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Resumo

Neste trabalho foram sintetizados hidrogéis inteligentes, sensiveis ao pH e a
temperatura, tendo sido também realizados testes de libertacdo de quatro farmacos
diferentes a partir dos materiais preparados.

Com o objetivo de estudar o efeito das condi¢cdes de sintese sobre as propriedades e
desempenho dos hidrogéis, foi feita a sua producdo em suspensdo inversa (a morfologia
das particulas obtidas foi analisada por microscopia eletronica de varrimento — SEM) e
em solugéo. Foram considerados dois mecanismos diferentes de reacdo: polimerizagéo
radicalar classica (FRP) e a polimerizacdo por transferéncia de cadeia reversivel por
adicdo-fragmentacédo (RAFT).

Usando diferentes combinag¢es dos monémeros de partida, foram sintetizados hidrogéis
polielectrolitos de diferentes tipos, nomeadamente anionicos, cationicos e anfotéricos e
também hidrogéis ndo ionicos. Foi observada a efetiva sensibilidade dos materiais
obtidos a variacdo das condicGes envolventes, nomeadamente variacdes no pH de
solucBes aquosas, temperatura, forca ionica ou presenca de solvente desidratante.
Demonstrou-se assim a possibilidade de fazer transitar os hidrogéis entre estados de
inchamento/colapso em consequéncia da alteracdo de parametros pré-definidos.

As propriedades Unicas destes materiais foram exploradas na libertacdo estimulada de
farmacos, nomeadamente de 5-fluoruracilo (usado no tratamento do cancro), ibuprofeno
(anti-inflamatério/analgésico), isoniazida (usada no tratamento da tuberculose) e cafeina
(atuador do sistema nervoso central). As dindmicas de libertacdo dos farmacos foram
medidas experimentalmente através de espectroscopia de ultravioleta. Neste contexto,
foram consideradas diferentes combinagdes hidrogel/estimulo/farmaco tendo em vista a
procura de condi¢des que possam potenciar os processos de libertacdo. Fez-se também
uma descricdo mecanicista simples da dinamica de libertacdo dos farmacos,
considerando para esse efeito modelos matematicos alternativos (modelo exponencial e
lei de poténcia).

Esta investigagéo procura contribuir para o desenvolvimento de ferramentas que possam
ser usadas no projeto de condicdes de sintese, visando a producdo de materiais

avancados com propriedades por medida e com aplicagcdes em biomedicina.

Palavras-chave: Hidrogéis, Estimulos, Libertacdo, Farmacos



Abstract

This work was devoted to the synthesis of smart hydrogels with sensitivity to pH and
temperature. Considering four different drugs, these advanced materials were also tested
for drug delivery purposes.

Aiming the study of the effect of the synthesis conditions on the properties and
performance of the hydrogels, these materials were produced using inverse-suspension
polymerization (the morphology of the obtained particles was analyzed by Scanning
Electronic Microscopy - SEM) and also considering solution polymerization. Two
different polymerization mechanisms were also considered: classical free radical
polymerization (FRP) and Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer (RAFT)
polymerization.

By using different combinations of the initial monomers, different kinds of
polyelectrolyte hydrogels were synthetized, namely anionic, cationic and amphoteric.
Non-ionic hydrogels were also produced. It was observed that the materials produced
are effectively sensitive to changes in the surrounding conditions, namely changes in pH
of aqueous solutions, temperature, ionic strength and the presence of a dehydrating
solvent. It was thus showed the ability to trigger the transition of hydrogels between
swollen/shrunken states as a result of the change of pre-defined parameters.

The unique properties of these materials were explored in the stimulated release of
drugs, namely 5-fluorouracil (used in cancer treatment), ibuprofen (anti-
inflammatory/analgesic), isonicotinic acid (used in tuberculosis treatment) and caffeine
(stimulant of the central nervous system). The dynamics of release of these drugs were
experimentally measured using ultraviolet spectroscopy. In the framework of these
studies, different combinations between hydrogel/stimuli/drug were considered, aiming
the search of conditions enhancing the drug release processes. A simple mechanistic
description of the dynamics of drug release was also performed considering two
alternative mathematical models (exponential and power laws).

This research aims to contribute to the development of tools that can be used in the
designs of synthesis conditions useful in the production of advanced materials with

tailored properties that find applications in biomedicine.

Keywords: Hydrogels, Stimuli, Release, Drugs
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um hidrogel NIPA/MBAmM. (d) e (e) sdo referentes a um hidrogel NIPA/AA/MBAmM. (f)
é referente a um hidrogel DMA/MBAM. .......ooiiiiiie e 39
Figura 29: Representacdo esquemaética idealizada para a variacdo da razdo de
inchamento de hidrogéis anionicos e cationicos em solugbes aquosas com diferentes
valores de pH. E feita também a catalogacdo nessas duas familias de alguns hidrogéis
sintetizados Neste trabalNo. ..o 44
Figura 30: Representacdo esquemaética idealizada para a variacdo da razdo de
inchamento de hidrogéis termosensiveis em solucdes aquosas com diferentes valores de
temperatura. E feita também a catalogacio nessa familia de alguns hidrogéis
sintetizados Neste trabalNo. ..o 44
Figura 31: Representacdo esquematica da variacdo da razdo de inchamento observada
com hidrogéis potencialmente sensiveis em simultdneo ao pH e a temperatura. Para 0s
hidrogéis sintetizados neste trabalho assinalados na figura foi observada uma muito
maior sensibilidade ao pH comparativamente a temperatura. .............cccoeevveieiieceennns 44
Figura 32: llustracdo fotografica de um teste tipico de caraterizacdo da sensibilidade de
hidrogéis. O procedimento geral consiste na colocacdo de uma massa pré-pesada de
hidrogel seco (ex. 0,2 g) numa solucdo aquosa (ex. 80 mL) com as condicdes de
estimulo pretendidas (selecdo da temperatura, pH, forca idnica, etc.). A pesagem do
hidrogel inchado, para determinacéo da razdo de inchamento, a diferentes instantes de
tempo pre-definidos permite obter a sensibilidade dindmica do material nas condicdes
selecionadas. A sensibilidade de equilibrio é avaliada ap6s um relativamente longo
periodo de tempo (ex. 1 hora). A alteracdo das condicBes de estimulo permite avaliar a

sensibilidade do material a variacdo dos parametros pretendidos. ..........ccccovervieinnnnnn. 46
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Figura 33: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacdo da temperatura: razéo de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG1 (PNIPA) observada a diferentes valores de
temperatura. Os resultados experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste
hidrogel @ variacao da teMPErAtUIA..........c.ccveruriieiiereeie s e e se e sre e sre e 48
Figura 34: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacdo da temperatura: razéo de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG2 (P (NIPA/AA)) observada a diferentes
valores de temperatura. Os resultados experimentais mostram uma baixa sensibilidade
deste hidrogel a variacdo da temperatura. O inchamento do hidrogel € dominado pelo
seu carater anionico, conferido pela presenca de AA na sua estrutura.............cccceeveene.. 48
Figura 35: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacao da temperatura: razao de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG5 (PNIPA) observada a diferentes valores de
temperatura. Os resultados experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste
hidrogel a variacao da teMPErAtUIA............cccverueiieieeieeie s e e se e sre e e sre e 48
Figura 36: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacao da temperatura: razdo de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG6 (PNIPA) observada a diferentes valores de
temperatura. Os resultados experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste
hidrogel a variacao da teMPErAtUIA. .........c.ccveiueiieieeiecie s e et ee e sre e e e e 49
Figura 37: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacao da temperatura: razao de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG7 (PNIPA) observada a diferentes valores de
temperatura. Os resultados experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste
hidrogel a variacao da teMPErAtUIA. ...........ccveiueiieiierie e s e e seesre e 49
Figura 38: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacdo da temperatura: razao de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG9 (PDMAEMA) observada a diferentes valores
de temperatura. Os resultados experimentais mostram uma muito reduzida sensibilidade
deste hidrogel a variaGao da temperatura. ...........cccovvevveveciieiiece e 49
Figura 39: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacdo da temperatura: razao de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG12 (PAA) observada a diferentes valores de
temperatura. Os resultados experimentais mostram uma muito reduzida sensibilidade
deste hidrogel & variagao da tEMPEratura. .........c.coueierierieriene e 49
Figura 40: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacao da temperatura: razao de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG13 (P (DMAEMA/MAA)) observada a
diferentes valores de temperatura. Os resultados experimentais mostram uma muito

reduzida sensibilidade deste hidrogel a variacdo da temperatura...........ccccoecevererrrnnne. 49
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Figura 41: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacdo da temperatura: razéo de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG14 (PNIPA) observada a diferentes valores de
temperatura. Os resultados experimentais mostram uma moderada sensibilidade deste
hidrogel @ variacao da teMPErAtUIA..........c.ccveruriieiiereeie s e e se e sre e sre e 49
Figura 42: Variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG1 (PNIPA)
observada a dois valores diferentes de temperatura (T=25 °C e T=40 °C). Os resultados
experimentais mostram uma répida dindmica de inchamento e uma elevada
sensibilidade do hidrogel & tempPeratura. ...........ccccveveiieii e 50
Figura 43: Variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG7 (PNIPA)
observada a dois valores diferentes de temperatura (T=25 °C e T=40 °C). Os resultados
experimentais mostram uma répida dindmica de inchamento e uma elevada
sensibilidade do hidrogel & temperatura. ............ccceeveiievi e 50
Figura 44: Variacdo com a temperatura da razdo de inchamento do hidrogel HG2
(PNIPA/PAA) observada a dois valores diferentes de solucbes de pH (pH=1,2 e
pH=7,5). Apesar do hidrogel incluir NIPA, estes resultados mostram uma muito maior
sensibilidade do material ao pH comparativamente a temperatura. O efeito do
monomero aniénico (AA) tem um caracter dominante sobre o inchamento do
NIATOGEL. ... 51
Figura 45: Variagdo com a temperatura da razdo de inchamento do hidrogel HG3
(PNIPA/PMAA) observada a dois valores diferentes de solucdes de pH (pH=1,2 e
pH=7,5). Apesar do hidrogel incluir NIPA, estes resultados mostram uma muito maior
sensibilidade do material a0 pH comparativamente a temperatura. O efeito do
mondmero (MAA) tem um caracter dominante sobre o inchamento do hidrogel.......... 51
Figura 46: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variacdo com o pH da razédo de equilibrio do hidrogel HG4 (P (NIPA/MAA) observada
a temperatura constante de T=25 °C. Os resultados experimentais mostram uma elevada
sensibilidade deste hidrogel (parcialmente aniénico) a variacdo do pH. ..........ccccce.ee.. 53
Figura 47: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variacdo com o pH da razéo de equilibrio do hidrogel HG9 (PDMAEMA) observada a
temperatura constante de T=25 °C. Os resultados experimentais mostram uma elevada
sensibilidade deste hidrogel (cationico) a variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi
obtido através de sintese FRP e estes resultados mostram o forte impacto das condicdes
de sintese nas propriedades dos materiais obtidos (nomeadamente a comparacdo de
ProdULOS FRP/RAFT). oottt be et 54
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Figura 48: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variacdo com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG10 (PAA) observada a
temperatura constante de T=25 °C. Os resultados experimentais mostram uma elevada
sensibilidade deste hidrogel (anionico) a variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi
obtido através de sintese RAFT e estes resultados mostram o forte impacto das
condicBes de sintese nas propriedades dos materiais obtidos, nomeadamente a
comparacdo de produtos FRP/RAFT ou mesmo o uso de diferentes condicbes RAFT
(comparar com HG12 Na Figura 49)........ccciveiiiieiiese e sre e 54
Figura 49: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variagdo com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG12 (PAA) observada a
temperatura constante de T=25 °C. Os resultados experimentais mostram uma moderada
sensibilidade deste hidrogel (anionico) a variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi
obtido através de sintese RAFT e estes resultados mostram o forte impacto das
condicBes de sintese nas propriedades dos materiais obtidos (nomeadamente a
comparagao de produtoS FRP/RAFT). ...ocoiiiiiiiiiieeie e 54
Figura 50: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variacdo com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG13 (P (DMAEMA/MAA))
observada a temperatura constante de T=25 °C. Os resultados experimentais mostram
uma moderada sensibilidade deste hidrogel (anfotérico) a variacdo do pH. Note-se que
este hidrogel foi obtido através de sintese RAFT e estes resultados mostram o forte
impacto das condicbes de sintese nas propriedades dos materiais obtidos
(nomeadamente a comparacao de produtos FRP/RAFT). ...ccvevviieieeiiiie e see e 54
Figura 51: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variacdo com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG4 (P (NIPA/MAA)) observada
a temperatura constante de T=37 °C. Os resultados experimentais mostram uma elevada
sensibilidade deste hidrogel (parcialmente anidnico) a variacdo do pH. ..........c.cce..... 55
Figura 52: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variacdo com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG12 (PAA) observada a
temperatura constante de T=37 °C. Os resultados experimentais mostram uma moderada
sensibilidade deste hidrogel (anionico) a variagcdo do pH. Note-se que este hidrogel foi
obtido através de sintese RAFT e estes resultados mostram o forte impacto das
condicdes de sintese nas propriedades dos materiais obtidos (nomeadamente a
comparacdo de produtoS (FRP/RAFT). ..coui i 55
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Figura 53: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH:
variacdo com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG13 (P (DMAEMA/MAA))
observada a temperatura constante de T=37 °C. Os resultados experimentais mostram
uma moderada sensibilidade deste hidrogel (anfotérico) a variacdo do pH. Note-se que
este hidrogel foi obtido através de sintese RAFT e estes resultados mostram o forte
impacto das condi¢cbes de sintese nas propriedades dos materiais obtidos
(nomeadamente a comparacgao de produtos (FRP/RAFT)......cooviiiiiiiiiieniee e 56
Figura 54: Dindmica de inchamento de hidrogeéis por efeito da agua: variacdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG1 (PNIPA) a temperatura de 20 °C. Os
resultados experimentais mostram a rapida dindmica de inchamento do hidrogel que ao
fim de cerca de 10 min atinge o0 estado de equilibrio. .........cccccoviiiiiiiiicii e 57
Figura 55: Dindmica de inchamento de hidrogéis por efeito da agua: variacdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG2 (P (NIPA/AA)) a temperatura de 20 °C.
Os resultados experimentais mostram a rapida dindmica de inchamento do hidrogel que
ao fim de cerca de 10 min atinge o estado de equilibrio. .........ccocooeiiviiiiiiiiicne 57
Figura 56: Dindmica de inchamento de hidrogéis por efeito da agua: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG12 (PAA) a temperatura de 20 °C. Os
resultados experimentais mostram também o rapido inchamento do hidrogel mas uma
razdo de inchamento de equilibrio relativamente baixa. Note-se que este hidrogel de
PAA foi obtido por polimerizacdo RAFT, o que demonstra o efeito das condi¢cdes de
sintese nas propriedades dos materiais, nomeadamente quando se comparam as técnicas
[ Y e LSS 57
Figura 57: Dinamica de inchamento de hidrogéis por efeito da agua: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG13 (P (DMAEMA/MAA)) a temperatura
de 20 °C. Os resultados experimentais mostram também o rapido inchamento do
hidrogel mas uma razdo de inchamento de equilibrio relativamente baixa. Note-se que
este hidrogel de P (DMAEMA/MAA) foi obtido por polimerizagdo RAFT, o que
demonstra o efeito das condices de sintese nas propriedades dos materiais,
nomeadamente quando se comparam as técnicas FRP/RAFT. .......cccccoveiveveiiecieenen, 57
Figura 58: Dinamica de inchamento/contracdo de hidrogeis por efeito da desidratag&o:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG1 (PNIPA) em &gua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
8]0 o 1= ISP 59
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Figura 59: Dinamica de inchamento/contracéo de hidrogéis por efeito da desidratacéo:
varia¢do com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG8 (PDMAEMA) em &gua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
0] T[0T o 1 S SSSSSSSN 59
Figura 60: Dinamica de inchamento/contracéo de hidrogéis por efeito da desidratacéo:
varia¢do com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG9 (PDMAEMA) em agua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
0] T[0T o 1 S SSSRORSSN 59
Figura 61: Dinamica de inchamento/contracéo de hidrogéis por efeito da desidratacéo:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10 (PAA) em agua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
0] T[0T o 1 S OSSORPSON 59
Figura 62: Dinamica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da desidratacéo:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG12 (PAA) em agua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
0] T[0T o 1 SO SOUPSN 59
Figura 63: Dinamica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da desidratacéo:
variagdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG13 (P
(DMAEMA/MAA)) em agua desionizada e em acetona mostrando o efeito da
desidratacdo na contracdo do hidrogel..........c.ccoveoviieiieii e 59
Figura 64: Dinamica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da desidratacao:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG17 (PNVP) em &gua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
0T (0T o T SRS SRR 60
Figura 65: Dinamica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da desidratacao:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG19 (PDMA) em agua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
0T (0T o T SRS SRR 60
Figura 66: Dinamica de inchamento/contragdo de hidrogeéis por efeito da desidratagéo:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG20 (PAAmM) em agua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratagdo na contragdo do
RIATOGEL. ... bbb 60
Figura 67: Dindmica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da forca ionica:

variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG1 (PNIPA) em agua
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desionizada e numa solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar
o efeito da forga i6nica na contracao do hidrogel..........cccocovevvieiiviiiiicicce e, 62
Figura 68: Dindmica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da forca idnica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG8 (PDMAEMA) em agua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar
o efeito da forga idnica na contracao do hidrogel..........cccocovveviiiiiviiiiicicc e 62
Figura 69: Dindmica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da forca ionica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG9 (PDMAEMA) em agua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar
o efeito da forga i6nica na contragao do hidrogel..........cccocoveiiiieiiiiiiicicc e 62
Figura 70: Dindmica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da forca idnica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10 (PAA) em &gua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,15 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se
avaliar o efeito da forga i6nica na contracdo do hidrogel............cooceovviiiiiiiiiieiicine 62
Figura 71: Dindmica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da forca idnica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10 (PAA) em agua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,3 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar
o efeito da forga i6nica na contragdo do hidrogel. ... 62
Figura 72: Dindmica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da forca ionica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10 (PAA) em agua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar
o efeito da forga i6nica na contragdo do hidrogel. ... 62
Figura 73: Dindmica de inchamento/ contracdo de hidrogéis por efeito da forca idnica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG12 (PAA) em agua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar
o efeito da forga i6nica na contragdo do hidrogel. ..o 63
Figura 74: Dindmica de inchamento/ contracdo de hidrogéis por efeito da forca idnica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG13 (P
(DMAEMA/MAA)) em &gua desionizada e numa solucéo aquosa 0,6 M em NaCl. Com
este teste pretendeu-se avaliar o efeito da forca i6nica na contracéo do hidrogel.......... 63
Figura 75: Dindmica de inchamento/ contracdo de hidrogéis por efeito da forga ionica:
variacdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG17 (PNVP) em agua
desionizada e numa solucgdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar

o efeito da forga ionica na contracao do hidrogel..........cccocovviiiiiniiiiiiicii 63
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Figura 76: Dinamica de inchamento/ contracdo de hidrogéis por efeito da forca ionica:
variagdo com o tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG19 (PDMA) em &gua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar
o efeito da forca idnica na contra¢do do hidrogel...........ccooevveiiiicici e, 63
Figura 77: Esquema simplificado representando um sistema tipico de GPC
[2dAPLAAO A8 T0]. .. 66
Figura 78: Curva de Calibracdo da Cafeina obtida por espectroscopia de ultravioleta
(UV) usando comprimento de onda A=265 nm. A calibracdo aqui apresentada refere-se
a analise dos farmacos por GPC (modo aberto). Nos anexos Y, Z, AA e BB
apresentam-se as calibracdes correspondentes a espectroscopia UV dos farmacos em
modo fechado (comparacéo da amostra com Wp)). .....ccccviiiiiniiiciice, 67
Figura 79: Curva de Calibracdo da Isoniazida obtida por espectroscopia de ultravioleta
(UV) usando comprimento de onda A=265 nm. A calibracdo aqui apresentada refere-se
a analise dos farmacos por GPC (modo aberto). Nos anexos Y, Z, AA e BB
apresentam-se as calibracdes correspondentes a espectroscopia UV dos farmacos em
modo fechado (compara¢éo da amostra COM Wp)). ... 67
Figura 80: Curva de Calibracdo do 5-Fluoruracilo obtida por espectroscopia de
ultravioleta (UV) usando comprimento de onda A=265 nm. A calibragdo aqui
apresentada refere-se a analise dos farmacos por GPC (modo aberto). Nos anexos Y, Z,
AA e BB apresentam-se as calibragbes correspondentes a espectroscopia UV dos
farmacos em modo fechado (comparacdo da amostra com Wp))......cceevvereiecvieerieennnnn, 68
Figura 81: llustracdo do processo de incubacdo de um hidrogel com um farmaco. Neste
caso especifico usaram-se ~0,40 g de HG4, ~185 mg de cafeina em ~80 mL de agua
desionizada no processo de incubacdo (ver Tabelas 4 e 5 para obter detalhes sobre este e
outros processos de incubacdo). No processo de carregamento, os hidrogéis foram
mantidos em solucdo de farmaco a temperatura ambiente durante pelo menos
N 1] SRS 68
Figura 82: Aspeto morfoldgico de um hidrogel (HG4 é aqui usado como exemplo)
carregado com um farmaco (cafeina neste caso especifico), depois da filtracdo e recolha
do material inchado. Os hidrogéis incubados foram posteriormente sujeitos a secagem
em estufa de vacuo. Neste trabalho usaram-se dois métodos diferentes de incubacéo de
hidrogéis: método A em que ndo se realizou o processo de filtracdo da Wp, presente
(secagem direta da solugdo) e método B com secagem apds filtracdo (conforme atrés

detalhado). Com o método de carregamento de farmaco B sdo incubadas quantidades
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mais baixas comparativamente ao método A. No entanto, no ultimo caso, uma parte
substancial do farmaco podera estar alojada na superficie do hidrogel, conduzindo a sua
passagem rapida para a fase liquida aquando da colocacéo do hidrogel em solucéo..... 69
Figura 83: llustracao fotografica de um conjunto de frascos contendo hidrogel incubado
com farmaco (no caso HG3/cafeina) para posterior utilizacdo em testes de libertacdo
controlada. Cada frasco correspondente a um tempo de libertacdo pré-estabelecido. A
realizacdo do processo de libertacdo é feita através da adicdo de solugdo aquosa nas
condicdes do estimulo selecionado (ex. T=37 °C/pH=1,2). Condigdes tipicas do teste de
libertacdo em cada tempo selecionado (ver também Tabela 4): ~0,005 g de hidrogel
incubado + 10 mL de solucdo aquosa. Se necessario (ex. para garantir temperatura
constante ao longo do tempo), os fascos sdo colocados num banho termostatico. ........ 74
Figura 84: llustracdo fotografica de testes de libertacdo controlada de farmacos
realizados considerando diferentes estimulos (ex. T=22 °C e T=37 °C). Condicbes
tipicas dos testes de libertacdo em cada tempo selecionado (ver também Tabela 4):
~0,005 g de hidrogel + 10 mL solucdo aquosa nas condi¢fes do estimulo considerado. O
processo de filtracdo da amostra recolhida para posterior injecdo no GPC é um aspeto
importante, conforme abaiXo diSCULIAO. ........cccveiieiiiiiciece e 75
Figura 85: llustracdo fotogréafica do processo de recolha de uma amostra (~2 mL)
relativa ao estudo da libertagdo de um farmaco a partir de um hidrogel sintetizado por
suspensdo inversa. Condicdes tipicas do teste de libertacdo em cada tempo selecionado
(ver também Tabela 4): ~0,005 g de hidrogel +10 mL solucdo aquosa nas condi¢bes do
estimulo considerado (ex. PH=7,5€ T=22 °C)...cccviiiriiirieieeeseees s 75
Figura 86: Filtracdo de amostra recolhida no processo de libertacdo de um farmaco (~2
mL) para posterior analise em modo de GPC (modo aberto como ilustrado na Figura
87). A utilizacdo de filtros é nestes sistemas bastante importante para impedir que
particulas de hidrogel sejam injetadas no sistema de GPC (foram utilizados filtros da
marca Whatman com membrana de celulose, ideais para sistemas aquosos, e com
porosidade de 0,45 MICION). ....c.iiieieeie et e s re e reesreenee s 75
Figura 87: llustracdo fotogréfica do equipamento de GPC utilizado para a analise dos
produtos das polimerizagcBes e na medicdo das quantidades de farmaco libertadas ao
longo do tempo (mostra-se aqui apenas 0 modulo de bombagem do eluente que em
geral consistiu em agua com azida). Neste trabalho, a quantificacdo das concentragdes
de farmacos foi feita através de espectroscopia UV considerando duas abordagens

experimentais diferentes: 0 modo aberto em que se monitoriza o pico de farmaco no
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sistema de GPC (representado nesta figura) e 0 modo fechado em que a absorcdo UV
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Introducéo

Capitulo 1 — Introducao

1.1. Motivacéao

A investigacdo aqui desenvolvida é motivada pelas potenciais aplicagdes biomedicas
dos hidrogéis inteligentes que nas ultimas décadas tém sido alvo de inumeros estudos a
este nivel. Estes materiais tém adquirido uma elevada importancia numa vasta gama de
aplicacBes, nomeadamente a nivel médico, farmacéutico e areas afins, por exemplo, em
compressas utilizadas em ferimentos, em lentes de contacto, 6rgdos artificiais e em
sistemas de libertacdo de farmacos [1,2].

Sob o ponto de vista biomédico, os sistemas de libertacdo de farmacos mais importantes
sdo aqueles que possuem sensibilidade a temperatura e/ou ao pH do meio envolvente.
Isto é explicado pelo facto do corpo humano apresentar variacfes de pH ao longo do
trato gastrointestinal, assim como, em determinadas areas especificas, como certos
tecidos (zonas tumorais) e compartimentos subcelulares. Uma das localizacBes mais
interessantes e vantajosas para a aplicacdo dos sistemas de libertacdo controlada de
farmacos € o célon, visto que doengas como o cancro colorretal, doenca de Crohn e
sindrome do colon irritavel teriam um tratamento mais eficiente caso os farmacos
fossem libertados diretamente no colon. Muitas razdes justificam a adocdo de sistemas
de libertacdo controlada de farmacos no col6n, nomeadamente o facto de formas de
administracdo oral se mostrarem ineficazes, uma vez que nao protegem a libertacdo do
farmaco no estdmago e intestino delgado, sendo mesmo absorvido ou degradado nesses
locais [3].

Este trabalho debruca-se sobre a sintese, caracterizacdo e teste na libertacdo controlada
de farmacos a partir de diferentes tipos de hidrogéis inteligentes. Sdo produzidas em
laboratdrio redes de polimero com sensibilidade a variacdo da temperatura e pH do seu
meio envolvente (solucBes aquosas) e cuja arquitetura molecular é dependente do seu
processo de sintese. A variacdo da razdo de inchamento dos materiais produzidos em
funcdo de parametros criticos para aplicacdes bioldgicas (temperatura, pH, forca ionica)
é também realizada em laboratério. O teste dos hidrogéis inteligentes é feito através do
carregamento e libertagdo de quatro farmacos modelo diferentes considerando também

diferentes estimulos (ex. variagdo de pH/temperatura).
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Para realizar os testes de libertacdo, foram selecionados farmacos efetivamente usados
em medicina, nomeadamente 5-fluoruracilo, isoniazida, cafeina e ibuprofeno. O 5-
fluoruracilo (5-FU) é utilizado no tratamento de diversos carcinomas. A isoniazida
(INH) tem um elevado interesse uma vez que se trata de um dos farmacos com maior
utilizacdo em esquemas terapéuticos de tratamento e de profilaxia da tuberculose. Note-
se que a tuberculose, doenca causada pelo microrganismo mycobacterium tuberculosis
tem acompanhado a existéncia do homem na terra e é nos dias de hoje um grave
problema de salde publica [4]. Por outro lado, a cafeina (CAF) e o ibuprofeno (IBU)
sdo farmacos de uso comum, nomeadamente como estimulante do sistema nervoso

central (cafeina) e como anti-inflamatério/analgésico (ibuprofeno).
1.2. Objetivos

A investigacdo realizada neste trabalho visa contribuir para a compreensdo da relacéo
entre 0 processo de sintese de hidrogéis inteligentes, as suas propriedades,
nomeadamente a possibilidade de serem estimulados através de alteracBes das suas
condicdes envolventes e 0 desempenho destes materiais na libertacdo de farmacos. Para
este efeito, sdo sintetizados diferentes tipos de hidrogéis, nomeadamente idnicos,
anfotéricos, neutros e sensiveis a temperatura. A composi¢do inicial das polimerizacoes
(ex. tipos e quantidades dos mondmeros usados) é projetada de forma a tentar
condicionar a estrutura/propriedades dos hidrogéis sintetizados. A morfologia dos
produtos é também alterada considerando polimerizacdo em suspensdo inversa
(obtencdo de microparticulas de hidrogel) e polimerizacdo em solucdo (formacgdo de
hidrogel em massa continua). Sdo também usados dois mecanismos diferentes de
polimerizacdo, nomeadamente a polimerizacdo radicalar classica (FRP) e a
polimerizagdo via transferéncia de cadeia reversivel por adicdo-fragmentacdo (RAFT).
Pretende-se desta forma avaliar o efeito do mecanismo de polimerizagdo na estrutura,
propriedades e desempenho dos hidrogéis, em concreto como sistemas de libertacdo
controlada de farmacos. A razdo de inchamento (SR) dos hidrogéis produzidos, quando
colocados em solugbes aquosas, € medida considerando diferentes condigdes
envolventes, nomeadamente de temperatura, pH e forca ionica. Pretende-se desta forma
mostrar que os hidrogéis sintetizados podem efetivamente ser estimulados e também

avaliar o diferente impacto (quantificado através da razdo de inchamento) desses
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estimulos em redes de polimero com arquiteturas moleculares distintas. Estes estudos
visam também selecionar os hidrogeis que apresentam maior capacidade para serem
estimulados e a partida com maiores potencialidades na libertacdo controlada de
farmacos. A terceira linha de acdo desta investigacdo tem como objetivo a medicdo da
dindmica de libertacdo dos quatro farmacos considerados a partir de hidrogéis
inteligentes, quando sujeitos a diferentes estimulos. Numa primeira fase é feito o
carregamento do farmaco na matriz dos hidrogéis e posteriormente promovida a sua
transferéncia para solugbes aquosas que tentam recrear meios bioldgicos (ex. suco
gastrointestinal). A concentracdo de farmacos nas solucfes aquosas é monitorizada ao
longo do tempo usando espectroscopia de UV.

No final, espera-se contribuir para o aprofundamento do conhecimento acerca dos
hidrogéis inteligentes e das suas potencialidades como meios de libertacdo controlada
com aplicacBes em processos bioldgicos e em medicina. Em especial, procura-se
desenvolver linhas de ligacdo entre as condigdes de sintese, as propriedades e o
desempenho destes materiais avancados. Estes desenvolvimentos poderdo auxiliar na
criacdo de ferramentas que permitam projetar condicdes de sintese para a producédo de

hidrogéis com propriedades por medida.
1.3. Limitacoes e Solugdes Adotadas

A baixa solubilidade do ibuprofeno puro em &gua foi uma das dificuldades
experimentais identificadas na realizacdo deste trabalho. Este facto foi ultrapassado
gerando um sal de sodio de ibuprofeno através da reacdo deste farmaco com NaOH.
Este sal apresenta uma elevada solubilidade em solu¢do aquosa e foi usado nos testes de
libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis. Os resultados da dinamica de libertacéo de
farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por suspensdo inversa (microparticulas)
apresentam, na maioria dos testes, uma elevada dispersdo. Este facto devera estar
relacionado com dificuldades experimentais associadas ao manuseamento dessas
microparticulas. De facto, os testes realizados com hidrogéis sintetizados em solucao
(massa continua) mostram que é possivel obter medi¢cdes das dinamicas de libertacao
com baixa dispersdo. Foram também enfrentadas dificuldades na quantificacdo precisa
das quantidades de farmacos incubadas nos hidrogéis. Na tentativa de analisar com

detalhe este processo, foram considerados dois métodos de incubagéo alternativos (com
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e sem filtracdo da solucdo de incubacgéo). Adicionalmente, no método de carregamento
que inclui a filtracdo da solucdo de carregamento, foram usados dois métodos
alternativos de quantificagdo do farmaco transferido para o hidrogel. Um baseado no
inchamento do hidrogel observado durante o processo de incubagdo e o segundo na
analise por UV das solugcdes remanescentes. As limitagdes aqui assinaladas e as

solugdes adotadas encontram-se descritas e discutidas ao longo do trabalho.

1.4. Organizacédo dos Capitulos

Este trabalho encontra-se organizado em seis capitulos. Para além deste capitulo
introdutério, no segundo capitulo faz-se uma fundamentacdo tedrica da investigacao
aqui realizada. E feita nesse capitulo a definicdo de hidrogéis, as suas composicoes
quimicas alternativas e propriedades decorrentes que justificam a sua utilizacdo como
materiais de libertacdo controlada. S&o também apresentados em detalhe os quatro
farmacos aqui utilizados e discutidas de forma simples as reacdes de polimerizacao
potencialmente intervenientes na sintese de hidrogéis, nomeadamente 0s mecanismos
FRP e RAFT. Ao longo deste capitulo é também feita a revisao bibliografica e discutido
0 estado da arte nesta area de investigacdo. No terceiro capitulo sdo apresentados os
procedimentos experimentais adotados na sintese dos hidrogéis e descritas as reacfes de
polimerizacdo realizadas. Em concreto, sdo descritos e discutidos os trabalhos
experimentais realizados envolvendo polimerizacdo em suspensdo inversa (com
formacdo de microparticulas de hidrogel), polimerizacdo em solucéo e considerando os
mecanismos FRP e RAFT. No quarto capitulo é demonstrada, através de medicdes
experimentais, a efetiva estimulacdo dos hidrogéis sintetizados que pode ser realizada
através da variacdo das suas condi¢bes envolventes (solugdes aquosas). Em concreto,
mostra-se a variacdo da sua razdo de inchamento (SR) em funcdo da temperatura, pH,
forga ionica ou presenca de solvente desidratante. No quinto capitulo s&o apresentados
os resultados experimentais relativos a incubacdo e dindmica de libertagdo dos quatro
farmacos a partir de hidrogéis selecionados. S&o discutidas combinagdes
hidrogel/estimulo/farmaco que potenciem processos de libertacdo controlada. No sexto
capitulo apresentam-se as principais conclusdes deste trabalho e sugestdes para

investigacdes futuras nesta area.
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Capitulo 2 — Fundamentacéo Teorica

2.1. Introducao

Neste capitulo apresenta-se a fundamentacdo teorica inerente ao desenvolvimento do
trabalho proposto, comeca-se por definir e descrever algumas propriedades dos
hidrogéis, mais a frente aborda-se o tema da libertacdo controlada, nomeadamente os
sistemas de libertagdo controlada de farmacos. Seguidamente apresentam-se 0s
farmacos envolvidos no estudo, a utilizacdo destes no tratamento de algumas doengas,
nomeadamente a tuberculose e alguns carcinomas do trato gastrointestinal. Por ultimo, é
feita uma explicacdo mecanicista simples dos processos de polimerizagdo considerados
na parte experimental para sintetizar hidrogéis. Ao longo deste capitulo € também feita a
revisdo bibliogréfica e discutido o estado da arte nesta area de investigacgao.

2.2. Hidrogéis

Hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos capazes de reter grandes
quantidades de agua ou fluidos bioldgicos, mantendo-se sempre no estado solido, uma
vez que sao insollveis devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. Os hidrogéis que
reversivelmente incham e colapsam devido a pequenas alteracbes nas condicoes
ambientais, tais como a temperatura, o pH, o campo elétrico, a luz, a pressédo, a forca
ionica, solvente, entre outros, sdo conhecidos como stimuli-responsive” ou hidrogéis
inteligentes. A temperatura e o pH sdo amplamente utilizados neste contexto uma vez
que sdo estimulos faceis de controlar [5, 6].

Sendo insollveis, estas redes tridimensionais hidrofilicas podem reter grandes
quantidades de agua, que ndo s6 contribui para a sua compatibilidade com o sangue
como também mantém uma certa elasticidade e integridade estrutural. Grupos
funcionais hidrofilicos, tais como -OH, -COOH, CONH, e -SOzH presentes nos
hidrogéis possuem a capacidade de absorver agua, sem sofrer dissolucéo.

Os hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros naturais ou sintéticos. Embora
os hidrogéis feitos a partir de polimeros naturais ndo possam proporcionar suficiente

resisténcia mecanica e possam conter agentes patogénicos ou ainda gerar respostas
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imunitarias/inflamatérias, eles oferecem diversas vantagens, tais como,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e fragmentos biologicamente reconheciveis que
apoiam a atividade celular. Por sua vez, os hidrogéis sintéticos ndo possuem
inertemente estas propriedades bioativas. Felizmente, os polimeros sintéticos tém
geralmente estruturas bem definidas que podem ser modificadas com o objetivo de obter
degradabilidade e funcionalidade requeridas.

Os hidrogéis tém sido desenvolvidos como materiais de resposta a diferentes estimulos,
podendo sofrer alteracdes abruptas de volume em resposta a pequenas alteracdes nos
parametros ambientais, como o pH, a temperatura e forca ionica. Estas caracteristicas
Unicas dos hidrogéis tém um elevado interesse na libertacdo de principios ativos, na
encapsulacdo de células bem como na engenharia de tecidos [7-10]. Polimeros com
resposta a diferentes estimulos tém desempenhado um papel importante no

desenvolvimento de novos hidrogéis inteligentes [11].
2.2.1. Tipos de Hidrogéis Sensiveis ao pH

Os hidrogéis sensiveis ao pH sdo produzidos com base em polimeros que possuem
grupos iénicos livres. A presenca destes grupos, que em solucao aquosa estdo ionizados,
origina forcas de repulsdo eletrostatica, induzindo alteraces na rede do polimero
(expansdo do polimero). Sdo exemplos de polimeros idnicos sensiveis ao pH as
poliacrilamidas, o poli (acido acrilico)), o poli (4cido metacrilico),
polidietilaminoetilmetacrilato e o polidimetilaminoetilmetacrilato. O inchamento
induzido pelo pH é observado também em polimeros naturais, tais como, albuninas,
gelatinas e quitosano. O quitosano, foi usado na libertacdo dos antibidticos amoxixilina
e metronidasol, atuando como um transportador de farmacos sensivel as alteracGes de
pH. Devido a presenca de grupos amino que estdo protonados em ambiente acido, em
fluido gastrico (pH=1.2) a razdo de inchamento é muito maior que em fluido intestinal
(pH=7.5/8). Este facto, conduziu a uma libertacdo mais rapida do antibidtico em fluido
gastrico, devido a elevada porosidade da matriz do hidrogel. Desta forma, hidrogéis
com esta capacidade de inchamento e consequente libertacdo do farmaco podem ser
utilizados no tratamento de doencas gastricas aquando da administracdo local de

antibioticos [5].
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2.2.1.1. Hidrogéis lénicos

Hidrogéis ionicos, conhecidos como polieletrolitos, sdo preparados a partir de
mondmeros com cargas ionicas. As cargas podem ser positivas ou negativas, permitindo
classificar os hidrogéis em cationicos ou anionicos respetivamente. Por outro lado, uma
combinacdo de cargas positivas e negativas remete-nos para macromoléculas
anfotéricas [12-15]. A teoria dos fendmenos de transicdo de fase de polieletrolitos foi
desenvolvida por Dusek e Patterson [16]. As potencialidades da resposta a estimulos
sdo aumentadas devido a inclusdo de espécies carregadas na espinha dorsal do polimero,
podendo estas ser controladas, dependendo da natureza dos grupos pendentes, alargando

assim a diversidade de aplicacdes dos hidrogeéis [13-18].

2.2.1.1.1. Hidrogéis Anionicos

Redes de hidrogéis anionicos sdo geralmente referidas como homopolimeros de acidos
carregados negativamente, mondmeros anionicos ou copolimeros de monomeros
anionicos e neutros. No entanto, hidrogéis anidnicos podem também ser preparados a
partir de modificacdes de hidrogéis ndo ionicos ja existentes [12]. Os polimeros
anionicos vulgarmente utilizados na composicdo de hidrogéis anidnicos (redes

tridimensionais desses polimeros) sdo apresentados na Figura 1.

CHj, C,H;5 C3H7 C4Hg
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Figura 1: Exemplos de estruturas quimicas de base de hidrogéis anidnicos (representam-se aqui apenas
os analogos lineares).

Os hidrogéis anionicos sdo conhecidos pela sua capacidade de apresentar uma elevada
razdo de inchamento com o aumento do pH do meio envolvente [17,18].

Varios investigadores tém estudado os comportamentos de inchamento dinamico de
hidrogéis aniénicos sensiveis ao pH. Geralmente, estes contém grupos carboxilicos.

Exemplos tipicos de tais polimeros incluem AA e MAA. A presenca de um segmento
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carboxilico faz com que copolimeros de PAA, PMAA com PEG, PVA e poli

(metacrilato de hidroxietileno) também apresentem sensibilidade ao pH.

Figura 2: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel aniénico em meio
acido (contragdo da rede de polimero).

Figura 3: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel aniénico em meio
alcalino (inchamento da rede de polimero).
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Figura 4: Esquema ilustrativo do comportamento esperado para um hidrogel aniénico sensivel ao pH, no
estdbmago (meio &cido) e no intestino (meio alcalino) [adaptado de 19].

Nas figuras 2 a 4 sdo ilustrados os comportamentos esperados para hidrogéis anidnicos

em funcdo do pH do meio circundante.
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2.2.1.1.2. Hidrogéis Cationicos

Homopolimeros basicos carregados positivamente, mondmeros cationicos ou
copolimeros de monGmeros cationicos e naturais sdo geralmente referidos como redes
de hidrogéis catidnicos. Redes de polimero cationico podem derivar de modificacoes,
tais como, hidrolise parcial de redes de polimero ndo idnicas ja existentes. Também é
possivel sintetizar hidrogéis cationicos através de reacdo de complexacdo de
polieletrolitos, por adicdo de excesso de policatifes [12].

Redes de polimeros com grupos pendentes catidénicos funcionam contrariamente a redes
de polimeros com grupos pendentes anionicos, uma vez que permanecem colapsados
em meio basico e inchados em meio acido devido a repulsdo eletrostéatica entre os

grupos carregados positivamente [17, 18].

Figura 5: Representagdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel catiénico em meio
alcalino (contracéo da rede de polimero).

:\
+
H

Figura 6: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel catiénico em meio
acido (inchamento da rede de polimero).

Nas Figuras 5 a 8 sdo apresentadas ilustracdes relativas ao comportamento esperado de

hidrogeis cationicos colocados em solugdes aquosas com diferentes valores de pH.
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Figura 7: Exemplos de estruturas quimicas de base de hidrogéis catidénicos (representam-se aqui apenas
os analogos lineares). a) PDMAEMA. b) PVPI.
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Figura 8: Esquema comparativo do comportamento de hidrogéis anidnicos e catidnicos em solugbes
aquosas acidas e alcalinas [20].

2.2.1.1.3. Hidrogéis Anfotéricos

Redes de hidrogéis anfotéricos sdo macromoléculas que possuem tanto cargas positivas
como negativas em toda a sua rede de polimero [13,21,22] (ver também exemplo na
Figura 9). A presenca de espécies idnicas ao longo da cadeia polimérica tem efeitos

distintos nas propriedades dos hidrogéis anfotéricos se em solucdo ou no estado sélido

[21].

CH, TH3
%CHZ—C—CHZ—TH»H
c—o0 C¢=—o0 CH,

OH OWN—CH3

Figura 9: Estrutura quimica do polimero anfotérico resultante da copolimerizacdo de MAA com
DMAEMA.
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Estes hidrogéis tém um vasto leque de aplicagbes biomédicas incluindo sistemas de
libertacdo de farmacos [13-15, 23-25].

2.2.1.2. Hidrogéis N&o lénicos

Hidrogéis ndo idnicos, frequentemente chamados de hidrogéis neutros, sdo redes de
homopolimeros ou copolimeros, desprovidos de quaisquer cargas na sua estrutura (ver
exemplos nas Figuras 10 e 11). Estes hidrogéis podem resultar de vérias técnicas de
polimerizagdo ou por conversdo de polimeros ja existentes.

O colapso ou inchamento de redes de um hidrogel neutro estd intimamente ligado a

temperatura do meio envolvente [26].

e
N

o)

Figura 10:Estrutura quimica do polimero ndo idnico (neutro) resultante da polimerizacdo de NVP.

-FCHZ—TH—)—H
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Figura 11: Estrutura quimica do polimero néo idnico (neutro) resultante da polimerizacdo de VCL.

2.2.2. Tipos de Hidrogéis Sensiveis a Temperatura

Os hidrogéis sensiveis a temperatura sdo provavelmente o tipo de hidrogéis mais
estudados em sistemas de libertacdo de farmacos. Estes hidrogéis tém a capacidade de
inchar e colapsar com mudangas de temperatura do fluido envolvente, podendo ser
classificados em hidrogéis termosensiveis negativos, termosensiveis positivos ou

termoreversiveis [19].

11
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2.2.2.1. Hidrogéis Termosensiveis Negativos

Hidrogéis termosensiveis negativos tém uma temperatura de solucéo critica inferior
(LCST) e contraem com 0 aquecimento acima da mesma (ver Figuras 12 a 14). Sao
hidrogéis que teoricamente mostram um comportamento on/off na libertacdo de
farmacos, on a baixas temperaturas e off a altas temperaturas permitindo uma libertacéo

pulsatil do farmaco [27].

PNIPA

HZO PNIPA .
quecer

\/W Arrefecer

Figura 12: Esquema ilustrativo do comportamento reversivel idealmente esperado para hidrogéis
termosensiveis negativos com o aquecimento e o arrefecimento da solucdo aquosa que os contém.
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Figura 13: Estrutura quimica do polimero sensivel a temperatura resultante da polimerizacdo de NIPA.
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Figura 14: Estrutura quimica do polimero sensivel a temperatura resultante da polimerizagdo de DMA.

2.2.2.2. Hidrogéis Termosensiveis Positivos

Hidrogéis termosensiveis positivos tém uma temperatura de solucdo critica superior

(UCST). Estes contraem apds arrefecimento abaixo da UCST. A razédo de inchamento

12
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de redes de polimeros de PAA e PAAmM depende ligeiramente da temperatura de forma

positiva.
2.2.3. Hidrogéis Termoreversiveis

Sdo diversos os estudos efetuados com o objetivo de sintetizar e caraterizar hidrogéis
com dupla sensibilidade. Tem sido conseguido através de copolimerizacdo de
mondmeros termosensiveis, como a NIPA, com mondmeros sensiveis ao pH, tais como
AA, e MAA. Ao longo deste trabalho sdo sintetizados hidrogéis com esta dupla
sensibilidade (ver Tabela 2).

Esta nova classe de copolimeros consegue detetar mudangas ambientais no meio
fisioldgico e encontra potencial utilidade na libertacdo intracelular de farmacos em que
as pequenas diferencas de pH através da membrana endossomal desencadeiam a

libertacdo de proteina ou DNA.
2.2.4. Hidrogéis Sensiveis a Forcas lonicas

Devido ao movimento de ides, tanto os hidrogéis catibnicos como 0s anidnicos sao
sensiveis a variacdo de forcas ionicas (concentracdo de sais), como se ilustra de forma
simples na Figura 15.

Hidrogel I6nico

Adigéo de NaCl

+

o - o +

\ Farmaco

Libertagdo do Farmaco

Figura 15: Esquema ilustrativo do comportamento idealmente esperado para hidrogéis i6nicos em
solugdo aquosa com adigdo de um sal (ex. NaCl). A eventual libertacdo de um farmaco pode ser
promovida quando o hidrogel se encontra contraido, por agdo do aumento da forga ionica.
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2.3. Administracdo de Farmacos

O efeito de um medicamento depende da quantidade de substancia ativa que penetra no
organismo, podendo atuar localmente na regido da sua aplicacdo ou ser absorvido de
modo a atingir os 6rgdos e tecidos cuja resposta é pretendida [28]. Os medicamentos
podem atuar por dois caminhos distintos, nomeadamente, penetrando no meio interior
de forma a atingirem os Orgdos ou tecidos em que devem atuar (medicamentos
absorvidos), ou, agindo localmente, ao nivel da regido que recebeu a sua aplicacédo
(medicamentos tdpicos locais) [28]. Os farmacos sdo considerados a pedra angular da
terapéutica moderna. De facto, estes interagem com moléculas alvo especificas,
produzindo efeitos benéficos (mas também adversos). A cadeia de eventos entre a
administracdo de um farmaco e a producdo desses efeitos no organismo pode ser
dividida em duas vertentes. A primeira abrange 0s processos que determinam o
transporte do farmaco até aos alvos moleculares e a sua remocao destes. A descri¢ao
resultante da relagdo entre a concentracdo do farmaco e o tempo denomina-se
farmacocinética. A segunda vertente foca a variabilidade na acdo dos farmacos e
compreende os processos que determinam a diferenciacdo dos efeitos resultantes do
transporte do farmaco até aos locais efetores (locais que respondem seletivamente a um
determinado estimulo). Essa descricdo da relagcdo entre a concentracdo e o efeito do
farmaco é chamada de farmacodinamica. A variabilidade farmacodindmica pode advir
como resultado da variacdo da funcdo da molécula alvo ou do contexto biol6gico geral
em que a interacdo alvo/farmaco ocorre de modo a atingir os efeitos do farmaco [29].
Os processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢do determinam a
concentracdo de um farmaco libertado até as moléculas alvo efetoras. Quando
administrado um farmaco por via oral, subcutanea, intramuscular, retal, sublingual ou
diretamente nos locais de acdo desejados, a quantidade de farmaco que efetivamente
chega a circulacdo sistémica pode ser menor que a quantidade que chega por via
intravenosa [29]. Considera-se que um dado medicamento é absorvido quando apos a
sua administracdo o farmaco passa para a corrente circulatéria (sangue e linfa).
Claramente, este objetivo pode conseguir-se por meios naturais, como a absor¢do
através da mucosa do trato gastrointestinal, ou forcando a barreira cutanea, como

acontece na administracao por via injetavel [28].
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A fracdo de farmaco disponivel na circulacdo sistémica pelas outras vias denomina-se
de biodisponibilidade, a qual ¢é inferior a 100% por duas razdes: (1) a absorcdo €
reduzida, ou (2) o farmaco sofre metabolismo ou eliminacdo antes de entrar na
circulacdo sistémica [29].

O transporte dos farmacos através das membranas bioldgicas pode efetuar-se por
mecanismos diferentes, designados por filtracdo, transporte passivo, difusdo facilitada,

transporte ativo e pinocitose [29].

nivel toxico

Resposta

dose dose dose dose

Figura 16: Esquematizacdo dos niveis séricos observados com a administragdo convencional de farmacos
[adaptado de 28].

E necessario estabelecer um plano de tratamento tal que a dose méxima n&o ultrapasse o
efeito terapéutico, a fim de ndo provocar fenémenos de intoxicacéo, e a dose minima se
reduza a valores que fagam com que o doente fique privado, por tempo mais ou menos
longo, da efetiva atuacdo do farmaco. Se a dosagem unitaria e o intervalo de tempo com
que esta é administrada forem corretamente escolhidos, o que ndo é facil, havera
oscilacbes do nivel sanguineo, mas este manter-se-4 dentro dos limites da resposta
terapéutica efetiva (ver Figura 16) [28]. Desta forma, tentam-se desenvolver sistemas
medicamentosos capazes de produzir, com uma Unica dose, um tempo de atividade
biol6gica que se aproxime, tanto quanto possivel, da acdo considerada ideal. S&o de
referir neste contexto as formas farmacéuticas de disponibilidade modificada e, em

particular, as de libertacdo prolongada [28].
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2.3.1. Administracdao Cutanea

A criacdo de novas formas farmacéuticas (novos sistemas terapéuticos) de aplicacédo
cuténea veio proporcionar uma excelente penetracdo da pele por vérios fa&rmacos. Tais
sistemas de administracdo permitem que o doente receba, constantemente, uma certa
quantidade de farmaco, o que evita sobredosagens ou concentracdes inferiores a dose
terapéutica, sendo muito mais pratico que a administracdo tradicional [28]. O pH da

zona cutanea oscilaentre 5e 7.
2.3.2. Administracao Parental: Via Subcutanea

Como o nome indica, por via subcutdnea ou hipodérmica os medicamentos séo
administrados debaixo da pele, no tecido subcutdneo. As doses dos farmacos aplicados
por esta via sdo habitualmente, metade das empregadas por via oral. A absorcdo das
implantacdes € influenciada pelo facto do farmaco se comportar como um &cido fraco

ou como uma base fraca [28].
2.3.3. Administracéo por Via Gastrointestinal

E fundamentalmente, a mucosa do intestino delgado a que maior probabilidade
apresenta de promover a absorcdo medicamentosa. Efetivamente, as mucosas do
es6fago e do estbmago comportam-se como mucosas de passagem, se bem que se possa
registar absorcdo gastrica de alguns farmacos. O poder de absor¢do do estbmago
potencia-se em condicdes patoldgicas, como lesdes da mucosa, tendo-se observado, por
exemplo, que certos individuos portadores de Ulceras géstricas e medicados com
subnitrato de bismuto sdo capazes de absorver esta substancia protetora, ja que na sua
urina se tem detetado bismuto. Contudo, varios medicamentos sdo capazes de penetrar a
mucosa gastrica proporcionando uma verdadeira absorcdo, embora inferior & que se
regista no intestino delgado. A cafeina é um exemplo de substancias suscitaveis de
serem absorvidas por via gastrica. A mucosa intestinal, em razdo da sua elevada
vascularizagdo e extraordinario desenvolvimento da sua superficie (vilosidades e
valvulas coniventes), estd fisiologicamente destinada a absor¢do. O pH do suco

intestinal aumenta da porcdo proximal para a porgdo distal do intestino (no duodeno o
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pH é de 5 a 6 e no ileo de cerca de 8). Os valores do pH do plasma e do suco gastrico

séo, respetivamente, de 7,4 e de 1 a 3,5 [28].
2.4. Libertacdo Controlada de Farmacos

A designagdo “sistema de libertagdo de farmacos” refere-se a tecnologia utilizada para
otimizar a libertacdo de um determinado farmaco, onde o principio ativo deve ser
libertado/absorvido de forma a melhorar a resposta terapéutica [20]. A administracédo de
farmacos pode ser efetuada de diferentes formas (via oral, via endovenosa, via
intramuscular e via subcutanea), tendo cada uma destas vias de administracdo objetivos
especificos, vantagens e desvantagens. Um sistema de libertagdo controlada pode ser
definido como quimico, mecanico ou dispositivo eletromecanico que fornece farmacos
para a circulacdo sistémica ou para locais de acdo especificos no corpo, pré-
determinados e controlados [19]. Uma vez administrado, apenas uma pequena
quantidade do farmaco atinge o tecido alvo, sendo grande parte do mesmo desperdicada,
devido a sua distribuicdo por outros tecidos e a sua metabolizacdo ou excregdo
momentos antes de atingir o local da acdo propriamente dito [31]. O principal objetivo
da libertacdo controlada de farmacos reside no controlo temporal e espacial, in vivo, da
concentracdo de farmacos para que o beneficio clinico da administracdo destes seja
maximizado e os efeitos adversos minimizados. A libertacdo controlada de farmacos
envolve a associacdo, fisica e quimica, dos farmacos com materiais biocompativeis em
sistemas que, quando administrados, in vivo, tenham a capacidade de controlar, de
forma pré-determinada, a taxa de libertacdo/absorcdo do farmaco a partir desse mesmo
sistema, e conduzir o farmaco até ao sitio especifico em que este deve atuar [31]. O
desenvolvimento de SLC de farmacos pode ser visto como um projeto complexo, uma
vez que envolve o conhecimento e integracdo de uma série de aspetos de natureza
diversa, tais como:

e As propriedades fisico-quimicas, farmacodindmicas e farmacocinéticas do

farmaco.
e A via de administracdo e as consequentes barreiras fisiologicas e bioquimicas

impostas a absorcéo do farmaco.
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e As propriedades do material ou materiais de base do SLC de farmacos,
nomeadamente, propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade, interacdes
com o farmaco, comportamento in vivo associado, etc.

e Meétodos e tecnologias utilizadas na producéo do SLC.

Os SLC de farmacos envolvem o dominio de conhecimentos associados a diversas areas
cientificas como a medicina, farmacia, engenharia, quimica, bioquimica e outras. Pode
dizer-se que a libertacdo controlada de farmacos é considerada uma area inerentemente
interdisciplinar [31]. Nos sistemas convencionais, a concentracdo de farmaco no sangue
apresenta um aumento continuo, atingindo um méaximo, seguindo-se um declive
acentuado, como se mostra na Figura 17 a). Os niveis plasméticos sdo dependentes das
doses administradas, sendo que cada farmaco possui uma faixa de acdo terapéutica
acima da qual ela é toxica e abaixo da qual € ineficaz. Com a libertacdo controlada de
farmacos pretende-se encontrar um sistema que permita manter a concentracdo do
farmaco na corrente sanguinea no limiar da faixa terapéutica, por um periodo de tempo

prolongado, com recurso a uma unica dosagem, como descrito na Figura 17 b) [20].

a) b)

nivel maximo desejavel nivel maximo desejavel

nivel minimo desejavel

‘ \

Tempo Tempo

nivel minimo desejavel

Concentra¢do de Farmaco
Concentragiio de Farmaco

Figura 17: Perfis tipicos da concentracdo de farmaco na corrente sanguinea em funcdo do tempo. (a)
administracdo convencional com diferentes doses e (b) libertacdo controlada [adaptado de 20].

2.4.1. Mecanismos de Libertacado Controlada

Os hidrogéis podem libertar os farmacos neles incubados através de dois mecanismos
diferentes: a difusdo e o inchamento da estrutura polimérica. Nos hidrogéis aqui
sintetizados e testados, a libertacdo de farmacos ocorre, em principio, em resultado da

combinada acédo destes dois mecanismos.
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2.4.1.1. Mecanismo de Libertacao por Difusao

O mecanismo de libertacdo por difusdo consiste no transporte de moléculas de farmaco
para 0 meio externo, atraves da matriz polimérica. Os pardmetros criticos neste
mecanismo sdo a solubilidade e a difusividade. A solubilidade é uma propriedade de
equilibrio que descreve a interacdo entre o farmaco e a matriz do polimero. Quanto
maior esta interacdo, menor sera a velocidade de difusdo, devido a uma maior retencao
do farmaco. A solubilidade depende de fatores, como liga¢des que se possam formar do
contacto farmaco/polimero, polaridade ou presenca de estruturas de cadeias poliméricas
altamente densas [3]. A difusividade € uma propriedade cinética que descreve a
facilidade com que as moléculas do farmaco se movem através do polimero, podendo
esta ser afetada por varios fatores, tais como as caracteristicas do hidrogel e do farmaco
[3]. Na Figura 18 é possivel observar o mecanismo de liberacao por difuso.

Hidrogel °°
Farmaco ®e0 © B

Tempo

Figura 18: Representacdo esquematica do mecanismo de libertacdo de farmacos por difuséo.

2.4.1.2. Mecanismo de Libertacdo por Inchamento da Estrutura

Polimérica

Os polimeros hidrofilicos, quando em contacto com uma solucdo agquosa, absorvem as
moléculas de agua, ocorrendo um aumento do volume da estrutura polimérica. Quando
estes polimeros entram em contacto com fluidos, o volume da sua estrutura aumenta
devido a absorcdo dos mesmos, isto aumenta a flexibilidade das cadeias de polimero e
consequentemente a difusividade do farmaco [3]. Desta forma, pode dizer-se que a
libertagdo do farmaco ocorre quando o hidrogel se encontra na sua forma inchada. Na

Figura 19 é possivel visualizar o0 mecanismo explicado anteriormente.
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Figura 19: Representacdo esquematica do mecanismo de libertacdo de farmacos por inchamento da
estrutura polimérica.

2.5. Farmacos

A palavra droga tem-se atribuido um significado que podemos considerar como pouco
preciso. De facto, quando aludimos a drogas, referimo-nos, preferencialmente, aos
produtos de natureza animal, vegetal ou mineral, empregados na preparacdo de
medicamentos. Entretanto, a palavra droga é, também, tomada na acecdo de matéria-
prima de uso farmacéutico ou ndo, significando tanto os produtos naturais, como 0s
obtidos por sintese. Contudo, a conotacao atual entre droga e toxicomania leva-nos a
procurar utilizar aquele termo o menos possivel, a fim de evitar confusdes resultantes do
desvirtuamento do sentido daquela palavra de h& anos para cé. Efetivamente, o termo
droga toma-se habitualmente no sentido lato, significando o produto simples ou
complexo que pode servir como matéria-prima de uso farmacéutico, quimico, etc. E
habito corrente designar por farmacos (do grego Pharmakon) todas as drogas utilizadas
em farmacia e dotadas de acdo farmacoldgica ou, pelo menos, de interesse médico. Quer
isto dizer que o conceito de droga abrange o de farmaco, ou que o farmaco € o tipo
especial de droga. As drogas e os farmacos constituem, pois, as matérias-primas de que
os farmacéuticos se servem para obter os medicamentos [28]. O Decreto-Lei n.° 72/91
nédo refere o termo farmaco. Mas define «substancia ativa» como «toda a matéria de
origem humana, animal, vegetal ou quimica, a qual se atribui uma atividade apropriada
para constituir um medicamento». Quer no que diz respeito a diversidade de origem,
quer a proposito da atividade terapéutica, verifica-se que existe correspondéncia entre

este conceito e o de farmaco [28].
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Ao longo do presente trabalho fala-se sempre em farmaco para designar as matérias-
primas utilizadas no estudo (cafeina, ibuprofeno, isoniazida e 5-fluoruracilo). Tém sido
apresentadas numerosas definicdes de medicamento. Segundo o Decreto-lei n.° 72/91
«medicamento» € definido como «toda a substancia ou composicdo que possua
propriedades curativas ou preventivas das doencas e dos seus sintomas, do homem ou
do animal, com vista a estabelecer um diagnostico médico ou a restaurar, corrigir ou

modificar as suas fung¢des organicas» [28].
2.5.1. Cafeina

A cafeina (CAF) tem mecanismos semelhantes as anfetaminas, cocaina e heroina, no
entanto os seus efeitos sdo bem mais leves. O efeito mais conhecido da cafeina é a sua
acao como estimulante do Sistema Nervoso Central, tendo capacidade de chegar a
corrente sanguinea e, deste modo, atingir o cortex cerebral exercendo ai os seus efeitos.
As suas propriedades fisico quimicas e estrutura quimica sdo apresentadas na Tabela 10
dos Anexos deste trabalho.

/
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Figura 20: Estruturas quimicas dos farmacos usados neste trabalho: cafeina.

2.5.2. Ibuprofeno

O ibuprofeno (IBU) é um farmaco do grupo dos anti-inflamatorios ndo esteroides (do
subgrupo quimico dos derivados do &cido propandico), farmacos que tém em comum a
capacidade de combater a inflamacéo, a dor e a febre. O ibuprofeno foi sintetizado pela
primeira vez em Dezembro de 1961 no Reino Unido, pelo Dr. Stewart Adams e seus
colegas Jonh Nicholson e Colin Burrows. Nesse mesmo ano, este farmaco foi
patenteado. Apenas em 1969 aparece comercializado no Reino Unido e posteriormente
nos EUA, em 1974 [32]. E um farmaco geralmente bem tolerado, mas podera

desencadear dor de cabeca e de estbmago, vomitos, diarreia, podendo também produzir
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diversas gastropatias, entre as quais, Ulceras no estbmago e duodeno (uma vez que
blogueia a producdo da barreira de protecdo da mucosa géastrica) [33]. O ibuprofeno
apresenta-se como um p6 branco ou com cristais incolores, com leve odor caracteristico,
sendo praticamente insolivel em agua, mas soluvel em solucdes aquosas diluidas em
hidroxidos alcalinos e de carbonatos, e em alguns solventes organicos como a acetona, 0
metanol, o cloreto de metileno, o alcool etilico, o éter, o diclorometano e o cloroformio
[33]. As suas propriedades fisico quimicas e estrutura quimica sdo apresentadas na

Tabela 10 dos Anexos deste trabalho.

HO

Figura 21: Estruturas quimicas dos farmacos usados neste trabalho: ibuprofeno.

2.5.3. Isoniazida

A isoniazida (INH) é um farmaco antibacteriano que inibe a sintese do &cido micolico,
componente essencial da parede celular da micobactéria [34]. A INH foi sintetizada a
primeira vez em 1912, numa Universidade Alemd, por Meyer e Mally, tendo sido
redescoberta em 1952 por outros laboratorios na Alemanha, Suica e Estados Unidos [4].
A INH ¢é barata, rapidamente sintetizada, disponivel ao mundo inteiro, altamente
seletiva para as micobactérias e bem tolerada, e apenas 5% dos utentes apresentam
efeitos adversos.

As preparagOes tanto orais quanto intramuscular da INH sdo rapidamente absorvidas
[29]. A INH é a hidrazida do &cido isonicotinico, uma pequena molécula hidrossoluvel,
que penetra facilmente na célula. O seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo da
sintese de acido micoélico na parede celular através de vias dependentes de oxigénio,
como a reacdo de catalase-peroxidase. A INH é um agente bacteriostatico contra bacilos
dormentes e bactericida contra microrganismos em multiplicacdo rapida tanto
extracelulares como intracelulares [29]. A isoniazida tem desempenhado um papel
muito importante na terapéutica e profilaxia da tuberculose, sendo um dos antibidticos

de primeira linha receitados e administrados em todo o mundo. As suas propriedades
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fisico quimicas e estrutura quimica sdo apresentadas na Tabela 10 dos Anexos deste
trabalho.
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Figura 22: Estruturas quimicas dos farmacos usados neste trabalho: isoniazida.

2.5.4. 5-Fluoruracilo

O 5-Fluoruracilo (5-FU) € um agente antineoplasico que pertence ao grupo das
fluoropiridinas. Este principio ativo foi sintetizado a primeira vez em 1957, por
Heidelberger [3]. Para além de ser utilizado no cancro do c6lon, é também utilizado no
tratamento dos cancros da mama, cabega e pescoco. O 5-FU representa um exemplo
preliminar da elaboracdo “racional” de fAirmacos, visto que surgiu da observacao de que
as células tumorais incorporam uracila radiomarcada com mais eficiéncia no DNA que
as células normais, em particular no intestino. O 5-FU é metabolizado nas células em
5’FAUMP, que inibe a timidilato sintetase [29]. Este farmaco apresenta efeitos
secundarios, tais como a severa toxicidade do sistema gastrointestinal ou
mielosupressdo. As suas propriedades fisico quimicas e estrutura quimica sdo
apresentadas na Tabela 10 dos Anexos deste trabalho.

O 5-FU continua a ser o principal tratamento contra o cancro colorretal, sendo que uma
libertacdo controlada de 5-FU no cdlon através de administracdo oral € a mais

conveniente para os pacientes [29].
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Figura 23: Estruturas quimicas dos fa&rmacos usados neste trabalho: 5-fluoruracilo.
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2.6. Reacdes de Polimerizacao- conceitos genéricos

Nesta sec¢do faz-se uma descricdo mecanicista simples dos passos cinéticos envolvidos
em reacOes de adicdo por radicais livres. E abordada a polimerizacéo radicalar classica
(FRP) e também o mecanismo RAFT (Polimerizagdo via Transferéncia de Cadeia
Reversivel por Adicdo-Fragmentacdo). Deve no entanto notar-se que a formacdo de
redes de polimero (das quais os hidrogéis sdo um caso particular) € um assunto

complexo por se tratar de um processo nao-linear [35-46].
2.6.1. Polimerizagdo Radicalar Classica (FRP)

A polimerizacdo radicalar classica € composta por pelo menos trés etapas bem
definidas, iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Nos esquemas abaixo apresentados
ilustram-se 0s mecanismos cinéticos de base envolvidos numa polimerizacdo radicalar
classica (FRP). Note-se que o nimero e tipo de mecanismos cinéticos envolvidos numa
polimerizagdo radicalar pode ser substancialmente maior, sendo aqui apenas
apresentada uma ilustracdo simples destes processos de reacdo. Na etapa de
decomposicdo do iniciador (AIBN é aqui usado como exemplo) sdo criados radicais
livres que tém a capacidade de fazer a iniciagdo do mondmero (foi considerado &cido
acrilico como exemplo). Na etapa de propagacdo do mondmero verifica-se 0
crescimento das cadeias de polimero (polimerizacdo propriamente dita) através da
adicdo de um radical polimérico com uma unidade de monémero. A etapa de reticulacédo
das ligagbes pendentes do crosslinker estabelece a grande diferenca entre uma
polimerizac&o radicalar linear (geralmente com formacéo de produtos sollveis) e uma
polimerizacdo radicalar ndo linear (levando potencialmente a formacdo de
géis/hidrogéis insolaveis). No ultimo caso é formada uma rede de polimero
tridimensional que néo é fusivel nem pode ser solubilizada em nenhum tipo de solvente.
Note-se que este trabalho tinha como objetivo a sintese de hidrogéis e por isso foram
incluidos reticulantes de diferentes tipos na mistura reacional (foram testados
crosslinkers  bifuncionais, trifuncionais e tetrafuncionais). Classicamente, as
polimerizacbes FRP evolvem etapas de terminacdo (por combinagdo e/ou dismutacédo)
em que dois radicais vivos (ativos) se aniquilam mutuamente gerando a formacédo de

grupos inativos (mortos). As etapas de terminagdo Sdo responsaveis em grande parte
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pela geracdo de produtos com elevada heterogeneidade (populacdo de moléculas com
tamanhos muito diversos). Nos anos mais recentes tém sido estudadas técnicas de
sintese radicalar alternativas (polimerizacGes radicalares controladas) que tentam
minimizar a incidéncia das reacdes de terminacao e portanto gerar produtos com maior
homogeneidade (e concomitantemente com propriedades melhoradas). Essa nova via foi
também testada neste trabalho considerando a sintese de hidrogéis através de
polimerizagdo via transferéncia de cadeia reversivel por adi¢do-fragmentacdo (RAFT),

como de seguida brevemente descrito.

Esquema Cinético de Base para uma FRP

Decomposicdo do iniciador:

CN CN CN

c + N,

HiC——C——N=——=N——C——CH; —» 2CH,

CH3 CH3 CHS

Iniciacdo do mondmero:

CN CN
. | e
H3C—C|) + H,C=—CH —» H3C—C|:—C —CH
CHj COOH CHj COOH
Propagacdo do monémero:
VU H,C——CH—CH,—CH + Ho,C=—=CH
COOH COOH COOH

l

SN CHy— CH——CH,— CH——CH,—CH

COOH COOH COOH
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Reticulagcdo com dupla pendente do crosslinker:

JW\CHZ—CH' + VW CH,—CHwvwwn —» v CH,—CHvvw

COOH Cc=—0 T——O
NH TH
THZ THz
TH TH
C—=0 CcC——0
H Ha |
H,C=——cCH v rC—C——C —CH

Terminacao por combinacéo:

AN CH,—CH +  HC——CHyyww —» AN CH,—CH——CH

COOH COOH COOH COOH
Terminacdo por dismutacao:

A CH,—CH + CH——CH,vwv

COOH COOH

vwwv CH——=CH + H,C——CH,yvwv

COOH COOH

2.6.2. Polimerizacdo via Transferéncia de Cadeia Reversivel

por Adicao-Fragmentacéao (RAFT)

As polimerizacdes radicalares controladas (CRP), grupo do qual a polimerizacdo RAFT
é uma caso particular, foram desenvolvidas nos ultimos anos com o objetivo de obter
produtos com maior homogeneidade (cadeias de polimero de tamanho razoavelmente
proximo). A minimizacéao das reagdes de terminacgéo e transferéncia é fundamental neste
contexto. Este efeito pode ser razoavelmente alcangado se forma induzidos mecanismos

cinéticos reversiveis de desativacao/ativacdo de radicais, como ilustrado no esquema
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abaixo apresentado para a polimerizacdo RAFT. Note-se que 0s restantes mecanismos
fundamentais de polimerizacdo radicalar estdo também presentes no caso CRP (e
portanto também em RAFT), nomeadamente a iniciacdo, propagacdo do mondémero e
ainda reticulacdo no caso ndo-linear. Sob o ponto de vista pratico a polimerizacédo
RAFT difere da polimerizacdo FRP apenas devido a inclusdo de um agente RAFT (ex.
DDMAT, CDT ou CPA) na mistura reacional inicial. A inclusdo deste agente visa
garantir as etapas reversiveis de desativacdo/ativacdo de radicais abaixo ilustradas. No
presente trabalho, a realizacdo de sintese RAFT visou avaliar o impacto desta técnica
nas propriedades e desempenho dos hidrogéis obtidos, nomeadamente quando

comparados com aqueles obtidos via FRP.

S S :
= + CH——CH,vvv
J\MCHZ—CH/ \C/ 2

COOH
COOH

2.7. Polimerizagdo em Suspenséao Inversa

Polimerizacdo em suspensao inversa, que sera neste trabalho considerada na producgao
de microparticulas de hidrogel, ¢ realizada considerando uma dispersdo de monomeros
solGveis em agua numa matriz organica continua. Sob o ponto de vista termodinadmico,

a dispersao € instavel, sendo necessario uma continua agitacdo bem como a adicéo de
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agentes de suspensdo que impedem a coalescéncia e quebra de gotas durante a
polimerizagdo. A iniciacdo € a etapa responsavel pela formagdo de radicais livres numa
reacdo de polimerizacdo em cadeia, podendo esta iniciar, no caso do uso de um Unico
componente iniciador, aquando da decomposicdo do iniciador na fase organica, na fase
aquosa ou em ambas as fases, dependendo da distribui¢do (solubilidade) do iniciador
nas duas fases. Quando se usa um par redox para a inicia¢do, o que geralmente acontece
€ que o0 agente oxidante entra juntamente com 0 mondmero na dispersdo aquosa inversa
inicial e 0 agente redutor € introduzido depois como uma solugdo aquosa, para iniciar a
polimerizacdo. Alternativamente, ambos os agentes oxidantes e redutores em solucao
aquosa podem ser introduzidos separadamente na dispersdo aquosa do mondémero na
fase orgénica agitada [47]. Nas experiéncias aqui realizadas, utilizaram-se iniciadores de
baixa solubilidade na fase orgénica tendo sido diretamente misturados com a fase
aquosa. Note-se que na polimerizacdo em solucdo ndo é utilizada a fase organica,

ocorrendo o0 processo na fase aquosa que neste caso se apresenta sob a forma continua.

2.8. Breve Visdo de Estudos Anteriores Com Hidrogéis

Inteligentes

Para além dos estudos anteriormente citados, podem encontra-se na bibliografia varios
outros trabalhos de investigacdo lidando com hidrogéis inteligentes e suas aplicacdes.
Na Tabela 1 apresenta-se uma descricdo sistematica de alguns desses trabalhos,
organizando o seu ambito através dos estimulos considerados (pH/temperatura/forca
ionica) e dos farmacos utilizados em testes de libertacdo. A investigacao realizada neste
trabalho considera abordagens similares, tentando adicionalmente estabelecer o efeito
das condicBes de sintese dos materiais nas suas propriedades e desempenho (ex.
comparagédo suspensdo inversa/solucdo e FRP/RAFT).
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Tabela 1: Descricdo de alguns trabalhos de investigacdo sobre hidrogéis inteligentes.

Contetido

Descricao

Hidrogéis termosensiveis

Razdo de inchamento de PNIPA em diferentes meios de polimerizagcdo (Wp,, acetona e etanol)
[30]. Influéncia da T, espessura do hidrogel e de diferentes meios de polimerizagdo (Wp,, acetona,
etanol, isopropanol e metanol) na razdo de inchamento [48]. Estudos com hidrogéis baseados em
NIPA [49,50]. Foi sintetizado e caraterizado um polimero original (PNIPA) contendo redes de
polimero interpenetrantes. Este quando comparado com um PNIPA convencional, apresenta maior
colapso quando um hidrogel inchado numa solugdo a 20 °C é imerso numa solugdo a 50 °C [51].
Sintese de varios polimeros usando diferentes concentracbes de monomero (NIPA) por FRP, a
diferentes temperaturas de polimerizacdo [52]. Foram investigadas as influéncias da quantidade de
mondmero catiénico em hidrogéis perante a razdo de inchamento em &gua para varias solucgdes

salinas e a diferentes temperaturas [53].

Hidrogéis com sensibilidade ao pH

Foi avaliada a razdo de inchamento e o mddulo de elasticidade em equilibrio de hidrogéis
preparados com varias concentragdes iniciais de monoémero (DMAEMA) tanto em solucBes tampao
como em solugdes alcalinas. Para pH <7,7 mostra-se que hidrogéis baseados em DMAEMA se
encontram inchados, enquanto para pH> 9,0 se encontram colapsados. Assim, numa gama entre 7,7
e 8,0, PDMAEMA deve sofrer uma transicdo de fase sensivel ao pH [54].Verificou-se que a razdo
de inchamento dos hidrogéis no intestino pode ser controlada, evitando que os farmacos sejam

libertados antes de chegar ao c6lon, mostrando-se vantajoso em situacfes de cancro do colon [55].

Hidrogéis com sensibilidade mista
(T e pH)

Esteres de metacrilatos, &cido acrilico e acrilamida foram usados na sintese de hidrogéis cujo

inchamento pode ser controlado no intestino delgado [56].
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Hidrogéis com sensibilidade a forcas

idnicas

Foi verificado o comportamento de uma série de hidrogéis termosensiveis em diferentes solucdes
salinas. A T de transicdo do hidrogel é afetada pela adi¢do de NaCl [57].

Testes de libertacéo de cafeina

Para T acima da temperatura de transicdo, a razdo de inchamento e a percentagem de cafeina
libertada aumentou [58]. O efeito da T sobre a razdo de inchamento e libertacdo do farmaco é mais
influente que o efeito dos meios de polimerizacdo (em Wop,, acetona e etanol) [30]. Foram
analisados diversos perfis de libertacdo do farmaco para diferentes meios de polimerizacéo [48].

Testes de libertacdo de ibuprofeno

Preparacdo de hidrogéis PNIPA contendo grupos hidrofébicos. Avaliagdo do inchamento na

presenca de ibuprofeno [49].

Testes de libertacdo de isoniazida

Estudos in vitro mostraram que a libertacdo do farmaco, num hidrogel com sensibilidade a T e pH,
em meio acido (pH=1,2) ocorre quase totalmente, ao contrario do que acontece em meio neutro

(pH=7,4), isto devido a dissociacdo de ligacdes de hidrogénio [56].

Testes de libertacdo de 5-fluoruracilo

Realizou-se uma curva de calibragdo padrdo em funcdo da concentracdo de 5-FU e verificaram-se
posteriormente as concentracGes libertadas do mesmo, tudo através de espectroscopia UV com um
A= 266 nm. Verificou-se que o farmaco foi libertado mais rapidamente em temperaturas mais
elevadas [50]. Um polimero PNIPA, contendo redes interpenetrantes, carregado com 5-FU, a T
mais baixa apresenta uma libertacdo controlada pela difusdo de moléculas de agua na rede do
hidrogel. A uma T mais elevada, o 5-FU no interior do hidrogel ndo pode difundir para 0 meio

devido a uma libertacdo brusca causada pela libertacdo do farmaco na superficie do hidrogel [51].
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Capitulo 3 — Sintese de Hidrogéis em Suspensao

Inversa e em Solucéo

3.1. Introducao

Neste capitulo apresenta-se uma das partes experimentais envolvidas na realizacdo deste
trabalho: a sintese de hidrogéis em suspensao inversa e em solucdo. Um dos objetivos
deste trabalho era a demonstracdo da viabilidade experimental de sintese de diferentes
tipos de hidrogéis, nomeadamente anidnicos, cationicos, anfotéricos ou neutros.
Atendendo as diferentes classes de mondémeros envolvidos, as condi¢des de sintese
(concentracOes, pH, temperatura, iniciador, etc.) foram ajustadas a cada caso especifico.
Demonstrou-se assim que € possivel obter particulas de diferentes tipos de hidrogéis
inteligentes através de polimerizacdo em suspensdo inversa. De forma alternativa,
mostrou-se que a polimerizacdo em solucdo permite obter esses materiais sob a forma
ndo-particulada. Numa outra vertente, foi também mostrada a possibilidade de realizar a
sintese de hidrogéis inteligentes considerando duas técnicas de polimerizacédo
diferentes: FRP e RAFT. Estes estudos comparativos FRP/RAFT tentam contribuir para
linhas de investigacdo abertas nos anos mais recentes em que se faz a avaliacdo de
técnicas de polimerizacdo controladas (das quais RAFT é um caso particular) como
meio de produzir materiais com propriedades por medida. Os estudos realizados
mostraram também a necessidade de ajustar convenientemente as condigdes de sintese
com RAFT (ex. alteracdo da temperatura, solvente, etc.) para que os produtos possam
ser obtidos de forma eficiente.

3.2. Materiais

As estruturas quimicas e propriedades dos diferentes materiais usados neste trabalho
encontram-se detalhadas nas Tabelas 7 a 13 dos Anexos deste documento. Os reagentes
foram usados conforme recebidos de forma a tentar reproduzir a préatica industrial na
sintese de polimeros. Os quimicos fundamentais para a sintese, caracterizacdo e teste

dos hidrogéis foram adquiridos a Sigma-Aldrich [6, 59-69].
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3.3. Sintese de Hidrogéis em Suspensao Inversa

Com o objetivo de obter particulas de hidrogeis sensiveis a diferentes estimulos, foi
realizado um conjunto de polimerizacBes em suspensdo inversa que se descreve de
forma geral na Tabela 2. Nessa tabela, os parametros apresentados tém 0s seguintes
significados:

- A concentragcdo dos monomeros expressa a razdo entre a massa de monomeros e a
massa de monomeros + massa de solvente, ou seja:
mM
Cy=— (1)
m,, + Mg
- A razdo M1/(M1+M2) expressa a fragdo molar do monémero M1 na mistura M1+M2,

ou seja:

n
= @
an +nM2

- A razdo CR/(M1+M2) expressa a razdo molar do reticulante relativamente a mistura
M1+M2, ou seja:

nCR
Aeg =———— 3)
an + nMZ

- A razdo I/(M1+M2) expressa a razdo molar do iniciador relativamente & mistura
M1+M2, ou seja:

r.]I
a =——— (4)
an + nMZ

- Arazdo I/CAT expressa a razdo entre a massa de iniciador e de catalisador, ou seja:

m
Fear = L ®)
[
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- A raz8o RAFT/I expressa a razdo molar entre agente RAFT e iniciador, ou seja:

n RAFT (6)

FRarr =
n,

- A neutralizacdo expressa a fracdo molar de grupos &cido do mondémero que sdo
neutralizados com a base, ou seja:

Ny

(")

oy =—"—

N, +Ny
- Na formacéo da suspensdo inversa, a razdo W/O representa a razdo volumétrica entre
fase aquosa e solvente organico enquanto que S/O representa a razao entre a massa de

estabilizador e de fase orgéanica, ou seja:

Vv

[, =— 8)
VORG
me

re = 9)
mORG

No programa experimental de sintese em suspenséo inversa descrito na Tabela 2 foram
consideradas diferentes combinacdes de mondmeros que potencialmente pudessem
gerar particulas de hidrogéis estimulaveis por diferentes pardmetros. Foram também
usadas diferentes condic6es de reticulacdo e iniciacdo de forma a tentar avaliar o efeito
das condicbes de operacdo na arquitetura molecular e desempenho dos materiais
produzidos.

Como mondmeros principais foram considerados NIPA (gerador de redes de polimero
sensiveis a temperatura), DMAEMA (gerador de hidrogéis catidnicos), AA e MAA
(geradores de hidrogéis anidnicos), NVP (gerador de hidrogéis neutros) e ainda DMA e
AAmM gue sdo mondmeros vinilicos contendo grupos amida e que geram produtos com
importancia em processos bioldgicos/biomédicos devido a sua compatibilidade com
agua (a PAAm ¢é um floculante poderoso e é também usado na separacéo de proteinas, 0
PDMA pode ser estimulado pelo pH e também pela temperatura, embora numa gama
superior ao PNIPA).
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A possibilidade de sintetizar hidrogéis com sensibilidade combinada a mdaltiplos
pardmetros foi explorada considerando comondémeros na mistura inicial. Em concreto
(ver Tabela 2), foram sintetizadas redes de polimero baseadas em NIPA/AA e
NIPA/MAA (sensibilidade combinada a temperatura/pH) e DMAEMA/MAA (rede
anfotérica carregando cargas negativas e positivas em simultaneo).

Neste plano experimental, foram também considerados reticulantes com diferentes
funcionalidades, nomeadamente MBAm (duas ligagdes vinilicas gerando pontos de
reticulacdo tetrafuncionais), TMPTA (trés ligacdes duplas gerando pontos de reticulacao
hexafuncionais) e TAO (quatro ligacdes duplas gerando pontos de reticulacdo
octafuncionais). Pretendeu-se desta forma avaliar o efeito da densidade de reticulagédo
da rede no seu desempenho. A razao molar entre reticulante e monémeros variou entre 1
(0% de reticulante foi testado para a sintese de NVP linear) e 5% (ver Tabela 2), que sdo
valores nas gamas geralmente consideradas para a producdo de hidrogéis levemente
reticulados.

Foram usados diferentes sistemas de iniciagdo em funcdo da gama de temperaturas e
solvente considerado na sintese: APS/TEMED para polimerizacdo em &gua a baixa
temperatura (ex. 20 °C), V50 para polimeriza¢do em solucdo aquosa a temperatura mais
elevada (ex. 50 °C) e AIBN nas polimerizagbes em solvente organico a elevada
temperatura (ex. 70 °C). A razo entre iniciadores e mondmeros foi ajustada de modo a
tentar garantir uma razoavel velocidade de polimerizacdo (ex. converséao superior a 80%
com 6 horas de reacdo). Note-se que as concentracfes de mondmeros usados tém
também aqui um grande impacto e podem ser condicionadas pelos respetivos limites de
solubilidade (ex. pardmetro importante com NIPA em 4&gua). Em alguns casos foi
realizada polimerizacdo na auséncia de solvente (ver Tabela 2) mas os produtos assim
obtidos apresentam-se geralmente num estado vitreo mais dificil de manusear.

A neutralizagdo de mondmeros idnicos (particularmente AA e MAA) é um aspeto
importante na sua polimerizacdo dado que a velocidade de reacéo é fortemente afetada
por este parametro [61]. Nos casos especificados na Tabela 2, realizou-se a
neutralizacdo prévia dos mondémeros utilizando a quantidade de NaOH necessaria para
atingir o valor de ay pretendido. Nos casos em que TEMED foi usado como catalisador
(sistema de iniciacdo aquoso APS/TEMED) o valor rcar = 1 foi adotado seguindo
estudos prévios reportados na literatura [6].

Como foi atras mencionado, nos anos recentes tem sido explorado o uso de técnicas de

polimerizacdo controladas (CRP) como tentativa de obter polimeros soltveis e géis com
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estrutura pré-definida, gerando também eventualmente materiais com propriedades por
medida (ex. projetar a razdo de inchamento de um hidrogel). Note-se que nas
polimerizagdes radicalares classicas (FRP), devido ao impacto das reacOes de
terminacdo e outros mecanismos cinéticos secundarios (ex. reac@es intramoleculares de
ciclizacdo), os polimeros e géis resultantes apresentam em geral uma estrutura bastante
heterogénea (populacdo incluindo moléculas com tamanhos muito distintos). As
técnicas CRP permitem, em principio, aumentar a homogeneidade dos produtos, ou
seja, gerar uma populacdo com moléculas muito iguais entre si. Em trabalhos de
investigacdo recentes [59, 60] tem sido discutido se esse aumento de homogeneidade
tem um reflexo claro nas propriedades dos materiais sintetizados. Essa linha de
investigagdo foi aqui explorada através da sintese RAFT de hidrogéis em suspensdo
inversa e em solucdo (como a frente apresentado). Sob o ponto de vista quimico, na
polimerizacdo RAFT inclui-se para além dos componentes FRP um agente de
transferéncia (ex. DDMAT, CDT ou CPA como detalhado na Tabela 2). No entanto,
muitas vezes, ha a necessidade de alterar as condi¢des de sintese: baixa solubilidade dos
agentes RAFT em muitos solventes (particularmente em agua) e forte diminuicdo da
velocidade de reacdo sdo algumas dificuldades que devem ser consideradas. Essas
alteracdes estdo detalhadas na Tabela 2, onde se descreve, por exemplo, o uso de um
solvente organico e temperatura de polimerizacdo elevada com DDMAT e CPA. Para
além da escolha do agente RAFT adequado, a sua quantidade inicial é também um
parametro importante pois condiciona o tamanho médio das cadeias do polimero
produzido (s&o obtidas cadeias mais pequenas com o aumento da quantidade de agente
RAFT). Este aspeto é importante na sintese de hidrogéis pois a sua razo de inchamento
(propriedade fundamental nas aplicacGes destes materiais) é fortemente influenciada por
este parametro [59, 60]. Neste trabalho foram usados valores de rz4rr Na gama 1,6 a 9
(ver Tabelas 2 e 3). Note-se que um valor de rg4rr Proximo de zero reproduz uma
polimerizagdo FRP enquanto que o parametro rz,r demasiado elevado (ex. 10) conduz
em geral a uma polimerizacdo demasiado lenta (necessidade de varios dias de reacdo
para obtengéo de produto).

Para promover a formacéo da dispersao, conforme detalhado na Tabela 2, foram usados
rn =1/3our, =1/5ers=0,1%. Nestas condigdes foi possivel produzir particulas

de hidrogel mantendo boas condicdes de agitacdo do reator durante todo o processo [6].
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3.3.1. Procedimento Experimental

De seguida descreve-se um processo de sintese tipico usado na producdo de hidrogéis
em suspensdo inversa. Inicialmente, prepararam-se dois conjuntos de 10 frascos, um dos
conjuntos com hidroguinona (HQ) e metanol e outro com HQ e acetona. Estes frascos
sdo usados para recolha de amostras para analise posterior por SEC e gravimetria,
respetivamente. Usou-se uma balanca de preciséo para efetuar as pesagens de HQ e uma
pipeta volumétrica para medir as quantidades de metanol e acetona. A presenca de HQ é
importante uma vez que permite inibir a reacdo, possibilitando a posterior analise no
meio reacional a diferentes instantes de polimerizacdo através de SEC. De seguida
efetuaram-se diversas pesagens, nomeadamente do monomero (NIPA), da Wp,, do
catalisador da reacdo (TEMED), do iniciador (APS), do reticulante (MBAmM) e do
emulsionante (SPAN 80). Além disso, mediram-se 150 mL de ciclohexano (CH), que
foi usado para manter a reacdo em suspensao inversa. Com o objetivo de promover a
dissolugdo do mondmero, colocou-se num sistema de ultrassons a massa de monémero
previamente pesada e Wp,. De seguida colocou-se num frasco o emulsionante (SPAN
80) a dissolver com o ciclohexano usando para isso uma placa de aquecimento a uma
temperatura de 20 °C. Para a obtencdo de uma solucdo homogeénea fez-se a agitacdo
deste sistema com uma barra magnética. Posteriormente, dissolveu-se tanto o reticulante
como o sistema de iniciacdo (APS+TEMED) em Wp,. O frasco contendo 0 monémero
foi borbulhado com argon para remoc¢do do O,, uma vez que este pode reagir com o
iniciador, diminuindo a taxa de conversdo de mondémero em polimero. Imediatamente
antes de iniciar a reacdo adicionou-se a solucdo aquosa de monoémeros o sistema de
iniciacdo (APS+TEMED). Iniciou-se a sintese do hidrogel, a uma temperatura
especificada (ex. 20 °C, ver também a Figura 24), colocando a mistura aquosa de
monomero e iniciador num frasco agitado contendo ciclohexano e emulsionante,
promovendo assim a formacdo de uma suspenséo inversa de uma solugdo aquosa (fase
dispersa) em 6leo (fase continua).

A duragdo tipica de cada experiéncia foi de 6 horas. Ao longo de cada experiéncia,
recorrendo a uma pipeta Pasteur foram recolhidas amostras com cerca de 2 mL tanto
para os frascos com HQ e metanol como para os frascos com HQ e acetona aos 0, 5, 10,
15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos (Figura 25), colocando os frascos para
andlise por SEC no frio (Figura 27). No final da reagdo, por decantagéo efetuou-se a
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separacdo do ciclohexano da suspensao de particulas de hidrogel. Por tltimo, adicionou-
se agua quente a suspensdo (nas polimerizacbes com NIPA) o que originou a
precipitacdo do polimero (Figura 26). Com outros monémeros, o polimero pode ser

facilmente precipitado a temperatura ambiente usando acetona ou metanol.

Figura 24: llustracdo fotogréfica do sistema de reacdo usado na sintese de hidrogéis por suspensdo
inversa. O uso de um agitador magnético permite criar/manter uma dispersdo de fase aquosa na fase
organica (fase continua). Desta forma, sdo produzidas particulas de hidrogel mantendo-se a boa agitacéo
do reator. O aumento significativo da viscosidade quando os hidrogéis equivalentes sdo sintetizados em
solugdo impede a boa agitacdo do reator durante todo o processo. O difusor existente na instalagdo
experimental foi usado para borbulhar um gas inerte (Azoto ou Argon por exemplo) e desta forma manter
0 meio reacional isento de oxigénio (inibidor de polimerizagéo).

Figura 25: |llustracdo fotografica do Figura 26: Illustracdo fotografica do processo de

processo de recolha de amostras com
tempos de reagdo diferentes durante o
processo de sintese de hidrogéis por
suspensdo inversa. A precipitacdo em
metanol, acetona, por exemplo, e eventual
aquecimento dos produtos de reacdo
permite realizar o seu isolamento de forma
simples (ver também Figura 26).

precipitagdo do hidrogel final obtido por polimerizacdo
em suspensdo inversa. A precipitacdo da mistura reacional
em solventes como acetona ou metanol permite facilmente
isolar os produtos (neste caso na forma particulada) na
grande maioria dos casos quimicos diferentes aqui
estudados. Para hidrogéis de NIPA, este processo é mais
eficientemente realizado através da precipitagdo em
solvente quente (ex. 50 °C) dado o colapso destes
produtos por efeito do aumento da temperatura.
Procedimentos semelhantes permitem isolar os hidrogéis
produzidos em solugdo.
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Figura 27: llustracdo fotografica de um conjunto de amostras do meio reacional retiradas a diferentes
tempos de polimerizagdo. O processo de amostragem ao longo da polimerizacdo é usado para obter
medicdes cinéticas da formacdo de produtos (ex. através da injecdo da fracdo solivel em GPC). A
comparacdo visual das amostras permite também avaliar de forma simples a quantidade de hidrogel
formada em diferentes instantes de polimerizag&o.

Nas Figuras 129 a 137 dos Anexos visualizam-se fotograficamente alguns passos do

procedimento experimental anteriormente descrito.

3.3.2. Analise por SEM das Particulas de Hidrogel Obtidas

por Suspenséo Inversa

Na Figura 28 sdo apresentados alguns exemplos de micrografias SEM (microscopia
eletronica de varrimento) referentes a particulas de diferentes tipos de hidrogéis
sintetizados por suspensao inversa. Em alguns casos pode observar-se a formacdo de
material fundido devido ao tratamento dos géis apds polimerizacdo (ex. precipitacdo e
processo de secagem) [59]. E possivel que a formagdo deste material fundido altere o
padrdo de incubacéo/libertacdo de farmacos que seria de esperar com particulas de
hidrogel individualizadas. A operacdo em micro-reator tubular sera uma opcao que
poderd melhorar a morfologia das particulas de hidrogel obtidas (distribuicdo
homogénea de tamanhos de particula) e impedir eventualmente a formagdo de dominios
fundidos. As analises por microscopia eletrénica de varrimento apresentadas na Figura

28 foram realizadas no Centro de Microscopia da Universidade do Porto (CEMUP).
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Figura 28: Micrografias SEM de particulas de diferentes hidrogéis sintetizados por suspensao inversa. (a)
e (b) séo referentes a um hidrogel AA/MBAm. (c) é referente a um hidrogel NIPA/MBAmM. (d) e (e) séo
referentes a um hidrogel NIPA/AA/MBAmM. (f) é referente a um hidrogel DMA/MBAmM.
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3.4. Sintese de Hidrogéis em Solucéao

Os hidrogéis sob a forma de particulas que sdo obtidos através de polimerizacdo em
suspensdo inversa (aspeto morfologico nas Tabelas 21 a 23 dos Anexos) apresentam
vantagens importantes em algumas aplicages praticas, nomeadamente porque a partida
ndo necessitam de ser moidos (processo que sob o ponto de vista industrial € realizado
com os hidrogéis sintetizados em solucdo), podem ser secos com maior facilidade
(particulas dispersas com maior taxa de transferéncia de massa e calor) e nos processos
de libertacdo de farmacos (por exemplo) geram também uma menor resisténcia a
transferéncia de massa. No entanto, a presenca de solventes orgéanicos e agentes de
dispersdo no seu processo de sintese obriga a dificeis processos de limpeza dos produtos
finais que ndo podem ser desta forma usados diretamente em aplicacdes bioldgicas.
Note-se que em alguns casos é possivel a polimerizacdo dos préprios agentes de
dispersdo na interface Oleo/agua e os hidrogéis finais podem conter uma fase nédo
solivel em &gua. Estes factos, e 0o pequeno tamanho das particulas obtidas, geram
dificuldades na reprodutibilidade do comportamento dos hidrogéis sintetizados em
suspensdo inversa, nomeadamente no seu fendbmeno de inchamento e libertacdo de
farmacos (por exemplo). Estes fendmenos serdo analisados nos dois capitulos seguintes
deste trabalho.

A forma dbvia de eliminar as desvantagens atrds descritas para 0s hidrogéis de
suspensdo inversa é realizar a sintese diretamente em solucdo aquosa. O procedimento
experimental genérico € em tudo semelhante ao atras descrito sem a presenca da fase
continua (fase organica) e do agente de dispersdo. Na Tabela 3 encontram-se detalhadas
as condicdes experimentais usadas neste trabalho para sintetizar hidrogéis inteligentes
em solucdo (aspeto morfoldgico na Figura 142 dos Anexos). Foram também produzidos
materiais através das técnicas FRP e RAFT. Note-se que, para além das desvantagens
atrds mencionadas para os produtos em solucdo (dificuldade de secagem, maior
resisténcia a transferéncia de massa), a sintese de géis em solucdo é também um
processo dificil (nomeadamente em processos industriais) devido a enorme viscosidade
que ¢ gerada nos reatores. As dificuldades de agitacdo diminuem a taxa de dissipacao de
calor, resultando em geral em processos ndo isotérmicos (aumento substancial da

temperatura de reagdo) com impacto importante nas propriedades dos produtos.
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Tabela 2: Condigoes utilizadas na sintese em suspensdo inversa de hidrogéis inteligentes.

Sintese de Hidrogéis em Suspensdo Inversa e em Solugdo

HG M1 M2 Reticulante | Iniciador | Catalisador | Agente Solv. Conce’ntragéo Razdo Razdo Razdo Tem’peratura Razdo | Razdo Neutralizacio Polimerizacio
CR | CAT RAFT Monémeros | M1/(M1+M2) | CR/(M1+M2) | I/(M1+M2) |  Sintese I/CAT | RAFT/I

HG1 NIPA - MBAM APS TEMED - Agua 10% 100% 1% 0,25% 20°C 1 - 0% (&‘;gi;;ios'%ir;z)
HG2 NIPA AA MBAM APS TEMED - Agua 14,5% 50% 1% 0,25% 20°C 1 - 80% (\AS/I/JSET}TZ 's"/vcfff/)
HG3 NIPA | MAA | MBAm APS TEMED - Agua 13,8% 67% 1% 0,25% 20°C 1 - 84% (\S,\L,j/sopirl]jgosl%irlsj)
HG4 NIPA | MAA |  MBAm APS TEMED - Agua 11,1% 88% 1% 0,26% 20°C 1 - 50% (\S/\l;/sopir;?,osl%i;s/a)
HG5 NIPA - TAO APS TEMED - Agua 10% 100% 1% 0,25% 20°C 1 - 0% (\S,\;J/Sopi:;gosl%irls/a)
HGE NIPA - TMPTA APS TEMED - Agua 10% 100% 1% 0,25% 20°C 1 - 0% (\S/\l;;opiz;:osl%ifj)
He7 NIPA - MBAM APS TEMED - Agua 10% 100% 2% 0,26% 20°C 1 - 0% (\S,\L/J/Sgi:;:osl%irls/a)
HG8 | pmAEMA | - EGDMA AIBN - - - 100% 100% 5% 0,5% 60°C - - 0% (\5/\‘/‘;0"‘:’1‘;205'%252)
HGS | Dmaema | - EGDMA V50 - - - 73% 100% 5% 0,3% 60°C - - 0% (\51\7/58353%'%32)
HG10 AA - MBAM AIBN - DDMAT | DMF 37,9% 100% 1% 0,04% 70°C - 8,5 0% (\S/\I/J;opi;iosl%irlij‘f,)
HG11 NIPA - MBAm AIBN - DDMAT | DMF 30,0% 100% 1% 0,04% 70°C - 9,0 0% (\5/\‘/‘/5822;?5'%?;2)
HG12 AA - MBAm V50 - CPA | Agua 43,3% 100% 2% 0,11% 50°C - 1,83 0% (\S/\l;;opi:;iosl%irli;,)
HG13 | bmAEMA | MAA | MBAm V50 - cPA | Agua 50,3% 35% 2% 0,14% 50°C - 1,94 0% (\5/\‘/‘/582:;§°5'%ir;;)
HG14 NIPA - MBAm AIBN - cOT | DMF 21% 100% 2% 0,35% 60°C - 2,07 0% (\S/\l;;opi:;iosl%irli;,)
HGIS 1 Nipa | A MBAM AIBN - COT | DMF 21,7% 88% 1% 0,36% 60°C - 1,99 0% (\5/\‘/‘/582:;§°5'%ir;;)
HG16 NP - - V50 - - Agua 25% 100% 0% 0,03% 70°C - - 0% (\T/J;opi;;gosl%irfi)
HG17 NVP - MBAM V50 - - Agua 25% 100% 1% 0,03% 70°C - - 0% (\S/\L/J/sgir;;;osl%irls/a)
HG18 NIPA - MBAM APS TEMED CPA | Agua 14,9% 100% 1% 0,26% 20°C - 2,11 0% (\S/\;J;opi:;iosl%iﬁz)
HG19 DMA - MBAm APS TEMED - Agua 33,4% 100% 1% 0,27% 20°C - - 0% (\S/\l/J/SOpiZ;ioSI;giT"/i)
HG20 |  AAm : MBAm APS TEMED - | Agua |  14,9% 100% 1% 0,22% 20°C - - 0% Suspensdo Inversa

(W/0=1/5, 5/0=1%)
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Tabela 3: Condices utilizadas na sintese em solucdo de hidrogéis inteligentes.

Sintese de Hidrogéis em Suspensdo Inversa e em Solugdo

Hidrogéis Sintetizados em Solucao

Monémero | Monémero Reticulante Iniciador Catalisador Agente Diluicdo dos Razio Razéo Razéo Temp. Razéo Razéo _
HGS Solv. Neutralizagao
1 2 CR [ CAT RAFT monémeros | MI/(M2+M1) | cryM1+M2) | 1(M1+M2) | Sintese | ycaT | RAFT/I
HGS1 NIPA - MBAm APS TEMED - Agua 17,8% 100% 1,0% 0,5% 20 °C 1 - 0%
HGS2 AA - MBAm APS TEMED - Agua 42,6% 100% 1,0% 0,5% 20 °C 1 - 60%
HGS3 DMAEMA - MBAm V50 - - Agua 40,0% 100% 0,5% 0,5% 50 °C - - 0%
HGS4 AA - MBAmM V50 - CPA Agua 46,5% 100% 2,1% 0,12% 50 °C - 1,69 0%
HGS5 DMAEMA - MBAm V50 - CPA Agua 175,9% 100% 2,3% 0,05% 50 °C - 2,08 0%
HGS6 DMAEMA MAA MBAmM V50 - - Agua 46,2% 52,3% 2,0% 0,25% 50 °C - - 0%
HGS7 DMAEMA MAA MBAm V50 - CPA Agua 177,0% 50,0% 2,0% 0,05% 50 °C - 2,0 0%
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Capitulo 4 - Testes de Caraterizacdo da

Sensibilidade dos Hidrogéis

4.1. Introducao

Nesta seccdo apresentam-se os resultados experimentais relativos aos testes de
caracterizacdo da sensibilidade de hidrogéis que foram realizados com 0s materiais
sintetizados. Foram selecionados casos representativos de hidrogéis anionicos,
cationicos, anfotéricos e sensiveis a temperatura e efetuadas medic6es da variacdo da
sua razdo de inchamento (SR) estimulada por alteracdes das condi¢fes das solugdes
aquosas onde se encontravam colocados, nomeadamente pH, temperatura, forca idnica
ou presenca de solvente desidratante. Com estas medicdes pretendeu-se avaliar o efeito
das condicgdes de sintese na sensibilidade de materiais obtidos, nomeadamente o efeito
da composic¢do quimica inicial (ex. estrutura quimica e propriedades dos mondémeros
usados) e da técnica de sintese usada (comparacdo FRP/RAFT).

Na Figura 29 faz-se a representacdo esquematica idealizada para a variacdo da razdo de
inchamento de hidrogéis anidnicos e cationicos em solugdes aquosas com diferentes
valores de pH. Na mesma figura é feita a catalogacdo nessas duas familias de alguns
hidrogéis sintetizados neste trabalho. Na Figura 30 € apresentada uma esquematizagao
analoga para hidrogéis termosensiveis. Um dos objetivos das medicBes experimentais
realizadas foi avaliar se esses comportamentos ideais se confirmam na pratica. Por essa
razao, nas representacdes graficas que a frente serdo apresentadas, para além dos valores
experimentais de SR, foram também incluidas linhas de tendéncia que tentam
reproduzir esse comportamento ideal. Na Figura 31 faz-se uma antevisdao do
comportamento que foi observado com hidrogéis potencialmente sensiveis em
simultdneo ao pH e a temperatura. De facto, como se mostrara a frente, para os
hidrogéis sintetizados neste trabalho assinalados nessa figura foi observada uma muito
maior sensibilidade ao pH comparativamente a temperatura.

Os testes aqui apresentados visaram também identificar os hidrogéis com maior grau de
sensibilidade as alteragdes impostas de modo a tentar potenciar esses materiais nos

testes de libertacdo de farmacos que serdo descritos no proximo capitulo deste trabalho.

43



Testes de Caraterizagdo da Sensibilidade dos Hidrogéis

SR
Hidrogeis Anionicos

(HG2, HG3, HG4, HG10, HG12,
HG15, HG20, HGS2, HGS4)

Hidrogeis Catiénicos
(HG8, HGY9, HGS3, HGSS)

-
f

pH basico

pH acido

Figura 29: Representacdo esquematica idealizada para a variacdo da razdo de inchamento de hidrogéis
anionicos e catiénicos em solucdes aquosas com diferentes valores de pH. E feita também a catalogacédo

nessas duas familias de alguns hidrogéis sintetizados neste trabalho.

SR

Hidrogéis Termosensiveis/ Termoreversiveis
(HG1, HG2, HG3, HG4, HG5, HG6, HG7,
HG11, HG14, HG15, HG18, HGS1)

Y

Temperatura

Figura 30: Representacdo esquematica idealizada para a variagdo da razdo de inchamento de hidrogéis
termosensiveis em solugdes aquosas com diferentes valores de temperatura. E feita também a catalogacéo

nessa familia de alguns hidrogéis sintetizados neste trabalho.

Hidrogéis Sensiveis a Temperatura e ao pH

SR A (HG2, HG3, HG4, HG15)

em solucdes basicas

em solucdes acidas

-
o

Temperatura

Figura 31: Representacdo esquematica da variacdo da razdo de inchamento observada com hidrogéis
potencialmente sensiveis em simultdneo ao pH e a temperatura. Para os hidrogéis sintetizados neste
trabalho assinalados na figura foi observada uma muito maior sensibilidade ao pH comparativamente a

temperatura.
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4.2. Materiais

Para a realizacdo dos testes de caraterizacdo dos hidrogéis produzidos, assim como na
realizacdo de alguns testes de libertacdo controlada de farmacos, utilizou-se agua
desionizada (Wop,), recolhida a partir do aparelho Barnstead-Easy pure LF. A
resistividade da agua desionizada ¢ de 18,3 MQ-cm.

Utilizaram-se solucBes tampéo (1,2 e 7,5) para a realizacdo dos testes de sensibilidade
mista a variacdo do pH em estado de equilibrio e nos testes de libertacdo controlada de
farmacos e solugdes tampdo (1 a 14) nos testes de sensibilidade dos hidrogéis a variagao
do pH a temperatura constante em estado de equilibrio. Estas solugdes tampao foram
previamente preparadas, recorrendo a protocolos existentes. Os valores efetivos do pH

das solugdes aquosas preparadas foram medidos usando um elétrodo pH (marca Schott).

4.3. Procedimento Experimental

O procedimento experimental adotado nos diferentes testes é muito semelhante.
Prepararam-se 0s banhos de agua necessarios as temperaturas requeridas, com auxilio
de placas de aquecimento e respetivos termopares. Esperou-se até a estabilizacdo da
temperatura nos valores selecionados. Pesou-se o hidrogel (ex. cerca 0.2 g), recorrendo
a uma balanca de precisdo. Posteriormente pesou-se um filtro de papel, anteriormente
recortado, molhado em &gua desionizada ou molhado com uma dada solucdo aquosa
com o valor de pH selecionado. Posto isto iniciou-se o teste. Num gobelet de 100 mL,
colocam-se cerca de 80 mL de Wp, ou de solugdo com o pH escolhido, posteriormente,
mergulhou-se o filtro no liquido e colocou-se a quantidade de hidrogel pesada no filtro
que continha ja no seu interior 0 meio aquoso pretendido. O conjunto filtro + hidrogel
foi recolhido em intervalos regulares (ex. a cada hora), sendo o excesso de agua ou
solucdo de pH retirada do papel de filtro para proceder a pesagem do conjunto numa
balanca de precisdo. A massa total pesada fez-se a subtracio da massa do papel de filtro
molhado (pesado no inicio do processo), chegando-se desta a massa de hidrogel inchado
(dgua contida no hidrogel + massa de hidrogel). Ao dividir esta massa pela massa inicial
de polimero obtém-se a sua razéo de inchamento. Na Figura 32 apresenta-se a ilustragcdo

do procedimento acima descrito (ver também Figuras 144 a 147 dos Anexos).
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_ MassadoHidrogelInchado
Massado Hidrogel Seco

SR (10)

Em geral, considerou-se o periodo de tempo de cerca de 1 hora como sendo suficiente
para que fosse atingido o estado de equilibrio (saturacdo do hidrogel com alcance do seu
inchamento maximo). A obtencdo da dindmica de inchamento foi realizada de forma
semelhante realizando medicGes de SR a tempos mais curtos, conforme sera a frente
descrito.

Deve notar-se que alguns dos dados experimentais que serdo apresentados nesta seccao
apresentam uma elevada dispersdo, tendo também sido observada alguma falta de
reprodutibilidade nas medic6es. Estes factos sdo em parte explicados devido a variacao
na massa de hidrogel entre medic6es (particulas pequenas que passam através do filtro)
e na dificuldade em remover exatamente 0 mesmo excesso de agua presente no filtro em

todos 0os momentos de medicao.

Figura 32: llustragdo fotogréafica de um teste tipico de caraterizagfo da sensibilidade de hidrogéis. O
procedimento geral consiste na colocagdo de uma massa pré-pesada de hidrogel seco (ex. 0,2 g) huma
solugdo aquosa (ex. 80 mL) com as condicdes de estimulo pretendidas (selecdo da temperatura, pH, forga
i6nica, etc.). A pesagem do hidrogel inchado, para determinacdo da razdo de inchamento, a diferentes
instantes de tempo pré-definidos permite obter a sensibilidade dindmica do material nas condicGes
selecionadas. A sensibilidade de equilibrio é avaliada apds um relativamente longo periodo de tempo (ex.
1 hora). A alteragdo das condicfes de estimulo permite avaliar a sensibilidade do material a variacdo dos
pardmetros pretendidos.

4.3.1. Sensibilidade de Equilibrio dos Hidrogéis a Variagéo da

Temperatura

Na Figura 33 apresenta-se a variacdo da razdo de inchamento (SR) de equilibrio em
funcdo da temperatura, observada para o hidrogel baseado em NIPA (hidrogel HG1 na
Tabela 2). Cada uma dessas medicGes (cada valor de temperatura) foi realizada de

acordo com o procedimento experimental atras descrito. A repeticdo deste procedimento
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para diferentes valores pré-fixados de temperatura permitiu medir a sensibilidade do
hidrogel a variagdo da temperatura do meio aquoso circundante, conforme se mostra na
Figura 30. E possivel observar que este material se apresenta inchado a temperaturas na
gama de 20 °C (razdo de inchamento da ordem de 20) e que a sua razao de inchamento
diminui com o aumento de temperatura, verificando-se o colapso do material (contracédo
com razdo de inchamento da ordem de 3) a cerca de 37 °C. A elevada sensibilidade
deste hidrogel a temperatura (numa gama compativel com a fisiologia do corpo
humano) possibilita a sua consideracdo em aplicacGes biomédicas, nomeadamente na
libertacdo controlada de farmacos (como sera explorado a frente neste trabalho).

Na Figura 34 apresentam-se 0s resultados equivalentes para o hidrogel HG2. E de
assinalar o aumento significativo da raz&o de inchamento de equilibrio do material (para
cerca de 100) mas a perda da sua sensibilidade a variacdo da temperatura. Estes
resultados mostram que o inchamento do hidrogel passou a ser dominado pelo seu
cardcter aniénico, conferido pela presenca de AA na sua estrutura (comparar
composi¢do de HG1 e HG2). Nas Figuras 35, 36 e 37 mostra-se que os hidrogéis HG5,
HG6 e HG7 podem também ser usados como materiais estimulaveis pela temperatura.
Note-se que as diferencas entre esses trés materiais residem na utilizacdo de diferentes
tipos de crosslinkers (bi, tri e tetra-funcionais), que alteram a densidade de reticulacéo
das redes e portanto o seu processo de inchamento. As Figuras 38 a 40 mostram que 0s
hidrogéis HG9 (catiénico), HG12 (anidnico) e HG13 (anfotérico), redes de polimero
ionicas baseadas em DMAEMA, AA e DMAEMA/MAA (respetivamente) ndo sao
estimulaveis por alteracdo da temperatura. Na Figura 41 mostra-se que o hidrogel HG14
(NIPA/RAFT) apresenta uma razoavel sensibilidade a variacdo da temperatura mas as
gamas de razdes de inchamento alcancaveis sdo muito inferiores aos materiais
equivalentes sintetizados por FRP (ex. HG1). Estas propriedades resultam da
diminuicdo do tamanho médio das cadeias que é inerente a polimerizacdo RAFT e
consequente alteracdo da capacidade de inchamento. Estes resultados mostram a

importancia do processo de sintese dos materiais no seu desempenho final.
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Figura 33: Sensibilidade de equilibrio dos
hidrogeéis a variacdo da temperatura: razdo de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG1
(PNIPA) observada a diferentes valores de
temperatura. Os  resultados  experimentais
mostram uma elevada sensibilidade deste
hidrogel a variacdo da temperatura.
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Figura 34: Sensibilidade de equilibrio dos
hidrogéis & variacdo da temperatura: razdo de
inchamento de equilibrio do hidrogel HG2 (P
(NIPA/AA)) observada a diferentes valores de
temperatura.  Os  resultados  experimentais
mostram uma baixa sensibilidade deste hidrogel &
variagdo da temperatura. O inchamento do
hidrogel ¢ dominado pelo seu carater aniénico,
conferido pela presenca de AA na sua estrutura.
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Figura 35: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacdo da temperatura: razdo de inchamento de
equilibrio do hidrogel HG5 (PNIPA) observada a diferentes valores de temperatura. Os resultados
experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste hidrogel a variacdo da temperatura.
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Figura 36: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a
variagdo da temperatura: razdo de inchamento de
equilibrio do hidrogel HG6 (PNIPA) observada a
diferentes valores de temperatura. Os resultados
experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste
hidrogel a variagdo da temperatura.
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Figura 39: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a
variagdo da temperatura: razdo de inchamento de
equilibrio do hidrogel HG12 (PAA) observada a
diferentes valores de temperatura. Os resultados
experimentais mostram uma muito reduzida sensibilidade
deste hidrogel a variacdo da temperatura.
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Figura 37: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a

variacdo da temperatura: razdo de inchamento de
equilibrio do hidrogel HG7 (PNIPA) observada a
diferentes valores de temperatura. Os resultados
experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste
hidrogel a variacdo da temperatura.
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Figura 40: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a
variacdo da temperatura: razdo de inchamento de
equilibrio do hidrogel HG13 (P (DMAEMA/MAA))
observada a diferentes valores de temperatura. Os
resultados experimentais mostram uma muito reduzida
sensibilidade deste hidrogel a variacdo da temperatura.
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Figura 38: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a
variagdo da temperatura: razdo de inchamento de
equilibrio do hidrogel HG9 (PDMAEMA) observada a
diferentes valores de temperatura. Os resultados
experimentais mostram uma muito reduzida sensibilidade
deste hidrogel a variacdo da temperatura.
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Figura 41: Sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a
variagdo da temperatura: razdo de inchamento de
equilibrio do hidrogel HG14 (PNIPA) observada a
diferentes valores de temperatura. Os resultados
experimentais mostram uma moderada sensibilidade deste
hidrogel a variagdo da temperatura.
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4.3.2. Sensibilidade Dinamica dos Hidrogéis a Variacdo da

Temperatura

As Figuras 42 e 43 mostram a sensibilidade dindmica dos hidrogeis HG1 e HG7 (ambos
baseados em NIPA mas sintetizados com diferentes quantidades de MBAmM),
determinada em dois valores diferentes de temperatura. Salienta-se a rapida dindmica de
inchamento dos hidrogéis (em cerca de 10 min é atingido o estado de equilibrio) e
também a efetiva sensibilidade a temperatura (valores muito mais baixos de SR a 40 °C
comparativamente com 25 °C). Note-se também a gama mais baixa de valores de SR
observados com HG7 em resultado da maior quantidade de crosslinker (MBAmM) usada
e da consequente densificacdo da rede de polimero com concomitante diminui¢do da

capacidade de inchamento.

t t t t t t t 18 t } f f
] 4 ]
| L n

16 + 16 LI

6 = m m T ] i

[ | 101 B— — = 8

|

o 127 T o 12T 1
£ £

[ [} -+ -
£ £

2 2 107 b
S S

£ £ T B
© o

S g4 =+ S g+ -

g g 1 4
N 3

o4 x g4 |

47 "] T AT T -

4 iy | 4 7] [r] i
@ a —f— T=25°C 2+ =il T=25°C |+
g T=40°C T =gl T=40°C |
0 } } Il Il Il rd 0 I ] | 1
T T T T T T T T T T

150 200 250
Tempo (min)

300 350

400

60

120 180
Tempo (min)

T
240

300

Figura 43: Variagdo com o tempo da razdo de
inchamento do hidrogel HG7 (PNIPA) observada
a dois valores diferentes de temperatura (T=25 °C
e T=40 °C). Os resultados experimentais mostram
uma rapida dindmica de inchamento e uma
elevada sensibilidade do hidrogel a temperatura.

Figura 42: Variagdo com o tempo da raz&o de
inchamento do hidrogel HG1 (PNIPA) observada
a dois valores diferentes de temperatura (T=25
°C e T=40 °C). Os resultados experimentais
mostram uma répida dindmica de inchamento e
uma elevada sensibilidade do hidrogel a
temperatura.

4.3.3. Sensibilidade de Equilibrio dos Hidrogéis a Variacao

Simultanea do pH e da Temperatura

Nas Figuras 44 e 45 sdo apresentadas, para os hidrogéis HG2 (PNIPA/PAA) e HG3
(PNIPA/PMAA), as medicbes de equilibrio relativas a variagdo da razdo de inchamento

com a temperatura, considerando também dois valores de pH diferentes (pH=1,2 e
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pH=7,5). Note-se que apesar desses hidrogeis incluirem NIPA, estes resultados mostram
uma muito maior sensibilidade dos materiais a0 pH comparativamente a temperatura. O
efeito dos mondmeros aniénicos (AA ou MAA) tem um efeito dominante sobre o
inchamento do hidrogel. Estas observacdes demonstram o efeito da composicao inicial
da mistura reacional (ex. proporcdo entre os diferentes tipos de monomeros) nas
propriedades dos produtos sintetizados. A variagdo da composicdo inicial pode assim
ser usada para tentar projetar condicGes de operagdo que permitam obter materiais com

propriedades por medida.
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Figura 44: VVariacdo com a temperatura da razéo
de inchamento do hidrogel HG2 (PNIPA/PAA)
observada a dois valores diferentes de solugdes
de pH (pH=1,2 e pH=7,5). Apesar do hidrogel
incluir NIPA, estes resultados mostram uma
muito maior sensibilidade do material ao pH
comparativamente & temperatura. O efeito do
mondmero aniénico (AA) tem um carécter
dominante sobre o inchamento do hidrogel.

Figura 45: Variacdo com a temperatura da razdo
de inchamento do hidrogel HG3 (PNIPA/PMAA)
observada a dois valores diferentes de solugdes de
pH (pH=1,2 e pH=7,5). Apesar do hidrogel
incluir NIPA, estes resultados mostram uma
muito maior sensibilidade do material ao pH
comparativamente a temperatura. O efeito do
monoémero (MAA) tem um caracter dominante
sobre o inchamento do hidrogel.

4.3.4. Sensibilidade de Equilibrio dos Hidrogéis a Variacéo do
pH a Temperatura Constante (T=25 °C)

Na Figura 46 apresentam-se os valores observados para a razdo de inchamento (SR) de
um hidrogel baseado em MAA (ver Tabela 2) quando colocado em solugdes aquosas
com diferentes valores de pH. Estas medi¢Oes foram realizadas mergulhando uma
quantidade conhecida de hidrogel seco (ex. cerca de 0,2 g) num grande excesso de
solugédo aquosa com um valor de pH previamente fixado (foram preparadas diferentes

solucBes de modo a abranger a gama de pH=1 até 14). Apds um periodo de tempo
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suficientemente longo (pelo menos 20 min), realizou-se a pesagem do hidrogel inchado,
estimando-se desta forma a razo de inchamento de equilibrio do material. Os
resultados apresentados na Figura 46 mostram a sensibilidade do hidrogel a varia¢éo do
pH da solucdo envolvente. Este material encontra-se contraido quando colocado em
solucdes acidas (ex. SR~8 para pH~1) e aumenta significativamente a sua razdo de
inchamento com o pH, tendo sido observadas razdes de inchamento préximas de 34
para pH=10. A sensibilidade deste material a variacdo do pH pode ser explorada em
aplicacbes biomédicas, nomeadamente no controlo de libertacdo de farmacos com
estimulo pelo pH (como adiante descrito neste trabalho). Note-se, por exemplo, que no
trato gastrointestinal o estbmago apresenta um pH proximo de 1 (meio acido) enquanto
no intestino se observam valores de pH proximos de 8 (meio ligeiramente alcalino).
Conforme se pode observar na Figura 46, o hidrogel aqui descrito apresenta razdes de
inchamento muito diferentes nesses meios (cerca de 8 a pH=1 e aproximadamente 25 a
pH=8). Note-se que o comportamento apresentado na Figura 46 € tipico de um hidrogel
anionico (como é o caso dos hidrogéis baseados em AA), dado que os grupos funcionais
presentes nas cadeias de polimero (ex. grupos acido) sofrem diferentes graus de
ionizacdo em funcdo do pH do meio envolvente com reflexo no estado macroscopico da
rede de polimero (colapsado a meio acido e inchado em meio alcalino). Deve notar-se
que a disperséo (e alguma falta de reprodutibilidade) observada nas medic¢des da razéo
de inchamento (neste e em outros sistemas apresentados neste trabalho) é em parte
explicada por alguma variacdo na massa de hidrogel entre medicdes (particulas
pequenas que passam através do filtro) e na dificuldade em remover exatamente o
mesmo excesso de agua presente no filtro em todos os momentos de medicdo.

Os resultados apresentados na Figura 47 mostram a sensibilidade do hidrogel HG9
(hidrogel catiénico) a variacdo do pH da solucdo envolvente. Ao contrario do que
acontece com o hidrogel baseado em AA (anidnico), este material quando colocado em
solucBes acidas encontra-se inchado (ex. SR~21 para pH~1) e diminui claramente a sua
razdo de inchamento com o aumento do pH, estabilizando num valor final proximo de
10 em meio fortemente alcalino.

Na Figura 48 sdo apresentados os valores observados para a razdo de inchamento de
HG10 (PAA/RAFT) observada a temperatura constante de T=25 °C. Os resultados
experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste hidrogel (anidnico) a variagédo
do pH. Note-se que este hidrogel foi obtido através de sintese RAFT e estes resultados

mostram o forte impacto das condigbes de sintese nas propriedades dos materiais
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obtidos, nomeadamente a comparacdo de produtos FRP/RAFT ou mesmo 0 uso de
diferentes condicbes RAFT, como se pode concluir da comparagédo deste hidrogel com
HG12 (ver Figura 49) que € também um material PAA/RAFT sintetizado com outro
agente RAFT (CPA, como detalhado na Tabela 2).

Na Figura 50 apresentam-se medicdes semelhantes para o hidrogel anfotérico HG13
(PDMAEMA/MAA). Os resultados experimentais mostram uma moderada
sensibilidade deste hidrogel a variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi também
obtido através de sintese RAFT e estes resultados reforcam o forte impacto das
condicdes de sintese nas propriedades dos materiais obtidos (nomeadamente a baixa
gama de razdo de inchamento que € em geral observada para produtos RAFT em
comparacdo com FRP).
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Figura 46: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH: variagdo com o
pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG4 (P (NIPA/MAA) observada a temperatura constante de T=25
°C. Os resultados experimentais mostram uma elevada sensibilidade deste hidrogel (parcialmente
aniénico) a variagao do pH.
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Figura 47: Razdo de inchamento de equilibrio de
hidrogéis a diferentes valores de pH: variagao
com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel
HG9 (PDMAEMA) observada a temperatura

constante de T=25 °C. Os resultados
experimentais mostram uma elevada
sensibilidade deste hidrogel (cati6nico) a

variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi
obtido através de sintese FRP e estes resultados
mostram o forte impacto das condi¢cBes de
sintese nas propriedades dos materiais obtidos
(nomeadamente a comparacdo de produtos
FRP/RAFT).
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Figura 49: Razdo de inchamento de equilibrio de
hidrogéis a diferentes valores de pH: variagdo
com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel
HG12 (PAA) observada a temperatura constante
de T=25 °C. Os resultados experimentais
mostram uma moderada sensibilidade deste
hidrogel (aniénico) a variacdo do pH. Note-se
que este hidrogel foi obtido através de sintese
RAFT e estes resultados mostram o forte
impacto das condigdes de sintese nas
propriedades dos materiais obtidos
(nomeadamente a comparacdo de produtos
FRP/RAFT).
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Figura 48: Razdo de inchamento de equilibrio de
hidrogéis a diferentes valores de pH: variagdo
com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel
HG10 (PAA) observada a temperatura constante
de T=25 °C. Os resultados experimentais
mostram uma elevada sensibilidade deste hidrogel
(anidnico) a variagdo do pH. Note-se que este
hidrogel foi obtido através de sintese RAFT e
estes resultados mostram o forte impacto das
condicbes de sintese nas propriedades dos
materiais obtidos, nomeadamente a comparagéo
de produtos FRP/RAFT ou mesmo 0 uso de
diferentes condi¢des RAFT (comparar com HG12
na Figura 49).
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Figura 50: Razdo de inchamento de equilibrio de
hidrogéis a diferentes valores de pH: variagdo
com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel
HG13 (P (DMAEMA/MAA)) observada a
temperatura constante de T=25 °C. Os resultados
experimentais mostram uma moderada
sensibilidade deste hidrogel (anfotérico) a
variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi
obtido através de sintese RAFT e estes resultados
mostram o forte impacto das condic¢des de sintese
nas propriedades dos materiais  obtidos
(nomeadamente a comparacdo de produtos
FRP/RAFT).
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4.3.5. Sensibilidade de Equilibrio dos Hidrogéis a Variacéo do
pH a Temperatura Constante (T=37 °C)

Nas Figuras 51 a 53 sdo apresentados resultados andlogos aos da seccdo anterior mas
considerando o inchamento de equilibrio de hidrogéis a 37 °C. Assinala-se a efetiva
sensibilidade dos hidrogéis anionicos e cationicos a variagdo do pH também a
temperatura de 37 °C. No caso do hidrogel HG4, é observada a esta temperatura uma
gama de valores de SR inferior ao medido a 25 °C (ver Figura 46) o que se explica pela
presenca de NIPA na estrutura do material. Os resultados apresentados nas Figuras 52 e
53 reconfirmam o forte impacto da sintese RAFT nas propriedades dos materiais
obtidos (em geral é observada uma baixa gama de razdo de inchamento), nomeadamente

em comparacdo com FRP.
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Figura 51: Razdo de inchamento de equilibrio de Figura 52: Razdo de inchamento de equilibrio
hidrogéis a diferentes valores de pH: variacdo de hidrogeis a diferentes valores de pH:
com o pH da razdo de equilibrio do hidrogel ~ Vvariagdo com o pH da razdo de equilibrio do
HG4 (P (NIPA/MAA)) observada a temperatura ~ hidrogel HG12 (PAA) observada a temperatura
constante de T=37 °C. Os resultados constante de T=37 °C. Os resultados
experimentais mostram uma elevada experimentais  mostram  uma  moderada
sensibilidade deste hidrogel (parcialmente  sensibilidade deste hidrogel (anionico) a
anionico) a variacao do pH. variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi
obtido através de sintese RAFT e estes
resultados mostram o forte impacto das
condigBes de sintese nas propriedades dos
materiais obtidos (nomeadamente a comparacao
de produtos (FRP/RAFT).
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Figura 53: Razdo de inchamento de equilibrio de hidrogéis a diferentes valores de pH: variacdo com o
pH da razdo de equilibrio do hidrogel HG13 (P (DMAEMA/MAA)) observada a temperatura constante de
T=37 °C. Os resultados experimentais mostram uma moderada sensibilidade deste hidrogel (anfotérico) a
variacdo do pH. Note-se que este hidrogel foi obtido através de sintese RAFT e estes resultados mostram
o forte impacto das condicdes de sintese nas propriedades dos materiais obtidos (nomeadamente a
comparacédo de produtos (FRP/RAFT).

4.3.6. Dinamica de Inchamento dos Hidrogéis em Agua

Desionizada

Nas Figuras 54 a 57 é ilustrada com alguns exemplos a dindmica de inchamento de
hidrogéis em agua desionizada. Em todos os casos foi observada uma variagdo rapida da
razdo de inchamento com o tempo e ao fim de cerca de 10 min os materiais estdo ja
préximos do estado de equilibrio. De salientar novamente os valores elevados das
razdes de inchamento observadas com hidrogéis FRP (HG1-NIPA e HG2-NIPA/AA),
em particular quando esta envolvido AA (Figura 55) (usado na producdo de materiais
superabsorventes). A dindmica de inchamento de hidrogéis RAFT (HG12 e HG13) é
também bastante rapida mas a gama de razdes de inchamento é geral nestes casos muito

mais baixa (Figuras 56 e 57).
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Figura 54: Dinamica de inchamento de hidrogéis
por efeito da &gua: variagdo com o tempo da
razdo de inchamento do hidrogel HG1 (PNIPA) a
temperatura de 20 °C. Os resultados
experimentais mostram a rapida dindmica de
inchamento do hidrogel que ao fim de cerca de
10 min atinge o estado de equilibrio.
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Figura 56: Dinamica de inchamento de hidrogéis
por efeito da dgua: variacdo com o tempo da
razdo de inchamento do hidrogel HG12 (PAA) a
temperatura de 20 °C. Os resultados
experimentais mostram também o répido
inchamento do hidrogel mas uma razdo de
inchamento de equilibrio relativamente baixa.
Note-se que este hidrogel de PAA foi obtido por
polimerizacdo RAFT, o que demonstra o efeito
das condi¢Bes de sintese nas propriedades dos
materiais, nomeadamente quando se comparam
as técnicas FRP/RAFT.
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Figura 55: Dinamica de inchamento de hidrogéis
por efeito da agua: variagdo com o tempo da

razdo de inchamento do hidrogel HG2 (P
(NIPA/AA)) & temperatura de 20 °C. Os
resultados experimentais mostram a répida

dindmica de inchamento do hidrogel que ao fim
de cerca de 10 min atinge o estado de equilibrio.
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Figura 57: Dinamica de inchamento de hidrogéis
por efeito da é&gua: variagdo com o tempo da
razdo de inchamento do hidrogel HG13 (P
(DMAEMA/MAA)) a temperatura de 20 °C. Os
resultados experimentais mostram também o
rapido inchamento do hidrogel mas uma razéo de
inchamento de equilibrio relativamente baixa.
Note-se que este hidrogel de P
(DMAEMA/MAA) foi obtido por polimerizacdo
RAFT, o que demonstra o efeito das condigdes de
sintese nas propriedades dos  materiais,
nomeadamente quando se comparam as técnicas
FRP/RAFT.
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4.3.7. Dinamica de Inchamento em Agua Desionizada e

Colapso em Acetona

Nesta seccdo sdo apresentados resultados experimentais relativos a dinamica de
inchamento de hidrogéis em &gua desionizada e posterior contracdo em solvente
desidratante (no caso acetona). As medi¢des da razdo de inchamento foram realizadas
através de uma metodologia semelhante aquela anteriormente detalhada, com a
diferenca que num instante de tempo especificado o hidrogel que estava colocado em
agua desionizada passou a ser colocado em acetona. Um caso tipico & apresentado na
Figura 58 onde se pode observar a dindmica de inchamento em &gua desionizada de
HG1 até t=120 min (SR de equilibrio ~15), seguida da sua rapida contracdo em acetona
(SR de equilibrio ~5). O processo de contracdo explica-se, de uma forma simples, com
base na difusdo da agua do interior do hidrogel para a acetona circundante. Um
resultado semelhante é mostrado na Figura 59 para HGS.

Nas Figuras 60 e 61 sdo apresentadas as medicdes similares correspondentes aos
hidrogéis HG9 e HG10 onde € observavel a existéncia de um overshoot na razéo de
inchamento dos hidrogéis quando se faz a transicdo de agua para acetona. Este efeito
deverd estar relacionado com migracdo agua/acetona nos instantes proximos da
transicdo e parece ser influenciado pelas condi¢bes de sintese dos materiais (EGDMA
usado como crosslinker numa rede de DMAEMA para HG9 e processo RAFT de AA
em HG10). Note-se que, em equilibrio, o inchamento de HG9 & aproximadamente o
mesmo em agua/acetona enquanto para HG10 foi observado uma contracédo efetiva em
acetona. Estes dados indicam que o efeito de desidratacdo/inchamento em solventes
organicos é dependente da afinidade quimica entre a rede de polimero e o solvente
organico considerado.

Outros exemplos, mostrando uma contracdo em acetona dependente das condicdes de
sintese/estrutura das redes, encontram-se apresentados nas Figuras 62 a 66 para 0s
hidrogéis HG12 (RAFT/AA), HG13 (RAFT/DMAEMA/MAA), HG17 (FRP/NVP),
HG19 (FRP/DMA) e HG20 (FRP/AAM).
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Figura 58: Dindmica de inchamento/contragdo de
hidrogéis por efeito da desidratacéo: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG1
(PNIPA) em 4gua desionizada e em acetona
mostrando o efeito da desidratacdo na contracdo do
hidrogel.
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Figura 61: Dindmica de inchamento/contracdo de
hidrogéis por efeito da desidratacdo: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10
(PAA) em agua desionizada e em acetona mostrando
o efeito da desidratacdo na contracdo do hidrogel.
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Figura 59: Dindmica de inchamento/contragdo de
hidrogéis por efeito da desidratacdo: variacdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HGS8
(PDMAEMA) em agua desionizada e em acetona
mostrando o efeito da desidratacdo na contracdo do
hidrogel.

o S S N " : ||||| frmbrebreebet—t }

Inchamento em agua DI

Contrac¢do em Acetona

10

Razéo de Inchamento

Tempo (min)

Figura 62: Dindmica de inchamento/contracdo de
hidrogéis por efeito da desidratacdo: variagdo com o
tempo da razéo de inchamento do hidrogel HG12 (PAA)
em agua desionizada e em acetona mostrando o efeito da
desidratacdo na contracdo do hidrogel.
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Figura 60: Dindmica de inchamento/contragdo de hidrogéis
por efeito da desidratacdo: variacdo com o tempo da razéo
de inchamento do hidrogel HG9 (PDMAEMA) em agua
desionizada e em acetona mostrando o efeito da desidratacéo
na contracdo do hidrogel.
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Figura 63: Dinamica de inchamento/contragdo de hidrogéis
por efeito da desidratacdo: variacdo com o tempo da razéo
de inchamento do hidrogel HG13 (P (DMAEMA/MAA)) em
agua desionizada e em acetona mostrando o efeito da
desidratagdo na contracdo do hidrogel.
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Figura 64: Dindmica de inchamento/contracdo de Figura 65: Dindmica de inchamento/contracdo
hidrogéis por efeito da desidratacdo: variacdo com de hidrogéis por efeito da desidratagdo: variagao
0 tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG17 com o tempo da razdo de inchamento do
(PNVP) em 4agua desionizada e em acetona hidrogel HG19 (PDMA) em agua desionizada e
mostrando o efeito da desidratacdo na contracdo do em acetona mostrando o efeito da desidratacdo
hidrogel. na contracdo do hidrogel.
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Figura 66: Dinamica de inchamento/contracdo de hidrogéis por efeito da desidratacdo: variagcdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG20 (PAAm) em agua desionizada e em acetona mostrando
o efeito da desidratacdo na contracdo do hidrogel.

4.3.8. Efeito da Forca Ilonica Sobre a Dinamica de

Inchamento/Contracéo de Hidrogéis

Muitos hidrogéis, em particular os hidrogéis idnicos, sdo sensiveis a variacdo da forca
i6nica (concentracdo de sais) das solugdes aquosas onde se encontram colocados. A
variacdo da razdo de inchamento que é observada nestes casos deve-se a migracdo de
espécies ionicas para o interior/exterior da rede com concomitante alteracdo do seu
estado macroscépico. Nas Figuras 67 a 76 sdo ilustrados alguns testes realizados neste
ambito, nomeadamente a dindmica de inchamento dos materiais em agua desionizada
seguida da sua contragdo numa solucdo contendo um sal (no caso NaCl). O

procedimento experimental usado é em tudo analogo ao dos casos anteriores, sendo que,
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num tempo especificado, o hidrogel foi passado de uma solucdo de agua desionizada
para uma solucéo salina.

A dindmica de contracdo de um hidrogel NIPA (no caso HG1) quando transita de 4gua
desionizada para uma solucdo aquosa de NaCl 0.6 M é apresentada na Figura 67.
Verifica-se a diminuicdo de SR de equilibrio de ~15 para ~9 em resultado desta
transicdo. Nas Figuras 68 e 69 pode observar-se que os hidrogéis HG8 e HG9 sdo pouco
sensiveis a este tipo de estimulos. Este facto pode em parte ser explicado devido & maior
quantidade de crosslinker que foi usada na sintese destes materiais (5% EGDMA) o que
aumenta a rigidez da rede e diminui a sua capacidade para sofrer processos de
inchamento/contracéo.

Nas Figuras 70 a 72 pode observar-se a elevada sensibilidade do hidrogel HG10
(hidrogel de AA - fortemente anionico) a variacdo da forca ionica. Foram consideradas
trés solucbes com diferentes concentracdes de NaCl (0,15; 0,3 e 0,6 M) sendo de
assinalar uma diferenca ja muito ténue no SR de equilibrio quando se comparam o0s
meios com 0,3 e 0,6 M de NaCl. A razdo de inchamento de equilibrio deste hidrogel é
cerca de 4 vezes maior (16/4) quando se compara 0 Seu comportamento em &gua
desionizada/solucéo salina de NaCl.

Nas Figuras 73 e 74 é também evidenciado o efeito do uso da sintese RAFT nas
propriedades deste tipo de materiais, nomeadamente para os hidrogéis HG12 e HG13
(sintese RAFT com CPA). Assinala-se a baixa capacidade destas redes para sofrer
processos de inchamento contracdo e a consequente impossibilidade de serem
estimuladas por alteragcbes das condicGes envolventes. Estes resultados reforcam as
diferencas com redes FRP (em geral maiores comprimentos de cadeia) mas também a
importancia de usar sintese RAFT com condicGes criteriosamente projetadas. De facto,
usando HG10 como exemplo, foi possivel obter um hidrogel RAFT (DDMAT/solvente
organico) com uma razoavel capacidade de sofrer estimulacao.

Nas Figuras 75 e 76 mostram-se medig¢des equivalentes com os hidrogéis HG17 e HG19
evidenciando também a baixa sensibilidade de hidrogéis de NVP (neste caso com

observacgdo de um overshoot) e de DMA a variagdo da forca ionica.
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Figura 67: Dindmica de inchamento/contragdo de
hidrogéis por efeito da forga idnica: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG1
(PNIPA) em 4gua desionizada e numa solugdo aquosa
0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar o
efeito da forca idnica na contragdo do hidrogel.
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Figura 70: Dindmica de inchamento/contragdo de
hidrogéis por efeito da forca idnica: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10 (PAA)
em agua desionizada e numa solucdo aquosa 0,15 M em
NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar o efeito da
forga ionica na contragdo do hidrogel.
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Figura 68: Dinamica de inchamento/contracdo de
hidrogéis por efeito da forga idnica: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HGS8
(PDMAEMA) em &gua desionizada e numa solugdo
aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se
avaliar o efeito da for¢a ionica na contragéo do hidrogel.
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Figura 71: Dinamica de inchamento/contracdo de
hidrogéis por efeito da forga idnica: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10 (PAA)
em &gua desionizada e numa solugdo aquosa 0,3 M em
NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar o efeito da
forga ionica na contracdo do hidrogel.
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Figura 69: Dinamica de inchamento/contracdo de
hidrogéis por efeito da forga idnica: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG9
(PDMAEMA) em &gua desionizada e numa solugdo
aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-se
avaliar o efeito da forca i6nica na contracéo do hidrogel.

0 60

20 bbiiet : ! . . .

[
3

P R
I

Contracgdo em Solucdo AquosaT

0.6 M em NaCl
\ L!

Inchamento em agua DI

=
o
+—]

Razéo de Inchamento

(&2

360

300

180
Tempo (min)

Figura 72: Dinamica de inchamento/contracdo de
hidrogéis por efeito da forga idnica: variagdo com o
tempo da razdo de inchamento do hidrogel HG10 (PAA)
em agua desionizada e numa solugdo aquosa 0,6 M em
NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar o efeito da
forga ionica na contragdo do hidrogel.
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Figura 73: Dindmica de inchamento/ contragdo de
hidrogéis por efeito da forga ionica: variagdo com
0 tempo da razdo de inchamento do hidrogel
HG12 (PAA) em &gua desionizada e numa solucéo
aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste pretendeu-
se avaliar o efeito da forca i6nica na contragdo do
hidrogel.
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Figura 75: Dindmica de inchamento/ contragdo de
hidrogéis por efeito da forca ionica: variagdo com
0 tempo da razdo de inchamento do hidrogel
HG17 (PNVP) em agua desionizada e numa
solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste
pretendeu-se avaliar o efeito da forca idnica na
contracdo do hidrogel.

Figura 74: Dindmica de inchamento/ contrag&o de
hidrogéis por efeito da forga ionica: variagdo com
0 tempo da razdo de inchamento do hidrogel
HG13 (P (DMAEMA/MAA)) em 4agua
desionizada e numa solucdo aquosa 0,6 M em
NaCl. Com este teste pretendeu-se avaliar o efeito
da forca i6nica na contracéo do hidrogel.
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Figura 76: Dindmica de inchamento/ contragdo de
hidrogéis por efeito da for¢a ionica: variagdo com
0 tempo da razdo de inchamento do hidrogel
HG19 (PDMA) em &gua desionizada e numa
solucdo aquosa 0,6 M em NaCl. Com este teste
pretendeu-se avaliar o efeito da forca idnica na
contracdo do hidrogel.
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Capitulo 5 — Testes de Libertacdo Controlada de

Farmacos

5.1. Introducao

Nesta seccdo apresentam-se os resultados relativos a libertacdo controlada de farmacos
a partir dos hidrogéis sintetizados como descrito no capitulo 3 (ver Tabelas 2 e 3) e
caracterizados de acordo com os detalhes apresentados no capitulo 4. Os estudos de
libertacdo foram realizados considerando quatro farmacos modelo usados na pratica no
tratamento de algumas doencas: 5-fluoruracilo (5FU — usado no tratamento do cancro),
ibuprofeno (IBU — analgésico e anti-inflamatorio), isoniazida (INH — usada no
tratamento da tuberculose) e cafeina (CAF — estimulador do sistema nervoso central).
Para a realizacdo destes testes foram selecionados os hidrogéis que, de acordo com o
estudo apresentado no capitulo 4, apresentam maior potencialidade para serem
estimulados, ou seja, que apresentam uma elevada variagdo da razdo de inchamento sob
efeito da alteracdo das condi¢des envolventes. Foram considerados como estimulos a
variacdo da temperatura (numa gama proxima da fisiologia humana), a variacdo do pH
(meio &cido/alcalino) ou a combinacdo simultanea da variacdo desses dois parametros.
Estes testes tiveram como objetivo quantificar a dindmica de libertacdo dos farmacos a
partir dos materiais selecionados de modo a tentar encontrar linhas de ligacdo que
potenciem combinacBes vantajosas entre farmaco/hidrogel/estimulo. Tentou-se também
observar o efeito das condicBes de sintese dos materiais (variagdo da composicdo
inicial, polimerizacdo FRP/RAFT, polimerizacdo em suspensdo/solucdo) sobre o seu
desempenho na libertacdo de farmacos.

Estes estudos foram realizados através da medicdo por espectroscopia de UV das
quantidades de farmacos presentes, em diferentes instantes de tempo, nas solugdes
aquosas contendo os hidrogéis. Como seré discutido neste capitulo, foram usados em
alternativa dois sistemas diferentes de espectroscopia UV: o modo aberto baseado na
medicdo dos picos de farmaco através de um sistema de GPC e o modo fechado onde se
fez a comparacéo entre a absorcao das amostras contendo farmaco e a agua pura.

Nas Tabelas 4, 5 e 6 sdo apresentados os detalhes relativos aos testes de libertacdo de

farmacos realizados bem como as medigdes efetuadas com o objetivo de estimar as
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quantidades de farmacos carregadas (incubadas) nos hidrogeis tendo em vista a sua
posterior libertagdo. Em concreto, com os hidrogéis sintetizados em suspensdo inversa,
foram testados dois métodos de carregamento (A - secagem direta da mistura
farmaco/hidrogel/agua e B - secagem apds filtragdo da mistura farmaco/hidrogel/agua)
enquanto que com os hidrogéis sintetizados em solucdo apenas foi considerado um
método de incubagdo B.

Nestes estudos foi observada uma elevada dispersdo (e alguma falta de reprodutividade)
nas medicdes relativas a libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por
suspensdo inversa. Este facto podera estar relacionado com dificuldades experimentais
associadas com o pequeno tamanho destas particulas de hidrogel originado eventuais
perdas de massa ao longo das etapas de medigcdo. De facto, este problema foi
ultrapassado com os hidrogéis sintetizados em solucdo que sdo materiais sob a forma de
massa continua mesmo apds trituracao.

Foi também feito o ajuste dos dados experimentais de libertacdo de farmacos usando
dois modelos alternativos para os sistemas de suspensdo inversa: um modelo
exponencial e um modelo de poténcia. O modelo de poténcia foi nestes casos
considerado na tentativa de melhorar os resultados obtidos com o modelo exponencial.
Para os hidrogéis sintetizados em solucdo, verificou-se que o modelo exponencial
permite obter uma boa descri¢do tedrica do processo de libertacdo dos farmacos.

Os estudos de libertacdo de farmacos realizados compararam também hidrogéis da
mesma familia sintetizados por FRP e por RAFT. Ndo foi possivel obter conclusbes
assertivas sobre a melhoria do desempenho dos materiais em resultado do uso de RAFT.
De qualquer forma, os resultados mostram que esta técnica pode ser usada no projeto de
condicdes de sintese que modifiqguem as propriedades das redes de polimero. Esta
ferramenta pode ser explorada em trabalhos futuros que visem a obtencdo de materiais

com propriedades por medida.

5.2. Materiais

Os farmacos usados nos testes de libertacdo controlada (cafeina, ibuprofeno, isoniazida
e 5-fluoruracilo) foram adquiridos a empresa Sigma Aldrich (ver Tabela 10 e Figura 143
nos Anexos deste trabalho). Outros materiais de uso geral necessarios a realizagdo

destes estudos encontram-se também descritos nos Anexos deste trabalho. Para inje¢éo
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no sistema de GPC de amostras das solu¢des aquosas analisadas foram usados filtros de
membrana de celulose com porosidade de 0,45 micron (filtros da marca Whatman),

especialmente apropriados para sistemas aquosos (ver Figura 149 dos Anexos).
5.3. Cromatografia de Exclusdo de Tamanhos

Neste trabalho foi usado um instrumento Viscotec GPCmax com detecdo simultanea de
quatro sinais (indice de refracdo, dispersdo da luz, viscosidade intrinseca e UV) para
realizar analises por cromatografia de exclusdo de tamanhos (SEC). Nas Figuras 87 e
151 (Anexos) podem ser encontradas ilustracdes fotogréaficas do equipamento usado.
Esta técnica (também usualmente designada por cromatografia de permeacdo em gel —
GPC) é especialmente Util na caracterizacdo da arquitetura molecular de polimeros. No
contexto dos testes aqui apresentados, este instrumento foi usado para medicdes das
quantidades de farmacos libertadas, considerando para isso 0 seu pico especifico nos
cromatogramas com detecdo UV. Exemplos de cromatogramas tipicamente observados
sdo apresentados nos anexos CC e DD deste documento. Na Figura 77 abaixo
apresentada faz-se uma representacdo esquematica simplificada de um sistema de GPC
que tem a vantagem de permitir separar diferentes espécies quimicas (ex. farmacos)
caso seja necessario (conforme a frente discutido neste trabalho). Como alternativa ao
modo aberto (uso de GPC), a quantificacdo de farmacos foi realizada (com economia de
recursos) através do modo fechado em que a absor¢do UV das solugdes contendo
farmacos € comparada com a da &gua pura. Para esse efeito foi usado um
espectrofotdmetro UV-VIS da marca JASCO, modelo V-530.

Amostra
Fornecimento de solvente Sistema
\ Bombagem de
solvente para o |—m= Injetor |—=| Coluna (s) |—= Detetor ()
sistema

Fase movel

Figura 77: Esquema simplificado representando um sistema tipico de GPC [adaptado de 70].
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5.4. Curvas de Calibracao dos Farmacos

A medicdo das quantidades de farmacos presentes nas amostras das solucdes aquosas
analisadas é feita usando uma curva de calibracdo especifica para cada caso. Essas
calibragBes sdo construidas com base na preparacdo de um conjunto de solu¢Bes com
concentragcdes conhecidas e medicdo das respetivas absor¢des no UV, escolhendo para
isso um comprimento de onda que esteja proximo da maximizacdo da resposta do
farmaco considerado. Nas Figuras 78, 79 e 80 sdo apresentadas as curvas de calibracéo
de trés dos farmacos usados neste trabalho (CAF, INH e 5-FU), obtidas por
espectroscopia UV integrada num sistema de GPC a operar em continuo (modo aberto)
(Anexo CC). Estas calibracbes foram usadas para quantificar os testes de libertacdo de
farmacos analisados também através de GPC. Nao foi construida curva de calibragéo de
IBU puro devido a muito baixa solubilidade deste farmaco em agua desionizada pura ou
no eluente usado no GPC (solugdo aquosa de NaNs3). A solubilidade de IBU em
solugdes aquosas aumenta significativamente em meio alcalino ou gerando um sal de
IBU (por exemplo através da sua reacdo com NaOH). Nos Anexos Y, Z, AA e BB
apresentam-se as curvas de calibracdo dos quatro farmacos (5-FU, IBU, INH e CAF),
obtidas também por espectroscopia UV mas em modo fechado. Estas calibraces foram
usadas na quantificacdo dos testes de libertacdo analisadas por UV também em modo
fechado (testes descritos na Tabela 6). Nestes casos, foi usado o sal de sodio de IBU

(em vez de IBU puro) que apresenta uma elevada solubilidade em &gua.
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Figura 78: Curva de Calibracdo da Cafeina Figura 79: Curva de Calibragdo da Isoniazida
obtida por espectroscopia de ultravioleta (UV) obtida por espectroscopia de ultravioleta (UV)
usando comprimento de onda A=265 nm. A usando comprimento de onda A=265 nm. A

calibragdo aqui apresentada refere-se a analise calibragdo aqui apresentada refere-se & anélise dos
dos farmacos por GPC (modo aberto). Nos farmacos por GPC (modo aberto). Nos anexos Y,
anexos Y, Z, AA e BB apresentam-se as Z, AA e BB apresentam-se as calibracGes
calibragdes correspondentes a espectroscopia UV correspondentes & espectroscopia UV  dos
dos farmacos em modo fechado (comparacéo da farmacos em modo fechado (comparacdo da
amostra com Wp)). amostra com Wp,).
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Figura 80: Curva de Calibracéo do 5-Fluoruracilo obtida por espectroscopia de ultravioleta (UV) usando
comprimento de onda A=265 nm. A calibragdo aqui apresentada refere-se a andlise dos farmacos por
GPC (modo aberto). Nos anexos Y, Z, AA e BB apresentam-se as calibragcBes correspondentes a
espectroscopia UV dos farmacos em modo fechado (comparagdo da amostra com Wp)).

5.5. Processo de Incubacéo dos Farmacos

O processo de incubagdo (carregamento) tem como objetivo reter o farmaco na matriz
do hidrogel. Para esse efeito, foram colocados num frasco Schott as quantidades
pretendidas de farmaco diluido em agua desionizada (Figura 141 dos Anexos) e
hidrogel durante pelo menos 48 horas. Na Tabela 4 s&o apresentadas as quantidades
utilizadas no processo de incubacdo dos hidrogéis sintetizados por suspensao inversa.
Na Tabela 5 é apresentada informacdo semelhante para os hidrogéis sintetizados em
solucdo. Na Figura 8lapresenta-se uma ilustracdo fotografica do processo de incubacgéo

de um hidrogel.

Figura 81: llustragdo do processo de incubacdo de um hidrogel com um farmaco. Neste caso especifico
usaram-se ~0,40 g de HG4, ~185 mg de cafeina em ~80 mL de &gua desionizada no processo de
incubacdo (ver Tabelas 4 e 5 para obter detalhes sobre este e outros processos de incubacéo). No processo
de carregamento, os hidrogéis foram mantidos em solugdo de farmaco a temperatura ambiente durante
pelo menos 48 horas.
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5.5.1. Filtragdo e Secagem do Hidrogel Incubado

No processo de incubacdo € considerado um periodo de tempo relativamente longo
(pelo menos 48 horas) de forma a promover a difusdo de uma quantidade elevada de
farmaco para o interior do hidrogel. Terminada essa etapa, € feita a secagem do hidrogel
de modo a obter um material sélido contendo o farmaco. Neste trabalho usaram-se dois
métodos diferentes de incubacao de hidrogéis. No método A néo se realizou o processo
de filtracdo da &gua presente (secagem direta da solucdo). No método B foi primeiro
feita a filtracdo do hidrogel e apenas depois a sua secagem (Figura 148 dos Anexos).
Com o método B de carregamento de farmaco sdo incubadas quantidades mais baixas
comparativamente ao método A. No entanto, considerando o caso A, uma parte
substancial do farmaco podera estar alojada na superficie do hidrogel, conduzindo a sua
passagem rapida para a fase liquida aquando da colocacgédo do hidrogel seco em solucao.

A Figura 82 ilustra o processo de filtracdo e secagem do hidrogel incubado.

Figura 82: Aspeto morfologico de um hidrogel (HG4 é aqui usado como exemplo) carregado com um
farmaco (cafeina neste caso especifico), depois da filtragdo e recolha do material inchado. Os hidrogéis
incubados foram posteriormente sujeitos a secagem em estufa de vacuo. Neste trabalho usaram-se dois
métodos diferentes de incubagdo de hidrogéis: método A em que ndo se realizou o processo de filtracdo
da Wp, presente (secagem direta da solugdo) e método B com secagem apds filtracdo (conforme atras
detalhado). Com o método de carregamento de farmaco B sdo incubadas quantidades mais baixas
comparativamente ao método A. No entanto, no Ultimo caso, uma parte substancial do farmaco podera
estar alojada na superficie do hidrogel, conduzindo a sua passagem rapida para a fase liquida aquando da
colocacéo do hidrogel em solucéo.

5.5.2. Estimativa da Quantidade de Farmaco Incubada

Nos estudos realizados é importante estimar as quantidades de farmacos incubadas nos
hidrogéis de modo a ter uma referéncia para as concentracbes maximas esperadas no
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seu processo posterior de libertacdo. A obtencdo das quantidades efetivamente
incubadas pode ser uma tarefa complexa e esta dependente do método experimental de
incubacdo adotado. No presente trabalho foram consideradas diferentes abordagens
conforme abaixo discutido.

Considerando o método de incubacédo A (secagem direta da solucdo contendo o hidrogel
e o farmaco), a concentracdo de fa&rmaco no hidrogel (expressa em mg de farmaco/g de
hidrogel) é obtida diretamente de:

Co = (11)

Em que se consideram as seguintes definicdes (ver também Tabelas 4 e 5):

M, - A massa do hidrogel (g) usada no processo de incubacdo.

M, - A massa de farmaco (mg) usada no processo de incubacao.

Co - A estimativa da concentracdo de farmaco no hidrogel (mg/g) usando o método de

carregamento A.

Com o método carregamento B (secagem apos filtracdo), a obtencdo da estimativa para
quantidade de farmaco incubada foi realizada de duas formas distintas (ver comparagédo
nos Anexos V a X). Considerando a distribuicdo homogénea do farmaco entre as fases
solida e liquida e tendo em consideracdo o inchamento observado para o hidrogel, é
obtida a seguinte relagdo (ver também a Tabela 5):

m
(Mg —m,)x —

C,= Mo _ s (sp_y
ml m2

(12)

Sendo as novas variaveis definidas da seguinte forma:
M, - A massa de dgua usada no processo de incubacéo.

Mgy, - A massa de hidrogel inchado (g).

Cl - A estimativa da concentracdo de farmaco no hidrogel (mg/g) usando o método de

carregamento B e baseada no seu grau de inchamento.
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Esta estimativa podera apresentar desvios relativamente a quantidade de farmaco
efetivamente incubada casa haja interagGes (preferenciais ou negativas) entre o farmaco
e o hidrogel, por exemplo devido a atragdo ou repulséo de grupos iénicos.

Uma outra forma de obter a estimativa da quantidade de farmaco incubada baseia-se na
analise UV do farmaco presente na fase liquida remanescente ap0s o processo de
incubacdo. Por diferenca, é determinada a quantidade de fa&rmaco carregada no hidrogel

(ver também a Tabela 5):

C,= (13)
Sendo as novas variaveis definidas da seguinte forma:

M, - A massa de dgua remanescente recolhida apds a incubacéo (g).

Cu, - A concentracdo do farmaco na solucdo remanescente, medida por UV apos
incubacdo (mg/g).

C2 - A estimativa da concentracdo de farmaco no hidrogel (mg/g) usando o método de
carregamento B e baseada na anélise UV da solucéo remanescente.

Note-se que a estimativa C,, baseada na analise UV da solucdo remanescente, é
especialmente sensivel a erros quando a quantidade de farmaco incubada no hidrogel é
baixa comparativamente ao total presente na solucdo (numerador da Equacdo (13)
préximo de zero).

Considerando uma estimativa para a quantidade de farmaco incubada no hidrogel (Co,
C, ou Cy), a concentracdo maxima expectavel num processo de libertagdo é (usando, por
exemplo, C, como referéncia):

mys xC,

Chomx =— — (14)
MAX mSA

Sendo:

Cmax — A estimativa da concentracdo maxima de farmaco na solucdo (mg/g) que se
espera observar num dado teste de libertagéo.

M,s - A massa (g) de hidrogel incubado seco usada no teste de libertacéo.

Mg, - A quantidade de solugéo (mg) usada no teste de libertag&o.
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5.6. Testes de Libertacdo Controlada

Nas Tabelas 4 a 6 sdo descritos os testes de libertacdo realizados com os quatro
farmacos modelo considerados neste trabalho. Foram escolhidos prioritariamente
hidrogéis que garantissem uma elevada capacidade para serem estimulados por
variacBes na temperatura, pH ou temperatura/pH (ver Capitulo 4). Foram usados
materiais de diferentes familias (hidrogéis anidnicos, cationicos, anfotéricos, neutros)
obtidos com diferentes condicdes de operacdo (polimerizacdo por suspensdo
inversa/polimerizacdo em solucdo) e considerando diferentes mecanismos cinéticos de
formagéo dos produtos (polimerizacdo FRP/polimerizacdo RAFT). Tentou-se assim
avaliar o efeito das condicdes de sintese no desempenho dos hidrogéis enquanto
materiais de libertacdo controlada.

Nas Figuras 83 a 87 faz-se uma ilustracdo da sequéncia de passos envolvidos
tipicamente na realizacdo de um teste de libertacdo controlada (ver também Figuras 150
e 151 dos Anexos). Para os hidrogéis sintetizados em suspensdo inversa
(microparticulas de hidrogel), fez-se a pesagem da massa de hidrogel seco para 0s
diferentes frascos (Figura 83). Dependendo dos estimulos requeridos, para cada teste,
procedeu-se a estabilizacdo da placa de aguecimento, bem como das soluges utilizadas.
Para cada frasco (correspondente a amostragem a um tempo especificado), com auxilio
da seringa, adicionou-se uma dada quantidade de solucdo (Figura 84). Passado o tempo
estipulado, recolheu-se a amostra e procedeu-se a sua filtracdo (Figuras 85 e 86). Por
ultimo, realizaram-se as injecdes das amostras utilizando o sistema de GPC (ilustrado
fotograficamente na Figura 87). Este equipamento foi utilizado na medi¢do das
quantidades de farmaco libertadas ao longo do tempo e também para a analise dos
produtos das polimerizacGes. Nesta ilustracdo, € apenas apresentado o moédulo de
bombagem do eluente, que em geral se consistiu em agua com azida (NaNs, para evitar
0 crescimento de bactérias nas colunas de cromatografia). Note-se que neste trabalho a
quantificacdo das concentracdes de farmacos foi feita atraves de espectroscopia UV
considerando duas abordagens experimentais diferentes. Uma das opcdes (aqui
designada por modo aberto) consiste na monitorizagdo UV e quantificacdo da area do
pico de farmaco no sistema de GPC, apo0s ter percorrido as colunas cromatogréaficas e
todo o sistema de detecdo (detecdo simultnea de indice de refracdo, disperséo da luz,

viscosidade intrinseca e UV). Esta técnica tem a vantagem de permitir monitorizar em
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simultaneo diferentes farmacos atraves da sua separacdo nas colunas cromatogréaficas.
Este aspeto é especialmente relevante quando se pretende analisar a libertagdo de
misturas de farmacos (dois ou mais farmacos incubados no mesmo hidrogel) e em
consequéncia determinar a seletividade do processo de libertacdo controlada (sistemas
ndo estudados neste trabalho). No entanto, para a monitorizacdo de um so farmaco, este
sistema apresenta desvantagens econdémicas substanciais dado que cada injecdo
(corresponde ao estudo de cada tempo de libertacdo) consome recursos importantes
(filtros, eluentes, desgaste do sistema de bombagem, etc.) e € também extremamente
morosa (ex. duas ou mais horas), 0 que tem um impacto negativo importante no tempo
de vida da lampada UV (em geral limitada a cerca de 1000 horas). Uma alternativa
prética, consiste na realizacdo de medi¢fes de absor¢do UV em modo fechado em que a
resposta global das amostras € medida por comparacdo com a absor¢cdo da Wp, pura.
Esta ultima técnica foi neste trabalho usada para medicdes espectroscopicas de todas as
amostras relativas a libertacdo de farmacos a partir de hidrogeis sintetizados em
solucdo. Note-se que com a operacao em modo fechado ndo é possivel a monitorizagao
simultanea de diferentes farmacos, o que constitui a sua principal desvantagem.

A realizacdo de testes de libertacdo em diferentes frascos foi adotada com os hidrogéis
sintetizados em suspensdo inversa dada a sua morfologia sob a forma de
microparticulas. De facto, usando um unico recipiente de libertacdo, foram identificadas
dificuldades experimentais na recolha da fase liquida devido ao arrastamento da fase
solida. Para além da variacdo da massa de hidrogel ao longo do tempo, haveria também
nesse caso a possibilidade de injecdo de particulas de hidrogel no sistema de GPC, o
que deve ser evitado para ndo danificar as colunas de SEC. Com os hidrogéis
sintetizados em solucdo, por se apresentarem sob a forma de massa continua (ou
particulas macroscopicas apés a trituracdo), foi possivel adotar um procedimento mais
simples: pesou-se a quantidade requerida de hidrogel incubado seco (tipicamente entre
0,3 e 0,4 g) e colocou-se este material em 80 mL de solugdo aquosa nas condig¢des
selecionadas para o teste. Apds esse instante, iniciou-se a contagem do tempo e
retiraram-se amostras da solugdo aquosa em momentos previamente definidos. Em cada
instante de amostragem, foram retirados 2 mL de solugdo aquosa para anélise e repostos
2 mL limpos da mesma solucdo de modo a garantir que o volume de liquido no meio de
libertagdo se mantivesse constante. As amostras retiradas foram posteriormente

analisadas para determinacdo da concentracdo de farmaco na solugdo aquosa.
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Os resultados obtidos para as quantidades de farmacos libertadas podem ser expressos

de diferentes formas, nomeadamente:

C(t) — Representa a concentracao efetiva de farmaco (mg/g) medida por UV na solucéo

aquosa no instante de libertacao t.
oy (t) - Representa a fragdo de farmaco libertada até ao instante t, tomando como
referéncia uma estimativa para a concentragdo maxima de farmaco esperada (Cpax,
conforme definido na Equacéo 14).

C(t)

Uy (1) = ——

(15)
C MAX

Ay or (1) - Representa a fragdo de farmaco libertada até ao instante t, tomando como

referéncia o maximo de concentracdo observado nesse teste, que em geral corresponde a
concentracdo de equilibrio (valor observado para um tempo de libertacdo

suficientemente longo).

C(t
Uyor (1) = g (16)
EQ

Cis (t) - Representa a quantidade de farmaco libertada por unidade de massa de hidrogel

seco (mg/g) até ao instante t.

C(t)xm
Cis(t)= M (17)
My
Estas diferentes formas de analise dos resultados de libertacdo foram exploradas na
descricdo dos resultados obtidos (ver Figuras 88 a 128, Anexos A a X e discussédo

abaixo apresentada).

o o Beo Eomw i T §
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Figura 83: llustracdo fotografica de um conjunto de frascos contendo hidrogel incubado com farmaco
(no caso HG3/cafeina) para posterior utilizacdo em testes de libertagdo controlada. Cada frasco
correspondente a um tempo de libertacdo pré-estabelecido. A realizacdo do processo de libertacdo é feita
através da adicdo de solucdo aquosa nas condigdes do estimulo selecionado (ex. T=37 °C/pH=1,2).
Condicdes tipicas do teste de libertagdo em cada tempo selecionado (ver também Tabela 4): ~0,005 g de
hidrogel incubado + 10 mL de solucdo aquosa. Se necessario (ex. para garantir temperatura constante ao
longo do tempo), os fascos sdo colocados num banho termostatico.
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id
Figura 84: llustracdo fotografica de testes de libertagdo Figura 85: llustragdo fotografica do
controlada de farmacos realizados considerando diferentes processo de recolha de uma amostra
estimulos (ex. T=22 °C e T=37 °C). Condic0es tipicas dos (~2 mL) relativa ao estudo da libertagéo
testes de libertagdo em cada tempo selecionado (ver também  de um farmaco a partir de um hidrogel
Tabela 4): ~0,005 g de hidrogel + 10 mL solucdo aquosa nas  sintetizado por suspensdo inversa.
condicdes do estimulo considerado. O processo de filtragdo da  Condic0es tipicas do teste de libertacdo
amostra recolhida para posterior injecdo no GPC é um aspeto  em cada tempo selecionado (ver
importante, conforme abaixo discutido. também Tabela 4): ~0,005 g de
hidrogel +10 mL solucdo aquosa nas
condic¢Bes do estimulo considerado (ex.
pH=7,5e T=22 °C).

Figura 86: Filtracdo de amostra recolhida no processo de libertagdo de um farmaco (~2 mL) para
posterior analise em modo de GPC (modo aberto como ilustrado na Figura 87). A utilizagdo de filtros é
nestes sistemas bastante importante para impedir que particulas de hidrogel sejam injetadas no sistema de
GPC (foram utilizados filtros da marca Whatman com membrana de celulose, ideais para sistemas
aquosos, e com porosidade de 0,45 micron).
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Figura 87: llustracdo fotografica do equipamento de GPC utilizado para a anélise dos produtos das
polimerizacdes e na medicdo das quantidades de farmaco libertadas ao longo do tempo (mostra-se aqui
apenas 0 médulo de bombagem do eluente que em geral consistiu em agua com azida). Neste trabalho, a
quantificacdo das concentracBes de farmacos foi feita através de espectroscopia UV considerando duas
abordagens experimentais diferentes: 0 modo aberto em que se monitoriza o pico de fa&rmaco no sistema
de GPC (representado nesta figura) e o0 modo fechado em que a absorcdo UV global das amostras é
medida por comparagdo com a absor¢éo da Wp, pura.

5.7. Processo de Recuperacéo dos Hidrogeéis

Visto ser a sintese de hidrogéis um processo que envolve custos elevados, tentou-se ao
longo de todo o processo de caraterizagdo e libertacdo recuperar todas as massas de
hidrogel utilizadas. Apo6s cada teste de caraterizagdo, recolheu-se toda a massa de
hidrogel dos filtros de papel e colocou-se numa estufa de vacuo. Passados cerca de 3
dias recolheu-se a massa e triturou-se novamente o polimero com auxilio de um
almofariz e respetivo pildo (Figuras 138 a 140 dos Anexos). Para hidrogéis carregados
com farmacos o processo foi mais demorado. Colocou-se toda a massa com um grande
excesso de agua desionizada durante 8 dias para que o farmaco fosse libertado. Posto
isto, realizou-se a filtracdo do hidrogel e este foi levado para uma estufa de vacuo,
durante cerca de 3 dias, para garantir que estava completamente seco. Por Gltimo, para
verificar se o hidrogel ndo continha farmaco colocou-se uma pequena quantidade de
hidrogel (~ 0.02 g) em 10 mL de agua desionizada, num banho a 37 °C durante 12
horas, e injetou-se no sistema de GPC. Verificou-se a auséncia de farmaco quando ndo
foi visivel qualquer pico no detetor UV na gama de comprimento de onda do farmaco

em questao.
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5.8. Modelos de Ajuste dos Dados Experimentais

Na tentativa de obter uma descricdo mecanicista do processo de libertacdo dos farmacos
a partir da matriz dos hidrogeis, foram consideradas simplificacbes de modelos
matematicos existentes na literatura, nomeadamente [5,19], para libertacdo a partir de
hidrogeis sob a forma de peliculas planas e particulas esféricas.

- Peliculas planas:

D(2n+1)% 7%t

Cm ."%i e U (18)

C(e Vs
- Esferas:

C _Dn ﬂzt
—: - ) — 19
o) byl (19)

n non

Existem também disponiveis na literatura modelos para a libertacdo de farmacos a partir
de particulas cilindricas [5,19]. Em todos os casos, é possivel fazer a simplificacdo
desses modelos e usar as aproximacdes relativas a leis de subida exponencial ou leis de
poténcia:

- Modelo de subida exponencial:

C(t)=a,+a,(1-€*) (20)
- Modelo de poténcia (também designado por equacdo de Peppas [19, capitulo 1]):

C(t) =at® (21)
Nas Tabelas 14 a 20 dos Anexos deste trabalho sdo apresentados os parametros de
ajuste (a1, a e ag), e correspondentes coeficientes de correlacdo, obtidos com dados
experimentais referentes a diferentes testes de libertacdo. Nos testes envolvendo
hidrogéis sintetizados em solucdo foram obtidos bons resultados de ajuste com o
modelo exponencial. Na tentativa de melhorar a descri¢do dos resultados obtidos com
hidrogéis sintetizados por suspensdo inversa, para além do modelo exponencial, foi
também considerado o modelo de poténcia. No entanto, ndo foram observadas
diferengas significativas (em geral foram até obtidos piores ajustes), 0 que parece
indicar uma dispersdo demasiado elevada dos resultados experimentais devido a

dificuldade em lidar com as microparticulas de hidrogel.
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Tabela 4: Resumo dos testes de libertagdo controlada realizados com hidrogéis sintetizados por suspensdo inversa.

Testes de Libertacdo Controlada de Farmacos

Carregamento Libertacdo
. Concentragéo de Concentracéo estimada . Estimativa da
. . i Concentragéo i Massa de Quantidade . Tempos de
Quantidade | Quantidade Quantidade i Farmaco na i de . B concentracéo i B
X i i i N de Farmaco N . Método de i . . hidrogel seco de solucéo . libertacéo
Teste Hidrogel Farmaco Farmaco Hidrogel Solugéo N solucdo medida Farmaco no hidrogel Estimulos » maxima de .
na solucéo carregamento em cada adicionada i ensaiados
(mg) (9) (mL) por UV seco . farmaco na i
(mg/mL) ensaio (g) (mL) . (min)
(mg/mL) (mg/g) solucdo (mg/mL)
) T=22°C 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
1 HG7 Cafeina 6,6 0,40 20,04 0,33 0,35 A 16,36 ~0,02 2 0,16
T=37°C 60; 180
) T=22°ClpH 7,5 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
2 HG2 Cafeina 180,1 0,40 80,11 2,25 1,25 A 450,02 ~0,02 10 0,90
T=37 °ClpH 1,2 60; 180
T=22°ClpH 7,5 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
3 HG3 Cafeina 180,9 0,40 81,76 2,21 1,25 A 451,57 ~0,02 10 0,90
T=37 °ClpH 1,2 60; 120; 180; 1560
T=22°C 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
4 HG5 Cafeina 184,0 0,40 80 2,3 1,29 A 456,80 ~0,005 10 0,23
T=37°C 60; 120; 180; 1560
T=22°C 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
5 HG6 Cafeina 182,3 0,40 80 2,28 1,29 A 452,13 ~0,005 10 0,23
T=37°C 60; 120; 180; 1560
T=22°ClpH 7,5 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
6 HG2 5-FU 87,7 0,40 79,34 1,11 0,49 A 217,19 ~0,005 10 0,11
T=37 °ClpH 1,2 60; 120; 180
T=22°ClpH 7,5 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
7 HG2 INH 80,6 0,41 80,92 1,00 0,39 A 197,93 ~0,005 10 0,10
T=37 °ClpH 1,2 60; 120; 180
T=22°ClpH 7.5 0,25;0,5; 1; 5; 10; 30;
8 HG4 5-FU 84,9 0,40 80,17 1,06 0,88 A 210,72 ~0,005 10 0,11
T=37 °ClpH 1,2 60; 120; 180
T=22°ClpH 7,5 0.25,0.5, 1, 5, 10, 30,
9 HG4 Cafeina 185 0,40 80,15 2,31 1,21 A 459,97 ~0,005 10 0,23
T=37 °ClpH 1,2 60, 120, 180
T=22°ClpH 7,5 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 30;
10 HG4 Cafeina 181,4 0,40 80,14 2,26 1,1 B 449,12 ~0,005 10 0,22
T=37 °ClpH 1,2 60; 120; 180
A)  Hidrogel em solugdo de farmaco a temperatura ambiente durante 48 hr. Evaporacdo posterior de todo o liquido em estufa de vacuo. Hidrogel seco resultante contém todo o farmaco usado.
B)  Hidrogel em solucdo de farmaco & temperatura ambiente durante 48 hr com filtragdo posterior e recolha do hidrogel. Secagem do hidrogel em estufa de vacuo. Hidrogel seco resultante contém uma quantidade de farmaco

inferior & quantidade usada.
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Tabela 5: Dados para comparagdo do processo de incubacao de farmacos através da quantificacdo do inchamento do hidrogel ou da analise UV da solucéo aquosa

remanescente. Nesta analise foram apenas considerados hidrogéis sintetizados em solugdo.

Testes de Libertacdo Controlada de Farmacos

! , m; mp ms MsH Mwal Cuv C C,
Hidrogel Farmaco
9 (9) (mg) 9 9 (mg/g) (mg/g) (mg/g)

HGS1 5-FU 0,6921 160,1666 198,4 9,3354 147,3326 NA 15,4696 NA
HGS2 5-FU 0,8416 160,2358 205,2 44,9760 100,2353 NA 67,1567 NA
HGS3 5-FU 0,8092 161,2040 202,3 6,8295 152,5782 NA 9,3365 NA

5-FU 0,7952 158,1605 199,9 4,5229 154,6327 1,2126 5,9230 15,5832
HGS4

INH 0,7808 158,1769 202,7 4,9341 154,2263 0,9971 6,8165 62,6549

5-FU 0,8015 160,3926 200,0 26,5197 134,8744 0,9878 40,0125 83,3023
HGS5

INH 0,8023 159,6177 203,5 16,5702 144,0533 1,2881 25,0565 22,3669

5-FU 0,7952 160,7257 200,6 3,7399 157,9816 1,0264 4,6218 48,3497

IBU 0,8004 162,2267 201,9 2,8370 160,3920 0,4762 3,1667 156,8233
HGS6

INH 0,8009 159,3596 204,3 5,9325 154,4323 NA 8,2142 NA

CAF 0,8100 157,7262 199,9 3,8577 154,8784 1,1763 4,7687 21,8723

5-FU 0,7987 164,0142 203,4 2,4005 162,6158 1,0490 2,4871 41,0868

IBU 0,8100 157,7262 197,7 1,6196 157,1143 0,3065 1,2528 184,6228
HGS7

INH 0,8028 156,5061 200,8 2,3991 155,1106 NA 2,5512 NA

CAF 0,8070 156,6263 200,2 2,6810 154,9525 1,2116 2,9682 15,4393
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Tabela 6: Descricdo dos testes de libertacdo realizados combinando diferentes farmacos com diferentes
hidrogéis sintetizados em solucéo.

Farmaco Hidrogel m HG incubado [g] pH T[°C]
0,2811 =7 25
HGS1
0,2847 ~7 37
0,4177 1 25
HGS2
0,4132 10 25
0,3644 1 25
HGS3
0,3674 10 25
0,4146 1 25
5-FU HGS4
0,4183 10 25
0,3112 1 25
HGS5
0,3137 10 25
0,3013 1 25
HGS6
0,2987 8 25
0,3514 1 25
HGS7
0,3161 8 25
0,3710 1 25
HGS4
0,3753 10 25
0,1880 1 25
HGS5
0,3753 10 25
INH
0,3650 1 25
HGS6
0,3422 8 25
0,3508 1 25
HGS7
0,3810 8 25
0,3289 1 25
HGS6
0,3408 8 25
IBU
0,3544 1 25
HGS7
0,3373 8 25
0,3508 1 25
HGS6
0,9462 8 25
CAF
0,3596 1 25
HGS7
0,3437 8 25
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5.9. Resultados de Libertacdo de Farmacos

Nesta seccdo apresentam-se os resultados obtidos nos testes de libertacdo controlada de
farmacos. Os testes aqui analisados encontram-se descritos nas Tabelas 4 a 6. E aqui
também feita uma discussdo dos resultados obtidos e analisados os efeitos da
composi¢do quimica (ex. tipos de mondmeros), morfologia (producdo em suspensao

inversa/solucdo) e técnicas de sintese (FRP/RAFT) dos hidrogéis no seu desempenho.

5.9.1. Libertacdo de Farmacos a partir de Hidrogéis

Sintetizados por Suspensao Inversa

Nas Figuras 88 e 89 apresenta-se a comparacdo da dindmica de libertacdo de cafeina a
partir do hidrogel HG7 (NIPA com sintese FRP) quando colocado em solucBes aquosas
a 25 e 37 °C. Os resultados de libertacdo sdo descritos na Figura 88 em termos da

quantidade de farmaco libertada por unidade de massa de hidrogel seco (mg/g) até ao

instante t: CHS (t). Na Figura 89 a dinamica de libertagio de cafeina é representada usando

anor(t) como varidvel dependente (fragio de farmaco libertada tomando como

referéncia 0 maximo de concentracdo observado). Os dados experimentais foram
ajustados a um modelo de subida exponencial. Estes resultados mostram uma répida
libertacdo do farmaco (ao fim de cerca de 10 min foi observada a libertacdo de uma
quantidade assinalavel de cafeina) o que podera ser uma consequéncia do reduzido
tamanho das particulas de hidrogel (sintetizado em suspensdo inversa) e também do
método de carregamento usado (neste caso o método A). Aparentemente, hd também
alguma seletividade na libertagdo por efeito da temperatura mas os dados experimentais
apresentam uma dispersdo demasiado elevada para que se possam tirar conclusdes
definitivas sobre este aspeto. Conforme foi referido nas seccBes anteriores, esta
dispersdo poderéa resultar de dificuldades experimentais associadas a variacdo da massa
de hidrogel, devido também ao pequeno tamanho das particulas, e a passagem de
material para a seringa e filtros de amostragem. Resultados analogos sdo apresentados
nas Figuras 90 e 91 para a libertacdo de cafeina a partir de HG2 (NIPA/AA) por efeito
combinado da temperatura e pH. Os resultados mostram novamente uma rapida

dindmica de libertacdo subsistindo também uma elevada dispersdo nos valores
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observados, especialmente para tempos longos. Nestes casos verificam-se taxas mais
elevadas a 37 °C/pH=1,2 comparativamente as medidas a 22 °C/pH=7,5.

Nas Figuras 92 e 93 apresentam-se os dados obtidos para a dindmica de libertacdo de
cafeina a partir do hidrogel HG3 (NIPA/MAA) considerando como estimulo a variagédo
conjugada de pH e temperatura (22 °C/pH=7,5 e 37 °C/pH=1,2). Deve assinalar-se a
aparente boa qualidade dos resultados experimentais obtidos neste ensaio e a elevada
seletividade do hidrogel aos estimulos considerados. De facto, sdo observadas para este
sistema dinamicas de libertacdo muito diferenciadas, com taxas muito mais elevadas a
37 °C/pH=1,2 comparativamente as medidas a 22 °C/pH=7,5. Uma elevada seletividade
na dindmica de libertacdo de cafeina foi também observada com HG5 (NIPA/TAO)
quando se comparam os resultados a duas temperaturas diferentes (22 °C e 37 °C,
conforme mostrado nas Figuras 94 e 95). Deve no entanto assinalar-se a inversdo da
seletividade reportada nas Figuras 92 e 93 o que aparentemente parece indicar o efeito
de considerar também o pH como estimulo e/ou a importancia da composi¢do quimica
do hidrogel (HG3 contém grupos idnicos devido a presenca de MAA). De facto, os
resultados apresentados nas Figuras 96 e 97, quando comparados com os dados
apresentados nas Figuras 94 e 95, parecem reforcar que mesmo o tipo de reticulante
usado condiciona o desempenho dos hidrogéis (HG5 com NIPA/TAO e HG6 com
NIPA/TMPTA).

A dinamica de libertacdo de 5-FU a partir do hidrogel HG2 (NIPA/AA) com variagao
combinada T/pH é apresentada nas Figuras 98 e 99. Apesar de os dados experimentais
mostrarem alguma dispersao, parece ser clara uma aceleracdo da libertacdo do farmaco
a 37 °C/pH=1,2 comparativamente a 22 °C/pH=7,5. Nas Figuras 100 e 101 pode
observar-se a dindmica de libertacdo de INH a partir do mesmo hidrogel e considerando
0s mesmos estimulos. Embora aparentemente o efeito da alteracdo das condicGes
circundantes do hidrogel na libertacdo do farmaco pareca 0 mesmo, a dispersdo dos
dados é demasiado elevada para que seja possivel obter conclusdes definitivas sobre
esta possivel seletividade. Pela mesma razdo, as dindmicas apresentadas nas Figuras 102
e 103, embora parecendo apresentar uma tendéncia semelhante, ndo permitem avaliar
com precisdo a seletividade na libertacdo de 5-FU a partir de HG4 (NIPA/MAA)
quando comparados os estimulos T=37 °C/pH=1,2 com T=22 °C/pH=7,5. Um padréo
semelhante foi observado nas mesmas condicdes para a libertacdo de cafeina a partir de
HG4 (Figuras 104 e 105). No entanto, os resultados apresentados nas Figuras 106 e 107,

referentes a0 mesmo sistema de libertacdo mas considerando o método de incubagéo B,
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mostram uma inversao da tendéncia atras descrita, o que torna dificil estabelecer linhas
gerais de comportamento dos materiais sintetizados por suspensdo inversa na libertagéo
de farmacos.

Os resultados apresentados nas Figuras 88 a 107 estdo reproduzidos nos apéndices A a
F mas considerando o ajuste dos dados experimentais ao modelo de poténcia. Tentou-se
desta forma avaliar a possibilidade de melhoria das linhas de tendéncia das dindmicas
de libertacdo. No entanto, na generalidade dos casos, obteve-se uma descricdo mais
pobre destes processos. De facto, grande parte dos resultados obtidos na libertacdo de
farmacos a partir de hidrogeis obtidos por suspensao inversa, parecem estar afetados por
uma elevada dispersdo devida a dificuldades experimentais nas medic¢des. A morfologia
destes materiais (microparticulas) é uma causa possivel para as dificuldades enfrentadas

na obtencdo de dados precisos de libertacdo de farmacos.

Cafeina Libertada (mg de cafeina/ g de hidrogel)
N
}
|
T
Concentracdo normalizada de cafeina

—.— Libertagdo a 22°C
=—{g— Libertagéo a 37°C

== M/Mmax a 22°C
={d— M/Mmax a 37°C
o t t 10 t t
0 60 120 180 0 60 . 120 180
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 88: Valores observados para a libertacdo Figura 89: Valores observados para a

de cafeina ao longo do tempo a partir do hidrogel concentragdo normalizada de cafeina (usando o
HG7 em solugdes aquosas a T=37 °Clagua maximo medido como referéncia) na sua
desionizada e T=22 °C/4gua desionizada (Teste 1 libertac&o ao longo do tempo a partir do hidrogel
na Tabela 4). A quantidade libertada esta HG7 em solugdes aquosas a T=37 °C/agua
expressa em mg de farmaco por g de hidrogel. desionizada e T=22 °C/agua desionizada (Teste 1

Os dados experimentais relativos a concentragéo na Tabela 4). Os dados experimentais relativos a
de cafefna nas solucdes aquosas foram obtidos concentracdo de cafeina nas solugBes aquosas
através de espectroscopia UV. Mostra-se também foram obtidos através de espectroscopia UV.
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo Mostra-se também o ajuste dos resultados
de subida exponencial. experimentais ao modelo de subida exponencial.
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ao longo do tempo de cafeina a partir do hidrogel
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quantidade libertada estd expressa em mg de
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cafeina nas solugdes aquosas foram obtidos
através de espectroscopia UV. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
de subida exponencial.
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Figura 92: Valores observados para a libertacdo
ao longo do tempo de cafeina a partir do hidrogel
HG3 em solugdes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 3 na Tabela 4). A
guantidade libertada estd expressa em mg de
farmaco por g de hidrogel. Os dados
experimentais relativos & concentragdo de
cafeina nas solugdes aquosas foram obtidos
através de espectroscopia UV. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
de subida exponencial.
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Figura 91: Valores observados para a

concentragdo normalizada de cafeina (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG2 em solugbes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 2 na Tabela 4). Os dados
experimentais relativos a concentragéo de cafeina
nas solugBes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de subida
exponencial.
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Figura 93: Valores observados para a
concentragdo normalizada de cafeina (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG3 em solugbes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 3 na Tabela 4). Os dados
experimentais relativos & concentracéo de cafeina
nas solucdes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de subida
exponencial.
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Figura 94: Valores observados para a libertacéo
ao longo do tempo de cafeina a partir do hidrogel
HG5 em solugles aquosas a T=37 °C/agua
desionizada e T=22 °C/agua desionizada (Teste 4
na Tabela 4). A quantidade libertada esta
expressa em mg de farmaco por g de hidrogel.
Os dados experimentais relativos a concentragéo
de cafeina nas solugdes aquosas foram obtidos
através de espectroscopia UV. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
de subida exponencial.
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Figura 96: Valores observados para a libertacéo
ao longo do tempo de cafeina a partir do hidrogel
HG6 em solucles aquosas a T=37 °C/agua
desionizada e T=22 °C/agua desionizada (Teste 5
na Tabela 4). A quantidade libertada esta
expressa em mg de farmaco por g de hidrogel.
Os dados experimentais relativos a concentragao
de cafeina nas solugdes aquosas foram obtidos
através de espectroscopia UV. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
de subida exponencial.
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Figura 95: Valores observados para a

concentragdo normalizada de cafeina (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG5 em solugles aquosas a T=37 °Clagua
desionizada e T=22 °C/agua desionizada (Teste 4
na Tabela 4). Os dados experimentais relativos a
concentragdo de cafeina nas solugbes aquosas
foram obtidos através de espectroscopia UV.
Mostra-se também o ajuste dos resultados
experimentais ao modelo de subida exponencial.
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Figura 97: Valores observados para a

concentragdo normalizada de cafeina (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG6 em solucbes aquosas a T=37 °Clagua
desionizada e T=22 °C/agua desionizada (Teste 5
na Tabela 4). Os dados experimentais relativos a
concentragdo de cafeina nas solucbes aquosas
foram obtidos através de espectroscopia UV.
Mostra-se também o ajuste dos resultados
experimentais ao modelo de subida exponencial.
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Figura 98: Valores observados para a libertacéo
ao longo do tempo de 5-FU a partir do hidrogel
HG2 em solugGes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 6 na Tabela 4). A
quantidade libertada est4d expressa em mg de
farmaco por g de hidrogel. Os dados
experimentais relativos a concentracdo de 5-FU
nas solucbes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de
subida exponencial.
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Figura 100: Valores observados para a
libertagdo ao longo do tempo de INH a partir do
hidrogel HG2 em solugdes aquosas a T=37
°C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5 (Teste 7 na Tabela
4). A quantidade libertada esta expressa em mg
de farmaco por g de hidrogel. Os dados
experimentais relativos a concentragcdo de INH
nas solucbes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de
subida exponencial.
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Figura Valores observados para a
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG2 em solugBes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 6 na Tabela 4). Os dados
experimentais relativos a concentra¢do de 5-FU
nas solugBes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de subida

exponencial.
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Figura 101: Valores observados para a

concentragdo normalizada de INH (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG2 em solugbes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 7 na Tabela 4). Os dados
experimentais relativos a concentracdo de INH
nas solugBes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de subida
exponencial.
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Figura 102: Valores observados para a
libertacdo ao longo do tempo de 5-FU a partir do
hidrogel HG4 em solugdes aquosas a T=37
°C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5 (Teste 8 na Tabela
4). A quantidade libertada est4 expressa em mg
de farmaco por g de hidrogel. Os dados
experimentais relativos a concentracdo de 5-FU
nas solucbes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de
subida exponencial.
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Figura 104: Valores observados para a
libertagdo ao longo do tempo de cafeina a partir
do hidrogel HG4 em solugdes aquosas a T=37
°C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5 (Teste 9 na Tabela
4). A quantidade libertada esta expressa em mg
de farmaco por g de hidrogel. Os dados
experimentais relativos a concentragdo de
Cafeina nas solugbes aquosas foram obtidos
através de espectroscopia UV. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
de subida exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo das particulas A.
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Figura 103: Valores observados para a
concentragdo normalizada de 5-FU (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG4 em solugBes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 8 na Tabela 4). Os dados
experimentais relativos a concentra¢do de 5-FU
nas solugBes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de subida
exponencial.
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Figura 105: Valores observados para a
concentragdo normalizada de cafeina (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG4 em solugbes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 9 na Tabela 4). Os dados
experimentais relativos a concentracdo de Cafeina
nas solugBes aquosas foram obtidos através de
espectroscopia UV. Mostra-se também o ajuste
dos resultados experimentais ao modelo de subida
exponencial.  Valores obtidos usando a
metodologia incubacédo das particulas A.
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Figura 106: Valores observados para a
libertagcdo ao longo do tempo de cafeina a partir
do hidrogel HG4 em solugdes aquosas a T=37
°C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5 (Teste 10 na
Tabela 4). A quantidade libertada esta expressa
em mg de farmaco por g de hidrogel. Os dados
experimentais relativos & concentragdo de
cafeina nas solugdes aquosas foram obtidos
através de espectroscopia UV. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
de subida exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo das particulas B.
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Figura 107: Valores observados para a
concentragdo normalizada de cafeina (usando o
maximo medido como referéncia) na sua
libertacdo ao longo do tempo a partir do hidrogel
HG4 em solugBes aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e
T=22 °C/pH=7,5 (Teste 10 na Tabela 4). Os
dados experimentais relativos a concentracdo de
cafeina nas solugbes aquosas foram obtidos
através de espectroscopia UV. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
de subida exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo das particulas B

5.9.2. Libertacdo de Farmacos a partir de Hidrogéis

Sintetizados em Solucéo

Nas Figuras 108 a 122 apresentam-se os resultados referentes as dindmicas de libertacao
de farmacos medidas para os 15 testes descritos na Tabela 6. Os resultados estdo

apresentados nessas figuras em termos da fracdo de farmaco libertada até ao instante t,
ayax (1), tomando como referencia uma estimativa para a concentragdo maxima de
farmaco esperada. Em todos esses graficos foi escolhida como Cyax @ concentracao
correspondente a medicdo por UV da solucdo remanescente do processo de incubacéo (
C,, conforme descrito na seccdo 5.5.2). Nos anexos G a U deste trabalho podem ser

encontradas algumas formas alternativas de descrever essas dindmicas de libertacéo.

Na Figura 108 € apresentada a dindmica de libertacdo de 5-FU a partir de HGS2
(AA/FRP) quando colocado em solucdes aquosas a pH=1 e pH=10. E de assinalar a
muito baixa dispersdo dos resultados experimentais comparativamente a maioria dos
casos descritos com particulas obtidas por suspensdo inversa. Este e outros resultados

referentes a libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados em solucéo indicam
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que a morfologia dos produtos de suspensdo devera estar na origem das dificuldades
atrés referidas. Resultados semelhantes sdo apresentados na Figura 109 para HGS4
(AA/RAFT). Em ambos os casos foi observado um ligeiro aumento da fracédo libertada
quando se considera pH=10. Note-se que em todos os resultados apresentados nesta
seccao se verifica um bom ajuste dos resultados experimentais ao modelo exponencial,
0 que confirma a boa qualidade das medicdes experimentais.

Nas Figuras 110 e 111 s&o apresentados os resultados da dinamica de libertacdo de 5-
FU a partir dos hidrogéis anfotéricos DMAEMA/MAA com sintese FRP e RAFT,
respetivamente, considerando dois valores de pH (pH=1 e pH=8). E de realcar em
ambos os casos a baixa fracdo de farmaco libertada e também a reduzida seletividade
destes materiais na libertagdo estimulada pelo pH. A dinamica de libertacdo de 5-FU a
partir de hidrogeéis cationicos de DMAEMA (estimulados através da variacdo de
pH=1/10) com sintese FRP e RAFT ¢ apresentada nas Figuras 112 e 113,
respetivamente. Note-se a maior seletividade do hidrogel RAFT (maior libertacdo a
pH=1) relativamente ao andlogo FRP o que mostra o impacto das condi¢des de sintese
no desempenho dos hidrogéis. E também de assinalar que, com a referéncia usada
(analise UV da solucdo remanescente), as taxas de libertacdo superam 100% o que
resulta da dificuldade atrés assinalada em obter com precisdo a quantidade de farmaco
incubada quando se usa 0 método de carregamento B.

Uma enorme seletividade na libertacdo de 5-FU, por efeito da temperatura (25/37 °C),
foi observada com o hidrogel HGS1 (NIPA/FRP), conforme reportado na Figura 114.
Uma muito maior taxa de libertacdo foi observada a 37 °C (hidrogel colapsado)
comparativamente a 25 °C (hidrogel inchado).

As Figuras 115 a 118 mostram as dinamicas de libertacdo de CAF e IBU a partir de
hidrogéis anfotéricos (DMAEMA/MAA) com sintese por FRP e RAFT (HGS6 e
HGS7). Nos quatro casos foi avaliado o efeito do pH (1 (acido)/8 (alcalino)) na
libertacdo dos farmacos. Estes dados revelam que as combinagdes quimicas
hidrogel/farmaco também afetam os processos de libertacdo dos farmacos. De facto,
com CAF, em ambos os casos, foram observadas taxas de libertagdo muito baixas e uma
reduzida sensibilidade ao efeito do pH. Com IBU, as taxas de libertagdo aumentaram
razoavelmente, sendo a libertacdo do farmaco favorecida a pH=8, comparativamente a
pH=1. O facto do IBU se apresentar ionizado e ser mais soltvel em solugfes aquosas

alcalinas devera estar na origem das diferencas observadas.
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As Figuras 119 a 122 reforcam o impacto da combinacdo farmaco/hidrogel e do
processo de sintese dos hidrogéis/arquitetura molecular (FRP/RAFT/co-mondmeros
envolvidos) no seu desempenho enquanto materiais para libertacdo controlada. De facto,
uma boa seletividade foi observada na libertacdo de INH a partir de hidrogéis aniénicos
(AA) e cationicos (DMAEMA) com sintese RAFT (Figuras 119 e 122, respetivamente),
sendo o processo favorecido em ambos os casos a pH=1 comparativamente a pH=10.
Um efeito assinalavel na libertacdo deste farmaco ocorre com o hidrogel HGS5
(DMAEMA/RAFT) com cerca de 100% observados a pH=1 e 40% a pH=10 (Figura
122). De forma contraria, apesar das enormes taxas de libertacdo estimadas (questdo
relacionada com a referéncia de incubacdo, conforme atrés descrito), as Figuras 120 e
121 mostram uma baixa seletividade por efeito do pH na libertacdo de INH a partir de
hidrogéis anfotéricos DMAEMA/MAA (considerando sintese FRP ou RAFT). Note-se
que a solubilidade do farmaco no meio de libertacdo (ex. variacdo da sua solubilidade
com o pH/temperatura do meio aquoso) e possiveis interacdes positivas/negativas com a
rede de polimero (ex. ionizacdo de grupos) sdo também aspetos importantes no projeto

de sistemas de libertacdo controlados baseados em hidrogéis.
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Figura 108: Comparacdo da fracdo de 5-FU Figura 109: Comparacdo da fracdo de 5-FU
libertada a partir de um hidrogel de AA (Tabela libertada a partir de um hidrogel de AA/RAFT
6) colocado numa solucdo aquosa a pH=1 e (Tabela 6) colocado numa solugdo aquosa a
pH=10. Mostra-se também o ajuste dos resultados pH=1 e pH=10. Mostra-se também o ajuste dos
experimentais ao modelo exponencial. Valores resultados experimentais ao modelo exponencial.
obtidos usando a metodologia incubagdo dos Valores obtidos usando a metodologia incubacéo
hidrogéis B. dos hidrogéis B.
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Figura 110: Comparacdo da fracdo de 5-FU
libertada a partir de um hidrogel HGS6 de
DMAEMA/MAA/FRP (Tabela 6) colocado
numa solucdo aquosa a pH=1 e pH=8. Mostra-se
também o ajuste dos resultados experimentais ao
modelo exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo dos hidrogéis B.
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Figura 112: Comparagdo da fragdo de 5-FU
libertada a partir de um hidrogel de DMAEMA
(Tabela 6) colocado numa solucdo aquosa a
pH=1 e pH=10. Mostra-se também o ajuste dos
resultados experimentais ao modelo exponencial.
Valores obtidos usando a metodologia incubacdo
dos hidrogéis B.
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Figura 111: Comparacdo da fracdo de 5-FU
libertada a partir de um hidrogel HGS7 de
DMAEMA/MAA/RAFT (Tabela 6) colocado numa
solugdo aquosa a pH=1 e pH=8. Mostra-se também
0 ajuste dos resultados experimentais ao modelo
exponencial. Valores obtidos usando a metodologia
incubacdo dos hidrogéis B.
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Figura 113: Comparacdo da fracdo de 5-FU
libertada a partir de um hidrogel de
DMAEMA/RAFT (Tabela 6) colocado numa
solucdo aquosa a pH=1 e pH=10. Mostra-se
também o ajuste dos resultados experimentais ao
modelo exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo dos hidrogéis B.
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Figura 114: Comparagdo da fracdo de 5-FU libertada a
partir de um hidrogel HGS1 de NIPA (Tabela 6)
colocado em solugbes aquosas a T=25 °C e T=37 °C.
Mostra-se também o ajuste dos resultados experimentais
ao modelo exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo dos hidrogéis B.
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Figura 117: Comparacdo da fracdo de IBU libertada a
partir de um hidrogel HGS6 de DMAEMA/MAA/FRP
(Tabela 6) colocado numa solugdo aquosa a pH=1 e
pH=8. Mostra-se também o ajuste dos resultados
experimentais a0 modelo exponencial. Valores obtidos
usando a metodologia incubagéo dos hidrogéis B.
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Figura 115: Comparacéo da fracdo de CAF libertada a
partir de um hidrogel HGS6 de DMAEMA/MAA/FRP
(Tabela 6) colocado numa solugdo aquosa a pH=1 e
pH=8. Mostra-se também o ajuste dos resultados
experimentais ao modelo exponencial. Valores obtidos
usando a metodologia incubagdo dos hidrogéis B.
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Figura 118: Comparacdo da fracdo de IBU libertada a
partir de um hidrogel HGS7 de DMAEMA/MAA/RAFT
(Tabela 6) colocado numa solucdo aquosa a pH=1 e
pH=8. Mostra-se também o ajuste dos resultados
experimentais a0 modelo exponencial. Valores obtidos
usando a metodologia incubagéo dos hidrogéis B.
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Figura 116: Comparacéo da fracdo de CAF libertada a
partir de um hidrogel HGS7 de DMAEMA/MAA/RAFT
(Tabela 6) colocado numa solucdo aquosa a pH=1 e
pH=8. Mostra-se também o ajuste dos resultados
experimentais ao modelo exponencial. Valores obtidos
usando a metodologia incubacéo dos hidrogéis B
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Figura 119: Comparacédo da fracdo de INH libertada a
partir de um hidrogel HGS4 de AA/RAFT (Tabela 6)
colocado numa solucdo aquosa a pH=1 e pH=10.
Mostra-se também o ajuste dos resultados experimentais
ao modelo exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo dos hidrogéis B.
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Figura 120: Comparacdo da fracdo de INH
libertada a partir de um hidrogel HGS6 de
DMAEMA/MAA/FRP (Tabela 6) colocado
numa solugdo aquosa a pH=1 e pH=8. Mostra-se
também o ajuste dos resultados experimentais ao
modelo exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo dos hidrogéis B.
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Figura 121: Comparacdo da fragdo de INH
libertada a partir de um hidrogel HGS7 de
DMAEMA/MAA/RAFT (Tabela 6) colocado
numa solucdo aquosa a pH=1 e pH=8. Mostra-se
também o ajuste dos resultados experimentais ao
modelo exponencial. Valores obtidos usando a
metodologia incubacdo dos hidrogéis B.
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libertada a partir de um hidrogel

HGS5 de

DMAEMA/RAFT (Tabela 6) colocado numa solucdo aquosa a pH=1 e pH=10. Mostra-se também o
ajuste dos resultados experimentais ao modelo exponencial. Valores obtidos usando a metodologia
incubacdo dos hidrogéis B.

5.9.3. Comparacédo do Desempenho de Hidrogéis FRP-RAFT

Nas Figuras 123 a 128 faz-se a comparacdo das dinamicas de libertacdo de diferentes

farmacos a partir de hidrogéis FRP e dos seus analogos RAFT (quando disponiveis). A

Figura 123 compara a libertacdo de 5-FU a pH 1/10 a partir de hidrogéis anionicos (AA)

com sintese FRP e RAFT. Foram estimadas maiores fracdes de libertacdo com hidrogéis

FRP comparativamente aos materiais RAFT. Este facto devera estar relacionado com a

menor razdo de inchamento medida para hidrogéis RAFT, uma consequéncia do menor

comprimento de cadeia em geral resultante deste mecanismo de polimerizagdo. Note-se

no entanto que em ambos os casos (FRP/RAFT), foram observadas maiores taxas de

libertacdo a pH=10 comparativamente ao observado a pH=1. Uma anélise semelhante é
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apresentada na Figura 124 para a libertacdo de 5-FU a partir de hidrogéis cationicos
FRP/RAFT. Valores mais baixos de libertacdo sdo também observados com hidrogéis
RAFT e uma aparente inversé@o (sem explicagéo evidente) da seletividade com o pH foi
também medida com estes materiais (maior libertacdo a pH=1).

A comparacdo das dinamicas de libertacdo de 5-FU estimuladas por pH 1/8 a partir de
hidrogéis anfotéricos DMAEMA/MAA com sintese FRP e RAFT é apresentada na
Figura 125. Em ambos os casos foram medidas maiores taxas de libertacdo a pH=1,
embora as quantidades libertadas e seletividade dos materiais sejam muito baixas para
os dois tipos de hidrogéis. Resultados equivalentes para a libertacdo de cafeina séo
apresentados na Figura 126. Neste caso foi observada uma maior seletividade dos
hidrogeéis FRP (libertacdo de 17% do farmaco a pH=1 e 6% a pH=8) comparativamente
aos materiais com sintese RAFT.

A libertacdo de IBU a partir de hidrogéis anfotéricos DMAEMA/MAA com sintese
FRP e RAFT ¢ ilustrada na Figura 127 tendo sido também analisada a variacdo de pH
1/8. Note-se o efeito da inversdo do estimulo de libertacdo (maiores taxas agora em
meio alcalino devido a maior solubilidade de IBU nestas condi¢des). Os dois tipos de
hidrogéis (FRP/RAFT) apresentam sensibilidade na libertacdo do farmaco em funcao
das condicBes circundantes mas este processo é facilitado com os hidrogéis FRP
(possivelmente devido a maior razdo de inchamento destes materiais comparativamente
aos hidrogéis RAFT, como anteriormente discutido). Note-se que uma analise
semelhante considerando INH como farmaco, conforme ilustrado na Figura 128, conduz
a resultados muito diferentes. Neste caso, apesar da dificuldade em obter uma boa
referéncia de incubacao (séo estimadas taxas de libertacdo demasiado elevadas), parece

clara uma menor sensibilidade na libertacdo do farmaco motivada pelo pH. Por outro
lado, observa-se uma maior fragdo de libertacéo, @,y (), com hidrogéis RAFT mas
deve notar-se que a quantidade de farmaco libertada por unidade de massa de hidrogel,

Cys (), é maior com hidrogéis FRP (ver anexos Q e U). Com hidrogéis FRP, C,(t)

atinge o valor limite de 0.066 mg/g, enquanto que com os analogos RAFT C (t) é

limitado por 0.035 mg/g. Estes dados indiciam que o proprio processo de incubagdo dos
farmacos nos hidrogéis é afetado pelo menor inchamento em geral observado para os
materiais RAFT (menores comprimentos de cadeia) relativamente aos produtos

analogos com sintese FRP.
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Figura 128: Comparacéo da fracdo de INH libertada a
partir de hidrogéis de DMAEMA/MAA com sintese
FRP (HGS6) e RAFT (HGS7) quando colocados em
solucBes aquosas a pH=1 e pH=8.
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Figura 127: Comparacgéo da fracdo de IBU libertada
a partir de hidrogéis de DMAEMA/MAA com
sintese FRP (HGS6) e RAFT (HGS7) quando
colocados em solugfes aquosas a pH=1 e pH=8.
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Figura 126: Comparacdo da fracdo de CAF libertada a
partir de hidrogéis de DMAEMA/MAA com sintese FRP
(HGS6) e RAFT (HGS7) quando colocados em solugdes
aquosas a pH=1 e pH=8.
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Conclus6es e Trabalhos Futuros
Capitulo 6-Conclusoes e Trabalhos Futuros

Neste trabalho foram sintetizados hidrogéis inteligentes, sensiveis ao pH e temperatura,
tendo sido também realizados testes de libertagdo de quatro farmacos diferentes a partir
dos materiais preparados. Com o objetivo de estudar o efeito das condicGes de sintese
sobre as propriedades e desempenho dos hidrogéis, foi feita a sua producdo em
suspensdo inversa (a morfologia das particulas obtidas foi analisada por microscopia
eletronica de varrimento — SEM) e em solugdo. Foram considerados dois mecanismos
diferentes de reacdo: polimerizag&o radicalar classica e polimerizagdo por transferéncia
de cadeia reversivel por adicdo-fragmentacdo (RAFT). Usando diferentes combinacdes
nos mondmeros de partida, foram sintetizados hidrogéis polielectrdlitos de diferentes
tipos, nomeadamente anionicos, catidnicos e anfotéricos e também hidrogeis nédo-
i6nicos. Foi observada a efetiva sensibilidade dos materiais obtidos a variacdo das
condicdes envolventes, nomeadamente variacbes no pH de solucdes aquosas,
temperatura, forca ionica ou presenca de solvente desidratante. Demonstrou-se assim a
possibilidade de fazer transitar os hidrogeéis entre estados de inchamento/colapso em
consequéncia da alteracdo de parametros pré-definidos. As propriedades Unicas destes
materiais foram exploradas na libertacdo estimulada de farmacos, nomeadamente de 5-
fluoruracilo (tratamento do cancro), ibuprofeno (anti-inflamatorio), isoniazida
(tratamento da tuberculose) e cafeina (atuador do sistema nervoso central). Neste
contexto, foram consideradas diferentes combinacgdes hidrogel/estimulo/farmaco tendo
em vista a procura de condi¢bes que possam potenciar 0s processos de libertacdo. Fez-
se também uma descricdo mecanicista simples da dindmica de libertacdo dos farmacos,
considerando para esse efeito modelos matematicos alternativos (modelo exponencial e
lei de poténcia).

Tendo em vista a producdo de hidrogéis de diferentes familias e sensiveis a diferentes
estimulos (anidnicos, catidnicos, anfotéricos e também hidrogéis ndo-idnicos) foram
usados diferentes mondmeros e foi feita a otimizacdo das respetivas condi¢cdes de
sintese (temperatura, concentracdes, catalisadores, neutralizacdo, etc, conforme
detalhado nas Tabelas 2 e 3). O efeito das condicGes de sintese na morfologia dos
hidrogeis foi mostrado de forma evidente considerando polimerizagdo em suspensdo
inversa e polimerizacdo em solugdo. No primeiro caso foram obtidas microparticulas de

hidrogel (observadas por SEM) enquanto com polimerizacdo em solucédo foi gerada uma
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massa continua desses materiais. A utilizacdo destas duas alternativas de sintese visou
também investigar o efeito da morfologia das redes de polimero no processo de
libertagcdo dos farmacos. Por outro lado, nos anos mais recentes, foi iniciada uma linha
de investigacao na producdo de materiais avancados avaliando o uso de polimerizacgdes
radicalares controladas (CRP) em substituicio de FRP. Desta forma, poderdo
eventualmente ser obtidos materiais com propriedades melhoradas atraves de
mecanismos de controlo da arquitetura molecular das redes formadas. Esta possibilidade
foi também avaliada neste trabalho, considerando a sintese de hidrogéis através da
técnica de transferéncia de cadeia reversivel por adi¢do-fragmentacdo (RAFT), como
também detalhado nas Tabelas 2 e 3. Para esse efeito, foram usados trés agentes RAFT
diferentes (DDMAT, CPA e CDT) e feita a adaptacdo das condi¢bes de sintese (ex.
solvente organico/aquoso) dada a profunda alteracdo da cinética de polimerizacdo
quando se faz a substituicdo do mecanismo FRP por RAFT.

Foi estudado e quantificado experimentalmente o comportamento dos diferentes tipos
de redes de polimero sintetizados quando sujeitos a variacdes nas suas condicOes
envolventes. Em concreto, foi medida a variacdo da razdo de inchamento (SR) dos
hidrogéis provocada por variacbes no pH, temperatura ou forca idnica das solucbes
aquosas onde se encontram colocados. Foi também investigado o efeito da presenca de
um solvente desidratante sobre o inchamento/contracdo desses materiais. Esses estudos
incluiram medicdes de equilibrio e também da dindmica de inchamento e contracdo das
redes de polimero. Foi possivel observar de forma inequivoca o impacto da composicao
dos hidrogéis sobre a possibilidade de serem estimulados por parametros especificos.
Por exemplo, foi mostrado que as redes de polielectrolitos sintetizadas podem ser
estimuladas de forma diferente através de variagbes no pH (anidnicos com transicdo
compactado/inchado a pH acido/alcalino e cationicos de forma inversa). Foram também
obtidos em laboratério hidrogéis que podem ser estimulados através da variacdo da
temperatura do meio aquoso circundante. Para esse efeito usou-se NIPA como
monomero de base. Foi também confirmada experimentalmente a enorme reducdo da
razdo de inchamento destes materiais avancados quando a temperatura varia na gama de
20 a 37 °C, o que os torna potencialmente Uteis em aplica¢cdes biomédicas/bioldgicas. A
combinacdo de diferentes tipos de mondmeros permitiu obter hidrogéis com
propriedades mistas (ex. hidrogeis anfotéricos). Por outro lado, foi comparado o
desempenho de inchamento/contragdo de produtos FRP e dos seus andlogos RAFT. Em

geral, com condigdes envolventes equivalentes, os hidrogéis RAFT apresentaram
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menores valores de SR comparativamente as redes de polimero FRP. Este facto é
consequéncia dos baixos comprimentos de cadeia (comparativamente com FRP)
associados aos polimeros resultantes da aplicacdo direta do mecanismo RAFT. Todos
estes estudos de caracterizacdo do inchamento/contracdo dos hidrogéis sintetizados
visaram também a identificacdo dos sistemas com maior grau de estimula¢do em termos
da sua razéo de inchamento. Fez-se desta forma a sele¢éo dos materiais que seriam alvo
dos estudos de libertagcdo de farmacos por garantirem potencialmente um desempenho
superior a este nivel.

Os hidrogéis sintetizados (e selecionados para os estudos de libertacdo) foram
incubados com 5-fluoruracilo, cafeina, isoniazida ou ibuprofeno visando a posterior
quantificacdo da dindmica de libertacdo desses farmacos a partir de diferentes tipos de
redes de polimero, quando sujeitas também a estimulos distintos. Pretendeu-se assim
avaliar o efeito da combinacdo hidrogel/estimulo/farmaco nos perfis de libertacdo
desses farmacos. Foram considerados dois processos diferentes de incubacdo
(carregamento) dos farmacos nos hidrogéis. Num dos casos (A) garantiu-se que todo o
farmaco usado se associava de alguma forma ao hidrogel, embora grande parte pudesse
ficar na superficie do material. No segundo processo (B), procurou-se que s6 o farmaco
que difunde para o interior do hidrogel se considerasse incubado. No entanto, este
ultimo caso, gera dificuldades na quantificacdo do farmaco efetivamente carregado. A
analise por espectroscopia de UV do processo de incubacdo B permitiu identificar a
importancia da combinacdo farmaco/hidrogel sobre a quantidade de farmaco que é
possivel transferir para as redes de polimero. Este mecanismo de transferéncia foi
avaliado usando duas formas diferentes. Considerando a distribuicdo homogénea dos
farmacos entre as duas fases (fase aquosa e hidrogel) foi medida a razdo de inchamento
dos hidrogéis ap6s o processo de incubacdo e estimada a quantidade de principio ativo
supostamente transferida para o polimero. Em alternativa, foi medida por UV a
concentracdo de farmaco na solugdo aquosa remanescente do processo de incubacéo e,
por diferenca, estimada a quantidade transferida para o hidrogel. Os resultados obtidos
pelos dois processos apresentaram em alguns casos discrepancias assinalaveis. Estas
diferencgas sdo em parte explicadas pela existéncia de interagcdes preferenciais (positivas
ou negativas) entre o polimero e os farmacos (ex. devido a efeitos eletrostaticos) que
originam a incubacéo de quantidades (superiores ou inferiores) ao que seria de esperar
com uma distribuicdo homogénea. Deve também assinalar-se que a solubilidade dos

farmacos a usar em solugdo aquosa é um outro fator critico na analise dos processos de
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incubacdo e libertacdo. Por exemplo, o ibuprofeno puro apresenta uma solubilidade
extremamente baixa em agua (embora a sua solubilidade aumente razoavelmente em
meio alcalino). Esta dificuldade foi ultrapassada neste trabalho através da geracdo de
um sal de ibuprofeno (sal de sédio que € significativamente mais soltvel em agua), a
partir do farmaco puro, por reacdo com hidroxido de sédio.

Foram realizados testes laboratoriais onde se mediu a dindmica de libertacdo de 5-
fluoruracilo, cafeina, isoniazida e ibuprofeno estimulada por variacbes nas condi¢oes
envolventes dos hidrogéis. Entre outros, foram realizados testes a pH éacido / pH
alcalino (por analogia com a variagdo de pH esperada entre estdmago/intestino) ou
impondo variagdo de temperatura de 25 para 37 °C (uma gama de temperatura
compativel com aplicacBes biologicas). A dindmica de libertacdo dos farmacos nas
diferentes condi¢bes consideradas foi medida por espectroscopia UV tendo sido usados
dois métodos alternativos para esse efeito: modo aberto em GPC com monitorizacdo
UV e modo fechado num espectrometro UV-VIS.

Foram identificadas combinacdes especificas em que a libertacdo dos farmacos é
enormemente potenciada pelos estimulos considerados. No entanto, em muitos casos, a
libertacdo revelou insensibilidade a alteracdo das condicdes envolventes dos hidrogéis.
Com os hidrogéis sintetizados em suspenséo inversa, assinala-se a boa seletividade na
libertagdo de cafeina a partir de um hidrogel NIPA/MAA quando colocado 37
°C/pH=1.2 (hidrogel colapsado) relativamente a 22 °C/pH=7.5 (hidrogel inchado). Uma
enorme seletividade foi também observada na libertacdo de cafeina a partir de um
hidrogel NIPA. Neste caso foi medida uma muito maior taxa de libertagcdo a T=22 °C
comparativamente a T=37 °C. Note-se no entanto que, devido a dificuldades
experimentais associadas ao manuseamento dos hidrogéis sob a forma de
microparticulas, os valores experimentais obtidos para as dindmicas de libertacdo destes
sistemas apresentam uma elevada dispersdo o que dificulta a obtencdo de conclusdes
definitivas sobre esta matéria.

Com hidrogéis sintetizados em solucdo, foi possivel obter medicGes experimentais das
dindmicas de libertacdo com baixa disperséo e apresentando um bom ajuste a0 modelo
exponencial. Assinala-se a libertacdo de 5-FU a partir de um hidrogel NIPA/FRP que é
enormemente potenciada a 37 °C comparativamente a 25 °C. Note-se que a inversdo da
seletividade de libertacdo de farmacos, em funcdo da temperatura, a partir de hidrogéis
NIPA foi também anteriormente reportada na literatura [50,51,71,72]. Uma razoavel

seletividade na libertacdo de 5-FU foi também medida com um hidrogel catiénico
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RAFT (baseado em DMAEMA), tendo sido observada a potenciacdo deste processo em
meio acido (pH=1) comparativamente a meio alcalino (pH=10).

No estudo da libertagdo de ibuprofeno (na sua forma de sal de sédio), foi observado que
este processo é favorecido em meio alcalino (no caso pH=8) relativamente a meio acido
(foi usado pH=1), o0 que é compativel com a maior solubilidade deste farmaco a valores
elevados de pH. Uma razoavel seletividade na libertacdo deste principio ativo foi
observada com os dois hidrogéis considerados (anfotéricos DMAEMA/MAA com
sintese RAFT e FRP) embora as fragcdes libertadas sejam aparentemente baixas em
ambos 0s casos (no maximo cerca de 45% a pH=8 com hidrogel FRP).

A maior seletividade na libertacdo de isoniazida foi observada com um hidrogel
cationico DMAEMA/RAFT com cerca de 100% do farmaco transferido para a solugdo
aquosa a pH=1 e apenas 40% a pH=10. Uma menor seletividade foi medida com um
hidrogel anionico AA/RAFT com 65% de libertacdo a pH=1 e também cerca de 40% a
pH=10.

Neste estudo foi também feita a comparacdo das dindmicas de libertacdo de farmacos a
partir de hidrogéis sintetizados por FRP e por RAFT. Essa analise mostrou diferencas
assinalaveis na transferéncia de farmacos para as solugbes aquosas quando se
consideram materiais com sinteses por mecanismos distintos. Em geral, foram
observadas maiores taxas de libertacdo quando se consideram materiais FRP. Estas
diferencas poderdo estar relacionadas com as arquiteturas moleculares associadas aos
dois tipos de materiais, nomeadamente o0 maior comprimento da cadeia primaria
esperada com hidrogéis FRP comparativamente a RAFT. Em consequéncia, maiores
taxas de inchamento sdo em geral observadas para hidrogéis FRP, o que, em principio,
facilita os processos de incubacdo e posterior libertacdo de farmacos.

O aprofundamento dos estudos comparativos no ambito desempenho de hidrogéis FRP
e hidrogéis RAFT na libertacdo controlada de farmacos constitui um tema importante a
considerar em futuros trabalhos nesta linha de investigacdo. Em especial, seria
importante o desenvolvimento de condicdes de sintese que permitam obter hidrogéis
RAFT com elevados comprimentos de cadeia (gerando materiais com maiores razdes de
inchamento) e mantendo uma arquitetura molecular controlada (por compara¢do com
hidrogeéis FRP). Seriam assim dados novos contributos no desenvolvimento de materiais
com propriedades por medida e que apresentam aplicacfes importantes em biologia e
biomedicina. Nesses novos estudos, seria também Gtil a inclusdo de sintese por

suspensdo inversa tendo em vista a obtengdo de microparticulas de hidrogéis com
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arquitetura molecular controlada. O aperfeicoamento dos testes aqui apresentados com
este tipo de microparticulas, incluindo a quantificacdo rigorosa dos processos de
incubacdo e libertacdo de farmacos, deverd permitir a avaliagdo das vantagens

decorrentes da morfologia destes produtos nas suas aplicagdes biomédicas.
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Anexo A: Libertagdo de Cafeina estimulada pela temperatura e pH (hidrogel colocado em solugdes
aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a
quantidade de farmaco libertada (expressa em mg/g hidrogel) e a respetiva concentracdo normalizada,
usando como referéncia o0 maximo observado. Faz-se também a comparacgéo dos resultados obtidos com
0s métodos de incubacdo A e B. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através
de espectroscopia UV. Ajuste dos resultados experimentais ao modelo de poténcia. S&o aqui apresentados
0s testes realizados com os hidrogéis HG2 e HG3.
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Anexo B: Libertacdo de Cafeina estimulada pela temperatura (hidrogel colocado em solugdes aquosas a
T=37 °C e T=22 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de farmaco
libertada (expressa em mg/g hidrogel) e a respetiva concentracdo normalizada, usando como referéncia o
maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através de
espectroscopia UV. Ajuste dos resultados experimentais ao modelo de poténcia. Sdo aqui apresentados 0s

testes realizados com os hidrogéis HG5 e HG7.
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Anexo C: Libertacdo de Cafeina estimulada pela temperatura (hidrogel colocado em solugdes aquosas a
T=37 °C e T=22 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de farmaco
libertada (expressa em mg/g hidrogel) e a respetiva concentragcdo normalizada, usando como referéncia o
maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através de
espectroscopia UV. Ajuste dos resultados experimentais ao modelo de poténcia. E aqui apresentado o
teste realizado com o hidrogel HG6.
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Anexo D: Libertacdo de INH estimulada pela temperatura e pH (hidrogel colocado em solugfes aquosas a
T=37 °C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5).Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade
de farmaco libertada (expressa em mg/ g hidrogel) e a respetiva concentracdo normalizada, usando como
referéncia o méximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através

de espectroscopia UV. Ajuste dos resultados experimentais ao modelo de poténcia.
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Anexo E: Libertacdo de Cafeina estimulada pela temperatura e pH (hidrogel colocado em solugdes
aquosas a T=37 °C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a
quantidade de farmaco libertada (expressa em mg/g hidrogel) e a respetiva concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Faz-se também a comparacgdo dos resultados obtidos com
0s métodos de incubacdo A e B. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através

de espectroscopia UV. Ajuste dos resultados experimentais ao modelo de poténcia.
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Anexo F: Libertacdo de 5-FU estimulada pela temperatura e pH (hidrogel colocado em soluc¢Ges aquosas
a T=37 °C/pH=1,2 e T=22 °C/pH=7,5). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a
quantidade de farmaco libertada (expressa em mg/ g hidrogel) e a respetiva concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram

obtidos através de espectroscopia UV. Ajuste dos resultados experimentais ao modelo de poténcia.
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Anexo G: Resultados dos testes de libertagdo realizados com 5-FU num hidrogel de NIPA (HGS1) (condicGes de sintese na Tabela 3 e condigdes de incubagdo na
Tabela 6).
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Anexo H: Resultados dos testes de libertacéo realizados com 5-FU num hidrogel de AA (HGS2) (condigdes de sintese na Tabela 3 e condicGes de incubagio na Tabela
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Anexo |: Resultados dos testes de libertagdo realizados com 5-FU num hidrogel de DMAEMA (HGS3) (condigdes de sintese na Tabela 3 e condigdes de incubagdo na
Tabela 6).
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Anexo J: Resultados dos testes de libertagdo realizados com 5-FU num hidrogel de AA_RAFT (HGS4) (condicdes de sintese na Tabela 3 e condicdes de incubagdo na

Tabela 6).
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Anexo K: Resultados dos testes de libertacdo realizados com INH num hidrogel de AA_RAFT (HGS4) (condigdes de sintese na Tabela 3 e condigdes de incubagdo na
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Anexo L: Resultados dos testes de libertagdo realizados com 5FU num hidrogel de DMAEMA_RAFT (HGS5) (condigdes de sintese na Tabela 3 e condigdes de

incubacédo na Tabela 6).
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Anexo M: Resultados dos testes de libertagdo realizados com INH num hidrogel de DMAEMA_RAFT (HGS5) (condigdes de sintese na Tabela 3 e condigBes de

incubacédo na Tabela 6).
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incubacédo na Tabela 6).

Anexo N: Resultados dos testes de libertagdo realizados com 5-FU num hidrogel de DMAEMA_MAA_FRP (HGS6) (condices de sintese na Tabela 3 e condigdes de
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Anexo O: Resultados dos testes de libertagdo realizados com CAF num hidrogel de DMAEMA_MAA_FRP (HGS6) (condigdes de sintese na Tabela 3 e condigdes de

incubacédo na Tabela 6).
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Anexo P: Resultados dos testes de libertagdo realizados com IBU num hidrogel de DMAEMA_MAA_FRP (HGS6) (condicOes de sintese na Tabela 3 e condigOes de

incubacédo na Tabela 6).
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Anexo Q: Resultados dos testes de libertacdo realizados com INH

incubacédo na Tabela 6).

num hidrogel de DMAEMA_MAA_FRP (HGS6) (condigBes de sintese na Tabela 3 e condigdes de
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Anexo R: Resultados dos testes de libertagdo realizados com 5-FU num hidrogel de DMAEMA_MAA_RAFT (HGS7) (condices de sintese na Tabela 3 e condicdes
de incubacdo na Tabela 6).
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Anexo S: Resultados dos testes de libertacdo realizados com CAF num hidrogel de DMAEMA_MAA_RAFT (HGS7) (condicOes de sintese na Tabela 3 e condicGes

de incubacdo na Tabela 6).
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Anexo T: Resultados dos testes de libertacdo realizados com IBU num hidrogel de DMAEMA_MAA_RAFT (HGS7) (condices de sintese na Tabela 3 e condigdes de

incubacédo na Tabela 6).
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Anexo U: Resultados dos testes de libertagao realizados com INH num hidrogel de DMAEMA_MAA_RAFT (HGS7) (condigdes de sintese na Tabela 3 e condigdes de

incubacédo na Tabela 6).
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Anexo V: Resultados dos testes de libertacao realizados em condigdes de sintese da Tabela 3 e condigdes de incubagdo da Tabela 5.
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Anexo W: Resultados dos testes de libertacao realizados em condigdes de sintese da Tabela 3 e condigdes de incubagdo da Tabela 5.
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Anexo X: Resultados dos testes de libertacdo realizados em condicdes de sintese da Tabela 3 e condi¢des de incubacdo da Tabela 5.

MAX)

Fracgdo de CAF Libertada (100xC/C

100

801

Comparacéo da fracgdo de farmaco libertado
usando como base o inchamento do hidrogel (C1)
ou a andlise UV da solugdo remanescente (C2).
CAF/DMAEMA/MAA/RAFT

500

Tempo (min)

1000

~
X
<
=

Fracgdo de IBU Libertada (100xC/C

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

Comparacéo da fraccdo de farmaco libertado
usando como base o inchamento do hidrogel (C1)
ou a andlise UV da solucdo remanescente (C2).
IBUIDMAEMA/MAA/RAFT

500 1000 1500
Tempo (min)




Anexo Y: Curva de calibracdo do 5-Fluoruracilo obtida por espetroscopia de ultravioleta (UV) em modo
fechado e usando comprimento de onda A=265 nm.
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Anexo Z: Curva de calibracdo do Ibuprofeno obtida por espetroscopia de ultravioleta (UV) em modo

fechado e usando comprimento de onda A=223 nm.
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Anexo AA: Curva de calibracdo do Isoniazida obtida por espetroscopia de ultravioleta (UV) em modo

fechado e usando comprimento de onda A=245 nm.
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Anexo BB: Curva de calibragcdo do Cafeina obtida por espetroscopia de ultravioleta (UV) em modo
fechado e usando comprimento de onda A=272 nm.
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Tabela 7: Estruturas quimicas e propriedades de monémeros vinilicos e reticulantes usados na sintese de hidrogéis.

Ponto de

Ponto de

Massa Molecular

Densidade Relativa

Mondmeros e ] o o 3
) Formula Quimica Estrutura Quimica . B (g/lem’)
Reticulantes Ebulicdo (°C) Fuséo (°C) (g/mol)
(a25°C)
o]
AA C;H,0, y C\)J\ 139 - 72,06 1,05
2
\ OH
AAmM C3HsNO \ - 81-87 71,08 -
NH»
(0]
DMA CsH,NO HCQ N/CHs 80-81 - 99,13 0,96
CHs
o) c’H3
DMAEMA CgHisNO, HsC O/\/N\CH3 182 - 192 - 157,21 0,93
CH,
f A
MBAmM C7H1oN,0, e ~ ep, - > 300 154,17 -
0 CH,4
NIPA CeH1NO ) C\)]\ )\ 89 - 92 60 - 63 113,16 .
Y
N CH




Tabela 8: Estruturas quimicas e propriedades de mondémeros vinilicos e reticulantes usados na sintese de hidrogéis (continuacéo.)

Densidade Relativa

Mondmeros e ] o o Ponto de Ponto de Massa Molecular 3
) Formula Quimica Estrutura Quimica . B (g/lem’)
Reticulantes Ebulicdo (°C) Fuséo (°C) (g/mol)
(a25°C)
NVP CeHyNO Q\O 92-95 - 111,14 1,04
N
CH,
0/\\/
TAO C1,H,,0 > 155 - 160 - - 1,00
422Uy H2C/\\/o O/\///CH
H2c///\
o o
H,C CH,
A N
(o] (o]}
TMPTA C15H»06 >< - - 296,32 1,10
HaC e}
I(\:n,
CHj o
EGDMA C10H1404 Ny C/I'\[((’\/\o CH, 98 - 100 -20 198,22 1,05
o CHg
o]

MAA C4Hs0; 159-163 - 86,09 1,05




Tabela 9: Estruturas quimicas e propriedades dos iniciadores e catalisadores usados na sintese de hidrogéis.

Densidade
Agentes de - ~ :
. i L o Ponto de Ebulicdo | Ponto de Fuséo Massa Molecular Relativa
Transferéncia e Foérmula Quimica Estrutura Quimica 3
. (°C) (°C) (g/mol) (g/cm’)
Iniciadores
(a25°C)
HiC  CHjg
W P
AIBN CgH1oN, = - 102 - 104 164,21 -
//C N
N
HyC  CH,
NH4" d\ 0
: /
e 1,980
APS HgN,OgS, ° 0—0 - - 228,20
>
0/\ NH{'
I
N CH - -
TEMED CeHisN, He SN 120 - 122 55 116,2 0,775
b,
HsC  CHy NH
Vso CgH1sNg 2HCI SHCI - 175-177 271,19 -




Tabela 10: Estruturas quimicas e propriedades dos farmacos usados nos testes de libertagdo controlada.

Ponto de Ebulicéo

Ponto de Fuséo

Massa Molecular

Densidade

Farmacos Formula Quimica Estrutura Quimica ) 5
(°C) (°C) (g/mol) Relativa (g/cm®)
(o]
‘
5-FU C4H3FN,0, HN | - 282 130,07 -
o H
(o)
. ~ N/
Cafeina CgH1oN,O, )N\ | /> - 234 - 236,5 194,19 1,230
0 T N
Ibuprofeno Ci3H150, - 77-78 206,28 -
(o}
HO
o K
\NHZ
INH CeH7N;0 N - 171-173 137,14 -




Tabela 11: Estruturas quimicas e propriedades de reagentes utilizados.

Outros Reagentes ) . o Ponto de Ponto de Massa Molecular Densidade
. Formula Quimica Estrutura Quimica L . . 3
Utilizados Ebulicdo (°C) Fuséo (°C) (g/mol) Relativa (g/cm®)
S
CDT CisH7NS; - 29-33 317,58 -
H3C(H2C)1H,C
s S/\CN
S
E HsC CN
< OH
o CPA C13H13N0282 Sm - 94 - 98 279,38 -
3
E (o]
[«5)
D
<
S
HC CHs
CH3(CHy);oCH
DDMAT CuH0,Ss 3(CHa)10 2\ )J\ ><H/OH - 57 -63 364,63 R
S S
o}
"
c1”
Metileno* " s Sy '
é iHS ‘3H20 lHS
o
(@}
O
N f
e
Nigrosina* d@ /d/ \Q
N NH

(*) Os corantes azul de metileno e nigrosina foram usados em estudos prévios sobre difusio de moléculas para o interior dos hidrogéis.




Tabela 12: Estruturas quimicas e propriedades de reagentes utilizados (continuacao).

Outros Reagentes ) . o Ponto de Ponto de Massa Molecular Densidade
. Formula Quimica Estrutura Quimica L . . 3
Utilizados Ebulicdo (°C) Fuséo (°C) (g/mol) Relativa (g/cm®)
~n o
| o.
OH
(%]
= Verde ‘
S
5 Malaquita* |
) SAS
T/
ﬁ
Q CH;0——C——CH,(CH,)sCH===CHCH(CH)sCH
c
©
é SPAN 80 Cz4H44OG HO”I///,C 0 - - 428:6 -
2 !
w
HO ///'OH
CH
S CHq
= HQ C7Hs0; - 128-130 124,14 -
E
H

(*) O corante verde malaquita foi usado em estudos prévios sobre difusdo de moléculas para o interior dos hidrogéis.




Tabela 13: Estruturas quimicas e propriedades de reagentes utilizados (continuagao).

Outros Reagentes ) o . Ponto de Ponto de Massa Molecular Densidade
. Formula Quimica Estrutura Quimica . . . 3
Utilizados Ebulicdo (°C) Fuséo (°C) (g/mol) Relativa (g/cm®)
o]
Acetona C3Hs0 )J\ 56 94 58,08 0,791
H4C CHy
CH CeHyo 80,7 - 84,16 0,779




Tabela 14: Libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por suspensédo inversa. Parametros

relativos ao ajuste dos dados experimentais aos modelos exponencial e de poténcia. Quantidade libertada

de farmaco (mg farmaco/g hidrogel) usada como variavel dependente.

Parametros
Teste Modelo Estimulo
al a2 a3 R
T=22 °C 0,82638 1,8928 0,1214 0,90816
Exponencial
T=37°C 0,78333 1,3239 0,24368 0,80042
1
T=22°C 1,1308 0,20468 - 0,83094
Poténcia
T=37 °C 1,1021 0,15953 - 0,75985
T=22°Ce
44,029 143,78 77,686 0,55179
. pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
103,11 106,3 5,3288 0,5712
pH=1,2
2
T=22°Ce
132,91 0,093629 - 0,82254
) pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
186,24 0,045582 - 0,87573
pH=1,2
T=22°Ce
121.25 79.327 0.018385 0.94385
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
41.088 183.43 1.2851 0.99009
pH=1,2
3
T=22°Ce
121.16 0.088581 - 0.96632
] pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
144.59 0.11535 - 0.81377
pH=1,2
T=22°Ce
55,245 146,1 0,12373 0,92235
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
12,437 31,003 0,31732 0,98396
pH=1,2
4
T=22°Ce
74,109 0,23519 - 0,87962
) pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
21,392 0,17661 - 0,88178
pH=1,2




Tabela 15: Libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por suspensdo inversa. Parametros

relativos ao ajuste dos dados experimentais aos modelos exponencial e de poténcia. Quantidade libertada

de farmaco (mg farmaco/g hidrogel) usada como varidvel dependente (continuacéo).

; Parametros
Teste Modelo Estimulo
al a2 a3 R
T=22°Ce
72,886 149,93 0,10667 0,95155
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
74,691 177,76 0,22936 0,9767
pH=1,2
5
T=22°Ce
96,845 0,1872 - 0,9165
. pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
118,72 0,18119 - 0,86997
pH=1,2
T=22°Ce
34,838 98,102 0.042673 0,94305
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
35,614 104.05 0.4236 0.94825
pH=1,2
6
T=22°Ce
41,203 0,23726 - 0,91664
. pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
69,824 0,16951 - 0,76237
pH=1,2
T=22°Ce
46,518 42,981 0,20538 0,86979
] pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
52,136 43,374 0,56819 0,73238
pH=1,2
7
T=22°Ce
56,216 0,11275 - 0,9177
) pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
68,497 0,08255 - 0,65782
pH=1,2
T=22°Ce
91,746 60,734 0,0076316 0,73227
] pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
10,451 142,83 0,98712 0,64203
pH=1,2
8
T=22°Ce
93,688 0,045181 - 0,53776
o pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
62,283 0,23609 - 0,76444
pH=1,2




Tabela 16: Libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por suspensdo inversa. Parametros
relativos ao ajuste dos dados experimentais aos modelos exponencial e de poténcia. Quantidade libertada
de farmaco (mg farmaco/g hidrogel) usada como variavel dependente (continuacao).

i Parametros
Teste Modelo Estimulo
al a2 a3 R
T=22°Ce
201,45 41,913 0,21832 0,55943
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
-609,66 904,26 7,9592 0,67074
pH=1,2
9
T=22°Ce
201,3 0,031507 - 0,51852
o pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
252,45 0,03528 - 0,3261
pH=1,2
T=22°Ce
33,151 69,335 0,061938 0,91549
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
24,2 4673,1 9,9601e-5 0,97768
pH=1,2
10
T=22°Ce
41,754 0,17596 - 0,81839
. pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
27,079 0,16188 - 0,78204
pH=1,2




Tabela 17: Libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por suspensdo inversa. Parametros
relativos ao ajuste dos dados experimentais aos modelos exponencial e de poténcia. Concentragdo

normalizada de farmaco usada como variavel dependente.

Parametros
Teste Modelo Estimulo
al a2 a3 R
T=22°C 25,419 57,412 0,11841 0,90602
Exponencial
T=37°C 30,325 51,606 0,2577 0,79426
1
T=22°C 34,516 0,20383 - 0,84114
Poténcia
T=37°C 42,994 0,1594 - 0,74954
T=22°Ce
22,094 66,961 1,4705 0,92178
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
69,059 21,94 0,30985 0,90805
pH=1,2
2
T=22°Ce
61,672 0,098674 - 0,85228
) pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
76,327 0,043106 - 0,8671
pH=1,2
T=22°Ce
60,863 39,61 0.017479 0,9347
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
19,199 75,237 1.2083 0,98887
pH=1,2
3
T=22°Ce
60,566 0,08822 - 0,96097
) pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
60,556 0,11649 - 0,82431
pH=1,2
T=22°Ce
23,044 55,426 0,11012 0,89901
] pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
26,914 64,87 0,28672 0,98703
pH=1,2
4
T=22°Ce
28,92 0,23389 - 0,87911
) pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
44,776 0,17775 - 0,88721
pH=1,2




Tabela 18: Libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por suspenséo inversa. Parametros
relativos ao ajuste dos dados experimentais aos modelos exponencial e de poténcia. Concentracdo

normalizada de fA&rmaco usada como variavel dependente (continuagéo).

] Parametros
Teste Modelo Estimulo
al a2 a3 R
T=22°Ce
28,931 62,687 0,1116 0,94692
] pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
28,337 60,701 0,17866 0,95739
pH=1,2
5
T=22°Ce
39,445 0,18902 - 0,90356
. pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce 0,89099
41,053 0,1833 -
pH=1,2
T=22°Ce
22,909 68,378 0,03946 0,94481
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
23,584 65,421 655,86 0,94341
pH=1,2
6
T=22°Ce
27,019 0,24524 - 0,92714
o pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
44,303 0,16961 - 0,75629
pH=1,2
T=22°Ce
47,281 41,669 0,16354 0,85602
] pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
45,619 37,585 0,58309 0,70501
pH=1,2
7
T=22°Ce
55,541 0,11147 - 0,91093
) pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
59,342 0,084797 - 0,64944
pH=1,2
T=22°Ce
63,068 38,338 0,010269 0,71509
] pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
6,2765 50,559 0,9196 0,62596
pH=1,2
8
T=22°Ce
64,6 0,048256 - 0,54035
o pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
22,983 0,23731 - 0,75638
pH=1,2




Tabela 19: Libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados por suspensédo inversa. Parametros
relativos ao ajuste dos dados experimentais aos modelos exponencial e de poténcia. Concentracdo
normalizada de fA&rmaco usada como variavel dependente (continuagéo).

] Parametros
Teste Modelo Estimulo
al a2 a3 R
T=22°Ce
76,487 18,36 0,10614 0,66214
] pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
-67,163 153,57 5,483 0,72128
pH=1,2
9
T=22°Ce
79,935 0,03555 - 0,59447
. pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
72,46 0,039551 - 0,33965
pH=1,2
T=22°Ce
29,744 60,919 0,061501 0.9131
) pH=7,5
Exponencial
T=37°Ce
20,613 5356,7 7,7298e-5 0,97599
pH=1,2
10
T=22°Ce
37,312 0,17396 - 0,81149
o pH=7,5
Poténcia
T=37°Ce
23,426 0,16436 - 0,7761
pH=1,2




Tabela 20: Libertacdo de farmacos a partir de hidrogéis sintetizados em solugdo. Parametros relativos ao

ajuste dos dados experimentais ao modelo exponencial.

Parametros
Teste Modelo Estimulo
al a2 a3 R
pH=1 7,7532 53,505 0,058919 0,98994
5-FUem AA Exponencial
pH=10 3,2306 68,955 0,002006 0,99719
pH=1 4,798 28,73 0,089679 | 0,917166
5-FUem AA Exponencial
pH=10 4,5934 32,495 0,26712 0,99507
5-FU em pH=1 0,38991 18,409 0,017225 0,99701
Exponencial
DMAEMA/MAA/FRP pH=8 -0,051597 | 15,241 0,009767 0,99392
5-FU em pH=1 0,10733 15,07 0,010539 0,99789
Exponencial
DMAEMA/MAA/RAFT pH=8 0,28466 12,289 | 0,0050037 | 0,99307
pH=1 1,9307 155,84 0,028765 0,99481
5-FU em DMAEMA Exponencial
pH=10 1,3021 175,12 0,018133 0,99927
pH=1 5,7868 121,14 0,018079 0,97862
5-FU em DMAEMA Exponencial
pH=10 5,4482 75,869 0,011127 0,99189
T=25°C | 0,017775 | 18,266 0,010288 0,99862
5-FU em NIPA Exponencial
T=37°C 7,7532 53,505 0,058919 0,98994
CAF em pH=1 -0,33521 16,704 0,022065 0,99828
Exponencial
DMAEMA/MAA/FRP pH=8 0,11184 | 5,6967 0,01475 0,98456
CAF em pH=1 0,75677 11,954 0,016289 0,99314
Exponencial
DMAEMA/MAA/RAFT pH=8 -0,18267 11,757 0,019198 0,99899
IBU em pH=1 -0,064594 | 24,057 | 0,0081943 | 0,99973
Exponencial
DMAEMA/MAA/FRP pH=8 0,23436 42,516 | 0,0064916 | 0,99872
IBU em pH=1 -0,044886 | 11,494 | 0,0074919 | 0,99743
Exponencial
DMAEMA/MAA/RAFT pH=8 0,0087684 | 27,459 | 0,0039927 | 0,99594
pH=1 14,424 50,293 0,025453 0,92322
INH em AA/RAFT Exponencial
pH=10 5,6664 33,976 0,04527 0,95086
INH em pH=1 7,8514 200,55 0,014159 0,99592
Exponencial
DMAEMA/MAA/FRP pH=8 4,7982 216,5 0,016406 | 0,99635
INH em pH=1 40,835 342,58 | 0,0054988 0,9796
Exponencial
DMAEMA/MAA/RAFT pH=8 11,422 340,59 | 0,011412 | 0,99387
INH em pH=1 6,3043 90,608 0,028838 0,99725
Exponencial
DMAEMA/RAFT pH=10 5,4408 34,669 0,025928 0,98236




Figura 129: llustracdo da balanga de precisao utilizada ao longo dos procedimentos experimentais deste
trabalho. A pesagem rigorosa de todos os componentes utilizados na sintese dos hidrogéis e no processo

de incubacdo e libertacdo de fArmacos reveste-se de fundamental importancia.

Figura 130: llustragdo do processo de pesagem de hidroquinona antes de iniciar a sintese de hidrogéis

por suspensdo inversa ou em solucdo. A preparagdo de solucfes contendo hidroquinona antes de iniciar a
sintese de hidrogéis por suspensdo inversa ou em solugdo. A preparacdo de solugdes contendo
hidroguinona (inibidor de polimerizacfes radicalares) foi feita de modo a parar a reacdo a diferentes

tempos de amostragem.



Figura 131: llustracdo do processo de recolha de metanol para utilizagdo posterior na precipitacdo de

hidrogéis sintetizados por suspensao inversa ou em solucéo.

Figura 132: Visualizacdo de frascos de amostragem contendo misturas HQ/metanol e HQ/acetona para
realizacdo de analise gravimétrica e analise por SEC dos produtos de polimerizacdo. Este processo de
recolha de amostras ao longo do processo de sintese de hidrogéis foi realizado nos sistemas de

polimerizacdo por suspensdo inversa e também nas reagdes em solucéo.



Figura 133: Ilustracéo do processo de borbulhamento do monémero com &rgon previamente ao processo
de polimerizagdo. Desta forma, realiza-se a remogdo de O, (que funciona como inibidor) do meio de
polimerizacdo. Este processo é também realizado durante a polimerizagdo de forma a manter o meio

reacional isento de O,.

Figura 134: llustracdo de recipiente contendo o emulsionante (SPAN 80) utilizado na sintese de
hidrogéis por suspensdo inversa. Antes da realizacdo das polimerizacGes, todos os componentes foram

termostatizados no valos de temperatura desejado (ex. T=20 °C).



Figura 135: Amostragem para analise por SEC realizada ao longo da sintese de hidrogéis por suspensao

inversa.

Figura 136:llustracdo de varios componentes usados no processo iniciagdo relativo a sintese a baixa
temperatura (T=20 °C) de hidrogéis em suspensdo inversa ou em solucéo: catalisador da polimerizagéo
(TEMED), iniciador da fase aquosa (APS) e agua desionizada (Wp).



Figura 137: llustracdo de um baldo volumétrico contendo ciclohexano usado no decorrer da sintese de
hidrogéis em suspensdo inversa. Neste processo de sintese, com o objetivo de realizar polimerizacéo nas

gotas de fase aquosa (sintese de particulas de hidrogel na fase dispersa), foram usados solventes organicos

na fase continua.

Figura 138: Estufa de vacuo usada no processo de secagem e incubacdo de hidrogéis.



Figura 139: Exemplo de aspeto morfolégico de um hidrogel ap6s ter sido retirado da estufa de véacuo

(HG17 considerado nesta ilustracdo).

Figura 140: Exemplo do processo de trituragdo dos hidrogéis sintetizados (HG17 considerado nesta

ilustracdo).

Figura 141: llustracdo da dissolucdo de farmaco em &gua desionizada com recurso ao sistema de
ultrassons. Alguns farmacos utilizados apresentam baixa solubilidade em &gua, especialmente o
ibuprofeno. A geragdo de um sal de ibuprofeno (ex. sal de sédio por reacdo com NaOH) é uma das formas

de contornar esta dificuldade.



Tabela 21: Aspeto morfolégico de alguns hidrogéis utilizados neste trabalho: HG1, HG2, HG3, HG4,
HG5 e HG6 considerados como exemplos.




Tabela 22: Aspeto morfolégico de alguns hidrogéis utilizados neste trabalho: HG7, HG8, HG9, HG10,
HG12 e HG13 considerados como exemplos.




Tabela 23: Aspeto morfolégico de alguns hidrogéis utilizados neste trabalho: HG14, HG15, HG16,
HG17, HG19 e HG20 considerados como exemplos.




Figura 142: llustracdo do aspeto morfolégico de alguns dos hidrogéis sintetizados a partir de

polimerizacdo em solugéo.

Figura 143: llustracdo fotografica dos farmacos usados neste trabalho: 5-FU, Cafeina, IBU e INH.

Produtos adquiridos a Sigma Aldrich.



Figura 144: llustracdo do teste de sensibilidade equilibrio dos hidrogéis a variacdo simultanea do pH e da
temperatura.

Figura 145: Teste de sensibilidade equilibrio dos hidrogéis a variacdo do pH a temperatura constante
(T=25 °C). Nestes testes fez-se uso de solucdes tampao com valores compreendidos de 1 a 14 (solucgdes

acidas, neutras e basicas).



Figura 146: llustracdo do teste de sensibilidade de equilibrio dos hidrogéis a variacdo do pH a
temperatura constante (T=37 °C). Nestes testes fez-se uso de solugBes tampdo com valores

compreendidos de 1 a 14 (solugdes acidas, neutras e basicas).

Figura 147: llustracdo do teste de inchamento em 4agua desionizada e colapso em acetona do hidrogel

HG17 (levemente catidnico).



Figura 148: llustracdo do processo de filtracdo de hidrogéis carregados com farmacos (HG4 com cafeina
usado como exemplo). Apds esta fase foi recolhido e colocado numa estufa de vacuo. Método de

carregamento B.

Figura 149: Filtros utilizados nos testes de libertacdo controlada de farmacos. Sdo da marca Whatman

com membrana de celulose, ideais para sistemas aquosos, e com porosidade de 0,45 micron.



Figura 150: llustracdo dos testes de libertacdo realizados com hidrogéis sintetizados em suspensao
inversa (5-FU em HG4 aqui considerado como exemplo). Nestes testes fez-se a comparagdo da utilizagao
de um filtro para cada amostra da utilizagdo de um Unico filtro para cada estimulo (Teste 8 da Tabela 4).

Né&o foram detetadas diferencas significativas entre as duas abordagens.

\acuces

Figura 151: llustracdo do equipamento de GPC (detecdo simultdnea de quatro sinais) utilizado para a

realizacdo dos testes de libertacdo controlada de farmacos.



Anexo CC: Cromatogramas de calibragbes de Farmacos efetuadas em GPC/UV para a quantificacdo

posterior dos testes de libertagdo controlada de farmacos.

2200

2000

1800

1600

1400

1200

1000

Ultra Violet (mv)

800

600

400

200

0 =

0,0 2,5 5.0 75 100 125

2012-12-28_18;58,07_CAL1_01.vdt :
2012-12-28_20,09:20_CAL2_01 vt :
2012-12-28_22;31;48_CAL4_01.vdt :
2012-12-28_23:43,02_CAL5_01.vdt :
2012-12-20_00;54;15_CAL6_01.vdt :
2012-12-29_02;05;28_CAL7_01.vdt :
2012-12-29_03;16;42_CAL8_01.vdlt :

Ultra Violet {mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Violet { mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Violet {mv)

150 175 200 225 250

Retention Volume (mL)

Cromatogramas correspondentes a calibra¢do da Cafeina em GPC/UV (concentragfes usadas: 2,599; 1,924; 1,126;
0,542; 0,221; 0,103; 0,024; 0,052 mg/mL). A calibragdo foi obtida relacionando a concentragdo usada com a area do

respectivo cromatograma.

70
65
60
55
50
45
40

35

Ultra Violet {mv)

30

25

20

0.0 25 5.0 75 100 125

2013-01-17_23;26:58_CALIB_ISO_1_01.vdt :
2013-01-18_00;38;11_CALIB_ISO_2_01.vdt :
2013-01-18_01;49;24_CALIB_ISO_3_01.vdt :
2013-01-18_03;00;39_CALIB_ISO_4_01.vdt :
2013-01-18_04;11;54_CALIB_ISO_5_01.vdt :

Cromatogramas correspondentes a calibragdo da

150 17,5 325 350

20,0
Retention Volume (mL)

22,5

Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)

Isoniazida em GPC/UV (concentracBes usadas: 0,108; 0,0541;

0,0261; 0,0106; 0,006 mg/mL). A calibracdo foi obtida relacionando a concentracdo usada com a area do respectivo

cromatograma.
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Anexo DD: Cromatogramas de alguns dos testes de Libertagdo Controlada de Farmacos realizados em
GPC/UV.

55
50
45
40
5

30

Ultra Violet {mv)

25

20

0.0 25 5,0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
Retention Volume {mL)

2013-01-09_21;44;15_HGT_CAF1_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-09_22,55,29_HGT_CAF1_3_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-01-10_00;06;43_HG7_CAF1_4_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-01-10_01;17;56_HGT_CAF1_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_02;28;,08_HG7_CAF1_6_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-01-10_03;40;22_HGT_CAF1_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_04;51;36_HGT_CAF1_8_01.vdt : Ultra Violet {mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 1 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C)).

40,0
375
350
325
30,0
275
250
225
20,0
17,5
15,0
12,5
10,0
7.5
50 | ,‘h/\r o

0 5 10 15 20 25 30 35
Retention Volume (mL)

2013-01-10_15:37;46_HG7_CAF2_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_16:48;59_HG7_CAF2_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_18,00;12_HG7_CAF2_3_01.vdt : Ultra Viclet (mv)
2013-01-10_19;11;27_HG7_CAF2_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_20;22;41_HG7_CAF2_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_21;33;54_HG7_CAF2_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_22;45;06_HG7_CAF2_7_01.vdl : Ultra Violet (mv)
2013-01-10_23;56;20_HG7_CAF2_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Ultra Vialet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 1 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C)).
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550

500

450

400

350

300

Ultra Violet (mv)

250
200
150

100

50 J
0

00 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
Retention Volume (mL)

2013-01-14_20;21;49_HG2_CAF1_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-14_21;33;03_HG2_CAF1_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-14_22;44;16_HG2_CAF1_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-14_23;55;30_HG2_CAF1_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_01;06;45_HG2_CAF1_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_02;17;58_HG2_CAF1_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_03;29;11_HG2_CAF1_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_04;40;25_HG2_CAF1_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_05;51;39_HG2_CAF1_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 2 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C e pH=7,5)).

650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

50 )

07
0 5 10 15 20 25 30 35
Retention Volume (mL)

2013-01-15_07,02;53_HG2_CAF2_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_08;14;06_HG2_CAF2_2_01.vdt : Ultra Vidlet (mv)
2013-01-15_09;25;18_HG2_CAFZ_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_10;36;32_HG2_CAF2_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_11;47;47_HG2_CAF2_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_12;59:01_HG2_CAF2_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_14;10;13_HG2_CAF2_7_01.vdt : Ultra Vidlet (mv)
2013-01-15_15;21;26_HG2_CAF2_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_16;32;40_HG2_CAF2_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 2 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C e pH=1,2)).
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500

450

400

350

300

250

Ultra Violet (mv)

200
150

100

350 J
0 e

0.0 25 50 75 100 125 180 1175 200 225 250 275 30,0 325 350
Retention Volume (mL)

2013-01-15_18;20;09_HG3_CAF1_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_19;31;22_HG3_CAF1_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_20;42;36_HG3_CAF1_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-15_21,53;50_HG3_CAF1_4_01.vdt: Ultra Violet (mv)
2013-01-15_23;05:05_HG3_CAF1_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_00;16;17_HG3_CAF1_6 01.vdt: Ultra Violet {mv)
2013-01-16_01,27;30_HG3_CAF1_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_02,38;43_HG3_CAF1_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_03;49;58_HG3_CAF1_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 3 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C e pH=7,5)).

600
550
500
450
400
350

300

Ultra Violet (mv)

250

200

150
100

50

: )
0,0 25 5,0 75 10 125 150 175 200 225 250 275 30,0 325 350
Retention Volume (mL)

2013-01-16_05:01;12_HG3_CAF2_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_06,12;25_HG3_CAF2_2_01.vdt ; Ulira Violet (mv)
2013-01-16_07:23;38_HG3_CAF2_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2012-01-16_08;34;51_HG3_CAF2_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_09:46:05_HG3_CAF2_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_10:;57:20_HG3_CAFZ & 01.vdt; Ultra Vielat (mv)
2013-01-16_12;08;33_HG3_CAF2_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_13:19:45_HG3_CAFZ_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-16_14;31;00_HG3_CAF2_9_01.vdt : Uttra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 3 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C e pH=1,2)).
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130
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a0
a0
T0
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Ultra Violet (mv)

50
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2013-01-21_18;22;51_HG5_CAF1_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-21_19;34;,04_HGS5_CAF1_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-21_20;45;18_HG5_CAF1_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-21_21;56;32_HG5_CAF1_d_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-21_23;07:47_HG5_CAF1_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-01-22_00;18;59_HG5_CAF1_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)

15 20
Retention Volume (mL)

2013-01-22_01:30:11_HGS5_CAF1_7_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-01-22_02;41;25 HG5_CAF1_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)

2013-01-22_03;52;39_HG5_CAF1_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 4 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C)).
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2013-01-22_05,03;54_HG5_CAF2_1_01.vdt :
2013-01-22_06,15,06_HG5_CAF2_2_01.vdt -
2013-01-22_07;26;19_HG5_CAF2_3_01.vdt:
2013-01-22_08;37;33_HG5_CAFZ_4_01.vdt:
2013-01-22_09:48:47_HG5_CAFZ_5_01.vdt :

2013-01-22_11:00;01_HG5_CAF2_6_01.vdt
2013-01-22_12;11;13_HGS_CAF2_7_01.vdt

2013-01-22_13;22;27_HG5_CAF2_8_01.vdt :
2013-01-22_14,33;40_HG5_CAF2_8_D1.vdl :

150 175 200 225 250 275 300 325 350
Retention Volume (mL)

Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Viclet (mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Viiolet (mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 4 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C)).
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130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 5 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C)).

5 10 15 20

Retention Volume {mL})

2013-01-22_15;44;53_HG6_CAF1_1_01.vdt :
2013-01-22_16;56;08_HG6_CAF1_2_01.vdt :
2013-01-22_18,07;20_HG6_CAF1_3_01.vdt :
2013-01-22_19;18;33_HG6_CAF1_4_01.vdt:
2013-01-22_20;29:47_HG6_CAF1_5_01.vdt:
2013-01-22_21:41;01_HGA_CAF1_6_01.vdt -
2013-01-22_22;52;16_HG6_CAF1_7_01.vdt:
2013-01-23_00;03;28_HG6_CAF1_8_01.vdt :
2013-01-23_01;14:41_HG6_CAF1_9_01 vdt :

140 ¢

120

Ultra Violat (mv)
g

100

B0 |

40

20

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 5 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C)).

Ultra Viclet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Vialet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Vinlet {mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)

25

30
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0 5 10 15 20
Retention Yolume (mL)

2013-01-23_02:25:55_HGE_CAF2_1_01.vdt -
2013-01-23_03;37:00_HG6_CAF2_2_01.vdt:
2013-01-23_04:48:23_HGB_CAF2_3_01.vdt:
2013-01-23_05,59;35_HGB_CAFZ_4_01.vdt :
2013-01-23_07,10;48_HG6_CAFZ_5_01.vdt:
2013-01-23_08:22;02_HG6_CAF2_6_01.vdt :
2013-01-23_09;33;17_HGE_CAF2_7_01.vdt:
2013-01-23_10;44:31_HGB_CAF2_8&_01.vdt:
2013-01-23_11:55:43_HG6_CAF2_9_01.vdt -

Ultra Violet {mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet (mv)
Ultra Violet {(mv)
Ultra Violet {mv)
Ultra Violet (mv)

35




325
300
275
250
225
E 200
B 175
2
>
o 150
5 125
100
75
50
: AL
0+ g
0 2 4 5] 8 10 12 14 16 18 20 22
Retention Volume (mL)
2013-03-21_23;53;43_HG2_INH_1_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_00;39;54_HG2_INH_1_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_01,26,05_HG2_INH_1_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_02;12;17_HG2Z_INH_1_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_02;58;30_HG2_INH_1_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_03;44,43_HG2_INH_1_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_04;30;54_HG2_INH_1_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_05;17:05_HG2_INH_1_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-22_06;03;18_HG2_INH_1_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 7 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C e pH=1,2)).

130
120
110
100

90

o
1=

70

60

Ultra Vielet (mv)

50
40
30

20

—

a 2 4 8 8 10 12 14 18 18 20 22
Retention Volume (mL)

2013-03-22_13:45:19_HG2_INH_
2013-03-22_14;31:31_HGZ_INH_
2013-03-22_15;17:44_HG2_INH_

2_1_01.vdt: Ultra Violet (mv)
2
2
2013-03-22_16;49;20_HG2_INH_2
2
2

2_01.vdt : Ultra Violet (mv)

~3_01.vdt : Ultra Violet (mv)

4_01.vdt : Ultra Violet (mv)

2013-03-22_17:35:31_HG2_INH_
2013-03-22_18:21:43_HG2_INH_2_6_01.vdt : Ultra Viclet (mv}
2013-03-22_19;07:56_HG2_INH_2_7_01.vdt : Ultra Vialet (mv)
2013-03-22_19:54:09_HG2_INH_2_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)

2013-03-22_20;40;20_HG2_INH_2_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
6

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 7 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C e pH=7,5)).
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400
375
350

300
275
250
225

Ultra Violet (mv)

175
150
125
100
75
50
25

0 2 4 i} 8 10 12 14 16 18 20 22
Retention Volume (mL)

_01.vdt - Ultra Violet (mv)
1.vdt : Ultra Violet (mv)

2013-03-27_20,22,42_HG4_SFU_1_1_0
2013-03-27_2108,54_HG4_5FU_1_2_0
2013-03-27_21;55,05_HG4_5FU_1_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_22,41,17_HG4_5FU_1_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_23:27;30_HG4_5FU_1_5_01vdt - Ultra Violet (mv)

U1 6.0

U170

u_1.80

U190

2013-03-28_00;13:43_HG4_5F 1.vdt - Ultra Violet (mv)
2013-03-28_00,59,54_HG4_5F _01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-28_01,46,06_HG4_5F 1.vdt - Ultra Violet (mv)
2013-03-28_02;32;18_HG4_5FU_1_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 8 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C e pH=7,5)).

500
450
400
350
E 300
k]
o
2 250
s
= 200
150
100
50
4]
b} 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22
Retention Volume {mL}
2013-03-28_10;14;19_HG4_5FU_2_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-28_11,00;31_HG4_5FU_2 . 2 ) 01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-28_11;46,45_HG4_5FU_2_3_01.vdt : Ultra Violet {(mv)
2013-03-28_12;32,56_HG4_5FU_2_4 D‘I vdt : Ultra Violet {mv)
2013-03-28_13;19,07_HG4_5FU_2_5_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-03-28_14,05;20_HG4_5FU_2_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-28_14;51,32_HG4_5FU_2 7_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-03-28_15;37:45_HG4_5FU_2_8 01.vdt: Ultra Violet (mv)
2013-03-28_16,23,57_HG4_5FU_2_9 01.vdt : Ultra Violet {mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 8 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C e pH=1,2)).

Oj U ln is EC www.malvern.com/viscotek



350
325
300
275
250
— 225
E
= 200
B
o
< 175
el
= 150
=]
125
100
75
50
25 A
0 L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Retention Volume {mL)
2013-03-27_13;26;52_HG4_5FU_1_1_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_14;13;04_HG4_5FU_1_1_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_14,5916_HG4_5FU_1_1_3_01.vdt . Ultra Violet (mv)
2013-03-27_15;45;29_HG4_5FU_1_1_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_16:31,42_HG4_5FU_1_1_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_17;17;563_HG4_5FU_1_1_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_18;04,05_HG4_5FU_1_1_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_18;50;,17_HG4_5FU_1_1_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-27_19;36;30_HG4_5FU_1_1_a_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 8 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C e pH=7,5)). Neste

caso usou-se um Unico filtro para cada estimulo.

425

400

375

350

325

300

275

g 250

B 225

2
= 200
il

5 175

150

126

100

75

50

25

0
o 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22
Retention Volume (mL)

2013-03-28_03;18,30_HG4_5FU_2_1_1_01.vdt: Ultra Viclet {mv)
2013-03-28_04;04;44_HG4_5FU_2_1_2_01.vct : Ultra Violet (mv)
2013-03-28_04;50;55_HG4_5FU_2_1_3_01.vdt: Ultra Viclet (mv)
2013-03-28_05;37;06_HG4_5FU_2_1_4_01.vdt: Ultra Viclet (mv)
2013-03-28_06;23;18_HG4_5FU_2_1_5_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-03-28_07;09;31_HG4_5FU_2_1_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-03-28_07,55;44_HG4_SFU_2_1_7_01.vdt: Ultra Viclet (mv)
2013-03-28_08;41,55_HG4_SFU_2_1_8_01.vdt: Ultra Viclet {mv)
2013-03-28_09;28,07_HG4_5FU_2_1_9_01.vdt: Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 8 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C e pH=1,2)). Neste

caso usou-se um unico filtro para cada estimulo.
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130

250 275 300 325 350

120
110
100
90
I~ 80
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@ 60
5 50
40
30
20
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0,0 2,5 50 75 100 125 150 175 200 225
Retention Volume (mL)
2013-04-23_09;50,46_HG4_Caf_1_1_1_01.vdt : Ultra Vialet (mv)
2013-04-23_11;01;50_HG4_Caf_1_1_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-23_12;13;11_HG4_Caf_1_1_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-23_13;24;25_HG4_Caf_1_1_4_01.vdt : Ultra Viclet (mv)
2013-04-23_14;35;39_HG4_Caf_1_1_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-23_15:46;54_HG4_Caf_1_1_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-23_16;58,06_HG4_Caf_1_1_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-23_18,0919_HG4_Caf_1_1_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-23_19,20,33_HG4_Caf_1_1_9_01.vdt : Ultra Violet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 9 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C e pH=7,5)).

160

140
120
= !
E ]
- 100
L !
g |
= 0
60
40
20 }
0 P
Q 5 10 15 20
Retention Volume (mL)
2013-04-24_17.53,49_HG4_Caf_1_2_1_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-04-24_19;05,02_HG4_Caf_1_2_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-24_20,16,17_HG4_Caf_1_2_3_01.vdt : Ultra Violet {mv)
2013-04-24_21;27,31_HG4_Caf_1_2_4_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-24_22;38,43_HG4_Caf_1_2_5_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-24_23:49,56_HG4_Caf_1_2_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-25_01;01,08_HG4_Caf_1_2_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-25_02;12;24_HG4_Caf_1_2_8_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-25_03;23;38_HG4_Caf_1_2_9_01.vdt : Ultra Violet {mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 9 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C e pH=1,2)).
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Retention Volume (mL)
2013-04-23_20;31;47_HG4_Caf_2_1_1_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-23_21;43;01_HG4_Caf 2_1_2_01.vdt : Ultra Vialet (mv)
2013-04-23_22;54;14_HG4_Caf_2_1_3_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-24_00;05:27_HG4_Caf 2 1_4_01.vdt: Ultra Vialet (mv)
2013-04-24_01;16;41_HG4_Caf_2_1_5_01.vdt: Ultra Violet (mv)
2013-04-24_02;27,55_HG4_Caf_2_1_6_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-24_03;39;10_HG4_Caf 2_1_7_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-24_04,50;22_HG4_Caf_2_1_8_01.vdt: Ultra Viclet (mv)
2013-04-24_06;01;36_HG4_Caf_2_1_9_01.vdt : Ultra Vialet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 10 da Tabela 4 (estimulo (T=22 °C e pH=7,5)).
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0.0 2,5 5,0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
Retention Volume {mL)
2013-04-25_04;34;51_HG4_Caf_2_2_1_01.vdt: Ultra Violet (mv)
2013-04-25_05:46,03_HG4_Caf_2_2_2_01.vdt : Ultra Violet (mv)
2013-04-25_06,57;17_HG4_Caf_2_2_3_01.vdt: Ultra Violet (mv)
2013-04-25_08,08,31_HG4_Caf_2_2_4_01.vdt: Ultra Violet (mv)
2013-04-25_09;19:45 HGA_Caf 2_2 5 01 vdt - Ultra Violet (mv)
2013-04-25_10;30;59_HG4_Caf_2_2_6_01.vdt: Ultra Vialet (mv)
2013-04-25_11:42:11_HG4_Caf_2_2_7_01.vdt: Ultra Vialet (mv)

Os cromatogramas da figura anterior dizem respeito ao teste 10 da Tabela 4 (estimulo (T=37 °C e pH=1,2)).

2
2013-04-25_12,53;25_HG4_Caf_2_2_8_01.vdt:
2013-04-25_14;04;39_HG4_Caf 2 2
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9_01.vdt:

Ultra Vialet (mwv)
Ultra Violet {mv)




