-
Homopolimero Copolimero alternado

-A-A-A-B-B-B-B-A-A- | -A-B-A-A-B-A-B-B-B-A-

Copolimero em bloco Copolimero randémico

Figura 2-2: Representa¢do do homopolimero e dos tipos de copolimeros.

2.2 BIOMATERIAIS

Desde muito tempo a preocupacdo maior do homem é o seu bem estar e
sua saude. O aumento da expectativa de vida, aliada a melhoria do nivel e da
qualidade da vida, tem sido alvo da maioria das pesquisas cientificas. O objetivo
principal destas pesquisas é desenvolver e produzir dispositivos capazes de
oferecer tal melhora. Nesse sentido, os biomateriais vém tendo atencéo especial,
dada suas propriedades.

Um biomaterial é definido como qualquer substancia ou combinacgéo delas,
sintéticos ou naturais, que podem ser usados por qualquer periodo de tempo,
como um todo ou parte de um sistema que trata, aumenta ou substitui qualquer
tecido, 6rgao ou fungéo do corpo (ROSIAK e YOSHII, 1999). O biomaterial ideal,
em termos de resposta biolégica, deve ser biocompativel, ou seja, aguele que nao

causa a destruicdo de elementos celulares, proteinas e enzimas, nem cause



alteracdo plasmatica, danos aos tecidos, cancer ou quaisquer reacdes alérgicas
ou téxicas (RATNER e HOFFMAN, 1976), (SANCHES, 2010).

Os biomateriais podem ser poliméricos, ceramicos, metalicos ou uma
combinacao desses materiais, agregando as melhores propriedades de cada um.
Polimeros biodegradaveis sdo mais vantajosos que outros, por nao precisarem
ser removidos posteriormente, requerendo processos cirurgicos. De forma geral,
biodegradavel € um termo utilizado para polimeros e dispositivos sdlidos que
sofrem degradacdo macromolecular in vivo, sem a eliminacdo de produtos ou
subprodutos pelo organismo. Polimeros biodegradaveis sdo afetados pelo ataque
de elementos bioldgicos, perdendo sua integridade e formando fragmentos ou
subprodutos de degradacdo, que podem ser removidos do seu local de acéo
(BARBANTI, ZAVAGLIA e DUEK, 2005). Os polimeros biodegradaveis mais
utilizados sado a Poli (e-Caprolactona) e os copolimeros dos &cidos latico e
glicélico (PLGA). (FIALHO e CUNHA JUNIOR, 2007).

A utilizacdo dos biomateriais € vasta, principalmente na area da saude. Os
biomateriais mais utilizados e pesquisados nos ultimos anos sao os hidrogéis
poliméricos devido a suas propriedades, tendo sido utilizados também na
formacdo de compdsitos, aliados a outros materiais, como as ceramicas e 0sS

metais.

2.3 HIDROGEIS

Um gel é um material polimérico capaz de inchar quando em contato com
um solvente e reter quantidades significativas deste solvente em sua estrutura,
sem se dissolver (RATNER e HOFFMAN, 1976). Um hidrogel, especificamente, é
um gel que pode se expandir quando em contato com agua.

Os hidrogéis tém sido amplamente utilizados nas é&reas médica e
biotecnolégica devido as suas caracteristicas, que mimetizam as propriedades
mecanicas do tecido conjuntivo cartilaginoso humano, apresentando diversas
vantagens como biocompatibilidade, alta capacidade de intumescimento,
elasticidade que minimiza atritos, possibilidade de incorporacdo de farmacos,



porosidade, dentre outras (SAEZ, HERNAEZ e ANGULO, 2003). O hidrogel pode
ser facilmente moldado, encontrando-se na forma de matrizes prensadas,
microparticulas, esponjas, filmes, revestimentos, dentre outras, de acordo com a
aplicacdo (MOURA, 2005).

Os hidrogéis tém sido utilizados como veiculos para imobilizacéo,
encapsulamento e liberacdo controlada de inUmeras substancias e farmacos,
como antibioticos, anticoagulantes, anticorpos, contraceptivos (AFRASSIABI,
HOFFMAN e CADWELL, 1987).

Os hidrogéis podem ser classificados basicamente em fisicos ou quimicos,
convencionais ou responsivos. Os hidrogéis fisicos, também chamados de
pseudogéis, ndo sdo homogéneos e sdo mantidos por forcas secundarias, como
ligacbes de hidrogénio, forcas eletrostéticas, interacdes hidrofébicas e
enovelamento das cadeias. Essas ligacdes sao facilmente desfeitas por variagdes
de temperatura e pH. Os hidrogéis quimicos, também chamados de permanentes,
sdo formados principalmente por ligacBes covalentes e por reticulacdo, sendo
mais resistentes que os fisicos (ROSIAK e YOSHII, 1999).

Um hidrogel convencional é aquele que incha significativamente em &agua,
sem se dissolver, mas ndo exibe mudancas no grau de inchamento em relacéo a
estimulos externos. Ja os hidrogéis responsivos, chamados de “smart hydrogels”
ou hidrogéis inteligentes, tém a propriedade adicional de exibir variagdo no grau
de inchamento, ou ainda, nas propriedades de transicdo de fases que variam
conforme estimulos externos, como pH, temperatura, campo elétrico ou luz
(FRAILE e SERRANO, 2009).

2.3.1HIDROGEIS TERMOSSENSIVEIS

Dentre os polimeros responsivos, 0s mais estudados sdo os termosensiveis.
Um hidrogel termossensivel é aquele que € capaz de exibir um comportamento de
expansao e/ou contracdo como funcdo da variacdo da temperatura (SILVA, 2006).
A temperatura € um fator importante para a solubilidade de um polimero, podendo
melhorar ou piorar com a variacdo desta variavel. Existem algumas interaces

moleculares fundamentais que possibilitam a transicdo de fase: as for¢cas de Van



der Waals, as interagBes hidrofébicas, as eletrostaticas e as ligacdes de
hidrogénio.

Solucbes poliméricas apresentam diagramas de fase caracteristicos, com
temperaturas criticas, existindo dois tipos de comportamento: UCST (Upper
Critical Solution Temperature) e LCST (Lower Critical Solution Temperature),
ambas representadas na Figura 2-3 (SCHMALJOHANN, 2006), (LUCAS,
SOARES e MONTEIRO, 2001).

A UCST, também chamada de Temperatura Consoluta Superior €
caracteristica da maioria dos materiais e solu¢cbes poliméricas. Para estes
sistemas a solubilidade aumenta com o aumento da temperatura. Acima da
temperatura de transicdo UCST solvente e soluto sdo misciveis e abaixo da
UCST o sistema exibe transicdo de fases e 0 soluto precipita. Nesse sistema diz-
se que had uma dependéncia positiva em relacdo a temperatura. Exemplos de
solucbes poliméricas com UCST sdo o acetato de celulose/tetracloroetano,
poliestireno/cicloexano e o poliisobutileno/benzeno (LUCAS, SOARES e
MONTEIRO, 2001).
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Fig
ura 2-3: Diagrama de fases para os sistemas UCST a) e LCST b) [Adaptado de (LUCAS, SOARES
e MONTEIRO, 2001)]

Hidrogéis que possuem um comportamento LCST, como o PNIPAmM e o
Poli(N,N-dietilacrilamida), P(DEAAmM), reduzem seu volume com o aumento da
temperatura (SOUSA, 2009). Para T<LCST o polimero € soluvel em fase aquosa
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e apresenta cadeia estendida e rodeada por moléculas de agua, como visualizado
na Figura 2-4. As ligacdes de hidrogénio formadas entre os grupos hidrofilicos da
rede polimérica e as moléculas de agua sdo dominantes, elevando assim o grau
de expansado. Para temperaturas maiores que a temperatura de transi¢do, ou
T>LCST, soluto e solvente s&o imisciveis, ocorrendo separacao de fases. A altas
temperaturas, as interacfes entre partes hidrofébicas ficam mais fortes e as
ligacdes de hidrogénio enfraquecem, levando a contracdo do gel (DIMITROV,
TRZEBICKA, et al., 2007).
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Figura 2-4: Esquema representativo da transi¢do de fase de um hidrogel termossensivel. A baixas
temperaturas (esquerda) a rede é considerada hidrofilica, absorvendo grandes quantidades de
agua e a altas temperaturas (direita), a rede torna-se hidrofébica, expulsando da rede as
moléculas de 4gua. Fonte: (DIMITROV, TRZEBICKA, et al., 2007)

Essa transicdo de fases em hidrogéis termossensiveis é reversivel, podendo
ocorrer diversas vezes sem causar danos a estrutura do mesmo (SILVA, 2006).
Outra caracteristica importante para sistemas com transicao de fases tipo LCST é
o fato de poder alterar essa temperatura por copolimerizacdo. A utilizacdo de
comondmeros hidrofilicos ou hidrofébicos aumenta ou diminui a temperatura de
transicédo de fases, respectivamente (EECKMAN, MOES e AMIGHI, 2004).

Essa possibilidade de mudanca de LCST é de extrema importancia para
alguns sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Obtendo-se hidrogéis com
temperatura de transicdo acima da temperatura corporal, a liberacdo dos
farmacos sera feita através do método de hipertermia local (KOHORI, SAKAI, et
al., 1999).



11

A termodindmica dos hidrogéis descreve esse fendmeno de transicdo como
resultado de dois fatores basicos: a mudanca na energia livre de mistura do gel
guando em contato com o solvente, e a variacao da energia livre elastica devido a
elongacéo das cadeias da rede quando o gel incha (SOUSA e FREITAS, 1995).

2.4  HIDROGEIS NA REPARACAO DA CARTILAGEM ARTICULAR

A Cartilagem articular € um material biolégico altamente hidratado que
recobre as extremidades dos ossos de todas as articulacdes. Sao capazes de
suportar peso, sustentando elevadas cargas, que sdo aplicadas durante os
movimentos do corpo. Sua principal fungcdo é distribuir tais cargas e reduzir ao
maximo o atrito nas articulacdes (HOLLANDA, TESSMARA, et al., 2004).

A composicao da cartilagem articular divide-se basicamente numa parte
fluida, composta de agua e eletrdlitos, e uma parte formada por uma complexa
rede de colageno.

Lesbes de cartilagem articular sdo dificeis de serem tratadas, com
capacidade limitada de reparacdo, permanecendo muitas vezes ndo curadas e
causando degeneracdo dos tecidos e consequente inicio de osteoartrite
(HOLLANDA, TABATAB e MIKOS, 2003), (STOOP, 2008). As opc¢bOes mais
comuns para tratamento nestes casos sdo procedimentos cirdrgicos, que tem
demonstrado eficacia limitada (HOLLAND, BODDE, et al, 2005). Outro
procedimento recentemente estudado € o estimulo do crescimento dos tecidos.

Nos ultimos anos pesquisas buscando alternativas no tratamento destas
lesbes vem sendo desenvolvidas a partir da utilizacdo de diferentes materiais.
Materiais de preenchimento porosos sdo os mais adequados, pois facilitam a
fixacdo do material e o crescimento do tecido para dentro dos poros, permitindo
ainda a incorporacdo de maior quantidade de agua. Os polimeros sdo uns dos
materiais mais estudados, tendo sido testados poliamidas e polietilenos de alta
densidade (BAVARESCO, 2000).
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Sistemas poliméricos baseados em polieti metacrilato (poliHEMA ou
PHEMA) e tetraidrofurfurii metacrilato (THFMA) foram desenvolvidos e
pesquisados por Patel e Downes, tendo se mostrado muito eficientes no reparo
da cartilagem articular através da absorcdo de fluidos vizinhos e consequente
incorporacado de proteinas da matriz, como fatores de crescimento que permitem
o reparo das lesdes (MALMONGE e ZAVAGLIA, 1997).

Os hidrogéis apresentam vantagens em relacdo a outros polimeros para a
substituicéo tecidos moles no organismo por sua similaridade com estes, devido a
sua capacidade de absorver alto teor de 4gua em sua estrutura e proporcionar a
difuséo livre de metabdlitos e 4gua (KHURSHID, SLAUGHTER, et al., 2009).

2.5 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE DROGAS

Os modos convencionais de administracdo de farmacos resumem-se a via
oral ou injegdes intravenosas. O desenvolvimento de novos sistemas de liberagéo
de farmacos permite que tratamentos tornem-se mais eficazes a medida que o
farmaco pode ter sua acao terapéutica ampliada.

Por definicdo, o termo “sistema de liberagcdo de farmacos” refere-se a
tecnologia utilizada para aperfeicoar a liberacdo de um farmaco, onde o principio
ativo deve ser liberado, melhorando a resposta terapéutica (SOUSA, 2009).
Também conhecido por Drug Delivery Systems (DDS), a liberacdo controlada
permite prolongar o tempo de liberacdo do farmaco no organismo e sustentar a
concentracéo plasmatica (VILLANOVA, OREFICE e CUNHA, 2010).

Para toda substancia farmacologicamente ativa atuando no organismo
existem duas concentracfes limites bem conhecidas e que dependem da
natureza do farmaco e da sua interacdo com o organismo. No limite inferior existe
a concentracdo minima efetiva, abaixo da qual as doses administradas n&o tém
valor terapéutico e onde, consequentemente, o farmaco nao é eficiente. No limite
superior se encontra a concentracdo maxima efetiva, acima da qual as doses

administradas tornam-se toxicas para o organismo gerando efeitos colaterais. A
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dose do medicamento deve estar entre esses limites, chamada faixa terapéutica
(MARTELLINI, 1998).

Na forma convencional de administracéo, o farmaco é colocado em contato
com 0 organismo e inicia sua agao terapéutica chegando, num curto periodo de
tempo, a um pico méximo de acado, as vezes ultrapassando o limite maximo e
decaindo a partir de entdo até atingir a faixa subterapéutica. Assim, além de gerar
certa toxicidade ao organismo, doses repetitivas do farmaco sdo necessarias para
manutencao do efeito terapéutico do farmaco e consequente realizacédo eficaz do
tratamento a que se destina (NAIR e LAURENCIN, 2006).

A liberacdo controlada da droga, por sua vez, permite manter o nivel
terapéutico da droga com doses reduzidas ou Unicas, 0 que reduz o risco de
toxicidade, além de permitir o direcionamento da ag¢do do farmaco em ponto
especifico do organismo, facilita a absor¢do do mesmo, reduz a quantidade de
farmaco ingerido pelo paciente e reduz também o tempo do tratamento clinico
(LANGER, 1990), (PEPPAS e LANGER, 2003) (LANGER, ANDERSON, et al.,
2011). Assim, a liberacdo controlada apresenta a vantagem principal de eliminar
as alteracdes ciclicas na concentracdo dos farmacos no organismo e aumentar a
disponibilidade biolégica do mesmo. A Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada. mostra uma comparacao entre 0s sistemas convencionais e de

liberacé@o controlada de farmaco.
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Figura 2-5: Comparacao entre a quantidade de farmaco liberada com o tempo a) sistema
convencional e b) sistema de liberacdo controlada. [Adaptado de (MOURA, 2005)

Os polimeros sintéticos sdo amplamente utilizados na medicina,
apresentando inimeras aplicacbes na area farmacéutica como excipientes,
agentes complexantes, agentes emulsionantes, gelificantes, solubilizantes e
estabilizantes (VILLANOVA, OREFICE e CUNHA, 2010). Os materiais mais
usados na liberacdo de farmacos sédo os polimeros, devido principalmente as
propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade (GALAEV e
MATTIASSON, 2008). Assim, os hidrogéis sdo extremamente Uteis em sistemas
de liberacdo controlada de farmacos, principalmente devido ao seu alto teor de
agua e natureza elastica, que o torna o biomaterial mais semelhante aos tecidos
naturais, além de serem biocompativeis.

Os mecanismos de liberacdo resumem-se a sistemas controlados por
difuséo, por rea¢des quimicas ou por ativagédo do solvente.

Sistemas controlados por difusdo envolvem um processo simultaneo de
absorcao de agua e desorcéo do farmaco atravées do intumescimento do polimero.
Nestes casos, o farmaco pode estar envolvido em uma membrana polimérica que

controla a difusdo ou estar uniformemente distribuida através do polimero
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(PEPPAS e LANGER, 2003). A difusdo, a nivel macroscépico, obedece a
equacao semi-empirica dada pela Lei de Fick da difusédo.

A liberacao por reacdo quimica envolve a degradacéo do polimero, que pode
ocorrer, preferencialmente, por enzimas ou pela agua (PEPPAS e LANGER,
2003). O uso de polimeros biodegradaveis apresenta a vantagem de que, em
geral, ndo é necessaria a remocao cirurgica do dispositivo.

No caso da difusdo ativada pelo solvente a liberacdo da droga é feita através
de efeitos osmdéticos. No caso dos hidrogéis a liberacéo € feita através da agua.
Quando inserido em solucdo aquosa, a agua penetra no hidrogel, aumentando o

volume e exercendo pressédo sobre o farmaco, fazendo-o sair.

2.6 POLI (N-ISOPROPILACRILAMIDA) - PNIPAmM

O NIPAmM é um mondémero que apresenta a seguinte estrutura quimica (Erro!

Fonte de referéncia ndo encontrada.)
O CHs
HECQ)L )\
N° CHj
H
Figura 2-6: Representacao da estrutura quimica do monémero NIPAmM

Este mon6mero pode polimerizar e formar o Poli (N-isopropilacrilamida), um
polimero hidrofilico e néo téxico, objeto principal deste estudo, e um dos
polimeros termossensiveis mais estudados, devido a suas interessantes
propriedades térmicas. O PNIPAm, cuja representacdo da estrutura quimica €&
mostrada na Figura 2-7Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., pertence ao grupo
dos derivados da acrilamida, precisamente dos polimeros de acrilamida N-

substituida.
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Figura 2-7: Representacao da estrutura quimica do polimero PNIPAm

A primeira descrigdo de uso do PNIPAmM na literatura data do ano de 1956
(SCHILD, 1992). Desde entdo, o PNIPAmM tem sido intensamente pesquisado e
utilizado em diferentes aplicacdes como processos de separacao e imobilizacdo
de enzimas e proteinas, musculos artificiais, dispositivos para liberacdo de
farmacos, blendas, dentre outras aplicacdes (RATNER e HOFFMAN, 1976), (LIU,
TAO e ZHUO, 1993), (KOHORI, SAKAI, et al., 1999), (DIEZ-PENA, QUIJADA-
GARRIDO e BARRALES-RIENDA, 2002), (DEKA, QUARTA, et al., 2011).

O extensivo uso do PNIPAmM deve-se a sua transicdo de fases tipo LCST a
uma temperatura de cerca de 32°C, proximo a temperatura fisiol6gica, com a
possibilidade e facilidade de variar esta temperatura LCST e o fato de possuir
grande capacidade de absorcdo (MEID, FRIEDRICH, et al., 2011). E relatado que
o PNIPAm, a temperatura ambiente, absorve cerca de 30 vezes 0 seu peso em
dgua (SOUSA e FREITAS, 1995), (EECKMAN, MOES e AMIGHI, 2004). A
incorporacdo de comondmeros com grupos hidrofilicos ou hidrofébicos ou a
adicdo de cosolventes, sais, surfactantes ou eletrolitos podem fazer com que a
LCST do polimero varie. Este polimero apresenta grupos hidrofilicos, NH e C=0,
e um grupo hidrofobico, o grupo isopropil, que determinam a sensibilidade térmica
do PNIPAmM.

A literatura reporta que o grupo de pesquisa de Pelton foram os pioneiros na
sintese de microgéis de PNIPAm, aquecendo a solu¢cdo de monémeros a 70°C e
coletando entéo os precipitados (GAO e FRISKEN, 2003).
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Dentre as principais pesquisas envolvendo o polimero PNIPAm podemos
citar o desenvolvimento de copolimeros de PNIPAm e DMAAm (Dimetilacrilamida)
por Kohori e colaboradores. Esses copolimeros foram usados para tratamentos
antitumorais, pela incorporacdo do farmaco Doxorrubicina, obtendo temperatura
de transicdo LCST de 40°C. Depois de ser depositado em local especifico, o
composito libera o farmaco através do aquecimento local a 42,5°C, método
chamado hipertermia local (KOHORI, SAKAI, et al., 1999).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos baseados na
temperatura corporal, 37°C, tem ganhado atencdo dos pesquisadores nos ultimos
anos. A utilizacdo de compésitos de PNIPAmM com temperatura de transicdo de
fases superior a 37°C vem sendo desenvolvidos e utilizados, pois a partir da
aplicacdo no corpo humano, o compoésito estara no estado expandido e a
liberacdo do farmaco sera realizada por qualquer outro estimulo, mas sem
precisar variar a temperatura do meio (EECKMAN, MOES e AMIGHI, 2004).

Coughlan e colaboradores, em 2004 e 2006, avaliaram a liberacdo de
farmacos e a cinética de inchamento/contracdo do hidrogel de PNIPAmM em
funcdo das propriedades fisico-quimicas dos farmacos utilizados. Concluiram que
a presenca de farmacos hidrofébicos ou hidrofilicos fazem diminuir ou aumentar o
grau de expansao dos hidrogéis, respectivamente. O tamanho e a solubilidade do
farmaco e as interacfes farmaco-polimero podem afetar a cinética de liberacdo e
de inchamento dos hidrogéis (COUGHLAN, QUILTY e CORRIGAN, 2004),
(COUGHLAN e CORRIGAN, 2006).

Em 2011, nanoplataformas médicas baseadas em agregados de
nanoparticulas superparamagnéticas, feitas de oOxido de ferro, revestidas com
PNIPAm foram desenvolvidas para utilizacdo como transportadores do farmaco
Doxorrubicina, um quimioterapico. A ilustracdo de tal sistema pode ser vista na
Figura 2-8. ApoOs o direcionamento do sistema por magnetizacdo, a propriedade
termossensivel do PNIPAm é utilizada para realizar a liberacdo do quimioterapico,
pela variagcdo da temperatura. Além disso, o revestimento de PNIPAmM protege
tecidos saudaveis de toxicidade. Tal pesquisa concluiu ser um importante passo
na cura de células cancerosas, sendo base para futuras investigacbes. A

combinacao das propriedades de sistemas magnéticos e a termossensibilidade do
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PNIPAmM séo eficientes na liberacdo de farmacos, pois o calor produzido pelas
nanoparticulas magnéticas podem ser usadas para danificar as células
cancerosas por hipertermia e ao mesmo tempo desencadear a liberacdo do
farmaco (DEKA, QUARTA, et al., 2011).

° *%¢0 o %9 50
4 “ 3 ¥ : ‘ab :.. ..-“ ’ S
e i) i - o
...o'i .‘... ...'...
a) b) c)

Figura 2-8: a) llustragdo das nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro revestidas
com PNIPAm. b) Em solug&o do farmaco Doxorrubicina e ¢) farmaco inserido no revestimento de
PNIPAmM. (Adaptado de (DEKA, QUARTA, et al., 2011)

A combinagéo das propriedades do PNIPAm com outros materiais, como
visto no exemplo acima, é muito utilizada. Compdsitos de hidroxiapatita e
PNIPAmM poderado ser usados para recuperacao de lesdes de cartilagem articular,
como sera visto adiante.

A Tg é a temperatura na qual ocorre a passagem do estado vitreo para um
estado na qual as cadeias poliméricas possuem mobilidade maior, dando um
comportamento elastomérico para os polimeros. A Tg pode variar de acordo com
0 peso molecular (cadeias menores possuem maior mobilidade), volume livre
(quanto maior, maior a facilidade de deslocamento das cadeias e menor a Tg),
tipo de ligacdo secundaria ou interacdes intermoleculares (ligacdes mais fortes
entre as cadeias geram Tg’s maiores) e mobilidade das cadeias (quanto maior a
reticulagdo, maior a Tg). O valor da temperatura de transicao vitrea, Tg, para o
PNIPAmM €& determinada em cerca de 128°C, podendo variar de 85 a 145°C,
dependendo da composicdo do polimero (SOUSA, MAGALHAES e FREITAS,
1998).
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Quanto a toxicidade deste polimero, a utilizacdo de PNIPAMm em
preparacdes oculares e em materiais para neurocirurgia mostram que nenhuma
toxicidade foi encontrada. Vihola e colaboradores testaram a citoxicidade de
alguns polimeros, incluindo o mondmero NIPAm e o polimero PNIPAm. Dois
testes foram realizados: um que mede os danos graves as células e enzimas e 0
outro teste que mede a diminuicdo da atividade mitocondrial. Ambos os testes
revelaram que os polimeros termossensiveis de PNIPAmM foram bem tolerados em
concentracdes inferiores a 10mg/ml (VIHOLA, LAUKKANEN, et al., 2005).

A obtencéo de hidrogéis de PNIPAmM através do método eletroiniciado sera
um dos objetos de estudo desta dissertacdo. Além disso, serdo feitos compdsitos
de PNIPAm e HAP, uma bioceramica, e o estudo da liberacdo controlada do
farmaco Acido Acetilsalicilico (AAS) nestes, para destinacéo futura de aplicacéo

em lesdes de cartilagem articular.

2.7 HIDROXIAPATITA (HAP)

Os fosfatos de calcio sdo um grupo de biomateriais que possuem
propriedades e composicées que podem existir em uma série de fases, dentre os
quais a Hidroxiapatita (HAP). Biomateriais a base de fosfatos de calcio recebem
diversas aplicacdes, dentre médicas e dentarias, por apresentarem auséncia de
toxicidade local ou sistémica, auséncia de respostas a corpos estranhos ou
inflamacdes e aparente habilidade de ligacdo ao hospedeiro (RIBEIRO, 2007).

A apatita € um nome geral para compostos com estrutura basicamente

hexagonal e formula geral M1o(Z04)sX2, podendo os indices M, ZO e X ser:

Tabela 1: Composicao geral das apatitas — possibilidades para os indices M, ZO e X

M Ca®*, sr**, Pb*, cd**, Mg*, Fe*, Na*, K*
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Z0 PO,>, AsO,>, VO,%, SiO*

X F,ClI,OH, Br, Oy

A forma predominante desses compostos é a apatita de calcio Cao(POg)sXo.
Quando o anion X é uma hidroxila OH’, forma-se a hidroxiapatita — HAP, uma
bioceramica, fase do fosfato de célcio mais frequentemente usada, sendo o
constituinte mineral natural encontrado no 0sso, representando de 30 a 70% da
massa dos 0ssos e dentes (COSTA, LIMA, et al., 2009). Para os biomateriais de
fosfatos de calcio sintéticos existem diferencas em composicdo, sendo a HAP
aqui classificada como Cajp(PO4)s(OH),. A HAP é um fosfato de célcio hidratado,
altamente estavel, que se cristaliza no sistema hexagonal, cuja célula unitaria tem
as dimensdes a = b = 0,9422 nm e ¢ = 0,6880 nm (SANTOS, 2005), (LEGEROS,
ITO, et al., 2009). A densidade da HAP é de 3,16 g/cm®.

Devido a sua similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos 0sseos, a
HAP €& um dos materiais mais biocompativeis, sendo ainda osteocondutor
(favorece o crescimento 0sseo) e bioativo (estabelece ligacfes quimicas entre ela
e o tecido 6sseo). Além disso, a HAP induz a regeneracdao tecidual pela adsorcao
de agua, proteinas e colageno. Outra caracteristica importante e que torna a HAP
um excelente suporte para acdo de farmacos é sua alta capacidade de
absorcao/desorcédo de moléculas.

A HAP, por ser uma ceramica, tem também a caracteristica de ser fragil.
Portanto, dependendo do uso ela ndo é vantajosa. Porém, quando agregada a
outros materiais, como o0s hidrogéis poliméricos, formam compdsitos com
propriedades superiores as dos componentes individuais.

A HAP vem sido utilizada em proteses e implantes, no tratamento de
tumores, na area odontolégica, como adsorvente em cromatografia liquida, dentre
outras (COSTA, LIMA, et al., 2009). Quando utilizada em sistemas farmacéuticos
para implantes 0sseos, estimula a resposta biolégica permitindo restabelecer as
funcbes do tecido perdido. Portanto, compositos formados por hidrogéis e HAP
constituem sistemas que podem ser excelentes transportadores de farmacos,

principalmente antibidticos e anti-inflamatoérios, liberando-os na regido do



21

implante. A Figura 2-9 mostra algumas formas de utilizacdo da HAP no corpo

humano.

Reparo craniano
Implante ortolaringolégico
- Reconstru¢do maxilofacial

- Implantes dentarios
- Preenchimento de partes

alveolares
- Dispositivos de acesso
percutanio
- Cirurgias da coluna
vertebral

- Aplicagoes ortopédicas
- Reparo coxofemoral 2| | estruturais: recobrimento de
metais com hidroxiapatita

Figura 2-9: Aplicagbes da HAP no corpo humano. [Adaptado de (PIRES, 2010)]

2.8 COMPOSITOS POLIMERO-HIDROXIAPATITA

Um composito é definido como um material formado por dois ou mais
constituintes, com distintas composi¢des, estruturas e propriedades, separados
por uma interface. Num compdsito as propriedades individuais sdo afetadas
mesmo que pela introducdo de quantidades insignificantes de outro constituinte
(FRANCA, FIGUEIREDO, et al., 2005).
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A utilizagcdo de compdésitos pode agregar as melhores caracteristicas e
propriedades dos seus constituintes. Compoésitos formados por polimeros e
bioceramicas tornam-se promissores como biomateriais. Esses compdsitos
combinam as propriedades ceramicas, como o comportamento bioativo, e as
propriedades poliméricas, como grande absor¢cdo de agua e melhores
caracteristicas mecanicas (CARLO, 2007). Polimeros reforcados com HAP vém
sendo extensamente utilizados em aplicacdes clinicas como cimentos 6sseos,
recobrimento de proteses e implantes dentarios, preenchimento de defeitos
0sseos, dentre outros.

Na literatura ha diversos exemplos de compdsitos feitos com polimeros e
HAP, em sua maioria para tratamento de lesdes Osseas e recuperacdo da
cartilagem articular. Sousa e colaboradores desenvolveram compoésitos de
polimetilmetacrilato (PMMA) e HAP. O polimero PMMA apresenta limitacdes
guanto a resisténcia mecanica, por ser fragil, podendo ainda causar alguns danos
ao tecido 0sseo. Ao agregar a HAP, o biomaterial formado tende a melhorar as
propriedades mecanicas (SOUSA, FORTULAN, et al., 2006).A producdo de
compoésitos de PMMA e HAP foram feitos também por Silva Jr e Oréfice, através
de polimerizacdo em massa do metacrilato de metila na presenca de particulas de
HAP. Os compositos apresentaram bioatividade in vitro, mostrando-se potenciais
candidatos para aplicaces biomédicas (SILVA JUNIOR e OREFICE, 2001).

O Poliidroxibutirato (PHB) foi o polimero escolhido por Carlo como
constituinte do compaosito com HAP para aplicacbes em ortopedia, precisamente
em testes experimentais em ulna de coelhos. Os testes demonstraram que 0s
compasitos formados sdo biocompativeis e se integram ao tecido ésseo (CARLO,
2007). Compésitos feitos com Poliamida (PA) e HAP e ainda, compdésitos de
Polietileno de alta densidade (PEAD) e HAP foram desenvolvidos por Dabbas e
colaboradores (DABBAS, LEITE, et al., 2008). Biocompdésitos de Poli(3-
hidroxibutirato), o P(3HB), e HAP, desenvolvidos por Boldt, mostraram-se
promissores como biomateriais, podendo ser utilizados como indutores 6sseos
(BOLDT, FOLGUEIRAS e PEZZIN, 2010).

Na literatura, PNIPAm e HAP foram utilizadas para formacao de um material

inteligente para aplicagbes em engenharia tecidual. Wei e colaboradores
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utiizaram o PNIPAmM para cobrir a superficie de nanoparticulas de HAP,
formando um material mais bioativo e biocompativel que a HAP sozinha (WEI,
HE, et al., 2009).

2.9 SINTESE ELETROINICIADA

Dentre as técnicas de sintese de hidrogéis, destacam-se a polimerizagédo
radicalar termicamente iniciada e as iniciadas por reacdes redox, todas em
solugbes (SCHILD, 1992). A solucdo € constituida de monémero e o
comondmero, em geral o agente reticulante, um iniciador (ou par), além do
solvente. A solucdo é colocada em um molde e submetida ao processo de
polimerizacdo, que pode ser ativado também por ultravioleta ou radia¢do ionizante
(SCHILD, 1992).

A polimerizacao eletroiniciada é uma maneira ndo muito comum de sintetizar
polimeros. Ela vem sido utilizada por causa das suas vantagens, a saber
(KIKUCHI, IIDA e OKAYA, 2010):

v' Os iniciadores podem ser reduzidos e, possivelmente,
desnecessarios.

v E possivel controlar a velocidade de polimerizagdo através do
controle da corrente eletrolitica.

v' O tempo de polimerizacdo em geral é mais curto.

A polimerizacao eletroiniciada é realizada em célula eletrolitica tipo H ou de
3 eletrodos (representado na Figura 2-10), utilizando eletrodo de trabalho (&nodo)
e um contra eletrodo (catodo), e no caso da célula de 3 eletrodos um eletrodo de
referéncia. Nesse processo, na interface catodo/solucédo acontece a reducgéo e na
interface anodo/solucdo acontece a oxidacdo. O processo de polimerizacdo

eletroiniciada é feito utilizando um aparelho Potenciostato/Galvanostato. No modo
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Galvanostato o equipamento controla a corrente que passa pela célula eletrolitica

e mede a diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia.

Eletrodo de
Referéncia

Eletrodo de Trabalho Contra Eletrodo

[

Figura 2-10: Célula eletroquimica de 3 eletrodos

O método eletroquimico é simples e pode ser feito a temperatura ambiente.
Ao iniciar a passagem de corrente, o eletrodo de trabalho gera ions (Ag+) como
mostra 0 Esquema abaixo, (YILDIZ e YASAR, 2005), reacdo 1.1. O anion
persulfato dissociado se dirige ao anodo. A hidrdlise deste anion gera uma
espécie anion radical, visto na reacdo 1.2. As reagfes 1.3 e 1.4 também geram
radicais livres, que reagem com o mondmero formando-se a espécie propagante
(reacdo 1.5) que por sua vez conduzira a polimerizacdo, a temperatura ambiente.
Através da agitacdo magnética, os ions radicais pode iniciar a polimerizacéo,
gerando espécies propagantes e fazendo com que todo o iniciador seja
consumido nos estagios iniciais da reacdo. O processo de iniciacdo pode ser
resumido assim: no eletrodo de trabalho inicia-se a ionizacdo com a consequente
perda de elétrons. Ao mesmo tempo, radicais livres comecam a ser formados pela

dissociacao do iniciador sobre o eletrodo de trabalho.
1- Iniciac&o (Eletrodo de trabalho - Ag )
Ads) —» AgQ'ag+€ (reagdo 1.1)

S204% (ag)+ HHO——> "0S-O'(aq) + SO%ag + 20H (aq) (reaco 1.2)
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‘0S-O'ag) + 2Ag(s) + 3H20aq) ——» Ag20¢s) + 5042- ag) T+ 6H@q (reacdo 1.3)
Ag*(ag) + H2O@q) ——» Ads) + H'ag) + OHag (reacdo 1.4)

M+ I IM (reagéo 1.5)

2- Propagacéo

M + M— IMM (reacéo 1.6)

MM+ M —  IMp M (reacdo 1.7)
3- Terminacao

My + My —» My (acoplamento) (reacéo 1.8)
My + My —» M, + M, (desproporcionamento) (reacéo 1.9)

A polimerizacdo eletroiniciada de redes acrilicas realizadas por Decker e
colaboradores gerou resinas acrilicas resistentes. O processo mostrou-se ser
eficiente para cura de tintas acrilicas, base para revestimentos na industria
automotiva e protecdo de substratos metalicos (DECKER, VATAJ e LOUATI,
2004).

O uso da polimerizagdo eletroiniciada ainda foi feito por Sahu na
polimerizacdo de anidrido maléico (MA) com 1,4-dimetilpiridiumiodido (SAHU,
1999). Yashoda utiliza este método para obter metacrilato de metila iniciada por
sulfato de hidroxilamina (CDH) em solucdo de &cido sulfirico e metanol, com a

vantagem adicional de ndo produzir gases toxicos gerados em outras formas de
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sintese desse material. Além disso, Yashoda conclui que o método eletroiniciado
€ seguro e simples para a sintese de polimeros de alto peso molecular, obtendo
maior rendimento (YASHODA, SHERIGARA e VENKATESWARAN, 2000).

O método de polimerizacao eletroiniciada para o PNIPAmM néo foi encontrada
na literatura. Neste trabalho utilizamos a sintese eletroiniciada, com passagem de
corrente de 100mA, pelo tempo de 1 hora, através de um equipamento
Potenciostato/Galvanostato. Utilizamos eletrodo de prata como eletrodo de

trabalho e eletrodo de platina como contra-eletrodo.

2.10 CONSIDERACOES FINAIS

A introducéo apresentada anteriormente fundamenta os objetivos principais
desta dissertacdo de obtencdo de dois sistemas baseados em hidrogéis de
PNIPAmM, ambos para possiveis e potenciais usos em liberacdo controlada de
farmacos.

O primeiro sistema constituido de hidrogéis de PNIPAm, preparados via
sintese eletroiniciada, uma forma diferenciada e inovadora de obtencdo do
hidrogel. O segundo, a obtencéo de biocompdsitos formados por PNIPAm e HAP,
uma bioceramica, também com futuras aplicacdes para tratamento de lesGes de
cartilagem articular.

O PNIPAmM e a HAP foram escolhidas devido a suas propriedades, descritas

nos topicos anteriores.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintese e caracterizacdo fisico-quimica de 2 sistemas de hidrogéis

termossensiveis baseados no polimero PNIPAmM:

v'Hidrogéis PNIPAm preparados via sintese eletroiniciada (Hgel*®), doravante
denominados Hgel*°0, Hgel**1, Hgel**2 e Hgel**3.

v'Hidrogéis biocompoésitos de PNIPAm e HAP, preparados via sintese
quimica, doravante denominados Hgel*90, Hgel*-HAP30, Hgel**-HAP50 e
Hgel**~-HAP60.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos seguem:

3.2.10BJETIVOS ESPECIFICOS PARA HIDROGEIS PNIPAmM (Hgel®*®):

v'Sintese eletroiniciada dos hidrogéis via polimerizacédo radicalar;

v'Determinacdo do peso molecular por Viscosimetria (Hgel**0) e por
Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC);

v'Caracterizacao dos hidrogéis obtidos por Espectroscopia na regidao do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), andlise térmica por
Termogravimetria (TGA) e por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
determinacdo da temperatura de transicdo (LCST) por Medidas de

Transmitancia (UV-Vis).
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3.2.20BJETIVOS ESPECIFICOS PARA OS HIDROGEIS BIOCOMPOSITOS
PNIPAM/HAP (Hgel®):

v'Sintese dos hidrogéis biocompdsitos via polimerizacao radicalar iniciada por
reacao redox;

v'Caracterizacdo dos hidrogéis biocompésitos obtidos por Espectroscopia na
regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), analise
térmica por Termogravimetria (TGA), estudos de densidade e porosidades,
Difracdo de Raios-X (DRX) e analise da estrutura por Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV).

v'Realizacao de estudos de intumescimento em solu¢do aquosa e em solugao
do farmaco AAS e estudos de liberacdo em solugdo aquosa da amostra
Hgel*?0.

4. MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

4.1.1 MATERIAIS UTILIZADOS NA SINTESE DOS HIDROGEIS PNIPAm (Hgel*®)

e N-isopropilacrilamida (NIPAm) — mondmero, de peso molecular

113,16g/mol, da Aldrich, cuja representacao da estrutura quimica é:
O CHs
H2C§)J\ )\
H CHjy

o N,N’-metileno(bis)acrilamida (MBAAmM) — agente reticulante, de peso
molecular 154,17 g/mol, da Aldrich, cuja representacao da estrutura

quimica é:
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H H
HCZ N ScH,
0 0]

e Persulfato de amoénio (APS)- iniciador, formador de radicais livres em
meio aquoso, de peso molecular 228,20 g/mol, da Aldrich, cuja

férmula quimica é:

N\
= .

840

\6 NH,

e Acido Acetil Salicilico (AAS) — farmaco anti-inflamatorio e antitérmico,
de nivel farmacéutico, de peso molecular 180 g/mol, cujo nome

quimico é Acido 2- acetoxibenzoico e cuja representacdo da estrutura

quimica é:

Hac\ﬂ/o

O instrumento usado na polimerizacao foi um
Potenciostato/Galvanostato Omnimetra  Instrumentos  modelo
PG39M, mostrado na Figura 4-1.
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Figura 4-1: Potenciostato/Galvanostato Omnimetra utilizado neste trabalho

4.1.2 MATERIAIS UTILIZADOS NA SINTESE DOS HIDROGEIS
BIOCOMPOSITOS DE PNIPAM/HAP (Hge™)

Além dos materiais  N-isopropil  acrilamida  (NIPAm), N,N’-
metileno(bis)acrilamida (MBAAmM), Persulfato de aménio (APS) e agua destilada,

foram utilizados:

e N,N,N’ N’-Tetrametiletilenodiamina (TEMED) — agente acelerador, de
peso molecular 116,20 g/mol, ReagentPlus®, 99%, da Sigma Aldrich,

cuja representacdo da estrutura quimica é:

CHa
- .CH
HaC N\/\I\IJ CHs;
CHj3

e Hidroxiapatita (HAP) — bioceramica, em p0O, de peso molecular
1004,62 g/mol. Foi usada o Fosfato Tribasico de calcio, ~37%Ca, da

Strem Chemicals, cuja formula é:

Ca,z(P0O,)6(0OH),
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4.2 METODOS DE SINTESE

4.2.1 SINTESE DOS HIDROGEIS PNIPAm (Hgel*®)

Todos os materiais foram usados como recebidos. Solu¢des aquosas dos

reagentes foram preparadas nas seguintes concentracoes:

e NIPAmM — 0,88M;
e APS — 0,25 M:;
e MBAAM — 6,5*10*M.

A Tabela 2 mostra a razdo de reagentes utilizados em cada sintese. A
polimerizacdo foi realizada através do método eletroiniciado utilizando
Potenciostato Omnimetra, PG39M, operando no modo Galvanostatico, a 100mA.
A solucdo de monémeros foi borbulhada com nitrogénio por 5 minutos para
remocao de oxigénio remanescente. A reacao de polimerizacdo eletro-iniciada foi
feita em célula eletrolitica tipo H, sendo usado eletrodos de forma retangular de
2cm?, tendo prata como eletrodo de trabalho e platina como contra-eletrodo. A
Figura 4-2 mostra a célula eletroquimica utilizada par a sintese eletroquimica do

PNIPAmM.

Tabela 2: Volume das solugdes utilizadas na sintese dos hidrogéis PNIPAm (Hgel®*®)

Hgel*®0 Hgel*°1 Hgel*®2 Hgel**3
Vaipam (M) 20 12 10 6
Vaps (ml) 20 12 10 6
Vmeaam (M) 0 12 20 24
Razé&o volumétrica 0 1 2 4
MBAAM/ NIPAmM
Razdo em %Mol 0 0,068 0,14 0,27
MBAAM/NIPAmM
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Figura 4-2: Célula eletroquimica utilizada neste trabalho

A reacao foi mantida sob agitacdo magnética durante 1 hora, a temperatura
ambiente (25°C). Finalizado o tempo de reacao, a solucao foi colocada em banho
termostatizado a 50°C. Os precipitados (Figura 4-3) foram coletados e lavados
diversas vezes em agua quente, também a 50°C. AplOs esse procedimento, 0

polimero resultante foi colocado em dessecador a vacuo, a temperatura ambiente.

Figura 4-3: PNIPAm precipitando apos a sintese
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4.2.2 SINTESE DOS HIDROGEIS BIOCOMPOSITOS PNIPAM/HAP (Hgel®%)

Foram preparados hidrogéis biocompodsitos de PNIPAmM/HAP por
polimerizacao radicalar iniciada via reacao quimica do par redox APS e TEMED
(ver Figura 4-4). Os mondémeros NIPAm e MBAAmM foram polimerizados em
dispersdo aquosa na presenca de HAP. As concentragOes utilizadas foram de 1M
(NIPAm); 0,05M (MBAAM); 0,01M (APS) e 0,02M (TEMED).

- G S 5 / )
035—0—0—S8( )3_ - \X.—”“---._/" N "
/ \ \ J | /
APS TEMED N \\

— > S04 + HyC

L
HSO; + H0 ——>  H,S04+OH

R = HSO] = HO'

H ]
R'/+ HoL=tH — » R—J;—E'H + H_("/_\t"H — % v{‘('.
h T h
N
|

-~
~

s —n—0—T
$

0 C—o0

H NH H NH
|

CH3z — CH— CHs CH3— CH— CH3 CH; — CH— CH3 CH3— CH— CHs

s gl

Figura 4-4: Reagdo quimica do par redox APS e TEMED
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A massa do mondmero NIPAm foi mantida constante em 1,13 g e a massa
de HAP foi variada para obtencdo de hidrogéis biocompdsitos nas proporcdes
NIPAM/HAP (%p/p): 100/0, 70/30, 50/50 e 40/60, denominados Hgel*0, Hgel%-
HAP30, Hgel*"-HAP50 e Hgel**-HAP60, respectivamente. A reacgao foi conduzida

a temperatura ambiente.

43 METODOS DE CARACTERIZACAO

As caracterizacdes feitas, exceto quando especificado o local de realizacdo, foram
feitas nos laboratérios do Centro de Estudos e Inovacdo em Materiais Funcionais
Avancados da UNIFEI.

4.3.1 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS PNIPAM (Hgel®)

v Determinacédo do peso molecular médio do PNIPAm

A determinacdo do peso molecular médio do PNIPAm foi feita de duas
maneiras distintas:

e \Viscosimetria: feita apenas para a amostra Hgel**0. O peso
molecular viscosimétrico médio do PNIPAm foi determinado
utilizando um viscosimetro de Ostwald. Uma solucdo-mae do
polimero em agua, na concentracdo de 2 ¢/L, foi preparada e
aliquotas foram usadas para obtencdo de solucbes com
concentracbes de 0,04, 0,08, 0,2, 0,4 e 0,8 g/L. Também foi
realizada a calibracdo do viscosimetro com o solvente, a agua, a
temperatura ambiente (25°C) e assim, determinado o tempo de
escoamento tp do solvente. O tempo de escoamento das solugoes,
nas diferentes concentracdes, foi observado, tendo sido realizadas
10 medi¢cGes de tempo para cada concentracdo e obtida, assim, a

média dos tempos.
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e Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) da Fracdo Soluvel: feito
para todos os hidrogéis. A massa molecular média em nimero (Mn) e
em peso (Mw), assim como o indice de Polidispersao IP (Mn/Mw)
foram determinados por GPC. O solvente Tetraidrofurano (THF) foi
usado como eluente, com fluxo de 1,0 mL/min, presséo de 550 psi e
volume de injecdo de 100 pL. O cromatografo utilizado foi um HT
GPC 350A equipado com detector de indice de refracdo, do IPEN-
SP.

v' Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR:

A analise espectroscopica na regido do infravermelho com Transformada de
Fourier —FTIR, foi feita em Espectrometro da Perkin Elmer, modelo Spectrum 100
Series, na faixa de operacdo de 650 — 4000 cm™, usando um acessoério de
refletancia total atenuada (ATR). Este acessorio € constituido por um cristal misto
de Diamante/ZnSe. As amostras foram maceradas em almofariz de agata para

obtencéo de pos para andlise.

v Andlise Térmica:

A andlise térmica dos hidrogéis copolimeros foi realizada por Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e por Analise Termogravimétrica (TGA). As
analises da temperatura de transicdo vitrea, Tg, dos hidrogéis PNIPAmM foram
feitas por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), realizadas em DSC
Shimatzu 60. Foram utilizados 5mg de cada hidrogel nas andlises, usando
cadinho de aluminio hermeticamente fechado, com trés furos na tampa. As
amostras foram inicialmente aquecidas a 180°C a uma taxa de 10°C/min, entao
resfriadas a 25°C a uma taxa de 20°C/min. Seguidamente, foram realizadas as
varreduras sob aguecimento da temperatura ambiente até 230°C, a uma taxa de

10°C/min. O primeiro ciclo de aquecimento serve para eliminagcdo de qualquer
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solvente ou umidade nas amostras. Todas as varreduras foram feitas sob
atmosfera de Nitrogénio a uma taxa de 25 mil/min.

As temperaturas de Transicdo Vitrea, Tg, dos hidrogéis foram determinadas
no onset e no ponto de inflexdo das curvas DSC obtidas.

Os termogramas foram obtidos em um analisador termogravimétrico TGA-7
da Perkin-Elmer, utilizando-se o modo dinamico. As amostras foram submetidas a
uma velocidade de aquecimento controlada e a variacdo de massa foi monitorada
em funcdo da temperatura. A andlise termogravimétrica foi realizada a uma taxa
de aquecimento de 20°C/min, de 25°C & 600°C, utilizando-se atmosfera de

Nitrogénio.

v" Medidas de Transmitancia:

A temperatura de transicdo de fases, LCST, dos hidrogéis polimeros foi
determinada usando espectrofotometro UV-Vis Cary 50. Solugbes aquosas (1%
m/V) foram preparadas por dissolucdo da cada hidrogel em agua destilada. A
transmitancia foi medida a um comprimento de onda fixo de 500nm para todas as
solugdes. A temperatura da solugcéo do termostato foi variada de 20 a 45°C, em
intervalos de 1°C a cada 10 min. A temperatura de transicdo LCST foi

determinada no onset da curva transmitancia versus temperatura.

4.3.2CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS BIOCOMPOSITOS PNIPAM/HAP
(Hgel*9):

Os hidrogéis biocompoésitos foram caracterizados por Espectroscopia na
regidao do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Analise térmica
por Termogravimetria (TGA) de maneira analoga ao descrito no item 4.3.1. As

outras caracterizacdes seguem:

v' Andlise da densidade e porosidade aparente em materiais porosos por

Argquimedes
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A densidade e porosidade aparente de uma amostra porosa foi determinada
utilizando-se balanca analitica, com dispositivo adequado para o0 método de
Arquimedes (ASTM C373-88, 1999), que leva em consideracdo a massa seca,
massa Umida e massa da amostra imersa em agua.

A densidade aparente de uma amostra porosa pode ser determinada pelo
meétodo de Arquimedes, utilizando a seguinte equacao:

PP =P, —d, V] (Eq.1)
Onde, P, € 0 peso da amostra porosa com 0s poros preenchidos pelo

liquido e, V7 é o volume de liquido utilizado para preencher os poros, o qual pode

ser calculado pela equacéao 2.

{Pu_ PEF_}

Vv = — T (Eq.2)

Portanto, para amostras porosas determinamos sua densidade aparente

(dP,p) através da seguinte equacéo:

d? ==% (Eq.3)

Onde B é peso da amostra porosa. Através da substituicdo dos valores de
V7 da equacdo 3 na equacédo 2, obtemos o valor da densidade de uma amostra

kel
porosa d; .

ar = (-25-) 4, (Eq.4-1)

onde m" € a massa da amostra porosa seca, my € a massa da amostra
porosa com os poros preenchidos com o liquido, m”ap é a massa aparente da
amostra porosa (com os poros preenchidos pelo liquido) imersa em agua, e d,. a
densidade do liquido.

A porosidade aparente (Pgp), também chamada de porosidade aberta é

determinada através da seguinte equacao:

p_ = (—""”“‘“ ) £ 100 (Eq.4-2)

ap Mu—1 ap
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onde M. é a massa da amostra porosa seca, My € a massa da amostra
porosa com 0s poros preenchidos com o liquido, Map € a massa aparente da

amostra porosa (com os poros preenchidos pelo liquido) imersa em agua.

v' Difracdo de Raios-X (DRX)

O método de DRX ¢é utilizado para identificar fases cristalinas em amostras
sélidas. O difratograma padréo (posicao das linhas de difracao) é caracteristico de
cada substancia. O difratograma de DRX fornece o angulo entre os raios de
incidéncia (B) e o difratado na amostra (28) . Utilizando a equacédo de Bragg

(Equacdo 5) é possivel determinar o espacamento d (em A).

2d =sen 6 1 (Eq. 5)

onde A € o comprimento de onda da radiacéo utilizada.

O estudo estrutural por DRX foi feito com as amostras em po, previamente
secas, para verificacdo da manutencdo da estrutura da HAP. Utilizamos um
Difratdmetro Rigaku, modelo Multiflex, com radiacdo Cu-Ka (A=0,1542 nm), com
intervalo de varredura (20) na faixa de operacdo de 10-90°, passo de 0,02° e
tempo de contagem de 8 segundos por passo, do Laboratério de Difracdo de
Raios-X do Centro de Ciéncia e Tecnologia de Materiais (CCTM) do IPEN-USP.

v" Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A estrutura/morfologia dos hidrogéis compdsitos foi visualizada usando
Microscopio Eletrénico de Varredura MEV Philips-XL 30, equipado com detector
de elétrons retroespalhados, do IPEN — USP. As micrografias dos hidrogéis
intumescimentos foram feitas em Microscopio Eletronico de Varredura modelo
JEOL JSM-650, da Universidade Presbiteriana Mackenzie.

v Estudos de Intumescimento:
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Os estudos de intumescimento dos hidrogéis biocompoésitos foram
realizados em agua destilada em duas temperaturas, 25°C e 40°C. A amostra
Hgel®0 foi utilizada para estudos de intumescimento em solugdes aquosas
contendo o farmaco AAS, nas concentracées de 0,005 mol L™, 0,01 mol L™ e 0,02
mol L™, a temperatura ambiente.

Para determinacéo do grau de intumescimento foi utilizada a Equacéao 6:

(W —Wo)

w(%) = | = ] 100 (Eq.6)

onde W; representa o peso do hidrogel no tempo t e Wy 0 peso inicial do
hidrogel Hgel*® (AOUADA, MUNIZ, et al., 2009)

v' Estudos de Liberagdo do Farmaco AAS

O estudo de liberacdo do farmaco AAS, pelo Hgel*, foi realizado em
solucdo aquosa (pH 4,0) a temperatura ambiente (25°C). Analisou-se a
quantidade de AAS liberada em funcdo do tempo por espectroscopia UV-vis
(Varian, modelo Cary 50) utilizando-se para 0 AAS Amax de 296nm. A curva de
calibracdo para o AAS foi preparada através de solu¢des aquosas de AAS com
concentracfes de 1200uM a 8000uM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 HIDROGEIS PNIPAm (Hgel*®)
5.1.1 DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR

Os principais métodos de determinagdo do peso molecular médio sdo por
viscosidade da solucao, onde encontramos o peso molecular viscosimétrico M,, e
o método de Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC), da qual obtemos o
peso molecular numérico médio M, e o peso molecular ponderal médio M,,,

O peso molecular médio da fracdo soluvel de PNIPAm foi determinado de
duas formas distintas: para a amostra Hgel*®0, formada sem MBAAm, através do
método de Viscosimetria e para as amostras Hgel*®0, Hgel*°1, Hgel**2 e Hgel**3

por Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC) da fracdo soluvel.

5.1.1.1 PESO MOLECULAR VISCOSIMETRICO

A viscosimetria € um método muito simples e fornece dados precisos e
reprodutiveis. A viscosimetria de uma solucdo depende do polimero e do
solvente, bem como a concentracdo da solucdo do polimero (MARK, 2006). A
viscosimetria capilar € um dos métodos mais simples e mais utilizados para
determinar a massa molecular viscosimétrica, M,, de um polimero.

A partir das equacoes:

Nret = t{’tl} (Eq 7)

Nesp = Mpat — 1 (Eq 8)
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L e (qu)

podemos determinar a viscosidade intrinseca através de regressao linear da
viscosidade reduzida versus concentragao, extrapolando a concentragcdo a zero.

Nas equacOes temos que 7, € a viscosidade relativa, n,., € a viscosidade

especifica e #,.; € a viscosidade reduzida (KREVELER e NIJENHUIS, 2009),
(LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001).

A viscosidade intrinseca de um polimero é relacionada ao peso molecular
meédio pela equacdo de Mark—Kuhn- Houwink—Sakurada (RIMMER, CARTER, et
al., 2007):

n=KM*° (Eg.10)
onde K e a sdo constantes para um dado sistema soluto-solvente a uma
determinada temperatura e M o peso molecular médio do polimero.

Para cada concentragdo foram realizadas 10 tomadas de tempo, a média

calculada e apresentada na Tabela 3.

Tabela 3: Concentracéo e médias dos tempos para as solugdes de PNIPAmM em agua.

Solucédo Concentracgao (g/L) Tempo (S)
Agua 2 to= 7,222
1 0,04 7,898

2 0,08 8,562

3 0,2 9,952

4 0,4 10,082

5 0,8 8,089

Calculando as viscosidades relativa, especifica e reduzida (Equacdes 7, 8 e
9), obtemos:
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Tabela 4: Viscosidades relativa, especifica e reduzida para as amostras de PNIPAm em agua.

Solugdo M =t/ty Hesp= Mrel -1 Mred = Mesp /C
1 1,094 0,094 2,35
2 1,186 0,186 2,32
3 1,378 0,378 1,89
4 1,396 0,396 0,99
5 1,12 0,12 0,15

Tragando—-se o grafico neq Vversus C (Figura 5-1), obtemos a viscosidade
intrinseca n, na intersegdo da curva com o eixo y da viscosidade, sendo igual a
2,45536:

2,54
\‘ -

\ Y=A+B*X
—~. 2,04
ZE \\ Parameter Value Error
S 154 - A 2,45536 0,11564
N N B -3,01762 0,28079
® L
© 10- N R SD N P
K] . -0,98726 0,17443 5 0,00172
o \
3 N
_g 0,5 - \
S .

0,0

— T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentracgéo (g/L)

Figura 5-1: Viscosidade reduzida em funcéo da concentragcdo para o PNIPAm em agua

Os valores das constantes K e a da equacdo de Mark—Kuhn- Houwink—
Sakurada para o PNIPAm em solugcdo aquosa, a 25°C, bem como o Peso
Molecular Viscosimétrico médio obtido experimentalmente, segundo a mesma

equacao, encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5: Valores do peso molecular médio para o PNIPAm em agua, segundo valores diferentes
das constantes.

K (cm®/g) a M,(Da) Fonte

226*10% 0,97 1,4*10%7 (CHIANTORE, GUAITA e TROSSARELLI, 1979),
(GANACHAUD, MONTEIRO, et al., 2000), (MUNIZ
e GEUSKENS, 2001)

5.1.1.2 PESO MOLECULAR POR GPC

A Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) ou Cromatografia de
Exclusdo por tamanho € um método de fracionamento em coluna baseado na
separacdo por tamanho das moléculas de polimero em solucdo. O termo GPC
origina-se dos diversos materiais usados dentro das colunas, os géis. Através do
método GPC é possivel a determinacdo simultanea do peso molecular numérico
meédio, do peso molecular ponderal médio e da distribuicdo de peso molecular
(LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001), (AKCELRUD, 2007). A literatura reporta
que o método GPC utilizando THF e uma calibracdo baseada em poliestireno
gera distribuicdes de peso molecular que esta de acordo com outros métodos
(GANACHAUD, MONTEIRO, et al., 2000).

A

Figura 5-2 mostra a andlise por GPC da fracdo soltvel dos hidrogéis PNIPAmM

(Hgel*®). Os valores de Mn, Mw e IP obtidos estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6: Valores do peso molecular e indice de polidisperséo da fracédo soltvel dos hidrogéis.

Peso Hgel*®0 Hgel*®1 Hgel*®2 Hgel**3
Molecular
Mn (g/mol) 3,327*10" 3,403*10" 4,419*10* 1,647*10°
Mw (g/mol) 2,373*10° 6,264*10° 1,096*10° 8,730*10°

IP (Mw/Mn) 7,13 18,41 24,8 5,30
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Podemos observar na Tabela 6 que o peso molecular da fase solavel
aumenta com o aumento da concentracdo de MBAAmM, como esperado.

A curva de distribuicdlo do Hgel*®0 mostra um elevado indice de
polidispersdo IP= 7,13. Este valor de polidisperséo € esperado na polimerizacao
radicalar onde a propagacdo ndo € controlada e, portanto obtém-se cadeias de
diferentes comprimentos. Um alargamento da curva de distribuicdo de massa
molecular, isto €, um aumento da polidisperséo (razéo entre Mw/Mn), é observado
a medida em que se aumenta a concentragdao do agente reticulante MBAAm. Este
comportamento € esperado, pois polimeros com ramificacbes apresentam altos
indices de polidispersdao (CANEVAROLO JR, 2004). Contrariamente, a rede
entrecruzada formada no sistema Hgel**3 apresenta indice de polidispersédo
menor, em torno de 5. Porém, a curva de distribuicdo de GPC mostra um ligeiro
alargamento para altos valores de peso molecular, o que sugere uma distribuicdo

bimodal.
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a) b)
c) d)
Figura 5-2: Curvas de distribuicio do peso molecular a) Hgel*°0; b)Hgel**1; c)Hgel**2 e d) Hgel**3

5.1.2 CARACTERIZAGAO ESPECTROSCOPICA (FTIR)

O mondmero NIPAmM, cuja representacdo da estrutura quimica pode ser
visualizada na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. caracteriza-se por uma ligagéo

dupla entre os carbonos. A dupla ligacdo C=C é caracterizada no espectro
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Infravermelho por uma banda de vibracdo a 1620 cm™, corresponde a
deformacéo axial, em evidéncia na Figura 5-3 , que apresenta o espectro FTIR do

mondmero NIPAmM.
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Figura 5-3: FTIR do mondmero NIPAm. Em destaque, banda em 1620cm™, relativa a ligagdo C=C.

A Figura 5-4 mostra o espectro de FTIR do Hgel**0. Ao compararmos o
espectro do monémero NIPAm (Figura 5-3) com o espectro do Hgel**0 (Figura 5-
4) podemos observar diferencas significativas. O mondmero apresenta bandas de
vibragdo de deformacdo axial de C=C em aproximadamente 1620 cm™ e, além
disso, bandas caracteristicas de grupos vinilicos em 1305 e 1325 cm™ e em 990 e
916 cm™ referentes as vibracdes de deformacdo angular, que ndo s&o

observadas no espectro do Hgel*®0.
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Figura 5-4: FTIR da amostra Hgel**0

No polimero formado, Figura 5-4, observa-se uma banda larga na regiao
entre 3350-3700 cm™, que ndo é observada no espectro do mondémero,
caracteristica de vibracdes de estiramento da ligacdo O-H, devido a sua maior
afinidade pela agua quando comparado ao mondmero (SOUSA, 2009),
(JAISWAL, BANERJEE, et al., 2010). A ligacdo OH né&o esté presente no polimero
e seu aparecimento pode estar relacionado a presenca de agua na amostra
utilizada. A auséncia da banda de vibracdo da dupla ligagdo C=C (olefinica)
presente em 1620 cm™ no mondmero NIPAm, bem como todas as diferencas
apresentadas, confirmam a polimerizacdo e a consequente eficacia do método
eletroiniciado utilizado.

No espectro do Hgel*®0 (Figura 5-4) podemos observar uma banda em torno
de 1638 cm™ (Amida I) que corresponde ao estiramento de grupos carbonila de
amidas, que nas amidas aparece a frequéncias notavelmente baixas devido ao
efeito mesomeérico (+M) do nitrogénio e, as associacdes de ligacdes de hidrogénio

(WU e SIESLER, 1999), (MAEDA, HIGUCHI e IKEDA, 2000). A banda da
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vibragao carbonilica vc-o em amidas é chamada de banda Amida | devido ao
acoplamento com osciladores vizinhos, especialmente a banda vny.

A banda em torno de 1534 cm™ relaciona-se ao modo de estiramento
simétrico de N-H de amidas. No intervalo de frequéncias de 1390-1370 cm-1
aparecem bandas que sao caracteristicas de deformacdo no plano de isopropilas.
As bandas de absorcéo na regido de 2875-2972 cm™ sdo referentes aos modos
de vibracdo de estiramento CH3 e CH2 de hidrocarbonetos alifaticos. As bandas
de estiramento de N-H de amidas secundarias mostram-se na regido de 3170-
3370 cm™.

A Figura 5-5 mostra todos os assinalamentos das bandas caracteristicas do
PNIPAmM e a Tabela 7 resume as bandas caracteristicas do PNIPAm encontradas
na literatura e neste trabalho, bem como os correspondentes nimeros de onda
(SUN, LIN e WU, 2007).
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Figura 5-5: FTIR do homopolimero HgelseO — Assinalamentos das bandas caracteristicas do
PNIPAmM.



Tabela 7: Assinalamento das bandas caracteristicas do PNIPAm encontradas na literatura e
experimentalmente

Literatura (cm™) Experimental (cm™) Banda correspondente

a 3437 3435 v(N-H)

b 3310 3294 v(N=H)

C 3190 3223 Amida | + Amida Il
d 3095 3074 Amida B

e 2968 2970 vas(CH3)

f 2929 2933 vas(CH>)

g 2874 2876 vs(CHa)

h 1646 1638 Amida |

[ 1546 1534 Amida Il

i 1458 1458 Sas(CH,)

k 1387 1393 5s(CHs)

L 1368 1387 0s(CHy)

m 1280 1256 Amida Il

n 1173 1179 CHj3 (skeletal)

o] 1132 1128 CHgs (rocking)
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A Figura 5-6 mostra, comparativamente, o espectro FTIR do Hgel**0 e os
demais hidrogéis (Hgel**1,2 e 3). Observa-se que os espectros sdo semelhantes.

A diferenca entre o monémero (NIPAm) e o agente reticulante MBAAM consiste:

— Funcionalidade: o0 MBAAm é tetrafuncional (dois grupos vinilicos),
enquanto o NIPAm é bifuncional (um grupo vinilico);

— Grupo funcional amida: o MBAAmM possui dois grupos amida e o
mondmero NIPAm tem apenas um;

— O NIPAmM tem ligado um grupo isopropil [CH(CH3),], enquanto o

MBAAM tem entre os dois grupos amidas um grupo metileno (-CHz-).

90
X
~ 80 -
.©
o
c
i.g
g 70 -
L 1171
T 1458
(o ——Hgel*® 0
60 —
—— Hgel*® 1
Hgel®® 2
50 J ngPe3 1534

1638
1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ndmero de ondas ( cm-1)

Figura 5-6: FTIR dos hidrogéis de PNIPAm obtidos
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Assim, considerando que o MBAAmM tem maior funcionalidade, age como
reticulante (crosslink), estabelecendo uma rede entrecruzada. Para melhor
assinalar as bandas dos espectros dos hidrogéis da Figura 5-6, separamos o0

espectro em diferentes regides.
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Figura 5-7: Espectro FTIR dos hidrogéis obtidos a) de 2500 a 3500cm™; b) de 1400 a 2000cm™™; c)
de 1000 a 1500 cm™ e d) 820 a 900cm™



54

Na faixa 820 a 900 cm™ se observa o deslocamento da banda relativa a
vibracdo da ligacdo C-H. Esta banda no Hgel**0 é observada em 878 cm™,
enguanto nos demais hidrogéis desloca-se para numeros de onda maiores, como

pode ser visto na
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d, apresentando-se em 882 e 883 cm™. Isto pode ser explicado pelo entorno
quimico do grupo isopropil -(CH3),C-H, que muda nos hidrogéis Hgel*’1, 2 e 3,

devido a proximidade de dois grupos amida que interagem com o grupo isopropil,

fortalecendo a ligacdo (C-H). A constante de forca de uma ligacdo € diretamente
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proporcional ao nimero de onda e portanto, nos hidrogéis entrecruzados Hgel*°1,
2 e 3, o numero de onda da vibracdo C-H aumenta.

A técnica de FTIR é semiquantitativa permitindo, assim, obter informacéo da
concentracdo de determinada espécie. Para demonstrar que o hidrogel foi
formado, estabelecendo-se assim uma rede entrecruzada, realizamos o estudo da
banda relativa a vibracdo da ligacdo -(CH3).C-H, do grupo isopropil. Este grupo
nao esta presente no MBAAmM e desta maneira sua concentracdo deve diminuir
nos hidrogéis Hgel*®1, 2 e 3 em relacdo ao hidrogel Hgel*®0. Para realizar este
estudo, escolhemos a banda Amida I. Portanto, a razdo entre a area da banda
Amida | e a area da banda do grupo isopropil devera aumentar nos hidrogéis
Hgel*®1, 2 e 3 em relagdo ao hidrogel Hgel*°0.

Hgel**1
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i / -853,87733 1638 -16,16851
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90 Area Center Height
=
S b -1218,76808 1638 -23,05338
Lo 80
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Figura 5-8: Areas da banda relativa & vibracdo da ligacdo Amida | (em 1638 cm™) para os

hidrogéis.
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Figura 5-9: Area da banda relativa a vibracdo da ligac&o isopropil dos hidrogéis.
A Figura 5-8 e a Figura 5-9 mostram as areas das bandas (HNC=0) e -
(CH3),C-H para todos os hidrogéis. Os valores da razdo entre as areas das

respectivas bandas sdo resumidos na Tabela 8.

Tabela 8: Determinacao da razdo entre as areas das bandas 1638 cm™ e 878 cm™ (ou 883cm™)
representadas nas Figuras 5-11 e 5-12.

Hgel*°0 Hgel*°1 Hgel**2 Hgel**3

Raz&o (C=O/CH) 42 52 53 50

Observa-se na Tabela 8 que a razéo entre as areas das respectivas bandas
aumenta consideravelmente nos hidrogéis Hgel**1, 2 e 3 em relacdo ao Hgel*°0,
demonstrando que a reagdo de polimerizagdo aconteceu e que os hidrogéis

Hgel*®*1, Hgel**2, Hgel**3 formaram redes entrecruzadas.
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5.1.3 ANALISE TERMICA

5.1.3.1 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

A andlise termogravimétrica do Hgel**0 é mostrada na Figura 5-10. Podemos
observar que ocorre uma pequena perda de massa, em torno de 15% da massa
total, possivelmente devido a presenca de agua na estrutura do hidrogel. A
temperatura de degradacéo da cadeia polimérica acontece em torno de 410°C. A
literatura reporta temperaturas de degradacio para o PNIPAm entre 423 (FEIJO,
MAGALHAES, et al., 1999) e 431°C (SOUSA, MAGALHAES e FREITAS, 1998),
(ALLI e HAZER, 2008). A 450°C ocorre a completa degradac&o do hidrogel.
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Figura 5-10: Curva TGA para o hidrogel Hgel*0.

5.1.3.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Um polimero pode existir em trés estados fisicos: vitreo, altamente elastico e
fluido viscoso. A passagem de estado fisico a outro ndo ocorre a uma temperatura
definida, mas em certo intervalo de temperaturas onde existe uma variacéo

gradual nas propriedades termodinamicas do material e nestes casos, 0s valores
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médios da temperatura sdo denominados de temperatura de transicdo. A
transicdo do estado vitreo para o altamente elastico € denominado de
temperatura de transicao vitrea (Tg), sendo uma transicdo de fase de segunda
ordem.

A Tg pode ser medida por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), uma
técnica capaz de medir a diferenca entre uma referéncia e uma amostra ao
submeté-las a uma mudanca controlada de temperatura. A técnica de DSC é
capaz de medir e registrar quaisquer eventos térmicos que ocorram, incluindo
reagbes quimicas, transicbes fisicas. Neste caso, na transicdo de fase
correspondente a transicdo vitrea, a técnica DSC exibe uma resposta
endotérmica correspondente a uma variacdo na capacidade calorifica do material
(DA SILVA, 2008). A Figura 5-11 mostra as curvas DSC obtidas para os
hidrogéis.
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Figura 5-11: Curvas DSC para os hidrogéis Hgel*® obtidos

Os valores da Tg encontradas estdo resumidos na Tabela 9. O valor da Tg
encontrado para os hidrogéis de PNIPAm sintetizados eletroquimicamente estao
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de acordo com os valores reportados na literatura, que podem variar entre 85 e
145°C, dependendo da composicdo do polimero (SOUSA, MAGALHAES e
FREITAS, 1998). Estudos tem mostrado que o PNIPAmM né&o reticulado, neste
caso o Hgel*®0, e o PNIPAm levemente reticulado, como o caso do Hgel**1, tem
valores de Tg similares, assim como encontrado neste trabalho (COUGHLAN e
CORRIGAN, 2006).

Tabela 9: Valores da Tg para os hidrogéis Hgel*® obtidos

Hgel**0 Hgel**1 Hgel**2 Hgel**3
Tg (°C) onset 128 129 131 131

Tg (°C) médio 1345 137,5 139 139,5

A flexibilidade da cadeia polimérica é a principal caracteristica estrutural que
define a temperatura de transicdo vitrea, uma vez que afeta diretamente a
mobilidade segmental. Podemos observar na Tabela 9 e na Figura 5-12 que a
medida que aumenta a razdo molar do agente reticulante, o MBAAmM, a Tg do
hidrogel aumenta. Esse comportamento pode ser entendido pela mobilidade das
cadeias poliméricas, que diminui conforme se aumenta a razdo de MBAAmM e pela
maior densidade da rede polimérica, que também aumenta com o aumento da
razdo de MBAAmM. A mobilidade é caracteristica da transicdo vitrea, devendo,
entdo, ser alcancada a temperaturas mais altas (FEIJO, MAGALHAES, et al.,
1999).
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Figura 5-12: Relagdo entre a Tg dos hidrogéis e a razdo molar MBAAM/PNIPAmM. Em destaque a
estrutura quimica dos hidrogéis obtidos

5.1.4 MEDIDAS DE TRANSMITANCIA

A determinacdo da temperatura de transicdo de fase relativa a expansao —
contracao das cadeias poliméricas, denominado Temperatura de Solucdo Critica
Inferior (LCST), foi realizado como descrito na parte experimental. Em
temperaturas abaixo da LCST os hidrogéis estdo na conformacdo expandida
podendo ser solubilizados, dispersos ou intumescidos até o equilibrio em
solucbes aquosas. A medida que a temperatura é elevada o gel se contrai,
passando por uma transicdo de fase descontinua. O PNIPAmM possui LCST em
torno de 32°C, sendo que este valor pode ser alterado pela incorporacdo de
comondmeros, sais, etc (EECKMAN, MOES e AMIGHI, 2004), (LAl e WU, 2010),
(GUAN e ZHANG, 2011).

O uso da espectroscopia para determinacdo da LCST foi reportada por
Schild, em 1992, como um dos métodos mais utilizadas por pesquisadores,
permitindo a visualizagdo do ponto de transicdo em consequéncia da precipitacéo

do polimero quando ocorre a separagéo de fase (SCHILD, 1992).
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A Figura 5-13 mostra as curvas de Transmitancia pela Temperatura das
solugdes aquosas dos hidrogéis PNIPAm (Hgel*®), na faixa de temperatura de 20
a 45°C. Definimos erro padrédo de 0,3°C. O comprimento de onda de 500nm tem
sido usado determinagdo da LCST por Eeckman e colaboradores em suas
diversas pesquisas com PNIPAm (EECKMAN, AMIGHI e MOES, 2001). Para o
homopolimero, Eeckman encontrou um valor de temperatura de transicdo LCST
de 32,4°C (EECKMAN, MOES e AMIGHI, 2004). Como pode ser visto na Figura
5-13, encontramos um valor correspondente para o homopolimero Hgel*°0,
32,2+0,3°C.
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Figura 5-13: LCST dos hidrogéis Hgel*® obtidos

Observa-se que a temperatura de transi¢cao térmica (LCST) tem valor maior
para os hidrogéis Hgel*°1 e 2, e valor ligeiramente inferior para o hidrogel Hgel**3
em relacdo ao Hgel*°0, sendo igual levando em consideracao o erro padrdo. Este
comportamento € esperado, devido a estrutura quimica do MBAAmM, que possui
um grupo metil entre dois grupos amidas, enquanto o NIPAmM tem um grupo

isopropil, grupo volumoso, que impede estericamente a interacdo das moléculas
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de agua com o grupo amida. Desta maneira nas redes poliméricas entrecruzadas,
contendo MBAAmM, a interacdo com agua se mantém até temperaturas mais
elevadas e portanto, as cadeias permanecem na conformacdo estendida,
acontecendo a transicéo de fase a temperaturas mais altas (ESCOBAR, GARCIA,
et al., 2003), (WEI, ZHANG, et al., 2006).

Em seguida com o aumento de densidade da rede entrecruzada, Hgel*°2 e
Hgel*®3, a temperatura de transicdo diminui o que sugere que o efeito estérico
proprio de uma rede predomina, dificultando a interacdo da agua com o0s

agrupamento hidrofilicos do co-mondémero.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS BIOCOMPOSITOS DE
PNIPAM/HAP (Hge®™)

5.2.1 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA (FTIR)

A Figura 5-14 e a Figura 5-15 mostram o espectro FTIR do hidrogel Hgel*?0
preparado pela polimerizacdo quimica radicalar, iniciada pelo sistema redox APS-
TEMED a temperatura ambiente. Comparativamente, sdo mostrados 0s espectros
FTIR dos biocompdsitos.
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Figura 5-14: Espectro FTIR comparativo do Hgel*0, e dos biocompésitos Hgel*>-HAP30, Hgel**-
HAP50, Hgel®*-HAP60, na faixa de 4000 até 2700 cm™

Podemos observar que ndo existem mudancas significativas nas bandas de
vibracdo dos biocompédsitos em relacdo ao Hgel*"0. Podemos destacar que

devido & alta velocidade da reacdo de iniciagdo, somada a alta velocidade de
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propagacdo dos monémeros, formando-se a rede polimérica entrecruzada no
tempo maximo de 10 minutos, a hidroxiapatita ndo sofre hidrolise acida. Também
nao acontece reacao quimica entre a HAP e o hidrogel durante a polimerizacéo. A
banda de vibragdo (~3570 cm™) da ligagdo —O-H livre é observada nos
biocompadsitos, e com maior intensidade naquele que apresenta o maior teor de

hidroxiapatita, Hgel*3-HAPG60.
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Figura 5-15: Espectro FTIR-ATR comparativo do Hgel*0, e dos biocompésitos Hgel**-HAP30,
Hgel*-HAP50, Hgel*®-HAP60, na faixa de 1800 até 700 cm™

Observamos também na Figura 5-15 as bandas relativas as vibracoes
de estiramento da ligacdo P-O do grupo fosfato. Também € possivel identificar um
ligeiro deslocamento da banda Amida | nos biocompésitos em relagdo ao hidrogel
puro Hgel*0, o que sugere a existéncia de interacdo fisica entre a rede do
hidrogel e a hidroxiapatita.
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A Figura 5-16 representa as curvas de perda de massa do Hgel*0 e dos
biocompositos Hgel*-HAP30 e Hgel*-HAP50 e Hgel*9-HAPG0.
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Figura 5-16: Curva de perda de massa em fung&o da temperatura para o Hgel*0 e os
biocompdsitos Hgel*-HAP30, Hgel*-HAP50, Hgel**-HAP60, na faixa de 25 a 800 °C

Observamos que a presenca de HAP no biocompdésito influencia na

temperatura de degradacao da cadeia polimérica, que aumenta ligeiramente com

a presenca da HAP. Podemos observar que o Hidrogel puro, Hgel®0, contém

elevado teor de agua, devido ao elevado carater hidrofilico do hidrogel, que pode

reter 4gua através de ligages fisicas de alto alcance como é a ligagdo de ponte

de hidrogénio. Observamos na Figura 5-16 e de maneira resumida na Tabela 10 o

residuo de HAP nos biocompdésitos, valor que corresponde exatamente ao teor

adicionando inicialmente durante a polimerizagao “in situ” dos hidrogéis.
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Tabela 10: Assinalamento das regies de perda de massa registradas na curva de TGA

Amostra Perda de | Contetdo de | Conteldo de | Contelido de HAP
Umidade | H,0 (%) polimero (%) (residuo) (%)
(%) 110-300°C | 300 - 478°C
T<110°C
Hgel* 0 55 8,0 86,5 0
nglSq —HAP 30 4.6 4.4 62,9 28,1
nglSq —HAP 50 3,7 15 473 47,5
nglSq — HAP 60 41 1,5 40,9 53,5

5.2.3 ANALISE DA DENSIDADE EM MATERIAIS POROSOS POR ARQUIMEDES

A rigor, qualquer sélido apresenta um grau de porosidade, detectavel ou
nao, resultante da presenca de cavidades, canais ou intersticios. A porosidade de
um material exerce influéncia sobre suas propriedades fisicas, tais como:
densidade, condutividade térmica e resisténcia mecanica.

A Tabela 11 mostra, comparativamente, a densidade tedrica (Regra das
Misturas, Equacdo 11 (CALLISTER JR, 2008)), a densidade geométrica (razao
entre massa e volume) e a densidade aparente (método de Arquimedes)
determinadas para os hidrogéis e biocompaésitos porosos. Podemos observar que
a densidade das amostras aumenta na medida em que aumentamos a

concentragdo de HAP no biocompdsito.

d, =X dggor + Koy, o d (Eq.11)

L‘|:Hg5::| F':HA',‘EI:' HAP

Onde dugel = 1,1 g/cm® (REUFER, DIAZ-LEYVA, et al., 2009) e duap=3,15

g/lcm®e X, é a fracdo volumétrica correspondente.
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Tabela 11: Valores da densidade para o hidrogel HgelsgO e para os biocompésitos Hgel*-
HAP30, Hgel**-HAP50 e Hgel*'-HAP60

Densidade ,
_ L i _ Densidade aparente
Densidade teérica | 9eometrica (d=m/V) (Eq.4-1)
Amostra (dy) glcm
(Regra de Misturas) Porosidade % Porosidade aparente
(Eq.12) % (EQ.4-2)
Hgel*0 1,1 g/lcm®
m=0,47g . ,
d= 1,7 cm r=0,85 cm d=0,32 g/cm d=0,09 g/cm
h=0,64 cm
v=mr*h= 1,45 cm®
%p = 68 %p =91,33
Hgel**-HAP30 1,72 glem®
m=0,49¢g 5 ,
d=1,2cm r=0,6 cm d= 0,79 g/cm d=0,14 g/cm
h=0,55 cm
Vy=11r’h= 0,622 cm®
%p = 50,62 %p = 89,54
Hgel-HAP50 2,12 glcm®
m=0,45¢g . ,
d=0,97 cm r=0,49 d=1,2g/cm d=0,16 g/cm
cm
h=0,75 cm
v=mr*h= 0,57 cm®
%p = 42,03 %p = 90,16
Hgel-HAP60 2,33 g/lem?®
m=0,93¢g 5 ,
d=1,12 cm r=0,56 d= 3,15 g/cm d=0,19 g/cm
cm
h=0,94 cm
V=mr’h= 0,295 cm®
%p = 37,55 %p = 89,38
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Uma das caracteristicas mais importantes associadas a um compa@sito a ser
utilizado para substituicdo de tecidos O0sseos € a porosidade. A porosidade é
necessaria para facilitar a distribuicdo e difusdo das células e nutrientes por toda
a estrutura, facilitando o crescimento celular e tecidual e a densidade pode afetar
as propriedades fisicas do material, bem como o comportamento biol6gico do
mesmo (FILHO, JUNIOR, et al., 2006). Alta porosidade gera materiais com menor
densidade e assim, quanto menor a densidade, maior a porosidade do material. A
porosidade aumenta a area superficial disponivel entre o local do implante e o
implante em si, aumentando e facilitando a osteointegragao.

Observamos na Tabela 11 que o valor da densidade geométrica do hidrogel
Hgel*0 e dos biocompésitos Hgel*-HAP30 e Hgel**-HAP50 é muito menor que a
densidade tedrica determinada pela regra das misturas. Isto pode ser explicado
porque a densidade geométrica das amostras foi determinada nas amostras
secas, apos o colapso da estrutura tridimensional intumescida. Nestas condicdes,
a amostra fica altamente porosa, ou seja, com um volume maior e
consequentemente a densidade experimental torna-se menor. No biocompdésito
Hgel*-HAPG60, onde a porosidade € menor, obtemos um valor de densidade
maior.

A porosidade pode ser empiricamente determinada a partir da Equacéo 12
(ROSA, SHAREEF e NOORT, 2000).

P (%) = (%) « 100 (Eq. 12)

Onde o valor da densidade tedrica (d;) usado foi o determinado a partir da
regra das misturas. O valor da densidade experimental (de) utilizado foi o valor da
densidade geométrica. A porosidade aparente foi determinada pela Eq.4-2.
Observamos que a porosidade diminui significativamente na medida em que se

aumenta a quantidade de HAP presente nos biocompasitos.
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5.2.4 ANALISE DE DIFRAGAO DE RAIOS-X DOS HIDROGEIS
BIOCOMPOSITOS (Hgel*%)

O DRX da HAP comercial utilizada na preparacao do biocompadsito pode ser
visualizada na Figura 5-17. Esta hidroxiapatita cristaliza no sistema hexagonal
(BAVARESCO, 2000).
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Figura 5-17: DRX da Hidroxiapatita comercial

O difratograma de raios X do hidrogel puro e de duas composi¢cdes do
biocompdsito, Hgel*-HAP30 e Hgel*®-HAP50 sdo apresentados na Figura 5-18. O
hidrogel € um material amorfo. Na curva de DRX do Hgel®® séo observadas duas
bandas de consideravel largura, em torno 5° e 20°. Estas bandas, assim como a
banda de baixa intensidade em torno de 40°, aparecem em outros trabalhos de
DRX do PNIPAmM (VASILEZ, BUMBU, et al., 2004). A presenca da HAP nos
biocompositos permite a estes materiais mostrar um carater parcialmente
cristalino. Observamos nas curvas DRX das amostras Hgel*-HAP30 e Hgel*“-

HAP50 os picos de maior intensidade relativos a HAP de estrutura cristalina
hexagonal.
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Figura 5-18: DRX dos hidrogéis biocompdsitos Hgel®0: Hgel*>-HAP30 e Hgel*-HAP50.

5.2.5MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As figuras seguintes mostram as micrografias da superficie de fratura do
hidrogel puro, Hgel*0, e dos biocompdsitos com HAP. Estas micrografias foram
obtidas no Microscopio Eletrénico de Varredura MEV Philips-XL 30, como descrito
na parte experimental.

Observa-se na Figura 5-19 que o Hgel*0 apresenta uma rugosidade,
caracteristica de estruturas poliméricas reticuladas. Sua superficie é altamente
porosa e a morfologia se mostra globular e homogénea em toda a extenséo

analisada.
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Figura 5-19: Micrografias da superficie de fratura do Hgel*"0

Nos biocompdsitos, Figura 5-20, Figura 5-21 e Figura 5-22, as superficies
mostram uma distribuicdo homogénea das particulas de HAP, onde extensos
aglomerados mostram interconectividade com a matriz e assim boa interagéo
fisica com o hidrogel. Estes agregados aumentam consideravelmente na medida
em que aumenta a concentracdo de HAP. Nas micrografias se observam tanto a

porosidade quanto a presenca de fissuras, caracteristica das bioceramicas.

JAccV SpotMagn Det WD —— 6 1 AccV  SpotMagn  Det WD
300KV 4.0 4000x SE 12.4 PNIPAM B 20.0kv 3.0 5000x SE 125 PNIPAM B

Figura 5-20: Micrografias da superficie de fratura do Hgel**-HAP30
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Figura 5-22: Micrografias da superficie de fratura do Hgel*>-HAP60

As micrografias da superficie dos hidrogéis Hgel*?0, Hgel*9-HAP30 e Hgel*"-
HAPG60, Figura 5-23 a, b e c, foram estudadas nestas amostras intumescidas no
equilibrio. A morfologia dos hidrogéis intumescidos exibe uma estrutura
tridimensional semelhante a um coral, onde se observam pequenos poros nas
cavidades da matriz polimérica (ZHAO, LI, et al., 2008). No biocompésito Hgel*"-
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HAP30 a estrutura tridimensional € mantida, porém n&do sédo observados poros na
cavidade, o que confirma a menor porosidade (Tabela 11). Com o aumento da
concentracdo de HAP, a estrutura tridimensional da matriz torna-se diferente. A
HAP incorporada na matriz desfaz a estrutura semelhante a um coral, porém a

rede tridimensional € mantida com uma morfologia menos homogénea.

Hgel**0

SEI| 30kV WD14mm  SS59

Mackenzie LLETPRLPE Hgel*9- HAP30
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Figura 5-23: Micrografias MEV das amostras intumescidas no equilibrio

5.2.6 ESTUDOS DE INTUMESCIMENTO

Um hidrogel miscivel tem a propriedade de absorver uma grande quantidade
de &gua ou qualquer fluido com o qual entre em contato. O PNIPAmM |,
especificamente, chega a absorver cerca de 30 vezes 0 seu peso em agua
(SOUSA e FREITAS, 1995). Durante o intumescimento (inchamento), as cadeias
gue formam a rede assumem uma configuracdo alongada e esta dilatacdo é
acompanhada da aparicdo de uma forca retratil, em oposicdo ao processo de
inchamento, que atua como uma pressao que as cadeias da rede exercem sobre
o solvente contido nelas. A medida que a rede incha com o solvente, ocorre o
aumento desta pressao elastica e o inchamento alcanca um valor maximo quando
ocorre um balangco entre as forcas. Neste momento diz-se que foi atingido o
equilibrio de inchamento (SAEZ, HERNAEZ e ANGULO, 2003).

Para o estudo do intumescimento do hidrogel utilizamos o modelo de
Korsmeyer-Peppas (ABRAHAM, DE QUEIROZ e ROMAN, 2001):

M,
M.

=kt (Eq.13)

onde M; e M« representam as quantidades de agua e/ou da solucdo do

farmaco absorvidas pelo hidrogel no tempo e no equilibrio, respectivamente, k
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uma constante e n o coeficiente difusional, que pode possui valores que estéao

resumidos na Tabela 12.

Tabela 12: Valores do coeficiente difusional n (RITGER e PEPPAS, 1987)

Valores do Coeficiente Difusional n

Mecanismo de Liberacdo

Filmes ou blocos finos Cilindros Esferas
0,5 0,45 0,43 Difusao Fickiana
0,5<n<1 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo
1,0 0,89 Difusédo do tipo Il (Relaxamento

macromolecular )

Fazendo a linearizacdo da Equacéo 13, obtemos:

1n(%)= Ink+nlnt

(Eq.14)

Assim, a representacéo de In(M¢/M.) em funcdo de In t nos d4 uma reta, de

onde podemos encontrar os valores de k e n.

Podemos ainda calcular os coeficientes de difusdo da matriz polimérica a

partir da quantidade de solucéo absorvida pela rede polimérica, utilizando-se a
Equacéo 15 (ESCOBAR, GARCIA, et al., 2003):

J"’fr

—
| Dt
M. ﬂql wi®

(Eq.15)

onde D é o coeficiente de difusdo, t o tempo e | a espessura da amostra.

Assim, o grafico M/M,, em fungéo de t

1/2

nos fornece o valor de D.

5.2.6.1 ESTUDOS DE INTUMESCIMENTO EM MEIO AQUOSO

O grau de intumescimento para os hidrogéis, calculado a partir da Equacao

6, foi determinado em duas temperaturas distintas, 25 e 40°C e os resultados

obtidos apresentados na Figura 5-25 e na Figura 5-26, respectivamente. A Figura

5-24 mostra o biocompésito Hgel*®-HAPG0 seco (esquerda) e depois de atingir o
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equilibrio de intumescimento (direita). Nota-se claramente o aumento consideravel

nas dimensdes do biocompdsito devido a alta absorcéo de agua.

Figura 5-24: Hgel*>-HAP60 seca (esquerda) e apds o intumescimento (direita)
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Figura 5-25: Intumescimento no tempo do Hgel* e dos biocompésitos Hgel**-HAP30, Hgel*-HAP
50 e Hgel*-HAP60, em agua destilada a 25°C

Em relacdo aos biocompdésitos, podemos observar na Figura 5-25 que

quanto maior a concentragdo de HAP maior o valor da fragdo de intumescimento.
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Este comportamento demonstra que a diminuicdo da porosidade n&do afeita a
capacidade de absorver agua do hidrogel. Acreditamos que varios fatores
influenciam neste comportamento, primeiro o carater altamente hidrofilico da
HAP, segundo a rede entrecruzada no biocompdésito fica menos porosa porem
com uma estrutura tridimensional mais aberta, formando macroporos de
dimensdes micrométricas, como observado na micrografia da Figura 5.23 (c). Os
biocompositos Hgel*-HAP30, Hgel**-HAP 50 e Hgel*9-HAP60 atingem valores de
fracdo de intumescimento em torno de 450%. O hidrogel puro Hgel*0 atinge
valores superiores a 600%, comportamento esperado devido a rede entrecruzada
tipo coral altamente porosa (ver Figura 5.23 (a)).

O estudo de intumescimento a 40°C é representado na Figura 5-26. A 40°C
o hidrogel est4 acima de sua temperatura de transicdo térmica como observado
na Figura 5.13. Nesta temperatura as cadeias colapsam e ocorre maior
dificuldade de penetracdo de agua no hidrogel, obtendo-se valores menores de

intumescimento.
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Figura 5-26: Intumescimento no tempo do Hgel*0 e dos biocompdsitos Hgel**-HAP30, Hgel*-HAP
50 e Hgel®-HAP50, em agua destilada a 40°C
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O hidrogel puro intumesce mais, no equilibrio, devido a sua maior
porosidade. Porém, podemos observar na Figura 5-26 que o biocompdsito Hgel*%-

HAP30 tem maior capacidade de intumescimento & temperatura de 40°C.

Tabela 13: Valores das constantes n, K e D para os hidrogéis Hgel*® a 25 e 40°C.

25°C 40°C
Amostras n k D (cm?/s) n k D" (cm?/s)
Hgel 020 21 985*10° | 0,18 1,2 5,66*10°
Hgel-HAP30 | 0,46 1,7 5,81*10° | 0,18 16  6,69*10"
Hgel-HAP50 | 0,22 1,7  4,79*10° | 0,21 0,7 2,73*10™
Hgel-HAP60 | 0,10 1,2 2,35*10° | 0,14 1,6 2,7 *10™

A Tabela 13 mostra os parametros do processo de difusdo, calculados
segundo as Equactes 14 e 15. Podemos observar que tanto nos hidrogéis como
nos biocompositos o expoente de difusdo n é menor que 0,5. Isto demonstra que
no processo de intumescimento das amostras a relaxacdo das cadeias na rede
polimérica entrecruzada é menos significativa que o processo difusional. O valor
da constante k é maior no hidrogel puro, como esperado segundo o
comportamento observado nos graficos de intumescimento e a sua elevada

porosidade.

5.2.6.2 ESTUDOS DE INTUMESCIMENTO DA AMOSTRA HGELS?0 EM
SOLUCAO DO FARMACO AAS

Os resultados dos estudos de intumescimento da amostra Hgel*"0 em
solugdes de AAS de diferentes concentragdes sdo mostrados na Figura 5-27. Nos
tempos iniciais de intumescimento, menores que 30 minutos, Figura 5-27a, 0s
hidrogéis imersos em solu¢cdes com maiores concentracdes de AAS apresentam

menores valores de intumescimento.
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Figura 5-27: Intumescimento para o Hgel®"0 em solucdes de diferentes concentrages de AAS a)

nos tempos iniciais e b) tempo total.

A Figura 5-27b mostra as curvas de intumescimento dos hidrogéis até
atingirem o equilibrio. As curvas indicam um comportamento caracteristico de
hidrogeéis: no inicio, o processo de intumescimento é rapido, passando a ser mais
lento quando o tempo de imersdo esta proximo de atingir o equilibrio. Podemos
verificar que o hidrogel imerso na solucéo de AAS 0,005 mol L™ atinge equilibrio
de intumescimento em cerca de 400 minutos, chegando a um grau de
intumescimento de 306%. Verifica-se que maiores concentracdes de AAS
parecem influenciar no valor de W(%). Os hidrogéis imersos em solu¢des com
maiores concentracdes de AAS obtiveram maiores valores de intumescimento. O
hidrogel, imersos em solucdes de AAS nas concentracdes de 0,01 e 0,02 mol L™
atingiram equilibrio em um grau de intumescimento de 412 e 395%,
respectivamente.

As curvas In(M{/M..) por Int sdo apresentados na Figura 5.28, Figura 5.29 e

na Figura 5-30 e as constantes k e n obtidas resumidas na Tabela 14.
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A Figura 5-31, Figura 5-32 e a Figura 5-33 representam curvas de Mt/My, em

funcado de t*2, das quais obtemos o valor da constante D, apresentada na Tabela

14.
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Tabela 14: Valores das constantes n, k e D para os hidrogéis imersos nas solu¢des de AAS 0,005,
0,01 e 0,02 mol L™

n K D (cm?/s)

Solugdo 0,005 mol L' 0,22 0,21 1,36*10°
Solugdo 0,01 molL* 0,20 0,21 0,41*10°

Solugdo 0,02 mol L™ 0,20 0,18 0,26*%10°

5.2.7ESTUDOS DE LIBERACAO DO FARMACO ACIDO ACETILSALICILICO
(AAS)

A cinética de liberacdo do farmaco envolve processos simultaneos de
absorcdo de agua pelo hidrogel, intumescimento e relaxamento das cadeias
poliméricas e a liberagdo do farmaco incorporado. Assim, a liberagdo do farmaco
€ controlada pela interacdo entre a agua, o polimero e o farmaco.
Consequentemente, o tratamento matematico, abrangendo todos esses
mecanismos torna-se muito complexo (LOPES, LOBO e COSTA, 2005). Para o
processo de liberacao também utilizamos a equacao semi-empirica da Lei de Fick
e a determinacao dos parametros de liberacéo € feita através das equacdes 14 e
15, ja utilizadas anteriormente para o processo de intumescimento.

Inicialmente, elaborou-se a curva de calibracdo do AAS diluido em agua em
diferentes concentragdes, de 1200uM a 8000uM, obtendo-se a curva da Figura 5-
34.
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Curva de Calibragdo para o AAS em agua.
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Figura 5-34: Curva de Calibracao do AAS em agua.

Assim, da Figura 5-34, obtemos a equacao de calibracdo do AAS em agua:

A=12403+ 107°C — 0,00859 (Eq.16)

Onde A € a absorvancia e C a concentracdo de AAS.

Os testes de liberagdo de AAS foram realizados em agua por 238 horas. As
amostras, denominadas amostras A, B e C foram intumescidas com solugdes de
AAS nas concentra¢des de 0,005, 0,01 e 0,02 mol L-1, respectivamente. Assim, a
guantidade de AAS nas amostras cresce de A para C. Para determinacdo da
quantidade de AAS liberado no tempo, as amostras ficaram submersas em agua
(pH 4,0) a temperatura ambiente (25°C) sob agitacdo constante. A Figura 5-35
representa a massa liberada de AAS no tempo para as amostras.
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Figura 5-35: Liberacdo de AAS associada as amostras A,Be C

A amostra A, que possui menor quantidade do farmaco AAS, libera o
farmaco de forma continua até o final do tempo utilizado e é a amostra que libera
a maior porcentagem do farmaco, chegando a quase 90%. A amostra B, por sua
vez, libera de forma crescente o farmaco até cerca de 29 horas de imersdo em
agua, chegando a liberar cerca de 30% do farmaco. Apds esse tempo, a liberacao
chega a um plat6, onde a porcentagem de AAS liberado ndo mais se altera. A
amostra C, que possui maior quantidade de AAS € a que menos libera o farmaco.
Até as primeiras 10 horas ha um crescimento exponencial da massa de farmaco
liberada e apds esse tempo a massa de AAS liberada ndo mais se altera.

Utilizando novamente a equacdo 14 podemos determinar as constantes K e
n. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 5-36, Figura 5-37 e Figura

5-38 e as constantes k e n resumidas na Tabela 15.
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O gréfico M¢/M.. em funcédo de t~“ das amostras sdo apresentados na Figura

5-39, Figura 5-40 e Figura 5-41 e a constante D obtida apresentada na Tabela 15.
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Figura 5-39: M/M,, em funcéo de t'* da Amostra A
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Tabela 15: Valores das constantes n, K e D para as amostras A, B e C imersas em solucéo

aguosa.
n K D (*10° cm?/s)
Amostra A 0,20 0,40 6,14*10”
Amostra B 0,19 0,11 1,1*10°®
Amostra C 0,19 0,05 1,1*10°®

Os resultados obtidos no estudo de liberagdo demonstram que 0 processo
de liberacdo é controlado, mantendo-se a concentracdo do farmaco constante.
Observamos também que a concentracdo do farmaco influencia na liberacéo, isto
porque o processo difusional é controlado pelo solvente agua. Portanto, a amostra
que libera maior concentracdo de farmaco é aquela que apresentou maior

intumescimento, como observado na Figura 5.27.
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6. CONCLUSOES

As seguintes conclusdes foram obtidas a partir dos resultados
experimentais:

6.1 CONCLUSOES SOBRE HIDROGEIS PNIPAM (Hgel*®)

As andlises feitas permitem concluir que o método eletroiniciado utilizado
para sintese do PNIPAm mostrou-se eficiente, gerando hidrogéis com
propriedades fisico-quimicas semelhantes as reportadas na literatura.
Constatamos que a presenca do agente reticulante, MBAAmM, faz aumentar as
propriedades de peso molecular e temperatura de transicdo vitrea, interferindo

ainda no valor da temperatura de transicdo de fases LCST dos hidrogéis.

6.2 CONCLUSOES SOBRE BIOCOMPOSITOS PNIPAM/HAP(Hgel®?)

Os biocompoésitos formados a partir de sintese quimica mostraram-se
promissores como materiais para implantes de preenchimento, dada as
propriedades obtidas. A HAP foi incorporada homogeneamente a matriz
polimérica de PNIPAmM, o que foi confirmado pelas caracterizacdes por DRX e
MEV. As analises de densidade e porosidade mostram que estas propriedades
aumentam e diminuem, respectivamente, com o0 aumento da concentracdo de
HAP incorporada. A temperatura de degradacdo dos hidrogéis também é
modificada quando do aumento da quantidade de HAP na matriz polimérica.

Os estudos de intumescimento em solugdo aquosa a 25 e 40°C confirma
que a temperatura influencia no intumescimento, sendo que a 25°C ocorre maior
absorcdo de a&gua que a 40°C. Os estudos de intumescimento em solucdo de
AAS mostra que o farmaco influencia no grau de intumescimento, sendo que as
amostras imersas em solu¢ées com maior concentragdo do mesmo sédo as que
mais intumescem. Contrariamente, essas mesmas amostras Sdo as que

apresentam menores valores de liberacdo. Em todas as andlises de
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intumescimento e liberacdo realizadas, os coeficientes difusionais encontrados
foram inferiores a 0,5, chegando a conclusdo de que o0 processo de

intumescimento na rede polimérica independe da relaxacdo das cadeias.
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7. PERSPECTIVAS

O presente trabalho serviu como base para o desenvolvimento de hidrogéis
de PNIPAm com futuras aplicagbes biomédicas como sistemas de liberacdo de
farmacos e, em formulagBes de biocompoésitos para o tratamento de lesdes de
cartilagem articular. As perspectivas futuras quanto a este trabalho referem-se ao
aprimoramento e ampliacdo dos conhecimentos ja obtidos.

Com relacdo aos hidrogéis de PNIPAm, tendo a certeza de que a
polimerizacdo via sintese eletroiniciada é eficaz, faremos o estudo completo das
relacbes entre as variaveis do sistema, tendo em vista a maior conversao do
polimero. VariacGes da corrente utilizada, do tempo de passagem da mesma pela
solucéo, quantidades dos reagentes, dentre outras, e como isso afeta a taxa de
conversao do polimero serdo alguns dos problemas propostos.

Quanto aos biocompositos, podemos neste trabalho verificar que menores
concentracbes de HAP geram biocompdésitos com maior porosidade. Logo, em
trabalhos futuros sintetizaremos biocompésitos PNIPAM/HAP com proporcgdes de
90/10%, respectivamente. Além disso, faremos a introdu¢do de um agente de
crescimento, o Sulfato de Condroitina, que estimula o crescimento celular e ajuda
no tratamento de lesdes de cartilagem articular, formando sistemas que podem
ser classificados como biomateriais para implantes de preenchimento nao
degradaveis. Tais sistemas devem ser caracterizados quanto as propriedades
fisicas, mecénicas e estruturais. Posteriormente serdo realizados estudos de
intumescimento em solucdo simuladora do fluido biologico e finalmente, seréo

realizados estudos de liberagao controlada “in vitro” do Sulfato de Condroitina.
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