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Resumo

As redes de polimeros interpenetrantes (IPN) tém sido consideradas nos Gltimos anos como
forma de melhorar as propriedades de materiais convencionais. Aumento do desempenho
mecanico e incorporacdo simultanea de polimeros naturais e sintéticos no mesmo produto sao
exemplos de vantagens associadas aos IPNs. Neste trabalho foram explorados IPNs baseados
em redes de acido acrilico (AA) e N-isopropilacrilamida (NIPA) como forma de obtengédo de
materiais com sensibilidade simultdnea ao pH (decorrente da rede de AA) e a temperatura
(decorrente da rede de NIPA). Os hidrogeis resultantes apresentam potenciais aplicacdes em
biomedicina e na indUstria farmacéutica, nomeadamente na libertacdo controlada de farmacos.
Os IPNs de AA/NIPA foram sintetizados através de polimerizacdo radicalar cléassica (FRP),
tendo sido consideradas diferentes estratégias de interpenetracdo das redes de base (variacdo do
solvente, concentragfes, temperatura, iniciador, etc). ApoOs purificacdo, os IPNs foram
caracterizados em termos da variagdo da sua razdo de inchamento (SR) quando colocados em
solugbes aquosas (procurando recriar meios bioldgicos) com diferentes valores de pH e
temperatura. Os materiais sintetizados foram também caracterizados em termos da sua
capacidade de adsorcao/dessor¢do (retencdo/libertacdo) de moléculas alvo importantes em
biomedicina (ex. 5-fluoruracilo usado no tratamento do cancro ou 4-aminopiridina,
potencialmente Util no tratamento da esclerose multipla). Em concreto, foi quantificada a
adsorcao dos farmacos nos IPNs em modo fechado (batch) e também em modo continuo. Para
esse efeito, os materiais foram empacotados em colunas de GPC e submetidos a testes de
andlise frontal usando solug¢Ges aquosas contendo os farmacos. Adicionalmente, os IPNs foram
ainda sujeitos a estudos de extragcdo em fase sélida (SPE) envolvendo também solugfes aquosas
dos mesmos farmacos. Os resultados experimentais obtidos foram usados em estudos de
modelacdo matematica, nomeadamente para a determinacdo de isotérmicas de adsorcdo
(Langmuir, Freundlich, etc) e no desenvolvimento de ferramentas de célculo auxiliadoras da
interpretacdo dos resultados obtidos por analise frontal (quantificacdo da capacidade de
adsorcdo). Com a investigacdo realizada mostra-se que a interpenetracdo de redes pode ser
considerada na obtencdo de hidrogéis com sensibilidade combinada a estimulos (ex.
pH/temperatura) e que 0s materiais resultantes apresentam propriedades Uteis em biomedicina,
nomeadamente na retencdo/libertacdo de farmacos quando selecionadas combinacBes de

elevada afinidade entre o IPN e a molécula alvo.

Palavras-chave: Redes de Polimeros Interpenetrantes, Hidrogéis, Adsorcdao/Dessorcao,

Farmacos.
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Abstract

Over the past few years the interpenetrating polymer networks (IPN) have been
considered to be an effective way to improve the properties of conventional materials.
The increase in the mechanical performance and a simultaneous incorporation of natural
and synthetic polymers in the same product are some of the benefits associated to IPN.
This work sets out to explore IPNs based on acrylic acid (AA) and N-
isopropylacrylamide (NIPA) networks as a route to obtain materials simultaneously
sensitive to pH (resulting from the AA network) and temperature (resulting from the
NIPA network). The resulting hydrogels present potential applications in biomedical
and pharmaceutical industry, particularly in the controlled drug release. The AA/NIPA
IPNs were synthesized through classic free-radical polymerization (FRP), having been
considered different strategies of interpenetration of base networks (variation in solvent,
concentration, temperature, initiator, etc). After purification, the IPNs were categorised
in terms of variation in their swelling ratio (SR) when placed in aqueous solutions
(seeking to recreate biological environments) with different values of pH and
temperature. The synthesized materials were also categorized in terms of their capacity
to adsorb/desorb (retention/release) important biomedical target molecules (eg. 5-
fluorouracil used in cancer treatment or 4-aminopyridine, potentially useful in the
multiple sclerosis treatment). In a particular way, it was quantified the drug absorption
in the IPNs in a closed mode (batch) and in a continuous mode. For this purpose, the
materials were packed into GPC columns and subjected to frontal analysis tests using
aqueous solutions containing the drugs. Additionally, the IPNs were also subject to
solid phase extraction (SPE) studies, involving also aqueous solutions of the same
drugs. The experimental results obtained were used in mathematical modelling studies,
namely for the determination of adsorption isotherms (Langmuir, Freundlich, etc) and in
the development of calculation tools to assist in the interpretation of the results obtained
from frontal analysis (adsorption capacity measurement). This research demonstrates
that the interpenetrating networks can be considered as a route to obtain stimulus-
sensitive hydrogels (pH/temperature) and that the resulting materials exhibit properties
useful to biomedicine, namely in the retention/release of drugs when high affinity

combinations between the target molecule and IPN were selected.

Keywords: Interpenetrating Polymer Network, Hydrogels, Adsorption/Desorption, Drugs.
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Figura 6.3 - Sinal de absorcdo registado no detetor UV em resultado da injecdo no
sistema de GPC de uma solugdo aquosa de 5-fluoruracilo com concentragdo 0,1 mM.
Apresenta-se aqui o sinal UV normalizado, que € obtido através da divisdo do sinal
efetivo pelo valor maximo observado. Este teste foi realizado considerando um caudal
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permite concluir que hd uma afinidade efetiva entre o farmaco e a rede de polimero
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Capitulo 1 - Introducio

1.1. Motivacao

Nas ultimas décadas os hidrogéis tém sido alvo de imensos estudos por apresentarem
diversas aplicacdes em biotecnologia e biomedicina. De facto, estes polimeros tém
adquirido uma elevada importancia em diferentes areas, nomeadamente nas areas
biomédica e farmacéutica, entre outras, por serem biocompativeis, ndo tdéxicos e
biodegradaveis, tendo como principais aplicacdes a producdo de drgdos artificiais,
matrizes de regeneracdo, producédo de lentes de contacto e de sistemas de libertacdo
controlada de principios ativos [1,2].

Os hidrogéis que cativam mais interesse na libertacdo controlada de farmacos sdo
aqueles que possuem sensibilidade a temperatura e ao pH, pois podem em principio ser
usados na libertacdo de moléculas retidas no seu interior em resposta a pequenas
alteracdes do meio envolvente. Por exemplo, os hidrogéis aniénicos sensiveis ao pH
poderdo ter um comportamento mais eficiente na libertacdo controlada de farmacos no
sistema digestivo (devido as variacdes de pH), podendo ser Uteis nomeadamente no
tratamento do cancro colorretal. De facto, visto que o inchamento destes hidrogéis
depende do pH do meio envolvente, como por exemplo no trato gastrintestinal onde o
pH no estdbmago (inferior 3) € muito diferente do pH do intestino (superior a 8). Esta
diferenca é suficientemente grande para provocar comportamento desejado destes
materiais. A um pH acido, estes hidrogéis permanecem colapsados (contraem), e as
moléculas de farmaco sdo protegidas no ambiente acido do estbmago devido a sua
libertacdo limitada. Por outro lado, com passagem do hidrogel do estdmago para o
intestino delgado superior, a alteragdo drastica do pH ira causar o inchamento do
hidrogel e assim libertar as moléculas de farmaco [3,4]. Muitas razBes justificam a
adocdo de sistemas de libertacdo controlada de farmacos no col6n, nomeadamente o
facto de formas de administracdo oral se mostrarem ineficientes, uma vez que néo
protegem a libertacdo do farmaco no estdmago e intestino delgado, sendo mesmo
absorvido ou degradado nesses locais.

Neste trabalho sdo desenvolvidos hidrogéis IPNs (redes de polimeros interpenetrantes)
de forma a tentar combinar as propriedades favoraveis de cada componente de polimero
dentro de uma nova rede global de hidrogel e/ou melhorar as propriedades mecéanicas e
bioldgicas de cada constituinte. Geralmente, o hidrogel IPN resultante possui



Introducéo

propriedades diferentes dos seus componentes e, em muitos casos, sdo observados
efeitos sinergisticos. Devido a estas caracteristicas, os hidrogéis IPN tém cativado
interesse substancial em estudos centrados no desenvolvimento de novos tipos de
materiais adequados para varias aplicacdes biomédicas [2].

O presente trabalho descreve a sintese, caracterizacdo e testes de adsorcdo e libertacao
de farmacos em modo batch e em modo continuo a partir de hidrogéis CPNs (redes de
polimeros convencionais) e IPNs. Foram geradas em laboratorio redes de polimero
interpenetrantes com sensibilidade simultanea a variacdo da temperatura e pH do seu
meio envolvente (solugdes aquosas). A variacao da razdo de inchamento dos materiais
sintetizados em fungdo de pardmetros criticos para aplica¢fes bioldgicas (temperatura,
pH) foi também realizada em laboratdrio. Foi ainda feito um estudo sobre as estruturas
quimicas presentes nos materiais sintetizados (analise FTIR) de forma a tentar verificar
se de facto ocorreu a interpenetracao entre as redes poliméricas. Os testes dos hidrogéis
compreenderam a adsorcdo e libertacdo de vérios farmacos considerando também
diferentes estimulos (variacdo da temperatura e do pH). Para realizacdo destes estudos
foram seleccionados farmacos que sdo amplamente utilizados em medicina,
nomeadamente o 5-fluoruracilo que é utilizado no tratamento de varios carcinomas. Foi
também considerada a 4-aminopiridina que pode ser utilizada no tratamento de
esclerose multipla e a cafeina que é utilizada como estimulante do sistema nervoso
central. O ibuprofeno (utilizado como anti-inflamatério/analgésico) foi também

considerado em alguns testes realizados.

1.2. Objetivos

A realizacdo deste trabalho teve como objetivos principais a sintese e a caracterizacdo
de redes poliméricas interpenetrantes (IPNs). Procurou-se compreender o processo de
sintese e o seu efeito nas propriedades dos materiais obtidos, nomeadamente sobre a
possibilidade de serem estimulados através de alteracbes das suas condicbes
envolventes. Foi também avaliado o desempenho destes hidrogéis na adsorcdo e
libertacdo de farmacos. Assim, foram objetivos especificos deste trabalho, a sintese de
diferentes tipos de hidrogéis IPNs, nomeadamente ionicos, cationicos, anfotéricos e
sensiveis a temperatura. Os IPNs foram sintetizados através de polimerizagéo radicalar
classica (FRP), tendo sido consideradas diferentes estratégias de interpenetracdo das

redes de base (variagdo do solvente, concentragcdes, temperatura, iniciador, etc). Foi
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feito o estudo da razdo de inchamento (SR) dos hidrogeis sintetizados, quando
colocados em solugdes aquosas com diferentes condigdes circundantes, nomeadamente
de temperatura e pH. Pretendeu-se desta forma mostrar que os hidrogéis IPNs podem
efetivamente ser estimulados e também avaliar o diferente impacto desses estimulos em
IPNs. Estes estudos sdo importantes tendo em vista a seleccdo dos hidrogéis que
apresentam maior capacidade para serem estimulados de forma combinada e a partida
com maiores potencialidades na adsorcéo e libertagdo de farmacos. Outro objectivo
desta investigacdo consistiu na quantificacdo da adsorcdo dos farmacos nos IPNs em
modo fechado (batch) e também em modo continuo, quando submetidos a diferentes
estimulos. Também se desenvolveram ferramentas de simulacdo matemética em
Matlab®, Uteis na interpretacdo dos dados de adsorcdo em modo batch e por analise
frontal. Com este trabalho espera-se contribuir para o aprofundamento do conhecimento
acerca dos hidrogéis inteligentes baseados em IPNs e das suas potencialidades como
meios de incorporacdo e libertacdo de biomoléculas, visando aplicacBes em sistemas

biolégicos e em biomedicina.

1.3. Disposicao do Trabalho

Este trabalho compreende sete capitulos, incluindo o actual, que estdo organizados da
forma que se passa a descrever. No segundo capitulo faz-se uma fundamentacéo tedrica
da investigacdo aqui realizada. Apresenta-se neste capitulo uma descricdo geral de
hidrogéis dando maior importancia aos IPNs. S&o também mencionadas algumas
aplicacdes dos IPNs e apresentados alguns detalhes dos farmacos utilizados nos testes
de adsorcio e libertacdo. E ainda descrita de uma forma simples a reacdo de
polimerizacdo (FRP) utilizada na sintese dos IPNs. Ao longo deste capitulo é também
realizada uma breve revisdo bibliografica de trabalhos anteriores nesta area de
investigacdo. No terceiro capitulo é apresentado o procedimento experimental adotado
para a sintese dos IPNs. No quarto capitulo é demonstrada a sensibilidade dos hidrogéis
sintetizados a temperatura e ao pH, quando estimulados através da variacdo das
condicgdes envolventes. Apresentam-se medi¢Oes da razdo de inchamento em funcéo da
temperatura e do pH. Sdo analisados os espectros FTIR dos IPNs por forma a fazer a
sua avaliacdo em termos da estrutura quimica, nomeadamente a identificacdo de grupos
funcionais e ligagbes quimicas, tentando assim perceber se o processo de

interpenetracdo foi concretizado. No quinto capitulo apresentam-se 0s testes de
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adsorcdo em modo fechado, assim como a modelagdo matematica dos dados
experimentais para determinacdo das isotérmicas de adsorcdo. No sexto capitulo
analisam-se os resultados obtidos relativos a adsorcéo e libertagdo por SPE e por anélise
frontal de diferentes farmacos com diferentes hidrogeéis. Os testes incluem diferentes
estimulacdes, como a variacdo da temperatura, a variacdo do pH e a combinacdo de
ambas as variagdes, tendo como objetivo quantificar a fracdo de farmaco retida no
hidrogel. No sétimo capitulo apresentam-se as principais conclusfes desta investigacdo

e sugestdes para trabalhos futuros nesta area.
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Capitulo 2 - Fundamentacio Teorica

2.1. Introducao

Neste capitulo apresenta-se uma breve descricdo dos hidrogéis, dando uma maior
importancia as redes poliméricas interpenetrantes (IPNs). Seguidamente apresenta-se
alguns dos farmacos envolvidos nos estudos experimentais, a utilizacdo destes no
tratamento de algumas doencas, nomeadamente o alzheimer, esclerose maltipla e alguns
carcinomas do trato gastrointestinal. Por fim, é realizada uma explicagdo genérica do
processo de polimerizacdo considerado na parte experimental para a sintese dos IPNs e,
¢ também realizada uma breve revisédo bibliografica de estudos anteriores nesta area de

investigacao.

2.2. Hidrogéis

Hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais hidrofilicas capazes de absorver e reter
elevadas quantidades de agua ou de um fluido biolégico sem que ocorra dissolucéo do
polimero, devido as suas propriedades fisico quimicas [1,3,5]. Os hidrogéis que incham
e colapsam reversivelmente devido a pequenas alteracdes nas condi¢cdes ambientais, tais
como a temperatura, pH, estimulo elétrico, a luz, e forca ionica, solvente, presenca de
moléculas especificas entre outros, sdo conhecidos “stimuli-responsive” ou hidrogeis
inteligentes. A temperatura e o pH s&o amplamente utilizados neste estudo uma vez que
sdo estimulos faceis de controlar e com grande importancia em sistemas bioldgicos
[1,6,7].

Sendo insollveis, estas redes tridimensionais hidrofilicas podem reter grandes
quantidades de agua, que ndo sé contribui para a sua compatibilidade com o sangue
como também mantém uma certa elasticidade e integridade estrutural. Porém, a
caracteristica comum a todos os hidrogéis é a compatibilidade com a agua que advém da
presenca de grupos funcionais hidrofilicos, tais como, -OH, -COOH, -CONH,, -COHN
e —SOzH, fazendo com que inchem facilmente em agua [7,8]. A quantidade de agua
absorvida pelo hidrogel ou inchaco depende essencialmente da relacdo entre o nimero
de cadeias poliméricas hidrofilicas e hidrofébicas e do grau de reticulacdo da rede. A
forma como um hidrogel incha ou contrai num meio pode ainda dever-se a forma como
0 polimero responde a determinados estimulos externos/ambientais, ja referidos

anteriormente.
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Os hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros naturais ou sintéticos. Embora
os hidrogéis feitos a partir de polimeros naturais, geralmente apresentam propriedades
mecénicas ndo ideais sendo ainda relativamente dificil de manter o fabrico destes com
propriedades reprodutiveis, devido a inerente variabilidade dos polimeros naturais. Por
sua vez, 0s polimeros sintéticos tém comummente estruturas bem definidas que podem
ser modificadas com o objetivo de obter degradabilidade e funcionalidade requeridas
[9].

Os hidrogéis podem ser classificados tendo em conta diferentes aspetos, tais como a
composicdo do polimero, a natureza da carga iénica e as suas propriedades estruturais

[8], estas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Classificacdo dos hidrogéis [8,10].

Composic¢éo do Polimero Natureza da Carga l6nica Propriedades Estruturais

. Amorfo
Anionicos
. . (moléculas orientadas de forma aleatéria e
(se contém apenas cargas negativas)

Homopolimero entrelagadas)
(polimerizagéo de um Unico monémero Semi cristalino
hidrofilico) Cationicos (moléculas com empacotamento regular e
(se contém apenas cargas positivas) ordenado em determinadas regides da
matriz)
Copolimero Anfotéricos . . L.
P Ligado por pontes de hidrogénio
(polimerizacéo de dois tipos de (comportam-se como acidos ou bases, ) Lo
) . B (as moléculas estdo ligadas por pontes de
mondmeros, sendo um deles dependendo do meio em que estéo . .
. . o o hidrogénio)
obrigatoriamente hidrofilico) inseridos)
Polimeros de cadeia
interpenetrada Zwiteriénicos
(polimerizacéo de uma rede no interior (nlimero e cargas negativas igual ao Estado sélido

de outra previamente sintetizada, de , -
ntmero de cargas positivas)

modo que cada rede é formada por um
Gnico tipo de polimero)

Os hidrogéis podem ainda ser classificados como quimicos ou fisicos, conforme o tipo
de ligacOes estabelecidas entre as cadeias poliméricas (ver Figura 2.1). As cadeias dos
polimeros nos hidrogéis quimicos encontram-se ligadas entre si por ligaces covalentes.
Relativamente aos hidrogéis fisicos, as cadeias encontram-se associadas através de
ligagBes reversiveis, mais ou menos fortes, e que incluem as ligacdes por pontes de

hidrogénio, ligac6es idnicas ou interacBes hidrofdébicas [11].
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Yo

Hidrogel Quimico Hidrogel Fisico

Figura 2.1 — llustracdo das estruturas dos hidrogéis.

Os hidrogéis apresentam algumas vantagens que o0s tornam interessantes para a
utilizacdo em aplicacdes biomédicas, das varias existentes destacam-se [5]:
v' A capacidade de inchar em 4gua, o que os assemelha a muitos tecidos
bioldgicos;
v A sua consisténcia elastomérica minimiza o atrito entre tecidos e hidrogel;
v" A permeabilidade permite o fluxo pelo material, pois os hidrogéis apresentam
porosidade;
v" Facilidade de obtencdo em diferentes formas;

v Permite a incorporacao e libertacdo controlada de farmacos.

Contudo, para que possamos utilizar os hidrogéis nas mais diversas areas, € necessario
que sejam de facil aplicacdo e que apresentem boa resisténcia mecanica. Por exemplo,
para serem utilizados como dispositivos de libertagdo controlada de farmacos é
importante que permanecam integros durante o tempo de utilizacdo, a ndo ser que sejam
gerados para ser biodegradaveis. Os hidrogéis geralmente apresentam propriedades
mecanicas bastante fracas quando comparados aos demais materiais poliméricos [12].
Porém, é possivel sintetizar hidrogéis com o intuito de melhorar as propriedades
mecanicas a partir da variagdo do grau de reticulacdo e da formacdo de redes
poliméricas interpenetrantes (IPNs) ou semi-interpenetrantes (semi-IPNs), este tipo de

hidrogel sera analisado com mais detalhe nas proximas secgoes.

2.3. Redes Poliméricas Interpenetrantes (IPNs)

Nos ultimos anos aumentou a necessidade de melhorar as propriedades de alguns
materiais e para isso procedeu-se a combinacdo de polimeros. A fim de ultrapassar o
pobre desempenho bioldgico e para melhorar a resisténcia mecanica das redes
poliméricas convencionais foi introduzido uma nova geracdo de polimeros que se

baseiam na juncéo de polimeros naturais ou sintéticos, isolados ou combinados [13].
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Rede polimérica interpenetrante (IPN) pode ser definida como a combinagéo de dois ou
mais polimeros em forma de rede, na qual pelo menos um polimero é sintetizado ou
reticulado na presenca de outro [14]. Quando as cadeias do segundo polimero estdo
envolvidas ou interpenetradas a rede do primeiro polimero, resulta na formacéo de uma
rede fisicamente reticulada. Eles também sdo diferentes dos copolimeros, pois na
obtengdo de IPNs ndo existe a introdugdo de ligagdes covalentes entre os dois
polimeros, ou seja, um monodmero A reage apenas com as moléculas deste monémero, e
monomero B reage com as moléculas de B. Deste modo, e da mesma forma que as
misturas mecanicas e 0s copolimeros, os IPNs representam uma terceira opc¢éo pela qual
é possivel combinar fisicamente dois polimeros diferentes. A combinagdo de dois ou
mais polimeros é uma maneira de obter materiais com melhores propriedades
dependendo da composicdo e do grau de reticulacdo [14,15]. A Figura 2.2 ilustra a

estrutura de um IPN formado por dois polimeros reticulados.

N Polimero A 7~_» Polimero A
/= Polimero B #~” Polimereo B

Figura 2.2 — Representagdo de uma rede polimérica interpenetrante (IPN).

Genericamente, os IPNs sdo produzidos com o objetivo de combinar as propriedades
individuais de dois ou mais polimeros. Em alguns casos, as novas propriedades sao
totalmente apresentadas pelos IPNs, ndo sendo observadas em qualquer uma das duas
redes individuais [16]. O desenvolvimento de redes poliméricas interpenetrantes tornou-
se bastante interessante porque 0s IPNs proporcionam também espacos livres
(cavidades) para a facil incorporacdo de farmacos na estrutura da rede tridimensional,
como resultado da reticulagdo de duas ou mais redes poliméricas [17]. As varias
propriedades dos IPNs, tais como, a porosidade, a aderéncia, a elasticidade, o
inchamento e o comportamento estimulo-resposta podem ser controlados pela escolha
apropriada da rede polimérica (mondmeros) e do agente reticulante (crosslinker), assim

como das quantidades utilizadas [18].
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E de referir que uma rede de polimero interpenetrante é qualquer material que englobe
pelo menos dois polimeros, cada um em forma de rede. Deste modo, idealmente, um
IPN pode ser qualificado pelas seguintes condigdes principais:

v Os dois polimeros sao sintetizados ou reticulados na presenca do outro.

v Os dois polimeros apresentam cinéticas analogas.
No entanto, na pratica, 0s materiais que possuam apenas um polimero reticulado (onde
os polimeros séo sintetizados separadamente) ou em que os polimeros apresentam uma
cinética diferente sdo ainda considerados como redes poliméricas interpenetrantes [19-
21].

2.3.1. Classificacdo dos IPNs

As redes poliméricas interpenetrantes podem ser classificadas segundo o método de
preparacdo quimica utilizado ou pela estrutura (ligacdo quimica) entre os polimeros que
as constituem.

Pela estrutura, os hidrogéis IPNs podem ser classificados em IPNs, IPNs completos e
semi-IPNs. E considerado IPN quando é formado por duas redes idealmente unidas com
muitos enredos e interac@es fisicas entre eles. Quanto ao IPN completo, este é um caso
especial do IPN, onde dois ou mais polimeros formam redes independentes com a
mesma estrutura e que estdo idealmente justapostas (ver Figura 2.3 a)). O semi-IPN
ocorre quando um dos polimeros se apresenta em forma linear em vez de uma estrutura
de rede (ver Figura 2.3 b)) [21,22].

VO AL SD
(A Xy |
PILT I

b)

Figura 2.3 — Representacdo esquematica dos IPNs classificados segundo a estrutura: a) IPN completo; b)
SeMi-IPN (s MONOMErO 1; we = Reticulante 1; mem== Monémero 2; Reticulante 2).

Por outro lado, os IPNs podem ser divididos em IPN sequencial ou IPN simultaneo
dependendo das etapas de sintese ou da preparacdo quimica utilizada. O IPN sequencial
é obtido pela combina¢do do mondmero A com um agente reticulante e um iniciador

para formar a rede A. A rede A incha no monoémero B contendo também um agente
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reticulante e um iniciador para formar a rede B (ver Figura 2.4 a)). O IPN simultaneo é
obtido pela combinacdo dos monomeros A e B com 0s seus respetivos agentes
reticulantes e iniciadores, simultaneamente (ver Figura 2.4 b)), ou seja, séo sintetizados
ao mesmo tempo. Tambeém se pode obter um semi-IPN sendo este um IPN sequencial,

onde o polimero A é reticulado e o polimero B € linear (ver Figura 2.4 ¢)) [19,21,22].

ooo .
AxA
M, I,
ooo,,
Mg Iy
B
P,
s (x |
nBXB
a)
nAnAnAXA PPy
ooo., ~
M, I, Mgl \

b

)
N\
nA nA nA XA PPy
0oo, '
M, I, M I
©)

Figura 2.4 — Estrutura fisica dos tipos de IPNs classificados segundo o método de preparagdo: a) IPN

sequencial; b) IPN simultaneo; c) Semi-IPN (/A Rede A; &~ Rede B; o e ' pontos de reticulagio;
M=mondmero; I=iniciador; X=agente reticulante e P=polimerizacao).

2.3.2. Propriedades dos IPNs

Os IPNs possuem algumas caracteristicas proprias, que os distinguem de outros
materiais poliméricos. Em concreto, um IPN pode inchar em solventes sem se dissolver,
sendo distinguivel das misturas de copolimeros em bloco e copolimeros de enxerto.
Estes sistemas diferem de outros principalmente devido ao numero e tipos de ligacoes
cruzadas que existem aquando a sua formacdo. Os materiais formandos a partir de IPNs
partilham as propriedades caracteristicas de cada rede individual. No entanto, o
homopolimero sozinho ndo pode satisfazer a procura divergente em termos de

propriedades e desempenho. Por conseguinte, um composto ou um IPN de dois ou trés

10



Fundamentacdo Tedrica

polimeros diferentes € uma opcdo alternativa. O IPN inclui duas ou mais redes de
polimero que sdo pelo menos parcialmente interpenetradas numa escala molecular, mas
ndo sdo ligadas covalentemente uma a outra, e ndo podem ser separadas a menos que as
ligacbes quimicas sejam quebradas. A maior parte dos IPNs sdo sistemas heterogéneos
constituidos por uma fase semelhante a borracha e uma fase vitrea, que produzem um
efeito sinergistico. Por isso, os sistemas baseados em IPNs alcancaram um bom
potencial para desenvolver a libertacdo controlada de farmacos [19,23].

Por outro lado, os IPNs apresentam vantagens que os tornam bastante interessantes e
populares devido as suas caracteristicas inerentes, podendo ser utilizados numa vasta
gama de aplicagbes, nomeadamente na area biomédica, como serd discutido
posteriormente. Assim sendo, como principais vantagens destacam-se:

v" Sempre que um hidrogel IPN é formado a partir de dois polimeros a uma dada
temperatura, separacdo fisica entre os polimeros componentes sera praticamente
impossivel devido a viscosidade do hidrogel.

v IPN pode partilhar as propriedades de ambos os polimeros e produzir efeitos
sinergisticos a partir dos polimeros componentes. Por exemplo, quando um
polimero de gelificacdo hidrofilico é interpenetrada com um polimero de
gelificagdo relativamente hidrofébico, o hidrogel IPN resultante devera ter uma
melhor e maior capacidade para a libertacdo controlada de farmacos.

v" Os IPNs podem aumentar a resisténcia mecanica e aceitabilidade biolégica que
pode ser adquirida a partir de propriedades sinergistas de ambos os polimeros
naturais e sintéticos.

v" Devido ao sistema de compactacdo permanente dos segmentos de rede, a
incompatibilidade termodinamica pode ser superada, visto que 0s componentes

sdo misturados cuidadosamente e reagem no momento de sintese [19,24].

2.3.3. Aplicacdes dos IPNs

Nos Gltimos anos a utilizagcdo de hidrogéis tém sido exaustivamente estudada para
aplicagdes biomédicas e farmacéuticas, nomeadamente em sistemas de libertagio
controlada de farmacos, em engenharia dos tecidos e em dispositivos médicos [25].

No entanto, surgiu a necessidade de desenvolver estruturas por forma a combinar dois
ou mais polimeros com o intuito de obter melhores propriedades especificas. Assim

surgiu um novo hidrogel designado por IPN [22,24].

11
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Deste modo, os IPNs apresentam uma vasta gama de aplicacbes, tanto na area
farmacéutica como na area de biomédica.

Na éarea farmacéutica os IPNs sdo utilizados em sistemas de libertagdo controlada de
farmacos, as aplicacbes mais frequentes sdo através de microesferas, nano e
microparticulas e capsulas [13,22]. Os IPNs de microesferas, de nano e microparticulas
sdo considerados um veiculo versétil para a libertacdo controlada farmacos, devido a
sua capacidade de incorporar uma grande variedade de farmacos, para além de
apresentarem elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade [13].

Por outro lado, na area de biomédica as aplicacdes mais promissoras passam pelo
fabrico de tecidos (engenharia dos tecidos), tendo como objetivo proporcionar a
substituicdo funcional de tecidos danificados ou 6rgdos para os pacientes [26,27]. Esta
requer um scaffold (estrutura) mecanicamente estavel, biocompativel e biodegradavel,
que permita a adesdo e proliferacdo celular, e também a protecdo das propriedades
especificas das ceélulas [13,24,28]. Normalmente também s&o apropriados para
implantes [29,30].

Em outras areas, IPNs sdo também aplicados na libertacdo controlada de farmacos, em
transplantes da cdrnea, producdo de lentes de contacto e no fabrico de scaffolds
[24,28,31].

E de salientar que nos Gltimos anos surgiram varios produtos comerciais onde s&o
utilizados materiais baseados em IPNs para o tratamento de doencas como 0 cancro,
perturbacdes neuroldgicas, problemas vasculares, infe¢bes dsseas ou distarbios da retina
[31].

2.4. Farmacos

Um farmaco (medicamento) € qualquer substancia, diferente de um alimento ou de um
artefacto, que é utilizado para o diagndstico, o alivio, o tratamento ou a cura de doencas,
assim como a prevencdo das mesmas. No entanto, outros farmacos afetam a estrutura ou
o funcionamento do organismo, como exemplo 0s anticoncecionais orais, que afetam a
estrutura ou as fungdes do organismo, isto €, a sua finalidade ndo é interferir no

processo de uma doenca. Portanto, uma simples e util definigdo de farmaco ¢ “qualquer

produto quimico que afete o organismo e o seu funcionamento” [32].

12
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Neste subcapitulo apresenta-se algumas propriedades fisico quimicas, estrutura quimica
e a finalidade de alguns farmacos utilizados neste estudo, como a 3-aminopiridina e 4-

aminopiridina, o 5-Fluoruracilo, a cafeina e o ibuprofeno.
2.4.1. 4-Aminopiridina

A molécula 4-aminopiridina (4-APy) desempenha um papel importante no sistema
biolégico, atua como bloqueador de canais de potassio, permitindo assim, que a
conducio dos nervos seja restaurada. Porém, leva ao aumento do fluxo de ides Ca®* nos
terminais pré-sindptica, como resultado aumenta a transmissdo neuronal ou
neuromuscular nos neuronios normais [33]. Estas propriedades farmacoldgicas tem
aumentado o interesse na quimica e bioquimica da 4-APy, no que diz respeito ao
potencial terapéutico para controlo de doencas relacionadas com transmissao
neuroldgica. Existem varios estudos na literatura que demonstram o uso de 4-APy em
testes clinicos com pacientes portadores de esclerose multipla, lesbes graves ao nivel da
medula espinhal e da doenca do Alzheimer [34,35]. No Anexo 1 apresentam-se algumas

propriedades fisico quimicas deste composto, assim como a sua estrutura quimica [36].

H,N / \ N

Figura 2.5 — Estrutura quimica da 4-aminopiridina.

Por outro lado, também foi utlizada nestes estudos a 3-aminopiridina (3-APy), esta é um
isdbmero da 4-aminopiridina e apresenta um efeito nocivo, toxico e cancerigeno. Além
disso, é resistente a degradacdo bioldgica [37]. No Anexo 1 sdo apresentadas algumas

propriedades fisico quimicas deste composto, assim como a sua estrutura quimica [36].

H,N / \

N

Figura 2.6 — Estrutura quimica da 3-aminopiridina.
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2.4.2. 5-Fluoruracilo

O 5-Fluoruracilo (5-FU) é um agente antineopldsico que pertence ao grupo das
fluoropiridinas. Este farmaco tém sido amplamente utilizados no tratamento de tumores
malignos, especialmente coélon, mama, cabeca e pesco¢co. O mecanismo de acdo do 5-
FU ¢ atribuido principalmente a incorporacdo de fluoronucleotideos no DNA e RNA
durante a sintese destas moléculas, e a inibicdo da enzima timidilato sintetase (TS), feita
pelo seu metabolito ativo, o 5-fluoro-2’-deoxiuridina 5’-monofosfato (FAUMP) [38].

No entanto, apresenta efeitos secundarios, tais como a severa toxicidade do sistema
gastrointestinal ou mielosupresséo. O 5-FU continua a ser o principal tratamento contra
o cancro colorretal, sendo que uma libertacdo controlada de 5-FU no colon através de
administracdo oral € a mais conveniente para os pacientes [39]. No Anexo 1 séo
apresentadas algumas propriedades fisico quimicas deste composto, assim como a sua

estrutura quimica [36].

/ NH

O N 0
H

Figura 2.7 — Estrutura quimica do 5-fluoruracilo.

2.4.3. Cafeina

A cafeina esta presente em diversas plantas, é também encontrada em chas, café e
refrigerantes. Muitas das acBGes que a cafeina exerce tém mecanismos semelhantes as
anfetaminas, cocaina e heroina, no entanto, presenta efeitos mais leves. O efeito mais
conhecido da cafeina é a sua acdo estimulante ao nivel do SNC, tendo em conta que esta
substancia possui uma hidrofobicidade suficiente para atravessar as membranas
bioldgicas permitindo que, ap6s a sua ingestdo, esta seja eficientemente absorvida do
trato gastrointestinal e rapidamente distribuida pelo organismo, e assim atingir o cortex
cerebral exercendo ai os seus efeitos. Nos seres humanos estes efeitos traduzem-se por
uma reducdo da fadiga levando a insonia, com uma melhoria da concentracdo e
capacidade de pensamento mais clara e também na capacidade do desempenho de
atividades motoras [7,40]. No Anexo 1 apresentam-se algumas propriedades fisico

quimicas deste composto, assim como a sua estrutura quimica [36].
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Figura 2.8 — Estrutura quimica da cafeina.

2.4.4. Ibuprofeno

O ibuprofeno é um farmaco com propriedades anti-inflamatérias, analgésicas (dor) e
antipiréticas (febre), pertencendo ao grupo dos anti-inflamatorios ndo esterdides. No
entanto, apresenta alguns efeitos adversos, tais como, dor de cabeca e de estdmago,
vomitos, diarreia, podendo também produzir diversas gastropatias, entre as quais,
Ulceras no estdbmago e duodeno. O ibuprofeno é praticamente insoltvel em agua, mas é
bastante solivel em alguns solventes orgénicos como a acetona, o alcool etilico, o
metano, o éter e o diclorometano, e em algumas solu¢bes aquosas diluidas em
hidréxidos alcalinos e de carbonetos [7]. E de salientar que para os presentes estudos
experimentais utilizou-se um sal de sédio de ibuprofeno. No Anexo 1 séo apresentadas
algumas propriedades fisico quimicas deste composto, assim como a sua estrutura

quimica [36].

HO

(0]

Figura 2.9 — Estrutura quimica do ibuprofeno.

2.5. Reacoes de Polimerizacao

A reacdo de polimerizacdo radicalar € um dos tipos mais importantes de sintese de
macromoléculas que em geral ocorre entre compostos de ligagdo dupla carbono-carbono
que combinem quimicamente [41]. No entanto, neste tipo de reacdo as espécies podem
ser radicais ou ides (anibes ou catides) e o processo de polimerizacdo designa-se por

polimerizagdo radicalar ou polimerizagdo ionica (anidnica e cationica), respetivamente.
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Neste estudo s@o consideradas reacdes de polimerizacdo em sistema fechado, descritas
por um mecanismo cinético classico por radicais livres [42]. Os processos de
polimerizagdo por radicais livres representam cerca de 50% da produgdo mundial de

polimeros.

2.5.1. Polimerizacao Radicalar Classica (FRP)

A polimerizacao radicalar classica € um processo que segue a descricdo do mecanismo
cinético de polimerizacdo de radicais livres, que é composto por trés etapas bem
definidas, a iniciacéo, a propagacéo e a terminacdo [41,42].

A primeira, a iniciacdo, é composta por duas reacdes, a dissociacdo do iniciador (por
exemplo, o AIBN) onde s&o criados radicais livres, seguida da associagdo de uma
molécula de mondmero (por exemplo, AA) aos radicais livres, pois estes tém a
capacidade de fazer a iniciacdo do mondémero [7]. Na Figura 2.10 podemos visualizar

um exemplo da etapa de iniciacao.

CN (|3N CN
H3C—C—N—_N—(|:—CH3 —» 2CH;—C + Ny
CHs CHs CH;

a)
CN CN
. H, .
Hac—(’3 + Hzc—(‘:n — H3C—T—C ——CH
CHs COOH CHs COOH

b)
Figura 2.10 — Etapa de iniciacdo: a) Dissociacdo do iniciador; b) Iniciagdo do mondmero. Nesta

ilustracdo utiliza-se-se AIBN e AA como iniciador e mondmero, respetivamente.

A etapa que se segue é a propagacdo do mondmero verifica-se o crescimento das
cadeias de polimero através da adicdo de um radical polimérico com uma unidade de
monomero [7]. A etapa da propagacdo pode ser observada na Figura 2.11, utilizando

novamente AA como mondmero de exemplo.

vwwH,C —CH——CH,—CH + H,C=—=CH

COOH COOH COOH

|

s CHy —CH——CH,—CH——CH,—CH

COOH COOH COOH

Figura 2.11 — Etapa de propagacdo do mondmero. Nesta ilustragdo utiliza-se AA como exemplo.
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A etapa seguinte (ver Figura 2.12), a da reticulacdo das ligagdes duplas pendentes do
agente reticulante estabelece a grande diferenca entre uma polimerizacdo radicalar
linear e uma polimerizacdo radicalar ndo linear. Na primeira, em geral, obtém-se a
formacdo de produtos sollveis, enquanto que a outra leva a formacdo de hidrogéis
insolaveis [7].

MACHZ—CH + VW CH,—CHwvww —» VUV CH,—CHvvwW

COOH C|:—O (|_‘,_—O
TH TH
CH, CH,
TH TH
CcC——0 cC——O0
H Hy | .
H,C=——=CH v C——C——C —CH

H, |
COOH

Figura 2.12 — Etapa de reticulacdo com dupla pendente do agente reticulante. O sistema AA/MBA, é
aqui utilizado como exemplo.

Na etapa de terminacdo, dois radicais ativos aniquilam-se mutuamente, destruindo
assim os centros ativos. Esta etapa pode ocorrer de duas formas distintas, a primeira por
combinacdo (ver Figura 2.13 a)) o que leva a formacdo de uma molécula de polimero
inativo, e a segunda por dismutacdo (ver Figura 2.13 b)) que leva a formacdo de duas
moléculas inativas [7].

AAACH,—CH + HT—CHZM —» A CH,—CH—CHwWAn
COOH COOH COOH COOH
a)
AN CH,—CH + CH——CHywwv
COOH COOH

s CH——=CH + HyC——CHy v

COOH COOH
b)

Figura 2.13 — Epata de terminacdo. a) Terminagdo por combinacdo; b) Terminacdo por dismutacéo.
Unidades terminais de AA sdo aqui consideradas como exemplo.
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Do ponto de vista geral, a polimerizagédo radicalar classica € um processo de extrema
importancia para a preparagdo de muitos polimeros comerciais de elevado peso
molecular, visto que pode ser utilizada numa vasta gama de monomeros. Permite
também a utilizacdo de diferentes condicdes de reacdo (em massa, emulsao, suspensao e
solucdo) e é compativel com bastantes grupos funcionais podendo ser utilizada num
maior intervalo de temperaturas [8,41,42]. Contudo, a FRP apresenta algumas
limitacbes, nomeadamente, o reduzido controlo de determinadas propriedades
estruturais dos polimeros, a forte incidéncia das reacOes de terminacdo, gerando
produtos com maior heterogeneidade [7,8]. Em consequéncia, nos ultimos tempos,
outros tipos de polimerizagdes, por exemplo, a polimerizacdo radicalar controlada
(CRP), nomeadamente a polimerizacdo via transferéncia de cadeia reversivel por
adicdo-fragmentacdo (RAFT), tém sido amplamente estudadas e aplicadas a fim de

corrigir os problemas associados a FRP.

2.6. Estudos Anteriores na Libertacao de Farmacos
através de IPNs

Neste subcapitulo apresenta-se uma breve revisdo bibliografica sobre estudos existentes
com as redes de polimero interpenetrantes e as suas aplicacfes na libertagdo de
farmacos.

O conceito de IPN surgiu no ano 1914, quando a primeira rede de polimero foi
inventada por Aylsworth [13]. Esta era uma mistura de borracha natural, enxofre e
resinas de fenol-formaldeido parcialmente reativos. Porém, o termo IPN foi apresentado
pela primeira vez por Miller em meados do século XX num estudo cientifico sobre
redes de poliestireno [13]. Desde entdo, a area das redes de polimero interpenetrantes
tem evoluido gradualmente. Os avancos na ciéncia de polimeros levaram ao
desenvolvimento de varios sistemas de entrega de farmacos. Sendo neste contexto que
os IPNs tém exibido um desempenho superior aos polimeros individuais (redes de
polimero convencionais) e, como consequéncia, as diversas aplicacBes tém crescido
rapidamente nesta classe de materiais. As propriedades avancadas dos IPNs cativaram
consideravelmente a atencdo nas areas farmacéutica e biomédica, especialmente para a
libertacdo controlada de farmacos e de moléculas bioativas destinadas a locais alvo

[13,22,43]. Vérias investiga¢cdes demonstraram que uma variedade de farmacos podem
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ser entregues eficazmente atraves de sistemas de libertacdo controlada baseados em
IPNs, de seguida sdo apresentadas algumas dessas investigacdes.

O trabalho proposto por Zhang et. al. [44], baseia-se na sintese de hidrogéis IPNs
sensiveis a temperatura (NIPA). Este quando comparado com um PNIPA convencional,
apresenta maior colapso quando um hidrogel inchado numa solucdo de 20 °C é imerso
numa solucgdo a 50 °C. Por outro lado, a cinética contraria ao inchamento foi mais lenta
do que a do hidrogel PNIPA por causa da densidade de reticulacdo ser mais elevada no
hidrogel IPN. O hidrogel IPN também obteve uma melhor resisténcia mecéanica devido
a sua elevada densidade de reticulacdo e volume de polimero. Os autores também
demonstraram o comportamento de libertacdo de 5-FU a partir do hidrogel IPN, que a
temperaturas baixas apresenta uma libertacdo controlada pela difusdo de moléculas de
agua na rede do hidrogel. A uma temperatura mais elevada, o 5-FU ndo pode difundir
para 0 meio devido a contracdo do hidrogel, observando-se apenas uma libertacdo
brusca causada pela libertacdo do farmaco na superficie do hidrogel.

O método proposto por Satish et. al. [45] baseia-se no desenvolvimento de redes de
polimeros semi-interpenetrantes de poli (&cido metacrilico) e poli (alcool vinilico),
sintetizadas por polimerizacdo de radical classica. Foi avaliado o efeito do agente
reticulante e da concentracdo de PMAA nas caracteristicas de inchamento e libertacdo
de insulina. Os SIPNs também foram avaliados em termos da razdo de inchamento,
morfologia da superficie e estudos in vitro da libertacdo do farmaco em pH 2 e pH 7,4.
Os resultados mostraram uma baixa libertacdo de insulina a pH 2,0, enquanto que a pH
7,4 se observa a sua libertagéo na totalidade.

Vaghani et. al. [46] desenvolveram um hidrogel SIPN baseado em quitosano e poli (N-
vinilpirrolidona) (PVP), sendo sensivel ao pH. Este hidrogel foi utilizado em sistemas
de libertacdo controlada de claritromicina. Os hidrogéis mostraram uma razdo de
inchamento elevada e mucoadeséo sob condic¢des &cidas. O estudo de libertacdo in vitro
revelou que o hidrogel composto por 2% w/v de quitosano e 4% w/v de PVP numa
proporcéao de 21: 4, apresenta uma libertacdo do farmaco completa apds 12 hr.

No trabalho proposto por Ekici et. al. [17] foram sintetizadas redes de polimeros
interpenetrantes (IPNs) baseadas em quitosano e poli (N-vinilpirrolidona) e outras
baseadas em quitosano e poli (acido acrilico), reticuladas com glutaraldeido e MBAm.
Foram investigados para libertacdo de farmacos ao nivel gastrointestinal utilizando
amoxicilina. Os hidrogéis IPN foram sintetizados por polimerizacdo simultanea.

Estudos de inchamento foram também realizados em fluido gastrico simulado de pH 1,1
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e de fluido intestinal simulado a pH 7,4 para investigar a possibilidade de libertar os
farmacos em locais especificos. Verificou-se que o comportamento de libertagdo do
farmaco a partir destes hidrogéis IPN era dependente do pH do meio e a quantidade de
agente reticulante no IPN. Observou-se que a libertacdo de amoxicilina a pH 7,4 foi
mais elevada do que a pH 1,1. Os resultados mostraram que os hidrogéis IPN
desenvolvidos podem servir como um potencial dispositivo para a libertacdo de
farmacos onde o alvo principal € o estdmago ou o intestino delgado superior.

No trabalho de Liu et. al. [47], os autores sintetizaram uma nova rede de polimero semi-
interpenetrante com sensibilidade ao pH. O hidrogel foi preparado utilizando
glucomanano de konjac (KGM) e poli (&cido aspartico) (PSAP) com trimetafosfato
trissodico (STMP) como agente de reticulacdo. As propriedades de inchamento do
hidrogel foram investigadas a uma temperatura de 37 °C e em solucdes tampdo de pH
2,2 e 7,4, como o do suco gastrico e fluidos intestinais, respetivamente. O
comportamento de libertagcdo de 5-FU a partir do hidrogel SIPN, mostra que a pH 2,2 a
quantidade de 5-FU libertada é cerca de 23% em 180 min, enquanto que a pH 7,4 o
farmaco é libertado quase na totalidade (95%). Estes resultados mostraram que 0s
hidrogéis SIPNs com o 5-FU apresentam uma 6tima afinidade com o meio envolvente,
sendo assim um sistema de transporte polimérico adequado para a libertagdo de
farmacos em locais alvo, nomeadamente no intestino delgado.

O trabalho proposto por Hosseinzadeh [48] visa o desenvolvimento de novo tipo de
hidrogel IPN baseado em quitosano com poli (acido acrilico) para a libertacdo
controlada de anfetaminas. Hidrogéis IPNs foram sintetizados por polimerizacao
simultanea/reticulacdo com o mondémero de acido acrilico na presenca de quitosano e
agente de reticulacdo. As propriedades de inchamento e as caracteristicas de libertacdo
do farmaco in vitro do hidrogel IPN foram investigadas em detalhe. Os IPNs foram
caracterizados em termos da sua sensibilidade ao pH por meio de estudos de equilibrio
de inchamento. Observou-se que a libertagdo de anfetamina foi superior a pH 7,4 em
comparagdo com pH 1,2. Portanto, o hidrogel IPN pode ser utilizado como sistema de
libertacdo de farmacos para destinos especificos, particularmente no intestino.

Os trabalhos acima descritos exemplificam o uso de IPNs na libertagcdo controlada de
farmacos. Uma revisdo bibliografica mais abrangente sobre este assunto pode ser
encontrada em outros trabalhos recentes, nomeadamente na referéncia [21]. O uso de
IPNs sensiveis & temperatura e ao pH na libertacdo controlada de farmacos sera

explorada nos préximos capitulos deste trabalho.
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Capitulo3 - Sintese de Redes Poliméricas
Interpenetrantes

3.1. Introducao

Neste capitulo apresenta-se a descri¢cdo detalhada da sintese de IPNs (hidrogéis). Um
dos objetivos deste trabalho era a demonstracdo da exequibilidade experimental da
sintese de diferentes tipos IPNs, baseados em redes de &cido acrilico (AA) e N-
isopropilacrilamida (NIPA) como forma de obtencdo de materiais com sensibilidade
simultdnea ao pH (decorrente da rede de AA) e a temperatura (decorrente da rede de
NIPA). Os hidrogéis foram sintetizados através de polimerizacdo radicalar classica
(FRP), tendo sido consideradas diferentes estratégias de interpenetracdo das redes de
base (variagdo do solvente, concentracdes, temperatura, iniciador, etc). Os hidrogéis
resultantes apresentam potenciais aplicacbes em biomedicina e na industria
farmacéutica, nomeadamente na libertacdo controlada de farmacos. Adicionalmente, foi
considerada a interpenetracdo com redes cationicas baseadas em DMAEMA para teste

do efeito inverso do pH no inchamento dos materiais.

3.2. Materiais

As estruturas quimicas e propriedades fisico quimicas dos diferentes materiais
utilizados no decorrer deste trabalho podem ser consultadas nos Anexos 2 e 3 deste
documento. Os reagentes foram utilizados conforme recebidos de forma a tentar
reproduzir a pratica industrial na sintese de polimeros. Os quimicos fundamentais para a

sintese e caracterizacdo dos IPNs foram adquiridos a Sigma-Aldrich [36].

3.3. Sintese de Redes Poliméricas Interpenetrantes

A sintese dos IPNs é baseada em duas etapas principais, sendo a primeira a sintese da
primeira rede convencional e a segunda a formacdo do IPN. Os procedimentos
utilizados na sintese dos IPNs foram baseados em trabalhos propostos pelos autores
Zhang et. al. e Huang et. al. [44,49]. Nas Tabelas 3.1 e 3.2 sdo descritos todos 0s
hidrogéis sintetizados (IPNs e SIPNs). Nas tabelas, os parametros apresentados tém o

seguinte significado:
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A concentracdo de monomero (C,,) expressa a razao entre a massa de monomero e a

massa de monémero mais o solvente, conforme representado na Equacéo 3.1.

massa de monémero
100 (3.1)

CM = . X
massa de mondmero + massa de solvente

ac, expressa a razdo molar do reticulante relativamente ao monémero (M), conforme

representado na Equacéo 3.2.

_ Nc
263

= x 100
Nep + Ny (3:2)

a; expressa a razdo molar do iniciador relativamente ao monémero (M), conforme

representado na Equacéo 3.3.

n
Q= ﬁ x 100 (3.3)

Tear €XPressa a razdo entre a massa de catalisador e a massa de iniciador, conforme

representado na Equacéo 3.4.

massa de catalisador

Tear = — (3.4
¢ massa de iniciador

A concentragdo da primeira rede expressa a razdo entre a massa da primeira rede e a

massa de solvente utlizado na segunda rede, conforme representado na Equacéo 3.5.

massa da primeira rede

(3.5)

Con =
PN massa de solvente
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Tabela 3.1 — Condig¢des experimentais utilizadas na sintese de redes de polimeros interpenetrantes (IPNs).

Temperatura de

IPN PN M CcL I CAT Solv. Cy (%) ac; (%) a; (%) Tear Cpy (9/9)
Sintese

1 NIPA MBAmM APS TEMED Agua 6,4 % 1,0 % 0,21 % 25°C 0,22

PN 2 NIPA MBAmM APS TEMED Agua 23% 1,0 % 0,21 % 25°C 0,21 0,017
1 AAl MBAmM V50 Agua 10,1 % 0,23 % 0,23 % 50 °C ---

PN 2 2 NIPA MBAmM V50 Agua 0,5% 0,22 % 0,23 % 50 °C - 0,010
1 AA1l MBAmM V50 Agua 10,1 % 0,23 % 0,23 % 50 °C -

P s 2 NIPA MBAmM AIBN THF 152 % 0,39 % 0,77 % 60 °C - 0,113
1 AA1l MBAmM V50 Agua 10,1 % 0,23 % 0,23 % 50 °C -—-

P4 2 NIPA MBAmM AIBN DMF 14,3 % 0,37 % 0,69 % 60 °C --- 0,107
1 AA1l MBAmM V50 Agua 10,1 % 0,23 % 0,23 % 50 °C -—-

IPNS 2 NIPA MBAmM AIBN Etanol 16,8 % 0,39 % 0,70 % 60 °C -—- 0,127
1 AA1l MBAmM V50 Agua 10,1 % 0,23 % 0,23 % 50 °C -

PN 6 2 NIPA MBAmM V50 Agua 8,3% 0,75 % 0,43 % 50 °C - 0,090
1 AA1l MBAmM V50 Agua 10,1 % 0,23 % 0,23 % 50 °C -

PN 2 NIPA MBAmM V50 Agua 8,3% 0,75 % 0,43 % 50 °C - 0,090
1 NIPA MBAmM V50 Agua 9,7% 0,72 % 0,41 % 50 °C ---

PN e 2 AA MBAmM V50 Agua 29,7 % 0,65 % 0,37 % 50 °C -—- 0,603
1 AA?2 MBAmM V50 Agua 35,6 % 2,18% 127 % 50 °C ---

PN 2 DMAEMA MBAmM V50 Agua 67,4 % 2,30 % 1,37 % 50 °C --- 1,005
1 NIPA MBAmM V50 Agua 9,66 % 0,72 % 0,40 % 50 °C -

PN 0 2 DMAEMA MBAmM V50 Agua 43,9 % 1,06 % 0,62 % 50 °C - 0,603
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Tabela 3.2 — Condic¢des experimentais utilizadas na sintese de redes de polimeros semi interpenetrantes (SIPNs).

Temperatura de

SIPN PN M CL | Solv. Cy (%) ac; (%) a; (%) ] Cpn(9/9)
Sintese
1 AA1 MBAM V50 Agua 10,1 % 0,23% 0,23% 50 °C
SIPN 1
2 NIPA AIBN THF 14,9 % 0,71% 60 °C 0,114
1 AA1 MBAM V50 Agua 10,1 % 0,23% 0,23% 50 °C
SIPN 2
2 NIPA AIBN DMF 14,2 % 0,75 % 60 °C 0,107
1 AA1 MBAmM V50 Agua 10,1 % 0,23 % 0,23 % 50 °C
SIPN 3
2 NIPA AIBN Etanol 16,5 % 0,71% 60 °C 0,127
Tabela 3.3 — Condig¢des experimentais utilizadas na sintese de redes de polimeros convencionais (CPNs).
. Razéo Razéo Razédo Temp. Razéo
Hidrogel M1 M2 CL | CAT Solv. Cy Neut. (%)
M1/(M2+M1)  CR/(M1+M2)  1/(M1+M2) Sintese I/ICAT
CPN1 NIPA - MBAM APS TEMED Agua 17,8% 100 % 1,0 % 0,5% 20°C 100 % 0
CPN 2 NIPA MAA MBAM APS TEMED Agua 11,1% 88% 1,0% 0,26% 20°C 100 % 50
CPN 3 AA - MBAM APS TEMED  Agua 42,6% 100% 1,0% 0,5% 20°C 100 % 60
CPN4  pMmAEMA - MBAM V50 - Agua 40,0% 100% 0,5% 0,5% 50 °C - 0

Nota: os hidrogéis CPN 2, CPN 3 e CPN 4 foram sintetizados em trabalhos anteriores deste laboratério [6,50].
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Nas experiéncias realizadas na sintese de redes de polimeros interpenetrantes e semi-
interpenetrantes como descritas nas Tabelas 3.1 e 3.2 foram consideradas diferentes
combinag6es de mondmeros que potencialmente pudessem gerar hidrogéis estimulaveis
por diferentes parametros.

Como mondmeros principais foram considerados NIPA (gerador de redes de polimero
sensiveis a temperatura), AA e DMAEMA (geradores de redes de polimeros sensiveis
ao pH), sendo o0 AA um mondmero anionico e 0 DMAEMA um monomero cationico,
as redes de AA incham com o aumento do pH e as de DMAEMA tém um
comportamento inverso. Na sintese dos IPNs surgiu a possibilidade de obter hidrogéis
com sensibilidade combinada a mdultiplos estimulos. Portanto, foram sintetizadas redes
de polimeros interpenetrantes baseadas em AA/NIPA (sensibilidade combinada ao pH e
temperatura), NIPA/DMAEMA (sensibilidade combinada a temperatura e pH) e em
AA/DMAEMA (rede polimérica anfotérica carregada de grupos positivos e grupos
negativos em simultaneo). O agente reticulante (MBAm) considerado neste trabalho
experimental tem como funcionalidade gerar pontos de reticulacdo tetrafuncionas. A
razdo molar entre o reticulante e os monomeros varia entre 0,2 a 2%, sendo
normalmente considerada esta gama de valores para produzir hidrogéis ligeiramente
reticulados. Foram utilizados trés sistemas de iniciacdo em funcdo da gama de
temperaturas durante a sintese, o sistema APS/TEMED para polimerizacdo a baixa
temperatura (25 °C), Vso e AIBN para polimerizacdo a elevadas temperaturas (50 e 60
°C). A razdo entre iniciadores e monomeros foi ajustada de modo a garantir uma

velocidade de polimerizacéo razoavel.

3.3.1. Procedimento Experimental

Como ja foi referido, a sintese dos IPNs é realizada em duas etapas principais de forma
sequencial, ou seja, o hidrogel produzido na primeira etapa (redes poliméricas
convencionais) é utilizado na etapa subsequente como ilustra o esquema apresentado na

Figura 3.1. Cada etapa sera descrita detalhadamente na subseccao seguinte.
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™ ( N
12 Etapa 2% Etapa ‘
Preparacédo das Redes Preparacdo das Redes
Poliméricas Convencionais Poliméricas Interpenetrantes |
(primeira rede de polimero (segunda rede de polimero
(AA ou NIPA)) . (AA+NIPA)) |

\,

Figura 3.1 — llustragdo das etapas principais na sintese de uma rede de polimero interpenetrante. Foram
também consideradas polimerizacdes envolvendo DMAEMA.

3.3.1.1. 12 Etapa: Sintese das Redes Poliméricas Convencionais

Inicialmente, efetuou-se as diversas pesagens, nomeadamente do monémero (NIPA), da
agua DI, do catalisador da reacdo (TEMED), do iniciador (APS) que gera radicais livres
e do reticulante (MBAm). De seguida colocou-se numa placa de aquecimento uma tina
com agua destilada a uma temperatura de 25 °C. O passo seguinte teve como objetivo a
dissolugcdo do mondmero para tal colocou-se num sistema de ultrassons a massa de
mondémero com uma pequena quantidade da &gua DI pesadas previamente.
Posteriormente, dissolveu-se tanto o reticulante como o sistema de iniciacdo
(APS+TEMED) na restante dgua DI. De seguida, o reticulante dissolvido foi adicionado
ao frasco que continha o mondmero e agitou-se cuidadosamente até obter uma
solucdo/mistura homogénea. O frasco que continha 0 mondémero e o reticulante foi
desgasificado com argon (durante 3 minutos) para remover o O2, uma vez que este pode
reagir com o iniciador, diminuindo assim a taxa de conversdo de mondémero em
polimero. Por fim adicionou-se a solucdo aquosa o sistema de iniciacdo
(APS+TEMED). Iniciou-se assim a sintese da rede polimérica convencional (ver Figura
3.2 a)). A polimerizacdo ocorreu apds 6 horas, no entanto usou-se um periodo de 24
horas para que o mondmero fosse totalmente convertido em polimero (ver Figura 3.2
b)). No final das 24 horas, procedeu-se a lavagem do hidrogel sintetizado. Colocou-se
200 mL de agua DI num frasco, e adicionou-se o hidrogel sintetizado e assim
permaneceu durante um periodo de 48 horas (ver Figura 3.2 c)). Este passo foi bastante
importante, porque a medida que o hidrogel absorveu a agua, libertava as impurezas e
restos de mondmero por reagir presentes no seu interior. Apos as 48 horas filtrou-se o
hidrogel (ver Figura 3.2 d)) e colocou-se numa estufa de vacuo a temperatura de 50 °C
para proceder a sua secagem. Para a sintese da primeira rede polimerica baseada em

acido acrilico adotou-se o procedimento similar ao anterior.
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Figura 3.2 — llustracdo fotografica do procedimento experimental da sintese da primeira rede polimérica.
a) Inicio da reacdo para formar a primeira rede polimérica (hidrogel); b) Hidrogel obtido apés 24 horas do
inicio da reacdo; ¢) Lavagem do hidrogel para eliminar eventuais residuos, restos de monémeros e agente
reticulante que ndo reagiram; d) Hidrogel filtrado para proceder a secagem, para utilizagdo posterior.

3.3.1.2. 22 Etapa: Sintese das Redes Poliméricas Interpenetrantes

Inicialmente procedeu-se a pesagem dos componentes necessarios para a sintese do
IPN, tais como, 0 monomero (AA), o iniciador (Vso), 0 reticulante (MBAm) e 0 solvente
(dgua DI). O passo seguinte teve por objetivo a dissolucdo do mondémero, assim como
do reticulante e iniciador, para isso juntou-se o solvente e agitou-se cuidadosamente até
se obter uma solucdo homogénea. De seguida pesou-se uma certa quantidade
(previamente calculada) do hidrogel (seco) sintetizado na etapa anterior. Ao frasco que
continha a solu¢do aquosa anteriormente preparada juntou-se o hidrogel e assim
permaneceu durante 24 horas a temperatura ambiente (20 °C), foi o tempo necessario
para que o hidrogel absorvesse toda a solucdo aquosa (ver Figura 3.3 a)). Este passo foi
importante no processo de interpenetracdo, visto que o objetivo foi formar uma rede
polimérica dentro da primeira rede sintetizada. Ap6s as 24 horas o hidrogel ja inchado
foi colocado numa tina com agua destilada que se encontrava na placa de aquecimento a
uma temperatura de 50 °C, iniciando-se assim a polimerizagdo da segunda rede
polimérica durante um periodo de 24 horas (ver Figura 3.3 b)). Apos a finalizacdo do
processo de polimerizacdo (ver Figura 3.3 c)) do hidrogel (IPN) procedeu-se a sua
lavagem do IPN, colocando-o num frasco com 250 mL de dgua DI durante um periodo
de 48 horas (ver Figura 3.3 d)). Por fim, o hidrogel foi filtrado e seco numa estufa de
vacuo (ver Figura 3.4) para posteriores aplicacGes experimentais, nomeadamente testes

de adsorcao e libertagdo de farmacos.
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Figura 3.3 — llustragdo fotogréfica do procedimento experimental da sintese da rede polimérica
interpenetrante. a) Absorcéo da solucéo aquosa (constituida por monémero, agente reticulante e iniciador)
para a formacdo da segunda rede no interior da primeira rede; b) Polimerizacdo da segunda rede no
interior da primeira rede sintetizada numa fase antecedente; c) Rede de polimero interpenetrante obtida
apo6s a polimerizacdo; d) Lavagem do hidrogel para eliminar eventuais residuos, restos de monémeros e
agente reticulante que ndo reagiram aquando a polimerizag&o.

Figura 3.4 — Exemplos de materiais obtidos na sintese de redes de polimeros interpenetrantes. a) Rede de
polimero interpenetrante (IPN 4) baseado em AA e NIPA; b) Rede de polimero semi-interpenetrante
baseada em AA e NIPA (SIPN 1).

3.4. Caracterizacao da Raziao de Inchamento das Redes
Convencionais Obtidas

Estes testes foram realizados porque no decorrer da 22 etapa surgiram algumas
dificuldades, nomeadamente na escolha do solvente apropriado. Note-se por exemplo
que um dos iniciadores utilizados (AIBN) é insolivel em agua. O solvente foi um
elemento importante na preparagdo da segunda rede polimérica, porque foi utilizado
para dissolver os outros constituintes, tais como, monomeros, agentes reticulantes tal
como na sintese da primeira rede polimérica. Adicionalmente, foi necessario garantir
que o solvente escolhido provoque o inchamento da primeira rede para que haja
iniciacdo das espécies quimicas para o seu interior, de modo a potenciar a
interpenetracdo. De modo a solucionar esta dificuldade, numa primeira fase estudou-se
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a razdo de inchamento da primeira rede polimérica baseada em é&cido acrilico somente
com os solventes. Este passo tornou-se importante porque foi necessario que toda a
solucdo aquosa preparada fosse absorvida pela primeira rede polimérica e que nédo
incha-se em demasia, caso contrario 0 processo de interpenetracdo adotado ndo foi

efetuado com sucesso. Os testes realizados estéo representados nas Tabelas 3.4 a 3.7.

Tabela 3.4 — Razéo de inchamento da primeira rede polimérica (AA 1) em diferentes solventes puros.

Solvente Agua THF DMF Etanol Acetona

SR >100 10 84 46 >100

Tabela 3.5 — Razdo de inchamento da primeira rede polimérica (AA 1) em diferentes solventes (misturas
50/50).

Solvente Agua/THF (50/50) Agua/DMF (50/50) Agua/Etanol (50/50)

SR 69 >87 58

Tabela 3.6 — Razdo de inchamento da primeira rede polimérica (AA 1) em diferentes solventes (misturas
25/75).

Solvente Agua/THF (25/75) Agua/DMF (25/75) Agua/Etanol (25/75)

SR 57 78 55

Tabela 3.7 — Razéo de inchamento da primeira rede polimérica (AA 1) em diferentes solventes (misturas
10/90).

Solvente Agua/THF (10/90) Agua/DMF (10/90) Agua/Etanol (10/90)
SR 42

Apos os estudos efetuados conclui-se que os solventes puros (DMF, THF e Etanol)
foram os mais adequados para preparar a solucdo da segunda rede polimérica que
tivessem por base o iniciador AIBN. Estes trés solventes provocam uma razdo de

inchamento razoavel relativamente a mistura de solventes.

3.5. Consideracoes Finais

Em resumo, neste capitulo séo apresentados os resultados obtidos na sintese de redes de
polimero interpenetrantes. Descreve-se, de forma simples, o procedimento experimental
adotado na sintese de diferentes tipos de IPNs com sensibilidade combinada a
temperatura e ao pH. Para esse efeito foram considerados trés mondmeros de base,

nomeadamente a NIPA (conferindo as redes de polimero sensibilidade a temperatura),

29



Sintese de Redes Poliméricas Interpenetrantes

AA (gerador de redes anionicas sensiveis ao pH) e DMAEMA (gerador de redes
cationicas sensiveis ao pH). Em resultado dos diferentes processos de interpenetracdo
realizados, foram obtidos IPNs do tipo NIPA/NIPA, AA/NIPA, NIPA/AA,
AA/DMAEMA e NIPA/DMAEMA, conforme descrito na Tabela 3.1. Adicionalmente,
foram também sintetizadas redes semi-interpenetrantes do tipo AA/NIPA (ver Tabela
3.2). Foram descritas algumas dificuldades encontradas durante o processo de
interpenetracdo das redes de polimero, relacionadas nomeadamente com a escolha do
solvente apropriado a segunda etapa de sintese em funcdo das condicBes de
polimerizagdo consideradas (segundo monomero usado, tipo de iniciador, temperatura
de polimerizagdo, etc). Note-se que nesta segunda etapa & importante estimar o
inchamento da primeira rede no solvente selecionado, de modo a garantir que toda a
solucdo usada para a formacdo da segunda rede (mondmero + iniciador + reticulante +
solvente) seja absorvida pelo material de partida. Desta forma é aumentada a eficiéncia
de interpenetracdo, evitando a formacdo de dominios de uma sé rede na estrutura do
IPN. Em resultados dos estudos efetuados, para além da 4gua, THF, DMF, etanol foram
também considerados como solventes no processo de formacdo de IPNs (ver Tabelas
3.4a3.7).

Os diferentes IPNs sintetizados neste trabalho serdo avaliados em termos do seu
desempenho na adsorcdo e libertacdo de farmacos estimulada pelas condicdes
envolventes, nomeadamente o pH e a temperatura (estimulos biolégicos importantes).
Para esse efeito, serd& medida a sua razdo de inchamento em solucBes aquosas com
diferentes valores de pH/T. Estas medicdes permitem avaliar o grau de estimulacdo dos
IPNs provocada pela alteracdo da sua envolvéncia. A eficiéncia do processo de
interpenetracdo serd estimada através de analises FTIR dos IPNs e da sua compara¢do
com as redes individuais de partida. A capacidade de retencdo/libertacdo de farmacos
sera medida através da realizacdo de testes de adsorcdo em modo batch e por anélise
frontal (modo continuo). Procurar-se-4 comparar o desempenho dos IPNs aqui
sintetizados com hidrogéis convencionais também sensiveis a estimulos (hidrogéis
inteligentes) como o pH e a temperatura. Para esse efeito serdo considerados materiais
anteriormente sintetizados por este grupo de investigacdo, nomeadamente aqueles
descritos na Tabela 3.3. Todos estes estudos serdo apresentados nos proximos capitulos

desta tese.
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Capitulo 4 - Testes de Caracterizacao dos IPNs

4.1. Introducao

Neste capitulo apresentam-se os resultados experimentais referentes aos testes de
caracterizacdo dos materiais sintetizados no capitulo anterior. Numa primeira fase
estudou-se a sensibilidade dos IPNs a estimulos como a temperatura e o pH, visto que
0s materiais sintetizados podem-se comportar como anionicos, cationicos, anfotéricos e
sensiveis & temperatura. Neste contexto, foram efetuadas as medicbes da razdo de
inchamento (SR) estimuladas por alteracdes das condic¢des das solugdes aquosas onde se
encontravam colocados, nomeadamente a temperatura e o pH.

Os testes dos IPNs aqui apresentados tém como objetivo identificar os hidrogéis com
maior grau de sensibilidade as variacdes impostas de modo a tentar estimular esses
materiais nos testes de adsorcdo de farmacos em modo batch que serdo descritos no
capitulo 5 deste trabalho.

Outra forma utilizada para caracterizar os IPNs foi através da técnica FTIR. Recorreu-se
a esta técnica para identificar a estrutura quimica (grupos funcionais ou ligacoes
covalentes) dos IPNs de modo a confirmar se ocorreu interpenetracdo aquando a

polimerizacéo das redes poliméricas.

4.2. Procedimento Experimental

Inicialmente preparou-se as solu¢bes aquosas, pH acido (2,02), pH neutro (7,54) e pH
alcalino (10,17), recorrendo para isso a protocolos ja existentes. Os valores efetivos do
pH das solucdes aquosas foram medidos utilizando um elétrodo pH (SCHOTT). Outros
valores de pH referidos durante este trabalho tiveram por base 0 mesmo procedimento.
Nos testes realizados foram consideradas diferentes temperaturas, 20 °C (temperatura
ambiente) e 40 °C. Para tal, foi necessario preparar banhos de dgua com o auxilio de
uma placa de aquecimento e o respetivo termopar. De seguida, foram feitas as pesagens
dos hidrogéis, cerca de 30 mg, recorrendo a uma balanca analitica. Colocou-se o
hidrogel e cerca de 2 mL de cada solugdo aquosa num tubo eppendorf. Seguidamente,
algumas amostras ficaram a temperatura ambiente (20 °C) e as outras foram colocadas
nos banhos termostaticos, durante um periodo de 24 hr, considerou-se este periodo de
tempo como sendo suficiente para que fosse atingido o estado de equilibrio (saturacéo

do hidrogel e a obtengdo do seu inchamento maximo). Posteriormente, retirou-se o
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excesso de solucdo tampdo de pH e procedeu-se a pesagem da massa de hidrogel

inchado. A razdo de inchamento é obtida pela divisdo da massa do hidrogel inchado

com a massa do hidrogel seco (massa inicial), como se pode verificar na equacéo 4.1.
massa de hidrogel inchado

R = 4.1
S massa do hidrogel seco (41)

As quantidades de massa de hidrogel utilizadas e a medicdo da razdo de inchamento

conforme o meio onde se encontrava colocado pode ser consultado nos Anexos 4, 5 e 6.

4.2.1. Sensibilidade dos IPNs a Variacdo da Temperatura e do
pH
Nesta subseccdo sdo apresentados os resultados obtidos nos testes de sensibilidade dos
IPNs a variacdo da temperatura e do pH.
Nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 mostra-se o efeito do pH e da temperatura na razdo de
inchamento da primeira rede polimérica (rede convencional), uma baseada em &cido
acrilico (sensivel ao pH) e outra baseada em NIPA (sensivel a temperatura).
Por observacdo das Figuras 4.1 e 4.2 verifica-se que existe um aumento gradual da
razdo de inchamento, estes resultados mostram que o inchamento do hidrogel evolui a
medida que o pH se altera (de &cido para alcalino), estas redes poliméricas apresentam
caracter anionico conferido pela presenca de acido acrilico na sua estrutura. Contudo, é
de salientar que a razdo de inchamento do grafico ilustrado na Figura 4.2 torna-se mais
baixa que o da Figura 4.1 devido ao agente reticulante. Quanto mais reticulada for a
rede mais baixa € a razdo de inchamento (o hidrogel AA 1 foi sintetizado com 0,23 %
de CL e 0 AA 2 com 1,27 % de CL, conforme descrito na Tabela 3.1).
Na Figura 4.3 é possivel observar que este hidrogel (rede polimérica convencional
baseada em NIPA) apresenta-se inchado a temperaturas na gama dos 20 °C (SR na
ordem dos 20) e que a sua razdo de inchamento diminui progressivamente com o
aumento da temperatura, verificando-se o colapso do hidrogel (contracdo da SR na

ordem dos 4) a cerca de 40 °C.
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Figura 4.1 — Efeito do pH e da temperatura na Figura 4.2 — Efeito do pH e da temperatura na
razdo de inchamento (SR) da primeira rede razdo de inchamento (SR) da primeira rede
polimérica (rede convencional AA 1). Foi estudada polimérica (rede convencional AA 2). Foi estudada
a gama de valores de pH entre 2 e 10 e a gama de a gama de valores de pH entre 2 e 10 e a gama de
temperaturas de 20 a 40 °C. temperaturas de 20 a 40 °C.

S % Temperatura °C

Figura 4.3 — Efeito do pH e da temperatura na razdo de inchamento (SR) da primeira rede polimérica
(rede convencional NIPA). Foi estudada a gama de valores de pH entre 2 e 10 e a gama de temperaturas
de 20 a 40 °C.

A Figura 4.4 apresenta 0 mesmo perfil que a primeira rede polimérica (ver Figura 4.3),
o hidrogel IPN 1 é baseado na primeira rede polimérica (NIPA) e numa segunda rede
baseada também em NIPA, logo a razdo de inchamento diminui com o aumento da
temperatura levando ao colapso do material. A elevada sensibilidade deste hidrogel a
temperatura (numa gama compativel com a fisiologia do corpo humano) proporciona a
sua consideracdo em aplicacdes biomédicas, nomeadamente na libertacdo controlada de
farmacos. Nas Figuras 4.5 a 4.10 apresentam-se estudos analogos para o IPN 2 a 7. Os
resultados obtidos mostram a estimulacdo simultanea dos materiais pelo pH/T, embora

o efeito do pH pareca prevalecer sobre a razdo de inchamento dos IPNs.
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Figura 4.4 — Efeito do pH e da temperatura na
razdo de inchamento (SR) da rede polimérica
interpenetrante (IPN 1). Foi estudada a gama de
valores de pH entre 2 e 10 e a gama de
temperaturas de 20 a 40 °C.
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Figura 4.6 — Efeito do pH e da temperatura na

razdo de inchamento (SR) da rede polimérica

interpenetrante (IPN 3). Foi estudada a gama de

valores de pH entre 2 e 10 e a gama de

temperaturas de 20 a 40 °C.
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Figura 4.8 — Efeito do pH e da temperatura na
razdo de inchamento (SR) da rede polimérica
interpenetrante (IPN 5). Foi estudada a gama de
valores de pH entre 2 ¢ 10 e a gama de
temperaturas de 20 a 40 °C.
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Figura 4.5 — Efeito do pH e da temperatura na
razdo de inchamento (SR) da rede polimérica
interpenetrante (IPN 2). Foi estudada a gama de
valores de pH entre 2 e 10 e a gama de
temperaturas de 20 a 40 °C.
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Figura 4.7 — Efeito do pH e da temperatura na
razdo de inchamento (SR) da rede polimérica
interpenetrante (IPN 4). Foi estudada a gama de
valores de pH entre 2 e 10 e a gama de
temperaturas de 20 a 40 °C.
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Figura 4.9 — Efeito do pH e da temperatura na
razdo de inchamento (SR) da rede polimérica
interpenetrante (IPN 6). Foi estudada a gama de
valores de pH entre 2 e 10 e a gama de
temperaturas de 20 a 40 °C.
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Figura 4.10 — Efeito do pH e da temperatura na razdo de inchamento (SR) da rede polimérica
interpenetrante (IPN 7). Foi estudada a gama de valores de pH entre 2 e 10 e a gama de temperaturas
de 20 a 40 °C.

As redes de polimero semi-interpenetrantes apresentam razGes de inchamento baixas a
pH 2 e a uma temperatura de 40 °C (ver Anexos 7, 8 e 9). Ao contrério das redes
poliméricas convencionais os hidrogéis SIPNs tal como os IPNs conseguem responder a
estimulos de forma simultanea, isto deve-se a sua composicdo quimica, apresentam
sensibilidade a temperatura conferida pela presenca da NIPA e caracter anionico
conferido pela presenca do AA. Note-se que o inchamento dos hidrogéis é fortemente
influenciado pela for¢a idnica e ndo s6 pelo pH.

4.3. Espectroscopia no  Infravermelho  por
Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia por infravermelho utiliza a radiacdo infravermelha para identificar
compostos ou investigar a composi¢cdo de uma amostra, por meio da detecdo de
transicOes energéticas situadas na regido do infravermelho. As liga¢bes quimicas
presentes nas moléculas apresentam frequéncias de vibracdo especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula. Nesta técnica a amostra a ser analisada
recebe radiacdo na forma de um feixe de luz infravermelha. No entanto sé havera a
absorcdo de radiacdo quando a amostra receber radiagdo com a mesma energia
correspondente aos niveis vibracdo da molécula, formando assim um espectro, onde é
possivel identificar grupos funcionais e ligacfes covalentes. Esta técnica é bastante (til
e utilizada na caracterizacgdo estrutural de polimeros [51,52].

Neste trabalho a técnica FTIR foi utilizada para a caracterizar 0s monOmeros puros,
assim como para avaliar a estrutura dos materiais sintetizados no capitulo 3 (IPNs e

SIPNs). Com a identificagdo dos grupos funcionais nos materiais sintetizados podemos
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analisar se o polimero final é o esperado, ou seja, se 0s monémeros puros foram
totalmente convertidos no processo de polimerizagéo e se o processo de interpenetracéo

foi eficiente.

4.3.1. Procedimento Experimental

Efetuou-se a analise FTIR de uma pequena amostra (2-4 mg) de cada material
sintetizado no capitulo anterior. Cada amostra foi previamente seca numa estufa de
vacuo a uma temperatura de 50 °C e posteriormente triturada num almofariz para se
obter um po fino. O p6 foi misturado com uma pequena quantidade de KBr (175-225
mg) num almofariz de pedra de agata até se obter uma mistura homogénea. A mistura
foi prensada (ver Figura 4.11 b)) sob a forma de pastilha sendo posteriormente colocada
no respetivo suporte (ver Figura 4.11 c)) na camara do espectrometro FTIR ABB
BOMEM Arid-Zone™ (ver Figura 4.11 d)). Os espectros foram obtidos em modo

transmitancia e o intervalo de varrimento utilizado foi de 600-4000 cm™.

suporte da Pastilha

’ '
Pastilha Camara do
(amostra espectrémetro
+KBr) [© .
¢) d)

Figura 4.11 — llustracdo esquematica do procedimento desenvolvido para a obtencdo dos espectros. a)
Amostra do material que se pretende analisar e uma pequena quantidade de KBr (solvente inerte, ndo
absorve radiacdo infravermelha). Este é utilizado para a realizacdo da mistura assim facilitar a obtencdo
de uma amostra homogénea; b) Bomba de véacuo € utilizada para reduzir a pressao entre os dois cilindros
metélicos onde se encontra a mistura homogénea. A prensa é utilizada para criar um peso de pelo menos
de 8 toneladas durante 3 minutos sobre os dois cilindros metélicos para formar a pastilha que terd um
aspeto vitreo; c¢) Suporte para colocar a pastilha, posteriormente ser4d colocado na camara do
espectrometro; d) Equipamento para a obteng&do dos espectros.

4.3.2. Analise dos Espectros Obtidos

Como ja foi referido, os espectros por infravermelho foram realizados com o intuito de
identificar os grupos funcionais presentes nos materiais apdés o0 processo de
polimerizacdo. Na realizacdo deste trabalho foram utilizados monomeros como a NIPA
e 0 &cido acrilico (AA), sendo que os grupos funcionais presentes sdo as amidas no caso
da NIPA e o &cido carboxilico no caso do AA. Os espectros de infravermelhos dos
monomeros puros [53] podem ser consultados nos anexos (ver Anexos 10 e 11) deste
trabalho. Na tabela 4.1 apresenta-se a regido/banda de absorcdo destes grupos

funcionais no espectro.
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Tabela 4.1 — Regido/Banda de absorcéo dos grupos funcionais presentes nos compostos utilizados [52].

Grupo Funcional Regido/Banda de absorcéo Tipo de vibracdo (causada pela
Monomeros (cm™) absorcéo de IR)
Acidos Carboxilicos 3400-2400 (este pico abrange
o sempre toda a regido com um Ligacdo O-H (alongamento)
\)LOH pico amplo)
AA 1730-1650 Ligacdo C=0 (alongamento)
Amidas 3500-3100 Ligacdo N-H (alongamento)
‘>:° 1670-1600 Ligacdo C=0 (alongamento)
DA 1640-1550 Ligacdo N-H (dobra)

Com base na Tabela 4.1 e nos espectros dos mondmeros puros (ver Anexos 7 e 8), sdo
identificados os grupos funcionais nos espectros da primeira rede de polimero (rede
convencional) baseada em acido acrilico (AA) e também da primeira rede polimero
(rede convencional) baseada em NIPA (ver Figura 4.12), estes espectros tem por
objetivo o reconhecimento posterior dos mesmos grupos em redes de polimeros
interpenetrantes e semi-interpenetrantes. Os espectros da NIPA e do &cido acrilico
apresentam bandas de absorcdo percetiveis na regido de interesse (regido

correspondente aos grupos funcionais de cada composto).

Transmitancia

“] |

50

45 c=0 \ =0

Al

. — AA / a
35 S O-H Nl

t t t + +
700 1200 1700 2200 2700 3200 3700

Nimero de Onda (cm™)

Figura 4.12 — Espectro FTIR das duas primeiras redes poliméricas, uma baseada em &cido acrilico e
outra baseada em NIPA. No espectro AA € possivel visualizar um pico na banda de absor¢do (1770-1650)
que corresponde a ligacdo C=0, e é também observado um pico mais acentuado na regido de absor¢édo
(3400-2400) corresponde a ligagdo O-H. Relativamente ao espectro da NIPA também é possivel observar
0s picos caracteristicos presentes nas bandas de absorcdo correspondentes a ligagcdo C=0 e a ligagdo N-H.
Note-se que a regido 3400-2400 cm™ pode ser influenciada pela presenca de agua, sendo preferivel usar
como referéncia a regido dos 1500-1700 cm™.
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Na Figura 4.13 sd@o mostrados os espectros FTIR relativos ao hidrogel IPN 1 em
comparacgdo a primeira rede polimérica (rede convencional NIPA). Por observacdo do
espectro do IPN 1 verifica-se que apresenta picos acentuados nas regides de absor¢édo
caracteristicas a rede convencional de NIPA, assim sendo grupo funcional da NIPA esta
presente no IPN 1, no entanto, apresenta picos mais alongados que o espectro da rede
convencional de NIPA. Este resultado esta de acordo com a constituicdo quimica do
hidrogel IPN 1.

\ Regido de

interesse

Transmitancia

—
2200 2700 3200 3700

Nimero de Onda (cm?)

Figura 4.13 — Comparagéo do espectro FTIR do IPN 1 (NIPA+NIPA) com a rede convencional (NIPA).
As zonas assinaladas correspondem as regiGes de absor¢do correspondentes aos grupos funcionais
(amidas) presentes nas amostras. Note-se que a regido 3400-2400 cm™ pode ser influenciada pela
presenca de agua, sendo preferivel usar como referéncia a regido dos 1500-1700 cm.

Nas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16 séo exibidos os espectros FTIR de hidrogéis IPNs com a
mesma composi¢ao quimica, ou seja, ambos sdo compostos por uma rede convencional
baseada em &cido acrilico e uma rede polimérica baseada em NIPA. Os espectros dos
IPNs sé@o comparados com o respetivo espectro de cada uma das redes referidas
anteriormente. O objetivo desta comparacao € verificar de um modo geral se 0s IPNs na
sua composi¢do quimica apresentam os grupos funcionais correspondentes aos
monomeros puros. Portanto, comparando os espectros conclui-se que todos os espectros
dos hidrogéis IPNs em andlise apresentam picos uns mais acentuados que outros nas
regides tipicas de absorcdo correspondentes aos grupos funcionais (amidas e acido
carboxilico) presentes em cada composto individual (monémero de acido acrilico e
monomero de NIPA). No entanto, é de salientar que o espectro FTIR do IPN 3 € o que

apresenta picos pouco significativos relativamente aos outros espectros dos IPNs.

38



Testes de Caracterizagdo dos IPNs

Também foram realizados espectros FTIR para caracterizar as redes poliméricas semi-
interpenetrantes, tendo-se chegado a conclusfes semelhantes as obtidas com as dos
IPNs. Os espectros SIPNs apresentam picos nas regifes de absorcdo, correspondentes
aos grupos funcionais presentes nos mondémeros puros. Os espectros dos SIPNs podem

ser consultados nos anexos deste trabalho (ver Anexos 12, 13 e 14).
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Figura 4.14 — Comparacéo do espectro FTIR do IPN 2 e IPN 3 (AA+NIPA) com a rede convencional
(AA) e com a rede polimérica baseada em NIPA. As zonas assinaladas correspondem as regides de
absorcdo correspondentes aos grupos funcionais (amidas e &cido carboxilico) presentes nas amostras.
Note-se que a regido 3400-2400 cm™ pode ser influenciada pela presenca de agua, sendo preferivel usar
como referéncia a regido dos 1500-1700 cm™.
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Figura 4.15 — Comparagdo do espectro FTIR do IPN 4 e IPN 5 (AA+NIPA) com a rede convencional
(AA) e com a rede polimérica baseada em NIPA. As zonas assinaladas correspondem as regides de
absorcdo correspondentes aos grupos funcionais (amidas e acido carboxilico) presentes nas amostras.
Note-se que a regido 3400-2400 cm™ pode ser influenciada pela presenca de 4dgua, sendo preferivel usar
como referéncia a regido dos 1500-1700 cm'™,
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Figura 4.16 — Comparacdo do espectro FTIR do IPN 6 e IPN 7 (AA+NIPA) com a rede convencional
(AA) e com a rede polimérica baseada em NIPA. As zonas assinaladas correspondem as regides de
absorcdo correspondentes aos grupos funcionais (amidas e acido carboxilico) presentes nas amostras.
Note-se que a regido 3400-2400 cm™ pode ser influenciada pela presenca de agua, sendo preferivel usar
como referéncia a regido dos 1500-1700 cm™.

Em suma, os espectros FTIR apresentados levam a concluir que o processo de
interpenetracdo ocorreu em todos os IPNs e SIPNs sintetizados. No entanto, € de referir
que alguns dos hidrogéis apresentam zonas com NIPA mais concentrada ou zonas com
AA mais concentrado, isto deve-se facto do processo de interpenetracdo ser mais ativo

numas zonas do que em outras, podendo portanto ndo ser uniforme.

4.4. Consideracoes Finais

Neste capitulo apresentaram-se os resultados de caracterizacdo do IPNs e SIPNs
sintetizados nesta investigacdo, nomeadamente em termos da variacdo da razdo de
inchamento (SR) dos materiais quando colocados em solucdes aquosas com diferentes
valores de pH/T e da sua composi¢do quimica (neste caso através de analise FTIR).

As medicdes de SR efetuadas mostram que estes materiais podem ser efetivamente
estimulados através da variacdo das condi¢cdes da sua envolvéncia, nomeadamente o
pH/T de solucbes aquosas (parametros importantes em aplicacfes biomédicas). Para
redes NIPA foi demostrado o seu colapso a medida que a temperatura € aumentada de
20 para 40 °C, sendo conhecida a existéncia de uma transicéo brusca por volta de 36 °C
(o que justifica o potencial interesse destes materiais em biomedicina). O pH tem um
efeito reduzido no inchamento/colapso de redes NIPA. Para redes aniénicas baseadas
em AA, foi demonstrada a sua enorme estimulacdo por efeito de pH, passando os
materiais de um estado colapsado a pH acido (ex. pH=2) para estados de elevado
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inchamento quando o pH é aumentado (foi observado um mé&ximo no seu inchamento a
pH proximo de 8). Esta estimulagdo pode ser potenciada em aplicagdes biomédicas
onde se verifiquem transicbes de pH, como por exemplo no sistema digestivo (meio
fortemente acido no estbmago e pH ligeiramente alcalino no intestino). Os testes de SR
realizados com os IPNs AA/NIPA sintetizados mostram a possibilidade de estimulagéo
combinada dos materiais pelo pH/T, como ambicionado através do processo de
interpenetracdo de redes com sensibilidades diferentes. Deve no entanto referir-se que,
para os IPN sintetizados, o efeito da estimulacdo pelo pH sobrepbe-se claramente a
estimulacéo pela temperatura. Em teoria sera possivel obter IPNs com efeito equilibrado
dos dois parametros através da modificacdo da composicdo do material final. Para isso
sugere-se a sintese de novos IPNs AA/NIPA com menor composi¢cdo em AA de forma a
potenciar a resposta conjunta ao pH/T.

Foi aqui também apresentada a comparacdo da analise FTIR de diferentes materiais,
nomeadamente das redes individuais de AA e NIPA (e respetivos mondémeros de
partida) e dos IPNs resultantes do entrelacamento desses tipos de materiais. Os
resultados mostrados parecem indicar que na maioria dos casos 0 processo de
interpenetracdo das redes terd ocorrido de forma eficiente. No entanto, ndo é de excluir
a ocorréncia de interpenetracdo ndo-homogénea no espaco, levando a formagdo no
material IPN final de dominios onde uma rede prevalece relativamente a outra. Deve
também referir-se que através da técnica FTIR ndo é possivel avaliar esta
heterogeneidade do processo de interpenetracdo (é analisada uma mistura moida
juntando eventuais diferentes dominios do material) sendo necessario recorrer a
métodos suplementares de caracterizacao.

Os resultados aqui apresentados, nomeadamente a sensibilidade descrita das redes IPNs
aos parametros envolventes, serdo explorados nos proximos capitulos no contexto da

adsorcdo e libertacdo estimulada de farmacos.
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Capitulo5 - Determinaciao de Isotérmicas de
Adsorcao de Farmacos em IPNs considerando
Operacao Batch (Sistema Fechado)

5.1. Introducao

Neste capitulo sdo apresentados conceitos tedricos no que diz respeito as isotérmicas da
adsorcdo de farmacos, assim como a descri¢do dos testes experimentais realizados ao
longo do estudo. Também sera feita a modelacdo matematica dos dados experimentais,
considerando isotérmicas tedricas para averiguar o processo de adsor¢do do farmaco
pelo hidrogel (IPN) e verificar qual dos modelos se ajusta melhor aos dados
experimentais. Por fim, s&o apresentados os resultados obtidos e feita a sua discuss&o.

5.2. Conceitos Teoricos sobre Isotérmicas de Adsorc¢ao

A adsorcdo fisica pode ser definida como um fendmeno superficial em que um soluto
(no presente trabalho um farmaco) é retido de forma reversivel na superficie de um
solido (foram para esse efeito utilizados CPNs e IPNs nesta investigacdo). Este
fendbmeno é potenciado por forcas de interacdo entre o soluto e o sélido
(farmaco/hidrogel) que geram a formacdo de camadas (simples ou mdltiplas) do
primeiro sobre a superficie do segundo. Esta interacdo pode ser devido a forcas de Van
der Waals ou ao efeito cargas eletrostaticas, por exemplo. O adsorvente (solido) pode
assim ser utilizado para aumentar a concentragdo de um soluto (adsorbato) sobre a sua
superficie, de forma reversivel, ou seja, é também possivel (em principio) fazer
posteriormente a sua dessorcdo (libertacdo) a partir dessa mesma superficie. Para esse
efeito deve ser potenciada a quebra das ligacGes fisicas entre soluto/sélido. O processo
de adsorcdo é favorecido quando o adsorvente possui uma elevada area especifica (area
superficial por unidade de volume) e/ou um grande volume de microporos [54,55].

O mecanismo de adsorc¢do de equilibrio baseia-se na existéncia de diferentes afinidades
entre diferentes solutos e adsorventes, gerando seletividades especificas
soluto/adsorvente que podem ser exploradas na pratica para (por exemplo) separar
componentes presentes numa solucdo, purificar uma corrente (liquida ou gasosa)
contendo um componente nocivo ou para concentrar um soluto num meio solido (ex.

carregamento de um farmaco numa matriz de polimero). Neste trabalho, é explorada a
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adsorcdo diferentes biomoléculas (ex. farmacos) em diferentes tipos de hidrogéis (CPNs
e IPNs) [54,55].

5.2.1. Equilibrio de Adsorcéo e Isotéermicas mais comuns

A operacdo em sistema fechado (batch) € a forma mais simples de medicdo das
isotérmicas de equilibrio de adsorcdo. Estas isotérmicas de adsor¢do, em sistemas
solido/liquido (como considerado neste trabalho), traduzem as quantidades de soluto
adsorvidas quando o adsorvente & colocado numa solugcdo com uma determinada
concentragdo, sendo o sistema mantido a temperatura constante. E necessario que o
processo de adsorcdo decorra durante um periodo de tempo suficientemente longo para
que o sistema atinja o estado de equilibrio (dai a designacdo equilibrio de adsorc¢éo).
Nestes pressupostos, o sélido ira atingir o estado de saturacdo, a que corresponde a
quantidade maxima de soluto que é capaz de adsorver nas condi¢des consideradas (ex.
temperatura, concentracdao inicial da solucdo). No presente trabalho, os testes de
adsorcédo foram realizados considerando periodos de tempo de pelo menos 24 hr.
Classicamente [55-58], sdo utilizados diferentes modelos matematicos para descrever a
relacdo entre a quantidade de soluto adsorvida pelo sélido no equilibrio (Q,) e a
correspondente concentragdo na solucdo circundante (C,). Consideremos as seguintes
definicoes:

Q. — quantidade de soluto (ex. mg de farmaco) adsorvida no equilibrio por unidade de
massa de solido (ex. g de hidrogel).

C, — concentracdo de soluto na solucdo no estado de equilibrio (ex. mM de farmaco
numa solucdo aquosa).

A isotérmica de Langmuir é uma das formas mais comuns de descrever o equilibrio de
adsorcdo e tem como pressuposto a formacdo de uma camada simples de soluto na

superficie do sélido. A isotérmica de Langmuir é descrita pela seguinte Equacéo 5.1:

K,C,

P EE—— A
Qmax 1 + KLCe (5 )

Qe =
Sendo Q,,4, a quantidade maxima adsorvida de modo a formar uma camada simples de

soluto na superficie do solido e K; a razo entre as constantes cinéticas de adsorgéo e

dessorcdo [59].
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A isotérmica de Freundlich é uma férmula empirica que considera o adsorvente com
superficie heterogénea e formacao de multicamadas pelo soluto, é descrita pela seguinte

forma o equilibrio de adsorcdo, Equacéo 5.2:

Q, = KFCel/" (5.2)

Em que K é o coeficiente de adsorc¢do, relacionado com a capacidade do adsorvente, e
n um parametro de ajuste [59].

A isotéermica de Langmuir-Freundlich (Sips) surge como combinacdo dos dois
modelos anteriores, ou seja, € uma férmula empirica que leva em consideracdo a
heterogeneidade da superficie do adsorvente e as interacdes entre as moléculas

adsorvidas, pode ser descrita pela seguinte Equacéo 5.3:

1
KLF Ce /n

Q. = Qmax—l/
1+ K, zC,’"

(5.3)

Em que os parametros Q... € K.z possuem o mesmo significa que a isotérmica de
Langmuir. J4 0 n é um parametro empirico que indica a heterogeneidade do adsorvente.
Quando n = 1, o modelo proposto reduz-se ao modelo de Langmuir [59].

Esta modificagdo dos modelos anteriores tenta corrigir algumas limitacdes que lhes sdo
inerentes, nomeadamente o facto da isotérmica de Freundlich ndo prever um valor
maximo da quantidade adsorvida para elevadas concentracdes da solucdo. E aqui
considerado, ao contrario da isotérmica de Langmuir, que uma molécula adsorvida pode
ocupar n sitios ativos (superficies ndo ideais).

A isotérmica de Redlich-Peterson (RP) combina também elementos das isotérmicas de
Langmuir e de Freundlich, considerando um mecanismo de adsorcdo hibrido sem
utilizacdo do conceito de camada simples ideal. Este modelo é descrito pela seguinte

Equacdo 5.4:

Q. = =

=—— 5.4
1+ AgpCY (4

Onde Kgp € Agp S80 constantes ajustaveis da equacdo de RP, e 0 pardmetro g assume
valores entre 0 e 1, sendo que para g = 1 a equagdo converte-se numa isotérmica de

Langmuir [60].
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A isotérmica de Brunauer, Emmett e Teller (BET) introduz um mecanismo de

adsorcdo em multicamadas e é descrita pela Equagdo 5.5:

KBETCe
C,
(Cs = Co) |1+ (Kppr — D ]
S

Qe = Omax (5_5)

Sendo Cs a concentracdo de saturagdo (limite de solubilidade) do soluto no liquido, e
Kggr um parametro relacionado com a intensidade de ligacdo para todas as camadas
[61].

5.2.2. Medicao Experimental de Isotérmicas Batch e Linhas de
Operacéao

Nos estudos de adsorcdo em modo batch aqui realizados, os dados de equilibrio foram

obtidos a partir de uma dada massa de hidrogel (adsorvente) isenta de soluto, que

designaremos por my, € um volume de solucdo aquosa (V,) contendo farmaco com

concentracdo C,. Deste estado inicial, a mistura evolui para o equilibrio, com

transferéncia de soluto da fase liquida para a fase solida, verificando-se a seguinte

relacdo (conservacdo de soluto):
C()VL == CVL + mHQ (56)

Esta Equacdo 5.6 representa a linha de operacdo e pode ser rearranjada da seguinte

forma, Equacéo 5.7:
VL
Q= m—H(Co -0) (5.7)

Se num mesmo grafico (ver Figura 5.1) representarmos a isotérmica de adsorcéo
(relacdo entre C, e Q,, conforme descrito pelos modelos anteriores) e também a linha de
operacdo (Equacédo 5.7), fica claro que o estado de equilibrio corresponde a intercecao

destas duas linhas.
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Figura 5.1 — Representacdo grafica do processo de adsorcdo batch considerando a linha de operacgdo e a
linha de equilibrio. Representa-se também o ponto de partida do processo de adsor¢do (€ = Cy,Q = 0) e
o0 ponto de equilibrio (€ = C,.,Q = Q..).

Na prética, para obter uma boa descri¢do da isotérmica de equilibrio, é necessario
realizar diferentes testes de adsorcdo partindo de pontos diferentes (diferentes
concentracdes da solucdo liquida), de forma a chegar a diferentes pontos de equilibrio.
As figuras seguintes esquematizam exemplos de isotérmica de equilibrio com varios

pontos de equilibrio (Figura 5.2 e Figura 5.3).
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Figura 5.2 — Representacdo esquematica da determinacéo experimental de uma isotérmica de adsorcéo.
Neste caso consideram-se diferentes concentracdes iniciais da solucdo liquida, mantendo-se constante a
quantidade de adsorvente (hidrogel) utilizado (my) e volume de solucdo (V). Geram-se assim as linhas
de operacdo com o mesmo declive (—V/my) que devem possibilitar a determinacéo de diferentes pontos
de equilibrio (interce¢des entre linhas de operacéo e linhas de equilibrio).
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Figura 5.3 — Representacdo esquematica da determinacdo experimental de adsorcdo. Neste caso
consideram-se duas concentrac@es iniciais da solucdo liquida e faz-se, em cada caso, variar a quantidade
de adsorvente (hidrogel) utilizando (my), mantendo constante o volume de solucdo (V). Geram-se assim
linhas de operacdo com diferentes declives (—V /my) que devem possibilitar a determinacdo de
diferentes pontos de equilibrio (interce¢des entre linhas de operacéo e linhas de equilibrio).

5.3. Testes Realizados

Nesta seccdo apresentam-se os testes realizados relativos a adsorcdo de farmacos em
sistema fechado (batch). Estes sdo realizados a partir dos materiais (hidrogéis)
sintetizados como descrito no capitulo 3 (ver Tabela 3.1 e 3.2) e caraterizados de acordo
com os detalhes do capitulo 4. Os estudos de adsor¢do foram realizados considerando
alguns farmacos modelo utlizados na prética de algumas doencas, tais como, 5-
fluoruracilo (5-FU) utilizado no tratamento de cancro, a 4-aminopiridina (4-APy)
utilizado no tratamento de esclerose mdltipla, a 3-aminopiridina (3-APy) que € um
isdbmero nocivo da 4-aminopiridina e a cafeina (CAF) que é um estimulador do sistema
nervoso central. Para a realizagdo dos testes foram selecionados os hidrogéis (IPNs e
CPNs) que apresentavam maiores potencialidades para serem estimulados, ou seja, que
apresentam uma elevada varia¢do da razdo de inchamento sob efeito da alteracdo das
condic@es circundantes. Foram considerados como estimulos a variacao da temperatura,
num intervalo proximo da fisiologia humana. Estes testes tiveram como objetivo
quantificar a dinamica de adsorcdo dos farmacos a partir dos materiais selecionados de
modo a tentar encontrar linhas de ligagdo que potenciem combinagfes vantajosas entre
farmaco/hidrogel/estimulo. Por outro lado, também se tentou observar a diferenca entre
redes convencionais e redes interpenetradas (IPNs) sobre o seu desempenho na adsorcao

de farmacos. Estes estudos foram realizados através da medigdo por espectroscopia de
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UV (espectrofotometro UV-Vis V-530 Jasco) das quantidades de farmacos presentes

nas solugdes aquosas contendo os hidrogéis.

5.3.1. Componente Experimental

O processo de adsorcdo de farmacos ou outras biomoléculas em sistema fechado
envolve algumas etapas fundamentais para a sua concretizacao.

Na primeira etapa preparou-se solugdes com uma determinada concentracdo de farmaco
(ex. 3-APy) normalmente designada por “solucdo mée”. Para tal, colocou-se uma
quantidade de massa de farmaco previamente calculada para um certo volume de agua
DI, de modo a obter uma concentracdo de 20 mM. De seguida, sdo preparadas 15
solugdes que foram utilizadas como referéncia para medir a absor¢do no UV (289 nm
com 3-APy), 14 solugdes sdo constituidas a partir da “solu¢do mae”, por diluicao, até se
obter as concentracdes desejadas e outra s6 contém solvente.

A segunda etapa consistiu na pesagem das quantidades de hidrogel (ex. CPN 3), cerca
de 15 mg para colocar nas 15 solugdes anteriormente preparadas. Em cada ensaio
experimental foram colocados 10 mL das solugdes com as diferentes concentragdes. As
quantidades de massa de hidrogel utilizadas e as concentracdes de cada uma das
solucdes podem ser consultadas no Anexo 15.

Na terceira e Ultima etapa, as solugdes que contém o hidrogel foram colocadas no
agitador (mini orbital shaker — STUART®) pelo menos durante um periodo de 24 hr,
com uma agitacdo entre 150 os 200 rpm e a uma temperatura de 20 °C, por forma
atingir o estado de equilibrio. Apds as 24 hr as solucbes foram filtradas e a solucédo
restante foi lida por UV, o comprimento de onda utilizado sera correspondente ao
farmaco em questdo (ex. 289 nm com 3-APy).

Porém, foi realizada uma curva de calibracdo com as referéncias, de modo a que seja
possivel relacionar a absorvancia com a concentracdo das soluc@es. A fim de manter os
valores de absorvancia na regido linear, foi em alguns casos necessario diluir as
solucdes. E importante que a mesma diluicéo seja realizada com a amostra e solugdo de
referéncia. As curvas de calibragdes correspondentes aos testes realizados encontram-se
nos Anexos 21 e 22.

Foram feitos mais testes com base no procedimento anteriormente descrito com outros
farmacos (CAF, 4-APy e 5-FU) e hidrogéis (CPN 1, CPN 2, IPN 1 e IPN 6), as
quantidades de massa de hidrogel utilizadas e as concentracdes de cada uma das

solugdes podem ser consultadas nos Anexos 16, 17, 18, 19 e 20.
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De modo a calcular as quantidades adsorvidas pelo adsorvente (hidrogel), recorreu-se as
seguintes equacgdes. A Equacdo 5.8 permite calcular a quantidade de farmaco, expressa

em mmol de farmaco por gramas de hidrogel (mmol/g),

[UVsor—(UVapsor — UVy)]Dr % Vabsor
0 molar _ XcALIB 1000 (5.8)
. =

1000

Sendo,

UVgor — € aabsorcdo de UV da solucdo aquosa utilizada para a concentracdo de farmaco
especifico considerado.

UV 4psor — € a absorgdo UV da fase aquosa, apds um processo de adsorcao.

UV, — é a absorcdo UV do ensaio em branco (sem farmaco) contendo a mesma
quantidade de hidrogel utilizado no teste de adsorcéo.

Dy — é o fator de diluicdo considerado nas medicGes anteriores. As trés medi¢des UV
(UVsor, UVapsor € UV,) devem ser realizadas utilizando o mesmo fator de diluigéo.
acaig — € 0 declive da linha reta da calibracdo que relaciona a absor¢do UV com a
concentracdo do farmaco, considerando o comprimento de onda especifico. Assume-se
que as unidades deste declive sdo 1/mM.

V apsor — € 0 Volume de solucdo, expresso em mL, utilizado no processo de adsorc¢éo.
my — € amassa de hidrogel, expressa em mg, utilizada no processo de adsorcao.

A Equacéo 5.9 permite calcular a quantidade de farmaco adsorvida, expressa em mg de
farmaco por grama de hidrogel (mg/g), sendo sé necessario multiplicar o valor anterior

pela massa molar do farmaco:

Qe = Qemolar X M,, (59)

Sendo,
My, —a massa molar do farmaco expressa em mg/mmol (igual a g/mol).
A Equacdo 5.10 permite calcular a concentracdo de farmaco na fase aquosa, apds o

processo de adsor¢édo, expressa em mM:

_ (UVapsor — UVo) D (5.10)

Ce
XcaLIB
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5.3.2. Resultados Obtidos e Discussao

Nas Figuras 5.4 e 5.5 sdo apresentados os resultados dos testes de adsorcao de cafeina e
3-aminopiridina em CPNs baseados em AA (CPN 3) e NIPA+MAA (CPN 2) em modo
batch, a pH neutro e a temperatura de 20 °C. Estes resultados mostram uma elevada
afinidade no caso do hidrogel CPN 3 com o farmaco 3-APy e uma baixa afinidade deste
mesmo hidrogel com a cafeina. Relativamente ao hidrogel CPN 2 este apresenta
também uma baixa afinidade com a cafeina. Estes resultados devem-se provavelmente
as diferentes interacOes exercidas entre as moléculas, visto que, a energia minima
(realizada por simulacdo computacional, ChemOffice — Chem3D Ultra 8.0) obtida entre
as moléculas interesse de cada teste variam bastante. A partida, quanto mais baixa for a
energia minima melhor serd a interacdo entre elas, dado que, sdo favorecidas
conformagdes estaveis. Contudo, o teste realizado com cafeina apresenta resultados um
pouco contraditérios no que diz respeito a energia minima, provavelmente devido a
composicao do hidrogel (MAA/NIPA).

Os valores negativos para a massa de farmaco adsorvida apresentados na Figura 5.5
deverdo ser consequéncia do erro experimental cometido na avaliacdo de quantidades
demasiado pequenas para a precisdo do método utilizado. Medi¢bes mais precisas sao

possiveis por analise frontal, conforme explorado no capitulo 6 deste trabalho.
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Figura 5.4 — Teste de adsorcdo em modo fechado (batch) de 3-aminopiridina em rede polimérica
convencional baseada em é&cido acrilico (CPN 3). Condicbes do sistema batch: tempo de adsorcéo
superior a 24 hr, pH neutro, temperatura de 20 °C e cerca de 15 mg de massa de hidrogel seco.
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Figura 5.5 — Teste de adsor¢do em modo fechado (batch) da cafeina em redes poliméricas convencionais,
sendo uma baseada em acido acrilico (CPN 3) e a outra baseada em NIPA+MAA (CPN 2). Condigdes do
sistema batch: tempo de adsor¢do superior a 24 hr, pH neutro, temperatura de 20 °C e cerca de 15 mg de
massa de hidrogel seco.

Nas Figuras 5.6 e 5.7 apresentam-se os dados experimentais obtidos pelo processo de
adsorcdo em modo fechado dos farmacos 4-APy, 3-APy e 5-FU em redes poliméricas
interpenetrantes baseadas em NIPA+NIPA (IPN 1) e AA+NIPA (IPN 6). Em termos
gerais o teste que releva maior afinidade entre o hidrogel e o farmaco é correspondente
ao hidrogel IPN 6 com a 3-aminopirida, sendo o hidrogel de caracter acido e o farmaco
de carécter bésico. A interacdo entre eles é bastante elevada como se pode verificar
através da energia minima. Para a combinacdo IPN 6/5-FU foram medidos baixos
valores de quantidade adsorvida, apesar da simulacdo computacional parecer indicar
uma boa estabilidade deste agrupamento. No caso do IPN 1 o teste foi realizado a uma
temperatura de 40 °C, logo com o hidrogel no estado colapsado. Os resultados obtidos
parecem indicar também uma baixa afinidade entre a rede IPN e 4-APy, apesar da
simulacdo computacional indicar uma razoavel estabilidade do agrupamento. Nas

Tabelas 5.1 e 5.2 séo apresentados os resultados obtidos de forma detalhada.
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0 | ‘ I i |
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Ce (mM)

Figura 5.6 — Teste de adsorcdo em modo fechado (batch) de 4-aminopiridina em rede polimérica
interpenetrante baseada em NIPA, sendo a primeira rede polimérica de NIPA e a segunda rede polimérica
também de NIPA (IPN 1). Condices do sistema batch: tempo de adsor¢do superior a 48 hr, pH neutro,
temperatura de 40 °C e cerca de 50 mg de massa de hidrogel seco.
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Figura 5.7 — Teste de adsor¢do em modo fechado (batch) de 3-aminopiridina e 5-fluoruracilo em redes
poliméricas interpenetrantes baseadas em &cido acrilico e NIPA, sendo a primeira rede polimérica de
acido acrilico e a segunda rede polimérica de NIPA (IPN 6). Condi¢es do sistema batch: tempo de
adsorcdo superior a 48 hr, pH neutro, temperatura de 25 °C e cerca de 15 mg de massa de hidrogel seco.

Em suma, os resultados obtidos com ambos hidrogéis (IPNs e CPNs) e os variados
farmacos sdo no geral pouco favoraveis, indicando baixa afinidade entre as redes
poliméricas e os farmacos, mostrando também as limitacGes da adsorcdo batch quando
as quantidades envolvidas sdo relativamente baixas. Para ultrapassar esta dificuldade
optou-se por um método mais preciso (analise frontal) na quantificacdo do farmaco
adsorvido mesmo envolvendo baixas quantidades. Esta técnica serd explorada no
capitulo 6 desta tese.

Excecionalmente, a combinacdo de 3-APy com redes baseadas em AA mostrou originar
a adsorcao de elevadas quantidades de farmaco. Este resultado € a partida consequéncia
da forte interagdo ionica entre a parte negativa da rede e a molécula de farmaco que tem
um caracter alcalino. Estes resultados serdo considerados na proxima seccao nos estudos

de modelacdo matematica para determinacdo de isotérmicas de adsorcao.
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Tabela 5.1 — Descricdo dos estudos de adsorcdo realizados com diferentes hidrogéis convencionais e diferentes farmacos.

Temperatura de Concentragdes das .
. ) . Tempo de L Massas de hidrogel Volume de solucéo
Hidrogel CPN Farmaco adsorgéo . solugdes iniciais Notas
adsorgéo (mg) (mL)
(°C) (mM)
10,0
20,0
30,0
39,9 Os valores obtidos parecem confirmar a baixa
50,1 capacidade de adsorgéo deste tipo de material nas
CPN1 4-APy 40 > 48 hr 0,05 10 L o
60,1 condi¢Bes testadas. Os resultados indicam uma
70,1 baixa afinidade do hidrogel com este farmaco.
79,9
89,9
100,1
0,025 15,1
0,05 15,0
0,075 14,9
0,1 14,9
0,2 15,1
0,3 14,9 . )
04 150 Os valores obtidos neste estudo confirmam a
CPN 3 3-APy 20 >24 hr 0'5 15'1 10 existéncia de uma elevada afinidade do hidrogel
' ' com este farmaco (ver Figura 5.5).
1,0 15,0
30 15,0
5,0 15,0
7,0 15,0
9,0 15,1
20,0 15,0
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Tabela 5.1

(Continuagéo)

Temperatura de

Concentragdes das

. ) . Tempo de L Massas de hidrogel Volume de solucéo
Hidrogel CPN Farmaco adsorgéo . solugdes iniciais Notas
adsorgéo (mg) (mL)
(°C) (mM)
0,1 15,1
0,25 15,2
05 15,1 Os valores obtidos parecem confirmar a baixa
1,0 15,3 capacidade de adsorcéo deste tipo de material nas
CPN 2 CAF 20 >24 hr 10 ) o
2,0 15,2 condigdes testadas. Os resultados indicam uma
4,0 15,0 baixa afinidade do hidrogel com este farmaco.
8,0 15,2
10,0 15,0
0,1 15,6
0,25 15,0
05 153 Os valores obtidos parecem confirmar a baixa
1,0 15,0 capacidade de adsorcdo deste tipo de material nas
CPN 3 CAF 20 >24 hr 10 ) o
2,0 15,2 condigdes testadas. Os resultados indicam uma
4,0 15,0 baixa afinidade do hidrogel com este farmaco.
8,0 15,0
10,0 15,3
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Tabela 5.2 — Descricdo dos estudos de adsorcéo realizados com diferentes IPNs e diferentes farmacos.

Temperatura de Concentragdes das .
. ) . Tempo de . Massas de hidrogel Volume de solucéo
Hidrogel IPN Farmaco adsor¢éo . solugdes iniciais Notas
adsorcao (mg) (mL)
°C) (mM)
0,025 50,1
0,05 50,6 Os valores obtidos apresentam elevada disperséo,
0,075 49,9 possivelmente em resultado da baixa capacidade de
0,1 50,7 adsorcdo deste material (um patamar de ~5
IPN 1 4-APy 40 > 48 hr 10 i o
0,2 49,7 mmol/kg parece ter sido atingido). Os resultados
0,3 50,2 indicam uma baixa afinidade do hidrogel com este
0,4 50,6 farmaco (ver Figura 5.6).
0,5 50,7
0,025 15,2
0,05 151
0,075 15,0
0,1 15,3
0,2 151
0,3 15,2
04 153 Os valores obtidos neste estudo confirmam a
IPN 6 3-APy 25 >48 hr 015 15’0 10 existéncia de uma elevada afinidade do hidrogel
' ' (IPN 6) com este farmaco (ver Figura 5.7).
1,0 15,3
5,0 15,3
10,0 15,0
15,0 15,4
20,0 15,0
25,0 151
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Tabela 5.2

(Continuagéo)

Temperatura de Concentragdes das .
. ) . Tempo de . Massas de hidrogel Volume de solucgéo
Hidrogel IPN Farmaco adsorg¢éo . solugdes iniciais Notas
adsorcao (mg) (mL)
(°C) (mM)
0,025 15,1
0,05 15,2
0,075 151
0,1 155
0,2 155
03 152 Os valores obtidos apresentam elevada disperséo,
0.4 153 possivelmente em resultado da baixa capacidade de
IPN 6 5-FU 25 >48 hr O’ ’2 10 adsor¢do deste material. Os resultados indicam uma
2 15, . - . .
baixa afinidade do hidrogel com este farmaco (ver
10 15.2 Figura 5.7).
5,0 15,1
10,0 15,5
15,0 15,3
20,0 15,4
25,0 15,5
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5.4. Modelacao Matematica para a Determinacao das
Isotérmicas de Adsorcao

Neste subcapitulo apresentam-se o0s resultados relativos a modelacdo dos dados
experimentais obtidos com o objetivo de determinar os parametros das isotérmicas
tedricas anteriormente descritas.

Os métodos de ajustes de curvas, também conhecidos como anélise de regressdo, séo
amplamente utilizados para encontrar o melhor ajuste para um conjunto de dados.

O método de Least Squares é um método bastante conhecido que se baseia no ajuste de
curvas, este método minimiza o erro quadratico entre os dados experimentais e 0s
valores previstos pela funcdo que desejamos ajustar. Embora ndo seja 0 mais robusto no
ajuste de uma funcdo para um conjunto de dados, tem a vantagem de ser relativamente
simples em termos computacionais e de facil compreensao.

Dado um conjunto n de dados de varidveis independentes e dependentes
(xdata;, ydata;), o algoritmo encontra pardmetros x do modelo f(x,xdata;), de

forma a que a soma dos quadrados dos residuos seja minima (Equacédo 5.11).
n
min Z(f(x, xdata;) — ydata;)? (5.11)
i=1

Este modelo pode ser aplicado através do algoritmo Trust-Region-Reflective, utilizado
pela funcdo do Matlab®, Isqcurvefit. Esta fungéo tenta encontrar os coeficientes que
melhor ajustam a funcdo input aos dados experimentais. Esta funcdo tenta resolver
problemas ndo lineares de ajuste a uma curva (dados de entrada), no sentido dos
minimos quadrados. Isto é, fornecendo os dados de entrada xdata; e sendo ydata; 0
resultado observado, encontramos os coeficientes de x que melhor se ajustam ao
modelo em estudo. Assim sendo, um dos parametros de entrada para o ajuste é a funcao
a que queremos ajustar aos dados experimentais, pelo que as funcdes utilizadas séo as
equacOes mencionadas anteriormente (Equaces 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 ¢ 5.5).

O algoritmo descrito estd de acordo com a documentagdo do Software Mathworks

Matlab®, presente na Toolbox de Otimizagé&o.
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5.4.1. Aplicacdo do Algoritmo

Como ja foi referido anteriormente o objetivo € ajustar um modelo a um conjunto de
dados, por exemplo, a isotérmica de Langmuir (Equacdo 5.1) aos dados experimentais
obtidos por adsor¢do em sistema fechado. Assim sendo, a partir da Equacdo 5.11 é

possivel obter um ajuste da isotérmica. Pela equacdo 5.11 sabe-se que ydata;

K1.Ce
1+K;Ce

corresponde a Q,, 0 modelo f corresponde no problema em estudo a Q,,qx sendo

xdata; a variavel C, e x um vetor com 0s parametros K;, € Q4. fazendo corresponder
com a Equacéo 5.1.

Posto isto, pelos dados experimentais anteriores Q. e C, aplica-se a funcao Isqcurvefit,
utilizando o Software Mathworks Matlab® para obter as constantes do modelo em
estudo, as constantes calculadas sdo substituidas na funcdo modelo e é obtido assim o
ajuste dos dados experimentais com o modelo tedrico. Este método serd aplicado de
igual forma a todos os outros modelos em estudo. Na Figura 5.8 apresenta-se um
esquema da aplicacao do algoritmo. Utiliza-se como exemplo os dados experimentais da

adsorcdo do 3-Apy testado com o hidrogel CPN 3, ajustados a isotérmica de Langmuir.

Dados Experimentais 3- APy CPN 3

Qe Ce Apbs aplicagio da
0396805765 0021342015 rotna Isqeurvefir,
0,379024658 0,042249955 obteve-se as variaveis
036557456 006297703 do modelo em estudo. Qmix 232.8026
—_— £

0.680882619 0083957316 KL 00559

Para 1,442930053 0,168674263 ’ As varidveis

arametros 2.908602597 0254367878 s a“t“ c1s.

de Entrada 3508815096 0337420872 calcula 'az. sdo .
4,340063051 04220293 o substituidas na fungio
9.875067583 0,732501356 modelo, e assim
2638647109 243895822 1o obtém-se o ajuste dos
5555094327 626695605 0 dados experimentais
48,91233773 4,178875023 . ao modelo de
748542511 8099113764 g 0 i Langmuir.
118.0079861 18,16498922 g

& & & :
K, C .
Qe = Qmax — o i *
1+K,C,
* - O Dados Experimentas
‘Modelo de Langmuir
1‘1 6 8 10 12 14 16 18 0

Ce (mM)

Figura 5.8 — llustracdo esquematica do procedimento desenvolvido para o ajuste dos dados experimentais
das isotérmicas de adsor¢do a diferentes modelos (a funcdo de Langmuir é aqui considerada como
exemplo).

Os valores dos parametros das isotérmicas obtidos a partir do ajuste dos varios modelos
aos diferentes testes de adsor¢cdo em modo batch (dados experimentais) podem ser

consultados nos anexos deste trabalho (ver Anexos 23, 24, 25 e 26).
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5.4.2. Resultados Obtidos e Discussao

Apbs andlise dos dados experimentais da subseccdo 5.3.2 conclui-se que nem todos 0s
testes realizados podem ser avaliados em termos de ajuste a um modelo tedrico
(isotérmicas), alguns dos testes apresentam pontos bastante dispersos, nomeadamente 0s
que apresentam baixa afinidade entre farmaco e hidrogel. No entanto, o hidrogel CPN 2
com a cafeina foi modelado retirando os pontos negativos. O hidrogel IPN 1 apresenta
dois pontos fora da linha de tendéncia, dai ter-se considerado que o hidrogel apresentava
uma baixa afinidade com o farmaco. Contudo, tentou-se ajustar as isotérmicas aos
dados experimentais. E de referir que os graficos de cada isotérmica correspondente a
cada teste efetuado encontram-se nos anexos deste trabalho (ver Anexos 27, 28, 29 e
30). Aqui é feito uma comparacdo de todas as isotérmicas de cada teste experimental.

Nas Figuras 5.9 e 5.10 sdo apresentados os resultados obtidos do ajuste das isotérmicas
aos dados experimentais para a adsorcdo de 3-APy e CAF em redes poliméricas
convencionais. Analisando o gréfico ilustrado na Figura 5.9 é possivel verificar que
todas isotérmicas descrevem de forma favoravel o equilibrio de 3-APy. De acordo com
os valores de Q,,4, apresentado no Anexo 23, as capacidades maximas de adsorcdo
foram de 254,88 mg/g e 232,80 mg/g, correspondentes ao modelo de Sips e ao modelo

de Langmuir, respetivamente.

140 T T T T T T T T T

1201

100

80

Qe (mg/g)

® Dados Experimentais H
—+— Modelo de Freundlich
Modelo de Langmuir
Modelo de Langmuir-Freundlich (SIPs) H
—#— Modelo de Redlich Peterson
—&— Modelo de BET

T T T T T

10 12 14 16 18 20
Ce (mM)

Figura 5.9 — Modelos das isotérmicas ndo lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a
adsorcdo de 3-APy em redes poliméricas convencionais baseadas em AA (CPN 3). Condicdes do sistema
batch: tempo de adsorcéo superior a 24 hr, pH neutro, temperatura de 20 °C e cerca de 15 mg de massa de
hidrogel seco.

Pela analise da Figura 5.10 observamos que o modelo de Sips e de BET apresentam um

ajuste razoadvel aos dados experimentais em relacdo aos outros modelos em estudo.
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Contudo, os valores do Q,,,s, (capacidades maximas, ver Anexo 24) foram 28,81 mg/g e
10,66 mg/g, correspondentes ao modelo de Langmuir e ao modelo de Sips,
respetivamente. A capacidade maxima de adsor¢cdo do modelo de BET estima-se em
2,096 mg/g, apesar de apresentar um bom ajuste, a adsor¢cdo maxima prevista € inferior

ao previsto pelos outros modelos.

Qe (mg/g)
[=2]

® Dados Experimentais
—+— Modelo de Freundlich
Modelo de Langmuir
Modelo de Langmuir-Freundlich (SIPs) ||
4 Modelo de Redlich-Peterson
—&— Modelo de BET

3 4 5 6 7 8 g 1
Ce (mM)

Figura 5.10 — Modelos das isotérmicas ndo lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a
adsorcdo de CAF em redes poliméricas convencionais baseadas em NIPA+MAA (CPN 2). CondicGes do
sistema batch: tempo de adsorgéo superior a 24 hr, pH neutro, temperatura de 20 °C e cerca de 15 mg de
massa de hidrogel seco.

Nas Figuras 5.11 e 5.12 sdo apresentados os resultados obtidos para o ajuste das
isotérmicas aos dados experimentais da adsorcdo de 4-APy e 3-APy em redes
poliméricas interpenetrantes.

Pela observacdo do gréfico ilustrado na Figura 5.11 conclui-se que a tentativa de ajustar
0s modelos aos dados experimentais, produz ajustes desfavoraveis para a adsor¢do em
equilibrio de 4-APy com o hidrogel IPN 1. Neste teste, a existéncia de dois pontos fora
da zona da curva conduz a maus ajustes dos modelos tedricos aos dados experimentais.
Os valores das capacidades maximas podem ser consultadas no Anexo 25.
Relativamente ao grafico ilustrado na Figura 5.12, constata-se que sdo os dados
experimentais que melhores ajustes obtém, & exce¢do do modelo de Freundlich. Denota-
se que s6 um ponto fora da zona da curva também pode levar a um mau ajuste do
modelo tedrico. Com o modelo de Langmuir é prevista a maior capacidade de adsor¢ao
(ver Anexo 26).
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: ® Dados Experimentais
;| —+—Modelo de Freundlich
H Modelo de Langmuir
Modelo de Langmuir-Freundlich (SIPs)
: #— Modelo de Redlich Peterson i
: | —+—Modelo de BET
0 i 1 1 i T T T I T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 06 0.7 0.8 09 1
Ce (mM)

Figura 5.11 — Modelos das isotérmicas ndo lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a
adsorcédo de 4-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em NIPA+NIPA (IPN 1). Condigdes
do sistema batch: tempo de adsorcédo superior a 48 hr, pH neutro, temperatura de 40 °C e cerca de 50 mg
de massa de hidrogel seco.

350 . ! , ,

280

00k ............. . ® Dadns Fxperimentais
: —+— Modelo de Freundlich
4 : Modelo de Langmuir
SO ] Maodelo de Langrir-Freundlich (SIPsy 1
i : —#— Mlodelo de Fedlich Peterson
—b— Modelo de BET
T

i T T
i 5 10 15 o i
Ce (mM)

Figura 5.12 — Modelos das isotérmicas ndo lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a
adsorcdo de 3-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em AA+NIPA (IPN 6). Condicbes do
sistema batch: tempo de adsor¢do superior a 48 hr, pH neutro, temperatura de 25 °C e cerca de 15 mg de
massa de hidrogel seco.

5.5. Consideracoes Finais

Neste capitulo foram apresentados os resultados experimentais e a modelacdo tedrica da
adsorcdo de farmacos em hidrogéis (CPNs e IPNs), considerando a operacdo em modo
fechado (adsorcdo batch). Numa primeira fase, foram discutidos os modelos tedricos
mais comuns em processos de adsor¢do, nomeadamente as isotérmicas de equilibrio de
adsorgdo de Langmuir, Freundlich, Langmuir-Freundlich (Sips), Redlich-Peterson (RP)
e Brunauer, Emmett e Teller (BET). Posteriormente, foram apresentados alguns

principios fundamentais associados a medicao experimental de isotérmicas de adsorcéo,
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nomeadamente os conceitos de linha de equilibrio e linha de operagéo e a forma como
estes podem ser usados para projetar a obtencéo de dados de equilibrio de adsorcéo.

Foram também apresentados os detalhes experimentais relativos aos testes de adsorcao
realizados. Nestes testes foram considerados materiais selecionados de forma a
representar redes potencialmente estimulaveis pelo pH/Temperatura, nomeadamente 0s
hidrogéis convencionais CNP 1 (NIPA), CNP2 (NIPA/MAA) e CNP3 (AA). Testes
equivalentes foram realizados com hidrogéis IPN, nomeadamente IPN 1 (NIPA/NIPA)
e IPN 6 (AA/NIPA). Os diferentes tipos de redes de polimero foram combinadas de
forma selecionada com diferentes tipos de farmacos de modo a tentar avaliar potenciais
interagBes especificas estre a estrutura dos hidrogéis e as moléculas de farmaco (ex.
interacdes ionicas e/ou por pontes de hidrogénio). Neste contexto, foram consideradas
as seguintes associacGes: CNP 1/4-APy, CNP 2/CAF, CNP 3/3-APy, CNP 3/CAF, IPN
1/4-APy, IPN 6/3-APy, IPN 6/5-FU. Esta abordagem experimental foi complementada
com estudos de simulagdo computacional na tentativa de identificar teoricamente as
associacOes potencialmente mais estaveis e o seu reflexo nas quantidades de farmaco
adsorvidas. Na realizacdo dos ensaios de adsor¢do foram identificadas limitacdes
importantes do método fechado (batch), nomeadamente quando as quantidades
adsorvidas sdo muito baixas. Neste caso, a precisdo das medicOes torna-se insuficiente
levando a obtencdo de dados irrealistas (ex. valores negativos para a quantidade de
farmaco adsorvida). A identificacdo destas limitagbes motivou a consideracdo de
técnicas de medicdo mais precisas, nomeadamente a analise frontal, como explorado no
préximo capitulo deste trabalho. Como resultado das medigdes efetuadas, foi possivel
observar a boa capacidade de adsorcdo de 3-APy por materiais baseados em acido
acrilico, nomeadamente CNP 3 e IPN 6. Esta combinacdo favoravel devera resultar das
fortes interacdes ionicas entre a carga negativa da rede (conferida pelas unidades de
AA) e a carga positiva que é possivel gerar nas moléculas de 3-APy (molécula de
caracter alcalino). Valores substancialmente mais baixos para as quantidades de
farmaco adsorvidas (ou mesmo virtualmente nulos) foram medidos para as restantes
combinagBes selecionadas. Note-se que também ndo foi observada uma relacéo direta
entre os valores mais negativos da energia de interacdo previstos pelas simulacgdes
computacionais (indicando & partida uma maior estabilidade da associagéo
farmaco/monomeros funcionais) e a maior capacidade de adsor¢do das redes medida
experimentalmente. De facto, estas simulagfes computacionais avaliam a interagéo

entre os farmacos e os monomeros na sua forma livre (ndo polimerizada), sendo
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especialmente Gteis na definicdo de sistemas de impressdo molecular. A anélise aqui
feita parece indicar que essas interacfes sofrem alteragcdes quando se consideram redes
de polimero geradas a partir desses mesmos monomeros, 0 que é consistente com a
diminuicdo da liberdade de arranjo espacial das espécies quimicas quando integradas
em cadeias macromoleculares.

Foram também aqui apresentados os estudos de modela¢do matematica visando o ajuste
dos dados experimentais de adsorcdo obtidos aos diferentes tipos de modelos de
isotérmicas atrds mencionados. Foi descrito o procedimento desenvolvido neste
contexto utilizando ferramentas de otimizagdo do Matlab®. Através da aplicacdo dos
algoritmos descritos aos dados experimentais disponiveis foi possivel calcular os
parametros de ajuste correspondentes a cada tipo de isotérmica e confirmar as
associacbes farmaco/rede que favorecem o processo de adsor¢do. Em concreto,
considerando a isotérmica de Langmuir como referéncia (ver todos os dados disponiveis
nos anexos 23 a 26), foram estimadas as seguintes quantidades méximas de adsorc&o:
233 mg/g para CNP 3/3-APy, 29 mg/g para CNP 2/CAF, 26 mg/g para IPN 1/4-APy e
324 mg/g para IPN 6/3-APy.

Os resultados atréas descritos confirmam o bom desempenho de redes baseadas em AA
na adsorcdo de 3-APy, nomeadamente o IPN 6, que devera resultar das fortes interacGes
i0nicas desta combinacdo, como atras descrito. A adsorcdo de farmacos em redes de
polimero estimulaveis sera explorada no préximo capitulo usando uma técnica mais
precisa. Sera considerada a andlise frontal na tentativa de eliminar a falta de precisdo do
modo batch relatada neste capitulo. Adicionalmente, serdo considerados testes de
adsorcdo comparativos de forma a tentar avaliar o efeito da estimulacdo (variagdo do

pH/T) nas quantidades de farmaco retidas/libertadas.
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Capitulo 6 - Testes de Adsorciao (Saturacido) e
Dessorcao (Libertacao) de Farmacos na
Operacao em Continuo

6.1. Introducao

Neste capitulo apresentam-se alguns conceitos tedricos sobre a adsorcéo e dessorcao de
farmacos na operacdo em continuo, nomeadamente, testes com um hidrogel anionico,
aspetos gerais sobre o procedimento experimental e algumas nocdes sobre a
quantificacdo da adsorcdo e dessorcdo por andlise frontal. Descreve-se também a
adsorcdo de farmacos em modo continuo por SPE. De seguida, referem-se os testes
realizados durante o estudo. Foram efetuados dois tipos de testes de adsor¢do em modo
continuo, o primeiro teste foi efetuado por SPE, com este teste tenta-se avaliar de uma
forma simples se o hidrogel tem ou nédo afinidade com o farmaco. O segundo teste foi
realizado através do equipamento de GPC, sendo estes testes muito mais precisos que 0s
anteriores. Por fim, apresentam-se 0s resultados obtidos e a sua discusséo.

6.2. Adsorcao e Dessorcao de Farmacos na Operacao
em Continuo — Conceitos Gerais

Com o objetivo de avaliar a adsor¢do e libertacdo de diferentes fArmacos em diferentes
tipos de hidrogéis foi realizado o estudo experimental destes processos em coluna de
enchimento a operar em modo continuo. Para esse efeito, foi colocada uma massa seca
predefinida do hidrogel selecionado numa coluna de enchimento (ver exemplo na
Figura 6.1) e, posteriormente é feito o seu acondicionamento (inchamento) efetuando a
bombagem de agua através da coluna até obtencdo de condicdes estaveis de pressao no

sistema (ex. 2,5 MPa considerando um caudal de bombagem de 0,33 mL/min).

Figura 6.1 — llustracdo fotografica de varias colunas de enchimento utlizadas em estudos experimentais
de adsorcao e libertacdo de farmacos em hidrogéis considerando a operagdo em modo continuo.
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Para realizar estes estudos foi utilizado um sistema de cromatografia de exclusdo de
tamanhos (GPC/SEC), incluindo um modulo de bombagem de solvente e injecdo de
amostras (modelo Viscotek GPCmax VE 2001) que esta também equipado com dete¢édo
de quatro sinais, nomeadamente indice de refracdo (RI), dispersdo da luz (LS)
viscosidade intrinseca (IV-DP) e ultravioleta (UV). A detecdo UV é especialmente Util
no contexto dos testes aqui realizados como serd adiante detalhado. Na Figura 6.2 faz-se
uma representacdo esquematica simplificada do sistema de GPC utilizado neste
trabalho.

Ponto de purga do
- Pure: Coluna
circuito de solvente )
contendo
3 Detetores
—_— hidrogel

‘LQ

L
Bomba de GPC [ ]

" Aquisigio

i de dados

Ponto de injecio D e dados

Reservatdrio de solvente de amostra
ou solugio de firmaco

Reservatorio de
recolha de solvente

Figura 6.2 — Representagdo esquematica simplificada do sistema de GPC utilizado neste trabalho para
estudar experimentalmente a adsor¢do e libertacdo de farmacos em hidrogéis considerando a operacdo em
modo continuo.

6.2.1. Testes com um Hidrogel Aniénico baseado em Acido
Acrilico

Com o objetivo de avaliar a afinidade entre alguns farmacos considerados neste trabalho
e hidrogéis com estrutura aniénica, foram realizados testes utilizando a rede de polimero
CPN 3 (hidrogel de &cido acrilico com sintese FRP) como material de enchimento da
coluna. Para este efeito, foram colocados 15 mg de hidrogel seco na coluna de
enchimento que foi posteriormente integrada no sistema de GPC. Durante 24 hr fez-se
circular no sistema de GPC &gua a um caudal de 0,1 mL/min com o objetivo de
acondicionar o hidrogel no interior da coluna dado que é conhecido o seu inchamento na
presenca deste solvente. Note-se que a quantidade de hidrogel seco que foi colocado na
coluna estimou-se com base na razdo de inchamento do hidrogel (superior a 100 vezes)

e no volume interno da coluna (1,57 mL) [54].

6.2.1.1. Injecdo de Solugdes Aquosas contendo Farmacos

Nestes testes foi realizada a injecdo (impulso de concentracdo) de solugbes aquosas dos

diferentes farmacos no sistema de GPC. Para esse efeito, considerou-se 0 mecanismo de
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injecdo automatica do equipamento de GPC (volume de solucéo efetivamente injetado é
de 100 pL). De modo a avaliar o efeito do hidrogel na retencdo dos diferentes tipos de
moléculas, em cada caso, foi realizada a injecdo na presenca e na auséncia da coluna
contendo o hidrogel. Estes testes foram realizados considerando o sistema de GPC a
operar & temperatura ambiente (T~19 °C). Dada a elevada absor¢do UV dos farmacos
considerados neste trabalho, o sinal deste detetor foi utilizado para monitorizar a
concentracdo a saida da coluna das moléculas consideradas [54].

Na Figura 6.3 apresenta-se o sinal de adsorc¢éo registado no detetor UV em resultado da
injecdo no sistema de GPC de uma solucdo aquosa de 5-fluoruracilo com concentragao
0,1 mM. Apresenta-se aqui o sinal UV normalizado, que é obtido através da divisdo do
sinal efetivo pelo valor maximo observado. Este teste foi realizado considerando um
caudal de eluente de 0,1 mL/min e com monitoriza¢do da absor¢do UV a 265 nm. A
comparacdo dos picos observados na presenca e na auséncia de coluna com hidrogel
permite concluir que ha uma afinidade efetiva entre o f&rmaco e o material considerado
(note-se a elevada retencdo do farmaco no sistema quando é usada coluna com
hidrogel).

Deve também notar-se que o tempo de retencdo (ou eluicdo) das moléculas de farmaco
no sistema (t,) e o correspondente volume de retencdo (ou eluicdo) (V) estdo

relacionados pelo caudal considerado na operacao do sistema (Q):

Ve =0 Xt, (6.1)

Injecdo s/coluna

0.9
Injecdo c/coluna

08 f

07
0.6 £
05+
04 +
03 +

Absorvancia Normalizada

02 +
0.1 +

0 2 4 6
Volume de Retenc¢io, mL

Figura 6.3 - Sinal de absorcdo registado no detetor UV em resultado da injecdo no sistema de GPC de
uma solucdo aquosa de 5-fluoruracilo com concentracdo 0,1 mM. Apresenta-se aqui o sinal UV
normalizado, que é obtido através da diviséo do sinal efetivo pelo valor maximo observado. Este teste foi
realizado considerando um caudal de eluente de 0,1 mL/min e com monitorizacdo da absor¢do UV a 265
nm. A comparagdo dos picos observados na presenca e na auséncia de coluna com hidrogel permite
concluir que ha uma afinidade efetiva entre o farmaco e a rede de polimero considerado (note-se a
elevada retencéo do farmaco no sistema quando é usada coluna com hidrogel).
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6.2.1.2. Aspetos Gerais sobre o Procedimento Experimental na
Adsorcdo (Saturacdo) e Dessorcdo (Libertacdo) Farmacos na
Operacdo em Continuo
Nas Figuras 6.4 e 6.5 faz-se a representacdo esquemaética dos processos ideais de
adsorcéo (saturacdo) e dessorcao (libertacdo) de farmacos em hidrogéis colocados em
colunas a operar em modo continuo. Para realizar o processo de saturacdo (adsorc¢do), o
sistema de GPC com a coluna de hidrogel é alimentado inicialmente com &gua pura
(concentracdo de farmaco C = 0) durante um periodo de tempo suficientemente longo
até se obter um comportamento estavel nos detetores (concentracdo nula de farmaco).
Num dado instante (t = 0) faz-se a alimentacdo do sistema com uma solucdo aquosa
contendo o farmaco selecionado (concentracdo de farmaco C = Co), provocando desta
forma uma variacdo em degrau na concentracdo de farmaco a entrada da coluna. Ap6s
algum tempo de operacdo é detetada (nestes testes foi utilizada monitorizacdo UV) a
presenca de farmaco na corrente de saida da coluna. Se este processo for realizado
durante um periodo de tempo suficientemente longo, o hidrogel presente na coluna
atingira a saturacdo nesse farmaco para um dado C, (torna-se incapaz de adsorver
quantidades adicionais dessa molécula) e a concentracdo a saida da coluna passa a ser
constante [62-64].
Para realizar o estudo da libertacdo (dessorcdo) do farmaco, parte-se do hidrogel no
estado de saturacdo (descricdo atras apresentada), e, num dado instante, a alimentacédo
contendo farmaco (C = Co) € substituida pela alimentacdo com agua pura (C = 0).
Provoca-se desta forma uma variacdo em degrau negativo na concentracdo de farmaco a
entrada da coluna. A passagem de agua pura no hidrogel provoca a dessor¢do
(libertacdo) do farmaco que ao fim de um tempo de operacao suficientemente longo de
operacdo o deverd libertar na totalidade. Apés o fim do processo de libertacdo do
farmaco, nos detetores € detetada a presenca de agua pura.
Os procedimentos atras descritos e esquematizados nas Figuras 6.4 e 6.5 verificam-se
em condicdes ideais de funcionamento. No entanto, na pratica, algumas dificuldades
experimentais originam desvios a este comportamento ideal. Um dos aspetos a ter em
especial atencdo na realizacdo destes testes relaciona-se com o inicio dos processos de
alimentacéo de farmaco ou agua nas etapas de saturacéo e de libertacdo, respetivamente.
De facto, quando se faz a mudanga dos reservatorios de alimentacdo, € necessario
purgar convenientemente a tubagem localizada entre o reservatério e a entrada da

coluna de modo a garantir que ndo se faz a alimentacdo com uma mistura das duas
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solucBes. Note-se que o volume de liquido presente nessas tubagens de alimentacdo €
suficientemente grande para provocar a mistura dessas duas solugdes (contendo/néo-
contendo farmaco) e desta forma provocar desvios aos degraus de alimentagédo
representados nas Figuras 6.4 e 6.5. Esta dificuldade é potenciada pelo facto de serem
utilizados nestes testes caudais de alimentacéo relativamente baixos (de modo a garantir
pressOes aceitaveis nas colunas) o que agrava eventuais efeitos de mistura dessas
correntes [54,63].

Solugdo aquosa contendo farmaco
(Concentragéo de firmaco C = C) Saturagio do hidrogel
com farmaco

Coluna contendo
hidrogel
Agua Iﬂ:g] Agua

(Concentragdo de farmaco C = 0) Detetores

Figura 6.4 — Representagdo esquematica do procedimento experimental associado a saturacdo de um
hidrogel com um farmaco considerando a operacdo em modo continuo. Para esse efeito, o sistema de
GPC com a coluna de hidrogel é alimentado com agua pura (concentragdo de farmaco C = 0) durante um
periodo de tempo suficientemente longo até se obter um comportamento estavel nos detetores
(concentracdo nula de farmaco). Num dado instante (t = 0) faz-se a alimentag¢do do sistema com uma
solucdo aquosa contendo o farmaco selecionado (concentracdo de fa&rmaco C = Cy), provocando desta
forma uma variagdo em degrau na concentracdo de farmaco a entrada da coluna. Apds algum tempo de
operacdo é detetada (ex. usando UV) a presenca de farmaco na corrente de saida da coluna. Se este
processo for realizado durante um periodo de tempo suficientemente longo, o hidrogel presente na coluna
atingira a saturacdo nesse farmaco (torna-se incapaz de adsorver quantidades adicionais dessa molécula) e
a concentracdo a saida da coluna passa a ser constante [54].

Saturagio do hidrogel

Solugdo aquosa contendo farmaco .
com farmaco

(Concentragdo de farmaco C = Cy)

Coluna contendo Libertagido do firmaco
hidrogel D
Agua Agua

(Concentragio de farmaco C =0) Detetores

Figura 6.5 — Representacdo esquematica do procedimento experimental associado a libertagdo de um
farmaco de um hidrogel considerando a operagdo em modo continuo. Partindo com o hidrogel no estado
de saturacédo (ver Figura 6.4), num dado instante, a alimentagdo contendo farmaco (C = Cy) é substituida
pela alimentacdo com &gua pura (C = 0). Provoca-se desta forma uma variagdo em degrau negativo na
concentragdo de fArmaco a entrada da coluna. A passagem de &gua pura no hidrogel provoca a dessorgao
(libertacdo) do farmaco que ao fim de um tempo de operagdo suficientemente longo de operacéo o devera
libertar na totalidade. Apds o fim do processo de libertacdo do farmaco, nos detetores é detetada a
presenca de agua pura [54].

E salientar que no final de cada teste de saturacéo e libertacio é necessario realizar uma
purga a tubagem do sistema de alimentagdo. Este passo é fundamental para evitar a
mistura de solugdes com diferentes composicdes. A ndo realizacdo da purga leva a

ocorréncia de perfis de saturacédo/libertacdo nao ideais.
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6.3. Fundamentos Teoricos sobre a Quantificacao da
Adsorc¢ao por Analise Frontal

A andlise frontal é considerada a técnica cromatografica mais precisa para determinacéao
de isotérmicas de adsorcdo de um componente sobre fase estacionaria (ex. num
processo liquido/solido). Como atrés descrito, este método consiste na substituicdo da
corrente de fase movel (ex. &gua) por uma solugdo contendo o componente estudado
(ex. um farmaco) numa concentracdo conhecida. A curva de “breakthrough” (curva de
eluicdo) do soluto é registada a saida da coluna (ex. usando um detetor UV). Um
balango material do soluto (conservagéo de massa) entre 0 momento em que a solugéo
comeca a percorrer a coluna e o instante em que se atinge a saturagdo (patamar de
concentracdo) permite calcular a quantidade adsorvida na fase estacionaria (g*), que
estara desta forma em equilibrio com a fase movel (cuja concentracdo de soluto é Co)
[62-64].

Na Figura 6.6 séo representados de forma esquematica diferentes fases num processo de

adsorcédo para uma coluna a operar em modo continuo.

0000 e o [ ] ] =0
> [ ) >
c=c, o ® ® °
Fase I
0000 o o o 00 (<,
-
=G, (IR o * Jo
Fase IT
0000 0 @ o o XXX
— = =%
=C, o ¢ ¢ o o ¢ o =C,
Fase IIT
® Soluto

Sitio de Adsorcao

Figura 6.6 — Representacdo esquematica de diferentes fases num processo de adsor¢do liquido/sélido
numa coluna a operar em continuo. Na Fase | a coluna ainda nao foi totalmente percorrida pelo soluto. H&
sitios de adsorcdo ocupados e outros livres sendo nula a concentracdo de soluto & saida da coluna. Na
Fase Il, a coluna ja foi totalmente percorrida pelo soluto havendo no entanto ainda sitios de adsorcéo
livres. Na saida da coluna é observado um valor de concentragao inferior ao de entrada. Na Fase 111, todos
0s sitios de adsorgdo foram ocupados sendo a concentracdo observada a saida da coluna igual a de entrada
(saturacdo) [62-64].
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Nas Figuras 6.7, 6.8, 6.9 e 6.10 sdo apresentados os detalhes relativos a forma de
calculo das quantidades de soluto (ex. farmaco) adsorvidas na fase estacionéria
(adsorvente) de uma coluna de enchimento a operar em continuo [62-64].

A quantidade de soluto adsorvida por unidade de volume de fase estacionaria (Va) é

dada pela seguinte Equacgéo:

q* — CO(VeCI B VO)

a (6.2)

A quantidade de soluto adsorvida por unidade de massa seca da fase estacionaria (ms), é
dada pela seguinte Equacao:

* CO(Veq B VO)

(6.3)
mg

Os valores de ms e Va sdo conhecidos por pesagem da quantidade de material seco
colocado na coluna e estimativa do volume ocupado apds o processo de inchamento.
Uma possibilidade é considerar que os materiais ocupam todo o volume geométrico da

coluna (Vg) porque tém uma elevada capacidade de inchamento [54,62-64].

Curva de
“breakthrough”

observada

~

hSY
“\

Concentracio de soluto na fase movel

e

>
r o

Volume de Eluicao

()

Figura 6.7 — Representacdo esquematica da curva de “breakthrough’ ideal (sem saida de soluto antes da
saturacdo) e de uma curva de “breakthrough” real (inclui Fases I, Il e 11l com saida de soluto da coluna
antes da saturacdo do adsorvente) [54,62-64].
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B,
Soluto na fase
movel

Concentrag¢iio de soluto na fase movel

~
r 4

Volume de Eluigio

[

—_—
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Figura 6.8 — Representacdo esquematica do processo de adsorcdo entre o inicio da curva de
“breakthrough” (volume de elui¢do = Vgro) € a saturacdo (volume de eluicdo = V). Este periodo
corresponde a Fase Il. Neste periodo, a quantidade total de soluto introduzida no sistema é Co % (Vs -
Vero) que corresponde a area B; + B,. A area B; representa a quantidade de soluto observada na fase
movel e, por diferenga, B, representa a quantidade de soluto que foi adsorvida no sélido nesse periodo
[54,62-64].

Concentragio de soluto na fase movel
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Figura 6.9 — Representacdo esquematica do calculo do Volume Equivalente (Veq) para quantificacdo da
guantidade de soluto adsorvida. O objetivo é calcular a area B, representada na Figura 6.8. De facto,
comparando as Figuras 6.8 e 6.9, a area B, pode ser substituida pela area do retangulo Co x (Veq - Vero)
desde que se garanta que as areas C; e C, sejam iguais. Calcular o volume equivalente (Veg) consiste
portanto em encontrar o volume de eluigdo para o qual C; = C;[54,62-64].

A, - Soluto retido na fase
mével

no interior da coluna ou nos
capilares de transporte

A, - Soluto adsorvido na
fase estacionaria

Ay, - Soluto na fase movel

fora da coluna.

Concentragiio de soluto na fase mavel
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Figura 6.10 — Representagdo geral da quantificacdo do processo de adsor¢do numa coluna a operar em
continuo incluindo o volume de vazio (quantifica o soluto retido na fase mével no interior da coluna ou
nos capilares de transporte), o soluto adsorvido na Fase |, que corresponde a area do retangulo Co x (Vsro
- V)) e também a quantidade de soluto adsorvida na Fase Il, que corresponde & area do retdngulo Cox(Veq
- Vero). A quantidade total de soluto adsorvida na fase estacionaria é portanto: Co X (Vsro - Vo) + Co X
(Veq - VBRO) =Cox (Veq - Vo) [54,62-64].
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6.4. Adsorcao por SPE — Conceitos Genéricos

A extracdo em fase solida (SPE) é, um método de extragdo que utiliza uma fase sélida e

uma fase liquida para isolar um componente de interesse. A SPE geralmente é utilizada

para purificar uma amostra antes de utilizar um método de andalise cromatografica, ou

também para quantificar a quantidade de soluto na amostra. A fase estacionaria é

contido numa coluna de plastico (normalmente tem 1-10 mL de capacidade, ver Figura

6.11). A coluna normalmente contém um filtro no fundo, de modo a ndo permitir que a

fase estaciondria (adsorvente) passe através da valvula de passagem. Também é

necessario controlar o fluxo de solvente atraves da valvula [36,65].

Coluna .,

Filtros < « Adsorvente (fase

ﬁ estacionaria)

=~ Ponta de recolha

Figura 6.11 — Representacdo de uma coluna de extragdo em fase solida [36].

Esta técnica é dividida em 4 etapas fundamentais (ver Figura 6.12): o condicionamento,

a adsorcdo dos componentes da amostra em estudo, a lavagem da coluna e, por fim, a

eluicdo dos componentes retidos no adsorvente [36,65]:

a)

b)

Acondicionamento

A primeira etapa da SPE é necessaria para tornar a solucdo aquosa e as
particulas adsorventes compativeis. O primeiro solvente a eluir tem como
objetivo purificar a coluna de eventuais impurezas e homogeneizar a fase
estacionaria para eluicdo da amostra.

Adsorcao

A solucdo aquosa (amostra) passa atraves da coluna de extracdo utilizando uma
bomba de véacuo. O fluxo aquoso deve ser realizado de forma lenta (1-2
gotas/seg.), para que toda a fase estacionaria seja uniformemente utilizada.
Lavagem

Apos a adsorcdo da amostra faz-se atravessar pela coluna uma nova quantidade
de solucdo semelhante ao solvente da amostra. Esta etapa tem por finalidade
eliminar de modo mais eficiente algumas impurezas contidas na fase

estacionaria.
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d) Eluicéo
Eluicdo constitui o Gltimo passo da técnica da SPE e consiste na passagem de
um solvente adequado capaz de romper as interacdes existentes entre a fase
estacionaria e a amostra. Este passo deve ser 0 mais lento possivel para garantir

uma recolha quantitativa do soluto retido.

Adsorvente
Impurezas
Moléculas de
interesse
Solvente A
Solvente B
Solvente C

Figura 6.12 — Representacdo esquematica das 4 fases da extracdo em fase sélida. a) Acondicionamento;
b) Adsorcéo; c) Lavagem; d) Eluigdo [36].

A extracdo em fase sélida € um método de preparacdo de amostras muito utilizado,

porque € bastante simples, rapido, de facil execucdo e econémico.

6.5. Testes Realizados

Neste subcapitulo apresentam-se as experiéncias realizadas referentes a adsorcdo e
dessorcao de farmacos a partir dos hidrogéis sintetizados no capitulo 3 (ver Tabela 3.1 e
3.2), redes de polimeros convencionais e redes de polimeros interpenetrantes.

Para a realizagdo destes testes considerou-se como estimulos a variagdo da temperatura
(numa gama proxima da fisiologia humana), a variacdo do pH e a combinacdo
simultanea da variacdo desses dois parametros.

Numa primeira fase realizou-se testes baseados no método de SPE, este método para
além de rapida execucdo, oferece uma estimativa do farmaco adsorvido pelo adsorvente,
de forma a verificar se o farmaco tem ou ndo afinidade com o adsorvente (hidrogel).
Este método também foi utilizado com o intuito de se verificar qual dos hidrogéis
apresentava maior afinidade e melhor comportamento as condi¢des submetidas, para ser
testado posteriormente por um método mais eficiente e confiavel quanto a quantificacdo
de farmaco adsorvido.

Portanto, numa segunda fase, foram executados os testes por analise frontal, que em
relagdo ao anterior se revela mais moroso, minucioso e economicamente dispendioso.

No entanto, é dos métodos mais eficientes para quantificar o farmaco adsorvido pelo
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adsorvente, assim como para quantificar o farmaco libertado num processo inverso a

adsorcao.

6.5.1. Experiéncias Realizadas por SPE

6.5.1.1. Procedimento Experimental

Os testes SPE foram efetuados por dois métodos diferentes, o primeiro difere do
segundo apenas na etapa de acondicionamento. Na primeira série de testes ndo foi
considerada esta etapa. Na segunda série, o0 acondicionamento foi realizado com &gua

DI ou com uma solugdo semelhante as condicdes testadas.

Na primeira série foram considerados sete hidrogeis diferentes e seis farmacos. Foram
usados diferentes estimulos, nomeadamente a variacdo do pH e da temperatura.

Nesta fase, na primeira experiéncia foi utilizada uma solu¢do com a concentracdo de 2
mM de 3-APy, 5-FU, INH, ADR, CAF e Na-IBU e os hidrogéis utilizados foram os
sintetizados no capitulo 3 (ver Tabela 3.1). As quantidades utilizadas sdo apresentadas
no Anexo 31. De modo a ter uma referéncia, uma pequena quantidade da solucdo de
cada farmaco foi medido por UV antes de ser colocada com o hidrogel. De seguida, 0s
hidrogéis foram colocados numa coluna com 10 mL de solucdo de cada farmaco, as
quantidades de solugdes aquosas efetivas podem ser consultadas também no Anexo 31.
Passado 24 hr as valvulas do equipamento foram abertas por forma a fazer passar uma
gota de cada vez (o mais lento possivel). A solucdo aquosa foi recolhida num frasco que
se encontrava por baixo de cada ponta de recolha. Este processo sé é possivel porque o
equipamento encontra-se ligado a uma bomba de vacuo para extrair toda a solucdo
aquosa. De seguida, foi medida a absorvancia de cada uma das solucdes recolhidas por
UV para conhecer a nova concentragdo e, assim, calcular a fracdo de farmaco que ficou
retida na rede de polimero. A fracdo adsorvida é obtida pela seguinte equacéo,

Ag— A
a= % (6.4)

Onde, A, é a absorvancia da solugdo inicial (mae), A; é a absorvéncia da solugédo

aquosa apos o processo de adsorcao e a € a fracdo de farmaco adsorvido pelo polimero.

75



Testes de Adsorcao e Dessorcdo de Farmacos na Operacdo em Continuo

Na ultima etapa foram colocados cerca de 10 mL &gua DI, de modo a verificar se ocorre
libertacdo do farmaco retido na rede polimérica nas mesmas condigdes. A fracdo

libertada é obtida pela seguinte equacéo,

A,
B = A~ A, (6.5)
Onde, A, é a absorvancia da solucdo inicial (mde), A, é a absorvancia da solucéo
aquosa apds o processo de adsorgdo, A, € a absorvancia da solucdo aquosa ap0s passar
agua Dl e, B € a fragdo de farmaco libertado pelo polimero.
A segunda e terceira experiéncia foram realizadas de igual forma, mas considerando
solucBes de farmacos com pH 2 e pH 10, respetivamente. A quarta experiéncia também
foi realizada de forma equivalente mas as amostras foram submetidas a uma
temperatura de 40 °C. A quantidade de massa de hidrogel e o volume de solucédo
utilizado na segunda, terceira e quarta experiéncia sdo apresentados nos Anexos 32 a 34.
No fim de cada experiéncia foi pesada a massa de hidrogel inchada, para calcular a
razdo de inchamento de cada hidrogel na presenca de cada farmaco nas diferentes

condicdes. A razdo de inchamento € obtida pela Equacéo 4.1.

A segunda série foi realizada apenas com quatro hidrogéis e quatro farmacos, também
submetidos a diferentes estimulos. Foram efetuadas quatro experiéncias todas de igual
forma, variando apenas as condic¢des das solucbes aquosas consideradas em cada caso.

Na primeira experiéncia foi utilizada uma solugdo com a concentrac¢éo de 0,1 mM de 5-
FU, CAF, Na-IBU e 3-APy e, os hidrogéis utilizados foram os sintetizados no capitulo 3
(ver Tabela 3.1), as quantidades utilizadas sdo apresentadas no Anexo 35. De forma a
ter uma referéncia, uma pequena quantidade da solucdo de cada farmaco foi medida por
UV antes de ser colocada no hidrogel. Os hidrogéis foram colocados numa coluna
fazendo passar dgua DI até que a fase estacionaria estivesse uniforme para realizar a
etapa seguinte. Apds a etapa de acondicionamento, colocou-se um 1 mL de cada uma
das solugbes de farmacos sobre cada coluna e as valvulas do equipamento foram abertas
por forma a passar uma gota de cada vez para recolher a solugéo aquosa num frasco que
se encontra por baixo de cada ponta de recolha. De seguida, foi medida a absorvancia de
cada uma das solucGes por UV para estimar a fracdo de farmaco que ficou retida na rede
de polimero. Uma segunda etapa é efetuada novamente com mais 1 mL de solucdo de

cada farmaco, que é recolhida novamente no mesmo frasco para se efetuar nova leitura
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de absorvancia e, assim, calcular nova fracdo adsorvida pelo adsorvente. Por Gltimo, foi
realizada a libertacdo do farmaco com &gua DI (usando mesma quantidade de solugéo
que se colocou na fase da adsorcdo), de modo a verificar se o hidrogel é capaz de
libertar o farmaco nas mesmas condicdes.

A segunda e terceira experiéncia foram realizadas com base no procedimento anterior,
diferindo apenas nas condi¢des das solucBes de farmacos, um foi efetuado a pH 2 e 0
outro a pH 10. A quarta experiéncia foi realizada a uma temperatura de 40 °C, tendo as
solugcdes dos farmacos, assim como a agua DI sido aquecidas previamente. A
quantidade de massa de hidrogel e o volume de solucéo utilizado na segunda, terceira e
quarta experiéncia sdo apresentados nos Anexos 36 a 38. Na Figura 6.13 é possivel

observar as etapas principais da adsorcdo de farmaco por SPE a 40 °C.

X ls T.%,.LIN

WA

c)

Figura 6.13 — Etapas principais da realizagdo de um teste pelo equipamento SPE. a) Aquecimento prévio
das solugbes a 40 °C; b) O acondicionamento tem por objetivo homogeneizar a fase estacionéria
(hidrogel) para a etapa seguinte; c) Adsorgdo, colocacdo da solucdo de farmaco em cada uma das colunas
e recolha da solucdo aquosa através da ponta de recolha com o auxilio da bomba de vacuo.

6.5.2. Experiéncias Realizadas por Analise Frontal

Os testes da analise frontal foram realizados com redes de polimero convencionais e
com redes de polimero interpenetrantes. Todos os ensaios com CPNs seguiram o
mesmo procedimento e foram todos submetidos as mesmas condi¢Ges de temperatura
(20 °C) e a pH neutro. Quanto as redes de polimero interpenetrantes (IPNs), estas foram
sujeitas a combinacgdes diferentes de temperatura e pH. Estas redes de polimero séo
potencialmente sensiveis ao pH como a temperatura, em simultaneo. Tentou-se assim
avaliar o efeito que estas condicGes exercem sob as redes poliméricas aquando o

processo de adsor¢do/dessor¢édo de farmacos.
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6.5.2.1. Empacotamento das colunas

Nesta fase foram utilizadas duas colunas de enchimento diferentes. Para realizar os
testes dos CPNs a coluna utilizada apresenta 5 mm de didmetro interno (D) e 80 mm de
comprimento (L), correspondendo a um volume (V) de 1,57 mL (ver Figura 6.14 a)). A
coluna utilizada para efetuar os testes dos IPNs tem 4,6 mm de didmetro interno e 10

mm de comprimento, tendo um volume de 0,166 mL (ver Figura 6.14 b)).

b)

Figura 6.14 — Colunas de enchimento utilizadas nos testes de analise frontal. a) Coluna utilizada nos
testes de injecdo, adsorcao e dessorcdo de farmacos nos CPNs; b) Coluna utilizada nos testes de injecéo,
adsorcéo e dessor¢do de farmacos nos IPNs.

Este processo inicia-se com a abertura de uma das extremidades da coluna para colocar
o0 hidrogel seco no seu interior, a quantidade de hidrogel seco a colocar é previamente
calculada pelas equacdes abaixo indicadas. Em cada uma das extremidades da coluna
existe um filtro e dois frits (ver Figura 6.15) estes elementos servem para evitar a
passagem do hidrogel e/ou eventuais impurezas contidas nos solventes quando o

sistema é acionado.

b)

Figura 6.15 — llustracdo do empacotamento de uma coluna. a) Estrutura da coluna; b) Coluna com o
hidrogel ja empacotado.

O volume da coluna acima referido é calculado pela Equacéo 6.6, sabendo-se o volume
da coluna e a razéo de inchamento (SR) dos hidrogéis (obtidas no Capitulo 4) consegue-

se estimar a quantidade de hidrogel seco (ver Equacdo 6.7) necessario para ocupar todo
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0 volume de enchimento. Tendo o volume de enchimento, através da densidade do
hidrogel (considerou-se em primeira aproximagédo igual 1 g/cm®) obtém-se massa de

hidrogel seco.

X D?

y="_ x L (6.6)
4

Ve L gy 6.7

Apds o empacotamento, a coluna € integrada no sistema GPC. Durante 24 hr faz-se
circular no sistema do GPC &gua filtrada a um caudal de 0,1 mL/min, com o objetivo de
acondicionar o hidrogel no interior da coluna dado que é conhecido o seu inchamento na
presenca deste solvente.

E de salientar, que aquando o acondicionamento do IPN 4, a pressdo méaxima (10 MPa)
foi excedida. Tentou-se diminuir a massa de hidrogel seco para verificar se era possivel
continuar o0 processo, no entanto a pressdo maxima continuou a ser excedida. Conclui-se
que o hidrogel apresenta caracteristicas adesivas, isto é, adere facilmente as
extremidades da coluna criando assim elevados picos de pressdo. Portanto, com este
método ndo foi possivel testar no IPN 4, assim como o IPN 2, IPN 3, IPN 5 e IPN 7,

visto que, também apresentam propriedades semelhantes ao anterior.

6.5.2.2. Injecdo, Saturacdo e Dessorcéo dos farmacos

Estes testes foram realizados em trés etapas fundamentais, injecéo, adsorcéo e libertacao
do farmaco.

Na primeira etapa foram injetados (pelo mecanismo de injecdo automatica do GPC)
cerca de 100 pL das solucdes aquosas dos diferentes farmacos. Por forma a avaliar o
efeito dos hidrogéis na retencao dos diferentes tipos de biomoléculas, para cada farmaco
foi realizada uma inje¢do com e sem coluna contendo o hidrogel. Os testes com as redes
de polimeros convencionais foram realizados considerando o sistema GPC a operar a
uma temperatura de 20 °C. Com as redes de polimero interpenetrantes o sistema do
GPC operou a uma temperatura de 25 °C e também a 40 °C.

A saturacao tem por objetivo analisar a capacidade que o hidrogel tem para adsorver um
certo farmaco a uma determinada concentragdo. Antes de iniciar esta etapa & necessario

purgar a tubagem localizada entre o reservatorio e a entrada da coluna. Este passo é
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realizado para garantir que néo se faz a alimentagdo com uma mistura de duas solugdes.
Para efetuar a purga da tubagem considera-se um ponto a entrada da coluna. A bomba
do GPC ¢ acionada durante um pequeno periodo de tempo por forma a eliminar 40/50
mL da solucdo liquida presente na tubagem, normalmente designada por volume morto.
De seguida, a coluna é novamente ligada ao sistema do GPC para iniciar o teste de
adsorcéo, (realizado a um caudal de 0,5 mL/min ou 0,15 mL/min), sendo que o valor do
caudal selecionado no teste de adsorcdo é escolhido por forma a evitar excesso de
pressdo no sistema de GPC. A retencdo do farmaco no hidrogel presente na coluna é
medida pelo detetor UV e registada no sistema de aquisi¢do de dados do GPC. O teste
finaliza quando o hidrogel presente na coluna atinge a saturagdo, ou seja, é incapaz
adsorver mais farmaco e, por sua vez, a concentracdo a saida da coluna passa a ser
constante.

Na libertacdo (dessorcdo) do farmaco parte-se do hidrogel no estado de saturagdo, e esta
etapa € realizada de forma inversa a anterior. A bomba do GPC é desligada, o
reservatorio € alterado para agua filtrada e, a entrada da coluna, ¢ feita nova purga da
tubagem, removendo cerca de 40/50 mL de solucdo liquida. A coluna é novamente
ligada ao sistema do GPC, a bomba é acionada com o mesmo caudal utilizado na
saturacdo e inicia-se o teste de libertagdo. A libertacdo do farmaco no hidrogel presente
na coluna é medida pelo detetor UV e registada no sistema de aquisicdo de dados do
GPC. O processo de dessorcdo termina quando nos detetores € medida a presenca de
agua pura, o sinal UV registado tende para zero.

Os testes de adsorgdo e dessorcdo foram realizados com o sistema do GPC a operar a

temperaturas de 20, 25 e 40 °C, da mesma forma que se operou na etapa de injecao.

6.6. Resultados Obtidos e Discussao

Nesta subseccdo apresenta-se alguns resultados obtidos pelo método de SPE e por
andlise frontal na adsorcéo/libertacdo de diferentes farmacos em diferentes hidrogéis. E
aqui também feita uma discussdo dos resultados obtidos e analisados os efeitos da
composigdo quimica dos mondmeros utilizados na sintese dos hidrogéis, assim como a

dos farmacos considerados.
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6.6.1. Resultados Obtidos por SPE

Como foi descrito no procedimento experimental foram realizados testes por dois
métodos distintos para obter a fracdo de farmaco adsorvido e libertado pelo hidrogel em
modo continuo.

A Figura 6.16 mostra a fracdo de diferentes farmacos adsorvidos em diferentes
hidrogéis a temperatura de 20 °C e a pH neutro. E observada uma diferenca bastante
acentuada da quantidade adsorvida pelos diferentes hidrogéis. Pode-se verificar que
alguns hidrogeis apresentam uma baixa afinidade com a cafeina, isoniazida e o sal de
sodio de ibuprofeno. Tal facto deve-se as caracteristicas quimicas dos hidrogéis e dos
farmacos. Um composto acido tem maior afinidade com um composto alcalino e vice-
versa. Neste caso em concreto, a 3-APy é o farmaco que apresenta maior afinidade com
os hidrogéis em estudo, este farmaco tem caracteristicas alcalinas logo ter4 maior
afinidade com grupos acidos presentes nos hidrogéis. Os hidrogéis IPNs sdo baseados
em acido acrilico e NIPA, sendo o grupo acido presente no AA responsavel pela
associacdo ao grupo basico presente na 3-APy. Por outro lado, os hidrogéis em contacto
com as solugdes aquosas contendo farmacos em meio &cido mostram baixa fracdo de
adsorcdo, enquanto que em meio basico apresentam elevadas quantidades de adsorcao.
Denota-se que os hidrogeis anionicos sintetizados séo sensiveis ao pH, logo em meio
acido tém tendéncia a contrair e em meio basico a inchar (ver Anexos 40 e 41, com a
razdo de inchamento dos diferentes hidrogéis em solucbes aquosas dos diferentes
farmacos a pH 2,94 e pH 9,75) o que origina 0 aumento da quantidade adsorvida em

meio basico, conforme representado nas Figuras 6.17 e 6.18.

=
=
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-

Figura 6.16 — Comparacdo da fracdo de farmaco adsorvida em diferentes hidrogéis colocados em
solugdes aquosas a pH neutro (~7) a temperatura de 20 °C.
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Figura 6.17 — Comparacdo da fracdo de farmaco Figura 6.18 — Comparacdo da fracdo de
adsorvida em diferentes hidrogéis colocados em farmaco adsorvida em diferentes hidrogeéis
solugdes aquosas a pH acido (2,94) a temperatura colocados em solugdes aquosas a pH alcalino
de 20 °C. (9,75) a temperatura de 20 °C.

Também foi estudada a fracdo de adsorcdo dos diferentes farmacos nos diferentes
hidrogéis a temperatura de 40 °C (ver Figura 6.19). Este estudo apresentou resultados
bastante favoraveis com a 3-APy que relativamente aos outros farmacos apresenta uma
fracdo de adsorc¢do significativa. Apesar dos hidrogéis terem NIPA na sua constituicéo,
este facto ndo mostrou muita influéncia nos resultados. Sabe-se que as redes NIPA a
partir de uma temperatura acima dos 36 °C tém tendéncia a contrair (ver Anexo 42, com
a razdo de inchamento dos diferentes hidrogéis a uma temperatura de 40 °C
considerando os diferentes farmacos) que poderd gerar a diminuicdo da quantidade

adsorvida.
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Figura 6.19 — Comparagdo da fracdo de farmaco adsorvida em diferentes hidrogéis colocados em

solucbes aquosas a pH neutro (~7) a temperatura de 40 °C.

Apos os testes de adsorcdo foram efetuados os testes de libertagdo correspondentes a
cada uma das condiges utilizadas na etapa anterior. Com o0s resultados obtidos é

possivel verificar que muitas das vezes e dificil obter a libertacdo completa do farmaco

82



Testes de Adsorcédo e Dessorcdo de Farmacos na Operacdo em Continuo

nas mesmas condic6es que foi adsorvido. Os graficos referentes a estes testes podem ser
consultados nos anexos deste trabalho (ver Anexos 39 a 42).

Os testes da segunda série apresentam resultados de acordo com o esperado. Nas
Figuras 6.20, 6.21, 6.22 e 6.23 apresenta-se graficamente a fracdo adsorvida do mesmo
farmaco em 4 hidrogéis IPNs diferentes expostos a estimulos diferentes, nomeadamente
a variacao do pH e da temperatura.

Comparando os resultados verifica-se que o grafico da Figura 6.22 apresenta resultados
satisfatorios no caso da adsor¢do do 3-APy. Os hidrogéis IPNs sdo compostos por
grupos anionicos, cationicos e anfotéricos logo apresentam uma certa sensibilidade ao
pH. No entanto, também respondem a estimulos com a temperatura devido a NIPA
presente na sua constituicdo. Sendo assim 0s grupos anionicos presentes nos hidrogéis
tem tendéncia a ligarem-se aos grupos basicos da molécula 3-APy apresentando assim
elevada afinidade entre o farmaco e o hidrogel. Note-se que os testes de adsorcdo sao
fortemente influenciados pela forga ionica e ndo sé pelo pH.

Os resultados relativos aos outros testes com outros farmacos podem ser consultados
nos anexos deste trabalho (ver Anexos 44 a 46). Também apresentam fracbes de
adsorcdo semelhantes ao anterior, em meio acido tendem a contrair logo a fracdo de
adsorcdo sera minima em basico sera mais elevada, nas condi¢des normais sera mais
elevada nas situacdes em que o hidrogel apresenta caracteristicas acidas e o farmaco
basicas. No entanto o contrario também se observa como é o caso do sal de sodio de
ibuprofeno com o hidrogel IPN 9 e 10. Nestes IPNs existe um caracter cationico
(conferido pelo monémero DMAEMA) que favorece a associacdo com farmacos

carregados negativamente como o sal de sddio de ibuprofeno.
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Figura 6.20 — Fracdo de farmaco (3-APy) retido
nos diferentes hidrogéis tendo em conta a

Volume, mL
Figura 6.21 — Fragdo de farmaco (3-APy) retido
nos diferentes hidrogéis tendo em conta a

variacdo do volume de solucdo. Condicdes de
teste: pH neutro (~7) e temperatura de 25 °C.

variacdo do volume de solucdo. CondigBes de
teste: pH &cido (1,7) e temperatura de 25 °C.
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Figura 6.22 — Fracdo de farmaco (3-APy) retido Figura 6.23 — Fracdo de farmaco (3-APy) retido
nos diferentes hidrogéis tendo em conta a nos diferentes hidrogéis tendo em conta a
variacdo do volume de solucdo. CondicBes de variacdo do volume de solucdo. CondigBes de
teste: pH alcalino (10) e temperatura de 25 °C. teste: pH neutro (~7) e temperatura de 40 °C.

Apbs os testes de adsorcdo foram efetuados os testes de libertacdo correspondentes a
cada uma das condic@es utilizadas na primeira etapa. Com os resultados obtidos pode-se
também verificar que muitas das vezes € dificil obter a libertagdo completa do farmaco
nas mesmas condi¢des que foi adsorvido. Os gréaficos referentes a estes testes podem ser
consultados nos anexos deste trabalho (ver Anexos 43 a 46). Nestes casos seria

necessario considerar outro solvente capaz de quebrar as associa¢6es hidrogel/farmaco.

6.6.2. Resultados Obtidos por Analise Frontal

Estes testes foram realizados inicialmente com diferentes hidrogéis CPNs e diferentes
farmacos, utilizando solucdes aquosas de cada farmaco de 0,1 mM. Todos os testes
foram operados nas mesmas condi¢cfes. Relativamente aos testes realizados com o
hidrogel IPN 6 apenas foram considerados o 5-FU e 3-APy, operando em condicdes
diferentes, nomeadamente de temperatura e pH. Estes testes foram realizados com o
intuito de observar o comportamento do hidrogel em termos da adsorcdo e dessorcao
dos farmacos em meios envolventes diferentes.

Nas Figuras 6.24 a 6.28 sdo apresentados o0s testes de adsorcdo (saturacéo) e dessorcao
(libertagdo) com uma solugdo aquosa de 5-fluoruracilo em redes poliméricas
convencionais baseadas em acido acrilico. Nas Figuras 6.25 e 6.26 é possivel observar a
dindmica de adsorcdo e dessor¢cdo do farmaco na presenca de redes poliméricas
baseadas em acido acrilico. Como é visivel na Figura 6.27 existe uma relagcdo entre
adsorcéo e dessorcdo. O efeito degrau € visivel em ambos os casos, gerando assim um
patamar proximo do ideal. Porém, é de salientar que o hidrogel leva mais tempo a

saturar do que a libertar o farmaco.
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Relativamente aos outros testes apresentam resultados semelhantes no que diz respeito
ao aspeto da curva (efeito degrau). No entanto com a THY em redes baseadas em &cido
acrilico e com a CAF em redes baseadas em DMAEMA, existe uma pequena oscilacdo
durante a saturacdo e a libertacdo, provavelmente devido ao inchamento do hidrogel na
presenca destas biomoléculas. Estes resultados podem ser consultados nos anexos deste
trabalho (ver Anexos 47 a 53).

O ponto representado na figura da saturacdo do hidrogel na presenca de 5-FU e
libertacdo do mesmo determina o volume equivalente, e por sua vez a quantidade exata
de farmaco adsorvido e libertado. O volume equivalente é obtido através da igualdade
das &reas como ja foi referido anteriormente. Para obter a igualdade entre as areas
utilizou-se o software Mathworks Matlab® de modo a desenvolver uma ferramenta de
auxilio ao célculo do volume equivalente e posterior calculo da quantidade adsorvida e
libertada. O cddigo desenvolvido foi utilizado para obter a quantidade de farmaco
adsorvido e libertado em todos os testes realizados. Nas Tabelas 6.1 e 6.2 séo
apresentados todos os testes de adsorcdo e dessorcdo realizados com os diferentes
farmacos nos diferentes hidrogéis CPNs, apresentando-se também as quantidades de
adsorcdo e libertacdo dos farmacos calculadas através do volume equivalente.

Apo6s analise das Tabelas 6.1 e 6.2, conclui-se que as redes convencionais em &cido
acrilico, de um modo geral, sdo as que apresentam maior afinidade com os farmacos e
assim como libertam maiores quantidades de farmaco. Mais uma vez, estes resultados

deverdo estar associados & interagdo entre hidrogel e farmaco.
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Figura 6.24 — Perfil de injecdo para o 5-FU numa Figura 6.25 — Perfil de adsor¢do para o 5-FU numa
coluna contendo hidrogel baseado em AA. coluna contendo hidrogel baseado em AA.
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Figura 6.28 — Perfil de adsorcéo, dessorcdo e injecdo para o 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA.

Nas Figuras 6.29 a 6.33 sdo apresentados os testes de adsorcdo (saturacéo) e dessorcao
(libertacdo) com uma solucdo aquosa de 5-fluoruracilo em redes poliméricas
interpenetrantes baseadas em acido acrilico e NIPA em condi¢6es normais (pH neutro e
temperatura de 25 °C). Pelas Figuras 6.30 e 6.31 € possivel observar a dindmica de
adsorcédo e dessorcao do farmaco na presenca de redes poliméricas baseadas em acido
acrilico e NIPA. O comportamento do hidrogel IPN é muito semelhante a rede
convencional baseada em &cido acrilico na presenca deste farmaco. Pela Figura 6.32
verifica-se que existe uma relacdo entre adsorcdo e dessor¢do, o patamar entre ambos
encontra-se bem definido, no entanto o hidrogel leva mais tempo a saturar do que a

libertar o farmaco.
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Figura 6.33 — Perfil de injecdo, adsorcdo e dessorcdo para o 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA.

Os restantes testes apresentam resultados semelhantes no que diz respeito ao aspeto das

curvas. No entanto, com 3-APy e 5-FU em redes baseadas em AA+NIPA considerando

pH neutro e uma temperatura de 40 °C existem pequenas oscilacbes durante teste

adsorcdo, provavelmente devido ao inchamento do hidrogel na presenca destas

biomoléculas fazendo variar a pressdo (ver Figuras 6.34 e 6.35). Também ¢é de referir
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que no teste de libertacdo do 5-FU a pH 10 e a uma temperatura de 40 °C a presséo
méaxima foi excedida devido ao inchamento do hidrogel dado as condic¢des envolvidas
(ver Figura 6.36). Os restantes resultados desta série de testes podem ser consultados

nos anexos deste trabalho (ver Anexos 54 a 58).
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Figura 6.36 — Perfil de dessorcdo para o 5-FU numa coluna contendo hidrogel baseado em AA+NIPA.
Condic0es de teste: pH 10 e temperatura de 40 °C.

Nas Figuras 6.37 e 6.38 apresentam-se 0s resultados de adsorcdo e dessor¢do de ambos
os testes feitos com o hidrogel IPN nas varias condices testadas.

Pela analise dos perfis de adsorcéo, com 3-APy a uma temperatura de 40 °C e pH neutro
o0 hidrogel IPN 6 demora mais tempo atingir o estado de saturacdo. O mesmo acontece
com o perfil de libertacdo, parecendo indicar uma forte afinidade farmaco/hidrogel
nestas condices. Globalmente, os resultados apresentados nas Figuras 6.37 e 3.68
mostram a possibilidade de estimular a adsor¢do/dessorcdo de farmacos em IPNs por

efeito do pH/T, o que € um resultado relevante nesta investigacéo.

88



Testes de Adsorcédo e Dessorcdo de Farmacos na Operacdo em Continuo

700

600

400

300

200

Absorvancia, mV

100

—— 3-APy - IPN6 pH7 T25 °C
——— 5-FU - IPN6 pH7 T25 °C
—— 3-Apy - IPN6 pH7 T40 °C
5-FU - IPN6 pH7 T40 °C
———3-Apy - IPN6 pH10 T40 °C

= 5-FU - IPN6 pH10 T40 °C

4+
—
(=]

15 20 25

Volume de Retencao, mL

30

Figura 6.37 — Perfis observados para os testes de saturacdo de 5-FU e 3-APy em redes de polimeros
interpenetrantes baseadas em AA+NIPA sujeitas a diferentes condigdes envolventes.

700

600

400

300

200

Absorvancia, mV

100

——3-APy - IPN6 pH7 T25 °C
——— 5-FU - IPN6 pH7 T25 °C
——3-Apy - IPN6 pH7 T40 °C
5-FU - IPN6 pH7 T40 °C
——3-Apy - IPN6 pH10 T40 °C

= 5-FU - IPN6 pH10 T40 °C

10 15

Volume de Retenciao, mL

20

Figura 6.38 — Perfis observados para os testes de libertacdo de 5-FU e 3-APy em redes de polimeros

interpenetrantes

baseadas

em AA+NIPA

sujeitas a diferentes condicOes

envolventes.

89



Testes de Adsorcéao e Dessorcdo de Farmacos na Operagdao em Continuo

Tabela 6.1 — Resumo dos resultados obtidos com a anélise de diferentes combinacdes entre redes de polimeros convencionais e farmacos (testes de saturacéo).

Quantidade de Quantidade de
Massa Volume Volume de
. Razéo . Volume Volume da Fase . Farmaco Farmaco
Hidrogel Seca ) Co Q Geomeétrico da . . Area . .
Inchamento Farmaco . de Vazio Estacionaria . Adsorvida Adsorvida
CPN Empacotada (mM)  (mL/min) Coluna Equivalente
(SR) Vo (ML) V, (mL) g* (mmol/mL fase g* (mmol/g fase
(mg) Ve (ML) Veq (ML) - -
estaciondria) estaciondria seca)
CPN 2 250 73 5-FU 0,1 0,15 1,57 0,5 1,57 2,504 0,1276 27,45
CPN 2 250 73 CAF 0,1 0,15 1,57 0,5 1,57 2,471 0,1255 27,00
CPN 3 150 15,7 5-FU 0,5 0,15 1,57 0,5 1,57 2,515 0,6419 64,19
CPN3 150 15,7 5-FU 01 0,15 1,57 0,5 1,57 2,986 0,1583 15,83
CPN 3 150 15,7 THY 0,1 0,15 1,57 0,5 1,57 2,713 0,1410 14,10
CPN 3 150 15,7 UR 01 0,15 1,57 0,5 1,57 4,207 0,2361 23,61
CPN 4 5 50 5-FU 01 05 1,57 0,5 1,57 2,485 0,1264 3,969
CPN 4 5 50 CAF 0,1 0,5 1,57 0,5 1,57 2,750 0,1433 4,500
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Tabela 6.2 — Resumo dos resultados obtidos com a anélise frontal de diferentes combinacdes entre redes de polimeros convencionais e farmacos (testes de libertacéo).

Quantidade de

Massa Volume Volume da Volume de Quantidade de
. Razéo . Volume . . Farmaco
Hidrogel Seca Co Q Geométrico da . Fase Area Farmaco Libertada .
Inchamento Farmaco de Vazio Libertada
CPN Empacotada (mM)  (mL/min) Coluna Estacionaria Equivalente g* (mmol/mL fase
(SR) Vo (ML) L g* (mmol/g fase
(mg) Vg (mL) V, (mL) Veq (ML) estacionaria) .
estaciondria seca)
CPN 2 250 73 5-FU 0,1 0,15 1,57 0,5 1,57 2,981 0,1580 33,99
CPN 2 250 73 CAF 0,1 0,15 1,57 0,5 1,57 2,690 0,1395 29,64
CPN 3 150 15,7 5-FU 05 0,15 1,57 05 1,57 2,791 0,7297 72,97
CPN3 150 15,7 5-FU 0,1 0,15 1,57 05 1,57 2,739 0,1426 14,26
CPN 3 150 15,7 THY 0,1 0,15 1,57 0,5 1,57 6,948 0,4107 41,07
CPN 3 150 15,7 UR 0,1 0,15 1,57 05 1,57 2,587 0,1329 13,29
CPN 4 5 50 5-FU 01 0,5 1,57 05 1,57 3,111 0,1663 5,221
CPN 4 5 50 CAF 0,1 0,5 1,57 0,5 1,57 4,449 0,2515 7,899

NOTA: Os valores Veq e g foram calculados nos testes de libertacdo para avaliar a idealidade (simetria) dos processos de adsorcéo e dessorgao.

91



Testes de Adsorcéao e Dessorcdo de Farmacos na Operagdao em Continuo

Tabela 6.3 — Resumo dos resultados obtidos com a analise frontal de diferentes combinacgdes entre IPNs e farmacos (testes de saturacdo).

Quantidade de Quantidade de

Volume Volume da Volume de

Raz3o Massa Geométrico Volume Fase Area Farmaco Farmaco
Hidrogel Seca . T Co Q de Vazio P . Adsorvida Adsorvida
Inchamento Farmaco pH o . da Coluna Estacionaria  Equivalente - "
IPN Empacotada (°C) (mM) (mL/min) Vo
(SR) (m Vg Va Veq
g) (mL) (mL) (mL) (mL) (mmol/mL fase (mmol/g fase
estacionaria) estaciondria seca)

> 6,96 50,6 3-APy 7 25 0,1 0,5 0,166 0 0,166 2,685 1,617 5,306
>6,96 50,6 5-FU 7 25 01 0,5 0,166 0 0,166 1,105 0,6659 2,185

1PN 6 >11,63 50,6 3-APy 7 40 01 0,5 0,166 0 0,166 7,676 4,624 15,17
>11,63 50,6 5-FU 7 40 01 0,5 0,166 0 0,166 1,864 1,123 3,684
>7,33 15,6 3-APy 10 40 01 0,5 0,166 0 0,166 1,706 1,028 10,94
>7,33 15,2 5-FU 10 40 01 0,5 0,166 0 0,166 3,443 2,074 22,65

Tabela 6.4 — Resumo dos resultados obtidos com a analise frontal de diferentes combinacdes entre IPNs e fArmacos (testes de libertacéo).

Quantidade de Quantidade de

Volume Volume da Volume de . .
x Massa P Volume A Farmaco Farmaco
Hidrogel Incﬁgfr?gnto Seca Farmaco H T Co %Zorcnc(:lturrll? de Vazio Estai?ggéria E lfi\\:sante Libertada Libertada
IPN Empacotada p ¢C) (mM)  (mL/min) Vo q * *
(SR) Ve Va Veq
(mg) (mL) (mL) (mL) (mL) (mmol/mL fase (mmol/g fase
estacionaria) estacionaria seca)
>6,96 50,6 3-APy 7 25 0,1 0,5 0,166 0 0,166 1,929 1,162 3,812
>6,96 50,6 5-FU 7 25 0,1 0,5 0,166 0 0,166 1,125 0,6779 2,224
>11,63 50,6 3-APy 7 40 0,1 0,5 0,166 0 0,166 5,456 3,286 10,78
IPN 6
>11,63 50,6 5-FU 7 40 0,1 0,5 0,166 0 0,166 3,429 2,066 6,777
>7,33 15,6 3-APy 10 40 0,1 0,5 0,166 0 0,166 1,379 0,8308 8,840
>7,33 15,2 5-FU 10 40 0,1 0,5 0,166 0 0,166 3,168 1,908 20,84

NOTA: Os valores Veq e g foram calculados nos testes de libertacdo para avaliar a idealidade (simetria) dos processos de adsorcéo e dessorgao.
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6.7. Consideracoes Finais

Neste capitulo foram estudados os processos de adsor¢do e dessorcdo de farmacos em
hidrogéis convencionais e IPNs considerando a operacdo em modo continuo. Foram
descritos 0s conceitos gerais associados a operagdo em modo continuo, nomeadamente
0 empacotamento dos materiais (hidrogéis) em pequenas colunas de GPC e a sua
integracdo num instrumento de bombagem continua com monitorizagdo em tempo real
do sinal de UV. Foram apresentados os detalhes relativos aos processos de injecao,
saturacdo e libertacdo de farmacos a partir dos hidrogéis, nomeadamente os cuidados a
ter com as purgas do sistema de GPC quando se realiza a transi¢cdo entre processos de
saturacdo/libertacdo e libertacdo/saturagdo. Foram também descritos os fundamentos
tedricos associados a quantificacdo dos processos de adsorcdo/dessorcdo que culmina
com a determinacdo do volume equivalente e das quantidades de farmaco
adsorvidas/dessorvidas por unidade de massa de adsorvente (massa de hidrogel
empacotado nas colunas). Numa outra vertente, foram também descritos os principios
fundamentais do estudo da adsorcdo/dessorcdo de farmacos em hidrogéis
(convencionais/IPNs) através de SPE. Esta técnica permite estimar de forma rapida e
economicamente vantajosa (relativamente a operacdo num equipamento de GPC) as
quantidades de farmacos adsorvidas e libertadas também em modo continuo. Em
concreto, é por exemplo possivel a analise simples de materiais que geram pressoes
demasiado elevadas (eventualmente ultrapassando a pressdo de seguranca) quando
empacotados e operados em colunas de GPC. De facto, esta dificuldade impediu a
andlise por GPC de alguns materiais porque se observou que era ultrapassada a pressao
méaxima do instrumento (10 MPa).

Foram testadas por SPE diferentes combinagfes entre IPNs e farmacos tendo sido
medidas taxas de adsorcdo e de libertacdo considerando também diferentes condicbes
para as solugdes aquosas usadas (pH acido/alcalino, temperatura de 20/40 °C). Foi desta
forma identificada uma elevada afinidade entre 3-APy e a maioria dos IPNs,
nomeadamente aqueles contendo AA (foram medidas taxas de retencdo que podem
chegar em alguns casos a cerca de 90%). Taxas de adsorcéao residuais foram observadas
com INH e CAF, tendo sido medidas taxas de retencdo relativamente baixas
(comparativamente a 3-Apy) para 5-FU, ADR e IBU. Deve no entanto ser mencionado
que taxas razodaveis de retencdo de IBU (podendo chegar a cerca de 60%) podem ser

obtidas quando considerados IPNs contendo DMAEMA. Estes resultados demonstram a
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importancia da estrutura quimica das redes na afinidade com os farmacos: a boa
afinidade de redes AA com 3-APy justifica-se pela interacdo ionica negativa
(AA)/positiva (3-APy) e boa afinidade de redes DMAEMA com IBU positiva
(DMAEMA)/negativa (IBU). Adicionalmente, foi demonstrado experimentalmente que
0 pH e a temperatura podem potenciar o processo de adsorcdo. Por exemplo, a taxa de
retencdo de 3-APy em IPNs contendo AA é baixa a pH fortemente acido (na ordem de
10% com pH=1,7) e aumenta substancialmente com pH alcalino (na ordem de 50% com
pH=10). Inversamente com o IPN 10 (NIPA/DMAEMA) mostrou-se que é mantida
uma taxa de adsorcéo razoavel de 3-APy (cerca de 40%) a pH &cido (pH=1,7). Relacdes
semelhantes foram observadas como nos processos de libertacdo, embora se deva
mencionar que na grande maioria dos casos foi impossivel a libertacdo total dos
farmacos usando as mesmas solugdes aquosas consideradas no processo de adsorcao.
Para esse efeito seria necessario utilizar solventes suficientemente fortes para quebrar as
interacBes entre as redes e os farmacos.

A técnica de anélise frontal foi utilizada para estudar a adsorcao/libertacdo de diferentes
farmacos (5-FU, CAF, THY, UR) em hidrogéis convencionais (CPN 2, CPN 3, CPN 4)
e em IPNs. Neste tltimo caso foram apenas consideradas combinacgdes de IPN 6 com 3-
APy e 5-FU dado que néo foi possivel operar o GPC com os restantes IPN devido ao
excesso de pressdo gerado no sistema. Estes testes foram realizados com diferentes
valores de pH (pH=7/pH=10) e de temperatura (T=25 °C/T=40 °C). Os testes com
hidrogéis convencionais voltaram a mostrar a importancia da combinacéo adequada da
estrutura quimica da rede com o farmaco considerado. Por exemplo, a adsorc¢éo de 5-FU
ou CAF é muito maior nos hidrogéis CPN 2 (NIPA/MAA) e CPN3 (AA)
comparativamente a sua retencdo em CPN 4 (DMAEMA). Adicionalmente, os testes
com o IPN 6 mostram a afinidade e estimulacdo das redes na presenca dos farmacos
especificos. Em concreto, foram observados aumentos significativos de pressdo nas
colunas durante a operacdo devido ao inchamento dos materiais na presenca de
moléculas particulares (farmacos). Foram medidas taxas de adsor¢do de 3-APy
superiores ao observado com 5-FU, o que confirma a boa afinidade do IPN com
moléculas de carécter alcalino. Adicionalmente, os resultados mostraram a potenciacao
da adsorcdo de 3-APy a pH=7 e T=40 °C o que ilustra a possibilidade de estimular as
redes através da variacdo combinada de parametros da sua envolvéncia. Este é um
resultado relevante desta investigacdo, mostrando que é possivel considerar IPNs como

materiais Uteis em aplicacGes biomédicas.
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Capitulo 7 - Conclusao e Trabalhos Futuros

Neste trabalho foram sintetizados hidrogéis IPNs que apresentam sensibilidade
simultanea, tanto ao pH como a temperatura, tendo sido também realizados testes de
adsorcao/dessor¢do em modo fechado e modo continuo de diferentes farmacos a partir
dos materiais sintetizados. Foram sintetizados IPNs através de polimerizacdo radicalar
classica (FRP), recorrendo diferentes combinacfes de monomeros. Foram obtidos
hidrogéis IPNs de diferentes tipos, nomeadamente anidnicos, catidnicos e anfotéricos.
Foi observada sensibilidade dos materiais obtidos a variacdo das condicGes
circundantes, nomeadamente variacbes no pH de solugbes aquosas e temperatura.
Demonstrou-se assim a possibilidade de fazer transitar os hidrogéis entre estados de
inchamento/colapso em consequéncia da alteracdo de parametros selecionados. Porém,
estes materiais apresentam caracteristicas Unicas, e assim o estudo incidiu também na
investigacdo da adsorcdo e libertagdo de farmacos em diferentes meios envolventes,
nomeadamente de 5-fluoruracilo (tratamento do cancro), 4-aminopiridina (tratamento da
esclerose multipla) e cafeina (atuador do sistema nervoso central). Nestas circunstancias
foram consideradas diferentes combinagdes hidrogel/estimulo/farmaco tendo em vista a
procura de condi¢cdes que possam promover futuras aplicacdes. Fizeram-se também
estudos de modelacdo matematica, nomeadamente para a determinacdo de isotérmicas
de adsorcdo (Langmuir, Freundlich, etc.) e no desenvolvimento de ferramentas de
calculo auxiliadoras da interpretacdo dos resultados obtidos por analise frontal
(quantificacdo da capacidade de adsorcéo e libertacdo) [66,67].

Numa primeira fase obtiveram-se hidrogéis IPNs de diferentes mondmeros com
sensibilidade a diferentes estimulos. As redes poliméricas interpenetrantes sdo
sintetizados de forma sequencial: é sintetizada uma primeira rede de polimero que é
utilizada numa fase posterior para sintetizar uma segunda rede de polimero. A segunda
rede serd interpenetrada na primeira rede. Desta forma, foram consideradas diferentes
estratégias de interpenetracdo das redes de base (variacdo do solvente, concentracgdes,
temperatura, iniciador, etc.). Através da analise dos espectros FTIR efetuada aos
materiais sintetizados conclui-se que o0 processo de interpenetracdo ocorreu com
sucesso, visto que os grupos funcionais correspondentes a cada rede parecem estar
presentes na rede final (IPNs).

Foi avaliado o comportamento dos diferentes tipos de redes poliméricas interpenetrantes

quando sujeitos a variagfes nas suas condicGes circundantes. Desta forma, foi medida a
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razdo de inchamento (SR) dos hidrogéis provocada por variacbes do pH e da
temperatura das solugdes aquosas onde se encontram colocados. Com estes estudos foi
possivel mostrar a possibilidade dos hidrogéis serem estimulados por pardmetros
especificos de forma individual e combinada. Portanto, foi mostrado que as redes
poliméricas interpenetrantes podem ser estimuladas de forma diferente através da
variacdo do pH, variacdo da temperatura ou da variacdo de ambas paralelamente. Com a
variacdo do pH, a razo de inchamento altera-se, em compostos aniénicos com transi¢do
contraida/inchada a pH acido/alcalino e nos cationicos ocorre de forma inversa. Por
outro lado, com o efeito da temperatura observa-se uma reducéo da razéo de inchamento
quando a temperatura varia numa gama dos 20 a 40 °C. Quando submetidos a ambos 0s
estimulos respondem de forma independente. Estes hidrogéis sdo estimulados por
diversas variacBes do meio envolvente tornam-se potencialmente Uteis em aplicacdes
biomédicas.

Os testes de adsor¢do de farmacos foram realizados com diferentes hidrogéis e
diferentes farmacos. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da combinacédo
hidrogel/farmaco nos perfis de adsorcdo dos farmacos estudados. Os resultados obtidos
com diferentes hidrogéis (IPNs e CPNs) apresentaram em alguns casos discrepancias
assinalaveis. Estas diferencas sdo em parte explicadas pela existéncia de interacdes
preferenciais (positivas ou negativas) entre o hidrogel e os farmacos. E de salientar que
as redes poliméricas interpenetrantes mostram-se mais eficientes relativamente aos
casos particulares (redes poliméricas convencionais). Numa fase mais avancada foi
realizada uma modelacdo matematica dos dados experimentais aos modelos tedricos
(isotérmicas) para quantificacdo de farmaco adsorvido pelos hidrogéis e verificar qual
dos modelos se ajusta melhor aos dados experimentais. Os melhores ajustes obtidos
correspondem a adsorcdo do farmaco 3-aminopiridina com o hidrogel IPN 6 e 0 CPN 2.
Ambos tém na sua constitui¢do &cido acrilico e como foi referido anteriormente, o acido
acrilico (AA) tem elevada afinidade com a molécula 3-APy, devido as interacfes
existentes entre eles, nomeadamente os efeitos eletrostaticos. No entanto, as redes
poliméricas interpenetrantes destacam-se em termos de perfil ideal, porque as forgas
existentes entre as moléculas poderdo ser mais elevadas.

Foram testadas por SPE diferentes combinacfes entre IPNs e farmacos tendo sido
medidas taxas de adsorcdo e de libertacdo considerando também diferentes condicoes
para as solugbes aquosas utilizadas (pH &cido/alcalino, temperatura de 20/40 °C). Foi

desta forma identificada uma elevada afinidade entre 3-APy e a maioria dos IPNs,
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nomeadamente aqueles contendo AA (foram medidas taxas de retencdo que podem
chegar em alguns casos a cerca de 90%). Taxas de adsorcao residuais foram observadas
com INH e CAF, tendo sido medidas taxas de retencdo relativamente baixas
(comparativamente a 3-APy) para 5-FU, ADR e IBU. Deve no entanto ser mencionado
que taxas razoaveis de retencdo de IBU (podendo chegar a cerca de 60%) podem ser
obtidas quando considerados IPNs contendo DMAEMA. Estes resultados demonstram a
importancia da estrutura quimica das redes na afinidade com os farmacos: a boa
afinidade de redes AA com 3-APy justifica-se pela interacdo idnica negativa
(AA)/positiva (3-APy) e boa afinidade de redes DMAEMA com IBU positiva
(DMAEMA)/negativa (IBU). Adicionalmente, foi demonstrado experimentalmente que
0 pH e a temperatura podem potenciar o processo de adsorcdo. Por exemplo, a taxa de
retencdo de 3-APy em IPNs contendo AA € baixa a pH fortemente acido (na ordem de
10% com pH=1,7) e aumenta substancialmente com pH alcalino (na ordem de 50% com
pH=10). Inversamente com o IPN 10 (NIPA/DMAEMA) mostrou-se que é mantida
uma taxa de adsorcédo razoavel de 3-APy (cerca de 40%) a pH &cido (pH=1,7). Relacdes
semelhantes foram observadas como nos processos de libertacdo, embora se deva
mencionar que na grande maioria dos casos foi impossivel a libertacdo total dos
farmacos usando as mesmas solugcfes aquosas consideradas no processo de adsorcao.
Para esse efeito seria necessario utilizar solventes suficientemente fortes para quebrar as
interacdes entre as redes e os farmacos.

A técnica de analise frontal foi utilizada para estudar a adsorcédo/libertacdo de diferentes
farmacos (5-FU, CAF, THY, UR) em hidrogéis convencionais (CPN 2, CPN 3, CPN 4)
e em IPNs. Neste tltimo caso foram apenas consideradas combinacdes de IPN 6 com 3-
APy e 5-FU dado que néo foi possivel operar o GPC com os restantes IPN devido ao
excesso de pressdo gerado no sistema. Estes testes foram realizados com diferentes
valores de pH (pH=7/pH=10) e de temperatura (T=25 °C/T=40 °C). Os testes com
hidrogéis convencionais voltaram a mostrar a importancia da combinacdo adequada da
estrutura quimica da rede com o farmaco considerado. Por exemplo, a adsor¢édo de 5-FU
ou CAF é muito maior nos hidrogéis CPN 2 (NIPA/MAA) e CPN3 (AA)
comparativamente & sua retengdo em CPN 4 (DMAEMA). Adicionalmente, os testes
com o IPN 6 mostram a afinidade e estimulacdo das redes na presenca dos farmacos
especificos. Em concreto, foram observados aumentos significativos de pressdo nas
colunas durante a operagdo devido ao inchamento dos materiais na presenca de

moléculas particulares (farmacos). Foram medidas taxas de adsorcdo de 3-APy
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superiores ao observado com 5-FU, o que confirma a boa afinidade do IPN com
moléculas de caracter alcalino. Adicionalmente, os resultados mostraram a potenciagdo
da adsorcdo de 3-APy a pH=7 e T=40 °C o que ilustra a possibilidade de estimular as
redes através da variacdo combinada de parametros da sua envolvéncia. Este € um
resultado relevante desta investigacdo, mostrando que € possivel considerar IPNs como
materiais Uteis em aplica¢fes biomédicas.
Apesar de todos os desenvolvimentos obtidos nas Gltimas décadas, ha ainda um campo
importante de progresso a considerar no desenvolvimento de polimeros para aplicacfes
biomédicas, nomeadamente visando o aperfeicoamento da imitacdo que os polimeros
sintéticos sdo capazes de fazer das funcbes de macromoléculas bioldgicas. A técnica de
impressdo molecular é uma ferramenta importante neste contexto e pode até ser vista
como geradora da imitacdo das funcbes dos anticorpos. Uma forma possivel de
aperfeicoar estes tipos de materiais avancados passa pela combinacdo da
afinidade/seletividade dos polimeros impressos molecularmente (MIP) com a
capacidade de responder a estimulos dos hidrogéis inteligentes (ndo esquecendo a sua
potencial biocompatibilidade). No entanto, ha dificuldades importantes na obtencdo de
materiais que potenciem em simultaneo as duas caracteristicas (afinidade/seletividade e
resposta a estimulos) porque héa efeitos que concorrem de forma oposta no seu processo
de sintese. A quantidade de reticulante a considerar na formacdo das redes de polimero
talvez seja o parametro que contribui de forma mais decisiva para esta inconsisténcia de
projeto: classicamente € elevada no fabrico de MIPs (superior a 50%) para garantir
estabilidade das cavidades estereoespecificas e muito baixa na sintese de hidrogéis
(inferior a 1%) de modo a permitir a elasticidade das redes. A sintese de redes
combinando o processo de impressdo e interpenetracdo (MIP-IPN) tem sido
considerado nos anos mais recentes para gerar produtos com propriedades mecanicas e
biocompatibilidade melhoradas [68]. A investigacdo que aqui foi apresentada podera ser
util em novos trabalhos que procurem explorar a combinacao entre impressdo molecular
e a interpenetracdo de redes de polimero.
Fica ainda a proposta de aprimorar os estudos realizados ao longo deste trabalho,
sugerindo-se o seguinte,

o Sintese de hidrogéis IPNs recorrendo a polimerizagdo RAFT, por forma avaliar

0 desempenho destes hidrogéis relativamente aos sintetizados neste trabalho.
o Sintese e caracterizacdo de redes combinando o processo de impressdo

molecular e interpenetracdo (MIP-IPN).
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Concluséo e Trabalhos Futuros

o Auvaliacdo do efeito da interpenetracdo de redes de polimero no aperfeicoamento
do reconhecimento molecular e libertacdo estimulada de farmacos.

o Avaliacdo do desempenho de micro/nano particulas de hidrogéis inteligentes
impressos molecularmente na adsor¢do/dessorcdo estimulada de farmacos.

o Incorporagdo de polimeros naturais com polimeros sintéticos pelo processo de
interpenetragdo para aumentar a biocompatibilidade mantendo a estimulagéo
combinada.
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Anexos — Propriedades fisico quimicas dos materiais utilizados

Anexo 1 — Propriedades fisico quimicas dos farmacos utilizados neste trabalho.

, Formula o Ponto de Ponto de Massa Molecular Densidade
Farmaco L Estrutura Quimica R X 7o . pKa/pKb
Quimica Ebulicéo (°C) Fuséo (°C) (g/mol) relativa
3-APy CsHeN2 HzN / \ 248 60-63 94,11
—N
4-APy CsHeN2 HzN / \ 273 155-158 94,11 1,26 9,17
F
/ NH
5-FU C4H3FN20; /K 190-200 285-286 130,08 7,76
o N [e]
H
o\
CAF CeH1oN4O; _Nw 178 234-236,5 194,19 1,23 10,4
%N
J N\
HO.
IBU Ci13H1502 157 77-78 206,28 5.2




Anexos — Propriedades fisico quimicas dos materiais utilizados

Anexo 2 — Propriedades fisico quimicas dos mondmeros e reticulantes utilizados neste trabalho.

] ] Massa .
Monomeros Formula . Ponto de Ponto de Densidade
e _ Estrutura Quimica o . 1o Molecular . pKa/pKb
. Quimica Ebulicéo (°C) Fuséo (°C) relativa
Reticulantes (g/mol)
0
AA C3H40; \)j\ 138-139 14 72,06 1,05 4,35
OH
‘>:O
NIPA CeHuuNO HN 89-92 60-63 113,16
0
OH
MAA CaHsO2 :2; 159-163 14-15 86,09 1,05 4,66
DMAEMA CsH1sNO> I N 182-192 157,21 0,93
X |
(0] O
MBAmM C7H10N202 PN - >300 154,17




Anexos — Propriedades fisico quimicas dos materiais utilizados

Anexo 3 — Propriedades fisico quimicas dos iniciadores e catalisadores utilizados neste trabalho.

Catalisador

Formula L. Ponto de Ponto de Massa Molecular . .
e Quimica Estrutura Quimica Ebulicio (°C) Fusdo (°C) (g/mol) Densidade relativa
Iniciadores ¢ 9
AIBN CsH12N4 N%%N 102-104 164,21 1,11
N O o
&
F\
APS HsNzOsSz o—Q --- --- 228,20 1,980
\ ~°
SN
o Ny
a
\
»
V5o CsH20Cl2Ns \ --- 175-177 271,19 0,42
N
(@)
o
HN
H—a
TEMED CesH16N> /NV\N/ 121,1 -58,6 116,20 0,775




Anexos — Testes de Caracterizacdo dos IPNs

Anexo 4 — Resultados obtidos para a sensibilidade dos IPNs a variagdo da Temperatura e do pH.

IPN Massa de IPN (mg) Temperatura (°C) pH SR
30,3 20 2,02 33,0
30,4 40 2,02 3,83
30,0 20 7,54 33,3
IPN 1
30,1 40 7,54 3,95
30,0 20 10,17 333
30,0 40 10,17 4,02
30,5 20 2,02 5,04
30,4 40 2,02 7,72
29,9 20 7,54 19,74
IPN 2
30,1 40 7,54 20,10
29,9 20 10,17 11,89
30,3 40 10,17 23,17
30,4 20 2,02 3,07
30,4 40 2,02 5,18
30,5 20 7,54 20,82
IPN 3
30,1 40 7,54 27,59
30,3 20 10,17 10,22
29,9 40 10,17 17,52
30,1 20 2,02 9,12
30,3 40 2,02 12,32
30,0 20 7,54 33,33
IPN 4
30,4 40 7,54 51,91
29,9 20 10,17 33,44
30,3 40 10,17 43,12
30,2 20 2,02 3,92
30,3 40 2,02 7,50
30,6 20 7,54 28,22
IPN 5
30,3 40 7,54 39,03
29,9 20 10,17 21,12
30,7 40 10,17 28,18
30,5 20 2,02 3,26
30,1 40 2,02 4,23
30,5 20 7,54 6,96
IPN 6
30,2 40 7,54 11,63
30,3 20 10,17 9,09
30,4 40 10,17 7,33




Anexos — Testes de Caracterizacdo dos IPNs

Anexo 4
(Continuacéo)
IPN Massa de IPN (mg)  Temperatura (°C) pH SR
29,0 20 2,02 4,08
30,4 40 2,02 4,31
29,8 20 7,54 32,74
IPN 7
30,3 40 7,54 25,13
30,4 20 10,17 27,86
29,0 40 10,17 27,77

Anexo 5 — Resultados obtidos para a sensibilidade dos SIPNs a variagdo da Temperatura e do pH.

SIPN Massa de SIPN (mg) Temperatura (°C) pH SR
30,5 20 2,02 2,46
30,2 40 2,02 3,72
30,0 20 7,54 8,15
SIPN 1
30,2 40 7,54 10,66
30,3 20 10,17 6,69
30,8 40 10,17 13,03
30,0 20 2,02 6,33
30,0 40 2,02 7,96
30,0 20 7,54 33,0
SIPN 2
30,4 40 7,54 42,21
30,3 20 10,17 33,0
30,0 40 10,17 31,07
29,9 20 2,02 6,12
30,0 40 2,02 5,49
30,2 20 7,54 11,04
SIPN 3
30,2 40 7,54 36,82
30,5 20 10,17 16,07
30,1 40 10,17 18,19

Anexo 6 — Resultados obtidos para a sensibilidade das1® redes poliméricas convencionais a variacdo da
Temperatura e do pH.

CPN Massa de CPN (mg) Temperatura (°C) pH SR
30,6 20 2,02 9,91
30,3 40 2,02 17,78
30,3 20 7,54 27,48

AAl
30,4 40 7,54 37,80
30,6 20 10,17 20,86
29,9 40 10,17 36,77




Anexos — Testes de Caracterizacdo dos IPNs

Anexo 6
(Continuacgéo)

CPN Massa de CPN (mg) Temperatura (°C) pH SR
30,0 20 2,02 3,29
30,1 40 2,02 5,27
30,4 20 7,54 5,81

AA2
30,2 40 7,54 5,25
30,4 20 10,17 4,33
30,1 40 10,17 4,84
30,1 20 2,02 19,41
30,2 40 2,02 4,78
30,0 20 7,54 19,65

NIPA
30,4 40 7,54 4,67
30,0 20 10,17 20,45
30,0 40 10,17 4,48

Anexo 7 — Efeito do pH e da temperatura na razdo de inchamento (SR) da rede polimérica semi-
interpenetrante (SIPN 1). Foi estudada a gama de valores de pH entre 2 e 10 e a gama de temperaturas de
20 a 40 °C.
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Anexos — Testes de Caracterizacdo dos IPNs

Anexo 8 — Efeito do pH e da temperatura na razdo de inchamento (SR) da rede polimérica semi-
interpenetrante (SIPN 2). Foi estudada a gama de valores de pH entre 2 e 10 e a gama de temperaturas de
20a40 °C.

Anexo 9 — Efeito do pH e da temperatura na razdo de inchamento (SR) da rede polimérica semi-
interpenetrante (SIPN 3). Foi estudada a gama de valores de pH entre 2 e 10 e a gama de temperaturas de
20a 40 °C.
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Anexos — Testes de Caracterizacdo dos IPNs

Anexo 10 — Espectro de infravermelho (FTIR) do monémero NIPA (amostra pura) [53].

Anexo 11 — Espectro de infravermelho (FTIR) do monémero AA (amostra pura) [53].
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Anexos — Testes de Caracterizacdo dos IPNs

Anexo 12 — Comparacédo do espectro FTIR do SIPN 1 (AA+NIPA) com a rede convencional (AA) e com
a rede polimérica baseada em NIPA. As zonas assinaladas correspondem as regides de absorcdo
correspondentes aos grupos funcionais (amidas e acido carboxilico) presentes na amostra. Note-se que a
regido 3400-2400 cm™ pode ser influenciada pela presenca da agua, sendo preferivel usar como referéncia
a regido dos 1500-1700 cm™.
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Anexo 13 — Comparacdo do espectro FTIR do SIPN 2 (AA+NIPA) com a rede convencional (AA) e com
a rede polimérica baseada em NIPA. As zonas assinaladas correspondem as regides de absorcdo
correspondentes aos grupos funcionais (amidas e acido carboxilico) presentes na amostra. Note-se que a
regido 3400-2400 cm pode ser influenciada pela presenca da agua, sendo preferivel usar como referéncia
a regido dos 1500-1700 cm™.
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Anexos — Testes de Caracterizacdo dos IPNs

Anexo 14 — Comparacédo do espectro FTIR do SIPN 3 (AA+NIPA) com a rede convencional (AA) e com
a rede polimérica baseada em NIPA. As zonas assinaladas correspondem as regides de absorcdo
correspondentes aos grupos funcionais (amidas e acido carboxilico) presentes na amostra. Note-se que a
regido 3400-2400 cm pode ser influenciada pela presenca da agua, sendo preferivel usar como referéncia
a regido dos 1500-1700 cm™.
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Anexos — Determinacdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacao Batch

Anexo 15 — Quantidade de CPN 3 e concentracfes de 3-APy de cada solucdo utilizada nos testes de adsor¢do em modo fechado, a pH neutro e temperatura de 20 °C.

Hidrogel CPN 3 (mg) 20 mM de 3-APy (uL) H,O (uL) Co (mM) Co (ppm) V (mL)
1 15,1 65 12935 0,02458119 2,31345867 13
2 15,0 130 12870 0,04916238 4,62691734 13
3 14,9 195 12805 0,07374357 6,94037601 13
4 14,9 260 12740 0,09832476 9,25383468 13
5 15,1 520 12480 0,19664952 18,5076694 13
6 14,9 780 12220 0,29497428 27,761504 13
7 15,1 1040 11960 0,39329904 37,0153387 13
8 15,1 1300 11700 0,49162379 46,2691734 13
9 15,0 1300 11700 1,00021557 94,1352882 13
10 15,0 3900 9100 3,00064671 282,405865 13
11 15,0 6500 6500 5,00107784 470,676441 13
12 15,0 9100 3900 7,00150898 658,947018 13
13 15,1 11700 1300 9,00194012 847,217594 13
14 15,0 13000 0 20,1865874 1899,86068 13
15 15,1 0 13000 0 0 13
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Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 16 — Quantidade de CPN 3 e concentracfes de CAF de cada solucdo utilizada nos testes de adsorcdo em modo fechado, a pH neutro e temperatura de 20 °C.

Hidrogel CPN 3 (mg) 10 mM de CAF (uL) H,O (uL) Co (mM) Co (ppm) V (mL)
1 15,6 130 12870 0,09990216 19,4 13
2 15,0 325 12675 0,24975539 48,5 13
3 15,3 650 12350 0,49951079 97 13
4 15,0 1300 11700 0,99902158 194 13
5 15,2 2600 10400 1,99804315 388 13
6 15,0 5200 7800 3,99608631 776 13
7 15,0 10400 2600 7,99217261 1552 13
8 15,3 13000 0 9,99021577 1940 13
9 15,0 0 13000 0 0 13

Anexo 17 — Quantidade de CPN 2 e concentracfes de CAF de cada solucéo utilizada nos testes de adsor¢do em modo fechado, a pH neutro e temperatura de 20 °C.

Hidrogel CPN 2 (mg) 10 mM de CAF (uL) H,O (uL) Co (mM) Co (ppm) V (mL)
1 15,1 130 12870 0,09990216 19,4 13
2 15,2 325 12675 0,24975539 48,5 13
3 15,1 650 12350 0,49951079 97 13
4 15,3 1300 11700 0,99902158 194 13
5 15,2 2600 10400 1,99804315 388 13
6 15,0 5200 7800 3,99608631 776 13
7 15,2 10400 2600 7,99217261 1552 13
8 15,0 13000 0 9,99021577 1940 13
9 15,3 0 13000 0 0 13

Xii



Anexos — Determinacdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacao Batch

Anexo 18 — Quantidade de IPN 1 e concentra¢des de 4-APy de cada solugdo utilizada nos testes de adsor¢do em modo fechado, a pH neutro e temperatura de 40 °C.

Hidrogel IPN 1 (mg) 5 mM de 4-APy (uL) H,O (uL) Co (mMM) Co (ppm) V (mL)
1 50,1 65 12935 0,025788 2,427037194 13
2 50,6 130 12870 0,051576 4,854074389 13
3 49,9 195 12805 0,077364 7,281111583 13
4 50,7 260 12740 0,103152 9,708148777 13
5 49,7 520 12480 0,206304 19,41629755 13
6 50,2 780 12220 0,3094559 29,12444633 13
7 50,6 1040 11960 0,4126079 38,83259511 13
8 50,7 1300 11700 0,5157599 48,54074389 13
9 49,9 0 13000 0 0 13
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Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 19 — Quantidade de IPN 6 e concentra¢des de 5-FU de cada solucdo utilizada nos testes de adsorcdo em modo fechado, a pH neutro e temperatura de 25 °C.

Hidrogel IPN 6 (mg) 25 mM de 5-FU (uL) H,O (uL) Co (mM) Co (ppm) V (mL)
1 15,1 13 12987 0,025125564 3,268333333 13
2 15,2 26 12974 0,050251128 6,536666667 13
3 15,1 39 12961 0,075376691 9,805 13
4 15,5 52 12948 0,100502255 13,07333333 13
5 15,5 104 12896 0,20100451 26,14666667 13
6 15,2 156 12844 0,301506765 39,22 13
7 15,3 208 12792 0,40200902 52,29333333 13
8 15,2 260 12740 0,502511275 65,36666667 13
9 15,2 520 12480 1,00502255 130,7333333 13
10 15,1 2600 10400 5,025112751 653,6666667 13
11 15,5 5200 7800 10,0502255 1307,333333 13
12 15,3 7800 5200 15,07533825 1961 13
13 15,4 10400 2600 20,100451 2614,666667 13
14 15,5 13000 0 25,12556376 3268,333333 13
15 15,1 0 13000 0 0 13
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Anexos — Determinacdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacao Batch

Anexo 20 — Quantidade de IPN 6 e concentra¢des de 3-APy de cada solugdo utilizada nos testes de adsor¢do em modo fechado, a pH neutro e temperatura de 25 °C.

Hidrogel IPN6 (mg) 25 mM de 3-APy (uL) H.O (uL) Co (mM) Co (ppm) V (mL)
1 15,2 13 12987 0,02496945 2,35 13
2 15,1 26 12974 0,0499389 4,7 13
3 15,0 39 12961 0,07490836 7,05 13
4 15,3 52 12948 0,09987781 9,4 13
5 15,1 104 12896 0,19978862 18,8 13
6 15,2 156 12844 0,29963343 28,2 13
7 15,3 208 12792 0,39951124 37,6 13
8 15,0 260 12740 0,49928905 47 13
9 15,3 520 12480 0,99877809 94 13
10 15,3 2600 10400 4,99389045 470 13
11 15,0 5200 7800 9,98778091 940 13
12 15,4 7800 5200 14,9816714 1410 13
13 15,0 10400 2600 19,9755618 1880 13
14 15,1 13000 0 24,9694523 2350 13
15 15,0 0 13000 0 0 13
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Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 21 — Curvas de calibracdo da Absorvancia vs. Concentracao inicial dos testes realizados em modo
fechado (batch) com as redes poliméricas convencionais.
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a) Curva de calibracdo da Absorvéancia vs. Concentragdo do teste realizado em modo fechado com o
hidrogel CPN 3 e fa&rmaco 3-APy com A=289 nm.
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b) Curva de calibracdo da Absorvéncia vs. Concentragdo do teste realizado em modo fechado com o
hidrogel CPN 3 e fa&rmaco CAF com A=273 nm.
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hidrogel CPN 2 e farmaco CAF com A=273 nm.
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Anexos — Determinacdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 22 — Curvas de calibracio da Absorvancia vs. Concentracdo inicial dos testes realizados em modo
fechado (batch) com as redes poliméricas interpenetrantes.
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a) Curva de calibracdo da Absorvéancia vs. Concentragdo do teste realizado em modo fechado com o
hidrogel IPN 1 e fArmaco 4-APy com A=252 nm.
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b) Curva de calibracdo da Absorvéncia vs. Concentragdo do teste realizado em modo fechado com o
hidrogel IPN 6 e farmaco 3-APy com A=289 nm.
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Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 23 — Parametros das isotérmicas nao lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a
adsorcdo de 3-APy em redes poliméricas convencionais baseadas em AA (CPN 3). As unidades dos
parametros das isotérmicas sdo definidas consoante as unidades de Q. (mg/g) e Ce (MM).

Parametros das

Estimativa do erro

Isotérmicas o CPN3
Isotérmicas (resnorm)
; 232,8026
Modelo de Langmuir O 274,8640
K, 0,0559
] Kr 15,4825
Modelo de Freundlich 352,4171
n 1,4112
Qmax 254.8824
Modelo de Sips K 0,0532 273,3790
n 1,0436
) Kgpp 15,1340
Modelo de Redlich-
Agp 0,1396 269,3784
Peterson
g 0,7785
Qmax 117,7617
Modelo de BET Kger 9,2287 265,3496
Cs 73,0997

Anexo 24 — Parametros das isotérmicas ndo lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a
adsorcdo de CAF em redes poliméricas convencionais baseadas em NIPA+MAA (CPN 2). As unidades
dos parametros das isotérmicas sdo definidas consoante as unidades de Qe (mg/g) e Ce (MM).

Paréametros das

Estimativa do erro

Isotérmicas o CPN 2
Isotérmicas (resnorm)
. 28,8075
Modelo de Langmuir Qmax 4,2839
K, 0,0720
. Kr 1,8584
Modelo de Freundlich 49477
n 1,1955
Qmax 10,6649
Modelo de Sips K 0,0866 0,6814
n 0,3073
Krpp 2,0871
Modelo de Redlich-
Agpp 0,0002 3,7591
Peterson
g 3,8719
Qmax 2,0964
Modelo de BET Kgpr 0,5993 13,8341
C 2,7541
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Anexos — Determinacdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 25 — Parametros das isotérmicas nao lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a
adsorcéo de 4-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em NIPA+NIPA (IPN 1). As unidades
dos parametros das isotérmicas séo definidas consoante as unidades de Q. (mg/g) e Ce (MM).

Parametros das

Estimativa do erro

Isotérmicas ) IPN 1
Isotérmicas (resnorm)
; 25,9443
Modelo de Langmuir Qmax 38,2221
K, 3,7831
. Kr 25,2542
Modelo de Freundlich 35,9558
n 1,8466
Qmax 28,5470
Modelo de Sips K 2,8855 37,6210
n 0,8763
) Kgpp 75,7025
Modelo de Redlich-
App 3,6423 38,2855
Peterson
g 1,5165
Qméx 26'00
Modelo de BET Kggr 34613,00 38,223
Cs 9148,00

Anexo 26 — Parametros das isotérmicas ndo lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET a para
adsorcdo de 3-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em AA+NIPA (IPN 6). As unidades
dos parametros das isotérmicas sdo definidas consoante as unidades de Qe (mg/g) e Ce (MM).

Paréametros das

Estimativa do erro

Isotérmicas o IPN 6
Isotérmicas (resnorm)
. 323,9310
Modelo de Langmuir Qmax 397,0401
K, 0,4632
] Kp 88,6510
Modelo de Freundlich 856,93
n 2,3149
Qmax 318,6114
Modelo de Sips K 0,4698 379,0291
n 0,9592
Krpp 138,5627
Modelo de Redlich-
Agp 0,3827 374,4773
Peterson
g 1,0368
Qumax 320,00
Modelo de BET Kppr 1,9291 397,0721
C 4,1644
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Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 27 — Modelos das isotérmicas nao lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a adsorcéo de 3-APy em redes poliméricas convencionais baseadas em AA

(CPN 3). Condicdes do sistema batch: tempo de adsorcéo superior a 24 hr, pH neutro, temperatura de 20 °C e cerca de 15 mg de massa de hidrogel seco.
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b) Ajuste ndo linear da Isotérmica de Langmuir aos dados
experimentais para a determinagdo da adsorcao de 3-APy no hidrogel
CPN 3.

c¢) Ajuste ndo linear da Isotérmica de Sips aos dados experimentais
para a determinagdo da adsorcédo de 3-APy no hidrogel CPN 3.

d) Ajuste ndo linear da Isotérmica de RP aos dados experimentais
para a determinagdo da adsorcédo de 3-APy no hidrogel CPN 3.

e) Ajuste ndo linear da Isotérmica de BET aos dados experimentais
para a determinag&o da adsorcéo de 3-APy no hidrogel CPN 3.



Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacéo Batch

Anexo 28 — Modelos das isotérmicas ndo lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a adsorcdo de CAF em redes poliméricas convencionais baseadas em
NIPA+MAA (CPN 2). CondicGes do sistema batch: tempo de adsorcéo superior a 24 hr, pH neutro, temperatura de 20 °C e cerca de 15 mg de massa de hidrogel seco.
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b) Ajuste ndo linear da Isotérmica de Langmuir aos dados
experimentais para a determinagdo da adsorcdo de CAF no hidrogel
CPN 2.

c¢) Ajuste ndo linear da Isotérmica de Sips aos dados experimentais
para a determinagdo da adsorcdo de CAF no hidrogel CPN 2.

d) Ajuste ndo linear da Isotérmica de RP aos dados experimentais
para a determinagdo da adsorcdo de CAF no hidrogel CPN 2.

e) Ajuste ndo linear da Isotérmica de BET aos dados experimentais
para a determinagdo da adsorcdo de CAF no hidrogel CPN 2.
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Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacdo Batch

Anexo 29 — Modelos das isotérmicas nao lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a adsorcdo de 4-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em
NIPA+NIPA (IPN 1). Condigdes do sistema batch: tempo de adsorcéo superior a 48 hr, pH neutro, temperatura de 40 °C e cerca de 50 mg de massa de hidrogel seco.
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Anexos — Determinagdo de Isotérmicas de Adsorcdo de Farmacos em IPNs considerando Operacéo Batch

Anexo 30 — Modelos das isotérmicas nao lineares de Freundlich, Langmuir, Sips, RP e BET para a adsorcdo de 3-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em
AA+NIPA (IPN 6). Condices do sistema batch: tempo de adsorcdo superior a 48 hr, pH neutro, temperatura de 25 °C e cerca de 15 mg de massa de hidrogel seco.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 31 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (primeiro método). Condigdes de teste: temperatura de 20 °C, pH neutro e concentracdo de
farmaco de 2 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel (mg) Farmaco (mL)
IPN 1 54 10
IPN 2 51 10
IPN 3 5,6 15
IPN 4 5,8 3-APy 10
IPN 5 5,2 15
IPN 6 53 10
IPN 7 5,7 25
IPN 1 50 5
IPN 2 50 5
IPN 3 5,6 5
IPN 4 59 5-FU 5
IPN 5 5,2 5
IPN 6 55 5
IPN 7 5,0 5
IPN 1 54 5
IPN 2 55 5
IPN 3 5,3 5
IPN 4 55 INH 5
IPN 5 5,0 5
IPN 6 55 5
IPN 7 55 5
IPN 1 5,2 5
IPN 2 55 5
IPN 3 53 5
IPN 4 5,6 ADR 5
IPN 5 58 5
IPN 6 52 5
IPN 7 59 5
IPN 1 51 5
IPN 2 51 5
IPN 3 5,6 5
IPN 4 52 CAF 5
IPN 5 58 5
IPN 6 53 5
IPN 7 5,0 5
IPN 1 51 5
IPN 2 53 5
IPN 3 5,2 5
IPN 4 5,3 Na-1BU 5
IPN 5 55 5
IPN 6 5,6 5
IPN 7 58 5
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Anexos — Testes de Adsorcao e Dessor¢do de Farmacos na Operagdo em Continuo

Anexo 32 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (primeiro método). CondigBes de teste: temperatura de 20 °C, pH acido e concentracdo de
farmaco de 2 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel (mg) Farmaco (mL)
IPN 1 5,2 10
IPN 2 51 10
IPN 3 54 10
IPN 4 54 3-APy 10
IPN 5 5,6 10
IPN 6 5,2 10
IPN 7 5,2 10
IPN 1 50 10
IPN 2 55 10
IPN 3 5,0 10
IPN 4 5,6 ADR 10
IPN 5 5,3 10
IPN 6 51 10
IPN 7 5,3 10
IPN 1 54 10
IPN 2 51 10
IPN 3 5,0 10
IPN 4 5,2 5-FU 10
IPN 5 51 10
IPN 6 5,0 10
IPN 7 4,9 10

Anexo 33 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (primeiro método). Condi¢des de teste: temperatura de 20 °C, pH alcalino e concentragdo de
farmaco de 2 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solugéo

Hidrogel ) Farmaco (mL)
IPN 1 5,6 10
IPN 2 5,0 10
IPN 3 55 10
IPN 4 4,9 3-APy 10
IPN 5 52 10
IPN 6 5,0 10
IPN 7 4,8 10
IPN 1 57 10
IPN 2 5,8 10
IPN 3 55 10
IPN 4 55 ADR 10
IPN 5 5,6 10
IPN 6 51 10
IPN 7 53 10
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 30
(Continuacao)

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel (mg) Farmaco (mL)
IPN 1 55 10
IPN 2 55 10
IPN 3 50 10
IPN 4 4,9 5-FU 10
IPN 5 58 10
IPN 6 5,2 10
IPN 7 55 10

Anexo 34 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (primeiro método). Condi¢des de teste: temperatura de 40 °C, pH neutro e concentracdo de
farmaco de 2 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel (mg) Farmaco (mL)
IPN 1 5,3 5
IPN 2 58 5
IPN 3 51 5
IPN 4 59 3-APy 5
IPN 5 5,0 5
IPN 6 5,2 5
IPN 7 5,0 5
IPN 1 5,0 5
IPN 2 58 5
IPN 3 53 5
IPN 4 50 ADR 5
IPN 5 59 5
IPN 6 57 5
IPN 7 52 5
IPN 1 58 5
IPN 2 58 5
IPN 3 52 5
IPN 4 52 5-FU 5
IPN 5 54 5
IPN 6 53 5
IPN 7 58 5
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Anexos — Testes de Adsorcao e Dessor¢do de Farmacos na Operagdo em Continuo

Anexo 35 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (segundo método). CondigBes de teste: temperatura de 25 °C, pH neutro e concentracdo de
farmaco de 0,1 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel Farmaco
9 (Mmg) (mL)
IPN 6 301 10
IPN 8 30.1 10
IPN 9 29,9 >-FU 10
IPN 10 30,0 10
IPN 6 301 2
IPN 8 301 2
IPN 9 299 CAF 2
IPN 10 30,0 2
IPN 6 301 2
IPN 8 301 2
IPN 9 299 Na-1BU 2
IPN 10 30,0 2
IPN 6 301 2
IPN 8 301 2
IPN 9 299 3-APy 2
IPN 10 30,0 2

Anexo 36 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (segundo método). Condigdes de teste: temperatura de 25 °C, pH &cido e concentracdo de
farmaco de 0,1 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel Farmaco

(mg) (mL)
IPN 6 30,3 2
IPN 8 30,1 2
IPN 9 30,3 >-FU 2
IPN 10 30,2 2
IPN 6 30,3 2
IPN 8 30,1 2
IPN 9 30,3 CAF 2
IPN 10 30,2 2
IPN 6 30,3 2
IPN 8 30,1 2
IPN 9 303 Na-1BU 2
IPN 10 30,2 2
IPN 6 30,3 2
IPN 8 30,1 2
IPN 9 303 3-APy 2
IPN 10 30,2 2
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 37 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (segundo método). CondicOes de teste: temperatura de 25 °C, pH alcalino e concentracdo de
farmaco de 0,1 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel Farmaco
9 (Mmg) (mL)
IPN 6 30,0 2
IPN 8 29.9 2
IPN 9 30,2 >-FU 2
IPN 10 30,4 2
IPN 6 30,0 2
IPN 8 29.9 2
IPN 9 30,2 CAF 2
IPN 10 30,4 2
IPN 6 30,0 2
IPN 8 29.9 2
IPN 9 30.2 Na-1BU 2
IPN 10 30,4 2
IPN 6 30,0 2
IPN 8 29.9 2
IPN 9 30.2 3-APy 2
IPN 10 30,4 2

Anexo 38 — Quantidades efetivas de massa de hidrogel e volume de solucéo utilizadas no primeiro teste
por SPE (segundo método). Condigdes de teste: temperatura de 40 °C, pH neutro e concentracdo de
farmaco de 0,1 mM.

Massa de Hidrogel Volume de solucéo

Hidrogel Farmaco

(mg) (mL)
IPN 6 304 2
IPN 8 303 2
IPN 9 29.9 >-FU 2
IPN 10 303 2
IPN 6 304 2
IPN 8 303 2
IPN 9 299 CAF 2
IPN 10 303 2
IPN 6 304 2
IPN 8 303 2
IPN 9 299 Na-1BU 2
IPN 10 303 2
IPN 6 304 2
IPN 8 303 2
IPN 9 299 3-APy 2
IPN 10 303 2
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 39 — Resultados obtidos por SPE (Primeiro Método). Testes de adsorcéo, libertagdo e razdo de inchamento utilizando diferentes solucdes de farmacos em redes
poliméricas interpenetrantes baseadas em NIPA e AA. Condic¢des de teste: temperatura de 20 °C, pH neutro (~7) e concentracdo de farmaco de 2 mM.

a) Comparacao da variacéo da razdo de inchamento dos hidrogéis em solugdes aquosas contendo diferentes farmacos.

=
=
&

Na-IBL

b) Comparacéo da fracéo de farmaco libertada dos diferentes hidrogéis, depois de passar 10 mL de 4gua DI.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 40 — Resultados obtidos por SPE (Primeiro Método). Testes de adsorcéo, libertacdo e razdo de inchamento utilizando diferentes solucdes de farmacos em redes
poliméricas interpenetrantes baseadas em NIPA e AA. Condigdes de teste: temperatura de 20 °C, pH acido (2,94) e concentracdo de farmaco de 2 mM.
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a) Comparacdo da variagdo da razdo de inchamento dos hidrogéis em solugdes aquosas contendo diferentes farmacos a pH acido
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b) Comparacéo da fracdo de farmaco libertada dos diferentes hidrogéis, depois de passar 5 mL de agua DI.
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Anexos — Testes de Adsorcao e Dessor¢do de Farmacos na Operagdo em Continuo

Anexo 41 — Resultados obtidos por SPE (Primeiro Método). Testes de adsorcéo, libertacdo e razdo de inchamento utilizando diferentes solucdes de farmacos em redes
poliméricas interpenetrantes baseadas em NIPA e AA. Condices de teste: temperatura de 20 °C, pH alcalino (9,75) e concentragdo de farmaco de 2 mM.
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a) Comparacdo da variagdo da razdo de inchamento dos hidrogéis em solugdes aquosas contendo diferentes farmacos a pH alcalino

=IPN1 =IPN2 =IPN3 =IPN4 =IPNS5S =IPN6 =IPN7
100 +

80 +

60 +

=
=
=
=
=
=
=

Libertaciao, %

T

=

0 I =SS

3-Apy 5-FU

b) Comparagéo da fragdo de farmaco libertada dos diferentes hidrogéis, depois de passar 5 mL de agua DI.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 42 — Resultados obtidos por SPE (Primeiro Método). Testes de adsorcéo, libertacdo e razdo de inchamento utilizando diferentes solucdes de farmacos em redes
poliméricas interpenetrantes baseadas em NIPA e AA. Condices de teste: temperatura de 40 °C, pH neutro (~7) e concentracéo de farmaco de 2 mM.

=IPN1 =IPN2 =IPN3 =IPN4 =IPNS5S =IPN6 HEIPN7
1200
1000 +

800 +

1

O

400 +

200 +

a) Comparacdo da variacéo da razéo de inchamento dos hidrogéis em solucdes aquosas contendo diferentes farmacos a uma temperatura de 40 °C.

EIPN1 =IPN2 =]PN3 =]PN4 ®mIPNS5S =IPN6 mIPN7
100 +

90 +
80 +
70 +
60 +
50 +
40 +
30 £
20 +
10 £
y

Libertagio, %

ADR SFU
b) Comparagdo da fragéo de farmaco libertada dos diferentes hidrogéis, depois de passar 5 mL de agua DI.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 43 — Resultados obtidos por SPE (Segundo Método). Testes de adsorgao e libertagdo utilizando diferentes solu¢6es de farmacos em redes poliméricas interpenetrantes
baseadas em NIPA, AA e DMAEMA. Condicdes de teste: temperatura de 25 °C, pH neutro (7,54) e concentracdo de farmaco de 0,1 mM.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 43

(Continuacéo)
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 44 — Resultados obtidos por SPE (Segundo Método). Testes de adsorgao e libertagdo utilizando diferentes solugdes de farmacos em redes poliméricas interpenetrantes
baseadas em NIPA, AA e DMAEMA. Condicdes de teste: temperatura de 25 °C, pH acido (1,7) e concentracdo de farmaco de 0,1 mM.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 44
(Continuacéo)
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 45 — Resultados obtidos por SPE (Segundo Método). Testes de adsorgao e libertagdo utilizando diferentes solugdes de farmacos em redes poliméricas interpenetrantes
baseadas em NIPA, AA e DMAEMA. Condicdes de teste: temperatura de 25 °C, pH alcalino (10) e concentracdo de farmaco de 0,1 mM.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 45
(Continuacéo)
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 46 — Resultados obtidos por SPE (Segundo Método). Testes de adsorgao e libertagdo utilizando diferentes solucdes de farmacos em redes poliméricas interpenetrantes
baseadas em NIPA, AA e DMAEMA. Condicdes de teste: temperatura de 40 °C, pH neutro (7,54) e concentracdo de farmaco de 0,1 mM.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 46
(Continuacéo)
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 47 — Perfis da Injecdo, Adsorcao e Dessorcao para o 5-FU em redes poliméricas convencionais baseadas em AA. Condigdes da Analise Frontal: Co=0,5 mM, Q=0,15

mL/min e uma coluna contendo 15,7 mg de hidrogel seco.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 48 — Perfis da Injecdo, Adsor¢do e Dessorgdo para a THY em redes poliméricas convencionais baseadas em AA. CondicGes da Analise Frontal: Co=0,1 mM, Q=0,15

mL/min e uma coluna contendo 15,7 mg de hidrogel seco.
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a) Perfil de injegdo para 0 THY numa coluna contendo hidrogel
baseados em AA.

b) Perfil de adsor¢do para 0 THY numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA.

c) Perfil de dessor¢do para 0 THY numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA.

d) Perfil de adsorcéo e dessorcéo para 0 THY numa coluna contendo
hidrogel baseado em AA.

e) Perfil de adsorc¢do, dessorcao e injegdo para 0 THY numa coluna

contendo hidrogel baseado em AA.



Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 49 — Perfis da Injecdo, Adsorcdo e Dessorgdo para 0 UR em redes poliméricas convencionais baseadas em AA. Condigdes da Andlise Frontal: Co=0,1 mM, Q=0,15

mL/min e uma coluna contendo 15,7 mg de hidrogel seco.
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a) Perfil de injegdo para 0 UR numa coluna contendo hidrogel
baseados em AA.

b) Perfil de adsor¢do para 0 UR numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA.

c) Perfil de dessor¢do para 0 UR numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA.

d) Perfil de adsorcéo e dessorcao para o UR numa coluna contendo
hidrogel baseado em AA.

e) Perfil de adsorcdo, dessorcao e inje¢do para 0 UR numa coluna

contendo hidrogel baseado em AA.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 50 — Perfis da Injecdo, Adsorcédo e Dessorcéo para o 5-FU em redes poliméricas convencionais baseadas em DMAEMA. Condicoes da Analise Frontal: Co=0,1 mM,
Q=0,5 mL/min e uma coluna contendo 50,0 mg de hidrogel seco.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 51 — Perfis da Injecdo, Adsorcdo e Dessorcdo para a CAF em redes poliméricas convencionais baseadas em DMAEMA. Condigdes da Analise Frontal: Co=0,1 mM,
Q=0,5 mL/min e uma coluna contendo 50,0 mg de hidrogel seco.
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a) Perfil de injegdo para 0 CAF numa coluna contendo hidrogel
baseados em DMAEMA.

b) Perfil de adsor¢do para 0 CAF numa coluna contendo hidrogel
baseado em DMAEMA.

c) Perfil de dessor¢do para 0 CAF numa coluna contendo hidrogel
baseado em DMAEMA.

d) Perfil de adsorcéo e dessorcéo para 0 CAF numa coluna contendo
hidrogel baseado em DMAEMA.

e) Perfil de adsorcdo, dessorcao e inje¢do para 0 CAF numa coluna
contendo hidrogel baseado em DMAEMA.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 52 — Perfis da Injecdo, Adsorcéo e Dessorgdo para o 5-FU em redes poliméricas convencionais baseadas em NIPA+MAA. Condigdes da Andlise Frontal: Co=0,1 mM,
Q=0,15 mL/min e uma coluna contendo 7,3 mg de hidrogel seco.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 53 - Perfis da Injecdo, Adsor¢do e Dessorcao para a CAF em redes poliméricas convencionais baseadas em NIPA+MAA. Condic6es da Analise Frontal: C;=0,1 mM,
Q=0,15 mL/min e uma coluna contendo 7,3 mg de hidrogel seco.
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a) Perfil de injecdo para 0 CAF numa coluna contendo hidrogel
baseados em NIPA+MAA.

b) Perfil de adsor¢édo para o CAF numa coluna contendo hidrogel
baseado em NIPA+MAA.

c) Perfil de dessor¢do para 0 CAF numa coluna contendo hidrogel
baseado em NIPA+MAA.

d) Perfil de adsorgéo e dessorcédo para 0 CAF numa coluna contendo
hidrogel baseado em NIPA+MAA.

e) Perfil de adsorcéo, dessorcao e inje¢do para 0 CAF numa coluna
contendo hidrogel baseado em NIPA+MAA.
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 54 — Perfis da Injegdo, Adsorgdo e Dessorgdo para a 3-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em AA+NIPA (IPN 6). Condicoes da Analise Frontal:
Co=0,1 mM, T=25 °C, pH=7, Q=0,5 mL/min e uma coluna contendo 50,6 mg de hidrogel seco.

Absorvincia Normalizada

Absorvéncia, mV

Xlviii

0.4
0.3 1

0.2

0.1

200

180 ¢
160 +
140 ¢
120 +
100 ¢
30 T
60 1
40 +
20 £

1 2

Volume de Retencao, mL a)

7\

N

———Dessor¢io
— A dsorgio

10 15 20
Volume de Retenc¢io, mL

Absorvancia, mV

Absorvincia Normalizada

200
180 4
160 +
140 4
120 - HZN@ _\
100 4
N
80
60
40
= Adsor¢io
20 4 © Ponto de Inflexdo
0 t + t + t + t
0 2 4 6 3 10 12 14
Volume de Retencao, mL b)
1
09 F W
0.8
0.7
0,6
0.5
0.4
0,3
Tnieca
o2 £ njecao
: — Adsor¢ao
0.1 ) £SSO1GAO
0 e ey
0 5 10 15 20
Volume de Retencio, mL e)

200

160 +

E 140 4 / \
. HaN
g 120
S J—
N
£ 100 A
z
5 80
2
60
- e— 1) £SSOTGAO
401 © Ponto de Inflexdo|
20
0 t t t t t t t
0 2 4 6 8 10 12 14
Volume de Retencio, mL C)

a) Perfil de injecdo para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel
baseados em AA+NIPA (IPN 6).

b) Perfil de adsor¢éo para o0 3-APy numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

c) Perfil de dessorgdo para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

d) Perfil de adsorgéo e dessor¢édo para 0 3-APy numa coluna
contendo hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).

e) Perfil de adsorcéo, dessorcao e inje¢do para o 3-APy numa coluna
contendo hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).



Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 55 — Perfis da Injegdo, Adsorgdo e Dessorgdo para a 3-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em AA+NIPA (IPN 6). Condicoes da Analise Frontal:
Co=0,1 mM, T=40 °C, pH=7, Q=0,5 mL/min e uma coluna contendo 50,6 mg de hidrogel seco.
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a) Perfil de injecdo para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel

baseados em AA+NIPA (IPN 6).

20

)

b) Perfil de adsor¢éo para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel

baseado em AA+NIPA (IPN 6).

c) Perfil de dessorgdo para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel

baseado em AA+NIPA (IPN 6).

d) Perfil de adsorgéo e dessor¢édo para 0 3-APy numa coluna

contendo hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).

e) Perfil de adsorcéo, dessorcao e inje¢édo para o 3-APy numa coluna

contendo hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).
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Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 56 — Perfis da Inje¢do, Adsor¢do e Dessorcdo para o 5-FU em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em AA+NIPA (IPN 6). Condigdes da Analise Frontal:
Co=0,1 mM, T=40 °C, pH=7, Q=0,5 mL/min e uma coluna contendo 50,6 mg de hidrogel seco.
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a) Perfil de injegdo para 0 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseados em AA+NIPA (IPN 6).

b) Perfil de adsor¢do para 0 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

c) Perfil de dessor¢do para 0 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

d) Perfil de adsorcéo e dessorcéao para o 5-FU numa coluna contendo
hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).

e) Perfil de adsorcdo, dessorcao e inje¢do para 0 5-FU numa coluna
contendo hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).



Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 57 — Perfis da Injegdo, Adsorgdo e Dessorgdo para a 3-APy em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em AA+NIPA (IPN 6). Condicoes da Analise Frontal:
Co=0,1 mM, T=40 °C, pH=10, Q=0,5 mL/min e uma coluna contendo 15,6 mg de hidrogel seco.
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a) Perfil de injegdo para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel
baseados em AA+NIPA (IPN 6).

b) Perfil de adsor¢do para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

c) Perfil de dessor¢do para 0 3-APy numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

d) Perfil de adsorcéo e dessorgdo para o 3-APy numa coluna contendo
hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).

e) Perfil de adsorcdo, dessorcao e inje¢do para 0 3-APy numa coluna
contendo hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).



Anexos — Testes de Adsorcdo e Dessor¢do de Farmacos na Operacdo em Continuo

Anexo 58 — Perfis da Injegdo, Adsorcdo e Dessorcdo para o 5-FU em redes poliméricas interpenetrantes baseadas em

Co=0,1 mM, T=40 °C, pH=10, Q=0,5 mL/min e uma coluna contendo 15,2 mg de hidrogel seco.
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AA+NIPA (IPN 6). Condicdes da Andlise Frontal:
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a) Perfil de injegdo para 0 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseados em AA+NIPA (IPN 6).

b) Perfil de adsor¢do para 0 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

c) Perfil de dessor¢do para 0 5-FU numa coluna contendo hidrogel
baseado em AA+NIPA (IPN 6).

d) Perfil de adsorcéo e dessorcéao para o 5-FU numa coluna contendo
hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).

e) Perfil de adsorcdo, dessorcao e inje¢do para 0 5-FU numa coluna
contendo hidrogel baseado em AA+NIPA (IPN 6).



