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RESUMO

Presentemente, o estudo da libertacdo controlada de farmacos, tem
recebido bastante atencdo por parte da comunidade cientifica, devido as suas
aplicacdes biomédicas. A maneira de controlar a libertacdo passa pela formulacao
dos sistemas, sendo que a maioria deles se baseia em polimeros, copolimeros e
misturas de polimeros com outros materiais. Atendendo as suas propriedades,
nomeadamente biocompatibilidade e biodegradacdo, os polissacarideos, como o
Dextrano ou Quitosano apresentam-se como materiais poliméricos promissores para
a sua aplicacdo, nomeadamente em géis — veiculos de drogas de aplicacdo tépica
muito utilizados em farmacologia.

Actualmente existem diversos estudos envolvendo este tipo de materiais e
respectiva aplicabilidade como biomaterial focando-se a maioria deles na necessaria
modificacdo para a obtencdo de velocidades de libertacdo de farmacos desejaveis.
Todavia, e apesar dessa quantidade de trabalhos, ainda existem poucos estudos
sobre a influéncia do tempo de reaccdo e dos métodos reaccionais nas caracteristicas
finais dos géis. O objectivo deste trabalho centrou-se na sintese de copolimeros de
enxerto (“graft”) de bases Dextrano e Quitosano, usando, como comondémero a N-
Isopropilacrilamida (NIPAAm), com intuito de preparar copolimeros termossensiveis.
Para além das diferentes sinteses, efectuaram-se também estudos sistematicos ainda
inexistentes na literatura, nomeadamente a influéncia do tempo de reacgdo na
copolimerizagao do gel e nas caracteristicas inerentes a mesma, tais como: o perfil de
incorporacdo e libertagdo de agua, a Temperatura critica de solu¢do inferior, as
energias de superficie e respectivos angulos de contacto e os perfis de incorporagado

e libertacao de farmacos.




A escolha daquele monémero (NIPAAmM) ficou a dever-se as caracteristicas do
polimero resultante, nomeadamente a sua termossensibilidade na regido da
temperatura corporal humana (a temperatura de solugdo critica inferior do polimero
em agua é de 32,52C), sendo ideal, por isso, para servir de base a biomateriais.

Os polimeros base foram dissolvidos nos meios aquosos apropriados (agua
para Dextrano e acido acético com concentracdo de 5% (v/v) para o Quitosano). A
reaccdo de copolimerizacdo de enxerto foi realizada seguindo diferentes
metodologias. A primeira consistiu na introdugdao do copolimero com recurso a
radiacdo de alta energia, nomeadamente a radiagdo y. A segunda foi realizada com a
utilizagdo de um iniciador quimico, o Nitrato de Cério-Amodnio (IV) que introduzia
radicais nos grupos hidroxilo dos polissacarideos que, por sua vez iniciavam a reacg¢ao
de polimerizacdo. Finalmente a terceira, consistia na introducado, primeiramente, de
grupos vinilicos no anel de Dextrano, com recurso a um isocianato com liga¢ao dupla
numa das pontas e, seguidamente, utilizando um fotoiniciador, Irgacure®2959 e
radiacdo UV efectuou-se a polimerizacdo. Para o estudo de libertacdo de farmaco foi
utilizado como exemplo o Ondansetron ®, um antiemético utilizado com frequéncia
durante o tratamento de quimioterapia por parte dos doentes de cancro, de forma a
prevenir os vomitos associados a este tipo de tratamento, a ser aplicado como um
patch. Para além das diferentes técnicas de polimerizacdo, foram utilizados
diferentes tempos de reaccdo de forma a avaliar a influéncia deste na constituicao
guimica de cada sistema.

Diferentes técnicas de caracterizacao foram utilizadas durante este trabalho.
Para avaliar a quantidade de co-polimero introduzido em cada sistema foram
realizadas anadlises elementares, em particular a determinagdo da percentagem de
azoto presente em cada sistema, FTIR-ATR e '"H-NMR. Os resultados mostraram que
todos os sistemas apresentavam aumentos significativos na quantidade de co-
polimero introduzida com o aumento do tempo de reac¢do. Foi também estudada a
variagdo da Temperatura de solugao critica inferior de cada sistema com recurso a
espectroscopia do visivel, observando-se um aumento desta com o aumento da

concentragdao de NIPAAm no sistema e, consequentemente com o tempo de reacgdo




utilizado em cada um. Estudos da energia de superficie mostraram que todos os
sistemas apresentavam valores que mostravam a adesdo destes a pele e a sua
aplicagdo como patches de libertagao controlada de farmaco. Finalmente, os estudos
de libertacdo de agua e farmaco mostraram que os sistemas se comportavam como
hidrogéis e, ao mesmo tempo, como sistemas de libertacdo controlada,
apresentando libertacdo varidvel com a temperatura do ensaio, devido a presenca do
co-polimero termossensivel no sistema.

Globalmente, os resultados obtidos mostram que é possivel a obtencdo de
géis com caracteristicas distintas, tais como absorcdo de dgua ou libertacdo de
farmacos, permitindo a sua aplicabilidade num leque vasto de aplica¢cdes. Dado que a
medicina requer a preparacdo de materiais com caracteristicas facilmente
manipuldveis, este trabalho foi um contributo importante para o esclarecimento de
alguns dos parametros que controlam essas varidveis, nomeadamente, a
temperatura critica de solucao e consequente alteracdo nas outras caracteristicas do

gel, como perfil de libertacdao do farmaco.
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ABSTRACT

Due to their biomedical applications controlled drug delivery studies have
received recently much attention from the scientific community. The way to control
the release depends on the used materials in the formulation, and most of the used
systems are polymers, copolymers or a mixture of polymers with other materials.
Due to their properties, such as biocompatibility and biodegradability,
polysaccharides, such as chitosan and dextran appear as promising polymeric
materials for these applications, especially gels drug carriers for topic applications
extensively used in pharmacology.

At the moment there are different studies regarding these types of materials
and their applications as biomaterials, most of them focusing their modifications to
obtain the necessary pattern of drug release. Nonetheless, and although the large
amount of studies published, only a few of them study the influence of the reaction
time and the different reaction methods on the final characteristics of gels. The aim
of this work was to prepare graft polymer hydrogels from chitosan and dextran using
as a comonomer N-Isopropylacrylamide. The choice of this particular monomer has
due to its thermoproperties, especially because it presents a Low Critical Solution
Temperature near the human body temperature.

Besides the different types of reaction synthesis, we performed some studies
about the influence of the graft copolymerization time on the final characteristics of
each gel, such us, incorporation and release of water, the lower critical solution
temperature, surface energies and contact angles and the release pattern.

The starting polymers were dissolved on the appropriate aqueous media

(simple water for dextran, and 5% (v/v) acetic acid for chitosan). The graft
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copolymerization was initiated by gamma irradiation, by using ammonium cerium
(IV)—nitrate radical initiator which created free radicals in the hydroxyl groups of the
polysaccharide or by photopolymrization. In this case a double bond was introduced
by reacting the polysaccharide with an isocyanate with one double bond. A
biocompatible photoinitiator, Irgacure®2959 for the photopolymerization was
applied. As model drug we used a potent antiemetic substance used in the
prevention of chemotherapy-induced nausea and vomiting, Ondansetron® which was
incorporated in the gel both before and after the copolymerization, to be applied as a
patch.

Different characterizations were made during this work. To evaluate the
amount of copolymer introduced in each system, elemental analysis, FTIR-ATR e 'H-
NMR, were performed to each system, to determine the total amount of Nitrogen
present. The results showed that all systems presented significant increase in the
total amount of copolymer introduced with the increase of the reaction or irradiation
time. We studied also the lower critical solution temperature of each system, using
UV-Vis spectroscopy, where we could verify the increase in the value of this property
with the increase of the comonomer concentration, and, the reaction time. Surface
energy studies showed that all systems presented values allowing adhesion to the
skin and their application as patches for controlled release of drugs. Finally release
studies of both water and drug showed that all systems behave as hydrogels and, at
the same time, as drug delivery systems, showing different release rates according
with the temperature of each essay, due to the presence of the thermosensitive
copolymer in the system.

Globally, the results obtained shown that it is possible to obtain gels with
different characteristics, such as water uptake or release of drugs in a controlled way,
allowing the usage of all gels for different applications. Due to the fact that medicine
nowadays needs the preparation of materials with characteristics that can be easily
changed, this work was an important contribute to enlighten the influence of some
parameters that control those characteristics, e.g., Low critical solution temperature

and all the characteristics of each gel, like the release pattern.
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Capitulo 1

1. Introducgao

Ao longo deste capitulo, procurar-se-a dar uma ideia sobre a aplicacao de

materiais poliméricos na drea dos biomateriais.

1.1. Materiais poliméricos como biomateriais

Os materiais poliméricos e a sua utilizagdo quotidiana remontam a
Antiguidade, sendo que, no entanto, durante esse tempo, apenas eram utilizados
materiais de origem natural, como o Ambar, a Seda, a Celulose, o Amido e a Borracha
natural, trazida para a Europa durante as exploracdes maritimas do século XVI e
utilizada como material para desporto ou impermeavel. Foi a partir do século XVIII,
com a evolucdo da tecnologia de sintese em Quimica Organica, que a producdo de
novos Polimeros de origem sintética e a modificacdo dos naturais ja em uso
aumentaram.

Em 1839, Charles Goodyear descobriu que, ao aquecer a Borracha Natural na
presenga de Enxofre, obteria um material com uma durabilidade muito superior a da
borracha até entdo utilizada. Até ao inicio do século XX, os novos polimeros
sintetizados tinham como base modificacdes nos materiais de origem natural ja
utilizados.

Em 1907, Leo Baekeland criou o primeiro polimero totalmente sintético
através de uma reacgao com Fenol e Formaldeido, originando a Baquelite, tendo esta
sido introduzida a partir de 1909.

Durante todo o século XX, a industrializagdo e a comercializagao de todo o
tipo de polimeros ganharam importancia. Materiais como o Nylon, o Poli(Cloreto de
Vinilo), vulgarmente conhecido como PVC, ou o Poli(Alcool Vinilico) sdo hoje

utilizados em aplicagdes tao distintas como a construgdo, a industria automoével e o
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vestuario, entre outras. Uma outra aplicacdo que tem ganho bastante importancia
nos nossos dias é a utilizacdo dos polimeros como biomateriais.

Biomateriais podem ser descritos como materiais de origem natural ou
sintética, que sdao passiveis de ser utilizados ou adaptados para uso médico,
implicando a sua interaccdo com sistemas bioldgicos. Neste contexto especifico de
aplicacao, destacam-se quatro grupos distintos de materiais que podem ser utilizados
como biomateriais: ceramicos, metais, polimeros e compdsitos. Nestes, verifica-se
uma evolugao mais acentuada no uso de polimeros como biomateriais. O interesse
neste tipo de biomateriais prende-se com a sua facilidade de preparacao, a grande
variedade de compostos gerados por reaccdes de polimerizacdo e a sua
biocompatibilidade. As suas aplicacGes na area da medicina sao vastas, indo desde a
oftalmologia (na criagdo de novas lentes), a ortopedia, cardiologia e cirurgia
cardiovascular, até aos sistemas de libertacdo controlada (Wu et a/, 2005; Qiu e Park,
2001; Hoffman, 1987).

A utilizagao dos polimeros tem vindo a aumentar na drea médica com vista a
substituicdo de materiais classicos como os metais. Deste modo, em meados dos
anos 90, eram encontrados por volta de 8000 diferentes tipos de dispositivos
médicos, 2500 produtos de diagndstico e 40 000 preparacdes farmacéuticas
diferentes, todos usando biomateriais.

Outro factor importante a considerar na utilizacdo de certos polimeros como
biomateriais é a biodegradacdo. Nos casos em que o polimero ndo se degrada dentro
do corpo é necessdria a remocdao do mesmo com recurso a cirurgia, implicando um
alto custo e risco para o paciente. Desta forma o uso de polimeros biodegraddveis é
muito importante. Este tipo de material degrada-se in vivo em fragmentos menores
que podem ser excretados pelo corpo. A degrada¢do pode ocorrer através de um
processo biolégico activo (através da participagdo de enzimas presentes no
organismo), por meio passivo (como resultado de reacgbes quimicas) ou
simplesmente pela solubilizagdo do polimero.

A vantagem de se usarem biopolimeros resulta da capacidade de estes serem

manipulados ou alterados, produzindo-se deste modo biomateriais contendo grupos
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hidrofilicos especificos ou com grupos biodegradaveis. Além disso, modifica¢cdes na
superficie desses materiais com a fixacdo de grupos quimicos especificos podem

melhorar ou introduzir caracteristicas novas como biocompatibilidade, por exemplo.

1.2. Hidrogéis

Os Hidrogéis podem ser definidos como estruturas poliméricas
tridimensionais, altamente hidrofilicas, cuja principal propriedade é a de absorverem
grandes quantidades de agua ou fluidos bioldgicos (Peppas et al, 2000). Podem ser
guimicamente estdveis ou degradarem-se com o tempo, podendo, no limite,

desintegrar-se (Hoffman, 2002).

Os hidrogéis podem ser agrupados em duas classes distintas, de acordo com
o método de formacdo e de manutengdo da sua estrutura polimérica (Peppas, 1996).
Deste modo, temos os géis reversiveis ou fisicos, formados por estruturas que se
mantém como resultado de interac¢des a nivel intra ou intermolecular, como
ligacdes idnicas, ligacdes de hidrogénio entre outras. Por outro lado, temos os
hidrogéis permanentes ou quimicos, quando sdo formados por estruturas quimicas
resultantes de ligacGes covalentes. Estes ultimos podem ser formados através de
reticulagdo de polimeros solliveis em dgua com outros materiais ou da conversdo de
polimeros hidrofébicos em hidrofilicos através de reac¢es de reticulagdo por forma
a originar uma rede polimérica (Ratner et al, 1996). A figura seguinte apresenta, em

esquema, as diferentes formas de preparacgdo dos tipos de hidrogéis:
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Grupos Polares

Hidrélise, oxidag3do, etc

Polimero
hidrofébico
Reticulagdo
Interac¢des hidrofébicas
Hidrogéis Quimicos Hidrogéis Fisicos

Figura 1.1 — Esquema dos métodos de preparagdo de hidrogéis
de origem quimica e fisica (Hoffman, 2002).

O método de absorcdo de agua num hidrogel foi estudado por diversos
cientistas e pode ser facilmente descrito do seguinte modo: quando um hidrogel seco
inicia o seu processo de absor¢do de dgua, as primeiras moléculas por ele absorvidas
irdo hidratar as moléculas mais polares da estrutura polimérica, levando a um
primeiro tipo de ligagdo da dgua com as moléculas do polimero. A medida que estes
grupos vao sendo hidratados, ocorre o aumento fisico da estrutura polimérica,
levando a exposicdo das moléculas mais hidrofébicas, até entdo mais resguardadas
no interior da matriz polimérica. Estas interagem com as moléculas de 4gua, levando
ao aparecimento de um segundo tipo de ligacdo das moléculas de agua com os
componentes mais hidrofdbicos do polimero.

Para além destes dois métodos de retencdo de dgua no interior do hidrogel,
ocorre ainda um terceiro método, resultando da difusdo osmatica entre as cadeias. A
todo este processo, opdem-se as forgas covalentes e as reticulagGes fisicas que
mantém a estrutura do hidrogel e lhe conferem a sua capacidade elastica. Deste

modo, o equilibrio entre as for¢as de absorcdo e retengdo de agua, e as de estrutura
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do hidrogel permitem que este atinja o equilibrio relativamente a quantidade
maxima de agua por ele absorvida (Hennink & Nostrum, 2002).

O seu campo de aplicacdo é vasto e vai desde a agricultura, onde sao
utilizados como substitutos do solo, ao interior das fraldas descartaveis, onde sdo
utilizados como superabsorventes, ou na area dos biomateriais (Park et al, 1993).

Dadas as suas propriedades, é facilmente se compreende que a sua utilizacao
como biomateriais seja, actualmente, uma area em grande desenvolvimento. A
histéria dos hidrogéis como biomateriais remonta aos anos 60 do século XX, quando
Wichterle e Lim prepararam pela primeira vez hidrogéis de Metacrilato de
Hidroxietilo (HEMA) (Wichterle & Lim, 1960). J4 na década de 80, investigacGes
levadas a cabo por Lim e Sun demonstraram a aplicacdo de microcapsulas de alginato
de sddio na encapsulagdo de células (Lim & Sun, 1980). Também durante os anos 80,
um outro trabalho demonstrou a possibilidade de incorporacdo de polimeros
naturais e de cartilagens de tubardo em hidrogéis para aplicacdes em queimados
(Yannas et al, 1989). Desde ai hidrogéis baseados em polimeros naturais ou sintéticos
tém sido utilizados como biomateriais em diversas aplicacdes, como na engenharia
de tecidos, regeneracdo e reparacao de 6rgdos e em sistemas de libertacdo
controlada de farmacos em locais especificos do corpo.

Actualmente, existe um vasto leque de materiais que podem ser utilizados
como base para um hidrogel para aplicacdo como biomaterial. Deste modo, podem
existir hidrogéis preparados a partir de polimeros sintéticos, como, por exemplo,
Poli(Alcool Vinilico) ou poli(Metacrilato de Hidroxietilo) (Lee & Mooney, 2001).
Podemos também ter hidrogéis de base natural, ou seja, cujo material de
preparagao-base seja um polimero de origem natural, como os polissacarideos ou as
proteinas.

De entre os vdrios polimeros de origem natural existentes, os agucares,
nomeadamente a sacarose, tém sido bastante usados devido as suas propriedades,
salientando-se particularmente a elevada hidrofilicidade e o seu baixo custo, que

reduz os gastos na producao final do hidrogel.
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No entanto, actualmente tem-se observado um interesse crescente em
hidrogéis preparados a partir de polissacarideos. Estes ndo sao mais do que hidratos
de carbono, nos quais ocorre uma repeticao da sua unidade estrutural, um sacarideo,
ligada entre si através de ligacGes glicosidicas. A sua elevada hidrofilicidade, a
facilidade através da qual se consegue produzir hidrogéis a partir deles e a
biocompatibilidade tém feito destes materiais um objecto de estudo altamente
utilizado na preparacao de hidrogéis com fins biomédicos.

Existem varios exemplos de polissacarideos que podem ser utilizados na
preparacdo destes biomateriais, onde se inclui o Dextrano, Quitosano, Acido
Hialurénico ou a Celulose (Dumitriu et al, 1996). De todos os polissacarideos,
observa-se uma incidéncia maior no uso de Alginatos, material proveniente das algas
castanhas, devido a sua facilidade em gelificar e a elevada biocompatibilidade. No
entanto, este material apresenta uma desvantagem, ja que é facilmente degradado
por perda dos ides divalentes, que, durante a preparacdo da solucdo, sao
solubilizados no meio aquoso. Dai que se tenha iniciado o estudo da preparacdo de

biomateriais com base Dextrano e Quitosano.

1.2.1. Dextrano

Dextranos sdo polissacarideos de peso molecular variado, mas
tendencialmente elevado, constituidos por unidades de a-D-glucose ligadas entre si
por ligacOes glicosidicas 1-6 (Can et al, 2005). A figura 1.2 mostra a estrutura

molecular do Dextrano.
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Figura 1.2 — Estrutura molecular do Dextrano [Adaptado de (Imren et al, 2006)].

A formagao do Dextrano é predominantemente de base bacteriana,
nomeadamente do tipo Leuconostoc, Streptococcus e Lactobacillus, a qual ocorre

durante o crescimento destas bactérias a partir da sacarose (Lloyd et al, 1998).

Existe uma grande variedade de Dextranos com pesos moleculares
diferentes. Dextranos de peso molecular baixo, normalmente menor do que 10 000,
sdo eliminados do organismo através de uma filtragcdo glomerular que ocorre ao nivel
dos rins. Para os outros Dextranos de pesos moleculares superiores, a sua eliminagdo
passa por uma metabolizagdo com recurso a enzimas, nomeadamente a dextranase,
gue se encontra presente em diversos 6rgaos humanos como figado, rins ou cdélon.
Esta enzima transforma o Dextrano em glicose, sendo por fim hidrolisada em 4gua e

didxido de carbono.

Os hidrogéis de Dextrano podem ser obtidos de diversos métodos. Edman
(Edman et al, 1980) sintetizou hidrogéis de Dextrano através da incorporagdo
quimica de acrilato de glicidilo em Dextrano em fase aquosa, seguido de uma
polimerizagdo radicalar na presenca de N,N’-Metilenobisacrilamida. Por outro lado,
foram preparados derivados de Acrilatos e Metacrilatos de Dextrano através da
reac¢do do polissacarideo com Anidrido Metacrilico com Brometo de Bromoacetil ou
Acrilato de Sédio respectivamente (Won & Chu, 1999).
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Os hidrogéis de Dextrano tém apresentado um grande interesse para a sua
utilizacdo como biomaterial porque possuem elevadas biocompatibilidade e
facilidade em serem degradados enzimaticamente nos locais pretendidos,

nomeadamente no célon (Cadée et al, 2000).

Consoante o seu peso molecular, o Dextrano pode ser utilizado em medicina

em situacdes tao distintas como:

- Tratamento de Ulceras ou ferimentos de queimaduras (através do seu efeito

crioprotector celular e cicatrizante);
- No tratamento de anemias ferropénicas;
- Como anticoagulante;

- Como substituto do plasma, por apresentar alta pressdo osmatica, similar a

pressao das proteinas plasmaticas (Walker, 1978).

- Sistema de Libertagdo controlada de proteinas (Van Tomme & Hennink,
2007).

Actualmente, ja foram introduzidas diferentes técnicas para produzir
hidrogéis de base Dextrano. Dada a sua facilidade em ser reticulado, o Dextrano
forma géis com diversos compostos organicos ou inorganicos (Hennink et al, 1997).
Dos compostos utilizados encontram-se o 1,6-Hexadiisocianato (em Di-
metilsulféxido) ou Glutaraldeido. Foi também ja efectuada a modificagdo de
Dextrano com metacrilatos e posterior polimerizagdo radicalar do Dextrano
modificado com recurso a Peroxidissulfato de Amédnio e N,N,N,N’-
Tetrametiletilenodiamina (Van Dijk-Wolthuis et al, 1995). Outra polimerizacdo de
Dextrano consigo préprio envolveu o uso de Epicloridrina, ou ainda hidrogéis
sensiveis ao pH com uso de Carboxilatos. Este Ultimo caso permite a protec¢ao de
farmacos da sua hidrdlise devido aos acidos gastrointestinais presentes na porgao

superior do aparelho gastrointestinal. Das suas diversas aplicagdes neste ambito,
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salienta-se o transporte de farmacos como agentes anti-cancro ou mesmo enzimas
(Torres-Lugo & Peppas, 1999). Também ja foram obtidos diversos géis através de
polimerizacGes de enxerto (“graft”) de Dextrano utilizando para tal diversos métodos
como o Nitrato de Cério Amdnio, na introdugdo de N-Isopropilacrilamida( Lu et al,

2006), ou através da formacdo de estereocomplexos ( Bos et al, 2005).

1.2.2. Quitosano

O Quitosano é um polissacarideo catidnico, que resulta fundamentalmente
da desacetilagdo alcalina da Quitina, sendo este ultimo o segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, apds a Celulose (Rudall & Kenchington, 1973). A Quitina
constitui também o principal material dos exoesqueletos dos crustaceos e insectos,
encontrando-se também na parede celular de certos fungos e microorganismos (Yao
et al, 1995). Ambos os polimeros sdo constituidos por unidades de 2-Acetamido-2-
Deoxi-Dglicopiranose e 2-Amino-2-Deoxi-Dglicopiranose unidas por ligacGes
glicosidicas P(1-4) (Berger, J. et al, 2005). Na Quitina predominam as primeiras
unidades ao passo que no Quitosano estas sdo substituidas, durante o processo de
desacetilacdo, pelas segundas. A figura seguinte apresenta as estruturas da quitina e
do Quitosano bem como a reac¢do de desacetilacdo alcalina da quitina em

Quitosano.
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CHs CHs
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l Desacetilagdo da Quitina

CHjs
OH O:<
NH, NH
o)
__.-OHO o OHO OHO o) 0 Quitosano
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Figura 1.3 — Reacc¢do de desacetilagcdo da Quitina em Quitosano [Adaptado de (Martinez-

Huitle et al, 2010)].

O uso do Quitosano em vez da Quitina prende-se com o facto de esta ultima
nao ser solUvel na maior parte dos solventes, ao passo que o Quitosano apresenta
um grau de solubilidade um pouco maior, nomeadamente, em Acidos Organicos
(Agnihotri et al, 2004). Nestes meios, o Quitosano actua como um polielectrélito de
elevada densidade de carga positiva, devido a protonacdo dos grupos Amina em
grupos NH;', interagindo deste modo com moléculas de carga negativa,
nomeadamente proteinas e gorduras (Berscht et al, 1994). Deste modo, quando
colocado em ambiente acido, como o estobmago, por exemplo, o Quitosano absorve
as gorduras durante a digestdao formando uma “esponja”, sendo esta posteriormente
eliminada ao nivel do intestino, permitindo deste modo a ndo absor¢do de elementos
gordos por parte do organismo. Para além desta aplicacdo, o Quitosano tem-se

mostrado bastante Util noutras situacées tdo distintas como:
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- Na agricultura, em mecanismos de defesa e adubacao de plantas;

- No tratamento de aguas residuais, através da sua capacidade de absor¢do
de gorduras ja anteriormente referida e como floculante para clarificacado, e remocao

de ides metalicos;

- Na industria alimentar, como fibra sintética e redutor de absorcdo de

gorduras e colesterol, conservante de molhos, fungicida e bactericida;

- Na industria de cosméticos, como esfoliante para a pele, no tratamento da
acne, como hidratante capilar ou como creme dental;

Para além destas aplicacbes, e dada a sua elevada biocompatibilidade, o
Quitosano tem sido amplamente utilizado como biomaterial em diversas areas da
medicina (Ahn et al, 2001; Almeida et al, 2007; Ferreira et al, 2006). Na realidade, em
virtude de ser altamente biocompativel e de ndo apresentar qualquer reacgdo
alérgica ou de rejeicdo, e apresentar um elevado nivel de biodegradacao, quebrando-
se em unidades de acucar simples facilmente absorvido pelo corpo, tem sido cada
vez mais utilizado para fins médicos (Kumar et al, 2004). Exemplos de aplica¢des sdo
sutura cirargica, implante dentario, reconstituicdo dssea, lentes de contacto (como
agente hidratante) (Rinaudo, 2006) ou libertacdes controladas de farmacos em
animais e humanos, sendo utilizado em diversos locais de libertagdo como a via
tépica (Rinaudo, 2006), oral (Ahn et al, 2001) ou rectal. Varios estudos tém
demonstrado uma melhoria da solubilidade de alguns farmacos quando incorporados
em formulagdes de Quitosano (Genta et al, 1994).

Outros estudos tém aprofundado métodos para efectuar copolimerizacbes
de enxerto. Casimiro utilizou radiagdo y para provocar a formagdo de radicais no
Quitosano enxertando posteriormente HEMA (Casimiro et al, 2005) como barreira

protectora para microorganismos. Também com radiagdo y mas utilizando como

13



Introdugao

comondmero a N-Isopropilacrilamida (NIPAAm), lkram sintetizou sistemas
termossensiveis para aplicagdo na biomedicina (lkram et al, 2011). Outro método
também em grande utilizagdo actualmente é o de usar Nitrato de Cério Amdnio(IV)
como iniciador da reac¢ao de copolimerizacdo de enxerto de Quitosano com diversos
outros matérias tais como NIPAAm (Lee et al, 2004). Também dentro do mesmo
método mas com recurso a Persulfato de Amdnio, Mochalova sintetizou copolimeros

de enxerto de Quitosano com Acrilamida (Mochalova et al, 2006)

1.3. Hidrogéis Inteligentes

De uma forma geral, os hidrogéis podem ser divididos em duas classes
distintas: os hidrogéis convencionais e os hidrogéis inteligentes. Actualmente, muita
atenc¢do tem sido dada ao grupo de hidrogéis. Hidrogéis inteligentes sdo materiais
poliméricos que possuem todas as caracteristicas tipicas de um hidrogel ja
mencionadas anteriormente, mas que apresentam respostas distintas de acordo com
estimulos externos (lrie, 1993). Ou seja, eles variam a sua forma e estrutura
consoante o meio onde sdo colocados e as respectivas variacbes de algumas
caracteristicas do mesmo (Dusek, 1993). Deste modo, encontramos hidrogéis que
respondem a variacGes de pH, como os hidrogéis de base Acrilato (Qiu & Park, 2001);
a variagOes de temperatura, como os hidrogéis de base N-Isopropilacilamida; e a
variagOes de forca idnica do meio, entre outros.

A grande vantagem apresentada por estes sistemas quando comparados com
os convencionais é a de que é possivel controlar diversas caracteristicas adequando-
as aos meios onde serdo aplicadas. Por exemplo, pode ser sintetizado um sistema
que seja dependente do pH para administracdo terapéutica no intestino (meio

tendencialmente bdsico) sem que o material e o farmaco sejam decompostos no
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estdmago (meio &cido). E, pois, frequente encontrar este tipo de hidrogéis como
sistemas de libertacao controlada de diversas substancias em meios variados. Para
este tipo de hidrogéis inteligentes, nomeadamente, os de base Poli (Acido Acrilico),
observa-se uma dissociacdo em solucdao aquosa com pH superior a 5,5, causando a
repulsdo electrostatica da cadeia polimérica e consequentemente a sua expansao.

Para que um gel apresente caracteristicas termossensiveis, um dos seus
componentes tem de apresentar essa propriedade, sendo por isso insollvel acima ou
abaixo de uma determinada temperatura, ou seja apresentar uma temperatura de
solucdo critica inferior (LCST-low critical solution temperature), ou uma temperatura
de solucdo critica superior (UCST — upper critical solution temperature) (Bromberg &
Ron, 1998).

Para o primeiro caso, os géis reduzem o seu volume com o aumento da
temperatura, ocorrendo uma separacdo de fases nessa altura. Pelo contrario, os géis
com UCST contraem-se com a diminuicdo da temperatura. A figura seguinte

apresenta os diagramas de fases para sistemas com LCST e UCST.

LCST UCST
T T
: C Uma fase
™M M
3 P
E E
Duas fases
R R
A A
T T
u v Duas fases
R R
A Uma fase A
Fracgdo volumétrica do polimero Fracgdo volumétrica do polimero

Figura 1.4 — Diagrama de fases representativo de um sistema com LCST e outro com
UCST.
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Para géis com comportamento de fase LCST, a temperaturas inferiores a
temperatura critica de solucdo apresentam apenas uma fase, sendo esta dominada
pelas ligagdes de hidrogénio formadas pelos segmentos hidrofilicos da rede
polimérica e as moléculas do solvente, nomeadamente a dgua. Com o aumento da
temperatura, as interac¢des hidrofébicas do sistema tornam-se mais fortes,
acompanhadas pelo enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio, originando uma
contraccdo do gel, prevalecendo por isso as interac¢bes polimero-polimero e
solvente-solvente (Qui & Park, 2001).

O primeiro polimero descrito na literatura como apresentando caracteristicas
termo-reversiveis foi a Gelatina, proteina preparada por hidrdlise parcial do
Colagénio, contendo como principais aminodcidos a Prolina e a Glicina (Choi, et al,
1999). Posteriormente, foram apresentados diversos estudos sobre polissacarideos
com propriedades semelhantes, nomeadamente materiais com agarose, amilose e
amilopectina. Nestes casos, verifica-se que para temperaturas elevadas, os polimeros
assumem uma conformacdo ao acaso. Com a diminuicdo da temperatura, observa-se
a formacdo das duplas e triplas hélices (para os polissacarideos e gelatina,
respectivamente), formando entre as diversas cadeias pontos de junc¢do levando ao
fenédmeno de gelificacdo de cada composto. A figura seguinte apresenta uma

esquematizacdo do processo de formacao de gel para os casos descritos.
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Figura 1.5 — Variacdo na conformacao de polissacarideos termossensiveis
com a alteragdo da temperatura (Jeong et al, 2002).

A maioria dos compostos que possui temperaturas de transicdo de solucado
apresenta formacdo de géis com a reducdo da temperatura. No entanto, como
referido, certos compostos apresentam o fendmeno inverso. Por exemplo, certas
solugdes aquosas de derivados de celulose que possuem um balanco entre grupos
funcionais hidrofilicos e hidrofébicos podem sofrer processos de gelificacdo a
temperaturas elevadas. Para estes casos, a temperatura para a qual ocorre a
transicdo entre solugdo e gel depende do grau de substituicdo dos grupos hidroxilo
na celulose, verificando-se um aumento das interac¢des polimero-polimero com o
aumento da temperatura. Derivados como a Metilcelulose ou a Hidroxipropilcelulose
sdao exemplos tipicos de materiais de base celulose com formagdo de gel a
temperaturas elevadas.

Um outro exemplo é a combinagdo de Quitosano e Fosfato Dissédico de

Glicerol. Neste caso observa-se que, para valores de pH neutro e para temperaturas
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mais baixas, o polimero se encontra em solucgdo, ocorrendo a formacdo de gel a uma
temperatura de 37° C. Neste caso, esta temperatura de gelificacao varia consoante o
grau de desacetilacdo apresentado pelo Quitosano, ndo sendo, no entanto, muito
influenciada pelo peso molecular do mesmo. A principal forca que leva a formacao
do gel neste caso é a interac¢do hidrofébica de moléculas neutras de Quitosano,
sendo aumentada com a acg¢do estruturada do glicerol em agua a temperaturas
elevadas.

Todas as mudancas descritas anteriormente sdo reversiveis, ou seja, o gel
pode repetir a transicdo solucido/gel e gel/solucdo sem nenhum limite no tempo de
vida do gel. Na realidade, diversos estudos tém descrito a transicao de fases num gel
realizada mais de 500 vezes, verificando-se uma estabilidade ao nivel das
propriedades do gel. Como o grau de expansdo de um gel se encontra relacionado
com muitas propriedades fisicas do mesmo, entdo a variagdo no volume do gel como
resposta a um qualquer estimulo externo provoca mudancas nessas propriedades,
tais como a cinética de absorcdo de agua, permeabilidade da rede polimérica e
tamanho dos poros e consequente libertacdo de farmacos. Dado que muitas vezes
algumas manifestacbes da doenca levarem a uma alteracdo dos parametros do
organismo, tais como pH, temperatura ou concentracdo de substancias, este tipo de
material, por possuir a capacidade de alterar a sua reaccdo, apresenta uma maior
vantagem de aplicagdo do que os hidrogéis convencionais, libertando o farmaco de
acordo com as flutuagdes metabdlicas do corpo (Oh et al, 2004; Langer & Peppas,
2003, Zhang & Wu, 2004).

Para além da capacidade de estes géis responderem de forma distinta a
estimulos externos, existem outras propriedades que favorecem o uso destes como
biomateriais. Deste modo, a sua natureza elastica, semelhante a dos tecidos naturais,

ou a sua biocompatibilidade, tém levado a uma maior utilizagdo dos mesmos.

A utilizagdo de géis termossensiveis na medicina tem sido vasta. Uma
aplicagdo destes sistemas é na libertacdo de insulina em pacientes diabéticos,
utilizando a degradacdo do sistema para permitir a libertagdo do composto no corpo

do doente (Ratner et al, 1996, Kost & Langer, 2001). Um outro exemplo foi alcancado
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introduzindo na matriz polimérica uma enzima, neste caso a glicose-oxidase, que, na
presenca de uma concentracdo especifica de acucar, reage formando acido
glucdnico, reduzindo o pH no local onde se encontra, levando, na presenga de um gel
reactivo ao pH, a uma expansao deste, ocorrendo a libertacdo do farmaco (Ratner et
al, 1996). Em 2005, um estudo mostrou o uso destes materiais na libertacdo de

proteinas.

Existem diversos métodos de preparacdo actualmente utilizados para sintese
de hidrogéis inteligentes. Neste caso, ira ser apenas utilizada uma copolimerizacao
de enxerto para os polissacarideos anteriormente descritos. Devido a este tipo de
polimerizagdo e a todas as varidveis envolvidas na mesma, a cinética de
polimerizacdo é bastante complexa. Em todos os sistemas de copolimerizacao
estudados estd-se em presenca de um mecanismo de crescimento em cadeia
radicalar. Trata-se de um mecanismo que ocorre por passos, nomeadamente,
iniciacdo (onde ocorre a formacdo das espécies monoméricas propagantes), o passo
de propagacdo, onde ocorre o crescimento da cadeia, e o passo de terminacdo, o
passo em que as chamadas cadeias vivas (na forma radicalar) se transformam em

polimero neutro, designado por polimero morto.

No caso do presente estudo, foram utilizados dois polissacarideos e N-
Isopropilacrilamida (NIPAAm), sendo que neste caso apenas o NIPAAm é um
mondmero, sendo os dois polissacarideos polimeros neutros. Deste modo, estamos
na presenca de uma reaccdo de copolimerizagdo que vai conduzir a formacdo de
copolimeros de enxerto (“graft”). A cinética desta reaccdo é muito complexa e neste
trabalho ird ser realizada uma abordagem extraordinariamente simplista que ndo
pode ser considerada um estudo cinético com a determinagdo da correspondente
constante cinética, mas apenas um tratamento quantitativo de resultados
experimentais que irdo permitir comparar a reactividade do NIPAAm relativamente a

cada um dos polissacarideos e a eficiéncia dos métodos de iniciacdo utilizados.

19



Introdugao

1.3.1. Poli (N-Isopropilacrilamida)

Dos diversos polimeros que apresentam uma transicao de fases dependente
da variagdo da temperatura, salientam-se os derivados da acrilamida (Freitas, 1986;
Qiu & Park, 2001, Kost & Langer, 2001). A figura seguinte apresenta algumas

estruturas destes derivados.

Derivados da Acrilamida

CH;—CR
¢=0
N—R'
1,

R=H, CHz

R',R"=H, CH;, CoHs, CqHy, etc

Poli(N-Isopropilacrilamida) Poli(N,N-dietilacrilamida)

{—CHQ—sz}O foiip (!3 g,

ks
/CI:I ’N\
e CH; H3CHoC  CHyCHj

Figura 1.6 — Estrutura genérica dos derivados da Acrilamida, particularmente Poli(N-
Isopropilacrilamida) e Poli (N,N — Dietilacrilamida) (Silva, 2006).

As Poli (Acrilamidas) sdo polimeros amorfos, solliveis na maioria dos
solventes polares como a dgua ou solugdes aquosas salinas. Tém apresentado um

grande interesse em dreas tdo distintas como a industrial ou agricola, para
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referenciar algumas (Silva, 2000). Dos polimeros de Acrilamida N-Substituida, a
Poli(N-Isopropilacrilamida) (PNIPAAm) é provavelmente a mais estudada (Qiu & Park,
2001; Ooya et al, 2005, Xue et al, 2000).

A transicdo de fases da Poli (N-Isopropilacrilamida) (PNIPAAmM) é o resultado
do balango entre os grupos hidrofilicos e hidrofébicos presentes nas cadeias
poliméricas. Com a reducdo da temperatura, o cardcter hidrofilico sobrepde-se ao
hidrofdbico e vice-versa quando a temperatura aumenta (Bromberg & Ron, 1998).
Com base nisso, a estrutura e propriedades da PNIPAAm podem ser alterados e
modificados, bastando para isso, modificar a quantidade de grupos hidrofilicos ou
hidrofébicos na cadeia. Uma solucao aquosa de PNIPAAm gelifica para temperaturas
acima de 32° C. Abaixo deste valor, a entalpia, que é maioritariamente devida as
ligacGes de hidrogénio entre os grupos polares do polimero e as moléculas de agua,
leva a total dissolucdo do polimero. Acima da LCST, a entropia, devido as interac¢des
hidrofébicas, domina, resultando na gelificacdo do polimero e na formacdo de duas
fases distintas (Qiu & Park, 2001), ocorrendo também uma contribuicdo entrdpica
forte da perda de ligacdes de hidrogénio da prépria dgua. No entanto, é de salientar
que a maioria dos grupos carbonilo da PNIPAAm ainda forma liga¢des de hidrogénio

com a agua.

Actualmente, tém sido realizados diversos estudos de aplicacdo e
caracterizacdo de géis de base PNIPAAmM para a sua aplicacdo como biomaterial.
Alvarez-Lorenzo (Alvarez-Lorenzo, et al, 2005) sintetizou um hidrogel contendo
Quitosano e PNIPAAmM, na tentativa de introduzir uma maior biocompatibilidade do
gel, mantendo, ao mesmo tempo, o seu caracter termossensivel. Por outro lado,
também se tentou sintetizar um gel contendo trés mondmeros distintos, NIPAAm,
Dietil Amino Etil Metacrilato e o Butil Metacrilato para sintetizar um gel que, para
além de termossensivel, apresentasse caracteristicas de sensibilidade ao pH e uma
maior estabilidade mecanica do gel (Feil, et al, 1992). Por outro lado, Kurisawa
(Kurisawa, et al, 2000) desenvolveu com sucesso um vector de base PNIPAAm para
transferéncia genética, favorecendo a temperaturas baixas a proteccdo do DNA,

impedindo a DNAse de degradar a cadeia genética.
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Na mesma area de aplicagdo foi efectuado também um estudo de sintese de
copolimeros de Poli(Etileno glicol) e de PNIPAAmM (Lin & Cheng, 2001). Outros estudos
procuraram ainda verificar a compatibilidade do gel de PNIPAAm com o organismo
permitindo a sua aplicacdo como biomaterial. Assim, foi estudada, por exemplo, a
citotoxidade destes géis em culturas de células intestinais e do pulmao, obtendo-se
resultados de baixa ou nenhuma toxicidade do polimero (Vihola et al, 2005; Malonne
et al, 2005).

1.4. Sistemas de Libertacao Controlada

Durante muitas décadas, os suportes de administracdo de um farmaco para o
tratamento de uma doenca incluiam a toma de medicamentos sob a forma de
capsulas, comprimidos, supositérios, cremes ou colirios. Actualmente, e apesar de
ainda se usarem tais formas de tratamento, a ciéncia farmacéutica tem tentado
desenvolver outros métodos mais simples de administracido de farmacos,
nomeadamente, os chamados sistemas de libertacdo controlada. O aparecimento
destes tipos de tratamentos surgiu como necessidade de haver, para o correcto
tratamento de uma doenca, uma concentracao de um farmaco dentro de uma janela
terapéutica adequada a patologia em questdo. Para que tal aconteca, e aplicando os
métodos tradicionais da toma de um farmaco, sera necessario que o doente aplique
0 mesmo vdrias vezes ao dia. Para além do incémodo que tal provoca, a nivel da
concentragao do farmaco no corpo, verifica-se que ocorrem flutuagdes significativas
na concentrag¢dao do farmaco ao longo do dia, observando-se, imediatamente apds a
toma do farmaco, um aumento significativo da concentragao do farmaco para niveis
superiores aos terapéuticos, inclusive para niveis toxicos. Jd passado algum tempo,
observa-se ao redu¢do da concentracdao deste, podendo, normalmente, chegar a

niveis tdo baixos que s3do considerados ineficazes para o tratamento da doenga
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(Fareel & Hesketh, 2002; Kost & Langer, 2001; Ratner et al, 1996; Langer & Peppas,

2003). A figura seguinte traduz graficamente o que foi aqui referido.

Efeitos adversos por
sobredosagem

Nivel téxico

Nivel terapéutico

Nivel Terapéutico
Minimo

Concentragdo de formaco

Auséncia de Efeito
do farmaco por
subdosagem

Tempo

Figura 1.7 — Perfil de concentracdo de um farmaco apds administragdes sucessivas
do mesmo e comparagdao com os niveis de tratamentos ideais para a doenga [Adaptado de
(Chien & Lin, 2006)].

Para evitar este tipo de perfil de concentracbes, temos assistido ao
desenvolvimento de diversos métodos de administragdo de farmaco que impegam
estas flutuagOes. Para tal sera necessario que estes novos métodos sejam capazes de
controlar a velocidade de libertagdo, retardando a duragdo da actividade terapéutica.

Para além desta vantagem, os sistemas de libertagdo controlada podem
direccionar a libertagdo dos mesmos num ponto especifico do organismo, servir
como adjuvantes na absorgdo de farmacos pelas células e mucosa, proteger o agente
activo em condigdes severas no organismo entre outras. Um dos objectivos de
libertar farmacos em zonas predeterminadas é evitar reacgdes adversas para o caso

de a mesma ser libertada num outro lugar do corpo. Por exemplo, a dissolu¢ao do
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acido acetilssalicilico e vérios outros medicamentos no estdmago pode causar
irritacdo na mucosa levando a um desconforto do paciente (Fareell & Hesketh, 2002).

A libertacdo do farmaco pode ocorrer segundo diversos métodos distintos
(Ratner, et al, 1996, Garcia, 2002, Langer & Peppas, 2003):

- Libertagao controlada por difusdo;

- Libertacao controlada por penetracao de agua;

- Libertacao controlada por agentes quimicos;

1.4.1. Libertagao controlada de farmacos por difusao

Para este tipo de libertacdo sdo utilizados dois dispositivos distintos, nos
guais a libertacdo do farmaco é controlada por difusdo. O primeiro é o chamado
dispositivo monolitico. Neste, o farmaco é disperso numa matriz polimérica e a
libertacdo é controlada pela difusdo do mesmo através da matriz. A difusao vai, pois,
ser influenciada pela solubilidade do farmaco no polimero.

Um segundo dispositivo é o controlado por membranas, ou seja, o fdrmaco
estd contido num compartimento envolvido por uma membrana polimérica, porosa
ou ndo, que controla a difusdo do mesmo para o exterior. Exemplos tipicos deste
género de sistemas sdo os métodos contraceptivos por implante e transdérmicos,
onde a membrana do dispositivo controla a difusdo do medicamento, sendo este

posteriormente distribuido pela corrente sanguinea.

24



Capitulo 1

1.4.2. Libertagao controlada por penetragao de agua

O segundo tipo de controlo da libertagdo do farmaco é feito através da taxa
de penetragao de dgua no sistema. De forma semelhante também existem dois tipos
distintos de dispositivos. Nos dispositivos do tipo bomba osmética, o agente
osmatico estd contido dentro de uma camara rigida e separada do farmaco por uma
particdo moével. Um dos lados do compartimento é composto por uma membrana
semipermeavel. Quando o sistema é imerso num meio aquoso, a agua entra no
dispositivo aumentando o volume do compartimento osmoético. Este, por sua vez,
exerce uma pressao sobre a parte mével, forcando a libertacdo do farmaco. Este tipo
de sistema tem sido utilizado em medicina para o tratamento de doencas como
Parkinson, Alzheimer ou diabetes (Fareell & Hesketh, 2002).

Nos dispositivos controlados pela expansdo do polimero, o agente é disperso
uniformemente numa matriz polimérica hidrofilica reticulada, no estado sdlido.
Quando esta entra em contacto com um ambiente aquoso ocorre a sua uma
expansdo. Devido a reduzida taxa de difusdao dos farmacos nos polimeros secos,
nenhuma libertacdo ocorre até que o polimero esteja em contacto com o meio

aquoso (Ratner et al, 1996).

1.4.3. Libertagao controlada por agentes quimicos

Para este tipo de sistemas, a libertagdo do farmaco ocorre devido a
degradacdo do polimero, no paciente. Esta degradagao pode ocorrer com recurso a
diversos agentes, tais como enzimas, reac¢des quimicas ou a propria agua. A
libertagdo do farmaco de polimeros biodegraddveis pode ocorrer por trés

mecanismos distintos (Ratner et al, 1996):
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No primeiro tipo, o farmaco estd contido num compartimento que por sua
vez se encontra envolvido por uma membrana biodegraddvel. A libertacdo do
farmaco é controlada pela difusdo deste através da membrana, sendo que esta sé é
degradada apds a completa libertacdo do farmaco, evitando-se assim a
sobredosagem do medicamento. Diversos dispositivos médicos tém por base este
tipo de mecanismo, como os de libertacdo de hormonas durante um ano, ao passo
gue a membrana apenas é degradada apds trés anos.

O segundo tipo de mecanismo envolve um agente activo, que se liga
covalentemente a cadeia do polimero, provocando a quebra das ligacGes entre o
polimero e o farmaco. No entanto, para evitar a libertacdo do farmaco com
fragmentos de polimero, as forcas de ligacao entre o polimero e o medicamento tém
de ser significativamente menores do que a forca de ligacdo entre as cadeias do
polimero.

Finalmente, no terceiro tipo de mecanismo, o farmaco é disperso
uniformemente num polimero biodegraddvel e a sua libertacdo ocorre por difusdo,
degradacdo ou por ambas. No primeiro, a degradacdo do polimero ocorre a uma taxa
muito inferior a taxa de difusdo do farmaco para fora da matriz. No segundo caso,
ocorre o oposto, ou seja, a taxa de degradacdo do polimero é muito superior a
difusdo do farmaco neste. Assim, o farmaco é libertado ao mesmo tempo que a
matriz é degradada, podendo ser controlada pelo cardcter hidrofilico do polimero.
Para polimeros hidrofdbicos, a taxa de penetracdo de agua é muito inferior a de
degradacdo da superficie, limitando assim a libertacdo do farmaco por degradacdo da
superficie. Para o caso de matrizes poliméricas hidrofilicas, a degrada¢do ocorre em
toda a extensdo do polimero (Ratner et al, 1996; Langer & Peppas, 2003).

Apesar de os sistemas de libertagdo de farmacos se terem tornado
importantes em diferentes dreas de investigacdo, eles ainda ndo representam
dispositivos ideais no tratamento de doengas, porque, embora os dispositivos
consigam libertar de forma constante o farmaco, ao contrario dos métodos mais

convencionais, eles ainda ndo conseguem interromper a libertagdo do farmaco uma
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vez iniciada. Para tal é necessdrio remover cirurgicamente os mesmos, causando

inconvenientes ao paciente.

1.5. Doengas Cancerigenas

O cancro engloba uma grande quantidade de doengas em que um grupo de
células exibe crescimento descontrolado, invasdo tecidular loco-regional e por vezes
metastizacdo (espalha-se para outros locais do corpo por via sanguinea ou linfatica).

Esta situacdo pode afectar virtualmente qualquer tecido ou 6rgdo do corpo
humano sendo a segunda causa de morte a nivel mundial. Esta estimado que a
probabilidade de uma pessoa ter cancro ao longo da sua vida é de 42% (Hauser,
2005).

O tipo de cancro que mais afecta os homens é o da prdstata e as mulheres é
o da mama. No entanto, o tipo de cancro mais mortal em ambos os sexos é o do

pulmao. A tabela seguinte resume os principais tipos de cancro para cada sexo.

Tabela 1.1 — Principais tipos de cancro por género (Jemal et al, 2004)

Homem Mulher
Local % Numero Local % Nidmero
Pulm3do e 32 91930 Pulmdo e 25 68510
Bronquios Brénquios
Préstata 10 29900 Mama 15 40110
Colone 10 28 320 Célone 10 28410
Recto Recto
Pancreas 5 15 440 Ovarios 6 16 090
Leucemia 5 12 990 Pancreas 6 15830
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O factor de risco mais importante para o desenvolvimento do cancro é o
aumento da idade.

Apesar destes numeros assustadores, nos ultimos 30 anos, a incidéncia e a
mortalidade relacionadas com o cancro tém reduzido significativamente gracas a
mudancas nos estilos de vida e na melhor prevencdo, deteccdo precoce e
tratamento.

A causa da maioria dos cancros permanece desconhecida, mas estd
relacionada com a proliferacdo celular aumentada (por mutacdes do ADN que
conduzem a expressdo de proto-oncogenes e/ou deleccdo de genes onco-
supressores). A causa das mutagoes parece ser multifactorial e atribuivel a exposicdo
ambiental, susceptibilidade genética, agentes infecciosos e outros (Hauser, 2005).

O cancro pode ser tratado por cirurgia, quimioterapia, radioterapia,
imunoterapia ou outros métodos. A escolha terapéutica depende do tipo, da
localizacdo e do estadio da doenca, assim como da condicdo fisica do doente.
Actualmente existem inUmeras investigacdes em curso com experimentacdo de
tratamentos inovadores (Walsh et al, 2000).

O objectivo do tratamento é a completa remocdo do cancro sem lesar os
restantes 6rgdos, o que varias vezes pode ser conseguido por cirurgia. No entanto, a
propensdo dos cancros para invadir tecidos adjacentes e para metastizar a distancia,
frequentemente, limita a eficdcia da cirurgia. Deste modo com muita frequéncia é
necessario recorrer a outras opgoes terapéuticas como a quimioterapia (Therasse et
al, 2000).

Na quimioterapia sdo utilizados farmacos anticancerigenos que destroem as
células cancerigenas. Estes farmacos actuam sobre células que se dividem
rapidamente, pelo que ndo sdo especificos apenas para células cancerigenas e é
desta caracteristica que surgem alguns dos seus efeitos adversos (queda de cabelo,
diarreia) (Grunberg & Hesketh, 1993).

Alguns dos farmacos usados em quimioterapia actuam em diferentes fases

da multiplicagdo celular, o que permite que actuem melhor em combinagdo uns com
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os outros. E a chamada «quimioterapia de combinacio», em que sdo administrados
cocktails medicamentosos de 2 ou mais farmacos (Levy, 1996).

Estas associagdes permitem melhorar a eficacia do tratamento, mas
aumentam também os seus efeitos adversos, nomeadamente os vomitos.
Vdrias drogas usadas na quimioterapia tém o potencial de causar nauseas e vomitos
em doentes susceptiveis, sdo disso exemplos a dacarbazina, a doxorubicina, a
ciclofosfamida e a cisplatina.

Existem também varios farmacos que visam reduzir essa sintomatologia em
doentes a fazer ciclos de quimioterapia (como a metoclopramida, ranitidina e
ondansetron) e que fazem parte da medicacdo de escolha de qualquer oncologista

ou de outro médico especialista que acompanhe estes doentes.

1.6. Ondansetron®

O Ondansetron® foi desenvolvido em 1984 por cientistas da companhia
farmacéutica GlaxoSmithKline, em Londres, podendo ser incluido na familia dos
compostos heterociclicos e tendo como nome quimico 9-Metil-3-((2-Metil-1H-
Imidazol-1-il)Metil)-2,3-Dihidro-1H-Carbazol-4(9H). A figura seguinte apresenta a

estrutura quimica do farmaco (Roila & Del Favero, 1995).
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:

O

Figura 1.8 — Estrutura quimica do Ondansetron® (Deegan, 1992).

Constitui um antagonista altamente selectivo dos receptores 5HT;. Este tipo
de farmacos é largamente utilizado quer nas nduseas que sdo efeito secundario dos
tratamentos de quimioterapia quer nas nauseas pds-operatdrias devidas a anestesia
aplicada. Actuam maioritariamente sobre ambos os sistemas nervosos, central e
periférico, sendo que uma parte da sua ac¢do consiste na redugdo da actividade do
nervo pneumogastrico, que é o responsavel pela activacdo do vomito. A outra parte
da sua acgdo é o bloqueio dos receptores de serotonina (Deegan, 1992; Roila et al,
1997). A sua posologia normal neste tipo de tratamentos é a administragdo
intravenosa cerca de 30 minutos antes do inicio do tratamento. Pode também ser
utilizado como farmaco no tratamento das nduseas causadas por doencas do foro
gastrico, como a gastroenterite. O nimero de tomas didrias varia consoante a
gravidade das nauseas apresentadas, mas, por norma, é aconselhada a toma didria
de 1 a 3 comprimidos de 8 mg, para adultos e criangas com mais de 12 anos. A sua

eliminagdo ocorre por via hepatica e por via renal.

Considerando a forma mais usual do tratamento, a toma oral de um
comprimido antes das refei¢des, e devido aos efeitos secundarios do tratamento que

fazem com que muitas vezes os pacientes ndo sintam o efeito positivo do

30



Capitulo 1

Ondansetron®, porque acabam por vomitar o comprimido antes que faca efeito,
tem-se tentado encontrar, nos ultimos tempos, uma forma de administracdao do
farmaco sem que ocorra a possibilidade de este ser vomitado, nomeadamente,
através de doses intravenosas de uma solugcdao do mesmo. No entanto, no dia-a-dia, é
impossivel, quer para o hospital quer para o préprio paciente, recorrer a este tipo de
terapéutica pelo que se tem estudado a possibilidade de incorporar este tipo de
farmaco num gel tipo patch para que este seja libertado de forma controlada sem

gque ocCorra a sua emese.
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Capitulo 2

2. Introdugao

Ao longo deste trabalho, foram sintetizados géis de base quitosano e
dextrano, com a introducdo de N-lsopropilacrilamida na estrutura de cada um dos
polissacarideos, usando para tal diferentes técnicas de co-polimerizacao de enxerto.
Para permitir uma melhor compreensao dos resultados obtidos para cada uma das
diferentes metodologias de modificacdo utilizadas, e a distingdo das mesmas, o
procedimento experimental de cada uma serd apresentado no respectivo capitulo.
No presente capitulo ird ser apresentada uma breve descricdo dos reagentes e das
técnicas de caracterizacdo utilizadas e simultaneamente comuns aos diferentes

métodos descritos nos capitulos 3 a 5.

2.1. Reagentes

Os diferentes reagentes utilizados na realizacdo do trabalho experimental
foram adquiridos a distintas empresas fornecedoras. De seguida, é apresentada uma
lista com todos os materiais utilizados e respectivos fornecedores.

O Dextrano, utilizado em todos os ensaios, foi adquirido a companhia Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha) com um peso molecular compreendido entre 5000000
e 0s 40000000. O Quitosano foi adquirido a mesma empresa, apresentando um peso
molecular médio na gama de 190000 — 310000 e com um grau de desacetilagdo
compreendido entre 75-85%. Ambos os polissacarideos foram utilizados como
apresentados na embalagem, n3ao tendo sido alvo de qualquer tratamento ou

purificagdo prévios. A N-Isopropilacrilamida, proveniente igualmente da Sigma,
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apresentava um grau de pureza de 97%, tendo sido usada tal qual como foi recebida.
Para a preparagdo da solugdo de Quitosano, foi necessario preparar uma solugdo
aquosa de Acido Acético a 5% (v/v). Para tal, utilizou-se uma solucdo de Acido
Acético com grau de pureza de 99,5%, pH 2,4, adquirido a BHD-Chemical, Lda (Poole,
UK).

Na preparacdo da solugcdo de Tampao Fosfato (PBS) foram utilizados Cloreto
de Sédio (NaCl), Cloreto de Potassio (KCl), di-Hidrogenofosfato de Potassio (KH,PO,) e
Hidrogenofosfato de Sddio Dodecahidratado (Na,HPO,.12H,0) reagentes adquiridos
a companhia Merck (Darmstadt, Alemanha), apresentando todos graus de pureza de
99,5%.

Como farmaco, foi utilizado o Ondansetron®, gentilmente fornecido pelo
servico de farmdcia hospitalar do Hospital Garcia de Orta, em Almada. Cada ampola
continha 4 mL de uma solucdo de farmaco de 2 mg/mlL, contendo ainda como
excipientes Acido Citrico mono-hidratado, Cloreto de Sédio, Citrato de Sédio e Agua

para preparacgdes injectaveis.

2.2. Preparagao das solugdes de Dextrano e Quitosano

A preparagdo das solugbes de ambos os polissacarideos foi efectuada de
forma idéntica para qualquer tipo de reac¢do efectuada. Seguidamente encontra-se
descrito o procedimento efectuado para a prepara¢do de cada uma das diferentes

solugdes.
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2.2.1. Preparacgao da solucdao de Dextrano

Para a preparacdao da solucdo de Dextrano, foram dissolvidos 1 g do
polissacarideo em 50 mL de dgua destilada sob agitacdo magnética e a temperatura
ambiente. O processo de dissolucdo foi levado a cabo ao longo de 24 horas,
permitindo deste modo a completa dissolucdo do material. Cada solucdo foi

preparada previamente a sua utilizacdo nao tendo sido armazenada posteriormente.

2.2.2. Preparagao da solugdo de Quitosano

Para a preparac¢do da solucdo de Quitosano foi utilizado um procedimento
distinto do realizado para o Dextrano em virtude dos problemas de dissolu¢do do
Quitosano em agua destilada. Deste modo, foi necessario preparar inicialmente 150
mL de uma solugdo de 5% de Acido Acético (v/v), recorrendo a uma solugdo mais
concentrada do mesmo. A solugdo obtida apresentava um pH aproximadamente de
3,3. Seguidamente, adicionaram-se 2 g de Quitosano a solugdo, deixando a mistura
em agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente, permitindo a dissolucdo
completa do Quitosano. Tal como no Dextrano, também esta solugdo foi preparada e

utilizada imediatamente nao tendo sido armazenada posteriormente.
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2.3. Técnicas de caracterizagao

Ao longo do trabalho experimental, foram utilizadas diversas técnicas para
melhor identificar e caracterizar todos os géis sintetizados. Nesta seccdo ird ser

efectuada uma descricdo dos procedimentos efectuados para todas elas.

2.3.1. Andlise elementar

Para a realizacdo dos ensaios de andlise elementar, todas as amostras
sintetizadas foram previamente secas e liofilizadas, sendo posteriormente analisadas
em relacdo a composi¢do dos diversos elementos constituintes, nomeadamente, N,
O, C e H, sendo esta dada em precentagem. Todos os ensaios foram realizados num

Fisions Instruments EA-1108.

2.3.2. Espectroscopia de Infravermelho com
Transformadas de Fourier com Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR)

Todas as andlises de Espectroscopia do Infravermelho (FTIR-ATR) foram

efectuadas com recurso a um espectrofotémetro Magma-IR™ Spectrometer 750 da
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Nicolet Instrument Corporation, tendo os espectros sido realizados a 128 scans, com

uma resolucdo de 4 cm™.

2.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear do Protdo (‘H-
RMN)

Para a realizacdo dos ensaios de Ressonancia Magnética Nuclear do Protao,
'H-RMN, todas as amostras foram solubilizadas, durante 24 horas, em Oxido de
Deutério (D,0) adquirido a Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Posteriormente,
foram introduzidas em tubos de RMN préprios e os espectros adquiridos num Avance
400 MHz Spectometer da Brucker. Cada espectro foi obtido com 32 scans, recorrendo
a um pulso de 90° com um periodo de relaxacdo de 30 segundos. Em todos os
espectros foi usado, como referéncia, o sinal da agua a 6 4,75 ppm, tendo este sido

parcialmente eliminado por irradiacdo da amostra durante o periodo de relaxacao.

2.3.4. Avaliagdo da Temperatura de Solugdao Critica
Inferior (LCST)

Para avaliar correctamente o valor da Temperatura de solugdo critica inferior
caracteristica de cada amostra, foi efectuado um estudo através de uma
espectroscopia UV-Vis, com recurso a um espectrofotémetro Jasco V-530. Cada
amostra, apds a sua sintese, foi colocada inicialmente a 25°C, tendo sido medido e
registado o valor da absorvancia por ela apresentada no respectivo

espectrofotometro a comprimento de onda de 500nm (Lu et al, 2006; Liu et al, 2004).
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Seguidamente, cada gel foi aquecido 1°C numa estufa, tendo cada amostra
permanecido cerca de 30 minutos a essa temperatura antes de ser efectuada nova
leitura do valor de absorvancia. Este procedimento descrito foi realizado até a
temperatura ter atingido os 40°C. Os valores registados foram entdo tratados, tendo-
se determinado o valor da Temperatura Critica correspondendo a temperatura onde

o grafico Absorvancia vs Temperatura apresenta o respectivo ponto de inflexao.

2.3.5. Determinag¢ao da capacidade de absor¢ao e
libertagdao de agua

Para a determinacdo da capacidade de absorcdo de dgua de cada gel
sintetizado todas as amostras foram secas a temperatura ambiente e,
posteriormente, numa estufa a vacuo, a 40°C, até apresentarem peso constante,

tendo este sido registado e denominado «peso seco» (W,).

Seguidamente, cada amostra foi colocada num recipiente fechado, contendo no seu
interior uma solucdo saturada de Sulfato de Cobre Pentahidratado (CuS0O,.5H,0),
apresentando uma humidade relativa de 95% aproximadamente. A evolucdo do peso
da amostra foi avaliada, tendo para tal sido determinado em intervalos de tempo

regulares o peso de cada gel até este apresentar um valor constante.

Seguidamente, cada amostra foi colocada fora do recipiente fechado, permitindo a
libertagdo da dgua do seu interior. Inicialmente este valor foi registado de 30 em 30
segundos até ao total de 10 minutos, tendo, posteriormente prosseguido a avaliagdo
da variagdo do peso com intervalos de tempos maiores. A evolugdo do peso foi
verificada até que este tivesse atingido um valor constante. A capacidade de

absorg¢do de dgua foi determinada com recurso a seguinte equagao:
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. . Wm 5
capacidade de inchaco = TX 100 (2.1)
5

Em que
W, — é o peso seco de cada amostra e

W,, — é o peso molhado, determinado através de extrapolacao do grafico

obtido da perda de peso ao longo do tempo, nos primeiros 10 minutos.

Esta andlise foi efectuada a duas temperaturas distintas: 25°C e 37°C,

respectivamente.

2.3.6. Determinacao dos angulos de contacto e energias
de superficie

Para a determinacdo do valor do angulo de contacto de cada amostra foi
necessario preparar uma superficie plana e lisa onde pudessem ser efectuados os
ensaios. Para tal, foram colocadas solu¢Ges de cada amostra em caixas de Petri,

deixando-se evaporar o solvente até se obter um filme liso.

Seguidamente, cada amostra foi colocada num DAS 1 da Kruss, onde se
procedeu a avaliacdo do respectivo angulo de contacto, com recurso a dgua como

solvente, utilizando o método Sessile & Captive Drop.

Para a determinagdo da energia de superficie, usaram-se quatro solventes

distintos: agua, formamida, etilenoglicol e propilenoglicol. Foram efectuadas diversas
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medidas em todo o gel para a determinacdo do valor dos angulos de contacto
estdtico médio e o respectivo desvio-padrao apresentado para cada solvente. As
duas componentes das energias de superficie, dispersiva ysD e polar ysp foram

determinadas pela relagdo Owens-Wendt-Rabel e Kaelble (Owens & Wendt, 1969).

2.3.7. Avaliagao do padrao de libertagao do farmaco

A determinacdo do perfil de libertacdao do farmaco e da quantidade libertada
foi efectuada com recurso a técnica de espectroscopia de ultravioleta e visivel,
utilizando para o efeito um espectrofotémetro de feixo duplo Cary 3E da Varian. A

analise foi efectuada em diversas etapas que seguidamente serdo descritas.

2.3.7.1. Preparagao da Solugdo de Tampao Fosfato

Para a preparac¢do da Solucdo de Tampao Fosfato (PBS) foram dissolvidos 40
g de Cloreto Sédio (NaCl), 1 g de Cloreto de Potdssio (KCl), 1 g de di-Hidrogenofosfato
de Potdssio (KH,PO,) e 11,6 g de Hidrogenofosfato de Sddio dodecahidratado
(Na,HPO,4.12H,0) em 5 | de dgua destilada.
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2.3.7.2. Determinagao da curva padrao do farmaco

Inicialmente foi efectuada uma analise a solugao-padrdo de farmaco tal como
apresentado nas ampolas fornecidas, efectuando um varrimento do espectro da luz
ultravioleta em 1 y de comprimentos de onda de 200-400 nm, de forma a detectar

qual o valor maximo para a absorvancia do farmaco.

Seguidamente, foram efectuadas diluicdes com solucdo de tampao fosfato, a
solucdo inicial do farmaco, obtendo-se solucdes de concentracdo conhecida, de
modo a correlacionar os valores de absorvancia com os de concentracao de farmaco

em solucdo.

2.3.7.3. Ensaios de libertagao

Apds a determinacdo da curva-padrao do farmaco, cada amostra foi colocada
dentro de membranas de didlise (12-14 kD, Spectrum), de forma a evitar que a
possivel degradacdo dos géis interferisse com a leitura do valor da quantidade de

farmaco libertado para a solucgdo.

Seguidamente, cada gel foi colocado num Erlenmeyer, contendo 100 mL de
solucdo de PBS, com agitacdo magnética suave por forma a permitir uma melhor
circulacdo e homogeneidade do meio. Amostras de 3 mL foram retiradas em tempos
diferentes (crescentes) para leitura no espectrofotometro no comprimento de onda
correspondente ao maximo de absorvancia previamente determinado. O volume de
solucdo retirada para a andlise foi entdo novamente introduzido no sistema para ndo
alterar as condi¢Oes de difusdo do farmaco. Estes ensaios foram realizados a duas

temperaturas distintas: 25°C e 37°C.
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3. Hidrogéis preparados por Irradiagdo Gama

Neste capitulo serdo apresentados a teoria, a experimentacao, os resultados,
as conclusées e a bibliografia referentes as reac¢des cuja iniciacdo de

copolimerizagao foi efectuada recorrendo a irradiagao y.

3.1. Introdugao

Desde o inicio da preparacdo de biomateriais de origem polimérica, a
comunidade cientifica debateu-se com o problema decorrente do uso de iniciadores
guimicos nas suas reaccdes e a consequente toxicidade dos mesmos. Este problema
foi o ponto de partida para a pesquisa de novas formas de reaccdo consideradas
«mais limpas», ou seja, sem problemas a nivel de toxicidade, mas que, ao mesmo
tempo, conseguissem produzir materiais comparativamente semelhantes aos
conseguidos por métodos anteriormente testados.

Foi neste ambito que surgiu a utilizacdo da radiacdo de alta energia na
preparacao de biomaterias. As radiagdes de alta energia, tais como a radiagdo y ou os
raios-X sdo exemplos de tipos de radiacdo actualmente usada para este fim.

O espectro da luz compreende diversos tipos de radiacdo, apresentando cada
um deles determinado comprimento de onda e energias associadas. Inicialmente,
eram apenas conhecidas as radiagGes visivel (Vis), cuja existéncia foi reconhecida por
Newton em 1666, infravermelha (IV), descoberta por Sir William Herschel em 1800 e
associada a temperatura, e ultravioleta (UV), descoberta por Johann Wilhelm Ritter e
associada aos materiais fluorescentes e fosforescentes.

Apenas ja no séc. XX seria reconhecida a existéncia de um maior niumero de
radiagGes, constituindo o espectro da luz. A figura seguinte apresenta o espectro da

luz e os diversos tipos de radiagdes que a constituem.
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Figura 3.1 — Espectro da luz (Gil, 1996).

Os raios y foram descobertos no inicio do séc. XX, em 1900, por Paul-Ulrich
Villard e posteriormente estudados por Marie e Pierre Curie. Ao contrario de outros
tipos de radiagao, como a alfa ou a beta, os raios y propagam-se como uma onda
electromagnética ao invés de se propagar através de particulas. Para além disso, nao
apresentam qualquer tipo de carga eléctrica (L’Annunziata, 2007). Sdo semelhantes
aos raios-X, apresentando, no entanto, comprimentos de onda ainda mais pequenos,
normalmente em gamas inferiores a 10° m. Os raios y utilizaveis em laboratério sdo
produzidos geralmente apds uma reaccdo de decaimento nuclear. Em diferentes
elementos, apds reaccdes deste tipo, o nlcleo permanece num estado de energia
superior ao fundamental, ocorrendo entdo a libertagdo dessa energia em excesso
através de radiagdo electromagnética, a radiagdo y (Shaw et al, 1999). Este factor é o
que distingue os raios-x dos raios v, isto é, os primeiros tém origem electrénica
enquanto os segundos tém origem nuclear (Croonenborghs et al, 2007). Desta forma,
isdtropos instdveis sdao as fontes primordiais deste tipo especifico de radiagdo.
Industrialmente, existem varios isdtropos a serem utilizados como fonte de radiagdo

v, nomeadamente o Cobalto 60, o Iridio 192, o Césio 137 e o Tulio 170.
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Ao contrario dos raios-X, onde é possivel gerar no mesmo equipamento
ondas electromagnéticas de diferentes comprimentos de onda, os raios Yy
apresentam um comprimento de onda fixo, associado ao tipo de fonte emissora.
Para além disso, a fonte de radiagdo y emite este tipo de radiagdo de forma continua,
sendo necessario equipamento especifico de proteccdo, ao contrdrio das fontes de
raios-X, que emitem radiacao apenas quando os aparelhos se encontram ligados.

O comprimento de onda encontra-se relacionado a frequéncia e a energia
associada a cada radiacdo, sendo inversamente proporcional as mesmas. Deste
modo, facilmente se compreende que as radiagdes y, devido ao seu baixo
comprimento de onda, apresentam frequéncia e energia elevadas. Sao estas duas
propriedades que conferem a radiagdo y caracteristicas muito importantes para a sua
utilizacdo (Kurika, 1996). De facto, por apresentarem comprimentos de onda
reduzidos, estas possuem um poder de penetracdo bastante elevado, enquanto as
suas elevadas energias permitem a formacdo de radicais nas ligacdes duplas de
compostos insaturados, como os mondmeros, ou ainda a formacdo de radicais em
certos grupos constituintes das moléculas, tais como os grupos hidroxilo (Rosiak, et
al, 1995; Rosiak & Yoshii, 1999; Schmidt et al, 2003).

Por permitir polimerizacdes sem qualquer introducdo de iniciadores, esta
técnica de polimerizacdo é chamada «quimica limpa», constituindo precisamente
esse facto a sua principal vantagem (Casimiro et al, 2005; Casimiro et al, 2005;
Garnett, 1979).

Para além disso, o facto de, enquanto a reacg¢do ocorre, o material final ser
esterilizado faz com que este tipo de reacgdes esteja cada vez mais a ser utilizado na

sintese de materiais para aplicagdo biomédica (Biswal et al, 2007; Chen et al, 2007).
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3.2. Preparacao dos hidrogéis

Para a preparacao dos copolimeros, prepararam-se as solu¢des de Dextrano
e de Quitosano, tal como descrito no Capitulo 2. Apds a sua preparacao, dissolveu-se
1 g de N-Isopropilacrilamida na solucdo, procedendo-se a sua homogeneizacao com
recurso a agitacao magnética. Posteriormente, cada solucdo foi transferida para um
recipiente de poliamida Amilon®, préprio para os ensaios de radiagdo y.

Seguidamente cada amostra foi submetida a uma atmosfera de Azoto por
forma a retirar todo o oxigénio presente. Todas as amostras foram ent3do colocadas
paralelamente a fonte de radiacdo, neste caso o *°Co, e sujeitas a radiacdo durante

diferentes tempos, tal como se indica na tabela seguinte.

Tabela 3. — Tempos de reacgdo utilizados para irradiar os diferentes sistemas.

Sistema Dextrano (g) Quitosano (g) Tempo de irradiagao (h)
1 1 1
2 1 2
3 1 3
4 1 4
5 1 5
6 1 1
7 1 2
8 1 3
9 1 4
10 1 5

A dosagem utilizada para os ensaios foi de 5 kGy, a uma velocidade de
irradiagdo de 0,6 kGy.h'l. Para além dos sistemas indicados na tabela anterior, foram

ainda efectuados testes com os polissacarideos e 0 mondmero isoladamente. Deste
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modo, procedeu-se a irradiacdo de amostras de Dextrano, Quitosano, e NIPAAm,

isoladamente, submetendo-as a irradiagdo por um periodo de 5 horas.

3.3. Resultados e discussao

A figura seguinte mostra as amostras nos respectivos recipientes apds a

irradiagao das mesmas.

s
i

Figura 3.2 — Imagem dos géis obtidos por irradiagdo .

Genericamente, apds as diferentes reacgdes, foi possivel observar que as
amostras obtidas apresentavam graus de viscosidade distintos, sendo estes
dependentes do tempo de irradiagdo de cada uma das amostras. Deste modo, e por
observacdo directa, verificou-se que os géis com maior tempo de irradiagdo

apresentaram maior viscosidade no final.
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De salientar que a escolha do Dextrano de tao elevado peso molecular ficou a
dever-se a ensaios prévios, no qual foram dissolvidas amostras de Dextrano com
peso molecular inferior. O resultado dessa dissolucdao foram solugdes menos viscosas
a olho nu, sendo que a amostra com melhor caracteristica a nivel de viscosidade foi a
de Dextrano utilizado no resto do trabalho. Este resultado é facilmente explicado
tendo em conta que, com o aumento do peso molecular do polimero, aumentam o
tamanho das cadeias que o constituem. Esse aumento da cadeia por sua vez, leva a
um aumento de pontos de interac¢ao entre cadeias distintas levando a que as forca
intermoleculares de coesdo do gel sejam superiores para pesos moleculares
elevados.

Em relacdo aos polissacarideos, observou-se uma aparente manutencao das
suas caracteristicas, ndo denotando qualquer variacdao face as solucdes iniciais, ou
seja, ndo ocorre qualquer alteracdo das propriedades dos polissacarideos sob
influéncia da radiacao.

Jd no que respeita a NIPAAm, verificou-se, como seria de esperar, uma
variacdo significativa das suas caracteristicas, devido a sua polimerizacao,
observando-se a formacdo de um gel praticamente sdlido, contrastando com a
solugdo bastante aquosa do mondmero inicialmente preparado.

O esquema da reacc¢do é apresentado na figura seguinte:
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Figura 3.3 — Reaccdo provavel entre Dextrano e N-Isopropilacrilamida, sob a
presenca de radiagdo .

A imagem anterior mostra a reac¢do entre NIPAAm e Dextrano. Devido a
elevada energia que este tipo de radiacdo apresenta, podem aparecer, na molécula
de Dextrano radicais livres nos grupos hidroxilo que vao dar origem a Poli (N-
isopropilacrilamida) enxertada no polissacarideo. Este tipo de reac¢do pode ocorrer
em qualquer um dos grupos hidroxilo da molécula de Dextrano.

Para o caso do Quitosano, o esquema reaccional e semelhante ao
apresentado na figura 3.3, sendo a Unica diferenca a existéncia de menos um grupo
hidroxilo. Estudos semelhantes utilizando Quitosano e outro polimero, como HEMA
por exemplo, revelaram que o processo reaccional é em tudo idéntico ao descrito

nesta figura (Casimiro et al, 2005).
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3.3.1. Anadlise elementar

Os ensaios de analise elementar foram efectuados com o objectivo de
observar a variacao da percentagem dos diferentes elementos constituintes dos géis.
Nesta seccdo serdao apresentados os resultados obtidos através desta técnica de

caracterizacdo para os diferentes géis sintetizados.

3.3.1.1. Sistemas de base Dextrano

Da observagdo do esquema reaccional apresentado na Figura 3.4 verifica-se
que, para o caso do Dextrano, com a reac¢do efectuada, ocorre a introdugdo de
moléculas de Azoto na molécula do polissacarideo. Deste modo, a quantidade de
PNIPAAm introduzida no gel pode ser avaliada pela quantificacdo da percentagem de
Nitrogénio no copolimero obtido. A figura seguinte apresenta a variacdo da

percentagem de Azoto para os sistemas de base Dextrano.
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Figura 3.4 — Varia¢do da percentagem de Azoto presente nas amostras de Dextrano ao longo
dos diferentes tempos de irradiacdo.
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Como se pode observar na figura anterior, verifica-se um aumento da
percentagem de Azoto com o aumento do tempo de irradiacdo, ou seja, existe uma
relagao directa entre o total de NIPAAm efectivamente introduzido no gel e o tempo
a que este se encontra submetido a irradiacdo. Verifica-se, no entanto, que o
aumento da percentagem de Azoto ao fim de 5 horas de irradiagdo, face ao mesmo
resultado para os sistemas com 4 horas de irradiacao, € menos significativo do que os
verificados para os sistemas anteriores.

Este resultado pode, pois, sugerir que, ao fim de 5 horas, a reaccdo comeca a
aproximar-se de um estado de equilibrio, ndo havendo um incremento substancial da
percentagem de Azoto e, consequentemente, de NIPAAm para tempos de reaccao
superiores. Este resultado pode, no entanto, encontrar-se dependente do total de
NIPAAmM introduzido na reaccdo, sendo de esperar que, para concentracdes
superiores de NIPAAm, o equilibrio seja alcancado para tempos de irradiacdo
superiores.

Tal como seria de esperar, a amostra de Dextrano sem qualquer tipo de
alteracdo, ou seja, apenas sujeita a irradiacdo na auséncia de NIPAAm ndo apresenta
gualquer valor de Azoto na sua estrutura final.

Globalmente, verifica-se um incremento de aproximadamente 10% no total
de Azoto na amostra.

Com base nos resultados obtidos, foi efectuado um estudo mais aprofundado
por forma a obter valores concretos para a percentagem de copolimero introduzido
em cada gel. Para tal, recorreu-se ao estudo da variacdo de peso total do gel, antes e
apods a reacgdo, e da variagao da percentagem de Azoto em cada uma das amostras.

A percentagem de copolimero foi calculada com recurso a seguinte expressao:

) Mg — My
%copolimero = —— x 100 (3.1)
mﬂ
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Em que: m; é a massa do polimero apds a reacgdo de polimerizagcdo e m, a
massa original antes de irradiado.

Os valores obtidos para cada um dos géis encontram-se na Tabela 3.11.

Tabela 3.1l — Variag¢do da percentagem de copolimero com o tempo de
reacgdo nos sistemas de Dextrano.

Tempo de irradiagao (h) Percentagem de copolimero (%)
1 16
2 34
3 51
a4 65
5 71

Como se pode verificar a partir da tabela anterior, e tal como seria esperado,
observa-se um aumento da percentagem total de copolimero final nos géis com o
aumento do tempo de irradiacdo de cada gel. Verificam-se também que, através
deste método, é possivel introduzir nos hidrogéis percentagens elevadas de
PNIPAAM.

Tal como referido na seccdo 1.3. do capitulo 1, a cinética de reaccdo de
copolimerizacdo é de uma extrema complexidade ndo tendo por isso sido alvo de
estudo neste trabalho. No entanto, e por forma a dar alguma ideia relativamente a
esta, foi determinado apenas um pardmetro que ndo é uma constante cinética,
embora esteja indirectamente com ela relacionada. A caracterizagdo que permitiu
esta abordagem foi a determinagdo da %N nos géis obtidos ao longo do tempo. Os
resultados foram logaritmizados e correlacionados com o tempo de reacgdo.

A figura seguinte mostra os resultados obtidos através do método grafico

para sistemas de base Dextrano.
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Figura 3.5 — Resultados obtidos para os
sistemas de base Dextrano.

Na figura anterior é possivel concluir que existe um comportamento
aproximadamente linear na evolucdo do logaritmo da percentagem de Azoto com o
tempo de reaccao.

Quanto ao parametro cinético, o valor determinado para estes sistemas foi
de 0,459 h™. Genericamente, este valor sugere-nos uma evolugdo da cinética de
reaccdo, sugerindo com o resultado obtido que as reac¢des de 5 horas decorrem de

forma mais rapida do que as reac¢ées com menor tempo de reacgao.

3.3.1.2. Sistemas de base Quitosano

Para o caso do Quitosano, e observando a sua molécula, verifica-se que, por
cada unidade estrutural, existe um atomo de Azoto presente no grupo amina deste

polissacarideo. Deste modo, a andlise da quantidade de NIPAAm introduzida no
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sistema final e a sua variagdo com o tempo de reaccdo, determinada através da
percentagem de Azoto, ndo é directa, tendo sido necessario efectuar uma andlise ao
Quitosano verificando qual a percentagem inicial de Azoto presente na amostra e,
posteriormente, verificar a evolucdo desta com o tempo de irradiacao dos diferentes
géis. Na figura seguinte apresenta-se a variacdo da percentagem de Azoto com o

tempo de irradiacdo para os sistemas de base Quitosano.
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Figura 3.6 — Varia¢do da percentagem de Azoto presente nas amostras de Quitosano ao
longo dos diferentes tempos de irradiagdo.

Como foi referido anteriormente, a solucdo de Quitosano sem NIPAAmM
apresenta uma percentagem de Azoto elevada, neste caso cerca de 7%, denotando a
presenca dos grupos amina do polissacarideo. Mais uma vez e em consonancia com o
verificado para os géis de base Dextrano, observou-se uma dependéncia entre a
percentagem de Azoto nos géis e o tempo de irradiacdo a que foram submetidos
individualmente, sendo que mais uma vez os géis com maior tempo de reacgdo

foram os que apresentaram uma maior proporgdo de Azoto no final.
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Os valores obtidos foram todos superiores aos encontrados para os géis de
base Dextrano. No entanto, este resultado ja foi justificado pelo facto de o préprio
polissacarideo apresentar Azoto na sua estrutura base. Se excluirmos o valor obtido
para o Quitosano sozinho a todos os resultados obtidos, verifica-se que o valor de
Azoto é semelhante ao encontrado nos géis de Dextrano, pelo que podemos sugerir
que, apesar das diferencas entre os dois materiais, a reac¢do e o seu rendimento
foram semelhantes. De salientar, no entanto, que apesar dos valores serem
relativamente préximos dos obtidos para os géis de Dextrano, o facto do peso
molecular dos dois ser completamente diferente sugere que as ramificagcbes do
copolimero apresentaram diferentes tamanhos, sendo de prever que as ramificaces
sejam de tamanho superior para o Quitosano.

Em consonancia com o estudo efectuado para os sistemas de base Dextrano,
foi determinado um parametro cinético de reaccdo, com base na variacdo da
percentagem de Azoto presente na amostra. Esta analise foi efectuada ja excluindo o
valor inicial de Azoto presente no Quitosano puro. A figura seguinte apresenta a
representacdo grafica do logaritmo da percentagem de Azoto em func¢do do tempo

de irradiacdo e o respectivo ajuste linear.
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Figura 3.7 — Resultados obtidos para os sistemas de base Quitosano.
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Na Figura 3.7 é possivel observar que o ajuste linear obtido é bastante
proximo dos valores determinados experimentalmente. Em relacdo ao valor
determinado para o parametro cinético, este foi de 0,110 h™, comparativamente
mais baixo do que o anteriormente encontrado para os sistemas de Dextrano. Este
valor permite sugerir que a reactividade do NIPAAM para o Quitosano é menor do
que para os sistemas de base Dextrano, traduzindo-se essa diferenga nos valores
encontrados. No entanto, é de salientar que o valor obtido para os sistemas
irradiados apenas 1 hora é superior para o Quitosano. Ou seja, a reac¢do sofre uma
variacdo menos significativa na percentagem de Azoto adicionado com o tempo de
irradiacdo, mas, na sua fase inicial, tende a ser mais rdpida do que para os sistemas
com base Dextrano.

Finalmente, foi ainda efectuado o estudo referente a percentagem de
copolimero introduzida nos géis finais. Mais uma vez, recorreu-se a expressao 3.1

para esse efeito e os resultados obtidos encontram-se na tabela 3.lII.

Tabela 3.1l — Varia¢do da percentagem de copolimero com o tempo de
reacg¢do nos sistemas de Quitosano.

Tempo de Reac¢ao Percentagem de
(h) copolimero (%)

40

48

51

57
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Na tabela anterior observa-se que ocorre, como previsto, um aumento da
percentagem total de copolimero introduzido no sistema com o aumento do tempo
de irradiacdo total. Constata-se que ocorre um aumento significativo logo na
primeira hora de irradiacdo, verificando-se que, com o aumento do tempo de
irradiacdo, a percentagem de copolimero introduzido vai sendo menor, indicando
uma possivel estabilizacdo dos valores para tempos de irradiacdo pouco mais
elevados do que os testados durante este trabalho.

Os valores obtidos neste estudo estdo de acordo com estudos efectuados,
nomeadamente no aumento da percentagem de copolimero enxertado com o
aumento do tempo de irradiacdo, ou da dosagem de radiacdo (Cai et al, 2005).
Outros estudos utilizando outros materiais como copolimero, tais como HEMA
apresentam também resultados semelhantes (Casimiro et al, 2005).

Comparativamente com os resultados obtidos para os sistemas de base
Dextrano, observa-se, tal como ocorreu para os valores de analise elementar, que a
percentagem de copolimero introduzido no gel é superior para os sistemas de
Quitosano quando o tempo de irradiacdo é menor, verificando-se que o aumento
deste valor é superior nos sistemas de Dextrano quando se aumenta o tempo de
irradiacdo, levando a que, para uma irradiacao de 5 horas, o sistema de Dextrano ja
apresente uma maior quantidade de PNIPAAm na sua constituicdo. Pode sugerir-se
gue a reactividade da NIPAAm para o Quitosano é maior para baixos tempos de
irradiagdo, mas que, com o aumento deste pardmetro, esta aumenta para os
sistemas de Dextrano, ndo apresentando sinais claros de uma estabilidade
significativa no total de PNIPAAm introduzido, enquanto para o Quitosano se verifica
uma maior estabilizagdo.

Foi efectuado um estudo comparativo para tempos de irradiagdo superiores,
nomeadamente 24 horas. No entanto, e apds efectuado o estudo de andlise
elementar aos géis obtidos de Dextrano e Quitosano, ndo se observaram variagdes
muito significativas para o valor da %N obtido, pelo que foi decidido ndo efectuar
ensaios tdo extensos no tempo visto as diferengas ndo serem acentuadas. Assim, e

para o Dextrano obteve-se um valor de 10,4% de Azoto e para o Quitosano um valor
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de 17,3% de Azoto. Estas observagdes foram também comprovadas em estudos para
outros materiais, no qual se observou que a partir de 5 horas as varia¢cdes na
percentagem de copolimero introduzido no sistema ndo sdo significativas (Casimiro

et al, 2005).

3.3.2. Espectroscopia de Infravermelho  com
Transformadas de Fourier com Reflexdao Total Atenuada (FTIR-ATR)

A técnica da Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier
(FTIR) é uma das técnicas espectroscopicas mais utilizada na identificacdo dos
diferentes grupos constituintes de um dado material. Este tipo de analise baseia-se
na propriedade dos materiais, principalmente de as suas ligacdes quimicas possuirem
frequéncias de vibracdo e de elongacdo especificas, as quais correspondem niveis
energéticos especificos da molécula. Deste modo, quando a radiacdo incide sobre o
material e o atravessa, a molécula absorve-a. No entanto, como cada grupo funcional
apresenta valores diferentes e caracteristicos para vibracao, elongacdo e rotacdo, a
leitura do espectro, e as suas bandas, permite a verificacdo dos tipos de grupos que
constituem cada composto (Morrison & Boyd, 2009).

Esta técnica foi utilizada neste trabalho para tentar verificar a introducdo de
PNIPAAmM no gel e, ao mesmo tempo, observar a variagdo desta com o tempo de
irradiagdo, sendo expectdvel o aparecimento das ligagdes N-H inexistentes no

Dextrano e um aumento das mesmas para os géis de base Quitosano.
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3.3.2.1. Sistemas de base Dextrano

Os ensaios de FTIR foram efectuados de forma a verificar as alteracdes a
estrutura dos polissacarideos apds a reac¢do de polimerizacdo. Para tal, espectros de
Dextrano e de N-lsopropilacrilamida foram obtidos antes de irradiagdao, sendo
posteriormente comparados com o espectro de cada amostra apds a modificagdo. A

figura seguinte mostra o espectro de FTIR do Dextrano utilizado nos ensaios.

®Transmittance
a

1000
‘Wanvenumbers (cm-1)

Figura 3.8 — Espectro de FTIR do Dextrano.

A andlise da figura anterior, nomeadamente dos diversos picos apresentados,
permite efectuar uma caracterizacdo de todos os grupos constituintes do
polissacarideo. A banda apresentada a ~3300cm™ e os picos a ~1640cm™ e ~1020
cm™ s3o resultantes dos grupos hidroxilo existentes, sendo que: a primeira é
referente a elongag¢do dos mesmos; a segunda devido a elongagao dos grupos —OH
ligados por ligagdes de hidrogénio; e finalmente a terceira devido a vibragdo dos
mesmos. O pico apresentado a ~2922 cm™ é devido a elongacdo da ligagdo C-H.
Finalmente, o pico a 1150 cm™ refere-se a elongac3do do grupo C-O-C presente no
anel de Dextrano (Ciardelli et al, 2006).

A figura seguinte apresenta o espectro de Infravermelho para o mondmero
utilizado NIPAAmM.
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Figura 3.9 — Espectro de FTIR de NIPAAm.

Efectuando uma analise semelhante a este espectro é possivel verificar a
existéncia de diferentes grupos e ligagdes. Os picos observados a ~3280 cm™ e 1550
cm™ sdo referentes ao grupo amina presente na estrutura. O primeiro devido a
elongacdo do mesmo e o segundo devido a deformacdo da ligacdo N-H. O pico a
~1640 cm™ é referente 3 elongacdo do grupo C=0, enquanto o conjunto de picos
observados entre ~1430 e ~1370 cm™ é referente & deformacdo das ligacdes dos
grupos —CHj; (Katsumoto et al, 2002).

A figura seguinte apresenta os espectros obtidos para o sistema 1 e 5,

comparativamente ao obtido para o Dextrano.
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Figura 3.10 — Espectros de FTIR-ATR obtidos para o Dextrano, sistema com 1 e 5 horas de

irradiacao.

Comparativamente ao espectro de Dextrano sem modificagcdo, é possivel

observar diversas alteragdes resultantes da introdugdo de NIPAAm no sistema. Desta

forma observou-se o aparecimento de um pico a ~1550 cm™, previamente descrito

como referente a deformagdes na ligacdo do grupo amina existente na NIPAAm. E
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também possivel verificar um aumento ligeiro na intensidade do pico a ~1640 cm™,
possivelmente relacionado com as vibracdes do grupo C=0 da NIPAAm. Quando
comparado com o sistema 5, verifica-se um aumento da intensidade dos picos
relacionados com os grupos amina de NIPAAm, nomeadamente a 1640 cm™ e a 1550
cm™, indicando um aumento da concentracdo deste composto no sistema final.
Como foi ja constatado, é também possivel observar um incremento na intensidade
do pico a 1400 cm™ referente a deformac3o das ligagdes dos grupos —CHs existentes
na PNIPAAm. E possivel, pois, afirmar que ocorre uma influéncia na constituicdo dos
géis com a variacdo do tempo de irradiacdo de cada amostra, observando-se um
aumento da concentragdo de PNIPAAmM no polimero final com o incremento do
tempo a que cada amostra foi submetida a irradiacdo. Esta conclusdo é importante,
uma vez que mostra que ocorreu a polimerizagdao da NIPAAm em PNIPAAm. A técnica
é, contudo, inconclusiva quanto ao facto de comprovar se realmente ocorreu uma
reaccdao de copolimerizacdo ou se estamos na presenca apenas da mistura dos dois

homopolimeros.
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3.3.2.2. Sistemas de base Quitosano

Uma andlise semelhante foi efectuada aos sistemas de base Quitosano. A

figura seguinte mostra o espectro obtido para o Quitosano sem modificacao.
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Figura 3.11 — Espectro de FTIR para o Quitosano.

Tal como previsto, o espectro do Quitosano apresenta algumas alteracoes
guando comparado com o Dextrano. A principal alteracdo prende-se com os picos
caracteristicos do grupo —NH, existente neste polissacarideo. O pico presente a
~3300 cm™ resulta, tal como no Dextrano, da deformacgdo dos grupos —OH
presentes, mas, para além disso, no caso do Quitosano resulta também da elongacao
dos grupos —NH ligados por ligacBes de hidrogénio. E também possivel observar
picos a ~1550 cm™ e a 1373 cm™, associados a deformagdo do grupo amina e
elongac¢do da ligacao C-N respectivamente. Os outros picos observados no espectro
sdo comuns ao Dextrano, sendo caracteristicos do anel de polissacarideo (Van de
Velde & Kiekens, 2004).

Mais uma vez, foi efectuado o estudo com os sistemas com diferentes
tempos de reacgdo, observando-se as alteragdes nos espectros de cada gel. A figura
seguinte apresenta o espectro de FTIR obtido para o sistema 6, com 1 hora de

reacgao.
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Figura 3.12 — Espectro de FTIR-ATR para o Quitosano e o sistema 6.

Comparando os resultados é possivel verificar alteracbes no espectros
obtidos resultantes da reaccdo efectuada. Tal como para os sistemas de base
Dextrano, observa-se um aumento dos picos relacionados directamente com a
presenca do grupo amina, proveniente, para além do proprio Quitosano, da
introdugdo no sistema de NIPAAm. Verifica-se desta forma um incremento na
intensidade dos picos observados a 1640 cm™ e a 1550 cm™ ja anteriormente
caracterizados.

Tal como sucedido para o Dextrano, também para o caso do Quitosano, os
resultados mostram o sucesso na polimerizagdo da NIPAAm n3dao mostrando, no

entanto, se o gel obtido resulta da mistura fisica de dois homopolimeros, Quitosano e
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PNIPAAmM ou na real copolimerizagcdo de enxerto de ambos, sendo por isso também

inconclusivo.

3.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear do Protao
(*H-RMN)

A técnica da Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) do
protdo é uma das técnicas mais utilizadas na identificacdo das diferentes estruturas
gue compdem um sistema. Esta técnica fundamenta-se numa absorcao selectiva de
ondas de rddio por parte das diferentes amostras colocadas sob um campo
magnético (Gil & Geraldes, 2002). No entanto, para que sejam susceptiveis de ser
utilizadas, estas tém de possuir nucleos magnéticos. Por ser o mais abundante em
todas as moléculas, o protdao é o mais utilizado nesta técnica, podendo, no entanto,
existir RMN de Fluor 19, ou de Fésforo 31, ou de Carbono 13.

Quando se sujeita um nucleo de Hidrogénio a um campo magnético externo
intenso e, simultaneamente, se irradia o mesmo com energia electromagnética, o
nucleo de Hidrogénio acaba por absorver parte dessa energia, designando-se esse
processo por «ressonancia magnética», e produzir um espectro caracteristico, dado
gue esta absorcdo esta quantizada pelo mesmo. Esta absor¢do ndo ocorre a menos
que a frequéncia da radiacdo e a intensidade do campo magnético tenham valores
bem definidos. Os aparelhos de RMN permitem medir a absor¢do de energia pelos
nucleos de 'H e de 3C, além do nucleo de outros elementos.

Assim como os electrées possuem o nimero quantico spin (S), os nucleos de
'H e de alguns isétopos também possuem spin. O nucleo do Hidrogénio comum é
como o electrdo: o seu spin é 1/2 e pode assumir dois estados: +1/2 e -1/2. Isto
significa que o nucleo do Hidrogénio possui dois momentos magnéticos. Outros

nlcleos com nimero quantico spin igual a 1/2 s3o os dos isétopos °C, °F e *'P.
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Elementos como “2C, *°0 e *’S n3o tém spin e por isso ndo ddo espectros de RMN.

Como o protdo tem carga eléctrica, a rotagdo deste gera um pequeno
momento magnético — momento cuja direc¢cdo coincide com a do eixo do spin. Este
pequeno momento magnético confere ao protdo em rotacao as propriedades de um
magneto. Na auséncia de campo magnético externo, os momentos magnéticos dos
protdes de uma amostra estdo orientados ao acaso. Quando um composto contendo
Hidrogénio é colocado num campo magnético externo, os protdes s6 podem assumir
uma de duas orientacbes possiveis em relacdo ao campo magnético externo:
«paralelamente» ao campo externo ou «antiparalelamente» ao campo. Estes dois
alinhamentos do protdo num campo magnético ndo tém a mesma energia. Quando o
protdo esta alinhado a favor do campo (paralelamente) a sua energia é mais baixa do
que a energia quando estd alinhado contra o campo magnético. E necessaria uma
certa quantidade de energia para fazer o protdo passar do estado de energia mais
baixa para o estado de maior energia. No aparelho de 'H RMN esta energia é
proporcionada pela radiacdo electromagnética utilizada. Quando ocorre esta
absorcdo dizemos que os nucleos estdo em ressonancia com a radiacdo. Numa
molécula, alguns nucleos de Hidrogénio estdo em regides de densidade electrénica
maior do que outros; por isso, os nucleos absorvem energia em campos magnéticos
de intensidades ligeiramente diferentes. Os sinais destes protdes, assim, aparecem
em diferentes posicdes no espectro de RMN apresentando o chamado
«deslocamento quimico». A intensidade do campo em que a absorcdo ocorre
depende sensivelmente das vizinhangas magnéticas de cada protdo. Estas
vizinhangas magnéticas, por sua vez, dependem de dois factores: dos campos
magnéticos gerados pelos electrdes em movimento e dos campos magnéticos que
provém de outros protdes vizinhos (acoplamentos de spins entre os nucleos de 'H). A
circulagdao dos electroes de uma ligacdao sob a influéncia de um campo magnético
externo gera um pequeno campo magnético que tem um efeito protector do protdo
em relagdo ao campo externo. Um protdo que estd fortemente protegido pelos
electrdes ndo pode absorver a mesma energia do que um outro de baixa protecgao,

num mesmo campo magnético externo. Um protdo blindado absorvera energia num
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campo externo de maior intensidade (ou em frequéncias mais elevadas). O campo
externo deve ser mais intenso para compensar o efeito do pequeno campo induzido.
O grau de proteccdo do protdo pelos electrdes circulantes depende da densidade
electrdnica relativa em torno desse protdao. A densidade electrénica, por sua vez,
depende, em grande parte, da presenca de grupos electronegativos. Quanto mais
proximo destes grupos, menos protegido estard o protdo. A deslocalizacdo de
electroes (ressondncia) também contribui para a desblindagem do protdo. Assim,
protdes ligados a carbonos de duplas e triplas ligacdes possuem blindagem
relativamente alta, devido a alta densidade electrénica das ligacdes i, e absorvem
energia num campo magnético mais alto. Os deslocamentos quimicos sao medidos
na escala horizontal do espectro, em Hertz (Hz), e normalmente expressos em partes
por milhdo (ppm), devido ao facto de estes deslocamentos serem muito pequenos
em comparacao com a intensidade do campo magnético externo. Quanto mais para
esquerda se localiza o sinal, menor é o campo magnético sobre o nucleo.

Neste trabalho, o estudo da ressonancia magnética nuclear do protdo foi
efectuado para verificar e confirmar os resultados obtidos pelo FTIR-ATR e permitir
uma melhor determinacdo dos grupos constituintes de cada gel e respectivas

guantidades.
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3.3.3.1. Sistemas de base Dextrano

A figura seguinte apresenta um espectro de RMN de protao obtido para o

Dextrano.

Figura 3.13 — Espectro de 'H-RMN de Dextrano.

Na figura anterior é possivel identificar os picos caracteristicos do anel de
Dextrano, sendo que a grande maioria dos mesmos se encontra incluida na gama 3.0-
4.0 ppm. Para além destes, é ainda possivel observar dois picos distintos: um largo a
4,7 ppm, caracteristico da agua, e outro a 4,9 ppm, também relacionado com um dos
protdes do anel de Dextrano (Shi & Zhang, 2006). O espectro de N-
isopropilacrilamida foi também determinado para poder ser efectuada uma
comparagdo posterior com os resultados obtidos, tendo-se verificado, neste caso,
que o espectro é dominado por um pico presente a aproximadamente 1,0 ppm,
atribuido aos grupos —CH3; existentes na molécula.

Para o sistema 1, com apenas 1 hora de irradiagdo, o Espectro de

Ressonancia Magnética determinado foi o que se apresenta seguidamente:
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Figura 3.14 — Espectro de 'H-RMN do sistema de Dextrano com 1 hora de irradiagao.

Como é possivel verificar na figura anterior, observam-se alteracdes
significativas neste espectro quando comparado com o espectro de Dextrano puro
com a introducdo de diversos picos associados a presenca de PNIPAAmM no sistema.
Deste modo, observa-se que ocorre um aparecimento de um pico de intensidade
relativamente significativa na zona de 1,0 ppm associado aos dois grupos —CHj;
existentes nas extremidades da molécula de PNIPAAm. Outros picos relevantes
associados a este composto encontram-se presentes também no espectro, sendo
gue apresentam, no entanto, uma intensidade inferior quando comparada com o
primeiro referenciado.

Para o sistema com o maximo de tempo de irradiagao testado, 5 horas, o

espectro encontrado foi o seguinte:
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Figura 3.15 — Espectro de 'H-RMN obtido para o sistema de Dextrano
com 5 horas de irradiagdo.

Neste caso, e tal como acontecia no anterior, observa-se que o pico de maior
intensidade se encontra associado aos grupos —CH; de PNIPAAmM e é apresentado
por volta de 1,0 ppm. No entanto, comparativamente ao caso anterior, onde este
pico apresentava uma intensidade de cerca de 300, com o aumento do tempo de
irradiacdo ocorre um aumento da intensidade do mesmo, para cerca de 10000, o que
vem corroborar as conclusGes retiradas em seccdes anteriores relativamente a
dependéncia do tempo de irradiacdo da amostra, e a quantidade final de PNIPAAmM
introduzida no gel.

Tal como sucedia para os tracos de FTIR-ATR estes resultados ndo
comprovam que tenha sido obtido um copolimero de enxerto ou uma mistura fisica
dos dois homopolimeros. Estudos para outros compostos relevam que, para uma
comprovacdao da copolimerizagdo de enxerto através de RMN, seria necessario
efectuar, ndo apenas este estudo do RMN do protdo mas também o RMN de
Carbono-13 (Cai et al, 2005).
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3.3.3.2. Sistemas de base Quitosano

De igual forma foram efectuados estudos semelhantes envolvendo os géis de

base Quitosano. O espectro de Quitosano é apresentado na figura seguinte.
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Figura 3.16 — Espectro de 'H-RMN de Quitosano puro.

Como se pode observar na figura anterior, o espectro de RMN de Quitosano
apresenta apenas os picos relativos ao anel de polissacarideo todos presentes na
gama dos 3,0 a 4,0 ppm, pelo que o espectro é semelhante ao encontrado para o
Dextrano. No entanto, apesar de se encontrarem no mesmo intervalo, os valores
para cada protdo no Quitosano sdo distintos dos do Dextrano, o que se deve,
principalmente, ao efeito produzido nos protdes pelo grupo amina existente no
Quitosano (Cai, et al, 2005).

Para o sistema com 1 hora de irradiagdo, o espectro obtido foi o que se

apresenta de seguida.
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Figura 3.17 — Espectro de "H-RMN para o sistema de base Quitosano
com 1 hora de irradiagdo.

Na figura anterior verificam-se, tal como esperado, algumas alteracdes no

espectro final do gel relacionadas com a introducdo de PNIPAAmM no sistema. Mais

uma vez, e tal como aconteceu para os sistemas de base Dextrano, também aqui a

principal modificagdo ocorreu com a introducdo de um pico de intensidade

moderada a cerca de 1,0 ppm, atribuido aos grupos —CH; de PNIPAAm. Para além

deste, também se observam picos perto da zona dos 2,0 ppm, atribuidos igualmente

aos grupos constituintes da molécula de PNIPAAmM.

Para o sistema com 5 horas de irradiacdo, o espectro obtido foi o que se

apresenta na figura seguinte.
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Figura 3.18 — Espectro de 'H-RMN para o sistema de base Quitosano
com 5 horas de irradiacgdo.

Na figura anterior observa-se, tal como acontecia para o caso dos géis de
base Dextrano, um aumento relativo da intensidade dos picos associados a presenca
de PNIPAAmM, demonstrando assim uma correlacdo entre o tempo total de irradiacao
da amostra e a sua composicdo final. No entanto, e tal como se tinha verificado em
situacbGes anteriores, tais como com o recurso ao FTIR, apresentado na seccdo
3.3.2.2, também o RMN mostra ligeiras diferencas entre a intensidade dos picos
relativos a PNIPAAm para os sistemas de base Dextrano e Quitosano. Observa-se,
assim, que todos os picos referentes ao copolimero apresentam intensidades
relativamente inferiores para o Quitosano, quando comparado com o Dextrano.
Estas diferencas apresentadas por esta técnica sao relativamente semelhantes as
apresentadas anteriormente, pelo que podemos concluir que as amostras sdo
relativamente homogéneas, dado que foram usadas diferentes partes das mesmas
para cada estudo. No entanto, a principal conclusdo de todas estas técnicas de
caracterizagdo da estrutura dos géis é a de que existe uma relagdo directa entre o
tempo de irradiagdo de cada amostra e a composicio final de cada gel,

nomeadamente, a quantidade de copolimero introduzido com sucesso no sistema.
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Relativamente ao sucesso da copolimerizacdo, mais uma vez se repete a
situacdo observada para os géis de Dextrano, ja que o traco de RMN de Protdo nao
mostra com sucesso a distincdo entre a mistura de dois homopolimeros e um

copolimero de enxerto (Cai et al, 2005).

3.3.4. Determinagao da Temperatura de Solugao Critica
Inferior (LCST)

A determinacdo da Temperatura de Solugdo Critica Inferior (LCST) para
materiais termosensiveis como a PNIPAAm é de vital importancia, uma vez que as
suas caracteristicas e propriedades variam, por vezes de forma drdstica, com a
temperatura entre outros parametros. Deste modo, é necessario efectuar essa
determinacdo e, consequentemente, encontrar os valores das diferentes
caracteristicas a temperaturas superiores e inferiores a LCST. Como referido na
seccdo 2.3.4 relativa aos materiais e métodos, o procedimento adoptado para esta
determinacdo foi o método espectroscdpico UV-Vis, no qual a LCST é determinada
através da turvacdo apresentada pela solucdo devido a gelificacdo e turvagdo da

solucdo de PNIPAAmM.

3.3.4.1. Sistemas de base Dextrano

Foram efectuados estudos para todos os sistemas, inclusive para soluges de
Quitosano, Dextrano e PNIPAAm irradiados durante 5 horas para verificar o
comportamento das mesmas. A Figura 3.19 apresenta os resultados para a solugdo

de Dextrano, PNIPAAm, sistemas 1 e 5.
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Figura 3.19 — Valores de absorvancia obtidos para as solugGes de Dextrano,
PNIPAAmM e sistemas 1 e 5.

Da analise da figura anterior é possivel retirar diversas conclusdes em relacao
aos valores de LCST obtidos. Em primeiro lugar, e tal como esperado, ndo se observa
nenhuma transicdo na solucdo de Dextrano pura, uma vez que este material ndo
exibe qualquer temperatura de solugdo critica. Em relacdo a PNIPAAm, observa-se
um comportamento distinto do descrito anteriormente para o Dextrano. Deste
modo, verifica-se, para temperaturas proximas da temperatura ambiente (25°C), um
comportamento estdvel nas propriedades Opticas registadas. A solugdo apresenta
elevados niveis de transmitancia, ou seja, é praticamente transparente. No entanto,
para as temperaturas compreendidas entre 32°C e 33°C, verifica-se uma queda
acentuada deste valor, queda essa da ordem dos 90%. Ou seja, observa-se uma
turvagdo da solugdo, decorrente da aglomeragao e da gelificagdo do composto. Apds
esta queda, verifica-se uma nova estabilidade, desta vez para valores de
transmitancia préximos de 0, ou seja, proximos da opacidade total da solugdo. Este

comportamento é tipico deste tipo de material termossensivel. No caso da solugdo
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de PNIPAAm, foi possivel verificar que o valor para a temperatura de solucdo foi de
aproximadamente 32,5°C, em consonancia com os valores descritos na literatura (Lu
et al, 2006). E também de salientar que esta transicdo se verifica de forma abrupta,
frequentemente associada a pureza da solugao.

Em relagdo ao sistema 1, sistema de Dextrano com PNIPAAm com 1 hora de
irradiacdo, é possivel observar, na Figura 3.21, que este também apresenta um
comportamento termossensivel, indiciando a introducdao de NIPAAm na composi¢ao
final do gel. No entanto, verifica-se que a transicdo ocorre a temperaturas mais
elevadas do que as determinadas para a solucdao de PNIPAAm pura. O valor obtido
para este sistema foi de aproximadamente 34°C. Este comportamento é
frequentemente descrito como sendo devido a introdu¢dao de um material hidrofilico
na solucdo de PNIPAAmM, uma vez que a adicdo de mais compostos hidrofilicos
permite que ocorra um maior numero de ligacdes de Hidrogénio entre este
composto e o meio envolvente, levando a sua solubilidade e estabilidade no mesmo.
Deste modo, neste caso, é necessario haver um aumento superior da temperatura,
guando comparado com a solucdo de PNIPAAm pura, para que a quebra das ligacées
ocorra e se observe a precipitacdo do gel na solucdo. No entanto, a figura anterior
permite observar que a transicdo térmica verificada no sistema 1 ndo ocorre de
forma tdo abrupta como a observada para a solucdo de PNIPAAm. Para o sistema 5,
observa-se que a temperatura de solucdo obtida é semelhante a obtida para o
sistema 1, podendo concluir-se que ndo ha uma grande dependéncia desta
propriedade com o tempo de irradiacdo de cada amostra. No entanto, é de salientar
que a transi¢do, para o sistema 5, ndo se encontra tdo bem definida como para o
sistema anterior, observando-se uma diminuigdo menos acentuada neste sistema, e
que, para além disso, ocorre a temperaturas ligeiramente superiores as verificadas
para o sistema 1. Comparativamente, verifica-se também uma diminuicdo gradual
das caracteristicas de transparéncia dos sistemas com o aumento do tempo de
irradiagao.

Estudos envolvendo os mesmo materiais foram ja efectuados, (Wang et al,

2002) tendo mostrado resultados semelhantes no que se refere a LCST. Os resultados
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obtidos encontram-se dentro dos valores determinados neste trabalho, apesar de os
materiais terem sido sintetizados por outros métodos (Wang et al, 2002).
Paralelamente a este estudo foi efectuada uma andlise com o intuito de
comprovar a formagao de copolimeros de enxerto através deste método e nao de
uma mistura de homopolimeros. Deste modo, procedeu-se a uma mistura fisica do
polissacarideo com uma solucdo de PNIPAAmM previamente polimerizada por
irradiagdo. De seguida foi efectuada uma andlise semelhante a descrita nesta secgdo
e observou-se que ocorria a formacdo de duas fases distintas, uma mais sdlida,
correspondente a gelificacdo da PNIPAAm e uma outra fase liquida, correspondente
ao Dextrano. Este comportamento contrasta com o observado pelos géis
sintetizados, jd que a mudanca de estado ocorre de forma homogénea em todos os
géis. Assim, e apesar de ambas as andlises de FTIR-ATR e de "H-RMN n3o terem sido
conclusivas, este simples teste acabou por comprovar que na realidade estavamos na
presenca de um copolimero de enxerto e ndo perante uma mistura de dois

homopolimeros.

3.3.4.2. Sistemas de base Quitosano

Um estudo semelhante foi efectuado com os sistemas de base Quitosano,
estando apresentado o grafico, na figura seguinte, com os resultados obtidos para o

Quitosano, PNIPAAmM e sistemas 6 e 10.
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Figura 3.20 — Valores de absorvancia obtidos para as solugGes de Quitosano,
PNIPAAmM e sistemas 6 e 10.

Tal como verificado para o Dextrano, também o Quitosano ndo apresenta
gualquer varia¢do na sua transmitancia com o aumento da temperatura, resultado ja
esperado, uma vez que este polissacarideo também ndo é termossensivel. Em
relacdo ao sistema 6 é possivel verificar que este ja apresenta uma temperatura
critica de solugdo determinada em torno dos 33°C. Mais uma vez este aumento para
a LCST em relacdo ao valor para a PNIPAAm pura fica a dever-se a hidrofilicidade do
Quitosano, a qual permite, tal como no caso do Dextrano, um aumento do numero
de ligagbes de Hidrogénio entre o gel e as moléculas de solvente. No entanto,
comparativamente com o valor obtido para o mesmo sistema mas de base Dextrano,
verifica-se que o valor para LCST é inferior ao determinado para esse sistema. Esta
diferenca ficard a dever-se possivelmente aos diferentes graus de hidrofilicidade que
cada polissacarideo apresenta, tal como salientada por Jeong (Jeong et al, 2002). Ou
seja, dado que o Dextrano é comparativamente mais hidrofilico do que o Quitosano,
a varia¢do da LCST de PNIPAAmM é mais significativa para o primeiro do que para o

segundo. Comparativamente a outros estudos realizados anteriormente, verifica-se
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gue os valores obtidos se encontram, tal como acontecera para o Dextrano, dentro
dos obtidos por outros autores (Cai, et al, 2005).

Uma conclusdo semelhante pode ser retirada para o sistema 10, sistema com
5 horas de irradiacdo. A temperatura de solucdo aumentou ligeiramente quando
comparada a obtida para o sistema 6, mas pode dizer-se que ambas sao de ordens de
grandeza semelhantes. No entanto, e tal como observado para o sistema de base
Dextrano, com tempo de irradiacdo semelhante, também a transicao neste caso nao
é tao abrupta abrangendo, uma gama maior de temperaturas. A LCST obtida foi de
aproximadamente 34°C, valor que, mais uma vez, é inferior ao obtido para o sistema
5, resultado este justificado, tal como no caso anterior, pela diferenca entre as
hidrofilicidades de cada um dos polissacarideos-base.

Tal como efectuado para o Dextrano, também para o Quitosano se efectuou
a mistura fisica dos dois homopolimeros (irradiados por 5 horas) e observou-se o seu
comportamento quando se fazia variar a temperatura. O resultado visivel foi
bastante diferente do obtido para os géis preparados anteriormente, dado que se
observa a formacdo de 2 fases distintas, uma mais sélida, correspondente a PNIPAAmM
gelificada, e outra liquida correspondente ao Quitosano. Para o caso dos géis
preparados como descrito em 3.2, observou-se que toda a mistura se comportava de
forma idéntica sem que se notasse a formacado de duas fases distintas. Esta diferenca
leva-nos a concluir, apesar dos resultados de FTIR e RMN de protdo, que os géis
obtidos eram mesmo copolimeros de enxerto.

Estes resultados obtidos sdo muito importantes uma vez que demonstram
que é possivel fazer variar a LCST da PNIPAAm para valores diferentes do que
apresenta em estado puro. Esta variagdo, obtida com a alteracdo do tempo de
irradiagdo e da hidrofilicidade de cada material utilizado, permite a obtengao de um
sistema termossensivel a uma dada temperatura, sendo esta modificada consoante a
utilizacdo dada a cada gel sintetizado. Para utilizagGes que necessitem de um sistema
com resposta a temperaturas mais elevadas, é necessario utilizar o Dextrano e um
tempo de irradiagdo mais elevado, mas, para aplicagbes que necessitem de

transicdes a temperaturas mais préximas da LCST de PNIPAAm puro, podera ser
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utilizado o Quitosano com um tempo de irradiacdo mais baixo. Estas conclusdes
foram determinadas também por diversos autores em outras situagdes ou mesmo
com outro tipo de materiais, tendo-se actualmente produzido uma variedade

significativa de copolimeros de PNIPAAm com diferentes temperaturas de transigao.

3.3.5. Determinagao da capacidade de absorcao e
libertagdao de agua

A determinacdo da capacidade de absorcdo de dgua de um polimero é muito
importante para a caracterizagdo deste como hidrogel. Para ser considerado como
tal, um polimero tem de apresentar uma capacidade de absorcdo de dgua de pelo
menos 10%, sendo esta determinada como referido na seccdo 2.3.5. Esta
caracteristica é influenciada por diversos factores, tais como a hidrofilicidade ou
hidrofobicidade dos diferentes compostos constituintes do polimero, de grupos
reactivos dos mesmos, do pH do meio onde é inserido cada polimero ou da forga

idnica do mesmo.

3.3.5.1. Sistemas de base Dextrano

Foram efectuados inicialmente os estudos de absor¢cdo de agua para cada

sistema sintetizado. A Figura 3.21 apresenta os resultados obtidos para a

temperatura de 25°C.
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Figura 3.21 — Capacidade de absor¢do de dgua para os sistemas de Dextrano a 25°C.

Como se pode observar na figura anterior, verifica-se que todos os sistemas
sem excepcdo apresentam capacidades de absorcdo de agua superiores a 150%,
podendo ser classificados como hidrogéis. Estes valores elevados podem ser
facilmente explicados tendo em conta que o polimero-base para todos os sistemas é
um polissacarideo com elevado grau de hidrofilicidade e, por isso mesmo,
apresentando valores elevados para capacidades de absorcdo. Para além disso,
observa-se uma grande uniformidade nos valores obtidos, verificando-se, no
entanto, uma dependéncia destes com o tempo de irradiacdo de cada amostra.
Deste modo, observa-se que para tempos de irradiagdo mais baixos se obtém valores
mais baixos para a capacidade de inchago. Tal facto pode ser explicado pela
introducdo de NIPAAm no gel e pelo facto de, a 25°C, o copolimero de comportar
como um composto hidrofilico, aumentando a hidrofilicidade total do sistema. No
entanto, as diferengas, tal como esperado, ndo sdao demasiado significativas.

De seguida foi determinado, matematicamente, qual o tipo de difusdo

observado em cada caso. Para tal, recorreu-se a equagao seguinte:
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M m (3.2)

Onde M, é a massa de dgua absorvida ao longo do tempo t, M.. a massa de
agua total imobilizada no interior do sistema, k uma constante e n o expoente
caracteristico do tipo de difusdao. Para se poder representar graficamente e mais
facilmente encontrar os valores procurados, é necessario reorganizar a expressao

anterior, logaritmizando-a, obtendo a expressao seguinte:

In [%] = In(k) + n.In(t) (3.3)

Deste modo, representando-se graficamente In[M;/M..] em funcdo de In(t) e
efectuando a respectiva regressao linear dos graficos encontrados, podemos
facilmente encontrar os valores de n. Esta equacdo é no entanto valida apenas para
os primeiros 60% do total libertado / absorvido (Peppas, 1985). De acordo com os
valores obtidos para n, e com a geometria do sistema, podemos definir trés tipos
distintos de difusdo:

- n=0,5 — Libertacdo do tipo Fickiano, onde a principal driving-force para a
difusdo da agua é o gradiente de concentracdes entre o exterior e o interior do gel;

- n=1 — Libertacdo colectiva, onde é a degradacdao do polimero a principal
driving-force de todo o processo difusional;

-0,5<n<1 — Libertagdo nao-Fickiana, onde ambos os casos anteriores se

encontram presentes (Peppas, 1985).

Os valores obtidos anteriormente, foram logaritmizados e efectuada a
respectiva regressao linear, determinando-se de seguida o respectivo expoente

caracteristico. A figura seguinte apresenta um exemplo para o sistema 1.
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Ln ( M/M..)

y=0,5005x-2,1639
R2=0,9756

Figura 3.22 — Regressdo linear para os valores logaritmizados de absor¢do de dgua
do sistema 1 a 25°C.

Na figura anterior observa-se que os valores obtidos apresentam um padrao
predominantemente linear, obtendo-se um valor para o coeficiente de correlacdo
linear préoximo da unidade. Em relacdo ao valor de n, este apresenta um valor
proximo de 0,5, revelando uma difusdo de dgua para o interior do sistema
predominantemente Fickiana. (Peppas, 1985).

A tabela seguinte resume todos os valores para os expoentes caracteristicos
da difusdo de agua e coeficientes de correlacdo para todos os sistemas de base

Dextrano testados.
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Tabela 3.1V — Resultados obtidos para os expoentes caracteristicos da difusdo de agua e
coeficiente de correlacdo para todos os sistemas de base Dextrano, a 25°C

n Coeficiente de Correlagao
Sistema 1 0,500 0,976
Sistema 2 0,517 0,988
Sistema 3 0,520 0,989
Sistema 4 0,525 0,991
Sistema 5 0,527 0,985

A Tabela 3.IV mostra que todos os valores obtidos para o expoente

caracteristico da difusdo de agua, durante a absor¢cdo da mesma pelo polimero,

foram semelhantes para todos os sistemas, encontrando-se préximos de 0,5. Para o

coeficiente de correlagdo os valores obtidos foram préximos da unidade, permitindo

concluir que a aproximacao linear efectuada foi a correcta. Estes valores, tal como

referido anteriormente, permitem verificar que a absor¢do de agua ocorre

predominantemente de forma difusional para o interior dos géis.

Um estudo semelhante foi efectuado a temperaturas mais elevadas de forma

a avaliar a influéncia da mesma nesta caracteristica. A Figura 3.23 mostra os

resultados obtidos para a absorcdo de dgua para todos os sistemas colocados a 37°C.
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Figura 3.23 — Capacidade de absor¢do de dgua para os sistemas de Dextrano, a 37°C.

Na figura anterior observa-se que, tal como esperado, todos os sistemas se
comportam como hidrogéis, apresentando capacidades de absorcdo de agua
superiores a 10%, variando entre os 40 e 65%. No entanto, comparativamente aos
valores obtidos a 25°C verifica-se uma variacdo significativa dos mesmos, ocorrendo
uma diminuicdo destes quando os sistemas se encontram a temperaturas superiores
a temperatura critica anteriormente determinada.

Para além disso, observa-se que o sistema que apresenta o menor valor de
absorg¢do a 37°C corresponde ao sistema com maior concentragdo de NIPAAm e que
a temperaturas inferiores apresentava maiores absor¢des de dgua. Deste modo, e ao
contrario do que sucedia a temperaturas inferiores a LCST, observa-se que a
capacidade de absorgdao de dgua vai diminuindo com o aumento do tempo de
irradiagdo e com o consequente aumento da concentragdo em NIPAAm. Este factor

mostra claramente a influéncia da temperatura no comportamento de cada gel. A

gelificagdo da NIPAAm introduzida no sistema (apds a sua polimerizagdo) leva a um
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aumento da hidrofobicidade do gel, devido principalmente a diminui¢do das ligaces
de hidrogénio das moléculas de PNIPAAm com as do meio, nomeadamente a agua.

Para além disso, a agregacao das camadas de PNIPAAmM impedem também a
entrada das moléculas de agua para o interior do gel, formando uma barreira neste.
Deste modo, ocorre uma diminuicdo da capacidade de absorver e reter dgua no
interior das mesmas. Nao é, pois, de estranhar que os sistemas com maior tempo de
irradiacdo, e consequente maior concentracdo em NIPAAmM, sejam os que mostrem
uma maior variacao nos valores de absorcdo de dgua dos 25°C para os 37°C. Para
além disso, é possivel observar menor homogeneidade dos valores obtidos para
todos os sistemas, factor que mostra também a influéncia das diferentes
concentragdes de NIPAAm em cada gel obtido.

Varios estudos com Dextrano e PNIPAAm verificaram conclusdes
semelhantes, nomeadamente no facto de ocorrerem diminuicdes significativas com o
aumento da temperatura do sistema acima da LCST (Van Tomme & Hennink, 2007).

De forma idéntica, também para estes resultados foi efectuado um estudo
para determinar os expoentes caracteristicos da difusdo de cada sistema. A figura

seguinte mostra o resultado obtido para o sistema 1, a 37°C.

In(t)

Ln (M/M..}

y=0,6649x-3,069
R?=0,9877

Figura 3.24 — Regressado linear para os valores logaritmizados de absor¢do de agua
do sistema 1, a 37°C.
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Da observacao da figura anterior, e tal como sucedia para os mesmos
sistemas a 25°C, verifica-se um comportamento aproximadamente linear quando
logaritmizados, traduzido por valores de coeficientes de correlacdo préximos da
unidade. Na tabela seguinte encontram-se resumidos os valores obtidos para

coeficientes de difusdo e de correlacao para todos os sistemas.

Tabela 3.V — Resultados obtidos para os expoentes caracteristicos da difusdo de
agua e coeficiente de correlagdo para todos os sistemas de base Dextrano, a 37°C.

n Coeficiente de Correlagao
Sistema 1 0,665 0,988
Sistema 2 0,677 0,985
Sistema 3 0,692 0,977
Sistema 4 0,701 0,979
Sistema 5 0,711 0,992

Tal como referido anteriormente, observa-se que todos os sistemas
apresentam coeficientes de correlacdo préximos da unidade, permitindo concluir que
a aproximacao efectuada foi bem sucedida.

Em relacdo aos valores obtidos para n, observa-se que estes se encontram
compreendidos entre os 0,66 e os 0,71. Comparativamente, estes valores sao
superiores aos encontrados para os mesmos sistemas a 25°C. Este aumento dos
valores obtidos revela que o processo de difusdo se torna mais dependente da
estrutura do gel, e da sua degradacdo e relaxacdo das cadeias, ou seja, mais
dependente da prépria temperatura a que se realizam os ensaios. Desta forma se
justificam os elevados valores obtidos para o sistema 5, que apresenta maior
concentracdao em NIPAAm na sua estrutura.

Seguidamente, foi efectuado o estudo referente a libertagdo de agua dos
géis. Este estudo permitiu verificar a capacidade do gel em libertar dgua do seu
interior e, consequentemente, de hidratar zonas onde ocorresse a aplicagdo do
mesmo, tal como pele no caso de queimados. Para além disso, os testes de libertagdo
de dgua permitem determinar com rigor os valores para a capacidade de absorgdo de

agua, dado que é através destes que se determina com mais rigor qual o peso do
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polimero totalmente inchado, aplicando-se posteriormente a expressdo 2.1
apresentada na seccdo 2.3.5. Os ensaios foram efectuados apds os de absorgdo, por
colocagdo dos géis ao ar livre e a temperatura de 25°C. A figura seguinte apresenta
os resultados obtidos para todos os sistemas estudados. Os resultados foram

normalizados por forma a poder-se comparar a evolucao de todos.
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Figura 3.25 — Libertagdo de dgua de todos os sistemas de base Dextrano, a 25°C.

Na figura anterior observa-se que a libertacdo de dgua ocorre de forma mais
rapida na fase inicial do ensaio, sendo que praticamente ndo ocorre qualquer
alteracdo na libertagdo de dgua a partir da 15.2 hora de ensaio. Para além disso,
verifica-se que a quantidade de agua libertada varia com o tempo de irradiagao de
cada amostra, sendo o sistema com maior tempo de irradiagdo aquele que
apresentou uma maior quantidade de dagua libertada, cerca de 60% do total
introduzido.

Kumashiro (Kumashiro et al, 2004) sintetizou géis de Dextrano com PNIPAAm

com recurso a modificagdo do polissacarideo e a posterior polimerizagdo por
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radiacdo, tendo obtido valores semelhantes para a capacidade de libertagcdo de agua,
tanto em percentagem retida no interior, como no tempo em que ocorreu a
libertacao de agua.

Para a determinacdo rigorosa do peso do gel totalmente inchado, foi
necessario efectuar uma regressao linear aos valores obtidos para os primeiros 10
minutos de libertacdo, determinando-se, através da recta obtida, qual o peso do
composto inchado. A tabela seguinte apresenta todos os resultados obtidos para os

diferentes sistemas.

Tabela 3.VI — Capacidades de inchago determinadas
para cada sistema de base Dextrano.
Capacidade de
inchago (%)
168
177
185
191
205

Sistema

U b WN R

Da tabela anterior é possivel verificar que todos os valores determinados
matematicamente estdo de acordo com os obtidos durante os ensaios de absorcdo
de agua. No entanto, observa-se que estes ndo sao valores idénticos, dado que para
os valores obtidos na absorcao de dgua alguma libertagao ocorreu entre o fim do
ensaio e a medicdo do peso da amostra. No entanto, globalmente, os valores sdo
semelhantes, observando-se uma maior capacidade de absor¢dao de agua para o
sistema com maior tempo de irradiagdo. Comparativamente a outros estudos com os
mesmos materiais (Kumashiro et al, 2001), observaram-se que os valores aqui
obtidos se encontravam acima dos encontrados por estes autores, sendo que, no

entanto, nos ensaios por eles realizados, o0 mondmero foi previamente modificado
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antes da sua co-polimerizacdo de enxerto, podendo este factor ter contribuido para
as diferencas verificadas.

Um estudo idéntico foi efectuado a 37°C para verificar a influéncia da
temperatura no comportamento final do sistema. A Figura 3.28 apresenta os

resultados obtidos para todos os sistemas de base Dextrano.
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Figura 3.26 — Libertagdo de dgua dos sistemas de base Dextrano, a 37°C.

Mais uma vez, e tal como se observou para a absorcdo de dgua, verifica-se
uma diferenga acentuada nos resultados obtidos a temperaturas superiores a LCST
denotando uma clara dependéncia das propriedades com a temperatura. Desta
forma, observa-se que, em todos os sistemas, se verificou uma menor libertagdo de
agua para um periodo de tempo idéntico. Observaram-se variagdes na ordem dos
50%. Tal facto pode ficar a dever-se a gelificagdo da PNIPAAm na amostra devido a
temperatura, deste modo impedindo a saida de agua do interior do sistema. De
facto, verifica-se que quanto maior o tempo de irradiagio de cada amostra, e

consequente aumento da concentragao de PNIPAAmM no gel, menor a quantidade de
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agua libertada pela amostra. Deste modo, o sistema 5 apresenta a menor libertagdo
de agua de todos os sistemas, contrastando com os resultados obtidos a baixas
temperaturas. Esta variacdo significativa permite, pois, de acordo com a
concentracdo de PNIPAAmM no sistema e com a libertacdo de dgua pretendida,
controlar a libertacdo do hidrogel e a consequente hidratacao da zona afectada.

Foi também determinada a capacidade de absorcdao de agua por via

matematica, apresentando-se na tabela seguinte os resultados.

Tabela 3.VIl — Valores matematicos obtidos para a absor¢do de agua a 37°C.

Sistema Capacidade de Inchago (%)
1 67
2 64
3 57
4 48
5 41

Tal como se verificou para a temperatura de 25°C, também neste sistema se
observou uma semelhancga entre os valores obtidos experimentalmente e os valores
matematicos. No entanto, e em consonancia com o caso anterior, também a 37°C os
valores matematicos sdo ligeiramente superiores aos experimentais, podendo, no

entanto, explicar-se a diferenca da mesma forma que para os géis a 25°C.

3.3.5.2. Sistemas de base Quitosano

Tal como nos sistemas de base Dextrano, um estudo igual ao apresentado na
secc¢do anterior foi efectuado para os sistemas de base Quitosano. Primeiramente, foi
determinada a variacdo do peso colocada em atmosfera saturada de agua a 25°C e
determinada a capacidade de absorcdo de agua. Os resultados encontram-se na

Figura 3.27.
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Figura 3.27 — Absorgdo de dgua para os sistemas de base Quitosano a 25°C.

Na figura anterior verifica-se que todos os sistemas apresentam valores
elevados de absorcdo de dgua, variando entre os 80 e os 130% aproximadamente, o
gue permite classificar todos os sistemas como hidrogéis. Verifica-se, no entanto,
que os valores obtidos para os sistemas de Quitosano, em iguais condi¢des, sao
inferiores aos dos sistemas de base Dextrano. Este facto era esperado, uma vez que
os polimeros base apresentam hidrofilicidades distintas, sendo que o Quitosano, por
natureza, é o polimero menos hidrofilico dos dois, apresentando por isso, menor
capacidade de absor¢do de dgua. Para além disso, e dada a elevada diferenga no
peso molecular dos dois polissacarideos, esta variagdo também era de esperar dado
que para o Dextrano existe um maior nimero de grupos Hidroxilo capazes de formar
ligagbes de Hidrogénio com o solvente, permitindo maiores capacidades de absorg¢do
de dgua. No entanto, e apesar das diferengas nos valores, também nestes se observa
que o sistema com menor tempo de irradia¢do, e consequente menor concentragao

de PNIPAAm é o sistema que apresenta menor capacidade de absorgdo de agua.
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Mais uma vez, a explicacdo para este facto pode ser dada com o aumento do
afastamento médio das cadeias do polissacarideo com o aumento da concentragao
de PNIPAAmM, o que permite uma maior retencao de dgua no interior e, consequente,
aumento da capacidade de inchago.

De forma idéntica foi efectuado a logaritmizacdo dos valores de forma a
obter os expoentes caracteristicos da difusdo de dgua para cada sistema. A tabela

seguinte resume os resultados obtidos.

Tabela 3.VIlIl — Resultados obtidos para os expoentes caracteristicos da difusdo de
agua e coeficiente de correlagdo para todos os sistemas de base Quitosano, a 25°C.
n Coeficiente de Correlagao
Sistema 6 0,500 0,903
Sistema 7 0,503 0,888
Sistema 8 0,519 0,876
Sistema 9 0,524 0,908
Sistema 10 0,538 0,918

Tal como nos sistemas de Dextrano, também os de Quitosano apresentaram
valores para n muito préximos de 0,5, indicativo de uma absor¢cdo de agua
predominantemente de forma difusional (Peppas, 1985). Podemos pois concluir que
a driving force do processo de absorcao de dgua é a diferenca na concentracdo entre
o interior e o exterior do gel. No entanto, com o aumento do tempo de irradiacao
verifica-se, também neste caso, um aumento do valor do coeficiente, traduzindo um
pequeno afastamento do modelo difusional em detrimento do relaxamento das

cadeias poliméricas.

Também para estes sistemas foi efectuado o estudo semelhante, mas a 37°C
de forma a verificar a varia¢cdo desta propriedade com o aumento da temperatura. O
estudo foi efectuado envolvendo todos os sistemas de base Quitosano
anteriormente estudados. A Figura 3.28 apresenta a evolugdo da percentagem de

agua absorvida por cada sistema em fung¢ao do tempo de ensaio.
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Figura 3.28 — Evolugdo da percentagem de agua absorvida por cada sistema a 37°C.

Como é possivel verificar na figura anterior, e tal como sucedia para os
sistemas de base Dextrano, existe uma clara diferenca entre o comportamento
apresentado por cada sistema a 25°C e a 37°C denotando um clara dependéncia dos
sistemas em relacdo a temperatura a que se encontram submetidos. Em primeiro
lugar, observa-se uma diminuicdo acentuada da percentagem de agua absorvida por
cada sistema quando colocado a uma temperatura superior a LCST determinada. E
ainda de salientar que, de novo, as diferengas se acentuam mais quando aumenta o
tempo de irradiagdo e, consequentemente, a percentagem de NIPAAm introduzida
no gel final. Assim, verifica-se que para o sistema 6, com apenas 1 hora de irradiagao,
a diminuicdao dos valores de absorg¢do é da ordem dos 20%, enquanto para o sistema
10, com 5 horas de irradiacdo, essa diferenga passa a ser de 78%, aproximadamente.
O aumento de PNIPAAmM e a consequente termodependéncia causada por este
podem ser a explicagdo para esta diferenga tdo acentuada, uma vez que, quanto

maior concentracao de PNIPAAm no gel, maior a hidrofobicidade do sistema final e
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menor a absorcdo final de dgua. Para além disso, é possivel observar ainda que a
absorcao de agua se processa de forma mais acelerada do que para o caso anterior,
ocorrendo a absorcao final de agua até 80 horas apds o inicio do ensaio, ao contrario
do que se passa a temperaturas inferiores, onde a absorc¢ao total pelo sistema ocorre
ao fim de 200 horas.

Para a modelizacdo, os resultados obtidos foram os que se apresentam na

tabela seguinte:

Tabela 3.IX — Resultados obtidos para os expoentes caracteristicos da difusdo de
agua e coeficiente de correlagdo para todos os sistemas de base Quitosano, a 37°C.

n Coeficiente de Correlagao
Sistema 6 0,597 0,952
Sistema 7 0,614 0,958
Sistema 8 0,620 0,970
Sistema 9 0,632 0,952
Sistema 10 0,654 0,951

Mais uma vez, e em consonancia com os resultados obtidos anteriormente,
verifica-se que o método de linearizacdo se adequa aos valores obtidos
experimentalmente, traduzindo-se esse facto por coeficientes de correlacdo
proximos da unidade. Relativamente aos resultados para o expoente caracteristico
de difusdo de dgua nos sistemas testados, observa-se que estes valores sdo
comparativamente mais elevados do que os obtidos a 25°C.

Em seguida, e de forma idéntica ao sucedido para os sistemas de base
Dextrano, foi efectuado o estudo de libertagdo de agua para todos os sistemas. Os
resultados para os sistemas colocados a temperatura de 25°C encontram-se na figura

seguinte:
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Figura 3.29 — Libertagdo de agua de todos os sistemas de base Quitosano, a 25°C.

Na figura anterior é possivel verificar que todos os sistemas apresentam um
comportamento semelhante e esperado, onde a principal fase de libertacdo ocorre
nos momentos iniciais do ensaio, seguindo-se um periodo de estabilizacdo. Este
padrdo assemelha-se também ao obtido anteriormente para os sistemas de
Dextrano. E possivel verificar também que, mais uma vez, os sistemas com menor
tempo de irradiacdo apresentam valores mais baixos de libertacdo de dgua, podendo
este resultado ser explicado de forma semelhante ao caso do Dextrano. No entanto,
observa-se, que os valores de libertagao de dgua sao ligeiramente inferiores quando
comparados com os do Dextrano, podendo este facto ser devido, mais uma vez, a
diferenga de hidrofilicidades dos dois componentes-base do hidrogel, levando a que
ocorra uma menor libertagdo de dgua no caso do Quitosano.

Recorrendo a expressdao 2.1 apresentada na sec¢dao 2.3.5, foi possivel
determinar rigorosamente quais os valores para a capacidade de absor¢dao de agua

de cada sistema, estando esses resultados compilados na tabela seguinte:
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Tabela 3.X — Capacidades de inchago determinadas
para cada sistema de base Quitosano, a 25°C.

Sistema Capacidade de
inchago (%)
6 87
7 101
8 113
9 125
10 136

Da tabela anterior observa-se que, comparativamente com os resultados
obtidos experimentalmente e antes apresentados, os valores obtidos sdo
ligeiramente superiores. Tal facto pode ser explicado, tal como no caso do Dextrano,
por ocorrer alguma libertacdo de agua entre o fim do ensaio e a medicdo do peso de
cada gel, levando isso a uma reducao do mesmo. No entanto, sendo esta diferenca
de valores minima pode ser ignorada.

Relativamente aos resultados propriamente ditos, observa-se, tal como para
o caso dos sistemas de Dextrano, um aumento gradual da capacidade de absorcdo de
agua com o tempo de irradiacdo. Tal facto pode ser explicado pelo aumento da
percentagem de copolimero introduzido no sistema, ja comprovado pelas analises
elementares anteriormente apresentadas na seccdo 3.3.1. Também em estudos
previamente efectuados se observou comportamentos semelhantes, com o aumento
da capacidade de inchagco com o aumento da percentagem de copolimero
introduzido (Cai et al, 2005) E de salientar, mais uma vez, que, para as mesmas
condigdes de reac¢dao e mesmo tempo de irradiagdao da amostra, os valores obtidos
para os sistemas de base Quitosano sdo inferiores aos obtidos para os sistemas de
base Dextrano. Esta diferenga, ja esperada, pode ser justificada pela diferenga
significativa de hidrofilicidade de ambos os materiais e pelos respectivos pesos

moleculares diferentes. A diferenga entre os sistemas nas mesmas condi¢des situa-se
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entre os 30 e os 45%, sendo que ocorre uma redugao gradual entre ambos os
resultados com o aumento do tempo de irradiagao.
Para os sistemas a 37°C, os resultados obtidos para a libertacdo de dgua

foram os que se apresentam na Figura 3.30.
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Figura 3.30 — Libertagdo de agua de todos os sistemas de base Quitosano, a 37°C.

Mais uma vez se observam diferencas substanciais nos resultados obtidos
para os mesmos sistemas a temperaturas diferentes, denotando o cardcter
termossensivel dos géis obtidos. E possivel verificar que a libertagdo ocorre de forma
mais rapida, dada a presenc¢a de PNIPAAmM nos géis. A mudanga de estado da mesma
leva a libertagdo acelerada das moléculas de agua préoximas da superficie do gel,
enquanto ocorre a retencdo das restantes no interior do sistema. Deste modo se
justificam os baixos valores para o total de dgua libertada quando comparada com os
mesmos sistemas a 25°C. Este factor é mais salientado ainda quando se verifica que

sdo os sistemas com maior tempo de irradiagdo, e consequente maior concentragdo
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em PNIPAAm, que apresentam as libertacbes mais baixas de agua, ao contrario do
gue sucedia a temperaturas mais elevadas.
Os valores matemadticos obtidos através do recurso a expressao 2.1 sdo os

apresentados na tabela seguinte:

Tabela 3.XI — Capacidades de inchaco determinadas
para cada sistema de base Quitosano, a 37°C.

Sistema Capacidade de
inchago (%)
6 71
7 61
8 50
9 39
10 31

Mais uma vez, e em consonancia com os resultados previamente
apresentados, se verifica que os valores matematicos obtidos sdo ligeiramente
superiores aos obtidos durante os ensaios de absorcdo de dgua ja discutidos
anteriormente. De igual forma, a justificacdo para esta situacdo é idéntica a
apresentada para essas diferencas nos casos anteriores. E de salientar que, tal como
acontecia nos resultados experimentais, também nestes se observa que os sistemas
com maior tempo de irradiacdo de base de Quitosano apresentam valores de
absor¢do de dgua superiores aos de base Dextrano, o que contraria o que foi dito
anteriormente relativamente a hidrofilicidade de cada material-base. No entanto,
esta variacdo pode ser justificada pelo facto de os sistemas de base Dextrano
apresentarem maiores valores de NIPAAm do que os de Quitosano, aumentando a
hidrofobicidade de todo o sistema, o que leva ao resultado obtido. Deste modo, os
resultados obtidos para o Quitosano sao cerca de 5% a 10% superiores em relagdo

aos de Dextrano.
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3.3.6. Determinag¢ao dos angulos de contacto e
energias de superficie

A determinacdo dos angulos de contacto da dgua com o material permite
saber qual o grau de hidrofobicidade/hidrofilicidade de cada sistema. Para além
disso, a determinacdao dos angulos de contacto e das respectivas energias de
superficie constitui uma forma de avaliar a interac¢do entre as duas superficies em
estudo, liquida e sdlida, e, por comparacdo com outras superficies sdlidas, a
interaccdo entre os dois sdlidos. Esta propriedade é muito importante na
caracterizacdo de um sistema deste género, pois permite correlacionar propriedades
tdo distintas como a adesividade ou a biocompatibilidade de um dado material (Kwot
et al, 2005).

Genericamente, um angulo de contacto de um determinado liquido com uma
superficie é definido como o angulo obtido entre a superficie sélida e a tangente a
interseccdo da gota de liquido com a respectiva superficie (Lugscheider & Bobzin,

2001). A figura seguinte esquematiza essa mesma determinagao.

¥s o s Liquido

Superficie

Figura 3.31 — Esquema para a determinagdo de dngulos de contacto (Packam, 2003)
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O valor do angulo de contacto varia consoante as tensdes superficiais da
superficie onde é efectuado o teste e a tensao do préprio liquido utilizado no ensaio.
O resultado final depende da relacdo entre duas forcas basicas: a forca adesiva, que
permite a gota espalhar-se pela superficie, e a forca coesiva, que leva o liquido a
formar uma gota mais esférica, diminuindo a sua drea de contacto com a superficie.

A tensdo superficial de um material pode, entdo, ser calculada apds a
determinacdo dos angulos de contacto deste com um liquido, recorrendo a

expressao:

¥s = ¥sL + yicos® (3.4)

Onde v, representa a tensdo superficial entre o sélido e o vapor saturado do
liquido, Yy a tensdo interfacial entre o liquido e o solido e v, a tensdo superficial entre
o liquido e o respectivo vapor saturado.

Owens, Wendt, Rabel e Kaelble concluiram que a tensao interfacial entre o
liguido e o sdlido é composta por duas interac¢des distintas, uma de caracter polar e
outra dispersiva (Owens & Wendt, 1969). A primeira encontra-se mais associada a
interac¢Oes entre dipolos permanentes e suas interaccdes com o meio, enquanto a
segunda se encontra mais relacionada com dipolos instantaneos, induzidos pelas
flutuacdes nas cargas das moléculas constituintes do liquido. E a soma de ambas as
interac¢des que permite determinar cada energia superficial, quer do liquido quer do

sélido.

Ys=Ve + Vs Yo=vC+v (3.5)

Em que ¥5y.° representam a componente dispersiva do sélido e do liquido
respectivamente e ysy," a componente polar do sélido e do liquido A componente

interfacial pode entdo ser determinada recorrendo a seguinte expressao:
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Yso =Vs+vL—2 ( /}fSDyLD + '}rsp}{) (3.6)

Substituindo este resultado na equacdo inicial, obtém-se a seguinte

expressao:

Ys=V¥s+t¥yL—2 ( "J"SD'J"LD + 4'}';}{) +7yicos0 (3.7)

Reorganizando a equacdo anterior, é possivel a obtencdo de uma nova

equacao de forma:
y=mx+b (3.8)

gue permite a sua representacdo grafica por forma a facilitar a obtencdo dos
parametros relevantes e, deste modo, a determinar as componentes dispersiva e

polar do sélido através da recta obtida. Para este caso:

_(A+cost) v (3.9)

y=—7p—
N

— P
m=r (3.10)

b J}ZD (3.11)

Assim, representando a expressdo equivalente a y em funcdo de x consegue-
se calcular a componente polar do sdlido através do declive da recta obtida e a
componente dispersiva do mesmo pela ordenada na origem da recta. Para que tal

seja alcancado, é necessdrio determinar angulos de contacto de pelo menos dois
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liguidos de energia superficial conhecida no sdlido de energia superficial

desconhecida.

3.3.6.1. Sistemas de base Dextrano

A tabela seguinte apresenta os valores obtidos para os angulos de contacto

entre a agua e os diferentes materiais:

Tabela 3.XII- Angulos de contacto obtidos com os géis e a 4gua, a 25°C.
Angulo de
Contacto

68,9

65,9

62,6

60,6

55,8

Sistema

u b WN =

Da tabela anterior verifica-se que os angulos de contacto obtidos com a dgua
apresentam valores relativamente baixos, mostrando a hidrofilicidade de cada
sistema. Este resultado esta de acordo com o esperado, considerando os resultados
obtidos para a absor¢do de 4gua ja anteriormente apresentados. Mais uma vez se
salienta uma diminuicdo nos valores obtidos para os angulos de contacto com o
aumento do tempo de irradiagdo, denotando um aumento na hidrofilicidade do
sistema, resultado também previsto pelos valores obtidos em caracterizagbes
anteriormente apresentadas.

Com o aumento da temperatura, e dado o cardcter termodependente dos
géis obtidos, observaram-se diversas altera¢des aos valores do angulo de contacto

com a agua obtido. Os resultados encontram-se na Tabela 3.XIlII.
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Tabela 3.XIIl — Angulos de contacto obtidos com os géis e a 4gua, a 37°C.
Sistema Angulo de
Contacto
1 110,5
2 113,5
3 119,5
4 125,3
5 137,5

De acordo com a Tabela 3.XII, verifica-se que todos os sistemas apresentam
valores elevados para o angulo de contacto com a dgua determinado, denotando um
aumento na sua hidrofobicidade, resultado semelhante ao obtido para a capacidade
de absorcdo de agua apresentada na seccdo 3.3.5. Mais uma vez se evidencia o
caracter termodependente dos géis obtidos, uma vez que a um aumento da
temperatura para valores superiores aos da LCST determinada se observa uma
diferenca drastica da hidrofilicidade do material. Esta evidéncia é ainda mais
salientada quando se verifica que com o aumento da concentragcdo de PNIPAAmM no
sistema, de acordo com o tempo de irradiagdo da amostra, maior é a diferenca entre
os resultados obtidos para as temperaturas testadas.

Para a determinacdo dos valores para a energia de superficie de cada gel foi
efectuada a medicdo dos valores dos angulos de contacto de cada gel com liquidos
com tensdes superficiais distintas e bem determinadas. Neste caso, foram utilizados
quatro liquidos distintos: agua, formamida, etilenoglicol e propilenoglicol. Deste
modo, foram determinadas as componentes dispersiva e polar de cada gel e
posteriormente a energia de superficie dos mesmos, recorrendo a relagdo Owens-
Wendt-Rabel e Kaelble ja descrita nesta sec¢do, comparando-a com a da pele por
forma a determinar a interac¢do destes com esta (Venkatraman & Gale, 1998). Os

resultados encontram-se na tabela seguinte:
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Tabela 3.XIV — Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie, para 25°C.

Energia de Y P Y b

. L. A A
Sistema S(ur::lr/f::)e (mN/m) (mN/m)

1 29,3 21,1 8,2

2 29,7 22,0 7,7

3 30,4 23,1 7,3

4 31,6 24,6 7,0

5 32,3 25,5 6,8
Pele 38-56 - -

Como se pode observar na tabela anterior, os resultados obtidos mostram
gue, para todos os géis estudados, a componente polar destes é superior a
componente dispersiva. Este resultado era esperado dada a relativa hidrofilicidade
apresentada por todos os sistemas em caracterizagGes anteriores. Observa-se por
isso, um incremento desta componente com o aumento do tempo de irradiacdo,
mais uma vez atribuido ao aumento da hidrofilicidade do sistema. Este resultado
demonstra que as interac¢des observadas entre o liquido e o gel sdo interaccdes
mais entre dipolos permanentes e induzidos ou mesmo entre ligagdes de hidrogénio.
Para além disso, observa-se que os valores obtidos para a energia de superficie sdo
inferiores, em todos os casos, aos determinados para a pele. Esta ndo apresenta um
valor fixo de energia de superficie mas, sim, uma gama de valores varidveis
consoante as condicbes de temperatura e humidade. O facto de os valores da
energia de superficie serem inferiores aos da pele permite afirmar que as forgas
adesivas do gel a pele serdo superiores as forgas coesivas do préprio gel. Tal facto vai
permitir a adesdo e o espalhamento do gel pela pele.

Para o estudo a 37°C procedeu-se de modo semelhante ao anterior, sendo

que os resultados obtidos foram os seguintes:
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Tabela 3.XV — Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 37°C.

Energia de v v
. .. s s
Sistema S(ur::lr/f::)e (mN/m) (mN/m)

1 24,9 16,1 8,8

2 24,7 15,6 9,1

3 24,6 15,1 9,5

4 24,5 14,6 9,9

5 24,3 14,1 10,2
Pele 38-56 - -

Como se pode observar da tabela anterior, e comparativamente com a tabela
dos valores obtidos a 25°C, verificam-se grandes diferencas de valores obtidos neste
caso, tal como era de prever. Mais uma vez, a componente polar dos géis apresentou
valores superiores a componente dispersiva, o que é justificado pela hidrofilicidade
apresentada pelos géis. No entanto, é de salientar a grande diminuicdo do valor
desta componente comparativamente com o caso anterior. Tal diferenca pode ser
justificada pela presenca de NIPAAm, que, por gelificacdo, diminui as interaccées
polares entre as moléculas do gel e as do liquido. Este resultado também se observa
no aumento significativo da componente dispersiva, que, ao aumentar, estd a
promover uma maior coesdao do gel. No entanto, e apesar destas alteracdes
inerentes a transicdo térmica sofrida pelo gel, os valores obtidos para a energia de
superficie permitem verificar que os géis irdo, em contacto com a pele, ter um
comportamento adesivo, permitindo por isso a possivel libertagdo do farmaco na

pele.
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3.3.6.2. Sistemas de base Quitosano

De igual modo foi efectuado um estudo com os sistemas de base Quitosano.
A tabela seguinte apresenta os valores obtidos para os angulos de contacto com a

agua e os géis.

Tabela 3.XVI — Angulos de contacto obtidos com os géis e a 4gua, a 25°C.

. Angulo de
Sistema

Contacto

6 72,8

7 71,9

8 71,1

9 70,6

10 70,1

Da tabela anterior verifica-se que os angulos de contacto obtidos com a agua
apresentam valores relativamente baixos, mostrando a hidrofilicidade de cada
sistema. Comparativamente com o resultado obtido para o Dextrano, observa-se um
aumento do valor do angulo, traduzindo um aumento de hidrofobicidade, aumento
esse esperado, dadas as caracteristicas mais hidrofdbicas do Quitosano e, mais uma
vez, pela diferenca de pesos moleculares de ambos os compostos, apresentando o
Dextrano, como referido, maior nimero de grupos Hidroxilo e consequente maior
hidrofilicidade. Este resultado encontra-se de acordo com os resultados obtidos para
a absorgdo de dgua anteriormente apresentados. Mais uma vez se salienta uma
diminuicdo nos valores obtidos para os angulos de contacto com o aumento do
tempo de irradiacdo, denotando um aumento na hidrofilicidade do sistema,
resultado também previsto pelos valores obtidos em caracterizacGes anteriormente

apresentadas.
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Com o aumento da temperatura, mais uma vez se observa o caracter
termodependente dos géis obtidos, verificando-se diversas alteracdes aos valores do

angulo de contacto com a dgua obtido. Os resultados encontram-se na Tabela 3.XVII.

Tabela 3.XVIl — Angulos de contacto obtidos com os géis e a 4gua a 37°C.

. Angulo de
Sistema

Contacto

6 100,5

7 104,3

8 106,5

9 110,5

10 118,3

De acordo com a Tabela 3.XVII, verifica-se um aumento global de todos os
valores para o angulo de contacto com a d4gua determinado, denotando um aumento
na sua hidrofobicidade, resultado semelhante ao obtido para a capacidade de
absorc¢do de agua apresentada na seccdo 3.3.5. Tal como se verificou nessa seccdo,
os resultados obtidos para a hidrofilicidade do gel sdo mais elevados, a 37°C, para o
Quitosano, uma vez que tem menos PNIPAAmM na sua estrutura. Também nos angulos
de contacto com a agua se observou um comportamento semelhante, obtendo-se
valores para o angulo de contacto superiores aos obtidos para o Dextrano. No
entanto, o caracter termodependente dos géis obtidos continua a verificar-se para o
Quitosano, dado que a um aumento da temperatura para valores superiores aos da
LCST determinada, se observa uma diferenca drastica da hidrofilicidade do material.
Esta evidéncia é ainda mais salientada quando se verifica que com o aumento da
concentracdao de NIPAAm no sistema, de acordo com o tempo de irradiacao da
amostra, maior é a diferenca obtida entre os resultados obtidos para as

temperaturas testadas.
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Para a determinagdo dos valores para a energia de superficie de cada gel o
procedimento efectuado foi semelhante ao descrito anteriormente. Os resultados a

25°C encontram-se na tabela seguinte:

Tabela 3.XVIII- Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 25°C.

Energia de v v

. 7 e S S
Sistema S(ur::lr/f::)e (mN/m) (mN/m)

6 29,9 20,7 9,2

7 30,3 21,3 9,0

8 30,6 21,9 8,7

9 30,8 22,3 8,5

10 31,2 23,1 8,1
Pele 38-56 - -

Como se pode observar na tabela anterior, os resultados mostram que, para
todos os géis estudados, a componente polar destes é superior a componente
dispersiva, resultado mais uma vez esperado dada a relativa hidrofilicidade
apresentada por todos os sistemas em caracterizacdes anteriores. De salientar que,
tal como anteriormente, a componente polar obtida para os géis de base Dextrano
foi ligeiramente superior a obtida para estes sistemas, directamente associada ao
aumento de hidrofilicidade do polissacarideo e com o aumento de ligagdes de
Hidrogénio entre as cadeias e o soluto devido ao elevado peso molecular. Observa-se
também, um aumento desta componente polar com o aumento do tempo de
irradiagdo, mais uma vez atribuido ao aumento da hidrofilicidade do sistema. Este
resultado demonstra que as interac¢Ges observadas entre o liquido e o gel sdo
interac¢des mais entre dipolos permanentes e induzidos ou mesmo entre ligagdes de
hidrogénio. Mais uma vez, observa-se que os valores obtidos para a energia de

superficie sdo inferiores, em todos os casos, aos determinados para a pele. Este facto

119



Hidrogéis preparados por Irradiagdo Gama

permite afirmar que as forgas adesivas do gel a pele serdo superiores as forgas
coesivas do préprio gel. Tal facto vai permitir a adesao e o espalhamento do gel pela
pele.

Para o estudo a 37°C procedeu-se de modo semelhante ao anterior e os

resultados obtidos foram os seguintes:

Tabela 3.XIX — Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 37°C.
Energia de

3 YSP YSD
Sistema S(ur::lr/f::)e (mN/m) (mN/m)
6 24,8 16,6 8,2
7 24,6 16,1 8,5
8 24,3 15,4 8,9
9 24,1 15,0 9,1
10 23,9 14,5 9,4
Pele 38-56 - -

Como se pode observar da tabela anterior, e comparativamente com a tabela
com os valores obtidos a 25°C, verificam-se grandes diferencas de valores obtidos
neste caso, tal como era de prever. Mais uma vez, a componente polar dos géis
apresentou valores superiores a componente dispersiva, justificado pela
hidrofilicidade apresentada pelos géis. No entanto, é de salientar a grande
diminuicdo do valor desta componente comparativamente com o caso anterior. Tal
diferenga pode ser justificada pela presenca de PNIPAAmM, que, por aglomeragao,
diminui as interacgdes polares entre as moléculas do gel e as do liquido. Para além
disso, observa-se que os valores da componente polar para os sistemas de Quitosano
a 37°C sao ligeiramente superiores aos obtidos para os sistemas de Dextrano em
igual condicdo, resultado em linha com o obtido em caracterizagGes anteriores. A
influéncia de PNIPAAmMm também se observa, mais uma vez, no aumento da
componente dispersiva, que, deste modo, promove uma maior coesdo do gel. No

entanto, e mais uma vez, apesar destas alteragdes inerentes a transicdao térmica
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sofrida pelo gel, os valores obtidos para a energia de superficie permitem verificar
gue os géis irdo, em contacto com a pele, ter um comportamento adesivo,
permitindo por isso a possivel libertacdo do farmaco na pele.

Os resultados apresentados anteriormente caracterizam, de forma geral os
sistemas sintetizados. Estas caracterizacbes revelam sistemas termossensiveis,
capazes de apresentarem temperaturas de solugcdo criticas inferiores distintas,
permitindo a alteracdo de diversas caracteristicas dos mesmos e, ao mesmo tempo,
capacidade de aplicacdo destes em situagcbes distintas, quer em medicina quer
mesmo em outras dreas. Os sistemas aqui estudados apresentaram todos
caracteristicas de hidrogéis com capacidade de reter uma elevada quantidade de
agua no seu interior, permitindo, ao mesmo tempo, a libertacdo desta de forma
controlada. Esta propriedade é muito importante uma vez que permite a aplicacdo
dos mesmos hidrogéis em doentes com queimaduras que necessitem, para além de
um farmaco de tratamento como factor de crescimento, uma hidratacdo constante

da zona afectada.

3.3.7. Avaliagao do padrao de libertagao do farmaco

A avaliacdo do padrao de libertacdo do farmaco é de vital importancia para a
caracterizagdo de um sistema de libertagao controlada, pois permite verificar qual a
quantidade de farmaco libertada por cada sistema e a forma como essa libertagdo
ocorre ao longo do tempo.

A espectroscopia electrénica permite, em muitos casos, determinar com
relativa facilidade concentrag¢bes de diversos compostos simplesmente por medigdo
da sua absorvancia em determinados comprimentos de onda. Este facto resulta da
circunstancia de, para a maioria dos casos, ser relativamente simples encontrar uma

relacao directa entre o nimero de moléculas presentes na amostra e a respectiva
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absor¢do. Foi por este motivo que, desde ha varios anos, a espectroscopia
electrdnica se tornou o método de eleicdo para a determinagdo de concentracdes de
diversos componentes, nomeadamente, farmacos em solucao.

Sabe-se que a intensidade da luz decai, de forma exponencial, ao atravessar
gualquer amostra. A medida experimental dessa intensidade, a um comprimento de
onda distinto, designa-se por «coeficiente de extincdo» (¢), dado pela lei-base da

espectroscopia, a lei de Beer-Lambert:
log 2 =£Cl
081, ~¢ (3.12)

onde |y é a intensidade da radiacdo incidente no composto, |; a intensidade
da radiacdo transmitida, C a concentracdao do mesmo e € o comprimento da célula do
espectrofotémetro. O coeficiente de extingdo é uma medida do poder de absorcao
de cada composto pelo que se pode reformular a lei anterior escrevendo-a da

seguinte forma:
A=¢Cl (3.13)

onde A é a absorvancia ou densidade éptica do composto (Morrison & Boyd,
2009).

Deste modo, o primeiro passo para a realizacdo dos ensaios de libertacdo do
Ondansetron® é a determinagao, através de um espectro UV-Vis, dos diferentes picos
de absor¢do maxima correspondentes ao referido farmaco. A figura seguinte

apresenta os resultados finais obtidos.
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Absorvéncia
w

200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.32 — Espectro UV-Visivel do Ondansetron®.

Na figura anterior verifica-se a existéncia de diversas bandas a diferentes
comprimentos de onda (correspondentes as varias transicdes electronicas da
molécula). O primeiro a A=312nm, o segundo a A= 269nm, outro a A= 250nm e
finalmente um ultimo a A=208nm. Foi decidido efectuar o estudo utilizando o
comprimento de 312 nm apds ter sido realizado um estudo semelhante a todos os
compostos envolvidos na sintese dos géis e verificando-se que este valor seria aquele
onde interferéncias com absorcdes paralelas de outros compostos seriam minimas.

Apds a determinacdo do comprimento de onda a utilizar nas medicGes
espectroscopicas, foi necessdrio efectuar o estudo da relacdo do farmaco,
nomeadamente, das suas concentracdes, com os valores de absorvancia lidos no
aparelho. Para tal, foram preparadas diversas solucdes de farmaco, contendo
concentragdes distintas e conhecidas, e efectuadas as medi¢bes das mesmas no
espectrofotdmetro e lidas as absorvancias encontradas.

Finalmente, representando graficamente a absorvancia em fun¢do da
concentragdo de farmaco, foi possivel encontrar a chamada «curva-padrdo», que
permite relacionar qualquer absorvancia lida com a concentragao do farmaco obtido.

A curva obtida para o Ondansetron® encontra-se na Figura 3.33.
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Figura 3.33 — Curva-padrao do Ondansetron®.

De forma a evitar que as radiacbes y utilizadas na preparacdo dos géis
alterassem as caracteristicas do farmaco, foi decidido que, para este caso, o
Ondansetron® seria introduzido nos géis por absorcdo de uma solucdo concentrada
deste. Cada ampola foi seca durante 48h permitindo a recuperagdao do farmaco.
Posteriormente, foram preparadas solugdes contendo 4 mg de farmaco em 5 mL de
soro fisioldgico. Cada membrana foi colocada numa solugdo e deixadas durante 24
horas em absorcdo. Apds estas, cada gel foi retirado e a absorvancia da solucao
medida e comparada com a absorvancia medida inicialmente. A diferenga entre os
dois valores obtidos permitiu determinar a quantidade efectiva de farmaco absorvido

por cada gel.
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3.3.7.1. Sistemas de base Dextrano

A Tabela 3.XX apresenta os valores obtidos para a quantidade de farmaco

introduzido em cada sistema.

Tabela 3.XX — Valores de farmaco absorvido por cada sistema.

T=25°C T=37°C
Sistema Farmaco Absorvido Farmaco Absorvido
(mg/g polimero) (mg/g polimero)
1 1.325 1.204
2 1.532 1.025
3 1.745 0.952
4 1.899 0.855
5 2.056 0.752

Da tabela anterior é possivel verificar que os resultados obtidos para a
guantidade de farmaco introduzido no gel por absorcdo se encontram intimamente
relacionados com os resultados apresentados anteriormente para a capacidade de
absorg¢do de 4gua. Esta conclusdo vem ao encontro do esperado, dado que é através
da absorgdao que o farmaco é colocado no sistema. Esta conclusdo é também
corroborada pelo cardcter termossensivel apresentado pelos sistemas e pelas
diferengas observadas quando a temperatura era variada.

Deste modo, observa-se uma diminui¢ao do total de farmaco introduzido no
sistema com o aumento da temperatura, verificando-se também que esta redugado é
superior nos sistemas onde a concentragdo final de NIPAAm é superior. Mais uma

vez, e tal como foi explicado para a absorgao de agua, este resultado podera ficar a
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Y

dever-se a agregacdo das cadeias poliméricas de NIPAAm com o aumento da
temperatura que, formando uma barreira, impedem a entrada do farmaco.
Globalmente, podemos afirmar que a quantidade de farmaco introduzido em cada
sistema se encontra directamente relacionado com a capacidade de absor¢dao do
meio de cada um.

Ap0ds a introdugdo do farmaco nos sistemas, foram efectuados os ensaios de
libertacdo. Cada gel foi colocado numa solucdo de soro fisiolégico, dentro de
membranas de didlise por forma a evitar que fragmentos do gel influenciassem as
leituras espectroscdpicas da solugao.

A figura seguinte apresenta os resultados obtidos para os sistemas a 25°C de

temperatura.

o w t @ W
- 2 ow ¥ W
0,8 4 Y R
beS
< 0,7 ‘A
= oy
s os s F
Y <
T o5 -
5 -
TR
§
- 0,3
*
0,2 4‘
0,15
-
o i : ‘ ‘ !
0 50 100 150 200
Tempo (h)

# 1 hora 2 horas A3 horas > 4horas 5 horas

Figura 3.34 — Resultados obtidos para a libertagcdo de farmaco para os
sistemas de base Dextrano, a 25°C.

Na figura anterior é possivel verificar que todos os sistemas sem excepgao
apresentam um comportamento semelhante para a quantidade de farmaco

libertado. Verifica-se que todos os sistemas apresentam uma quantidade acentuada
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de farmaco libertado nos momentos iniciais do ensaio. Tal resultado pode advir de
dois motivos distintos: em primeiro lugar, da diferenca de concentrag¢des de farmaco
entre o interior do gel e o meio envolvente, diferenca que funciona como uma
driving-force para o mecanismo de difusdo, sendo mais acentuada essa difusdo com
o aumento na diferenca de concentracdes; e, em segundo lugar, da possibilidade de
alguma por¢do do farmaco absorvido por cada sistema se encontrar a superficie
sendo libertada logo que cada gel é colocado no meio difusional.

E possivel, no entanto, observar diferencas nos primeiros momentos de
libertacdo, onde os sistemas com menor tempo de irradiacdo apresentaram uma
libertagdo um pouco mais acentuada do que os outros. Tal facto pode dever-se a um
maior grau de reticulacdo devido ao aumento da quantidade de NIPAAm introduzida.

Em relacdo ao total libertado, é possivel observar que a quantidade final foi
quase a totalidade da inicialmente absorvida por cada sistema. Deste modo, todos
sem excepcao apresentam valores final proximos dos 90% do total inicialmente
colocado.

Mais uma vez um estudo semelhante foi efectuado a 37°C e os resultados

obtidos apresentados na figura seguinte:
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Figura 3.35 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco para os
sistemas de base Dextrano, a 37°C.

A figura anterior mostra uma clara diferenca de comportamento de todos os
géis quando colocados a uma temperatura superior a LCST, reforcando mais uma vez
o caracter termossensivel de todos os sistemas. Os resultados mostram ainda uma
variacdo significativa com uma diminuicdo, por vezes acentuada, quer da velocidade
de libertacdo quer da prépria quantidade de farmaco libertado pelos sistemas.

As diminuicdes variaram entre os 30% para o sistema 1 e os 50% para o caso
do sistema 5. Verifica-se que ocorre uma libertagao inicial muito rdpida, devido, tal
como no caso anterior, a diferenca de concentra¢des de farmaco entre o gel e o
meio. No entanto, para além deste factor, um outro pode ocorrer neste segundo
caso e que permite justificar os resultados iniciais. E que, quando ocorre a agregacdo
das cadeias poliméricas devido ao aumento da temperatura, ocorre uma rapida
«expulsdo» do contelddo colocado na superficie do gel devido a contracgdo das

cadeias. Deste modo, o fdrmaco é impelido a libertar-se mais rapidamente.
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ApOs esta libertagdo inicial, observa-se a formacdo de um patamar muito
prolongado onde a libertacdo do farmaco é minima, ao contrdrio do que acontecia
nos sistemas a 25°C. Este resultado é em parte também justificado pelo
comportamento das cadeias poliméricas de NIPAAm que, ao agregarem e
contrairem, vdao formar uma barreira, impedindo e retendo o conteddo no seu
interior — neste caso, o farmaco —, que assim ird ser impedido de se libertar. Deste
modo, os valores obtidos para o total de farmaco libertado foram significativamente
inferiores aos encontrados para os mesmos sistemas colocados a temperaturas
superiores. Para além disso, verifica-se que os sistemas com maiores concentragdes
em NIPAAmM s3o os que apresentam maiores variagdes com a modificagdo da
temperatura, mais uma vez salientando todo o cardcter termossensivel do sistema.

A lei que traduz a velocidade de difusdo, em estado estacionario, de acordo
com o gradiente de concentracdes é a 12 Lei de Fick:

dac
Ja= —Daad—: (3.14)

Onde, J, representa o fluxo molar de A, D, 0 coeficiente de difusdo de A em
B e dC,/dx o gradiente de concentracdes de A numa dada coordenada espacial x.
Dado que neste estudo ndo termos sistemas com gradientes de concentracdo
constantes dado que as concentracbes dentro e fora do gel se vao alterando, temos
de recorrer a 22 lei de Fick. Esta, descreve que a distribuicdo da concentracdo do
soluto num sistema tem ndo sé uma dependéncia espacial mas também temporal. A

sua forma matematica é a seguinte:

ot AB gy (3.15)

Por integragdo da equacgao anterior obtemos duas equag¢des distintas:

1
MT D.t 2 (3.16)

— 4|
M, 2.x
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M_m= 1——28Ip - 12 (317)

M; 8 n2.D.t
m

onde D é o coeficiente de difusao, | é a comprimento do cilindro. A primeira
equacdo é valida apenas para os primeiros 60% de farmaco libertado ao passo que a
segunda é valida para os ultimos 60% da libertacdo.

Para determinar o coeficiente de difusdo utilizou-se a equacdo (3.16),
obtendo-se a curva representativa da variacdo de M,/M.. em fun¢do de t2. A figura

seguinte apresenta um exemplo dessa analise para o sistema 1.

0,7 -

06 - y=0,133x-0,0573
’ R2=0,9907

M,/M..

t1/2 (h1/2)

Figura 3.36 — Representacdo da variacdo de M/M.. em fungdo de t/? para o sistema
de Dextrano com 1 hora de irradiagdo.

Através do declive da recta de regressdo linear dos valores pode-se

determinar o coeficiente de difusdo de cada sistema recorrendo a expressdo

seguinte:
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4.Dz
m =
Imz
Ou rearranjando,
m2.1%m
D=———
16

(3.18)

(3.19)

A tabela seguinte resume os resultados obtidos para os coeficientes de

difusdo para cada sistema a 25° e 37°C.

Tabela 3.XXI — Coeficientes de difusdo e de correlagdo obtidos para os sistemas de

Dextrano a 25°C e a 37°C.

T=25°C T=37°C
Tempo de Coeficiente de
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
irradiacao 5 Difusdo
Difusdo (cm“/h) correlagdo 5 correlacdo
(ecm®/h)
1 0,0825 0,991 0,0499 0,992
2 0,0658 0,992 0,0383 0,987
3 0,0589 0,989 0,0193 0,991
4 0,0429 0,995 0,00932 0,989
5 0,0370 0,996 0,00675 0,984

Da tabela anterior é possivel observar uma diminui¢do gradual do coeficiente

de difusdao com o tempo de irradiagdo. Este facto era de prever uma vez que, com o

aumento do tempo de irradiacdo observa-se um aumento da percentagem de

copolimero e, consequentemente, das reticulagdes entre cadeias prolongando mais a

saida do farmaco para o exterior e, consequentemente, diminuindo o coeficiente de
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difusdo do sistema. Com o aumento da temperatura, observa-se uma redugdo ainda
maior deste valor, uma vez que, com a passagem a temperaturas superiores a
Temperatura Critica de Solucdo Inferior, as cadeias de NIPAAm introduzidas e
polimerizadas vao agregar-se e contrairem-se levando a um maior controlo ainda
sobre a libertacdao do farmaco. Deste modo, os valores para o coeficiente de difusao
diminui quando comparado com o mesmo sistema a 25°C.

Finalmente foi ainda efectuado o estudo para a determinacdao do expoente
cinético de difusdao, de acordo com a expressao 3.3 apresentada na sec¢do 3.3.5.1. A
figura seguinte apresenta, a titulo exemplificativo, a regressdao efectuada para o

sistema 1.

[==]

a4
1,5 -

Ln (M/M..)

y=0,5215x-2.745
R2=0,9856

In(t)

Figura 3.37 — Representacdo grafica da regressao linear dos valores obtidos
para a libertagao do sistema 1, a 25°C

Como se pode observar, a representagdo grafica assemelha-se a uma recta
pelo que a regressao linear efectuada pode ser considerada como uma boa opgdo
para a determinagdo do parametro caracteristico da libertagdo. A tabela seguinte

resume os valores determinados para todos os sistemas a ambas as temperaturas.
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Tabela 3.XXIl — Valores obtidos através da regressdo linear para os coeficientes
caracteristicos da libertagdo controlada de Ondansetron® para os sistemas de base Dextrano.
i T=25°C T=37°C
Istema n k(h") R? n k(h") R?
1 0,521 0,0642 0,986 0,562 0,0575 0,978
2 0,539 0,0615 0,991 0,571 0,0541 0,956
3 0,542 0,0545 0,978 0,579 0,0484 0,987
4 0,563 0,0489 0,985 0,584 0,0421 0,971
5 0,571 0,0412 0,969 0,598 0,0358 0,969

Da tabela anterior podem ser retiradas diversas conclusdes em relagdo ao
tipo de difusdo presente em cada situacdo. Globalmente, podemos afirmar que este
tipo de aproximacao utilizado para determinagao dos parametros caracteristicos da
difusdo foi bem escolhido uma vez que todos os sistemas apresentam valores para o
coeficiente de correlacdo proximos da unidade.

Para os sistemas colocados a 25°C observa-se que todos, sem excepgao,
apresentam valores para o expoente caracteristico da difusdo préximos de 0,5,
podendo todos ser considerados sistemas com difusdao de farmaco do tipo Fickiana,
ou seja, é a diferenca de concentracdes entre o exterior e o interior que vai levar a
libertacdo do farmaco do interior do gel.

Verifica-se, para além disso, que os valores de n vao aumentando
ligeiramente entre o primeiro e o Ultimo sistema. Tal aumento, e consequente
afastamento aos valores Fickianos, pode ser explicada pelo aumento do grau de
reticulagdo dos sistemas verificado pelo aumento da concentragdo de NIPAAM,
levando a uma maior dependéncia da estrutura do gel na libertagdo. No entanto,
globalmente todos os valores sdo muito préximos pelo que podemos dizer que a
difusdo é predominantemente do tipo Fickiano.

Relativamente a k, esta ndo é mais do que uma constante de
proporcionalidade que esta relacionada directamente com a estrutura e a geometria

do hidrogel, podendo ainda variar de acordo com possiveis interac¢des de grupos
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funcionais da molécula do hidrogel com grupos do farmaco. Observa-se que o valor
de k vai diminuindo com o aumento do tempo de irradiacdo, o que traduz um
aumento na reticulacdo do sistema e, consequentemente, uma diminuicdo da
velocidade de libertacdo do farmaco.

Com o aumento da temperatura, observam-se alteracdes mais significativas
nos valores obtidos, apesar de, mais uma vez, se encontrarem proximos de 0,5.
Verifica-se que, para os géis com valores mais baixos de NIPAAm, o valor de n é
proximo do valor para a difusdo Fickiana, ou seja, controlada ndao pela estrutura
polimérica mas pelo gradiente de concentracdes. E, no entanto, de salientar que,
apesar de o gel e a sua estrutura polimérica ndo controlarem directamente a
libertacdo, este é indispensavel para a libertacdo do mesmo, sendo o veiculo
utilizado para colocar o farmaco no local pretendido.

No entanto, com o aumento da concentragdo, e consequente
termodependéncia do sistema, o valor de n aumenta para, tornando o processo
difusional um misto entre a difusdo do tipo Fickiana e do tipo nao-Fickiana,
controlada pela degradacao e pela estrutura polimérica. Este resultado era em parte
esperado dado que, para os casos com maior concentracdo em NIPAAm, o gel sofre
uma alteracdo significativa ao nivel da sua estrutura, sendo essa alteracao
responsavel pelo controlo na libertagdo do farmaco. Também os valores de k
sofreram alteracdes, apresentando reducdes comparativamente aos valores obtidos
para os mesmos sistemas mas a 25°C. Este facto revela uma modificagdo na estrutura
e geometria do gel, relacionada com a agregacdo e contrac¢cdo das cadeias de
NIPAAmM com a passagem a temperaturas acima da LCST. Deste modo, a libertagao
global do sistema acaba por ser mais lenta do que a observada para temperaturas
abaixo da LCST. Estudos semelhantes tém mostrado comportamentos semelhantes,
nomeadamente na redu¢do da quantidade de farmaco libertada com o aumento da
temperatura (Chuang et al, 2009). A termossensibilidade do gel revela, pois, a sua
importancia em todo o sistema de libertagdo, uma vez que esta permite, a altas
temperaturas, nomeadamente a do corpo humano, um controlo mais rigoroso da

libertagdo do Ondansetron® por parte de todo o sistema.
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3.3.7.2. Sistemas de base Quitosano

Mais uma vez foi efectuado um estudo semelhante para os sistemas de base
Quitosano. O primeiro passo foi, tal como nos sistemas de Dextrano, a introdugao do
farmaco no gel. Para tal utilizou-se o mesmo processo, no qual os géis foram
colocados em solugdes de fadrmaco e deixados absorver, sendo controlada a
guantidade de farmaco introduzido pela diferenca nas leituras efectuadas a solucao.

Os resultados encontram-se compilados na Tabela 3.XXIII.

Tabela 3.XXIll — Valores de farmaco absorvido por cada sistema de base Quitosano

para as duas temperaturas testadas.

T=25°C T=37°C
Sistema Farmaco Absorvido Farmaco Absorvido
(mg/g polimero) (mg/g polimero)
6 1.254 1.141
7 1.305 0.925
8 1.565 0.798
9 1.715 0.635
10 1.899 0.520

A tabela anterior mostra claramente, tal como se verificara para os sistemas
de Dextrano na secgao anterior, uma dependéncia da quantidade de farmaco
absorvida com a capacidade de absor¢do de dgua encontrada para os mesmos. Desta
forma, é o sistema 10, com maior quantidade de NIPAAm que, a 25°C, apresenta um

maior valor para o total de farmaco absorvido. Comparativamente com os resultados
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verificados na seccdo anterior, observa-se uma diminuicdo destes valores, em
consonancia com o observado anteriormente. Com o aumento da temperatura,
observa-se uma diminuicdo significativa da quantidade absorvida de farmaco,
resultado da presenca de NIPAAm nos géis e da sua agregacdo, impedindo a
absorcao do farmaco. Mais uma vez, este resultado era esperado e encontra-se em
consonancia com o referido anteriormente, nomeadamente, com os valores de
absorcdao de agua previamente determinados. Deste modo, os géis com maior
composicao em NIPAAm, e com consequente maior termossensibilidade, sdo os que
apresentam menores absor¢des de farmaco. J& comparando com os resultados
obtidos para o Dextrano, verifica-se um ligeiro aumento no valor de fdrmaco
absorvido, devido, principalmente, a uma menor introducao de NIPAAm nos sistemas
de Quitosano pelas razoes jd anteriormente explicadas. Para além disso, e dada a
estrutura do fdrmaco apresentada na sec¢do 1.6 do Capitulo 1, observa-se a presenca
de um grupo C=0 na estrutura quimica do Ondansetron®. Este grupo pode
apresentar interac¢des com grupos amina do Quitosano, tal como se verifica para o
caso das proteinas, permitindo assim uma maior absorcdo e retencdo do
Ondansetron® no gel de Quitosano.

Seguidamente, foram efectuados, de forma semelhante, os estudos de
libertacdo de Ondansetron®. A figura seguinte apresenta o resultado obtido para

todos os sistemas a 25°C.
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Figura 3.38 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco para os
sistemas de base Quitosano, a 25°C.

Na figura anterior observa-se que, tal como sucedera para os sistemas de
base Dextrano, também os sistemas de base Quitosano, quando colocados a 25°C,
apresentam uma libertacdo de Ondansetron® proxima da totalidade introduzida
inicialmente. Observa-se também a libertacdo de forma mais acelerada na fase inicial
do processo, presumivelmente, pelas mesmas razdes apresentadas para os sistemas
da seccdo anterior, ou seja, a diferenca nas concentracbes entre o interior e o
exterior do gel.

De igual forma, verifica-se que, no final do ensaio, os valores totais libertados
sdo proximos de 90% do total inicialmente introduzido, havendo ligeiras variagbes
consoante a concentragao final de NIPAAm no gel. No entanto, estas diferengas sdo
mais ligeiras do que as observadas para o Dextrano. Esta redu¢do pode levar a uma
diminui¢do na variagao observada entre sistemas, ao contrario do que sucedera para
os sistemas de base Quitosano. Este facto pode ser justificado pela redugdo na
quantidade de NIPAAm introduzida nos sistemas de base Quitosano e, consequente,
redu¢do no grau de reticulagao do gel. Para além disso, e tal como sucedia para a

libertagdo de agua, o facto de ambos os compostos apresentarem pesos moleculares
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tao distintos pode levar a que a estrutura do Dextrano permita uma maior libertacao
do farmaco na fase inicial. Também de salientar para o caso do Quitosano, a possivel
formacdo de uma interacgao extra quando comparado com o Dextrano entre o grupo
C=0 do farmaco e o grupo Amina do Polissacarideo, permitindo um maior controlo
na libertacdo do mesmo. No entanto, é de salientar que, quer para um ou outro
polissacarideo, as diferencas verificadas foram minimas ndo se podendo afirmar que
sejam significativas para os resultados finais, o que revela uma semelhanga entre o
comportamento dos dois polissacarideos.

A figura seguinte apresenta o padrao de libertacdo para os sistemas
colocados a 37°C.
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Figura 3.39 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco para os
sistemas de base Quitosano, a 37°C.

Tal como sucedido para os sistemas de base Dextrano, também os sistemas
de Quitosano apresentam variagGes significativas no comportamento difusional do

Y

farmaco quando colocados a uma temperatura superior a LCST determinada.
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Observa-se uma reducdo significativa para todos os sistemas da quantidade de
farmaco libertada, sendo essa reducdao mais acentuada para os sistemas com maior
tempo de irradiacdo, ou seja, com maior concentracdo final de NIPAAm. Este
resultado encontra-se em consonancia com o esperado e o observado para os
sistemas de Dextrano, podendo aplicar-se a mesma justificacao, ou seja, o colapso da
estrutura polimérica devido ao aumento da temperatura. Este colapso faz com que
parte do farmaco fique retida no interior do gel, ndo ocorrendo libertacdao deste.
Para além disso, e devido a esse colapso ocorre uma libertagdo muito acentuada de
parte do farmaco nos momentos iniciais do ensaio levando ao aumento rdpido da
concentracdo deste na fase inicial do ensaio.

De forma idéntica ao efectuado para os sistemas de Dextrano, efectuou-se a

12 para a determinacdo do

representacdo grafica de M{/M.. em funcdo de t
coeficiente de regressao linear. A tabela seguinte resume os resultados obtidos para

ambas as temperaturas estudadas.

Tabela 3.XXIV — Coeficientes de difusdo e de correlagdo obtidos para os sistemas de
Quitosano a 25°C e a 37°C.

T=25°C T=37°C
Tempo de | Coeficiente de Coeficiente
. L Coeficiente de Coeficiente
irradiacao Difusdo de Difusdo
" correlacao 5 de correlacao
(cm®/h) (cm“/h)
1 0,0725 0,998 0,0582 0,992
2 0,0642 0,996 0,0402 0,987
3 0,0574 0,993 0,0209 0,991
4 0,0411 0,985 0,0102 0,989
5 0,0359 0,993 0,00758 0,984

Da tabela anterior é possivel observar, tal como acontecia para o Dextrano
variagdes significativas do valor do coeficiente de Difusdo com o aumento do tempo

de irradiagdo e da quantidade de NIPAAm introduzida no sistema. Para além disso, e
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comparativamente aos resultados obtidos para o Dextrano, observa-se uma
diminuicdo do valor do coeficiente, denotando uma menor quantidade de farmaco
libertada. Com o aumento da temperatura, observa-se uma reducdo drastica nos
valores do coeficiente, denotando uma libertacdo globalmente mais lenta, onde
parte do farmaco acaba por ficar retido no interior da estrutura devido a gelificacdo

do sistema com a temperatura.

De seguida, foi efectuado o estudo matematico para a determinacdo dos
parametros caracteristicos da libertacdo tal como para os sistemas de Dextrano. A
figura seguinte mostra a titulo exemplificativo os resultados da logaritmizacdo dos

valores obtidos e respectiva regressao linear para o sistema 6.

Ln (M/M...}

y=0,5389x-2,5585
R2=0,9804

Figura 3.40 — Representacdo grafica da regressdo linear dos valores obtidos
para a libertagao do sistema 6, a 25°C.

Tal como sucedera para o sistema 1, também neste caso se observa que o
método para a determinagdo da caracteristica cinética dos sistemas se mostrou

adequado, ja que os valores obtidos para o coeficiente de regressao sao préoximos da
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unidade. A tabela seguinte resume os resultados obtidos para ambas as

temperaturas.

Tabela 3.XXV — Valores obtidos através da regressdo linear para os coeficientes
caracteristicos da libertagdo controlada de Ondansetron® para os sistemas de base
Quitosano.

S T=25°C T=37°C
Istema n Kk (h") R? n k(h") R?

6 0539 00774 _ 0080 | 0574 00632 0987

7 0541 00721 0,98 | 0581 00512 0,988

8 0,553 00614 00988 | 0582 00492 0975

9 0,569 0,474 0,089 | 0595 00452 0,990

10 0,571 00420 0,984 | 0605 00325 0,988

Da tabela anterior é possivel verificar que, tal como referido anteriormente,
o método escolhido para a determinacdo dos parametros cinéticos foi o ideal, dado
que para todos os sistemas se obtiveram valores elevados para o coeficiente de
correlacdo. Para os sistemas a 25°C observa-se que os valores do expoente
caracteristico se encontram préximos de 0,5, ou seja, todas as libertacdes sdo do tipo
Fickiana, controlada pelos gradientes de concentracdes que existem entre o interior
e o exterior do gel. Estes resultados sdo semelhantes aos determinados na seccao
anterior para os sistemas de base Dextrano, e também observados graficamente pelo
padrdo de libertacdo do Ondansetron®.

Relativamente aos valores obtidos para k observa-se, tal como para os
sistemas de Dextrano, uma diminui¢dao deste com o aumento do tempo de radiagao,
denotando uma mudanga na estrutura e geometria do sistema e, no caso do
Quitosano, as possiveis interac¢des com os grupos C=0 do fadrmaco e amina do
Quitosano.

No entanto, quando ocorre o aumento da temperatura para 37°C, verifica-se,
tal como para o Dextrano, um aumento do valor de n, sendo que, no entanto, para o
caso do Quitosano, este aumento é inferior e, consequentemente, a difusdao do

farmaco nao se encontra tdo dependente da estrutura polimérica como no caso do
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Dextrano. Este facto pode ser explicado pela circunstancia de a quantidade de
NIPAAm introduzida para o caso do Quitosano, nas mesmas condicdes, ser inferior a
guantidade total introduzida para o Dextrano. Deste modo, o efeito barreira que se
verifica no caso do Dextrano é menor para esta situacdao, permitindo uma libertacao

um pouco maior em quantidade do farmaco.

3.4. Conclusoes

Dos resultados apresentados em todo o capitulo podem ser retiradas
diversas conclusdes. A primeira é a de que o método utilizado para esta
polimerizagao, ou seja, o uso da radiacao y é eficaz na sintese de um sistema de
libertacdo controlada com propriedades termossensiveis. Através dele, foi possivel
obter diversos géis, com caracteristicas distintas umas das outras, mas todos com
termossensibilidade.

Para além disso, verificou-se que a variacdo do tempo de irradiacdo da
amostra faz variar a composicado final de todo o sistema, denotando-se uma relagao
directa desta com a concentracdao de NIPAAm no gel. Deste modo, concluiu-se que o
aumento do tempo de irradiacdo produzia géis com maiores concentracdes em
NIPAAmM e, consequentemente, maiores variacdes nas propriedades apresentadas
por este com a temperatura. A variacdo da composicdo foi comprovada por diversas
técnicas, nomeadamente pelo FTIR-ATR, tendo este, no entanto, ndo comprovado a
existéncia de um copolimero de enxerto e ndo de uma mistura fisica de dois
homopolimeros.

Uma outra conclusdo retirada foi a de que é possivel alterar a temperatura
de solugdo critica inferior da PNIPAAm com a introdugdo de diferentes materiais,
podendo adapta-la a diferentes circunstancias. Neste caso, observou-se uma variagdo

nesta temperatura para valores mais proximos da temperatura corporal humana.
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A capacidade de absor¢do de agua mostrou uma clara dependéncia da
temperatura a qual eram realizados os ensaios, verificando-se que, para
temperaturas inferiores, os sistemas se comportavam como superabsorventes, com
valores de absorcdao de dgua superiores a 100%, enquanto para os sistemas a
temperaturas superiores a LCST ndo tinhamos esse comportamento — apenas
hidrogéis com absorcbes inferiores as registadas para os sistemas anteriores. Para
além disso, verificou-se uma variacdao nesta propriedade de acordo com o material-
base utilizado para cada sistema, com os sistemas de base Quitosano a
apresentarem, na globalidade, valores inferiores dada a maior hidrofobicidade deste
material. Também a diferenca de peso molecular entre os dois polissacarideos
podera ter levado a essa diferenca de hidrofilicidades.

Os angulos de contacto permitiram, em primeiro lugar, confirmar os
resultados obtidos para a absorcdo de agua e, em segundo lugar, determinar os
valores para as tensoes superficiais dos géis e compara-las com os valores conhecidos
para a pele. Concluiu-se que todos os sistemas, independentemente da temperatura
a que forem colocados, apresentaram um comportamento adesivo a pele.
Observaram-se as variacdes expectaveis nas componentes polar e dispersiva de cada
gel com a temperatura, mas, na globalidade, a principal conclusdo manteve-se
independente da temperatura.

Finalmente, os ensaios de libertacdo de Ondansetron® revelaram uma
libertacdo do tipo Fickiano para os géis colocados a temperaturas inferiores a LCST,
independente do tipo de polissacarideo-base do sistema. No entanto, com o
aumento da temperatura, observou-se uma diminui¢do na quantidade de farmaco
libertado, com reduc¢do do coeficiente de difusdo e no tipo de libertagdo, verificando-
se que alguns sistemas ja apresentavam libertagdes do tipo ndo-Fickiano, ou seja,
dependente ndo sé do gradiente de concentragdes do meio mas também da
estrutura polimérica do mesmo.

Globalmente, é de salientar, todavia, que os resultados destes sistemas se
mostraram promissores e de grande utilidade numa possivel aplicagdo deste sistema

a doentes. Os resultados obtidos anteriormente demonstram um caso especifico de
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utilizacdo dos sistemas preparados. No entanto, é de referir que a utilizacdo dos
mesmos ndo se encontra restringida ao farmaco utilizado e ao local de aplicagao.
Dada a diferente termossensibilidade demonstrada por cada sistema, quer por
alteracdo do polissacarideo de base quer pelo tempo de reaccdo, pode-se sugerir a
aplicacdo dos mesmos em situa¢Oes bastante variadas, como, por exemplo, em
oftalmologia, no olho e nas doencas do foro ocular. Para estes casos, dada a
temperatura dessa zona, ligeiramente inferior a do corpo humano, é possivel utilizar
sistemas com LCST mais baixa para um melhor controlo de libertacdao de fdrmaco. Os
angulos de contacto sao favoraveis a utilizagdo destes sistemas como sistemas de
libertacdo tdpica. Outra possivel aplicacdo pode ser para um controlo maior para
pacientes com estados febris distintos, podendo, nestes casos, ser aplicado um
sistema diferente a cada um deles, onde a LCST seja modificada permitindo controlos

de libertacdo consoante a temperatura corporal de cada doente.
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Capitulo 4

4. Hidrogéis preparados por iniciagao quimica

Neste capitulo serdo apresentados toda a teoria, experimentacdo,
resultados, conclusdes e bibliografia referentes as reac¢des cuja iniciagao foi
efectuada recorrendo a iniciadores quimicos, nomeadamente o Nitrato de Cério-

Amonio (V) (NCA).

4.1. Introdugao

A introducdo de centros activos em moléculas de polissacarideos, como
Dextrano ou Quitosano, tem sido alcancada de diferentes modos quimicos, sendo
normalmente utilizadas com maior frequéncia a iniciacdo radicalar ou idnica, com
maior incidéncia na primeira. Os trabalhos mais recentes neste campo mostram uma
fase inicial onde ocorre a oxidacdo do polissacarideo, seguindo-se uma polimerizagdo
radicalar. A formacdo destes centros activos pode, pois, ser alcancada recorrendo a
diversos materiais tais como BF;, ocorrendo uma iniciagdo catidnica, ou através da
presenca de diversas bases, levando a uma iniciacdo anidnica.

A introducdo de radicais livres capazes de permitir a polimerizacdo radicalar
pode ser alcangada nas moléculas de polissacarideos por diversos métodos quimicos,
recorrendo para tal a iniciadores como perdxidos ou perssulfatos. No entanto, para
além destes, os sais de Cérium IV recentemente tém sido alvo de uma especial
atenc¢do, uma vez que permitem a introducdo de radicais livres sem que para tal seja
necessario efectuar qualquer modificagdo inicial da molécula de polissacarideo
(Pourjavadi & Zohuriaan-Mehr, 2002; Zhang & Chen, 2002). Para além disso, a sua
facilidade de aplicacdo e a sua eficiéncia na introducdo de copolimeros no sistema

final fazem dos sais de Ce" um material a ser cada vez mais utilizado neste processo.
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Os iBes de Ce* constituem um forte agente oxidante (E° ~1,7 V). Em reaccdes
redox, Ce(lV) é convertido em Ce(lll) através da transferéncia de electrées, sendo por
isso utilizado para reac¢Ges com grupos alcool, fenol ou éter.

NCA foi criado pela primeira vez em por Smith et al (Smith et al, 1936) em
1936. A sua preparacdo foi alcancada recorrendo a dissolucdo de 6xido de cério ou
hidrato de cério em &cido nitrico concentrado e de elevadas quantidades de sais de
amoénio. Apds a reaccdo, é efectuada uma evaporacdo do solvente, a baixas
temperaturas obtendo-se um pd de cor laranja como é apresentado na figura

seguinte:

Figura 4.1 — NCA em pé tal como obtido pela técnica descrita anteriormente.

O NCA apresenta diversas vantagens no seu uso a nivel laboratorial, tais
como uma elevada solubilidade em &gua, cerca de 1,41g/mL a 25°C, solubilidade em
acidos organicos polares, tais como acido acético, baixo custo de aquisi¢cdo ou
caracteristicas que o tornam de certa forma ecoldgico, permitindo trabalhar com
uma quimica mais agradavel ao ambiente, a chamada quimica verde (Mellor et al,
2000).

Neste capitulo, descreve-se a utilizagdo do NCA para a iniciagdo da

polimerizagao radicar. Esta técnica baseia-se no facto de qualquer polissacarideo, na
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presenca de sais de Ce", como o Nitrato de Cérium-Amoénio (NCA), permitir a
formacao de radicais livres capazes de iniciar uma polimerizacao radicalar através de
uma simples transferéncia de electrées (Pourjavadi et al, 2003; Joshi & Sinha, 2007).
Esta técnica apresenta uma vantagem comparativamente a outras que permitem a
formacdo de radicais também, uma vez que a formacdo destes ocorre de forma
guase exclusiva no polissacarideo, levando a ndo existéncia de homopolimero no
composto final (Jana et al, 2000; Lee et al, 2004). A reacgdo é facilmente observavel
pela mudanca de coloracdo na solugdo, de laranja para um amarelo pdlido, ou
mesmo incolor, dependendo da coloracao inicial do polissacarideo.

Para além de iniciador quimico, NCA tem sido utilizado com frequéncia na
industria quimica, através de solucdes de NCA em 4&cido percldrico diluido, na
preparacdo de circuitos, ou mesmo na limpeza de superficies antes da sua utilizacdo

em diversas industrias (Hwu & King, 2001).

4.2. Preparacgao dos hidrogéis

Na preparacdo dos géis recorreu-se a utilizacdo de outros reagentes para
além dos apresentados no capitulo 2. Deste modo, e como iniciador quimico, foi
utilizado o Nitrato de Cério-Amonio (IV) (NCA), adquirido a Sigma. Para a preparagao
dos polimeros foram feitas inicialmente as solu¢gdes de Dextrano e de Quitosano,
previamente descritas no capitulo 2. Apds a sua preparacao, foi introduzido 1g de N-
Isopropilacrilamida na solugdo, procedendo-se a homogeneizagdo da solugdo com
recurso a agitagdo magnética. Posteriormente, cada solugdo foi adicionada a mistura
100 mg de NCA deixando-se em agitacdo magnética por 10 minutos antes da
colocagdo das misturas na estufa a 50°C.

Tal como indicado no capitulo 3, também, neste caso, foram efectuadas

varios testes para diferentes tempos de reacgdo de cada amostra, por forma a
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identificar a influéncia deste nos géis finais obtidos. A tabela seguinte revela todos os

ensaios efectuados.

Tabela 4. — Tempos de reacgdo utilizados para os diferentes sistemas.

Sistema Dextrano (g) Quitosano (g) Tempo de reacgao (h)
1 1 1
2 1 2
3 1 3
4 1 4
5 1 5
6 1 1
7 1 2
8 1 3
9 1 4

10 1 5

Apds a reaccdo, cada amostra foi colocada numa membrana de didlise e,
posteriormente, em Erlenmeyers com &gua destilada e agitacdo mecanica,
procedendo-se a dialise dos géis por forma a eliminar restos de mondémeros por

reagir e de iniciador.
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4.3. Resultados e Discussao

Tal como para os géis produzidos por radiagdao y e apresentados no capitulo
3, também estes apresentaram um aumento significativo na sua viscosidade,
variando este com o tempo de reaccdo. Deste modo, géis com menos tempo de
reaccao apresentavam menor viscosidade. De igual modo, foi efectuada a mesma
reaccdo com os polissacarideos, verificando-se uma manutencdo das caracteristicas
observadas no inicio, independentemente do tempo de reaccdo a que cada amostra
fora sujeita.

Estudos mostram que NCA existe como um sal complexo [(NH,4),Ce(NOs)s] ,
gue posteriormente é ionizado em solucdo, segundo a seguinte reac¢do (Dimitriu,
2005):

[(NH,),Ce(NOs)¢] > Ce(NOs)s™ + 2NH,*

Ce(NO;)s” <> Ce™ +6 NOy

De seguida, o i30 Ce*, em pH acido forma quelatos com a molécula de
polissacarideo, através de uma reac¢do com os carbonos C, e C; da molécula,
ocorrendo a transferéncia de um electrdo e também a redugdo de Ce(lV) para Ce(lll),
seguindo-se a libertacdo deste e a quebra da ligacdo C2-C3, formando-se um radical
livre num dos dois carbonos, C, ou Cs.

Estudos efectuados (Arthur et al, 1996) mostram, no entanto, que a quebra
da ligacdo ocorre apenas para concentragdes elevadas de Ce(IV) e para situagdes
onde ocorre um contacto mais alargado entre o agente oxidante e o composto. Uma
vez que tal ndo acontece neste caso, é de prever que ndo ocorra a quebra na ligagao
C,-C; durante a formagao do radical.

O esquema da reacgao é apresentado na figura seguinte:
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Figura 4.2 — Reacgdo provdvel entre Dextrano e N-Isopropilacrilamida
com recurso a NCA como iniciador.

A imagem anterior mostra genericamente a reac¢ao entre NIPAAmM e
Dextrano, sendo possivel observar a introducdo de NIPAAmM no sistema e a
consequente polimerizacdo desta a partir da formacdo de radicais nos grupos
hidroxilo do Dextrano. Este esquema apresenta a reac¢cdo ocorrida para um grupo
hidroxilo tendo, no entanto, presente que a mesma pode acontecer em qualquer um
dos trés grupos hidroxilo do Dextrano. Uma reac¢do semelhante ocorre para o
Quitosano, notando-se apenas uma maior dificuldade na dissolugdo do NCA na
solug¢do, uma vez que o solvente, para este Ultimo caso, é o dcido acético e para este
o NCA apresenta uma menor dissolugdo face ao que acontece quando o solvente é
agua, como no caso do Dextrano. No entanto, em ambos os casos é possivel a
introdu¢do de PNIPAAm no gel, tal como se pretendia. Em alguns estudos

semelhantes, verificou-se que a reac¢do para o caso do Quitosano acontecia,
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predominantemente, nos grupos Hidroxilo em vez dos grupos Amina do

polissacarideo (Lee et al, 2004).

4.3.1. Analise elementar

Tal como nos ensaios anteriores, os ensaios de andlise elementar foram
efectuados com o objectivo de observar a variacdo da percentagem dos diferentes
elementos constituintes dos géis e a possivel correlacdo desta com o total de

NIPAAmM introduzido com sucesso em cada gel.

A figura seguinte apresenta a variacdo da percentagem de azoto para todos

os géis obtidos.
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Figura 4.3 — Variag¢do da percentagem de azoto presente nas amostras ao longo dos
diferentes tempos de reaccdo.
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Tal como sucedia no capitulo anterior, a amostra original de Dextrano ndo
apresentava nenhuma percentagem de azoto, dado que, como ja foi referido, ndao
possui qualquer quantidade deste elemento na sua constituicdo. No entanto,
observa-se um aumento da percentagem de azoto com o tempo de radiacdo, sendo
qgue, para o tempo maximo de 5 horas, se verifica um valor maximo da quantidade
detectada de azoto. Mais uma vez, é possivel afirmar que existe uma relacdo directa
entre a quantidade de azoto introduzida na amostra e o tempo de reac¢do. E, no
entanto, de salientar que, para tempos de reaccao inferiores, se observa uma menor
variacdo na quantidade de azoto introduzida com o tempo de reaccdo quando
comparada depois com os maiores tempos de reac¢ao. Tal facto pode indicar que a
reaccdo necessita de algum tempo no inicio para ocorrer, possivelmente devido a
necessidade de existéncia de temperaturas mais elevadas na amostra, explicando-se
assim os valores mais baixos obtidos para estes primeiros tempos. Todavia, verifica-
se um aumento geral de 2% no total de azoto introduzido na amostra.

Para o caso do Quitosano, verificou-se que, de forma semelhante ao
sucedido no capitulo 3, a amostra inicial de polissacarideo apresentava ja uma
percentagem de azoto, servindo este ensaio como um padrdo para posteriores
comparacoes. Com o inicio da reaccdo, observou-se que, para o sistema 6, o
aumento na percentagem de azoto no gel é superior ao valor obtido para o caso do
sistema 1, de base Dextrano. Esta variacdo pode ficar a dever-se ao facto de o pH das
duas solugdes ser diferente, sendo mais acido no caso do sistema 6, factor que ajuda
a acelerar a reac¢do. Deste modo, inicialmente, observa-se um aumento superior na
percentagem de azoto para o Quitosano. No entanto, apds este aumento, verifica-se
que a quantidade de azoto introduzida parece estabilizar, indicando uma possivel
diminuig¢do na quantidade de PNIPAAm introduzida no sistema.

Comparativamente a estudos ja efectuados com ambos os materiais,
observam-se resultados semelhantes, com estudos a salientarem também eles a
variagdo do total de copolimero introduzido com o aumento da concentragdo dos

reagentes (Alves & Mano, 2008)
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Globalmente, e comparando com os resultados obtidos no capitulo 3,
verifica-se que, para mesmos tempos de reac¢ao no Dextrano, ocorre uma variacao
menos significativa no aumento da percentagem de azoto. A reducdao é maior
guando os tempos de reacgdo sdo inferiores, sendo a diminuicao desta na ordem dos
80% comparativamente aos resultados obtidos por radiagio y. A medida que o
tempo de reaccdao aumenta, esta diferenca vai diminuindo para cerca de 70%. Estes
valores podem ser justificados pelo inicio lento da reaccao com NCA, por um lado, e
com a estabilizacdo da reaccdo e aproximacao ao estado de equilibrio para o caso
dos géis obtidos com radiagdo y. Nos géis de base Quitosano, as conclusdes sao
semelhantes, verificando-se também uma reducdo na quantidade de azoto
introduzida pelo método de iniciacdo quimica, quando comparado com as mesmas
condigdes, para o método de radiacdo y. Para este caso, as redugdes observadas sdo
também semelhantes, sendo, no entanto, para a fase inicial, ligeiramente inferiores,
denotando uma cinética inicial da reaccdo mais elevada, como ja foi referido
anteriormente.

De forma idéntica também foi analisada uma amostra de ambos os
polissacarideos com NIPAAm com um tempo de reaccdo de 24 horas para verificar se
ocorria variagao significativa comparativamente as 5 horas de reac¢do. Os resultados,
tal como ja sucedera para o capitulo 3, mostraram que o aumento da percentagem
de azoto para ambos os polissacarideos ndo era significativo pelo que se optou por
nado efectuar reac¢des com tempos superiores a 5 horas.

Tal como para os géis obtidos por radiagdo y, também nestes foi efectuado
um estudo recorrendo a férmula 3.1, apresentada na secgado 3.3.1 Para determinar a

percentagem de copolimero introduzida.

Os valores obtidos para cada um dos géis encontram-se na Tabela 4.11.
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Tabela 4.1l — Variag¢do da percentagem de copolimero com o tempo de reacgdo.

Sistema Percentagem de copolimero (%)
3
8
13
17
20
14
15
16
16
17
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Como se pode verificar na tabela anterior, e tal como seria esperado,
observa-se um aumento da percentagem total de copolimero final nos géis com o
aumento do tempo de reaccdo de cada gel. Também se pode observar que, através
deste método, é possivel introduzir nos hidrogéis percentagens elevadas de NIPAAmM.
No entanto, e tal como foi referenciado anteriormente, observa-se que, para tempos
de reacgdo inferiores, os sistemas de base Quitosano apresentam valores superiores
no total de PNIPAAm introduzido quando comparado com os sistemas de Dextrano
nas mesmas condigOes reaccionais. Tal facto, como foi referido anteriormente, pode
ficar a dever-se ao pH da mistura reaccional, que para o Quitosano é inferior,
acelerando a reac¢do de copolimerizacdo. Comparativamente a resultados obtidos
para sistemas semelhantes na literatura, é possivel observar que os resultados sdo
inferiores aos determinados (Lee et al, 2004), possivelmente devido as
concentragdes utilizadas na sintese destes sistemas.

Comparativamente com os resultados obtidos no capitulo 3, e tal como seria
de esperar, apds os resultados obtidos para a percentagem de azoto, os valores de
copolimero introduzido em cada sistema sao inferiores aos encontrados no caso da

polimerizagdo com radiagdo 7. Este facto pode estar relacionado com as diferentes
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cinéticas de reaccdo verificadas para os dois sistemas distintos, podendo afirmar-se
que, para o caso da radiagdo y, a cinética é mais rapida do que no caso dos géis
iniciados por NCA.

Finalmente, foi determinado, como referido, um parametro cinético que da
de alguma forma, uma indicacdo da afinidade da NIPAA para com ambos os
polissacarideos. Os resultados foram determinados de forma idéntica a apresentada
no capitulo 3. Verificou-se que, para os sistemas de base Dextrano, o parametro
encontrado foi de 0,30 h™ para os sistemas de Dextrano e 0,045 h™* para os sistemas
de Quitosano. Tal como esperado, este parametro para o Dextrano é superior ao
obtido para o Quitosano, podendo sugerir uma maior afinidade, tal como sucedia no
capitulo 3, do NIPAAm para com o Dextrano do que para com o Quitosano. De igual
forma se observa que os resultados obtidos, quando comparados com os
apresentados para o capitulo 3, sdo inferiores, ou seja, a afinidade da NIPAAm para

este tipo de reaccdo é inferior.

4.3.2. Espectroscopia de Infravermelho  com
Transformadas de Fourier com Reflexao Total Atenuada (FTIR-
ATR)

Tal como referido no capitulo 3, a técnica da espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR) foi utilizada como método
para verificar a variagao dos grupos constituintes de cada gel e, consequentemente, a
introdugcdo de PNIPAAm nos polissacarideos, e sua variagdo com o tempo de reacgao.

A figura 4.4 apresenta o espectro obtido para o sistema 1.
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Figura 4.4 — Espectro de FTIR do sistema 1.

Mais uma vez, e comparando o espectro obtido para o Dextrano e
apresentado no capitulo 3, observam-se diversas modificacdes, nomeadamente, o
aparecimento de um pico, novamente a ~1550 cm™, previamente descrito como
referente a deformacdes na ligacdo do grupo amina existente na NIPAAm. E também
possivel verificar um aumento ligeiro na intensidade do pico a ~1640 cm’,
possivelmente relacionado com as vibragdes do grupo C=0 da NIPAAm (Ciardelli et

al, 2006; Katsumoto et al, 2002). Para o caso do Quitosano, também com 1 hora de

reacgao, os resultados obtidos foram os seguintes:
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Figura 4.5 — Espectro de FTIR do sistema 6.

Tal foi referido anteriormente, apdés uma hora de reac¢ao, verificam-se picos
a 1640 e 1550 cm™ com intensidades superiores as observadas no Dextrano. Tal facto
fica a dever-se a dois factores distintos. Em primeiro lugar, esses picos ja existem no
espectro de Quitosano, como se verificou no capitulo 3, uma vez que este
polissacarideo também possui na sua estrutura um grupo amina (Van de Velde &
Kiekens, 2004). Para além disso, e como foi dito na sec¢do anterior, a reaccdo, para
tempos baixos, ocorre de forma mais acelerada para o Quitosano do que para o
Dextrano, justificando também um aumento mais acentuado na intensidade dos
picos correspondentes a PNIPAAm.

Comparativamente com os resultados obtidos para os mesmos sistemas no
capitulo 3, observa-se que, tal como esperado, a intensidade dos picos, quer para o
Dextrano quer para o Quitosano, é inferior a intensidade observada para os géis
obtidos com irradiagdo y. Tal facto foi anteriormente justificado, pelo que ndo sera
referido novamente.

A figura seguinte apresenta o resultado obtido para o sistema 5.
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Figura 4.6 — Espectro de FTIR do sistema 5.

Mais uma vez, quando ocorre um aumento do tempo de irradiacdo de 1 para
5 horas, observa-se um aumento na intensidade dos picos caracteristicos da
PNIPAAM, nomeadamente a 1640 cm™ e 1550 cm™, indicando um aumento da
concentracdo deste composto no sistema final. Tal como sucedia para os géis
produzidos através da radiagdo y, também se observa um incremento da reacgdo
obtida verificada pela intensidade do pico a 1400 cm™, referente a deformacdo das
ligagdes dos grupos -CHs existentes na NIPAAm. Para o caso do Quitosano, a figura

4.7 apresenta o FTIR obtido para o sistema 10.
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Figura 4.7 — Resultados para o FTIR-ATR do sistema 10.

Mais uma vez, e em consonancia com todos os resultados obtidos
anteriormente, se observa que os picos caracteristicos do grupo amina,
nomeadamente a 1550 cm™, apresentam intensidades superiores as verificadas para
o Dextrano. No entanto, ndo se pode directamente afirmar que tal corresponde a
uma maior concentracdo de PNIPAAm, dada a existéncia de grupos amina no
polissacarideo.

No entanto, tal como sucedia para os tempos de reaccdo menores, também
para estes sistemas se verifica que os resultados obtidos para os sistemas do capitulo
3 mostram uma maior introducdao de PNIPAAmM no sistema do que para este caso de
iniciagdo quimica. Este facto pode ser directamente observado pela intensidade dos
picos, verificando-se que esta é sempre superior para os sistemas do capitulo 3
comparativamente aos apresentados anteriormente.

Comparativamente com resultados ja apresentados em publicagdes
cientificas, verificam-se semelhangas com os tragos obtidos anteriormente,
verificando-se variagdes proximas as obtidas com mudangas nas concentragdes dos
compostos do gel (Lee et al, 2004; Lu et al, 2006).

No entanto, e tal como sucedeu para o capitulo 3, também aqui os resultados

foram inconclusivos, ou seja, ndo permitiram fazer a distingdo entre a formagdo de
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dois homopolimeros ou de um copolimero de enxerto. No entanto, e apesar dessa
confirmacdo nao existir, verifica-se que para este caso os géis obtidos eram
copolimeros uma vez que a reaccdo ocorre apenas nos grupos hidroxilo dos
compostos, ndo sendo possivel a formagdo de homopolimero PNIPAAmM (Lee et al,
2004).

4.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear do Protio ('H-
RMN)

A técnica da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) do
protdo foi utilizada, tal como no capitulo anterior, para verificar e confirmar
resultados obtidos por FTIR-ATR.

A figura seguinte apresenta um espectro de RMN de protdo obtido para o

sistema de base Dextrano com 1 hora de reaccdo.
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Figura 4.8 — Espectro de 'H-RMN do sistema de Dextrano com 1 hora de reacgao.

Mais uma vez, e comparando com o espectro de Dextrano puro, observam-se
diferengas significativas com o inicio da reacgdo, indiciando a introdugdo de
PNIPAAmM no sistema. Deste modo, o aparecimento de um pico a 1,0 ppm, associado
aos grupos CH; deste composto, revela o sucesso da reac¢do. Um caso semelhante
pode ser verificado para o sistema de Quitosano com 1 hora de reac¢do, como pode

ser observado na figura seguinte.
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Figura 4.9 — Espectro de "H-RMN do sistema de Quitosano com 1 hora de reacc3o.

Mais uma vez se observa que a principal modificacdo ocorreu com a
introducdo de um pico de intensidade moderada a cerca de 1,0 ppm, atribuido aos
grupos —CH; de PNIPAAmM. No entanto, comparativamente com o sistema anterior
observa-se que a intensidade do pico é ligeiramente superior, denotando uma
cinética reaccional inicial mais elevada quando comparada com os sistemas de
Dextrano.

Para o sistema de Dextrano com maior tempo de reac¢ao o espectro obtido é

0 que se apresenta na figura seguinte:
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Figura 4.10 — Espectro de "H-RMN do sistema de Dextrano com 5 hora de reacg3o.

Como é possivel verificar na figura anterior, observam-se alteracdes
significativas neste espectro quando comparado com o espectro anterior,
principalmente na intensidade dos picos associados a presenca de PNIPAAm. Deste
modo, comparativamente ao caso anterior, onde o pico a 1,0 ppm apresentava uma
intensidade de cerca de 200, com o aumento do tempo de irradiacdo, ocorre um
aumento da intensidade do mesmo, para cerca de 2500, o que vem corroborar as
conclusoes retiradas em sec¢Oes anteriores, em relagdo a dependéncia do tempo de
irradiagdo da amostra e a quantidade final de PNIPAAm introduzida no gel.

Para o sistema de Quitosano com 5 horas de reac¢do, o espectro obtido foi o

que se apresenta na figura seguinte.

169



Hidrogéis preparados por Iniciagdo Quimica

T+ 1500(

1= 1000(

Figura 4.11 — Espectro de 'H-RMN para o sistema de base Quitosano
com 5 horas de irradiagdo.

Na figura anterior pode observar-se, tal como acontecia para o caso dos géis
de base Dextrano, um aumento relativo da intensidade dos picos associados a
presenca de PNIPAAmM, demonstrando assim uma correlacdo entre o tempo total de
reaccdo da amostra e a sua composicao final. No entanto, e ao contrdrio do que
sucedia para baixos tempos de reaccdo, observa-se, neste caso, que ocorrem
diferencas significativas no caso dos resultados relativos a intensidade dos picos de
PNIPAAmM entre os sistemas de Dextrano e de Quitosano. Assim, os picos para os
sistemas de Dextrano apresentam intensidades superiores aos observados para o
Quitosano, denotando uma maior concentragdo de PNIPAAm no sistema. Estes
resultados encontram-se em consonancia com os verificados anteriormente para a
anadlise elementar e FTIR-ATR.

Reacgdes semelhantes mostram espectros de 'H-RMN préximos aos
apresentados nesta sec¢do corroborando as conclusGes aqui apresentadas (Lee et al,
2004; Chuang et al,2010).
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Comparando todos os resultados anteriores com os obtidos na seccao 3.3.3
do capitulo 3, observa-se que os sistemas preparados com recurso a NCA apresentam
intensidades para os picos caracteristicos de PNIPAAm inferiores aos verificados para
os de radiagdo 7. Tal facto, concluido também nas sec¢des anteriores deste capitulo,
vem sugerir que a cinética de reacgdo destes sistemas é mais lenta do que a cinética
observada para a radiagdo vy, facto que leva a uma diminuigdo na concentragdo de
PNIPAAmM final e, consequentemente, a picos com menores intensidades.

No entanto, a principal conclusdo de todas estas técnicas de caracterizacao
da estrutura dos géis é a de que existe uma relacdo directa entre o tempo de reaccao
de cada amostra e a composicao final de cada gel. Mais uma vez também neste caso
o 'H-RMN se mostrou inconclusivo quanto a formagdo de copolimero ou de uma
mistura de dois homopolimeros mas, dadas as caracteristicas deste tipo de reaccdo
com NCA podemos concluir que os resultados sdo referentes a um copolimero e nao

a uma mistura fisica.

4.3.4. Determinacao da Temperatura de Solugao Critica
Inferior (LCST)

A determinac¢do da LCST foi, tal como aconteceu no capitulo 3, efectuada
segundo o procedimento indicado na sec¢do 2.3.4 dos materiais e métodos,
recorrendo ao método espectroscépico, no qual a LCST é determinada através da

turvacdo apresentada pela solucdo, devida a precipitacdo de PNIPAAmM.
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4.3.4.1. Sistemas de base Dextrano

Foram efectuados estudos para todos os sistemas, inclusive para solucdes de
Quitosano, Dextrano (tal como preparadas no capitulo 2) e PNIPAAm (preparada po
irradiacdo no capitulo 3), para verificar o comportamento das mesmas. A figura 4.12

apresenta os resultados para a solucao de Dextrano, PNIPAAm, sistemas 1 e 5.
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Figura 4.12 — Valores de absorvancia obtidos para as solugdes de Dextrano, PNIPAAmM e

sistemas 1 e 5.

A partir da observacdao da figura anterior, é possivel retirar diversas
conclusdes em relagao aos valores de LCST obtidos. Mais uma vez se observa que o
polissacarideo ndo apresenta qualquer alteragdo nos valores de transmitancia com a
temperatura, ndo exibindo qualquer temperatura critica de solugdo. Em relagao a
PNIPAAmM observa-se um comportamento distinto do descrito anteriormente para o
Dextrano verificando-se, para temperaturas proximas da temperatura ambiente,

25°C, um comportamento estdvel nas propriedades dpticas registadas. A solugdo
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apresenta elevados niveis de transmitdncia, sendo praticamente transparente. No
entanto, para as temperaturas compreendidas entre 32 e 33°C, verifica-se uma
gueda acentuada deste valor, queda essa da ordem dos 90%. Apds esta queda,
verifica-se uma nova estabilidade, desta vez para valores de transmitancia préximos
de 0, ou seja, proximos da opacidade total da solucdo. Para a PNIPAAm, foi possivel
verificar que o valor para a temperatura de transicao foi de aproximadamente 32,5°C
em concordancia com os estudos efectuados anteriormente (Lu et al, 2006).

Em relagdo ao sistema 1, sistema de Dextrano com PNIPAAm com 1 hora de
reaccao, é possivel observar na figura que este também apresenta uma temperatura
critica de solugdo inferior, indiciando a introducao de NIPAAm na composicao final do
gel. No entanto, verifica-se que a transicdo ocorre a temperaturas mais elevadas do
gue as determinadas para a solucdo de PNIPAAmM pura. O valor obtido para este
sistema foi de aproximadamente 34°C. Mais uma vez se pode associar esta variacao
da LCST a introducdo de um material hidrofilico na solucdo de PNIPAAm pelas razées
descritas na seccdo 3.3.4 (Lu et al, 2006; Cai, et al, 2005). A figura anterior permite
ainda observar que a transicao térmica verificada no sistema 1 ndo ocorre de forma
tdo abrupta como a observada para a solucdo de PNIPAAm. Para o sistema 5,
observa-se que a temperatura de transicdo critica obtida é ligeiramente superior,
sendo aproximadamente de 35°C, sendo esta transicdo menos acentuada do que as
anteriores denotando uma menos homogeneidade da amostra.

Comparativamente aos resultados observados para os sistemas preparados
com irradiagdo y, observa-se que ambos os géis sintetizados apresentam LCST
semelhantes, sendo que, no entanto, se observa que as transi¢des verificadas para os
géis preparados com NCA ndo se encontram t3o bem definidas comparativamente as

verificadas para os sistemas preparados por radiagao y.
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4.3.4.2. Sistemas de base Quitosano

De igual forma, foi efectuado o mesmo estudo, desta vez para os sistemas de
base Quitosano. A figura seguinte mostra os resultados obtidos para o Quitosano,
PNIPAAmM e sistemas 6 e 10.
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Figura 4.13 — Valores de absorvancia obtidos para as solu¢Ges de Quitosano,
PNIPAAmM e sistemas 6 e 10.

Mais uma vez se observa que o Quitosano ndo apresenta qualquer variagao
na sua transmitancia com o aumento da temperatura, resultado esperado uma vez
gue este polissacarideo também ndo apresenta temperatura critica de solugdo. Em
relacdo ao sistema 6 é possivel verificar que este jd4 apresenta uma temperatura
critica, determinada em torno dos 33°C. Mais uma vez se observa um aumento na
LCST comparativamente a determinada para a PNIPAAm pura, sendo este aumento
inferior ao verificado para os sistemas de base Dextrano. Esta diferenca ficard a
dever-se possivelmente, e tal como referido no capitulo 3, aos diferentes graus de

hidrofilicidade e de peso molecular que cada polissacarideo apresenta. Ou seja, uma
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vez que o Dextrano é comparativamente mais hidrofilico que o Quitosano, a variacdo
da LCST de PNIPAAm é mais significativa para o primeiro do que para o segundo.

Uma conclusdo semelhante pode ser retirada para o sistema 10, sistema com
5 horas de reaccdo. A temperatura de solugcdo aumentou para 34°C, sendo, no
entanto, a transicdo ndo tdo bem definida, abrangendo um intervalo maior de
temperaturas. Mais uma vez se observa que este valor é inferior ao obtido para o
sistema 5, resultado justificado, tal como no caso anterior, pela diferenca entre as
hidrofilicidades de cada um dos polissacarideos-base.

Na literatura foram encontrados sistemas para os quais se observaram
temperaturas de transicdo algo distintas das obtidas neste capitulo (Lee et al, 2004),
no qual se observou uma diminuicdo da temperatura critica de solucao, valores que a
partida parecem contradizer o que outros estudos demonstram relativamente ao
comportamento da temperatura critica de solucdo perante materiais hidrofilicos.
Relativamente ao Dextrano, os resultados obtidos enquadram-se nos valores
descritos por outros estudos (Zhang et al, 2004).

Comparativamente aos resultados apresentados no capitulo 3, observa-se
gue estes sdo da mesma ordem de grandeza, ndo ocorrendo grande variacdo para
ambos os métodos. Mais uma vez também, e como salientado nesse capitulo, estes
resultados vém demonstrar que é possivel fazer variar a LCST de PNIPAAm,
aproximando-a mais da temperatura normal do corpo humano e permitindo a sua

utilizagdo em diversas situagdes.
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4.3.5. Determinagdo da capacidade de absor¢ao e
libertagao de agua

Novamente foi determinada a capacidade de absorg¢do de dgua, por forma a
verificar se os géis obtidos apresentavam caracteristicas de hidrogel, tendo para tal

de apresentar absorg¢Oes de dgua superiores a 10% do total do seu peso seco.

4.3.5.1. Sistemas de base Dextrano

Inicialmente foram efectuados os estudos de absorcdo de agua para cada

sistema sintetizado. Na figura 4.14 estdo indicadas a variacdo da absorcdo de 4gua

dos sistemas com o tempo.
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Figura 4.14 — Capacidade de absor¢do de agua para os sistemas de Dextrano a 25°C.
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Da observacdo da figura anterior pode salientar-se que todos os sistemas
apresentam valores de capacidades de absorcao de agua elevados, superiores a
100%, sendo por isso considerados como hidrogéis superabsorventes. Tal como foi
referido no capitulo 3, a justificacdo para todos estes valores elevados de absorcao
de agua reside na elevada hidrofilicidade que o Dextrano apresenta e do seu peso
molecular elevado. Verifica-se também que ocorre uma dependéncia dos valores de
absorcao de dgua com o tempo de reaccdo, sendo o sistema 5, com mais tempo de
reaccdo, aquele que apresenta o maior valor para esta caracteristica. Tal facto, como
foi também referido no capitulo 3, pode ser explicado do mesmo modo, ou seja, por
um aumento da hidrofilicidade do sistema com a adicdo de NIPAAm. No entanto, é
de referir que, comparativamente, os valores encontrados para os sistemas obtidos
por iniciacdo quimica sdo inferiores aos encontrados no capitulo anterior. Este facto
pode ser relacionado com a diminuicdo na quantidade total de NIPAAm que foi
introduzida, reduzindo, deste modo, a hidrofilicidade dos sistemas de iniciacdo
guimica e, consequentemente, a sua capacidade de absorcao de dgua.

Para os valores obtidos anteriormente, foi determinado o expoente
caracteristico da cinética de absorcdo de agua idéntico ao efectuado no capitulo 3.

A tabela seguinte resume todos os valores obtidos para os expoentes

cinéticos da difusdo de dgua e de correlacao para todos os sistemas de base Dextrano

testados.
Tabela 4.1l — Resultados obtidos para o expoente caracteristico da difusdo de dgua e o
coeficiente de correlagdo para todos os sistemas de base Dextrano.
n Coeficiente de Correlagao
Sistema 1 0,512 0,933
Sistema 2 0,539 0,945
Sistema 3 0,553 0,970
Sistema 4 0,591 0,986
Sistema 5 0,590 0,989
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A tabela anterior mostra que, tal como sucedia para os sistemas
apresentados no capitulo 3, todos os sistemas tém expoentes semelhantes e
proximos de 0,5. Estes valores foram obtidos com regressdes lineares, onde o
coeficiente de correlacdo foi sempre préoximo da unidade. Estes valores, tal como
referido anteriormente, permitem verificar que a absorcdo de agua ocorre
predominantemente de forma difusional para o interior dos géis (Peppas, 1985;
Espenson, 1995). Comparativamente aos resultados obtidos no capitulo 3, verifica-se
gue sao semelhantes os valores obtidos, pelo que se pode concluir que o processo de
absorcdo de dgua é independente do método de polimerizacdao utilizado na

preparacao dos géis.

Um estudo semelhante foi efectuado para temperaturas mais elevadas por
forma a avaliar a influéncia da mesma nesta caracteristica. A figura 4.15 mostra os
resultados obtidos para a variacdo da absor¢cdo de d4gua com o tempo para todos os

sistemas colocados a 37°C.
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Figura 4.15 — Capacidade de absorgdo de dgua para os sistemas de Dextrano a 37°C.
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Na figura anterior, observa-se que, para todos os sistemas sem excepg¢ao, os
valores de absorcdo de dgua sdao superiores a 10%, o que sugere que estamos na
presenca de hidrogéis. Verifica-se que, comparando com os sistemas colocados
abaixo da LCST, estes apresentam valores muito inferiores aos observados
anteriormente. Tal facto revela termodependéncia dos géis obtidos, consequéncia da
introducao de NIPAAm nos géis. Deste modo, verifica-se que os sistemas com maior
variacdo na capacidade de absorcdo de dgua s3ao 0s que possuem maior
concentracdo de NIPAAm na sua estrutura, ou seja, os sistemas em que houve maior
tempo de reaccdo. Deste modo, e ao contrdrio do que sucedia a temperaturas
inferiores a LCST, observa-se que a capacidade de absorcdo de agua vai diminuindo
com o aumento do tempo de reacgdo, e com o consequente aumento da
concentracdo em NIPAAmM. Mais uma vez, a agregacao e gelificacdo sofrida pelo gel,
devido a presenca de PNIPAAm pode estar na origem deste facto, ndo permitindo
uma maior entrada de dgua para o interior do gel. O consequente aumento da
hidrofobicidade do gel leva também a uma menor absorcdo de agua.

Comparativamente aos resultados obtidos no capitulo 3, observa-se que
estes sdo semelhantes aos obtidos para os géis aqui apresentados. No entanto, se
forem comparados todos os resultados, abaixo e acima da LCST, observa-se que ha
uma maior variagdo nos valores para os sistemas preparados por radiagdo y. A maior
concentracdo de NIPAAm para os géis preparados por radiacdo justifica pois, tal
como foi referido no capitulo 3 a sua maior termossensibilidade. Se, para além disso
associarmos os menores valores de absorcdo de dgua que os sistemas de preparacao
por iniciagdo quimica apresentam, obtém-se a explicagao para o facto de, a 37°C, os
resultados para ambos os sistemas serem semelhantes.

De forma idéntica, também, neste caso, foi efectuado um estudo para
determinar os expoentes caracteristicos da difusdo de dgua de cada sistema. Na
tabela seguinte encontram-se resumidos os valores obtidos para os expoentes de

difusao e coeficientes de correlagdo para todos os sistemas.
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Tabela 4.1V — Resultados obtidos para o expoente caracteristico da difusdo de dgua
e coeficiente de correlagdo para todos os sistemas de base Dextrano a 37°C.

n Coeficiente de Correlagao
Sistema 1 0,682 0,955
Sistema 2 0,699 0,964
Sistema 3 0,707 0,964
Sistema 4 0,721 0,980
Sistema 5 0,736 0,959

Uma vez mais, observa-se que os coeficientes de correlacdo obtidos para
todos os sistemas em estudo foram préximos da unidade, indiciando uma boa
aproximacdo através do método utilizado. Relativamente ao valor de n, verifica-se
gue este varia entre 0,68 e 0,74, sendo valores mais elevados do que os obtidos a
temperatura abaixo da LCST. Tal como sucedia no capitulo 3, este aumento de n,
indicia uma maior dependéncia da difusdao com a estrutura do gel, nomeadamente, a
sua relaxacdo, ou seja dependente com a temperatura, dada a relacdo destas
propriedades com a temperatura a que decorre o ensaio. Assim se podem justificar
os valores elevados obtidos para o sistema 5, que apresenta maior concentracdo em
NIPAAmM na sua estrutura. Comparativamente ao que foi apresentado no capitulo 3,
observa-se que os valores obtidos sdo semelhantes, sugerindo que, apesar das
diferengas na quantidade de NIPAAm total introduzida no sistema, ndo ha grande
variagdo nos valores de n obtidos.

Seguidamente foi efectuado o estudo referente a libertacdo de agua dos géis.
Este estudo permitiu, tal como sucedeu anteriormente, determinar a quantidade
total de agua que o gel foi capaz de libertar e a capacidade de absor¢do de agua
determinada através da expressdo 2.1 apresentada na secgao 2.3.5. Os ensaios foram
efectuados apds os de absorgdo, por colocagdo dos géis ao ar livre e a temperatura
de 25°C. A figura seguinte apresenta os resultados obtidos para todos os sistemas
estudados. Os resultados foram normalizados, por forma a poder-se comparar a

evolugdo de todos.
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Figura 4.16 — Variac¢do da libertagdo de agua com o tempo, para todos os sistemas
de base Dextrano, a 25°C.

A figura 4.16 mostra claramente uma libertacdo acentuada de agua na fase
inicial do ensaio, observando-se apdés uma fase mais lenta e uma gradual
estabilizacdo no total libertado, sendo que ndo se observa qualquer variacdo de peso
da amostra apds a 302 hora de ensaio. Para além disso, verifica-se que a quantidade
de agua libertada varia com o tempo de reaccdo de cada amostra, sendo o sistema
com maior tempo de irradiacdo o que apresentou uma maior quantidade de 4gua
libertada, cerca de 60% do total introduzido. Tal facto pode ser explicado devido a
um possivel maior afastamento das cadeias poliméricas, devido ao aumento das
cadeias de PNIPAAm entre as de Dextrano, permitindo uma maior libertagdao de agua
do seu interior.

Comparativamente aos resultados obtidos no capitulo 3, observa-se que a
libertagdo de agua, neste caso, ocorre de forma mais lenta do que sucedia para os
géis preparados por irradiacdo. Possivelmente, a maior quantidade de NIPAAm

introduzida por esse método levou a um afastamento médio das cadeias poliméricas
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superior aos observados para este caso, o que permitiu uma libertacdo de dgua mais
acentuada e rapida nos géis irradiados. No entanto, apesar de apresentarem
libertacdes mais rapidas, verifica-se que no global, o total de dgua retida no interior,
e consequentemente nado libertada, é semelhante nas duas situacdes, apesar de
ligeiramente superior para este caso, indiciando uma independéncia desta
caracteristica com o total de NIPAAm no sistema. Esta situagdo poderd estar mais
relacionada com o elevado peso molecular do Dextrano utilizado e,
consequentemente, um maior numero de ligaces entre o polissacarideo e a agua.
De igual forma, para a determinacao rigorosa do peso do gel totalmente
inchado, foi necessario efectuar uma regressdo linear aos valores obtidos para os
primeiros 10 minutos de libertacdo, determinando-se, através da recta obtida, qual o
peso do composto inchado. A tabela seguinte apresenta todos os resultados obtidos

para os diferentes sistemas.

Tabela 4.V — Capacidades de inchago determinadas
para cada sistema de base Dextrano.
Capacidade de
inchaco (%)
135
141
153
168
181

Sistema

u b WN R

A partir da tabela anterior, é possivel concluir que todos os valores
determinados matematicamente estdo de acordo com os obtidos durante os ensaios
de absorgdo de dgua. No entanto, observa-se que estes ndo sao valores idénticos,
dado que, para os valores obtidos na absorgao de agua, alguma libertagao ocorreu
entre o fim do ensaio e a medi¢do do peso da amostra. No entanto, globalmente, os
valores sdao semelhantes, observando-se uma maior capacidade de absorgdo de agua
para o sistema com maior tempo de reac¢do. Mais uma vez e tal como tinha sido

salientado anteriormente, em relagdo aos valores obtidos no capitulo 3, observa-se
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uma diminuicdo da capacidade de absorcdo de dgua destes sistemas, directamente
relacionada com a menor quantidade de NIPAAm no sistema e, consequentemente,
menor hidrofilicidade do mesmo, ja que para esta temperatura, o copolimero se
encontra na sua fase hidrofilica.

Efectuou-se um estudo idéntico a 37°C para observar qual a influéncia da
temperatura no comportamento final do sistema relativamente a libertagdo de agua.

A figura 4.17 apresenta os resultados obtidos para todos os sistemas de base

Dextrano.
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Figura 4.17 — Variagdo da libertagdo de dgua com o tempo para os
sistemas de base Dextrano a 37°C.

Mais uma vez, e tal como se observou para a absorc¢do de agua, verifica-se
uma diferenga acentuada nos resultados obtidos para temperaturas superiores a
LCST denotando uma clara dependéncia das propriedades com a temperatura
observada pela diminuicdo acentuada na quantidade de agua libertada. As variacGes
verificadas aproximam-se dos 50 a 60%, estando directamente relacionadas com a
guantidade de NIPAAm em cada sistema. Deste modo, e dada a agregacdo da

PNIPAAmM com a temperatura, ocorre uma maior retencdao de dgua no interior, sendo
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a libertacdo da mesma dificultada pelas cadeias precipitadas do copolimero. De
facto, verifica-se que quanto maior o tempo de reac¢do de cada amostra, e
consequente aumento da concentracdo de NIPAAm no gel, menor a dgua libertada
pela amostra. Deste modo, o sistema 5 é o que apresenta a menor libertacdo de agua
de todos os sistemas, contrastando com os resultados obtidos para baixas
temperaturas.

Comparativamente aos resultados obtidos para os hidrogéis descritos no
capitulo 3, verifica-se que, apesar dos sistemas obtidos por este método
apresentarem libertacdes mais lentas, apresentam no entanto, maior quantidade de
agua libertada no final do ensaio. Este facto pode estar relacionado com a
quantidade de NIPAAm introduzida nos diferentes sistemas, dado que, para estes
géis, essa quantidade é inferior e, consequentemente, estes apresentam menores
dependéncias da temperatura. Desta forma, ha uma menor aglomeracdo das cadeias
poliméricas e, consequentemente, menor retencdo de dgua no interior dos géis.
Resultados semelhantes foram obtidos para sistemas com NIPAAm verificam-se uma
diminuicdo acentuada da capacidade de inchaco com o aumento da temperatura do
ensaio (Alvarez-Lourenzo & Concheiro, 2002).

Foi também determinada a capacidade de absorcdo de 3agua por via
matematica recorrendo a expressao 2.1, apresentada na secc¢do 2.3.5, apresentando-

se na tabela seguinte os resultados.

Tabela 4.VI — Valores matematicos obtidos para a absorgao de agua a 37°C.

Sistema Capacidade de Inchago (%)
1 77
2 72
3 63
4 52
5 43
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Tal como se verificou para 25°C, também neste sistema se observou uma
semelhanga entre os valores obtidos experimentalmente e os valores matematicos.
No entanto, e em consonancia com o caso anterior, também a 37°C os valores
matematicos sao ligeiramente superiores aos experimentais, podendo, no entanto,
explicar-se a diferenca da mesma forma que para os géis a 25°C. Para além disso,
observa-se que os valores de capacidade de absorcdo de dgua sdo superiores neste
caso aos obtidos no capitulo 3, tendo a justificacdo para tal sido dada anteriormente

neste capitulo.

4.3.5.2. Sistemas de base Quitosano

Tal como nos sistemas de base Dextrano, um estudo igual ao apresentado na
seccdo anterior foi efectuado para os sistemas de base Quitosano. Primeiramente, foi
determinada a variacdo do peso colocada em atmosfera saturada de dgua a 25°C e
determinada a capacidade de absorcdo de agua. Os resultados encontram-se na
figura 4.18.
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Figura 4.18 — Varia¢do da percentagem de absorg¢do de agua com o tempo para
os sistemas de base Quitosano a 25°C.

A partir da figura anterior, pode concluir-se que, em todos os sistemas,
existem valores elevados de absor¢do de agua, variando entre os 70 e os 120%
aproximadamente, o que permite classificar todos os sistemas como hidrogéis. Tal
como sucedia com os géis preparados por radiagdo vy, verifica-se que os valores
obtidos para os sistemas de Quitosano, em iguais condicdes, sdo inferiores aos dos
sistemas de base Dextrano, justificado mais uma vez pela diferenca de
hidrofilicidades dos dois materiais e de pesos moleculares entre ambos. Verifica-se
também a dependéncia desta propriedade com o tempo de reacgdo e,
consequentemente, da quantidade de NPAAm introduzida, sendo a sua justificagdo
em tudo semelhante a apresentada para os sistemas de base Dextrano.

De forma idéntica foi efectuada a modelizagdo por forma a obter o expoente
caracteristico de absor¢do de dgua para cada sistema. A tabela seguinte resume os

resultados obtidos.
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Tabela 4.VIl — Resultados obtidos para os expoentes caracteristicos de difusdo de

dgua e coeficiente de correlagdo para todos os sistemas de base Quitosano a 25°C.

n Coeficiente de Correlagao
Sistema 6 0,521 0,985
Sistema 7 0,529 0,987
Sistema 8 0,541 0,996
Sistema 9 0,552 0,954
Sistema 10 0,565 0,978

Tal como no caso dos sistemas de base Dextrano, também os de Quitosano

apresentaram valores para o n muito préximos de 0,5, indicativo de uma absorcao de

agua predominantemente de forma difusional. No entanto, verifica-se que, para este

caso, os valores sdo ligeiramente superiores aos obtidos para os sistemas de

Dextrano e aos sistemas apresentados no capitulo 3.

Também para estes sistemas foi efectuado o estudo semelhante, mas a 37°C,

por forma a verificar a variacdo desta propriedade com o aumento da temperatura. A

figura 4.19 apresenta a evolucdo da percentagem de dgua absorvida por cada

sistema em funcado do tempo de ensaio.
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Figura 4.19 — Evolugdo da percentagem de agua absorvida por cada sistema a 37°C.
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Os resultados indicados na figura 4.19 mostram que, tal como sucedia para
os sistemas de base Dextrano, existe uma clara diferenga entre o comportamento
apresentado por cada sistema a 25°C e a 37°C denotando uma dependéncia das
propriedades dos copolimeros em relacdo a temperatura a que se encontram
submetidos. Observa-se uma diminuicdo acentuada da percentagem de agua
absorvida por cada sistema quando colocado a uma temperatura superior a LCST
determinada denotando o seu comportamento termodependente. Deste modo,
verifica-se que, tal como sucedia no caso do Dextrano, os sistemas com maior
percentagem de NIPAAm s3o os sistemas que apresentam variacdes mais
significativas no seu comportamento.

E de salientar que neste caso as variacdes da percentagem de absorcdo de
agua entre 25°C e 37°C sdo inferiores as observadas para os mesmos sistemas
preparados por irradiacdo. Este facto pode ser explicado uma vez que os sistemas
caracterizados no capitulo 3 apresentam maior concentracdo de NIPAAmM e,
consequente, maior termodependéncia. Com o aumento da temperatura acima da
LCST ocorre um aumento maior da hidrofobicidade dos mesmos, dada a mais elevada
concentracdo de NIPAAm e maior variacdo na percentagem de absorc¢do de agua.

Para a modelizacdo, os resultados obtidos foram os que se apresentam na

tabela seguinte:

Tabela 4.VIIl — Resultados obtidos para o expoente caracteristico de difusdo e o
coeficientes de correlagdo para todos os sistemas de base Quitosano a 37°C.
n Coeficiente de Correlagao
Sistema 6 0,681 0,978
Sistema 7 0,685 0,964
Sistema 8 0,693 0,989
Sistema 9 0,708 0,956
Sistema 10 0,711 0,974

Mais uma vez e em consonancia com os resultados obtidos anteriormente,
verifica-se que o método de linearizagdo se adequa aos valores obtidos

experimentalmente, traduzindo-se esse facto por coeficientes de correlagdo
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proximos da unidade. Relativamente aos resultados obtidos para o expoente cinético
de difusdo de dgua nos sistemas testados, observa-se que estes valores sao
comparativamente mais elevados do que os obtidos a 25°C, sendo a sua justificacao
semelhante a apresentada anteriormente. Tal como sucedia para o Dextrano,
também no Quitosano se verificam na literatura comportamentos semelhantes aos
descritos neste trabalho, revelando as diferengas entre absorcdes acima e abaixo a

LCST (Lee et al, 2004).

Em seguida, e de forma idéntica ao sucedido para os sistemas de base
Dextrano, foi efectuado o estudo de libertacdo de agua para todos os sistemas. Os
resultados para os sistemas colocados a temperatura de 25°C encontram-se na figura

seguinte:
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Figura 4.20 — Variagdo da libertagdo de agua com o tempo para todos os
copolimeros de base Quitosano, a 25°C.
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A partir da figura anterior, é possivel concluir que todos os copolimeros
apresentam um comportamento semelhante apresentando uma primeira fase de
libertacdo mais acelerada seguida de uma de estabilizacdo, podendo dizer-se que a
libertacdo termina apds 30 horas de ensaio. Este padrao assemelha-se também ao
obtido anteriormente para os sistemas de base Dextrano, sendo, no entanto, a
guantidade de d4gua libertada ligeiramente inferior quando comparada com os
resultados para cada copolimero de base Dextrano. Mais uma vez é possivel verificar,
gue os copolimeros com menor percentagem de NIPAAm apresentam valores mais
baixo de libertacdo de dgua, podendo este resultado ser explicado de forma
semelhante ao caso do Dextrano.

Recorrendo a expressdao 2.1 apresentada na seccao 2.3.5, foi possivel
determinar rigorosamente os valores para a capacidade de absorc¢do de dgua de cada

sistema, sendo esses resultados compilados na tabela seguinte:

Tabela 4.IX — Capacidades de inchaco determinadas
para cada sistema de base Quitosano a 25°C.

Capacidade de

Sistema inchaco (%)
6 81
7 93
8 105
9 116
10 127

Na tabela anterior pode observar-se que, comparativamente com os
resultados obtidos experimentalmente e previamente apresentados, os valores
obtidos sdo ligeiramente superiores. Tal facto pode ser explicado, tal como para o
caso do Dextrano, por alguma libertagdo de dgua que poderia ocorrer entre o fim do
ensaio e a medicdo do peso de cada gel, levando a uma redugdo do mesmo. No

entanto, esta diferenca de valores é minima pelo que se pode ignorar.
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Relativamente aos resultados propriamente ditos, registou-se um aumento
gradual na variacdo da capacidade de absorcdo de dgua com o tempo de reaccgao,
aumento justificado novamente pela maior quantidade de NIPAAm no sistema e,
consequente maior hidrofilicidade do mesmo. E de salientar, mais uma vez, que, para
as mesmas condicdes de reaccdo, os valores obtidos para os sistemas de base
Quitosano sdo inferiores aos obtidos para os sistemas de base Dextrano. Esta
diferenca, ja esperada, pode ser justificada pela diferenca significativa de
hidrofilicidade de ambos os materiais e, novamente, pela diferenca de peso
molecular entre ambos os materiais. Relativamente a estudos semelhantes na
literatura, verifica-se que os valores obtidos para a capacidade de absorcao de agua
sdo semelhantes aos aqui apresentados (Lee et al, 2004).

Comparativamente com os mesmos resultados para os géis preparados por
radiacdo vy, observa-se que estes apresentam valores ligeiramente superiores aos
apresentados na tabela anterior, resultado consistente com o aumento de NIPAAm
para os géis preparados por irradiacao.

No caso das experiéncias realizadas a 37°C, os resultados obtidos para a

libertacdo de agua estdo representados na figura 4.21.
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Figura 4.21 — Variagdo da libertagdo de agua com o tempo para todos
os sistemas de base Quitosano a 37°C.
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Mais uma vez se observam diferengas substanciais nos resultados obtidos
para os mesmos sistemas a temperaturas diferentes, denotando o cardcter
termossensivel dos géis obtidos. A libertacdo ocorre, principalmente na fase inicial,
onde hd uma diminuicdo de peso acentuada para todos os géis, denotando rapida
libertagdo de agua para o exterior. Este comportamento pode novamente ser
associado a presenca de NIPAAm e a sua gelificacdo com a temperatura, levando a
gue as moléculas de agua presentes na mesma sejam expelidas de forma imediata e
ndo de forma progressiva como acontecia a temperaturas abaixo da LCST. Para além
disso, verifica-se que a quantidade total de dgua libertada diminui drasticamente,
uma vez que parte dela fica retida no interior do gel devido a aglomeracao das
cadeias poliméricas. Assim, verifica-se que para os géis com maior percentagem de
NIPAAmM, ocorre uma maior retencdo de agua devido ao motivo anteriormente
exposto. Deste modo se justificam os baixos valores para o total de dgua libertada
guando comparada com os mesmos sistemas a 25°C.

Os valores matemadticos obtidos através do recurso a expressao 2.1 sdo os

apresentados na tabela seguinte:

Tabela 4.X — Capacidades de inchago determinadas
para cada sistema de base Quitosano a 37°C.

Capacidade de

Sistema inchaco (%)
6 65
7 57
8 48
9 38
10 32

Mais uma vez, e em consonancia com os resultados previamente
apresentados, verifica-se que os valores matematicos obtidos sdo ligeiramente

superiores aos obtidos durante os ensaios de absor¢dao de agua ja discutidos
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anteriormente. De igual forma, a justificacdo apresentada para essas diferencas nos
casos anteriores é idéntica para esta situacdo. E de salientar que, tal como acontecia
para os resultados experimentais, também aqui se observa que os copolimeros de
base Quitosano com maior percentagem de NIPAAm apresentam valores de
absorcao de dgua superiores aos de base Dextrano, o que contraria o que foi dito
anteriormente relativamente a hidrofilicidade de cada material-base. No entanto,
esta variacdo pode ser justificada uma vez que os sistemas de base Dextrano
apresentam maiores valores de NIPAAm do que os de Quitosano e
consequentemente uma maior hidrofobicidade. A mesma justificacdo pode ser
aplicada quando se comparam os resultados obtidos para os sistemas do capitulo 3,
qgue, por apresentarem maiores concentracdes de NIPAAm e, consequente, maior

termossensibilidade, possuem valores mais baixos de capacidade de inchago.

4.3.6. Determinagao dos angulos de contacto e energias
de superficie

A determinacdo dos angulos de contacto da agua com o material permite,
mais uma vez, calcular qual o grau de hidrofobicidade/hidrofilicidade de cada sistema
e, para além disso, quais as respectivas energias de superficie, por forma a avaliar a

sua capacidade de adesdo a pele e a sua biocompatibilidade.
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4.3.6.1. Sistemas de base Dextrano

Na tabela seguinte estdo indicados os valores dos angulos de contacto entre

a dgua e os géis.

Tabela 4.XI — Angulos de contacto obtidos com os géis e a dgua a 25°C.
Angulo de

Contacto

1 71,5

69,7

66,3

63,8

61,5

Sistema

u b WN

Os resultados indicados na tabela anterior mostram que os valores dos
angulos de contacto obtidos entre a dgua e o copolimero sdo relativamente baixos,
estando de acordo com os resultados obtidos com os da capacidade de absor¢do de
agua, denotando a hidrofilicidade de cada sistema. Mais uma vez se salienta uma
diminuicdo nos valores obtidos para os angulos de contacto com o aumento da
percentagem de NIPAAm, levando, a esta temperatura, a um aumento na
hidrofilicidade do sistema. Comparativamente com os géis obtidos por irradiacdo,
verifica-se que os resultados obtidos sdo ligeiramente inferiores aos encontrados no
capitulo anterior, resultado em linha com o esperado, dada a diminuicio da
hidrofilicidade dos sistemas devida a uma diminuicdo do total de NIPAAmM
introduzido.

Com o aumento da temperatura, e dado o cardcter termodependente dos
géis obtidos, observaram-se diversas alteracGes aos valores do angulo de contacto

com a agua obtido. Os resultados encontram-se na Tabela 4.XII.
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Tabela 4.XIl — Angulos de contacto obtidos com os géis e a d4gua a 37°C.
Angulo de

Contacto

1 104,6

108,6

114,9

118,9

125,6

Sistema

u b WN

De acordo com a Tabela 4.XIl, verifica-se que todos os sistemas apresentam
valores elevados para o angulo de contacto com a dgua determinado, denotando um
aumento na sua hidrofobicidade, resultado semelhante ao obtido para a capacidade
de absorc3o de 4gua, apresentada na sec¢do 4.3.5. E de salientar, mais uma vez, o
caracter termodependente dos géis obtidos, uma vez que, a um aumento da
temperatura para valores superiores aos da LCST determinada, se observa uma
diferenca drastica da hidrofilicidade do material. Esta evidéncia é ainda mais
salientada quando se verifica que, com o aumento da concentracdo de NIPAAm no
sistema, maiores sdo as diferencas obtida entre os resultados obtidos para as
temperaturas testadas.

Comparativamente aos resultados obtidos no capitulo 3, verifica-se que a
variagcdo do valor dos angulos de contacto com a agua nao é tdo acentuada para os
géis preparados com NCA. Tal resultado, como ja foi explicado anteriormente, pode
ficar a dever-se a menor quantidade de NIPAAm que este método permite introduzir
no sistema, dai que, com a temperatura, este apresente um cardcter menos
termossensivel do que os géis preparados por irradiacado.

Para a determinagdo dos valores para a energia de superficie de cada gel foi
efectuado um procedimento semelhante ao referido no capitulo 3 (método de
Owens-Wendt-Rabel e Kaeble), utilizando novamente a &gua, formamida,
etilenoglicol e propilenoglicol (Venkatraman & Gale, 1998). Os resultados para a
energia de superficie de cada sistema e respectivas componentes polares e dispersiva

encontram-se na tabela seguinte:
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Tabela 4.XIll — Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 25°C.
Energia de v v
. . . s s
Sistema S(ur::lr/f::)e (mN/m) (mN/m)
1 29,3 20,7 8,6
2 30,2 21,7 8,5
3 30,9 22,9 8,0
4 31,2 23,6 7,6
5 32,5 25,1 7,4
Pele 38-56 - -

Como se pode observar na tabela anterior e mais uma vez, os resultados
obtidos mostram que, para todos os géis estudados, a componente polar destes é
superior a componente dispersiva. Este resultado encontra-se em consonancia com
tudo o que foi referido anteriormente, uma vez que esta é uma caracteristica de
sistemas com elevado grau de hidrofilicidade. Nao é, pois, de estranhar que, com o
aumento do tempo de reac¢do, se observe um aumento desta componente,
consequéncia do aumento da hidrofilicidade total do sistema, jd referida para a
capacidade de absorcdo de agua. Este resultado demonstra que as interaccdes
observadas entre o liquido e o gel sdo interac¢des mais entre dipolos permanentes e
induzidos ou mesmo entre ligacdes de hidrogénio. Para além disso, observa-se que
os valores obtidos para a energia de superficie sdo inferiores, em todos os casos, aos
determinados para a pele. Este facto permite afirmar que as forcas adesivas do gel
com a pele serdo superiores as forcas coesivas do proprio gel. Tal facto vai permitir a
adesdo e o espalhamento do gel na pele.

Comparativamente aos resultados obtidos para os géis referenciados no
capitulo 3, verifica-se que ocorre uma diminuigdo ligeira dos valores da componente
polar para os géis apresentados neste capitulo, consequéncia da ligeira diminuigdo
de hidrofilicidade destes sistemas devida a uma redugdo no total de PNIPAAmM
introduzido.

Para a temperatura de 37°C o estudo efectuado foi semelhante ao anterior e

os resultados obtidos foram os seguintes:
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Tabela 4.XIV — Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 37°C.
Energia de

YSP 'YsD
Sistema S(ur::lr/f::)e (mN/m) (mN/m)
1 25,3 17,0 8,3
2 25,0 16,3 8,7
3 24,8 15,9 8,9
4 24,7 15,5 9,2
5 24,4 14,7 9,7
Pele 38-56 - -

Da tabela anterior é possivel concluir que existem grandes diferencas de
valores obtidos quando comparados com os valores obtidos para temperaturas
inferiores a LCST. Deste modo, observa-se um aumento da componente dispersiva do
gel, nomeadamente com o tempo de reaccao, devido ao caracter termossensivel dos
géis e consequente aumento da hidrofobicidade dos mesmos. No entanto, apesar
deste aumento, a componente polar dos géis apresentou valores superiores a
componente dispersiva, o que é justificado pela hidrofilicidade apresentada pelos
géis, nomeadamente o seu elevado peso molecular. Estas variacdes podem ser
justificadas novamente pela presenca de NIPAAm, que, por agregacdo, diminui as
interac¢Oes polares entre as moléculas do gel e as do liquido. No entanto, e apesar
destas alteracOes inerentes a transicdo térmica sofrida pelo gel, os valores obtidos
para a energia de superficie permitem verificar que os géis irdo, em contacto com a
pele, ter um comportamento adesivo, permitindo por isso a possivel libertagdo do
farmaco na pele.

Comparativamente com os sistemas apresentados no capitulo 3, verifica-se
que ambos apresentam comportamentos semelhantes, com as variagdes nos valores
das componentes polar e dispersiva a reflectirem o cardcter termossensivel dos
mesmos. No entanto, e tal como ja foi salientado neste capitulo, a diminui¢cdo da
percentagem total de PNIPAAm nos sistemas deste capitulo leva a uma diminuigao

do caracter termossensivel dos mesmos, pelo que se verifica que as variagdes das
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diferentes componentes com a temperatura sdo ligeiramente inferiores as

observadas para os géis preparados por irradiacado.

4.3.6.2. Sistemas de base Quitosano

De igual modo foi efectuado um estudo com os sistemas de base Quitosano.
A tabela seguinte apresenta os valores obtidos para os angulos de contacto com a

agua e os géis.

Tabela 4.XV — Angulos de contacto obtidos com os géis e a 4gua a 25°C.
Angulo de
Contacto

74,7

73,6

72,7

72,2

71,7

Sistema

U b WN =

Os valores indicados na tabela anterior mostram que os angulos de contacto
obtidos com a dgua apresentam valores relativamente baixos, mostrando a
hidrofilicidade de cada sistema. Comparativamente com o resultado obtido para o
Dextrano, observa-se um aumento dos valores dos angulos de contacto, traduzindo
um aumento de hidrofobicidade, aumento esse devido as caracteristicas mais
hidrofébicas do Quitosano e ao seu pelo molecular mais baixo comparativamente ao
Dextrano. Mais uma vez este resultado se encontra em consonancia com aquele que
foi obtido anteriormente na sec¢do 4.3.5.2, relativamente a absorgdo de agua pelo
copolimero. Mais uma vez se salienta uma diminuigdo nos valores obtidos para os

angulos de contacto com o aumento do tempo de reacgdo, denotando um aumento
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na hidrofilicidade do sistema, resultado também previsto pelos valores obtidos em
caracterizagdes anteriormente apresentadas.

Comparando com os resultados obtidos com os dos géis descritos no capitulo
3, verifica-se que os valores apresentados neste caso sdo ligeiramente superiores aos
obtidos para os géis obtidos através de radiacdo y. Tal facto, como foi salientado,
deve-se a uma maior quantidade de NIPAAm introduzida nos sistemas por irradiacao
Y, e consequentemente originando um aumento da hidrofilicidade total do sistema.

Com o aumento da temperatura, mais uma vez se observa o cardcter
termodependente dos géis obtidos, verificando-se diversas alteracées aos valores do

angulo de contacto com a dgua obtido. Os resultados encontram-se na Tabela 4.XVI.

Tabela 4.XVI — Angulos de contacto obtidos com os géis e a dgua a 37°C.
Angulo de
Contacto
1 101,7
105,7
107,2
110,1
117,7

Sistema

u b WN

De acordo com a Tabela 4.XVI, verifica-se que existe um aumento global de
todos os valores para o angulo de contacto com a agua determinado, denotando um
aumento na sua hidrofobicidade, resultado semelhante ao obtido para a capacidade
de absorcdo de agua. O caracter termodependente dos géis, devido a presenca de
PNIPAAmM, induz um aumento na hidrofobicidade total do sistema e,
consequentemente, um aumento no angulo de contacto da agua com o gel. No
entanto, a variacdo dos valores dos angulos de contacto é inferior a observada para
os sistemas de Dextrano, uma vez que nestes ultimos, a quantidade total de
PNIPAAmM no sistema é superior, levando a uma maior termodependéncia dos
mesmos e, consequente, maior hidrofobicidade destes. Esta evidéncia é ainda mais
salientada quando se verifica que com o aumento da concentragdo de NIPAAm no

sistema, de acordo com o tempo de reac¢do da amostra, maior é a diferenca obtida
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entre os resultados obtidos para as temperaturas testadas. De novo, e uma vez que
este método introduz menor quantidade de NIPAAm no gel comparativamente ao
método da irradiagcdo v, verifica-se uma menor variagao dos valores dos angulos de
contacto para este caso.

Para a determinacdo dos valores para a energia de superficie de cada gel o
procedimento efectuado foi semelhante ao descrito anteriormente. Os resultados a

25°C encontram-se na tabela seguinte:

Tabela 4. XVII — Valores alcangados para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 25°C.

Energia de v v

. .. A s
Sistema S(ur:;r/frl:)e (mN/m) (mN/m)

6 29,4 20,7 8,7

7 29,7 21,2 8,5

8 30,3 21,9 8,4

9 30,5 22,2 8,3

10 31,0 23,1 7,9
Pele 38-56 - -

Como se pode observar na tabela anterior, os resultados mostram que, para
todos os géis estudados, a componente polar destes é superior a componente
dispersiva, resultado em consonancia com a relativa hidrofilicidade apresentada por
todos os sistemas em caracterizagbes anteriores. De salientar que, tal como
anteriormente, a componente polar obtida para os géis de base Dextrano foi
ligeiramente superior a obtida para estes sistemas, directamente associada ao
aumento de hidrofilicidade do polissacarideo e ao seu elevado peso molecular. Este
resultado é também demonstrado com o aumento do valor desta com o tempo de
reaccdo, resultado que denota um aumento global da hidrofilicidade do sistema
devido a presenga de PNIPAAm no mesmo. Verifica-se, no entanto, que estes valores

sdo ligeiramente inferiores aos encontrados para os géis indicados no capitulo 3,
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denotando uma menor hidrofilicidade destes géis, consequéncia da diminuicdo de
PNIPAAmM presente nos géis preparados com recurso a NCA. Mais uma vez se observa
gue os valores da energia de superficie sdo inferiores, em todos os casos, aos
determinados para a pele. Este facto permite afirmar que as forcas adesivas entre o
gel e a pele serdo superiores as forcas coesivas do préprio gel. Tal facto vai permitir a
adesdo e o espalhamento do gel pela pele.

Para a temperatura de 37°C o estudo efectuado foi semelhante ao anterior e

os resultados obtidos foram os seguintes:

Tabela 4.XVIIl — Valores alcangados para as componentes dispersiva e polar de
cada gel obtido e respectiva energia de superficie para 37°C.
Energia de v v
. s . S S
Sistema S(ur:;r/frl:)e (mN/m) (mN/m)
6 25,7 17,8 7,9
7 25,2 17,0 8,2
8 24,7 16,1 8,6
9 24,5 15,6 8,9
10 24,1 15,0 91
Pele 38-56 - -

Como se pode observar na tabela anterior, e comparativamente com a tabela
com os valores obtidos a 25°C, verificam-se grandes diferencas de valores obtidos
neste caso, tal como era de prever. Mais uma vez, a componente polar dos géis
apresentou valores superiores a componente dispersiva, justificado pela
hidrofilicidade apresentada pelos géis. No entanto, é de salientar a grande
diminui¢do do valor desta componente comparativamente com o caso anterior. Tal
diferenga pode ser justificada pela presenca de PNIPAAm que, por gelificacdo e
agregacao diminui as interac¢des polares entre as moléculas do gel e as do liquido.
Para além disso, observa-se que os valores da componente polar para os sistemas de
Quitosano a 37°C sdo ligeiramente superiores aos obtidos para os sistemas de
Dextrano em igual condicdo, resultado em linha com o obtido em caracterizagbes

anteriores. A influéncia de PNIPAAmM também se observa mais uma vez no aumento
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da componente dispersiva que, deste modo, promove uma maior coesao do gel. De
salientar novamente, que, comparativamente com os géis anteriores, o0s
apresentados neste capitulo apresentam menores variacdes nos resultados com a
temperatura, justificado, como foi referido ja, por uma menor termossensibilidade
dos mesmos devido a uma menor quantidade de PNIPAAm presente no sistema final.
No entanto, e mais uma vez, apesar destas alteracdes inerentes a transicdo térmica
sofrida pelo gel, os valores obtidos para a energia de superficie permitem verificar
gue os géis irdo, em contacto com a pele, ter um comportamento adesivo permitindo

por isso a possivel libertacdo do farmaco na pele.

Os resultados apresentados até agora demonstram a capacidade de sintese
de um hidrogel de caracteristicas termossensiveis, passivel de ser aplicado em
diversas situagOes, bastando fazer variar a sua LCST consoante a aplicagdo.
Comparativamente, os resultados até agora apresentados mostram caracteristicas
semelhantes as dos géis sintetizados no capitulo 3. No entanto, verifica-se que a
guantidade de NIPAAm que se consegue introduzir por este método é inferior, o que
é demonstrado pelos valores inferiores obtidos para a concentracdo de copolimero.
Este método permite, por isso, preparar hidrogéis com variacdes menos significativas

da sua LCST, permitindo aplicacdes a temperaturas mais baixas do corpo humano.

4.3.7. Avaliagao do padrao de libertagao do farmaco

A avaliagdo do padrao de libertagdo do farmaco é de vital importancia para a
caracterizacdo de um sistema de libertacdo controlada, uma vez que permite
verificar qual a quantidade de farmaco libertada por cada sistema e a forma como
essa libertacdao ocorre ao longo do tempo. Para o caso dos géis produzidos por

reaccdo com NCA, o farmaco foi introduzido por oclusdo, isto é, foi colocado na
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mistura reaccional durante a formagdo do mesmo, ficando desta forma incluido na
estrutura do gel. A libertacdo foi efectuada de forma idéntica a apresentada para o

capitulo 3.

4.3.7.1. Sistemas de base Dextrano

A figura seguinte apresenta os resultados obtidos para os sistemas a 25°C de

temperatura.
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Figura 4.22 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco para os
sistemas de base Dextrano a 25°C.

Na figura anterior, é possivel verificar que todos os sistemas sem excepg¢do
apresentam um comportamento semelhante quanto a quantidade de farmaco
libertado. Observa-se que todos os copolimeros apresentam uma fase inicial de
libertagdo acentuada de farmaco libertado, seguida de uma fase de libertagdao mais

lenta e controlada. Como foi referido no capitulo anterior, este facto prende-se

203



Hidrogéis preparados por Iniciagdo Quimica

principalmente com a diferenca de concentracdes de farmaco entre o interior do gel
e 0 meio envolvente, funcionando esta como uma driving-force para o mecanismo de
difusdo, sendo por isso mais acentuada com o aumento na diferenca de
concentragoes.

No entanto, é possivel observar diferencas nos primeiros momentos de
libertacdo, onde os sistemas com menor tempo de reaccdo apresentaram uma
libertacdo um pouco mais acentuada do que os outros. Tal facto pode dever-se a um
maior grau de reticulacdo devido ao aumento da quantidade de NIPAAm introduzida.

Semelhante justificacdo pode ser dada quando se comparam os resultados
obtidos para os géis apresentados no capitulo 3. Verifica-se, deste modo, que ocorre
uma libertacdo de uma maior quantidade de farmaco para o caso dos géis obtidos
por reaccdao com NCA comparativamente aos outros. Tal facto pode, por isso, ficar a
dever-se a uma maior quantidade de copolimero presente nos géis obtidos por
irradiagdo, o que leva a um maior controlo sobre o total de fdrmaco libertado. Para
além disso, observa-se que a quantidade de farmaco libertada ocorre ao longo de um
tempo ligeiramente inferior ao que se verificou para os géis do capitulo 3. Estas
variacdes ndo sdo, no entanto, muito significativas, sendo que todos os géis
apresentaram libertacdes superiores ou proximas a 90% do total inicialmente
introduzido no gel.

Mais uma vez um estudo semelhante foi efectuado a 37°C e os resultados

obtidos apresentados na figura seguinte:
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Figura 4.23 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco para os
sistemas de base Dextrano a 37°C.

A figura 4.23 mostra que existe um contraste bastante acentuado no padrao
de libertacdo do farmaco, quando comparado com o mesmo a temperatura de 25°C.
Esta observacao reforca, novamente, o caracter termossensivel dos géis sintetizados.
Os resultados mostram ainda uma variacdo significativa com uma diminuicdo, por
vezes acentuada, quer da velocidade de libertagdo quer da prépria quantidade de
farmaco libertado pelos sistemas. As diminui¢cGes variaram entre os 20% para o
sistema 1 e os 40% para o caso do sistema 5. Verifica-se assim a ocorréncia de uma
libertagdo quase imediata de grande parte do farmaco nos momentos iniciais do
ensaio, seguindo-se uma fase de quase estabilizacdo. Este comportamento deve-se
novamente a dois factos distintos: primeiramente, o gradiente de concentragdes de
farmaco do interior e do exterior do gel leva a que ocorra a difusdo do mesmo para o

meio aquoso. Para além disso, a contracgao das cadeias poliméricas, nomeadamente
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das de PNIPAAm, devido ao seu caracter termossensivel, leva a «expulsdo» das
moléculas de fdrmaco mais proximas da superficie de forma quase instantanea,
ocorrendo a retencdo das restantes no interior do gel, levando a segunda fase da
libertacdo. Deste modo, os valores obtidos para o total de farmaco libertado foram
significativamente inferiores aos encontrados para os mesmos sistemas colocados a
temperaturas superiores. Para além disso, verifica-se que os sistemas com maiores
concentragdes em PNIPAAmM s3o os que apresentam maiores variagdes com a
modificagdo da temperatura, mais uma vez salientando todo o caracter
termossensivel do sistema.

Comparativamente aos resultados obtidos no capitulo 3, verifica-se que a
quantidade total de farmaco libertado ao longo de todo o ensaio é superior a
observada para os sistemas preparados por radiagao y. Este facto pode dever-se a
diferenca de concentragdes de PNIPAAm em cada um dos sistemas. Deste modo, e
como os géis preparados por NCA apresentam concentragdes inferiores no polimero
termossensivel, a barreira formada pelas cadeias deste, quando agregadas devido a
temperatura, é menor, levando a uma maior libertacdo de farmaco ao longo do
tempo. De igual modo, a quantidade de Ondansetron® libertada inicialmente é
menor para este caso do que para os géis preparados por irradiacdo, podendo
justificar-se este comportamento de igual modo. No entanto, globalmente, o
comportamento seguido por ambos os géis, independente do método de
preparagao, é semelhante quando estes sao colocados acima da LCST.

Seguidamente foi efectuada a determinagdo do valor para o coeficiente de
difusdo de todos os sistemas a ambas temperaturas testadas. Para tal, recorreu-se a
expressao 3.16 apresentada na sec¢ao 3.3.7.1. Os resultados encontram-se na tabela

seguinte:
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Tabela 4.XIX — Coeficientes de difusdo e de correlagdo obtidos para os sistemas de
Dextrano a 25°C e a 37°C.

T=25°C T=37°C
Tempo de | Coeficiente de Coeficiente
. Coeficiente de Coeficiente
Reacgdo Difusdo de Difusdo
) correlacao 5 de correlacao
(cm*/h) (cm</h)

1 0,0957 0,989 0,0541 0,991
2 0,0798 0,993 0,0402 0,989
3 0,0656 0,994 0,0236 0,993
4 0,0505 0,992 0,0103 0,987
5 0,0471 0,986 0,00815 0,994

Da observacdo da tabela verifica-se, tal como sucedia para os sistemas do
capitulo anterior, uma reducdo do coeficiente de difusdo com o aumento do tempo
de reaccdo. Esta variacdo podera estar relacionada com o aumento de copolimero
introduzido no sistema final, permitindo deste modo um maior controlo na
guantidade de farmaco libertada. Com o aumento da temperatura, observou-se uma
diminuicdo do valor do coeficiente de difusdao, denotando uma maior dificuldade do
farmaco em se difundir pela matriz polimérica. Este motivo pode estar relacionado
com a agregacao das cadeias de NIPAAm devido ao aumento da temperatura.

De seguida foi determinado, matematicamente, qual o tipo de difusdo
observado em cada caso recorrendo a logaritmizacdo dos valores e respectiva
regressao linear e aplicagdo da férmula 3.3, apresentada na sec¢do 3.3.5.1 do
capitulo anterior (Peppas, 1985).

A tabela seguinte resume os valores determinados para todos os sistemas a

ambas as temperaturas.
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Tabela 4.XX — Valores obtidos através da regressdo linear para os coeficientes
caracteristicos da libertagdo controlada de Ondansetron® para os sistemas de base Dextrano.

S T=25°C T=37°C
Istema n k(h") R? n k(h") R?

1 0525 00721 00974 | 0545 00621 _ 0973

2 0,537 00695 0959 | 0574 00598 0,995

3 0542 00625 0989 | 0578 00514 0,989

4 0547 00614 0979 | 058 00458 0,991

5 0542 00641 0991 | 0595 00321 0975

Da tabela anterior podem ser retiradas diversas conclusdes em relagdo ao
tipo de difusdao presente em cada situacdo. Globalmente podemos, mais uma vez,
afirmar que este tipo de aproximacdo utilizado para determinacdo dos parametros
caracteristicos da difusdao foi bem escolhido, uma vez que todos os sistemas
apresentam valores para o coeficiente de correlacdo proximos da unidade. Para os
sistemas colocados a 25°C observa-se que todos, sem excepcdo, apresentam valores
para o expoente caracteristico da difusdo préximos de 0,5, podendo todos ser
considerados sistemas com difusdo de farmaco do tipo Fickiana (Peppas, 1985). Ou
seja, a principal razdo para a libertacdo do farmaco é a diferenca de concentracoes
entre o exterior e o interior, levando, deste modo, a difusdo do mesmo do interior
para o exterior do gel. Verifica-se, para além disso, que os valores de n vao
aumentando ligeiramente entre o primeiro e o Ultimo sistema. Tal aumento, e
consequente aproximacao aos valores Fickianos, pode ser explicada novamente
devido a um aumento do grau de reticulagdo dos sistemas, verificado pelo aumento
da concentragdao de NIPAAm, o que leva a um maior controlo na libertagdo. No
entanto, globalmente todos os valores sao muito préximos, pelo que podemos dizer
que a difusdao é predominantemente do tipo Fickiano. Este resultado é semelhante
ao verificado para os géis descritos no capitulo anterior, encontrando-se de acordo
com as semelhangas observadas no padrdao de libertagio do farmaco nos géis
preparados através de um ou outro método. Relativamente ao parametro k, este
apresenta uma diminui¢gdo com o aumento do tempo de reacgdo. Como foi referido

este parametro estd relacionado com a estrutura e a geometria do gel. Esta
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diminuicdo pode sugerir que, para além de a libertacdo do farmaco ser mais lenta,
também o polimero podera apresentar algum tipo de interaccdo com o farmaco,
retardando a sua libertagao.

Com o aumento da temperatura observam-se alteracdes mais significativas
nos valores obtidos, apesar de, mais uma vez, se encontrarem proximos de 0,5.
Verifica-se que, para os géis com percentagens inferiores de NIPAAm, o valor de n é
proximo do valor para a difusdao Fickiana, ou seja, controlada ndao pela estrutura
polimérica mas pelo gradiente de concentragdes. No entanto, com o aumento da
concentracdo, e consequente termodependéncia do sistema, o valor de n aumenta,
tornando o processo difusional um misto entre a difusao do tipo Fickiana e do tipo
ndo-Fickiana, controlada pela estrutura polimérica. Este resultado era em parte
esperado dado que, para os casos com maior concentracdao em PNIPAAm, o gel sofre
uma alteragdo significativa ao nivel da sua estrutura, sendo essa alteragdo
responsavel pelo controlo na libertagao do farmaco. Estas conclusdes sao idénticas as
determinadas para os géis de preparagao por irradiagdo y, sendo que, no entanto, os
valores de n encontrados para estes ultimos géis apresentam variacdes mais
significativas, e afastamentos superiores ao valor para a difusdao Fickiana, resultado
este em concordancia com o aumento da concentracdo de PNIPAAmM nos sistemas.
Deste modo, podemos reforcar as conclusdes ja retiradas de que o aumento da
concentracdo em NIPAAm leva a temperaturas superiores a LCST, a um maior
controlo da libertacdo pela estrutura polimérica e ndo apenas devido a diferenca de

concentragdes entre o exterior e o interior do gel.
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4.3.7.2. Sistemas de base Quitosano

De forma semelhante ao efectuado para os sistemas de Dextrano, foram
realizados estudos de libertacdo de Ondansetron® para os sistemas de Quitosano. A

figura seguinte apresenta o resultado obtido para todos os sistemas a 25°C.
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Figura 4.24 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco para os
sistemas de base Quitosano a 25°C.

Na figura anterior pode observar-se que, tal como sucedera para o caso dos
sistemas de base Dextrano, também os de base Quitosano, quando colocados a 25°C,
apresentam uma libertacdo de Ondansetron® proxima da totalidade introduzida

inicialmente. Observa-se uma fase mais rapida de libertacdo na parte inicial do
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ensaio, novamente relacionada com os motivos anteriormente apresentados, isto é,
a diferenga acentuada de concentragdes de farmaco entre o interior e o exterior do
gel. De igual forma, verifica-se que, no final do ensaio, os valores totais libertados sao
proximos de 90% do total inicialmente introduzido, havendo ligeiras variacdes
consoante a concentracdo final de PNIPAAm no gel. No entanto, estas diferencas sao
mais ligeiras do que as observadas para o Dextrano. Este facto pode ser justificado
pela redugdo na quantidade de NIPAAm introduzida para nos sistemas de base
Quitosano e, consequentemente, reducdo no grau de reticulacdo do gel. Esta
reducao pode levar a uma diminuicdo na variagdo observada entre sistemas, ao
contrario do que sucedera para os sistemas de base Quitosano. No entanto, é de
salientar que, quer para um quer para outro polissacarideo, as diferencas verificadas
foram minimas, ndo se podendo afirmar que sejam significativas para os resultados
finais.

Verifica-se que, comparativamente com os resultados apresentados no
capitulo anterior, os géis preparados por este método apresentam menores valores
de libertagdo no total do que os géis preparados por irradiagdo y. No entanto, as
diferencas sdo minimas, ndo se podendo também aqui concluir que ambos os
métodos produzam alteracbes significativas relativamente a quantidade de
libertacdo total de farmaco final. Verifica-se, no entanto, que a libertacdo ocorre de
forma mais lenta, uma vez que o total de farmaco libertado decorre para um tempo
de 250 horas, ligeiramente superior ao observado para os géis preparados por
irradiagdo y.

A figura seguinte apresenta o padrdo de libertagdo para os sistemas

colocados a 37°C.
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Figura 4.25 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco para os
sistemas de base Quitosano a 37°C.

Tal como o sucedido para os sistemas de base Dextrano, também os sistemas
de base Quitosano apresentam variacdes significativas no comportamento difusional
do farmaco quando colocados a uma temperatura superior a LCST determinada.
Verificam-se reducdes significativas na quantidade de farmaco libertado por cada
sistema, sendo que as diminuicdes sdo mais acentuadas com o aumento do tempo de
reaccdo e, consequentemente, com o aumento da concentracdo de PNIPAAm,
denotando, novamente, o comportamento termossensivel dos géis induzido pela
presencga desta ultima. Este resultado encontra-se em consonancia com o esperado e
o observado para os sistemas de Dextrano, podendo aplicar-se a mesma justificacao,
ou seja, o colapso da estrutura polimérica devido ao aumento da temperatura
fazendo com que ocorra uma libertagdao mais acentuada no inicio, um burst, seguida
da uma libertagdo muito lenta ou mesmo quase nula, ocorrendo retenc¢do de parte
do farmaco no final do ensaio no interior do gel. Comparativamente com o resultado

obtido para os géis de irradiacdo, verifica-se uma consonancia nos resultados em
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ambos os sistemas, com uma diminuicdo acentuada nos dois casos. No entanto, é
possivel verificar que, para o caso destes géis, a diminuicdo nao foi tdo acentuada
como a verificada para o primeiro caso. Este resultado pode, mais uma vez, ser
justificado pela menor concentragao de PNIPAAm que foi introduzida para os géis
preparados com NCA, o que levou a uma diminuicdo no caracter termossensivel dos
mesmos, permitindo, deste modo, uma libertacao superior de farmaco. No entanto,
as diferencas observadas ndao sdao demasiado significativas, pelo que podemos retirar
as mesmas conclusdes em relacdo ao comportamento de ambos os géis.

Estes resultados foram observados por outros autores utilizando farmacos
distintos, como Chuang, onde a libertacdo de Doxiciclina (um antibiético) apresentou

padrées semelhantes aos obtidos neste trabalho (Chuang et al, 2009).

De forma semelhante aos sistemas de Dextrano também nestes foram
determinados os coeficientes de difusdo de cada um, de acordo com a temperatura a

gue o ensaio decorreu. Os resultados sdo apresentados na tabela seguinte:

Tabela 4.XXI — Coeficientes de difusdo e de correlagdo obtidos para os sistemas de
Quitosano a 25°C e a 37°C.

T=25°C T=37°C
Tempo de Coeficiente de Coeficiente
~ Coeficiente de Coeficiente
Reacgdo Difusdo de Difusdo
" correlacao 5 de correlacao
(cm®/h) (cm“/h)

1 0,0754 0,993 0,0593 0,991
2 0,0678 0,995 0,0421 0,987
3 0,0595 0,989 0,0215 0,989
4 0,0441 0,991 0,0132 0,982
5 0,0378 0,991 0,0092 0,984

Da tabela anterior, e de forma idéntica ao sucedido para o Dextrano, oberva-
se uma diminuicdo do valor para o coeficiente de difusdo dos sistemas com o

aumento do tempo de reacgao e, consequente aumento de NIPAAm introduzido no
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sistema final. Comparativamente ao Dextrano observa-se que os valores obtidos nao
sdo muito distintos, sendo no entanto inferiores, denotando uma menor libertacao
do farmaco e uma maior dificuldade deste em se difundir pela matriz polimérica.
Com o aumento da temperatura, observa-se uma diminuicdo acentuada do
coeficiente, denotando uma libertacdo mais lenta do farmaco pelo gel, resultante,
provavelmente do colapso das cadeias de PNIPAAm. Este facto é mais salientado
guando se verifica que a diminuicdo ocorre com o aumento do tempo de reaccao e

da concentragdo final de PNIPAAmM no gel.

De seguida, foi efectuado o estudo matemadtico para a determinacao dos
parametros caracteristicos da libertacao tal como para os sistemas de Dextrano.

A tabela seguinte resume os resultados obtidos para ambas as temperaturas.

Tabela 4.XXIl — Valores obtidos através da regressdo linear para os coeficientes
caracteristicos da libertagdo controlada de Ondansetron® para os sistemas de base
Quitosano.

S T=25°C T=37°C
Istema n k(h") R? n k(h") R?

6 0502 00784 0083 | 0507 00542 0974

7 0507 00771 098 | 0515 00514 0,959

8 0509 00739 00984 | 0548 00485 0,985

9 0512 00665 0974 | 0559 00375 0,949

10 0518 00614 0989 | 0578 00289 0,979

A partir dos resultados indicados na tabela anterior, é possivel concluir que,
tal como referido anteriormente, o método escolhido para a determinagdo dos
parametros cinéticos foi o correcto, uma vez que para todos os sistemas se
obtiveram valores elevados para o coeficiente de correlagdo. No caso dos sistemas
estudados a 25°C observa-se que os valores do expoente caracteristico se encontram
proximos de 0,5, ou seja, todas as libertagdes sdo do tipo Fickiana, sendo deste
modo, controladas pelos gradientes de concentragdes que existem entre o interior e

o exterior do gel. Estes resultados sdo semelhantes aos determinados na sec¢do
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anterior para os sistemas de base Dextrano, e também observados graficamente pelo
padrdo de libertagdo do Ondansetron®. No entanto, quando ocorre o aumento da
temperatura para 37°C verifica-se, tal como para o Dextrano, um aumento do valor
de n, sendo que, no entanto, para o caso do Quitosano, este aumento é inferior e,
consequentemente, a difusdo do fadrmaco ndo se encontra tdo dependente da
estrutura polimérica como para o caso do Dextrano. Este facto pode ser explicado
pela menor quantidade de NIPAAm introduzida no caso do Quitosano, nas mesmas
condicdes. Deste modo, o efeito barreira que se verifica no caso do Dextrano é
menor para esta situacdo, permitindo uma libertacdo um pouco maior em
quantidade do farmaco. Estes resultados sdao também corroborados pelos valores
obtidos de k que, ao diminuir com o tempo de reaccdo demonstra uma maior
interacc¢do entre polimero e o fdrmaco, dificultando a sua difusdo.

Estas conclusdes sdo semelhantes as verificadas no capitulo anterior, sendo
gue, no entanto, no caso destes géis, como se verificou anteriormente no padrdo de
libertacdo, os valores de n, nomeadamente para temperaturas superiores a LCST, sdo
inferiores aproximando-se mais de 0,5 e de uma libertacdo mais do tipo Fickiana, e
menos dependente da estrutura e degradacdo das cadeias poliméricas. Este
resultado, mais uma vez, se justifica pela menor quantidade de NIPAAm colocada em
cada gel por este método, reduzindo a termodependéncia dos mesmos. Podemos, no
entanto, dizer que, para ambos os casos, temos uma libertacdo de forma controlada
do farmaco, podendo, deste modo, conseguir-se libertar as quantidades necessarias,

de acordo com a aplicacdo a dar ao gel aqui preparado.
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4.4. Conclusoes

A partir dos resultados apresentados em todo o capitulo podem ser retiradas
diversas conclusdes. Primeiramente, podemos dizer que o método escolhido, a
polimerizagao radicalar de ambos os polissacarideos com recurso a NCA, foi um
sucesso por ter permitido a introdugdo de NIPAAm no sistema, transformando cada
polissacarideo num gel com propriedades termossensiveis. A termossensibilidade de
cada um provou-se estar intimamente relacionada com o tempo de reaccao, uma vez
gue, quanto maior o tempo de reaccdo, maior a quantidade de NIPAAm que se
introduziu e, consequentemente, maior a termossensibilidade do mesmo. Esta
conclusdo foi comprovada pelos resultados obtidos pela analise elementar e por
FTIR-ATR e 'H-RMN. No entanto, verificou-se, comparativamente ao método
anteriormente apresentado, que a introducdao de NIPAAm para este caso é inferior a
observada para os géis preparados por irradiagdo vy, levando a obtengdo de géis com
menores caracteristicas termossensiveis. Mais uma vez a dificuldade de
determinagao por FTIR e RMN da formagdo de copolimero ou mistura de
homopolimeros manteve-se sendo que, para este caso a duvida desapareceu dado o
préoprio mecanismo de reaccao envolvendo o NCA, que apenas origina radicais nos
polissacarideos.

Também foi possivel concluir que existe a possibilidade de alterar a
temperatura de solugao critica inferior da PNIPAAm com a variagao do tempo de
reac¢do, levando a que, para tempos de reacgdo superiores, com consequente
aumento de concentragdo em PNIPAAm, ocorreu uma variagdo da LCST para
temperaturas superiores as determinadas para o composto puro. Mais uma vez
podemos concluir que, variando a percentagem de PNIPAAmM no hidrogel, é possivel
obter um gel com caracteristicas distintas de acordo com a aplicagdao a ser dada ao
gel. De acordo com o referido anteriormente, observa-se, neste caso, que a variagao
da LCST para este caso foi inferior a obtida para os géis apresentados no capitulo

anterior, consequéncia da menor concentragdo de PNIPAAm em cada gel.
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A capacidade de absorcdo de agua mostrou uma clara dependéncia da
temperatura a qual eram realizados os ensaios, tendo-se observado que todos os
hidrogéis sdo do tipo superabsorvente a temperaturas inferiores a LCST, com valores
de absorcdo de agua superiores a 100%, enquanto que, para os sistemas a
temperaturas superiores a LCST, tinhamos apenas hidrogéis, ou seja, com absorc¢des
inferiores as registadas. Para além disso, verificou-se uma varia¢do nesta propriedade
de acordo com o material-base utilizado para cada sistema, com os sistemas de base
Quitosano a apresentarem, na globalidade, valores inferiores dada a maior
hidrofobicidade deste material e menor peso molecular do mesmo.

Verificou-se também que, para estes géis, os resultados, a 25°C, foram
inferiores aos obtidos para os géis apresentados no capitulo anterior, uma vez que a
guantidade de NIPAAm introduzida era inferior e ja que a esta temperatura, o
copolimero se comporta como um material hidrofilico.

Os angulos de contacto permitiram determinar os valores para as tensdes
superficiais dos géis e compara-las com os valores conhecidos para a pele. Mais uma
vez se observou que todos os sistemas apresentaram um comportamento adesivo a
pele, com valores de tensao superficial inferior a determinada para a pele. Observou-
se também que, com o aumento da temperatura, ocorria uma variacdo dos valores
das componentes polar e dispersiva de cada composto, directamente relacionada
com o aumento da hidrofobicidade do sistema devido a PNIPAAmM, sendo que, no
entanto, ndo se observavam diferencas significativas nos valores de tensdo
superficial de cada gel.

Finalmente, os ensaios de libertagdo de Ondansetron® revelaram uma
libertagdo do tipo Fickiano para os géis colocados a temperaturas inferiores a LCST,
independente do tipo de polissacarideo-base do sistema. No entanto, com o
aumento da temperatura, observou-se uma diminui¢do na quantidade de farmaco
libertado traduzido numa redug¢do do coeficiente de difusdo determinado e no tipo
de libertagao, verificando-se que alguns sistemas ja apresentavam libertagGes do tipo
nao-Fickiano, ou seja, dependente ndo sé do gradiente de concentragdes do meio,

mas também da estrutura polimérica do mesmo. No entanto, esta dependéncia
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Iy

mostrou-se inferior comparativamente a observada para os géis referenciados no
capitulo 3 uma vez que ha uma diminui¢ao na quantidade de NIPAAm introduzida.
Globalmente é de salientar que, tal como se observou no caso anterior, os
resultados obtidos se mostram promissores para a sua aplicacgdo como biomaterial e
sistema de libertacdo controlada de farmacos, nomeadamente, na modelagdo do

sistema de acordo com as necessidades e aplicacdes a dar ao mesmo.

218



Capitulo 4

Bibliografia

Alvarez-Lourenzo, C., Concheiro, A., “Reversible adsorption by a pH- and
Temperature —sensitive acrylic hydrogel”, Journal of Controlled Release, 2002, 80,
247-257.

Alves, N.M., Mano, J.F., “Chitosan derivatives obtained by chemical modifications for
biomedical and environmental applications”, International Journal of Biological
Macromolecules, 2008, 43, 401-414.

Arthur, J. C., et al, “ESR Study of reactions of cellulose initiated by ceric ion method”,
Journal of Applied Polymer Science, 1996, 10, 1591.

Cai, Hong, et al, “Synthesis and characterization of thermo- and pH- sensitive
hydrogels based on Chitosan-grafted N-Isopropylacrylamide via y-radiation”,
Radiation Physics and Chemistry, 2005, 74, 26-30.

Chaung, C.-Y., et al, “Preparation of environmental-responsive chitosan-based
nanoparticles by self-assembly method”, Carbohydrate Polymers, 2010,
doi:10.1016/j.carbpol.2010.01.053

Ciardelli, Gianluca, et al, “Blens of Poly-(e-caprolactone) and Polysaccharides in Tissue

Engineering Applications”, Biomacromolecules, 2005, 6, 1961-1976.

Dimitriu, Severian, “Polysaccharides: Structural Diversity and Functional Versatility”,
CRC Press, 22 Edigdao, New York, 2005.

Espenson, James H., “Chemical Kinetics and Reaction Mechanisms”, Mc-Graw-Hill,
Second Edition, New York, 1995.

Hwu, Jih Ru, King, Ke- Yung, “Versatile reagent ceric ammonium nitrate in modern

chemical synthesis”, Current Science, 2001, 81, 1043-1053.

219



Hidrogéis preparados por Iniciagdo Quimica

Jana S. C,, et al, “Graft copolymerization of acrylonitrile onto poly(vinyl Alcohol) in
presence of air using ceric ammonium nitrate-natural gums”, Journal of Applied
Polymer Science, 2000, 78, 1586-1590.

Joshi, Jigar M., Sinha, Vijay K., “Ceric aammonium nitrate induced grafting of
polyacrylamide onto carboxymethyl chitosan”, Carbohydrate Polymers, 2007, 67(3),
427-435.

Katsumoto, Yukiteru, et al, “Conformational Change of Poly(N-Isopropylacrylamide
during the Coil-Globule Transition Investigated by Attenuated Total
Reflection/Infrared Spectroscopy and Density Functional Theory Calculation”, Journal
of Physical Chemistry A, 2002, 106, 3429-3435.

Lee, J.E., et al, “Synthesis and characterization of thermosensitive chitosan

IM

copolymer as a novel biomaterial”, Journal of Biomaterials Science. Polymer Edition,

2004, 15(8), 1065-1079.

Lee, S.B., et al, “Temperature/pH-Sensitive Comb-Type Graft Hydrogels composed of
Chitosan and Poly(N-Isopropylacrylamide), Journal of Applied Polymer Science, 2004,
92, 2612-2620.

Lu, Diannan, et al, “Dextran-grafted-PNIPAAm as an artificial chaperone for protein

refolding”, Biochemical Engineering Journal, 2006, 27, 336-343.

Mellor, J. M., et al, “Improved Nitrations Using Metal Nitrate-Sulfuric Acid Systems”,
Tetrahedron, 2000, 56, 8019-8024.

Peppas, N.A., “Analysis of Fickian and non-Fickian drug release from polymers”,
Pharmaceutica Acta Helvetiae, 1985, 60, 110-111.

Pourjavadi, Ali, Zohuriaan-Mehr, Mohammad J., “Modification of Carbohydrate
Polymers via grafting in Air. 2. Ceric-initianed graft copolymerization of Acrylonitrile
onto Natural and Modified polysaccharides”, Starch, 2002, 54(10), 482-488.

220



Capitulo 4

Pourjavadi, A., et al, “Modified chitosan. |. optimized cerium ammonium nitrate-
induced synthesis of chitosan-graft-polyacrylonitrile”, journal of applied Polymer
Science, 2003, 88(8), 2048-2054.

Smith G. Frederick, et al, “ Hexanitrato ammonium cerate as a proposed reference
standard in oxidimetry”, Industrial & Engineering chemistry Analysis Edition, 1936,
8(6), 449-451.

Van de Velde, Kathleen, Kiekens, Paul, “ Structure analysis and degree of substitution
of chitin, chitosan and dibutyrylchitin by FT-IR spectroscopy and solid state BC NMR”,
Carbohydrate Polymers, 2004, 58, 409-416.

Venkatraman, S., Gale, R., “Skin adhesives and skin adhesion”, Biomaterials, 1998,
19(13), 1119-1136.

Zhang, Li-Ming, Chen- Li-Qiong, “Water-soluble grafted polysaccharides containing
sulfobetaine groups: Synthesis and characterization of graft copolymers of
hydroxyethyl cellulose with 3-dimethyl(methacryloyloxyethyl) ammonium propane
sulfonate”, Journal of Applied Polymer Science, 2002, 83(13), 2755-2761.

Zhang, X., et al, “Synthesis and characterization of partially biodegradable,
temperature and pH sensitive Dex-MA/PNIPAAmM hydrogels”, Biomaterials, 2004, 25,
4719-4730.

221



Hidrogéis preparados por Iniciagdo Quimica

222



CapriTuLO 5

Hidrogéis Preparados por Fotoiniciacao

5. Hidrogéis Preparados por Fotoiniciagao 225
5.1. INTRODUGAO 225
5.2. PREPARACAO DOS HIDROGEIS 228

5.2.1. Materiais 228
5.2.1. Sintese 228
5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO 230
5.3.1. Analise Elementar 231
5.3.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de
Fourier com Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR) 234
5.3.3. Determinacdo da Temperatura de Solucdo Critica
Inferior (LCST) 240
5.3.4. Determinacdo da capacidade de absorg¢do e libertagao
de agua 3
5.3.5. Determinacdo dos angulos de contacto e energias de -

superficie

5.3.6. Avaliacao do padrao de liberta¢cao do farmaco 257




5.4. CONCLUSOES 263

BIBLIOGRAFIA 266



Capitulo 5

5. Hidrogéis preparados por Fotoiniciagao

Neste capitulo serdo apresentados toda a teoria, experimentacao,
resultados, conclusdes e bibliografia referentes as reac¢des cuja iniciagao foi

efectuada recorrendo a um fotoiniciador.

5.1. Introdugao

Presentemente, a radiagdo com luz na regido do ultravioleta (UV) é utilizada
em diversas dreas, tais como a da esterilizagdo (a par da radiagdo y anteriormente
apresentada) e desinfec¢do de dguas contaminadas, devido ao seu poder bactericida.
Outra grande area de aplicacdo é a drea das tintas, vernizes e outros tipos de
revestimentos, onde este tipo de radiagdo apresenta grande utilizagdo
principalmente na cura dos mesmos (Napadensky, 2005; Huang, 2003). Outra area de
aplicacdo deste tipo de radiacdo é a drea dos biomateriais, nomeadamente na
modificagdo dos materiais poliméricos, permitindo preparar sistemas para
imobilizacdo de células, ou mesmo sistemas de libertacdo controlada (Cruise et al,
1999; Li et al, 2006; Nguyen & West, 2002).

Dentro da Biomedicina, uma das areas que tem desde sempre suscitado
grande interesse por parte da comunidade cientifica é a area relativa a materiais
fotopolimerizaveis. Esta importancia tem sido acrescida nos ultimos tempos dado o
interesse, por parte da comunidade médica, em obter materiais que permitam a sua
polimerizacdo in situ. Esta constitui, alids, uma das grandes vantagens deste tipo de
material face aos apresentados anteriormente. E, pois, possivel colocar a mistura
reaccional no local desejado e, fazendo incidir uma luz UV, originar rapidamente o
material pretendido. A velocidade de reac¢do apresentada é, pois, bastante elevada

a temperatura ambiente. A varia¢cdo do tempo de irradiacdo permite também obter
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materiais com diversas texturas e elasticidades a partir da mesma mistura,
permitindo adaptar cada biomaterial a situacdo onde sera aplicado. Este tipo de
polimeros tem sido utilizado recentemente, entre outras aplicacdes, no
desenvolvimento de matrizes para implantes &ésseos constituidos por polimeros
biodegradaveis, que permitem o crescimento das células no interior, degradando-se
posteriormente (Kraus & Kirker-Head, 2006). Para além deste tipo de aplicacbes, os
materiais fotopolimerizdveis também tém sido muito utilizado em medicina, na area
da engenharia de tecidos, no cultivo de células estaminais para posteriormente
serem diferenciadas consoante o local de aplicagdo das mesmas (Benson, 2002).

Para que um mondmero possa ser fotopolimerizdvel tem de apresentar na
sua estrutura grupos funcionais que possam ser induzidos a reagir perante uma fonte
de luz, permitindo a sua reticulacdo ou apenas fotopolimerizagdo (Corrales et al,
2003). No entanto, e como em quase todos os tipos de polimerizacdo, para que tal
aconteca, é necessdria a presenca de iniciadores, que neste caso se designam por
fotoiniciadores. Estas moléculas tém a particularidade de, sob a accdo da luz, criar
radicais na sua estrutura que, posteriormente, iniciam reaccdes de polimerizacdo
noutras moléculas, permitindo a reticulacdo das mesmas (Decker, 2002).

Globalmente, os fotoiniciadores podem ser divididos em duas categorias
distintas, normalmente designadas por iniciadores do Tipo | e do Tipo I,
respectivamente (Allen et al, 1999). Os primeiros sdo iniciadores que, quando
expostos a uma radiacdo UV, sofrem um processo global de fragmentacdo,
ocorrendo entdo a formacdo de radicais capazes de servir como iniciadores numa
polimerizagdo. Alguns exemplos deste tipo de fotoiniciadores sdo os derivados das
acetofenonas.

No caso dos fotoiniciadores do Tipo I, a formagdo de radicais requer a
presenca de moléculas no meio que sofram elas um processo de remog¢do de um
atomo de Hidrogénio, ocorrendo a consequente formagdo de radicais e a
polimerizagdo. Exemplos deste tipo de fotoiniciadores sdo as aminas terciarias ou as

benzofenonas.
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O Irgacure® 2959, cuja estrutura se apresenta na figura 5.1, foi sintetizado
pela empresa Ciba e pode ser incluido no grupo das a—hidroxialquilfenonas (Tipo ),
sendo altamente reactivo, mas, ao mesmo tempo, apresentando uma elevada

estabilidade térmica.

0O CH
HO—CHCHO C—C—CH;
H,

Figura 5.1 — Estrutura quimica do Irgacure® 2959.

A sua reaccdo tipica com a radiacdo UV inicia-se com a quebra da ligacdao
entre o grupo carbonilo e o carbono a. Esta dd origem a radicais de dois tipos
distintos, benzoilo e alquilo, ambos passiveis de serem utilizados como iniciadores
para a polimerizacdo radicalar.

Um dos problemas no uso de fotoiniciadores é a sua biocompatibilidade e
consequente toxicidade para o corpo humano. Neste sentido, foram efectuados
diversos estudos para avaliar a toxicidade de variados fotoiniciadores, onde se incluia
o Irgacure® 2959 (Williams et al, 2005; Ferreira et al, 2008). Os resultados mostram
que existe grande variacdo na tolerancia das células aos diferentes tipos de
fotoiniciadores, mas globalmente verificou-se que o Irgacure® 2959 apresenta
melhores resultados, sendo bem tolerado pelas linhas celulares, dai ser ideal a sua

utilizacdo na preparagao de biomateriais.
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5.2. Preparacao dos hidrogéis

5.2.1. Materiais

Para além dos materiais previamente apresentados no capitulo 2, outros
foram utilizados especificamente nesta seccdo do trabalho, sendo agora
apresentados.

Aqui, para além do Dextrano, foram utilizados o Metacrilato de 2-
Isocianoetilo (IEMA) e o Dimetilsulféxido (DMSO), ambos adquiridos a Sigma-Aldrich
(Espanha). Para a torre de secagem foi utilizado cloreto de calcio, com pureza de
97%, obtido da Riedel-de-Haén.

O fotoiniciador, genericamente designado por Irgacure® 2959, com nome
quimico 2-Hidroxi-1-[4-(2-Hidroxietoxi)Fenil]-2-Metil-1-Propanona, apresentava uma
pureza de 97,0/99,5% e foi gentilmente fornecido pela companhia CIBA (Ciba

Specialty Chemicals, Basel, Suica), tendo sido utilizado como obtido.

5.2.2. Sintese

A preparagdo do hidrogel foi efectuada através de dois passos distintos:
primeiro foi necessario efectuar a modificagdo da estrutura do polissacarideo de
forma a introduzir ligagdes duplas, sendo estas ligagdes duplas colocadas nos grupos
hidroxilo. Para tal, foi determinado, através de cdlculos, o nimero total de grupos —
OH presentes e, posteriormente, decidida a quantidade de isocianato a introduzir na
mistura reaccional de forma a termos diferentes graus de substituicdo na molécula,

nomeadamente, 25% e 33%. Dado que a reacgdo envolveria o uso de um Isocianato,
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foi necessario efectuar a alteracdo do solvente, tendo sido utilizado o DMSO
substituindo a dgua destilada.

Foi entdo deixado a solubilizar 1g de Dextrano em 25 ml de DMSO, durante
24 horas, num baldo de fundo redondo, contendo trés tubuladuras. Duas das
tubuladuras encontravam-se fechadas por rolhas de vidro, sendo que a terceira, a
tubuladura central, encontrava-se com uma torre de secagem contendo cloreto de
calcio por forma a evitar a entrada de humidade para a mistura reaccional. Apds a
solubilizacdo, a quantidade necessdria de isocianato foi adicionada a mistura, ao
mesmo tempo que se colocava o interior do baldo sob atmosfera de azoto,
libertando o interior de qualquer humidade ainda existente para evitar a reacgdo de
moléculas de agua com o isocianato. A reaccao decorreu durante 24 horas sob
agitacdo magnética continua, sendo o baldo colocado dentro de um banho
termoestatico a 60°C.

Para o segundo passo da sintese, foi adicionada a mistura previamente
obtida uma quantidade de fotoiniciador correspondente a 4% do total de isocianato
introduzido no primeiro passo da modificacdo. Apds a adicdo do fotoiniciador, o
baldo foi coberto com papel de aluminio de forma a evitar o contacto da solugcdo com
a luz, e deixou-se solubilizar a temperatura de 40°C durante 24 horas. Apds este
tempo, a reaccao foi retirada do banho, tendo-se obtido liquidos transparentes e de
baixa viscosidade. Finalmente, foi adicionada a mistura reaccional 1g de NIPAAm e
deixado agitar para total solubilizacdo da mesma. Apés a solubilizacdo, foi efectuada
a fotopolimerizacdo, tendo sido utilizada para este fim uma lampada emissora de
raios UV, modelo UVGL-48, Multiband UV, da Mineral Light® Lamp, cuja gama de
comprimentos de onda emitidos se encontra compreendida entre os 254 e os 365
nm. A irradia¢do decorreu durante 5 minutos, permitindo obter géis sob a forma de

filmes.
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5.3. Resultados e Discussao

N

O esquema das reacgdes ocorridas até a formacdao dos géis finais

apresentado na figura seguinte:
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Figura 5.2 — Esquema reaccional da modifica¢do e posterior reacgao do
Dextrano com N-lsopropilacrilamida.
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A imagem anterior mostra genericamente a reac¢ao entre NIPAAmM e
Dextrano. Como foi dito anteriormente, a reac¢do decorreu em dois passos,
constituindo o primeiro a modificacdo do Dextrano com a introducdo de ligacdes
duplas e o segundo a reaccdao de fotopolimerizacdo. Estas foram incorporadas no
polimero através de reac¢ao dos grupos hidroxilo do Dextrano com os grupos NCO do
Isocianato, resultando na formacao de ligacdo uretano. Numa segunda fase, a adicao
de NIPAAm e de Irgacure® permitiu a fotopolimerizacdo e reticulagdo da mistura por
reaccao entre as ligagdes duplas anteriormente introduzidas no Dextrano e as de
NIPAAmM.

5.3.1. Anadlise elementar

Novamente os ensaios de analise elementar foram efectuados com o intuito
de observar a variacdo da percentagem de azoto ao longo dos diversos passos
reaccionais. Nesta sec¢do serdo apresentados os resultados obtidos através desta
técnica de caracterizacdo para os diferentes géis sintetizados.

Com o primeiro passo da reacg¢do, ocorreu a introducdo de grupos com azoto
(uretano). Deste modo, foi efectuada uma primeira andlise para tentar quantificar
essa mesma introducdo. Os resultados obtidos para os diferentes graus de

substituicdo encontram-se na tabela 5.1.
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Tabela 5. — Percentagem de azoto obtida por andlise elementar
apos a reacgdo de modificacdo de Dextrano.

%N

Dextrano puro 0,000
25% de substituicao 2,365
33% de substituicao 3,659

Na tabela 5.1 é possivel observar que ocorre um aumento da percentagem de
azoto na amostra quando comparado com Dextrano. Deste modo, podemos dizer
gue a reaccdao de modificacdo foi bem sucedida. Para além disso, e tal como
esperado, ocorreu um aumento do valor de azoto eficazmente ligado (confirmado
posteriormente pelo FTIR) ao Dextrano com o aumento do grau de substituicdo.
Deste modo, observou-se um aumento superior a 1% no total de azoto introduzido
pela modificacdo, acompanhada pela consequente descida nos outros componentes,
nomeadamente, hidrogénio.

Apds a segunda reaccdo, e da introducdao de NIPAAm no sistema, uma nova
analise foi efectuada, tendo-se determinado os valores para a percentagem de azoto

gue sdo apresentados na Tabela 5.II.

Tabela 5.1l — Percentagem de azoto obtida por analise elementar
apos a reacgdo de fotopolimerizagdo de Dextrano.
%N
Dextrano puro 0,000

25% de substituicao 6,874
33% de substituicao 8,589
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Da observacdo da tabela anterior, é de realgar um aumento no valor de azoto
presente em cada amostra, aumento esse esperado pela introdu¢ao de PNIPAAmM nos
géis. Os valores apresentados na tabela sdo valores tendo como base os ja
encontrados para o primeiro passo da reac¢do e previamente apresentados na
Tabela 5.I. O resultado apresentado é da diferenca entre os valores determinados
apos a fotopolimerizacdo e os valores apds a modificacdo do Dextrano.

Comparativamente aos resultados obtidos, verifica-se que, com um maior
grau de substituicdo, obtém-se uma maior percentagem total de azoto na amostra e,
consequentemente, um aumento do total de PNIPAAm introduzido. Este resultado
encontra-se em linha com o previsto antes da reac¢dao dado que, com o aumento do
grau de substituicdo do polissacarideo, aumentava o ndmero de ligagdes duplas
disponiveis para a reac¢do de polimerizacdo. De salientar que para além deste tipo
de reaccdo aqui descrita, existem trabalhos jd publicados de modificacdes de
Dextranos e posterior reaccdo com NIPAAmM para obtencdo de sistemas com
Temperaturas de Solugdo Critica Inferior. A modificagdo mais frequente resulta da
reacgdo de Dextrano com Acido Maleico (Tomme & Hennink, 2007).

Relativamente aos métodos reaccionais testados e apresentados nos
capitulos 3 e 4, observa-se que os resultados da andlise elementar referentes ao
azoto sdo superiores aos observados para os géis de preparacdo com NCA, mas
inferiores aos determinados para os géis preparados por radiagdo vy, revelando que
este método de preparacdo, apesar de quase instantaneo na sintese final dos géis,
apresenta resultados intermédios relativamente aos outros dois métodos. Este
resultado poderia ser ultrapassado se fosse efectuado um grau de substituicdo
superior aos dois testados. No entanto, as caracteristicas fisicas do gel obtido,

nomeadamente a sua rigidez, levaram a que nao fosse testada essa hipdtese.

Aos resultados obtidos foi efectuado um estudo mais aprofundado de modo
a obter valores concretos para a percentagem de copolimero introduzido em cada

gel, recorrendo-se novamente a expressao 3.1, apresentada no capitulo 3.
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Tabela 5.1l — Variacdo da percentagem de copolimero com o tempo de reacgao.
Grau de Substituigdo (%) Percentagem de copolimero (%)
25 49
33 60

Como se pode verificar na tabela anterior, e tal como seria esperado,
observa-se um aumento da percentagem total de copolimero final nos géis com o
aumento do grau de substituicdo em cada gel. Esta situacdo era previsivel uma vez
que, ocorrendo a reacgao nas ligacGes duplas introduzidas, era de prever que, com o
aumento destas no Dextrano, o valor total de PNIPAAm aumentasse.

Relativamente aos resultados obtidos nos capitulos anteriores, apesar de nao
poderem ser directamente comparaveis, por serem métodos diferentes onde a
variavel deixa de ser «tempo de reaccdo» para a ser «grau de substituicdo»,
podemos verificar que, para este caso, a percentagem de copolimero se aproxima
dos resultados obtidos para o caso dos géis preparados por irradiagdo y, podendo
sugerir que este método é bastante eficaz na introducdo de NIPAAm, tal como

sucedia no caso do géis apresentados no capitulo 3.

5.3.2. Espectroscopia de Infravermelho com
Transformadas de Fourier com Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR)

A técnica da espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier,
FTIR, foi utilizada neste trabalho para permitir a verificacdo da introducdo, em
primeiro lugar, das ligagdes duplas na molécula de Dextrano e, consequentemente, o

sucesso da primeira fase da reaccdo e posteriormente de PNIPAAm no gel,
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observando-se, ao mesmo tempo, a variacdo da concentracao deste com o grau de

substituicdo dos grupos hidroxilo.
A figura seguinte mostra o espectro de FTIR de IEMA utilizado nos ensaios.

& Transmitanoe

Figura 5.3 — Espectro de FTIR do IEMA.

A andlise da figura anterior, nomeadamente dos diversos picos apresentados,
permite efectuar uma caracterizacdo de todos os grupos constituintes do isocianato.
A banda apresentada a ~3300cm™ pode ser atribuida aos grupos N-H ligados por
pontes de hidrogénio e a sua respectiva elongacdo. As bandas observadas a 3020
cm™, 1640 cm™ e 810 cm™ podem ser atribuidas a ligacdo vinilica C=C presente. O
pico observado a ~ 2262 cm™ é a banda caracteristica dos grupos isocianato N=C=0.
Finalmente a banda existente a 1710 cm™ pode ser atribuida & ligacdo C=0
correspondente ao grupo éster presente no composto.

A figura seguinte apresenta o espectro de infravermelho para o Dextrano

modificado apds a introdugdo do Isocianato.
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Figura 5.4 — Espectro de FTIR de Dextrano com IEMA com
grau de substituicdo de 25%.

Efectuando uma analise semelhante a este espectro é possivel verificar a
existéncia de diferentes grupos e ligacbes. Verifica-se, como ja referido
anteriormente na caracterizacdo do Dextrano, a existéncia de uma banda a 3300
cm’™ referente aos grupos —OH do polissacarideo (Ciardelli et al, 2006). No entanto,
comparativamente ao espectro de Dextrano, verifica-se que esta banda apresenta
valores de transmitancia inferiores, devido a substituicdo efectuada com a
introdugdo dos grupos isocianato. Esta introdugdo estd patente no aparecimento dos
picos caracteristicos do IEMA, por exemplo a 3020cm™, pico caracteristico, como ja
referido, da ligagao dupla C=C. Prova-se assim o sucesso desta reac¢do na introdugdo
de ligagbes duplas no Dextrano necessarias a fotopolimerizagdo do mesmo. Verifica-
se o desaparecimento do pico a 2200 cm™ referente ao grupo isocianato e o
aparecimento de um novo pico a 1710 cm™, referente quer & elongacdo da ligagdo
C=0 do grupo uretano agora formado quer também do grupo éster igualmente

presente no IEMA.
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A figura seguinte apresenta o espectro obtido para o Dextrano modificado

com um grau de substituicao de 33%.
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Figura 5.5 — Espectro de FTIR de Dextrano com IEMA com
grau de substituicdo de 33%.

Comparativamente ao espectro anterior, observam-se algumas alteracdes

referentes ao aumento do grau de substituicdo dos grupos —OH no Dextrano. Desta

forma, verifica-se uma diminuicdo nos valores de transmitancia referentes ao grupo

Hidroxilo em resultado da diminui¢do do nimero destes na molécula. Ao mesmo

tempo, observa-se um aumento na intensidade dos picos caracteristicos do IEMA,

quer para os picos referentes a ligagdo dupla, como o presente a 3010 cm™, quer os

da prépria ligagdo uretano, a 1710 cm™, por exemplo. Deste modo, pode concluir-se

que ocorre um aumento no total de IEMA introduzido com o aumento do grau de

substituicdo e consequente aumento do numero de ligagdes duplas disponiveis para

a reacc¢ao de fotopolimerizagao.
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A figura seguinte apresenta o espectro de FTIR referente ao sistema com um

grau de substituicdo de 25% apds a reaccao de fotopolimerizagdo com NIPAAm.
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Figura 5.6 — Espectro de FTIR de Dextrano com grau de substituicdo
de 25% modificado com PNIPAAmM.

Da figura anterior é possivel observar algumas alteracdes ao espectro
comparativamente ao do Dextrano modificado. Assim, é possivel verificar um
aumento na intensidade dos picos a 1650 e 1550 cm™. Este aumento esta
relacionado, como anteriormente descrito com a introdugdo de PNIPAAmM, no gel
(Katsumoto et al, 2002). Para além disso, observa-se o desaparecimento dos picos
referentes 4 ligacao vinilica, como o pico a 3010 cm™, demonstrando assim o sucesso

da reacg¢do de fotopolimerizagao e a introdugao de PNIPAAm na estrutura do gel.

Foi também efectuado o espectro do FTIR para o gel com maior grau de

substituicdo, espectro apresentado na Figura 5.7
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Figura 5.7 — Espectro de FTIR de Dextrano com grau de
substituicdo de 33% modificado com PNIPAAmM

Da Figura 5.7 podem retirar-se conclusdes semelhantes as anteriores, ou
seja, observa-se o desaparecimento dos picos caracteristicos da ligacdo dupla, a 3010
cm™, por exemplo, e o aumento da intensidade nos picos caracteristicos de
PNIPAAmM, a 1640 e 1550 cm™. No entanto, comparativamente com o espectro
anterior, verifica-se que a intensidade destes ultimos picos é superior, o que
demonstra um aumento na quantidade de PNIPAAm introduzida, devido,
possivelmente, ao aumento no grau de substituicdo dos grupos —OH e ao
consequente incremento no numero de ligagdes duplas disponiveis para a
fotopolimerizagao.

Finalmente, comparando os espectros obtidos com os apresentados em
capitulos anteriores, observa-se que, para este caso, a intensidade dos picos
caracteristicos de PNIPAAm é superior. No entanto, este facto ndo traduz uma maior
concentragdo deste composto no gel, dado que alguns picos resultam da
sobreposicdao de grupos funcionais que, no FTIR, apresentam bandas em locais

semelhantes.
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Mais uma vez, no entanto, os espectros acabam por ndo ser totalmente
conclusivos relativamente a formacao de um copolimero de enxerto ou se apenas
ocorreu a reticulagdo do Dextrano e a fotopolimerizacdo de NIPAAmM. Mas,
novamente foi efectuado o teste descrito na seccdo 3.3.2, utilizando Dextrano
modificado e reticulado segundo o método descrito neste capitulo e NIPAAm

polimerizada com recurso ao Irgacure®.

5.3.3. Determinagao da Temperatura de Solugao Critica
Inferior (LCST)

A determinacdo da temperatura de transicdo critica de solugdo foi
novamente avaliada segundo o método apresentado na seccdo 2.3.4 e ja
previamente utilizado para os outros géis.

Foram efectuados estudos para todos os sistemas, inclusive para soluges de
Dextrano e PNIPAAm sem reaccdo, para verificar o comportamento das mesmas. A
Figura 5.8 apresenta os resultados para a solugdo de Dextrano, PNIPAAm e ambos os

sistemas com 25% e 33% de grau de modificagdo.
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Figura 5.8 — Valores de absorvancia obtidos para as solu¢des de Dextrano, PNIPAAmM
e ambos os sistemas com os diferentes graus de substituicdo.

Da figura anterior é possivel sugerir diversas conclusées em relacdo aos
valores de LCST obtidos. Novamente se observa que ndo ocorre qualquer
modificacdo nos valores de transmitancia para o caso do Dextrano puro, dado que,
como ja foi referenciado anteriormente, este ndo apresentou comportamento
termossensivel. Em relagdo a PNIPAAm obtida por fotopolimerizagdo com Irgacure®,
observa-se um comportamento distinto tipico deste material com a LCST a situar-se
préximo dos 32,5°C, em acordo com valores previamente determinados (Lu, et al,
2006). E também de salientar que esta transicdo se verifica de forma abrupta,
frequentemente associada a pureza da solugdo.

Em relagao ao sistema com 25% de substituicdo, pode observar-se que este
também apresenta um comportamento termossensivel, indiciando a introdug¢do de

PNIPAAmM na composic¢do final do gel. No entanto, verifica-se que a transi¢ao ocorre,
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novamente, a temperaturas mais elevadas do que as determinadas para a solucdo de
PNIPAAmM pura. O valor obtido para este sistema foi de aproximadamente 33,5°C.
Este comportamento fica a dever-se de igual forma a introducdo de um material
hidrofilico na solucdo de PNIPAAm (Cai, et al, 2005). No entanto, e comparando com
os resultados obtidos para os géis apresentados no capitulo 3, aqueles que
apresentam valores de PNIPAAm semelhantes aos apresentados neste capitulo,
observa-se que os valores de LCST sdo inferiores para estes géis. Este facto pode ficar
a dever-se a circunstancia de, apesar de a quantidade de PNIPAAmM ser
aproximadamente semelhante, a hidrofobicidade destes géis ser superior devido a
introducdo do isocianato e consequente reducdao nos grupos —OH da molécula de
Dextrano.

Com o aumento do grau de substituicdo dos grupos hidroxilo de 25% para
33%, verifica-se, como ja foi referido na seccdo 5.3.1, um aumento da quantidade de
NIPAAm introduzida. Este facto leva a um aumento da hidrofilicidade total do
sistema a baixas temperaturas, pelo que se observa um aumento da LCST
comparativamente com o resultado obtido para o sistema com menor grau de
substituicdo. Verifica-se assim que a LCST deste se situa por volta dos 34°C. No
entanto, comparando com as variagSes observadas para os sistemas apresentados
nos capitulos anteriores, observa-se que os géis preparados por fotopolimerizacdo
apresentam variacées inferiores na LCST em relacdo ao aumento da NIPAAm total no
sistema. Este facto pode ficar a dever-se ao aumento ndo sé do polimero
termossensivel, mas também do isocianato necessdrio para a modificacdo do
Dextrano. Este aumento do total de Isocianato leva a um aumento da
hidrofobicidade no sistema, contrariando o aumento na hidrofilicidade verificado
pelo acréscimo de NIPAAm. Dai que, apesar de aumentar a LCST, este aumento ndo
seja tdo significativo pois, no global, o balango entre o aumento de hidrofobicidade e
hidrofilicidade do sistema é inferior ao observado para os outros sistemas
anteriormente testados.

Para sistemas de Dextrano modificado observaram variagées significativas da

LCST. Para sistemas de Dextrano modificado com Acido Maleico observa-se um
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aumento mais significativo da LCST, devido a um aumento na hidrofilicidade do

Acido, sendo a LCST de aproximadamente 36°C (Tomme & Hennink, 2007).

5.3.4. Determinagao da capacidade de absorcao e
libertagao de agua

A determinacdo da capacidade de absorcdo de agua de um polimero foi
novamente testada para a caracterizacao de cada sistema com hidrogel.

Foram efectuados inicialmente os estudos de absor¢do de agua para cada
sistema sintetizado. A Figura 5.9 apresenta os resultados obtidos para temperatura

de 25°C.

150
i
15

1

Abaorclo da Agua (%)

[ 50 100 150 20 %0

Tamps (k]

—— Y ¥

Figura 5.9 — Capacidade de absorc¢do de agua para os sistemas de Dextrano a 25°C.
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Da observacdao da figura anterior verifica-se que ambos os sistemas
apresentam um comportamento de hidrogel com absor¢Ges de agua superiores a
100%, classificando-se, assim, como superabsorventes. O valor de absorcdao de agua
para o primeiro sistema situa-se préximo de 180%, enquanto para o segundo o valor
obtido foi de 200%. Estas diferencas ficam, principalmente, a dever-se ao aumento
da concentracao de NIPAAm no gel com o aumento do grau de substituicao, como se
verificou anteriormente através da analise elementar apresentada na secgdo 5.3.1.

Este incremento leva a um aumento na hidrofilicidade total do sistema
originando um acréscimo no valor total de agua absorvida pelo gel. No entanto, e
comparativamente ao sucedido para os géis apresentados nos capitulos anteriores,
nomeadamente para os sintetizados por radiagdo v, verifica-se que a quantidade de
agua absorvida é menor para o mesmo grau de copolimerizacao. Este facto, como foi
referenciado anteriormente, pode ficar a dever-se a uma maior hidrofobicidade do
sistema, resultante da modificacdo do Dextrano com o Isocianato. Este aumento na
hidrofobicidade resulta numa menor variacdo entre os diferentes graus de
substituicdo e, ao mesmo tempo, num menor valor para a absorcdo de 4gua dos
mesmos. No entanto, apesar disso, os valores sdo bastante elevados, sendo
superiores aos obtidos para os géis sintetizados com recurso ao NCA, dada a menor
quantidade de PNIPAAm introduzida por esse método.

Novamente, para os valores obtidos anteriormente, foi efectuado o estudo
para a determinacdo dos respectivos expoentes caracteristicos de difusao.

A tabela 5.1V resume todos os valores para os expoentes caracteristicos de

difusdo de 4dgua coeficiente de correlagdo para todos os sistemas testados.
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Tabela 5.1V — Resultados obtidos para os expoentes de difusdo de dgua
e o coeficiente de correlagao.

n Coeficiente de Correlagao
25% de Substituicao 0,500 0,994
33% de Substituicao 0,515 0,991

A Tabela 5.V mostra que todos os valores obtidos n, durante a absorcdo da
mesma pelo polimero, foram semelhantes para ambos os sistemas, encontrando-se
proximos de 0,5. Para o coeficiente de correlacdo os valores obtidos foram préximos
da unidade, permitindo concluir que a aproximacao linear efectuada foi a correcta.
Estes valores, tal como referido anteriormente, permitem verificar que a absorcao de
agua ocorre predominantemente de forma difusional para o interior dos géis, isto &,
a diferenca de concentracdo de 4gua no exterior e no interior do gel leva a que as
moléculas se desloquem para o interior do gel, levando a sua absorcdo e retencdo
(Peppas, 1985).

Um estudo semelhante foi efectuado a temperaturas mais elevadas de forma
a avaliar a influéncia da mesma nesta caracteristica. A Figura 5.10 mostra os

resultados obtidos para a absorcdo de dgua para os sistemas colocados a 37°C.
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Figura 5.10 — Capacidade de absorgdo de dgua para os sistemas de Dextrano a 37°C.

Da figura anterior conclui-se que, novamente, todos os sistemas se
comportam como hidrogéis, apresentando capacidades de absorcdo de agua
superiores a 10%. No entanto, comparativamente aos valores obtidos a 25°C verifica-
se uma variagao significativa dos mesmos, ocorrendo uma diminuigdo destes quando
os sistemas se encontram a temperaturas superiores a temperatura de solugdo
anteriormente determinada. Novamente se observa a inversao nos resultados, sendo
gue o sistema com maior concentracdo de NIPAAm é o que apresenta uma maior
termossensibilidade e, consequentemente, uma maior variacdo nos valores,
reduzindo-se a sua capacidade de absorcao de agua para cerca de 45%. Este factor
mostra claramente a influéncia da temperatura no comportamento de cada gel. A
agregacao da NIPAAm introduzida no sistema leva a um aumento da hidrofobicidade
do gel, devido principalmente a diminui¢do das ligacdes de hidrogénio das moléculas
de PNIPAAm com as do meio, nomeadamente &gua. Este aumento de
hidrofobicidade associa-se ainda a presenca do Isocianato, que, por sua vez, ainda faz
aumentar mais a hidrofobicidade do mesmo, levando a que para géis com valores

semelhantes de copolimerizagdo estes sejam os que apresentam menores valores de
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absor¢cdo de agua. Estas variacbes foram observadas variagdes semelhantes para
sistemas com outras modificacdes de Dextrano, nomeadamente com Acido Maleico
(Kumashiro et al, 2004)

De forma idéntica, também para estes resultados foi efectuado um estudo
para determinar os expoentes de difusdo de cada sistema. Na tabela seguinte
encontram-se resumidos os valores obtidos para n e o coeficiente de correlacdo para

todos os sistemas.

Tabela 5.V — Resultados obtidos para os expoentes caracteristicos da difusdo de
agua e coeficiente de correlagdo para todos os sistemas de base Dextrano a 37°C.

n Coeficiente de Correlagao
25% de Substituicao 0,623 0,961
33% de substituicao 0,642 0,945

7

Na tabela anterior é possivel observar que os valores para o coeficiente
cinético de absorcdo de dgua para ambos os sistemas sdo superiores aos verificados a
temperaturas mais baixas, indiciando, novamente, o perfil termossensivel dos géis
sintetizados. Observa-se, pois, que os valores obtidos ja se afastam do valor para a
difusdo do tipo Fickiano, 0,5, indicando que a absorcdao de dgua ocorre através de
processos de difusdo normal, mas também por variacdo nas cadeias poliméricas,
nomeadamente a sua relaxagdao e consequente degrada¢do. A dependéncia da
absor¢do com as cadeias poliméricas é maior para o caso onde o grau de
substituicdo, e consequente concentragdo de PNIPAAmM no sistema, é maior. Ou seja,
podemos afirmar que ha uma dependéncia do grau de absor¢ao de dgua com a
temperatura, sendo que, quanto mais termossensivel o sistema se torna, maior é
essa dependéncia.

Comparativamente com os resultados anteriormente apresentados, verifica-

se que os valores obtidos para estes sistemas se encontram em linha com os
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apresentados para os sistemas caracterizados nos capitulos 3 e 4. Observa-se que o
valor do coeficiente cinético se aproxima dos valores obtidos para os sistemas com
concentracdes de NIPAAm semelhantes, pelo que se pode reafirmar que é esta
concentracdo, e consequente termodependéncia, que influencia os resultados finais
obtidos.

Também em outros sistemas onde Dextrano foi previamente modificado
para posterior polimerizacdo se observou uma diminuicao dos valores de absorcao
com o aumento da temperatura (Tomme & Hennink, 2004).

Seguidamente foi efectuado o estudo referente a libertagdo de dgua dos géis.
Novamente, os ensaios foram efectuados apds os ensaios de absorcdo, por colocacao
dos géis a atmosfera ambiente e a temperatura de 25°C. A figura seguinte apresenta
os resultados obtidos para todos os sistemas estudados. Os resultados foram

normalizados, por forma a poder comparar-se a evolucdo de todos.
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Figura 5.11 — Libertagdo de dgua de ambos os sistemas a 25°C.
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Pela figura anterior observa-se que a libertacdo da agua ocorre de forma
mais rdpida na fase inicial do ensaio. Apds esta fase inicial de libertagcdo ocorre uma
progressiva estabilizacdo no valor total de agua libertada, podendo afirmar-se que,
apos 20 horas de ensaio, ja ndo ocorre libertacdo. Observa-se também que, tal como
sucedeu nos géis anteriormente apresentados, ocorre uma variacao no total de dgua
libertada, variagao directamente relacionada com o total de NIPAAm introduzida no
sistema. Deste modo, verifica-se que ocorre uma maior retencdo de agua no final do
ensaio para os sistemas com maior percentagem de substituicdo e consequente
maior concentracao de PNIPAAm. Este resultado pode ser explicado pelo maior grau
de reticulacdo que o gel apresenta devido a este aumento de concentracdo. Deste
modo, o sistema é capaz de reter parte da dgua incluida no seu interior. Além disso, e
comparativamente com os resultados obtidos para os géis sintetizados pelos
métodos anteriormente descritos, verifica-se que a libertacdo de agua é feita de uma
forma mais lenta, o que pode traduzir um maior grau de reticulacdo obtido através
deste método. Assim, a rede polimérica formada pelo Dextrano e PNIPAAm dificulta
a libertagao da dgua, permitindo um maior controlo sobre o total e a velocidade a
gue a agua é libertada, de acordo com o grau de substituicdo utilizado, podendo as
caracteristicas do gel ajustar-se as situacdes pretendidas.

Para a determinacdo rigorosa do peso do gel totalmente inchado, foi
necessario efectuar uma regressao linear aos valores obtidos para os primeiros 10
minutos de libertacdo, determinando-se, através da recta obtida, qual o peso do
composto inchado. A tabela seguinte apresenta os resultados obtidos para os

diferentes sistemas.

Tabela 5.VI — Capacidades de inchago determinadas
para cada sistema de base Dextrano.

Capacidade de
Sistema
inchago (%)
25% de substituicao 181
33% de substituicao 207
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7

Da tabela anterior é possivel concluir que os valores determinados
matematicamente estdo de acordo com os obtidos durante os ensaios de absorcdo
de agua. No entanto, observa-se novamente que estes ndo sdo valores idénticos,
dado que, para os valores obtidos na absor¢do de dgua, alguma libertacdo ocorreu
entre o fim do ensaio e a medicdo do peso da amostra. No entanto, globalmente, os
valores sdao semelhantes, observando-se uma maior capacidade de absor¢cdo de agua
para o sistema com maior grau de substituicdo e consequente maior concentracao de
PNIPAAM.

Um estudo idéntico foi efectuado a 37°C para verificar a influéncia da
temperatura no comportamento final do sistema. A Figura 5.12 apresenta os

resultados obtidos para ambos os sistemas de base Dextrano.
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Figura 5.12 — Libertagdo de dgua dos sistemas de base Dextrano a 37°C.
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Mais uma vez, e tal como se observou para a absor¢do de agua, verifica-se
uma diferenca acentuada nos resultados obtidos a temperaturas superiores a LCST,
denotando uma clara termodependéncia das propriedades estudadas. Desta forma,
observa-se que para ambos os sistemas se verificou uma menor libertacdo de agua
para um periodo de tempo idéntico. Tal facto pode ficar a dever-se a agregacao da
PNIPAAM na amostra devido a temperatura, deste modo impedindo a saida da agua
do interior do sistema. Para além disso, o aumento do grau de reticulacdao, como foi
referido anteriormente, também justifica uma libertacdo menor de agua do sistema.
Observa-se assim uma libertacdo imediata de agua no inicio do ensaio, semelhante a
um burst, devido, principalmente, a gelificacdo da PNIPAAm, o que leva, como ja foi
referido anteriormente, a uma libertacdo imediata da agua retida a superficie ou
proximo dela. Posteriormente, observa-se uma libertacdo mais lenta, inclusive
guando comparada com os sistemas descritos anteriormente, facto que se deve a um
possivel maior grau de reticulacao do gel obtido através de fotopolimerizacao.

Efectivamente, verifica-se que quanto maior o grau de substituicdo de cada
amostra, e consequente aumento da concentracdo de PNIPAAmM no gel, menor a
agua libertada pela amostra e mais lenta a libertacdo da mesma. Esta variacdao
significativa permite, de acordo com a concentragdo de PNIPAAm no sistema e com a
libertacdo de agua pretendida, controlar a libertacdo do hidrogel e a consequente
hidratagdo da zona afectada.

Foi também determinada a capacidade de absorcdo de 3agua por via

matematica, apresentando-se na tabela seguinte os resultados.

Tabela 5.VII — Valores matematicos obtidos para a absorgao de agua a 37°C.

Sistema Capacidade de Inchago (%)
25% de substituicao 61
33% de substituicao 51
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Tal como se verificou para a temperatura de 25°C, também neste sistema se
observou uma semelhanga entre os valores obtidos experimentalmente e os valores
matematicos. No entanto, e em consonancia com o caso anterior, também a 37°C os
valores matematicos sao ligeiramente superiores aos experimentais, podendo, no
entanto, explicar-se a diferenca da mesma forma que para os géis a 25°C. Observa-
se, no entanto, que os valores para a absorcdo de agua, em comparagao com
sistemas com a mesma percentagem de NIPAAm introduzida, sdo, como referido,
inferiores. A justificacdo foi ja apresentada e deve-se, como referido, a introdugdo do
isocianato, necessario a reaccao de fotopolimerizacdao, o que levou a um aumento da
hidrofobicidade total do sistema. No entanto, podemos concluir que ambos os

sistemas sao hidrogéis.

5.3.5. Determinag¢do dos angulos de contacto e energias
de superficie

A determinacdo dos angulos de contacto da dgua com o material permite
determinar como salientado, qual o grau de hidrofobicidade/hidrofilicidade de cada
sistema. Para além disso, a determinacdo dos angulos de contacto e das respectivas
energias de superficie constitui uma forma de avaliar a interac¢ao entre a pele e o
gel, permitindo verificar a adesividade e a biocompatibilidade do mesmo. O método
utilizado para a determinacdo dos valores foi idéntico ao apresentado nos capitulos
anteriores.

De novo, em primeiro lugar, foi determinado o valor do angulo de contacto

com a agua, para verificar e comprovar os valores obtidos para a absorgado de 4gua.

A tabela seguinte apresenta os valores obtidos para os angulos de contacto

com a agua e os géis.
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Tabela 5.VIIl — Angulos de contacto obtidos com os géis e a d4gua a 25°C.
Angulo de
Sistema
Contacto
25% de substituicao 68,9
33% de substituicao 61,5

Da tabela anterior verifica-se que os angulos de contacto obtidos com a dgua
apresentam valores relativamente baixos, mostrando a hidrofilicidade de cada
sistema. Este resultado encontra-se de acordo com o esperado, tendo em
consideracdo os resultados obtidos para a absor¢cdo de dgua ja anteriormente
apresentados. Mais uma vez se salienta uma diminuicdo nos valores obtidos para os
angulos de contacto com o aumento do grau de substituicdo dos grupos hidroxilo,
denotando um aumento na hidrofilicidade do sistema, resultante, como referido, do
aumento na concentracdo de PNIPAAmM no sistema. Associado a estes valores
elevados de hidrofilicade estd também o peso molecular do Dextrano utilizado que
aumenta mais ainda a interac¢do das cadeias com a agua.

Comparativamente com os sistemas anteriores, e principalmente com os
sistemas com valores semelhantes de copolimero introduzido, observa-se, tal como
salientado, que os valores de hidrofilicidade destes sistemas sdo ligeiramente
inferiores, ou seja, apresentam angulos de contacto maiores. Este facto fica, pois, a
dever-se, possivelmente a introducdo do Isocianato no sistema, molécula que, devido
a sua estrutura, aumenta a hidrofobicidade total do gel. Para além disso, a
substituicdo de grupos hidroxilo por outros, nomeadamente o uretano, leva também
a uma diminuicdo global de hidrofilicidade, justificando, deste modo os resultados
obtidos.

Com o aumento da temperatura, e dado o cardcter termodependente dos
géis obtidos, observaram-se diversas alteracGes aos valores do angulo de contacto

com a agua obtido. Os resultados encontram-se na Tabela 5.IX.
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Tabela 5.1X — Angulos de contacto obtidos com os géis e a d4gua a 37°C.

Angulo de
Sistema
Contacto
25% de substituicao 117,5
33% de substituicao 132,5

De acordo com a Tabela 5.IX, verifica-se que ambos os sistemas apresentam
valores elevados para o angulo de contacto com a dgua determinado, denotando um
aumento na sua hidrofobicidade, resultado semelhante ao obtido para a capacidade
de absorcdo de dgua e, mais uma vez, evidenciando o cardcter termodependente dos
géis obtidos, dado que, a um aumento da temperatura para valores superiores aos
da LCST determinada, se observa uma diferenga drdstica da hidrofilicidade do
material. Esta evidéncia é ainda mais salientada quando se verifica que, com o
aumento da concentracdo de PNIPAAm no sistema, de acordo com o grau de
substituicdo da amostra, maior é a diferenca entre os resultados obtidos para as
temperaturas testadas. Novamente se observa, no entanto, que estes sistemas
apresentam um acréscimo nos valores do angulo de contacto com a agua, resultante

do aumento global de hidrofobicidade pela introdu¢do na molécula do Isocianato.

A determinacdo dos valores para a energia de superficie de cada gel foi
efectuada através da medicdo dos valores dos angulos de contacto de cada gel com
agua, formamida, etilenoglicol e propilenoglicol, determinando-se as componentes
dispersiva e polar de cada gel e a sua respectiva energia de superficie, com recurso
ao método Owens-Wendt-Rabel e Kaeble, comparando-a posteriormente com a da
pele (Venkatraman & Gale, 1998). Os resultados obtidos encontram-se na tabela

seguinte:
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Tabela 5.X — Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 25°C.

Energia de
P D
. L. Ys ¥s
Sistema Superficie
(mN/m) (mN/m)
(mN/m)
25 % de substituicao 29,8 20,1 9,7
33 % de substituicao 31,2 23,2 8,1
Pele 38-56 - -

Como se pode observar na tabela anterior, os resultados obtidos mostram
que para todos os géis estudados a componente polar destes é superior a
componente dispersiva. Este resultado era esperado dada a relativa hidrofilicidade
apresentada por todos os sistemas em caracteriza¢des anteriores. E, pois, de esperar
gue, com o aumento do grau de substituicdo, esta componente tenha aumentado em
virtude da maior quantidade de PNIPAAm introduzida, sendo que, a temperaturas
inferiores a LCST, este composto apresenta, como referido, um comportamento
hidrofilico. Este resultado demonstra que as interac¢des observadas entre o liquido e
o gel sdo interac¢Ges mais entre dipolos permanentes e induzidos ou mesmo entre
ligacdes de hidrogénio. Para além disso, observa-se que os valores obtidos para a
energia de superficie sdo inferiores, em ambos, a gama de valores determinados para
a pele. Este facto, como salientado anteriormente, permite afirmar que as forgas
adesivas do gel com a pele serdo superiores as forgas coesivas do préprio gel. Tal
facto, vai permitir a adesdo e o espalhamento do gel pela pele. No entanto,
comparativamente aos resultados anteriores, observa-se novamente, menores
valores da componente polar para os sistemas obtidos através deste método, o que
revela, uma maior hidrofobicidade destes. No entanto, esta diminuicio da
componente polar e, consequente, aumento da componente dispersiva ndo levou a

um aumento muito significativo da energia de superficie.
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Para a temperatura de 37°C, o estudo efectuado foi semelhante ao anterior,

e os resultados obtidos foram os seguintes:

Tabela 5.XI — Valores obtidos para as componentes dispersiva e polar de cada gel
obtido e respectiva energia de superficie para 37°C.

Energia de
P D
. .. ¥s Ys
Sistema Superficie
(mN/m) (mN/m)
(mN/m)
25% de substituicdo 25,1 14,2 10,9
33% de substituicao 24,8 12,7 12,1
Pele 38-56 - -

Como se pode observar da tabela anterior, e comparativamente com a tabela
com os valores obtidos a 25°C, neste caso verificam-se grandes diferencas nos
valores obtidos. Mais uma vez, a componente polar dos géis apresentou valores
superiores a componente dispersiva, justificado pela hidrofilicidade apresentada
pelos géis. No entanto, é de salientar a grande diminuicdo do valor desta
componente comparativamente com o caso anterior. Tal diferenca pode ser
justificada pela presenca de PNIPAAmM, que por precipitacdo diminui as interac¢Ges
polares entre as moléculas do gel e as do liquido. Este resultado também se observa
no aumento significativo da componente dispersiva, que, ao aumentar, estd a
promover uma maior coesdo do gel. Para além disso, o aumento da hidrofobicidade
do sistema, inerente a introducdo do Isocianato, leva a um aumento superior da
componente dispersiva do gel quando comparada com os valores obtidos para os
sistemas obtidos anteriormente. No entanto, e apesar destas alteracGes inerentes a
transicdo térmica sofrida pelo gel, os valores obtidos para a energia de superficie
permitem verificar que os géis irdo, em contacto com a pele, ter um comportamento

adesivo, permitindo por isso a possivel libertacdo do farmaco na pele.

256



Capitulo 5

5.3.6. Avalia¢ao do padrao de libertagao do farmaco

A avaliacdo do padrdo de libertacdo do farmaco foi efectuada para a
caracterizagdo final do gel como sistema de libertagdo controlada. O farmaco
utilizado, tal como nos sistemas anteriores, foi o Ondansetron® e o método utilizado
foi semelhante ao apresentado para os sistemas obtidos por irradiagao y.

Deste modo, e para evitar que as radiacdes utilizadas na fotopolimerizacao
alterassem as caracteristicas do farmaco, foi decidido que o Ondansetron® seria
introduzido nos géis por absorcao de uma solucao concentrada deste. Para tal, foram
preparadas solugdes contendo 4 mg de farmaco em 5 ml de soro fisioldgico. Cada
membrana foi colocada numa solucdo e deixada durante 24 horas em absorcao,
tempo ao fim do qual cada gel foi retirado e medida a absorvancia da solucao, depois
comparada com a absorvancia medida inicialmente. A diferenga entre os dois valores
obtidos permitiu determinar a quantidade efectiva de farmaco absorvido por cada
gel.

A Tabela 5.XII apresenta os valores obtidos para a quantidade de farmaco

introduzido em cada sistema.

Tabela 5.XIl — Valores de farmaco absorvido por cada sistema.

T=25°C T=37°C
Sistema Farmaco Absorvido Farmaco Absorvido
(mg/g polimero) (mg/g polimero)
25% de substituicao 1,215 1,058
33% de substituicao 1,896 0,558

Na tabela 5.XIl é possivel verificar que os resultados obtidos para a
quantidade de farmaco introduzido no gel por absor¢do se encontram intimamente

relacionados com os resultados apresentados anteriormente para a capacidade de
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absorc¢do. Esta conclusdo é semelhante a verificada para a absor¢do de agua, dado
gue é através desta que o farmaco é colocado no sistema. Esta conclusdo é também
corroborada pelo caracter termossensivel apresentado pelos sistemas e pelas
diferencas observadas quando a temperatura era alterada. Deste modo, observa-se
uma diminuicao do total de farmaco introduzido no sistema com o aumento da
temperatura, verificando-se também que esta reducao é superior nos sistemas onde
a concentracao final de PNIPAAm é superior. Mais uma vez, e tal como foi explicado
para a absorcdo de agua, este resultado poderd ficar a dever-se a agregacdao das
cadeias poliméricas de PNIPAAm com a temperatura e que, formando uma barreira,
impedem a entrada do farmaco. Para além disso, observa-se uma menor quantidade
de farmaco introduzida no sistema comparativamente com os resultados obtidos no
capitulo 3, podendo justificar-se essa diferenca com um possivel aumento do grau de
reticulacdo do gel e consequente diminuicdo da sua hidrofilicidade.

Globalmente, no entanto, podemos afirmar que a quantidade de farmaco
introduzido em cada sistema se encontra directamente relacionado com a

capacidade de absorcdo do meio de cada um.

Apds a introdugdo do farmaco nos sistemas, foram efectuados os ensaios de
libertacao.
A figura seguinte apresenta os resultados obtidos para os sistemas a 25°C de

temperatura.
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Figura 5.13 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco
para os sistemas a 25°C.

Na figura anterior é possivel verificar que ambos os sistemas apresentam um
comportamento semelhante para a quantidade de farmaco libertado. Observa-se
uma libertacdo mais acentuada no inicio, seguida de uma fase mais lenta e
controlada de libertacdo até a estabilidade. Este facto resulta, em primeiro lugar, da
diferenca de concentragbes de farmaco entre o interior do gel e o meio envolvente,
levando a difusdo deste através das cadeias poliméricas para o meio exterior. Para
além disso, e dado o método utilizado para a introdugdo do farmaco no sistema, é de
prever que parte deste se encontre adsorvido a superficie, levando a que este se
liberte imediatamente.

Em relagdao ao total libertado, é possivel observar que a quantidade final foi
quase a totalidade da inicialmente absorvida por cada sistema apresentando ambos
os sistemas valores finais préximos dos 90% do total inicialmente colocado.

Mais uma vez um estudo semelhante foi efectuado a 37°C e os resultados

obtidos apresentados na figura seguinte:
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Figura 5.14 — Resultados obtidos para a libertagdo de farmaco
para os sistemas a 37°C.

A figura anterior mostra uma clara diferenca de comportamento de ambos os
géis quando colocados a uma temperatura superior a LCST, reforcando, mais uma
vez, o caracter termossensivel destes. Os resultados mostram ainda uma variacao
significativa com uma diminuicdo, por vezes acentuada, quer da velocidade de
libertagcdo quer da prépria quantidade de farmaco libertado pelos sistemas. Verifica-
se novamente uma libertacdo inicial muito rapida, devida, tal como justificado
anteriormente, a diferenca de concentragdes de farmaco entre o gel e o meio. No
entanto, para além deste factor, a contraccdo das cadeias poliméricas devida ao
aumento da temperatura e ao caracter termossensivel do gel leva a uma rdpida
«expulsdo» do contelddo colocado na superficie do gel devido a contracgdo das

cadeias. Deste modo, o farmaco é impelido a libertar-se mais rapidamente.
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ApOs esta libertagdo inicial, observa-se a formacdo de um patamar muito
prolongado onde a libertacdo do farmaco é minima, ao contrdrio do que acontecia
nos sistemas a 25°C. Este resultado é em parte também justificado pelo
comportamento das cadeias poliméricas de PNIPAAm, as quais, ao agregarem, vao
formar uma barreira, impedindo e retendo o contetddo no seu interior — neste caso,
o fadrmaco, que assim ira ser impedido de se libertar. Para além disso, o possivel
maior grau de reticulacdo, devido as ligacdes formadas entre PNIPAAm e Dextrano,
leva a um maior controlo da quantidade libertada a partir do interior do sistema. Por
esta razao temos libertacdes mais prolongadas e de forma mais controlada para
estes sistemas comparativamente a todos os outros apresentados anteriormente.
Deste modo, os valores obtidos para o total de farmaco libertado foram
significativamente inferiores aos encontrados para os mesmos sistemas colocados a
temperaturas superiores.

Para a determinacdo dos coeficientes de difusdo para ambos os sistemas, foi
utilizada de novo a expressao 3.16 apresentada na seccdo 3.3.7.1. Os resultados sdo

0s que se apresentam na tabela seguinte:

Tabela 5.XIll — Coeficientes de difusdo e de correlagdo obtidos
para os sistemas a 25°C e a 37°C.

T=25°C T=37°C
Grau de Coeficiente Coeficiente
oL Coeficiente de Coeficiente
Substituicao de Difusdo de Difusdo
5 correlagao , de correlagao
(cm?/h) (cm®/h)
25% 0,0954 0,991 0,0538 0,989
33% 0,0474 0,992 0,00798 0,994

Os resultados anteriores mostram, em primeiro lugar, que a regressao
utilizada se aproximou bastante dos valores experimentais obtidos, apresentando
coeficientes de correlagao perto da unidade. Relativamente aos valores obtidos para

o coeficiente de difusao, verifica-se que, tal como observado no perfil de libertagao,
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o sistema com menor grau de substituicdo apresenta uma valor superior ao de maior
de 33%, resultando numa libertagcdo mais rapida no primeiro caso. Esta reducao est3,
tal como sucedia nos capitulos anteriores, com o aumento do copolimero introduzido
no sistema e um aumento do grau de reticulacdo do gel, levando a um maior
controlo na libertagdo do farmaco. Com o aumento da temperatura, observou-se
uma diminuicdo acentuada dos valores para ambos os coeficientes de difusao,
denotando uma maior dificuldade do farmaco em se difundir pela matriz polimérica
devido a agregacao das cadeias de NIPAAm devido ao aumento da temperatura.

De seguida foi determinado, matematicamente, qual o tipo de difusao

observado em cada caso recorrendo a expressao 3.3 apresentada na seccdo 3.3.5.1.

A tabela seguinte resume os valores determinados para todos os sistemas a

ambas as temperaturas.

Tabela 5.XIV — Valores obtidos através da regressdo linear para os coeficientes
caracteristicos da libertagcdo controlada de Ondansetron® para os sistemas estudados.

T=25°C T=37°C
Sistema
n k(h") R? n k(h") R?
25% sub. 0,516 0,0734 0,985 0,555 0,0369 0,989
33% sub. 0,525 0,0647 0,986 0,587 0,0283 0,996

Da tabela anterior podem ser retiradas diversas conclusGes em relagdo ao
tipo de difusdo presente em cada situagdo. Globalmente, podemos novamente
afirmar que este tipo de aproximacgao utilizado para determinag¢ao dos parametros
caracteristicos da difusdo foi adequado, uma vez que todos os sistemas apresentam
valores para o coeficiente de correlagao préximos da unidade. Para os sistemas

colocados a 25°C observa-se que ambos apresentam valores para o expoente

262



Capitulo 5

caracteristico da difusdo préximos de 0,5, podendo todos ser considerados sistemas
com difusdo de farmaco do tipo Fickiana (Peppas, 1985). Ou seja, é a difusdo do
farmaco, resultante da diferenca de concentracdes entre o exterior e o interior, que
vai levar a libertacdo do mesmo no interior do gel. Observa-se que,
comparativamente aos sistemas apresentados no capitulo 3, os valores obtidos para
o expoente de difusdo sdo mais préoximos dos caracteristicos de uma difusao do tipo
Fickiana, possivelmente justificados pelo maior grau de reticulacdo apresentado
pelos sistemas devido ao tipo de reaccao envolvida neste método.

Relativamente ao parametro k, observa-se uma diminuicdo deste com o
aumento do grau de substituicdo, traduzindo, mais uma vez, uma libertacdo mais
lenta do farmaco, associada a interac¢des e geometria do gel.

Com o aumento da temperatura, observam-se alteracdes mais significativas
nos valores obtidos, apesar de, mais uma vez, se encontrarem proximos de 0,5.
Verifica-se que, com o aumento da concentracdo de PNIPAAm, o valor de n se afasta
de 0,5 e do tipo de difusdo Fickiana, levando a uma difusdao controlada, ndo sé pelos
mecanismos de difusdo normais mas também pela prépria estrutura polimérica,
levando a um misto de difusdo do tipo Fickiana e do tipo ndo-Fickiana. Este resultado
era em parte esperado dado que, para maior concentracao de PNIPAAmM, o gel sofre
uma alteracdo significativa ao nivel da sua estrutura, sendo essa alteracdo

responsdvel pelo controlo na libertagdo do farmaco.

5.4. Conclusoes

Dos resultados apresentados em todo o capitulo podem ser retiradas
diversas conclusGes, a primeira das quais é a de que o método inovador utilizado
para esta polimerizacdo, ou seja, a modificacdo do Dextrano com recurso a um

isocianato e posterior fotopolimerizagdo do mesmo é eficaz na sintese de um sistema
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de libertacdo controlada com propriedades termossensiveis. Através da variacdo do
grau de substituicdo dos grupos hidroxilo presentes no Dextrano, foi possivel obter
géis com propriedades distintas. A introducao primeiramente das ligacdes duplas foi
observada com recurso ao FTIR, comprovando a variacdo na concentracdo destas no
Dextrano consoante o grau de substituicdo. Este facto fez, simultaneamente, variar a
guantidade de NIPAAm introduzida em cada sistema, verificando-se que para o
sistema com maior grau de substituicdo, e consequente maior nimero de grupos
vinilicos disponiveis, ocorria um aumento de PNIPAAmM no gel. Concluiu-se assim que
guanto maior o grau de substituicdo dos grupos —OH maior a concentracdo de
NIPAAm introduzida no gel. Este facto foi facilmente comprovado com recurso ao
FTIR-ATR. A quantidade introduzida foi semelhante a determinada para o caso dos
géis obtidos por irradiagdo y.

Uma outra conclusdo retirada foi a de que é possivel alterar a temperatura
critica de transicdo da PNIPAAmM com a introducao de diferentes materiais, podendo
adaptd-la a diferentes circunstancias. Neste caso, observou-se uma variacdo nesta
temperatura para valores mais proximos da temperatura corporal humana, obtendo-
se temperaturas entre os 33 e 34°C. Estes valores sdo ligeiramente inferiores aos
obtidos para outros sistemas com semelhante concentracdo em PNIPAAm, ficando
este facto a dever-se a presenca de um composto mais hidrofébico no gel, o
isocianato.

A capacidade de absorcdo de agua mostrou uma clara dependéncia da
temperatura a qual eram realizados os ensaios, verificando-se que, para
temperaturas inferiores, os sistemas se comportavam como superabsorventes, com
valores de absorcao de agua superiores a 100%, enquanto para os sistemas a
temperaturas superiores a LCST tinhamos apenas hidrogéis com absorc¢des inferiores
as registadas. Verificou-se também novamente a influéncia da utilizacdo do IEMA
nestes compostos, ao fazer diminuir a hidrofilicidade do sistema em geral e,
consequentemente, a sua capacidade de absor¢ao de dgua comparativamente a

outros sistemas.
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Os angulos de contacto permitiram, em primeiro lugar, confirmar os
resultados obtidos para a absorcdo de dgua e, bem assim, todas as conclusdes
retiradas para esta propriedade. Para além disso, permitiram determinar os valores
para as tensdes superficiais dos géis comparando-os com os valores conhecidos para
a pele. Concluiu-se que todos os sistemas, independente da temperatura a que
forem colocados, apresentaram um comportamento adesivo a pele. Observaram-se
as variacdes expectdveis nas componentes polar e dispersiva de cada gel com a
temperatura, mas, na globalidade, a principal conclusdao manteve-se independente
da temperatura. Novamente, e de acordo com o expendido anteriormente, os
valores destas componentes foram ligeiramente diferentes dos obtidos para outros
sistemas, mas, no global, esta variacdo acabou por ndo se reflectir de forma
acentuada nos valores obtidos para a energia de superficie de cada gel.

Finalmente, os ensaios de libertacdo de Ondansetron® revelaram uma
libertacdo do tipo Fickiano para os géis colocados a temperaturas inferiores a LCST,
independente do grau de substituicdo utilizado. No entanto, com o aumento da
temperatura, observou-se uma diminuicdo na quantidade de farmaco libertado e no
tipo de libertacdo, verificando-se que alguns sistemas ja apresentavam libertacées do
tipo ndo-Fickiano, ou seja, dependente ndo sé do gradiente de concentracdes do
meio, mas também da estrutura polimérica do mesmo. Tal facto encontra-se
relacionado, como referido anteriormente, com o aumento da concentracdo de
PNIPAAmM no sistema e com a sua precipitacdo devido a variacdo da temperatura.

Globalmente, é de salientar, no entanto, a novidade no tipo de reaccdo
experimentado e nos resultados positivos por ela apresentados. Conseguiu-se assim
encontrar um método simples de modificar o Dextrano com a introdugdo no
polissacarideo de ligagdes duplas capazes de serem utilizadas para diversos fins,
nomeadamente, para a sintese de géis com propriedades termossensiveis,

recorrendo apenas a fotopolimerizagao.
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6. Conclusoes

Considerando os objectivos a que nos propusemos com este trabalho —
estudar diversos sistemas de libertacdo controlada com vista a eventual aplicacdo de
materiais poliméricos na drea dos biomateriais —, que serve de tese de
doutoramento, somos de concluir que os mesmos foram alcangados. E
fundamentamos esta nossa certeza nas conclusdes que retiramos dos resultados
obtidos e da importancia destes quando comparados com os de outros trabalhos
cientificos ja apresentados internacionalmente.

Deste logo, e em primeiro lugar, verificou-se ser possivel atingir os objectivos
inicialmente propostos para o trabalho, tendo-se conseguido sintetizar com sucesso
diversos sistemas de libertacdo controlada de com recurso a trés diferentes métodos
de polimerizagdo: uma recorrendo a polimerizagdo por radiagdo y; outra através de
um iniciador quimico, o Nitrato de Cérium-Amonio (IV); e outra que consistiu numa
modificacdo prévia de Dextrano com a introducdo de ligacdes duplas e posterior
fotopolimerizagdo. Estes foram caracterizados segundo diversas técnicas que
permitiram avaliar caracteristicas importantes para a sua aplicacdo como sistema de
libertacdo controlada.

Verificou-se que a partir das trés técnicas utilizadas se consegue obter com
sucesso um sistema termossensivel de libertagdo controlada, isto é, um hidrogel que
apresenta variagdes das suas caracteristicas principais com a variagdo da
temperatura.

Do mesmo modo, verificou-se também que para todos os sistemas a
temperatura de transi¢do se situou perto da temperatura corporal, sendo possivel
controlar a mesma modificando para tal a quantidade de poli(N-Isopropilacrilamida)
introduzida no sistema. Para efectuar esta modificagdo, foram feitos ensaios com

diferentes tempos de reac¢do, permitindo assim observar a evolugdo da

269



Conclusoes

concentracdo daquela substancia no hidrogel e efectuar uma andlise mais profunda
da polimerizagdo face ao que actualmente pode ser encontrado na literatura.

Deste modo, e para todos os sistemas, observou-se um acréscimo de
PNIPAAM no sistema de libertacdo final com o aumento do tempo de reacc¢do total.
No entanto, as diversas técnicas de caracterizacao utilizadas, nomeadamente a
analise elementar e a FTIR-ATR, permitiram observar que os sistemas preparados por
iniciagdo quimica apresentavam valores menores de PNIPAAm, tendo, por isso,
menores variacdes da temperatura de transicao. Relativamente aos outros dois
métodos utilizados, observou-se que estes j& apresentavam maiores valores de
PNIPAAmM, possuindo, por isso mesmo, maiores variacdes na temperatura critica de
solucdo de acordo com o tempo de reaccdo das amostras. Este resultado permitiu
concluir que é possivel sintetizar sistemas de libertagao controlada com diferentes
LCST e, consequentemente, caracteristicas distintas, que permitem a sua aplicacdo
em diversas dreas, quer da Biomedicina quer de outros campos de aplicacdo dos
mesmos. Dentro da prépria medicina, é possivel utilizar estes sistemas em diferentes
aplicacdes, por exemplo em oftalmologia, onde a temperatura de transicdo seria
mais baixa, ou em ortopedia, onde a temperatura de transicio seria,
necessariamente, a temperatura corporal.

Relativamente as outras caracteristicas estudadas, observou-se que todos os
sistemas apresentavam elevada capacidade de absor¢cdo de agua, sendo por isso
todos classificados como hidrogéis. No entanto, verificou-se uma dependéncia desta
propriedade com a quantidade de NIPAAm introduzida e com a temperatura a que
cada ensaio era realizado. Assim, observou-se que todos os sistemas se tornavam
altamente hidrofébicos com o aumento da temperatura, em resultado da gelificagdo
da PNIPAAmM. O grau de hidrofilicidade/hidrofobicidade variava consoante o tempo
de reacgdo e a temperatura do ensaio, sendo que os sistemas preparados por
irradiagdo ou fotopolimerizagdo apresentavam variagdes mais significativas no que
dizia respeito a esta propriedade.

Estuddmos também a cinética de libertagdo de agua com o objectivo de

aplicar estes sistemas para a hidrata¢do de zonas queimadas. Trata-se de um estudo

270



Capitulo 6

inovador que trouxe novas informacdes, até agora desconhecidas, sobre este tipo de
sistemas. Deste modo, verificou-se que os sistemas estudados, com o aumento da
temperatura, retinham parte da dgua no seu interior, permitindo assim controlar
qguer a quantidade de agua libertada quer a velocidade a que o processo ocorre.
Assim, e de acordo com as necessidades, sera possivel aplicar qualquer tipo de
sistema preparado, o que demonstra a grande versatilidade dos hidrogéis obtidos.

Outra questdo estudada em todos os sistemas por nds preparados foi a da
energia de superficie e das suas capacidades de adesao a pele. Tratou-se também de
estudo inédito para estes sistemas, ainda nao efectuado anteriormente, que permite
verificar uma outra aplicacdo destes sistemas, neste caso como patch adesivo para a
pele, permitindo a prolongada libertacdo tépica de farmacos. Observou-se, assim,
gue todos os sistemas preparados podem ser aplicados para este fim uma vez que
todos, sem excepcdo, apresentam valores que permitem a sua adesdo a pele.

Finalmente, o estudo de libertacdo de farmaco propriamente dito
apresentou resultados semelhantes aos observados para a libertacdo de dgua. Deste
modo, os sistemas colocados a temperaturas superiores apresentaram libertacdes
menos significativas de farmaco libertado do que os sistemas com caracteristicas
idénticas mas colocados a temperaturas inferiores. A libertacdo do farmaco ocorreu
de forma mais acelerada no inicio, o que esta relacionado com a gelificacdo de
PNIPAAmM, e mais lenta na segunda fase do estudo, devido a retencao, pelo mesmo
motivo, de fdrmaco no interior.

Assim, se conclui que fazendo variar as condicoes de reaccdo, e
consequentemente, a concentracao final de PNIPAAm no hidrogel, é possivel
controlar a quantidade que se pretende libertar e, simultaneamente, a velocidade a
gue a mesma ocorre.

Dos resultados obtidos podemos entdo referir que todos os sistemas sao
passiveis de ser utilizados, sendo que, a nivel da sua prépria sintese os sistemas
preparados por irradiagdo sdo os mais simples e rdpidos de produzir. No entanto,
considerando o equipamento necessario é expectdvel que estes ndo possam ser

utilizados com tanta frequéncia como os outros.
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Globalmente, podemos concluir que os sistemas de preparagao por
fotopolimerizagdo sdao os mais versateis, pois a facilidade do seu procedimento de
preparacao permite que sejam sintetizados no momento da sua aplicagao e, o que é
ainda mais importante, no local da mesma, conseguindo-se assim obter sistemas com
as caracteristicas mais adequadas as necessidades.

Em conclusdo, diremos que este trabalho apresenta diversos resultados
inovadores que permitem a sua utilizagdo futura como base na sintese de novos
sistemas termossensiveis de libertacdo controlada, com um amplo leque de
aplicacoes.

O presente trabalho abre também portas para o estudo futuro da
biocompatibilidade, quer in vivo quer in vitro, estudo esse que finalizard a
caracterizacdo destes compostos a nivel biomédico.

Chamamos, todavia, a atencdo para a importancia de um outro estudo que
passara pela utilizacdo das mesmas técnicas mas com outros compostos também
utilizados como base de sistemas de libertacdo, para desse modo se observarem os

resultados entdo obtidos e compara-los com os que apresentdmos neste trabalho.
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