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RESUMO

A presente tese envolveu a sintese e caracterizacdo de duas séries de polimeros
anfifilicos inteligentes. A utilizacdo de quatro mondmeros foi feita com o objetivo de se
conferir aos polimeros sensibilidade a temperatura e ao pH . Na primeira série, ou série 1,
foram sintetizados terpolimeros anfifilicos termo-sensiveis a partir dos mondmeros N-
isopropilacrilamida (NIPAm), monometacrilato de poli(etilenoglicol)metil éter (PEG) e n-
dodecilmetacrilato (DOMA), cuja termo-sensibilidade foi controlada variando-se a propor¢ao
molar dos mondmeros. Os polimeros foram caracterizados utilizando-se as técnicas de
ressonancia magnética nuclear e cromatografia de permeacgao em gel (GPC). As propriedades
das solucdes foram estudadas empregando-se espectrofotometria, fluorescéncia e
espalhamento de luz dindmico. Os polimeros exibiram temperatura de turvagdo em solucdo
aquosa entre 17 e 52°C, dependendo da composi¢do. A propor¢do do mondmero hidrofilico
(PEQ) foi variada com o objetivo de se obter termo-sensibilidade proxima a temperatura do
corpo humano (37° C). O aumento da forga idnica das solugdes pela adi¢do de KCl reduziu a
temperatura de turvagdo pelo efeito “salting out”. Os polimeros formaram, em solugdo
aquosa, microdominios hidrofobicos, cuja CAC variou de 1,2x107 a 1x10? g dm™ , com o
aumento da propor¢cdo molar de PEG de 5 a 35%. Os agregados hidrofobicos tipo micelar
apresentaram um tamanho que variou de 50 a 140 nm, dependendo da propor¢do dos
monomeros, ¢ mostraram capacidade para incorporar moléculas hidrofobicas, como pireno e
doxorubicina. As quantidades méximas incorporadas foram de, respectivamente, 6,1 mg/g
polimero € 13,5 mMg/g poimero para pireno e doxorubicina. Agregados mais hidrofobicos

incorporaram uma quantidade maior do hidréfobo.



Na segunda série, ou série 2, foram sintetizados terpolimeros anfifilicos termo-
sensiveis e sensiveis ao pH, substituindo-se o monomero DOMA pelo mondmero &acido
vinilbenzodico, (VBA), que contém grupo ionizavel. Os polimeros foram caracterizados
utilizando-se as técnicas de ressondncia magnética nuclear e cromatografia de permeagao em
gel (GPC). As propriedades das solugdes foram estudadas empregando-se espectrofotometria,
e fluorescéncia . Uma propor¢do maior do mondémero VBA levou a um aumento na
temperatura de turvacdo (que variou de 34 a 56° C, dependendo do valor do pH) devido a
repulsdo eletrostatica das cadeias ionizadas. A presenca de sal nas solu¢des também deslocou
a temperatura de turvacdo para valores menores. A CAC destes terpolimeros ¢ relativamente
alta e variou ente 9,4x107 ¢ 1x10" g dm™ . A prepara¢do de microcapsulas com esta série de

polimeros mostrou resultados satisfatdrios, com a obten¢do de microparticulas cujo tamanho

variou de 3 a 10 pm e que foram capazes de incorporar a molécula hidrofébica pireno com

uma eficiéncia em torno de 41%.



Abstract

In the present thesis the synthesis and characterization of two series of “intelligent”
polymers were performed aiming to construct potential drug carriers. Four monomers were
employed to provide thermo and pH sensitivity to the systems. In the first series terpolymers
of N-isopropylacrylamide, dodecyl methacrylate (DOMA) and poly(ethylene glycol)(PEG)
methacrylate, were synthesized by random copolymerization, and the composition was
controlled to achieve systems having different thermosensitivities. "HNMR spectra and gel
permeation chromatography (GPC) were employed to characterize the different samples
obtained. The solution properties were studied by employing spectrophotometry,
fluorescence, and dynamic light scattering techniques. The chemical compositions in the final
terpolymers are close to those in the feed and the composition was controlled aiming to adjust
the thermosensitivity close to that of the human body temperature (37°C). The polymers
exhibited cloud point temperatures (T) varying from 17 to 52 °C. Micropolarity studies
using I,/I; ratio of the vibronic bands of pyrene show the formation of amphiphilic aggregates
capable of incorporating hydrophobic drugs as the polymer concentration is increased. The
critical aggregation concentration (CAC) increases from 1.2x10° to 1x10? gL' with the
PEG content varying from 5 to 35 mol%. Anisotropy measurements confirm the results
obtained by pyrene fluorescence and show that the aggregates resulting from intermolecular
interactions present different organizations. The hydrodynamic diameters (Dy) of the
aggregates determined by dynamic light scattering (DLS) vary from 40 to 150 nm depending
on the terpolymer composition. The T and Dy values decreased with the ionic strength, and

this behavior was attributed to the dehydration of the polymeric micelles. The capacity of



solubilization of the aggregates was evaluated by employing pyrene and adryamicin and the
obtained results confirm the ability to incorporate hydrophobic molecules.

In the second series terpolymers of N-isopropylacrylamide, vinyl benzoic acid (VBA)
and poly(ethylene glycol)(PEG) methacrylate, were synthesized by random copolymerization,
aiming to provide pH sensitivity to the polymers. The polymers were characterized using H'
NMR and gel permeation chromatography. The composition was determined using elemental
analysis and potentiometric titration. The cloud point temperature was varied from 34 to 56 °C
by increasing the amount of vinyl benzoic acid incorporated in the terpolymers. The critical
aggregation concentrations (CACs) were higher than those obtained for the first series and
varied from 9.4x10%to 1x10™" g.L''. The cloud point temperature was shown to increase with
both, VBA content and pH due to electrostatic repulsion between charged carboxylic groups.
The solvent evaporation method was employed to prepare microcapsules having sizes varying

from 3 to 10 um with a loading efficiency for pyrene of 41%.



1- INTRODUCAO

1.1 - Introducao Geral

O estudo de polimeros anfifilicos sensiveis a temperatura e ao pH tem sido objeto de
interesse ha algumas décadas devido a variedade de aplicagdes, tais como na darea
farmacéutica (em liberagdo controlada de farmacos) (EECKMAN et al., 2004), em tecnologia
ambiental (remo¢do de substancias hidrofobicas toxicas em 4guas contaminadas)
(SNOWDEN et al., 1996) em aplicagcdes bioquimicas (imobilizacdo de enzimas e células)
(VIRTANEN et al., 2002) e outros . Polimeros anfifilicos em solu¢do aquosa possuem a
propriedade de auto-agregagdo, formando micro-fases onde moléculas hidrofobicas podem
ser alojadas. Esta propriedade, em particular, torna tais polimeros candidatos a utilizacdo
como sistemas transportadores de fairmacos, ja que o farmaco, em geral hidrofobico, tende a
alojar-se nos microdominios formados.

A sintese de polimeros anfifilicos utilizando-se o mondmero N-isopropilacrilamida
(NIPAm) tem sido muito estudada devido a sua habilidade de exibir um comportamento
estimulo-resposta em solugdo aquosa, ou seja, por ter uma termo-sensibilidade bastante
conhecida. Polimeros termo-sensiveis podem precipitar de sua solugdo acima de uma certa
temperatura conhecida como temperatura de turvagdo, ou LCST (lower critical solution
temperature) ou ainda CP (cloud point). A termo-sensibilidade de polimeros de NIPAm pode
ser controlada pela sua copolimerizagdo com monoémeros hidrofilicos ( que provocam
aumento na temperatura de turvagdo) e hidrofobicos ( que causam um decréscimo na
temperatura de turvagdo) através de um balango na propor¢do molar destes. A adi¢do de sais
também permite um controle sobre o ponto de turvacao, ja que um pequeno aumento na for¢a
i6nica pode provocar o chamado efeito “salting out”, que diminui a temperatura de turvagao.

A copolimerizagdo de NIPAm com mondmeros contendo grupos ionizaveis produz polimeros



cuja termo-sensibilidade pode ser afetada por alteragdes no pH da solu¢do. A ionizacdo
destes grupos torna os polimeros mais hidrofilicos, desviando a temperatura de turvagio para

valores maiores.

Uma variedade de estratégias tem sido empregada para moldar a temperatura de
transicao e estudos vém sendo desenvolvidos para a obtencao de polimeros termo-sensiveis e
sensiveis ao pH, cuja temperatura de turvagao esteja proxima a do corpo humano no intuito de
serem utilizados como transportadores de farmacos. Por causa desta peculiaridade de
comportamento, estes polimeros também s3o conhecidos como polimeros “smart” ou
inteligentes (EECKMAN et al., 2004), que s3o sistemas poliméricos que auto-regulam a

liberagdo de um farmaco em resposta a um estimulo especifico.

O comportamento de agregacao em solucao pode ser avaliado por algumas técnicas, como
por exemplo, espectroscopia de fluorescéncia (com a utilizagdo de sondas fluorescentes),
espalhamento de luz dindmico e tensdo superficial (PISPAS; HADJYCHRISTIDES, 2003).
Tais técnicas permitem estudar o comportamento, em solucdo aquosa, de propriedades como
agregacdo, organizagdo ¢ tamanho dos agregados. Além disso, os efeitos e parametros
importantes como pH, for¢a idnica, concentragdo, temperatura ¢ capacidade de solubilizagdo

podem ser avaliados com facilidade.

1.2 — Polimeros

A vida, em sua esséncia, € polimérica.

Polimeros, tais como proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos estdo presentes nos
componentes basicos dos sistemas vivos, ou seja, a natureza usa polimeros para a constitui¢ao
das células mais complicadas e importantes do planeta (GALAEV; MATTIASSON, 1999). O
termo polimero vem do grego - muitas partes - ¢ ¢ indefinido, no sentido de que o tamanho

da molécula ndo ¢ especificado. Literalmente, qualquer molécula com algumas partes, isto &,



“meros”, pode ser chamada de polimero. A expressdao polimero foi criada por Berzelius, em
1832, para designar composto de massas molares multiplas. Atualmente ndo se usa esse
conceito e sao considerados polimeros as moléculas relativamente grandes, de massas molares
da ordem de 10° a 10° g mol™, em cuja estruturam encontram-se unidades repetidas simples,
conhecidas como “meros”. A expressdo “mero” ndo ¢ usada por todos os autores: ¢ comum
dizer-se “unidade quimica repetida”, ou “monomero”.

Em contraste com as substincias quimicas comuns, os polimeros ndo sdo produtos
homogéneos, eles contém uma mistura de moléculas de massas molares variadas,
apresentando o que se chama de polimolecularidade. A reacdo quimica que leva a formagao
de polimeros ¢ a polimerizagdo. O grau de polimerizagao ¢ o nimero de monomeros da cadeia
polimérica. Quando hé mais de um tipo de mondémero na composi¢do do polimero, este ¢
designado de copolimero, ¢ os mondémeros que lhe ddo origem de comondmeros. O termo
copolimero ¢ geral; quando ha trés mondmeros na constituicdo do polimero, usa-se a
expressao terpolimero. Quando se deseja ressaltar o fato de que o polimero tem apenas um
tipo de mondmero, usa-se a expressao homopolimero (MANO, 1985). Em relagdo a seqiiéncia
monomérica da cadeia do polimero, esta pode ser variada de acordo com o método da sintese.
Em geral, quatro tipos de seqiliéncias sdao encontradas (ALLCOCK; LAMPE, 1990).

1) Polimeros randdmicos (estatisticos): ndo existe seqiiéncia definida das unidades do
monoémero, que se dispdem ao acaso (figura 1). S3o freqlientemente formados quando
mondmeros do tipo olefinas copolimerizam via radical livre.

2) Polimeros regulares (alternados): contém uma seqiiéncia regular de unidades
monoméricas ( figura 1) . A polimerizacdo de olefinas feitas através de mecanismos idnicos
podem originar polimeros deste tipo.

3) Polimeros em bloco: contém um bloco de um mondmero conectado a um bloco de

outro mondmero ( figura 1) . Sdo geralmente formados por um processo de polimerizagao



ionica. Para estes trés tipos de seqiiéncia as propriedades dos polimeros sdo diferentes das dos
homopolimeros correspondentes.

4) Polimeros enxertados ou grafitizados (graf?): sao geralmente preparados ligando-se
dois polimeros diferentes ( figura 1) . Podem ser preparados por irradiagdo eletromagnética do
tipo raio X de uma mistura de dois homopolimeros. As propriedades destes polimeros estao

relacionadas com as dos homopolimeros.

Mondmero (nA) -—--—-A-A-A-A-A-A-A-A-A------
Homopolimero
Mondmero (nB) ------B-B-B-B-B-B-B-B-B------
Homopolimero
Comondmero (nA + nB) ------A-B-A-B-A-B-A-B-A------

Copolimero alternado

~-A-A-A-B-B-B-A-A-A----

Copolimero em bloco

------A-B-B-A-A-B-A-A-A------
Copolimero randomico

e A-A-A-A-A-A-A-A-A-mme
I I

B
I
B
I
B

w—w— @

Copolimero enxertado

Figura 1: Representagdo genérica dos diferentes tipos de seqiliéncias para homopolimeros
e copolimeros.



1.3- Sintese de Polimeros

As polimerizagdes podem ser efetuadas por reagdes de adigdo ou de condensagdo. A
polimerizagcdo por condensagdo da-se quando, pelo menos duas moléculas reagem e ha
eliminagdo de uma molécula pequena, como por exemplo, dgua, HCI ou amonia. Este tipo de
polimerizagao ¢ usado como base para o preparo de polimeros tipo nylon, poliéster, e outros.
Na polimerizagdo por adigdo, as macromoléculas sdo formadas por reagdes de adigdo de
olefinas, acetilenos, aldeidos e outros compostos portadores de ligacdes insaturadas. Poucas
polimerizagdes acontecem espontaneamente. A maioria requer adigdo de pequenas
quantidades de compostos chamados de iniciadores, que iniciam o processo de
polimerizagdo. Alguns exemplos de iniciadores sdo: perdxidos, azo compostos, acidos de
Lewis, espécies organo-metalicas ou ainda irradiag@o de alta energia (MANO, 1985).

1.3.1. — Polimerizacdo de adicdo por mecanismo radicalar: (Obtencdo de polimeros

randoémicos)

Em uma polimeriza¢ido de adi¢do via radicalar, o crescimento da cadeia esta associado
a um elétron ndo emparelhado de um radical. A adi¢do de cada molécula do mondémero a
cadeia em crescimento envolve um ataque pelo radical ao mondmero insaturado. Entdo, o
elétron ndo emparelhado ¢ transferido para a nova cadeia em crescimento em cada passo da
adicado (ALLCOK; LAMPE, 1990). Em algumas situagdes, as olefinas podem sofrer
polimerizacdo instantanea durante sua estocagem. A prevencdo desta polimerizacao
indesejada pode ser feita adicionando-se inibidores ao sistema. Os inibidores estabilizam as
olefinas e devem ser retirados antes de se iniciar a polimerizacdo. As etapas de uma
polimerizagao radicalar podem ser descritas como:

1- Iniciacdo da cadeia: ¢ um processo no qual moléculas muito reativas ou centros

ativos sdo formados. A iniciagdo da polimerizagdo requer a produgdo de radicais livres em

presenga do monomero insaturado. A iniciagdao pode ser produzida diretamente do mondmero



(por irradiagdo com radiacao de alta energia, como raios X ou raios Y) mas ¢ mais freqiliente a
utilizagcdo de iniciadores, que sdo moléculas que se decompdem ou termicamente ou por
irradiag@o gerando um par de radicais iniciadores.

Iniciador - 2R’

R +M - Ry

2- Propagacdo da cadeia: ¢ a adicdo de moléculas do mondmero para o “sitio ativo” da

cadeia em crescimento, acompanhado por regeneracdo do sitio ativo terminal.
Rie +M — R ;e
R n® + M - R n+1®

3- Transferéncia de cadeia: envolve a transferéncia do sitio ativo para outra molécula.

R, +YZ - R.Y + Ze
4- Terminagdo da cadeia: ¢ uma reacao na qual os centros ativos da cadeia reagem
para formacao de uma molécula estavel.
Ry + Rye - P,
Onde:
R’e = iniciador.
M = monomero.
R ¢ = propagacio via radical livre com grau de polimerizagao n.
YZ = agente de transferéncia de cadeia, que pode ser solvente, mondmero, iniciador ou
moléculas de polimero.
P, = polimero final.
Este tipo de polimerizagdo ¢ geralmente feita em fase liquida, e em alguns casos, o
proprio monomero pode funcionar como solvente no estagio inicial da polimerizagao.

Decomposicdo térmica dos iniciadores: muitas substdncias decompdem-se em

radicais livres, quando aquecidas. Se a temperatura de decomposicdo corresponde a uma



temperatura conveniente para a polimerizagdo, a substincia pode ser usada como iniciador.
Tal decomposi¢do térmica geralmente da origem a dois radicais livres de uma molécula de
iniciador por um processo de reacdo de 1* ordem. A velocidade de polimerizagdo ¢
proporcional a raiz quadrada da velocidade da concentragdo do iniciador.:

vV, a VI[i]

Esta afirmagdo ¢ confirmada em uma grande variedade de medidas experimentais. Um
aumento na concentragdo do iniciador tem efeito consideravel na velocidade de
polimerizacdo, assim como um aumento na temperatura do sistema. A escolha do iniciador e a
selecdo da temperatura para a iniciagdo requer um compromisso a ser feito entre a
necessidade de obter uma polimerizagdo razoavelmente rdpida e a necessidade de se obter um
polimero de massa molecular alta (ALLCOK; LAMPE, 1990).

1.3.2. - Polimerizag¢do I6nica:

Uma polimeriza¢do idnica ¢ uma reacdo de adicdo onde a cadeia de crescimento
carrega uma carga positiva (polimerizacdo catidnica) ou negativa (polimerizagdo anionica).
Na iniciacdo i0nica, a reagdo ¢ promovida por carbocations ou carbanions, resultantes do
ataque do iniciador ao monomero. A reagdo € rapida e pode ser conduzida em temperaturas
baixas (MANO, 1985). A iniciagdo catidnica geralmente se aplica a mondmeros contendo
insaturagdes entre carbonos cujos substituintes sdo doadores de elétrons, como éteres
vinilicos, estireno e outros. Os iniciadores mais comuns sao em geral halogenetos de Al, B, Ti
e outros. A iniciagdo anidnica utiliza geralmente mondmeros do tipo metacrilonitrila, cianeto
de vinilideno e outros. Os iniciadores utilizados normalmente sdo reagentes de Grignard.

Na polimerizagdo catidnica observa-se os seguintes passos:

. Adicao de um prdoton ao mondmero dando origem a um carbocation.

. Adicdo do carbocétion a outra molécula do mondémero gerando novo carbocétion.

. Perda de um préton.



A cadeia em expansdo ¢ um cation. Na auséncia de bons nucleéfilos o ion carbocation
intermediario adicionar-se-4 a outro mondmero formando um cation de cadeia maior. A
continuagdo do processo levarda a um cation polimérico. O término da polimerizagcdo pode
ocorrer por perda de um proton da ponta da cadeia em expansdo. No caso da polimerizacao
anidnica, o iniciador ¢ um reagente nucleo6filo. A adi¢do deste nucledfilo a um mondmero
vinilico da origem a um carbanion que adiciona sucessivamente outros monomeros, formando
um carbanion de massa molecular grande. Qualquer reagdo que destrua o carbanion podera
interromper a polimerizagao.

1.3.2.1 — Polimeros em bloco:

Polimeros em bloco sdo geralmente preparados por polimerizagdo iOnica. A maioria
das cadeias i6nicas terminais permanecem ativas, principalmente em temperaturas baixas,
entdo, o crescimento da cadeia pode ser continuado pela adi¢do de monomero do mesmo tipo
inicial ou de mondmero diferente. Se A representa o primeiro mondmero ¢ B o segundo
monoémero, o polimero pode ser representado pela estrutura abaixo (ALLCOK; LAMPE,
1990):

°BBBBBBAAAAAACH,J CH,AAAAAABBBBBB®

Na seqiiéncia, outro mondmero pode ser adicionando, originando copolimeros do tipo
bloco.

1.3.3 - Polimeros enxertados ou grafitizados:

Os polimeros enxertados sdo obtidos quando um polimero pré-formado contém sitios
para o crescimento de ramificagdes formadas por um novo mondmero ou polimero. Algumas
técnicas podem ser utilizadas para formar polimeros enxertados. A maioria delas envolve os

seguintes passos:



1. Um iniciador tipo radical livre pode ser usado para retirar um atomo de hidrogénio
de uma cadeia organica de um polimero. O radical polimérico formado origina o
crescimento de um monomero vinilico.

2. A proporgdo da cadeia vinilica do polimero pode retirar um atomo de hidrogénio
de um polimero pré-formado durante o passo de transferéncia de cadeia. O radical
polimérico inicia o crescimento da cadeia do mondmero.

3. O polimero pode ser irradiado por radiagdo UV, ou raio-X, ou radia¢do Yy para
gerar sitios de radicais livres ao longo da cadeia. Na presenga de um mondmero,
estes sitios iniciam a polimerizacdo enxertada.

4. Os dois polimeros pré-formados sdo misturados mecanicamente ou sujeitos a

vigorosa agitacdo, em solucdo. Assim, as cadeias sdo mecanicamente clivadas.

1.4- Polimeros Inteligentes ou “Smart”

O comportamento estimulo-resposta ¢ um processo basico de sistemas vivos
(JEONG; GUTOWSKA, 2002). Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de polimeros
sintéticos que imitam o comportamento de polimeros naturais, tem crescido de forma
notavel. Estas pesquisas levaram a sinteses de polimeros que respondem com mudancas
rapidas e amplas em sua estrutura, em resposta a estimulos externos, tais como, alteragdes na
temperatura (SHIBANUMA et al., 2000), pH (YIN; STOVER, 2002), campo elétrico
(KWON et al., 1991) ou magnético (KOST; LANGER, 1990), for¢a ionica (VIRTANEN et
al., 2002), ultra-som (RAPOPORT et al., 2003), dentre outros. Estes polimeros foram
denominados inicialmente de polimeros sensiveis a estimulos (estimulo-resposta) e,
atualmente costuma-se utilizar o termo polimeros inteligentes ou polimeros “smarf’. Sua
composicdo quimica ¢ variada, encontrando-se, entre outros, poli(N-isopropilacrilamida)

(KUBOTA et al., 1990), poli(6xido de etileno) (CHIU et al., 1998), poli(acrilamida)
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(DEGUCHI; LINDMAN, 1999) e derivados de celulose (CABELLO, 2003). Algumas
propriedades de sistemas poliméricos podem mudar em resposta a um estimulo . Por exemplo:
quando um polimero solivel é estimulado a precipitar, ele serd seletivamente removido da
solugdo, que se tornara turva (KINAM PARK, 1997). Como o comportamento estimulo-
resposta destes polimeros ocorre em solugdo aquosa, um interesse crescente nas areas
médicas e biotecnologicas vem sendo observado, como por exemplo em biocatalise
imobilizada, em bio-separagdo (figura2), em superficies termo-sensiveis ¢ em sistemas

transportadores de farmacos (figura 3) (GALAEV; MATTIASSON, 1999).

Figura 2: Esquema para purificacao de proteina usando extracdo em sistema de duas

fases, onde a fase superior corresponde a um polimero termo-sensivel
(GALAEV; MATTIASSON, 1999).

Figura 3: Sistema liberador de farmaco, tipo hidrogel, formado por polimero
“smart”. O farmaco transportado pelo sistema ¢ liberado quando o
polimero responde a um estimulo externo, aumentando de tamanho,
ou “inflando”(PEPPAS, 1997).
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1.4.1 - Polimeros Termo-sensiveis

Uma das propriedades interessantes para se conferir a polimeros inteligentes ¢ a
sensibilidade a temperatura (LIU et al., 2004). Estes polimeros, conhecidos como polimeros
termo-sensiveis, apresentam alteracdo em sua estrutura e propriedades em resposta a uma
mudanga na temperatura do sistema (GAO et al., 2005). Em geral, a solubilidade da maioria
dos materiais aumenta com o aumento da temperatura (EECKMAN et al., 2002). Na maioria
das vezes, soluto e solvente sdo misciveis se a temperatura do sistema ¢ maior que a chamada
“upper critical solution temperature”’(UCST) e esses sistemas sdao ditos terem uma
dependéncia positiva com a temperatura. Se a temperatura apresentar valor menor que a
UCST, o sistema exibe uma transicdo de fase e o soluto precipita. Entretanto, alguns
polimeros, em solucdo aquosa, mostram um comportamento contrastante. Quando a
temperatura aumenta acima de certo ponto, comumente chamado de “lower critical solution
temperature”’(LCST), eles tornam-se insoluveis e sdo ditos terem dependéncia negativa com a
temperatura . Abaixo da LCST o polimero é solivel em fase aquosa e apresenta cadeia
extendida e rodeada por moléculas de dgua. Acima da LCST, o polimero torna-se insoluvel e

ocorre a separagdo de fase (figura 4 e 5).

Figura 4: Representagdo esquematica da transi¢ao de fase para um polimero
termo-sensivel.
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(a) (b)

Figura 5: Solu¢do de um polimero termo-sensivel antes (a) e depois (b) da
LCST, respectivamente.

Este comportamento, por um lado ¢ importante para pesquisa basica e tedrica e por
outro lado pode ser utilizado para formar materiais inteligentes como nano ou micro-
materiais, tais como hidrogeis, micelas e capsulas. As figuras 6, 7 e 8 mostram o
comportamento em relagdo a LCST de sistemas constituidos por micelas poliméricas,

hidrogéis e microcapsulas, respectivamente.

Figura 6: Micelas poliméricas constituidas de por¢cao hidrofobica e porgdo termo-
sensivel, em temperatura abaixo e acima da LCST da porcao termo-sensivel
(GIL et al., 2004).
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Figura 7: Hidrogel constituido de polimero sensivel a temperatura e a mudanga de
tamanho (“infla-encolhe”) em respostaa mudangas na temperatura
(HOFFMAN, 2000).

Figura 8: Comportamento estimulo-resposta de microcapsulas transportadoras

de farmacos, com polimero termo-sensivel na estrutura da casca
( CHU et al.,2001).

Poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm) ¢ um polimero termo-sensivel tipico, com
dependéncia negativa a temperatura, conhecido por apresentar uma LCST em meio aquoso
em torno de 32°C, abaixo da qual o polimero ¢ soluvel e acima da qual ele esta em uma fase
“colapsada” ou insoluvel em agua (GAO et al., 2005). PNIPAm n3o tem somente grupos
hidrofilicos (NH, C=0) mas tem também um grupo hidrofébico (isopropil), portanto, tanto a

interagdo hidrofilica como a interacdo hidrofébica podem ter um papel determinante na

termo-sensibilidade deste polimero (LIN et al., 1999). A transi¢do de fase do PNIPAm em
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solugdo aquosa ¢ compreendida como um resultado da desidratagdo das cadeias dos polimeros
acima da temperatura de turvagdo, isto ¢, a quebra de ligagcdes de hidrogénio entre os grupos
amida do PNIPAm e moléculas de 4gua, levando a cadeia do polimero para uma
conformacado globular. Esta transi¢do ¢ conhecida como transi¢do “coil” a globular, e conduz
a agregacgdo do polimero e entdo, a turvagdo do sistema.

Do ponto de vista termodinamico, o processo de mistura em temperaturas baixas, €
favorecido pela formagao de ligagdes de hidrogénio, o que leva a uma entalpia negativa de
mistura. Entretanto, apesar do ganho moderado na entropia composicional resultante do
processo de mistura, moléculas de dgua interagindo por ligacdes de hidrogénio com cadeias
de PNIPAm originam uma entropia orientacional muito baixa. A separacdo de fase ocorre
com o aumento da temperatura devido a uma contribui¢do desfavoravel da entropia para a
energia livre (COSTA; FREITAS, 2002). Para que um polimero apresente dependéncia
negativa com a temperatura, ha a necessidade de uma entalpia de mistura negativa ¢ de uma
entropia de mistura negativa. A entalpia negativa se opde a separagao pois contribui para um
decréscimo na energia livre do sistema. No entanto, em uma temperatura suficientemente alta,
o termo entropico (-TAS), que ¢ favordvel a separagdo, supera a contribuicao entalpica,
resultando em uma energia livre positiva, levando a separacdo de fase. Estes processo de
dissolugdo/precipitacdo em agua em resposta a temperatura, sdo reversiveis.

Um aspecto importante e util no estudo de PNIPAm e de outros polimeros
termosensiveis, por exemplo, (poli(N-(2-hidroxipropil)metacrilamida lactato) (SOGA et al.,
2004), ¢ a possibilidade de modificar a LCST pela adi¢do de grupos hidrofilicos ou
hidrofébicos ou pela adi¢do de cossolventes ou surfactantes (YOO; SUNG, 1997). Barker et
al, 2003 sintetizaram NIPAm com N,N-dimetilacrilamida alterando o balanco
hidrofilico/hidrofobico e estudaram o efeito sobre a LCST e Eeckman et al, 2004 sintetizaram

NIPAm com N-vinilacetamida e com N-vinil-2-pirrolidinona e estudaram os mesmos efeitos.
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Ambos os autores obtiveram polimeros que exibiram um aumento na temperatura de turvacao
pela adi¢do de monomeros hidrofilicos ao NIPAm. Takeda et al, 2004 sintetizaram NIPAm
com N,N-dimetilaminoetilmetacrilato e butilmetacrilato, que sdo mondémeros hidrofébicos e
obtiveram resultados que mostram um decréscimo na temperatura de turvagdo destes

polimeros relativamente ao PNIPAM.

1.4.2 — Polimeros Sensiveis ao pH

A combinag¢do de sensibilidade a temperatura com sensibilidade ao pH em um mesmo
polimero, pode tornar a LCST especialmente sensivel ao pH, devido a caracteristica
hidrofilica do estado ionizado do monémero sensivel ao pH (KINAM PARK, 1997).
Polimeros contendo grupos ionizaveis em geral, formam uma “estrutura” estendida, quando
os grupos estdo ionizados, como resultado da repulsdo mutua entre os grupos carregados. No
caso dos polimeros também possuirem grupos alquila em meio aquoso, entdo estes estardo
sujeitos a interacdes hidrofobicas que tenderdo a restringir a cadeia alquilica a um volume
minimo, permitindo desta maneira, a ocorréncia de fortes ligacdes de hidrogénio entre as
moléculas de agua. Este fendmeno, conhecido como efeito hidrofobico, ¢ a principal forca na
formacao de sistemas tais como os encontrados nas membranas biologicas (TONGE; TIGHE,

2001).

Polimeros que possuem grupos ionizaveis doadores de protons tornam-se carregados
em solu¢des onde os valores de pH encontram-se acima de seu pKa e, se possuem grupos
ionizaveis receptores de prétons tornam-se carregados em solugdes onde os valores de pH
encontram-se abaixo de seu pKa. A repulsao eletronica devido a presenga de cargas na parcela
ionizavel do polimero supera as interagdes atrativas entre as cadeias alquilicas. Isto leva a um

estiramento das cadeias poliméricas. Com a diminui¢do do pH, a propor¢ao dos grupos
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carregados diminui e as interagdes hidrofobicas das cadeias alquilicas tornam-se
predominantes, causando a cadeia polimérica um colapso progressivo, levando a formagdo de
microdominios hidrofobicos. Este efeito ¢ conhecido como associacdo hidrofobica, um
processo que resulta na formagdo de uma cadeia compacta insoluvel, que muitas vezes pode

levar a precipitagao.

Portanto, polimeros que possuem grupos alquilicos e grupos fracamente carregados
negativamente (por exemplo, grupos carboxilicos) exibem uma cadeia estendida acima de seu
pKa e quando o pH ¢ diminuido hd um colapso da cadeia (figura 9). Em um copolimero
vinilico randémico com sensibilidade tanto a temperatura como ao pH , uma quantidade de
monomero ionizavel em torno de 10% em mol € suficiente para eliminar a LCST do principal
monomero com sensibilidade & temperatura, quando o pH ¢ aumentado a valores maiores do

que o pK do monomero sensivel ao pH (KINAM PARK, 1997).

(a) (b)

Figura 9: a) Copolimero de 2-(acrilamida)-2-metilpropanosulfonato de sodio
com mondmero possuidor de cadeia alquilica com grupo carboxililico.

b) Esquema da resposta do polimero ao pH (GIL et al., 2004).
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1.5 — O efeito da forc¢a i6nica em polimeros inteligentes

Em geral, quando adiciona-se eletrolitos em dispersdes aquosas coloidais, provoca-se
floculagdo. Este fenomeno ¢ chamado de efeito “salting out”. Um efeito similar pode ser
observado com polimeros termo-sensiveis para os quais ha um decréscimo da temperatura de
transicao na presenca de pequenas quantidades de sais (EECKMAN et al., 2001). Liu et al,
2004 estudaram o efeito do sal na transi¢do de fase de copolimeros anfifilicos termo-sensiveis
de NIPAm e observaram um efeito significante na temperatura de transi¢do, sendo que o
aumento da concentragdo de sal provocou um decréscimo na temperatura de turvagao de todos
os polimeros anfifilicos sintetizados. O processo de “salting out” observado para solugdes
salinas aquosas de PNIPAm pode ser explicado como uma combinagdo de alguns fatores:
mudanga da estrutura da 4agua na camada de hidratagdo do polimero e mudancas das
interagdes do polimero e o solvente, devido a presenga de sais (EECKAMN et al., 2001) .
Quando PNIPAm ¢ dissolvido em agua, ele é rodeado por uma camada de hidratagcdo. A
adi¢ao de sal a solugdo aquosa de PNIPAm muda as propriedades da camada de hidratacdo e
pode causar um rompimento das moléculas de 4gua altamente orientadas que rodeiam o
polimero. Isto resulta em um aumento do carater hidrofébico da cadeia do PNIPAm, com
conseqiiente diminui¢do da temperatura de transicdo do polimero. Alguns sais aumentam a
LCST de polimeros, fendmeno conhecido como efeito “salting in”. Lee et al, 1999 estudaram
o efeito da adicdo de varios sais inorganicos em polimeros anfifilicos termo-sensiveis de PEO
(poli(6xido de etileno)) e observaram que o tamanho do anion ¢ importante no efeito do sal
sobre a temperatura de turvagdo. Concluiram que anions grandes como o I" provocam o efeito
“salting in” indicando que agem como destruidores da estrutura da dgua (ou seja, das ligagdes
intermoleculares da dgua), sendo assim, as ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de agua
e as cadeias dos polimeros sdo favorecidas, resultando numa temperatura de turvacdo maior.

Dois mecanismos sdo propostos para explicar o efeito “salting in” (PERREUR et al., 2005). O
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primeiro mecanismo € descrito como indireto: o sal quebra a “conex@o” entre o polimero e a
agua para complexar-se com o polimero. O complexo formado ¢ eletricamente carregado, o
que promove atragdo eletrostatica com unidades vizinhas e isto leva a uma maior solubilidade
do polimero. O segundo mecanismo ¢ conhecido como direto, ¢ neste caso, as ligacdes
polimero-solvente sdo pouco afetadas pelas moléculas de sal que estdao associadas em volta do

polimero, evitando a desidratagao.

Ao contrario, o efeito “salting out” ¢ baseado na interacdo entre moléculas de sal e
agua, o que diminui significantemente a solubilidade do polimero. O efeito “salting out”
aumenta com a multivaléncia dos ions e decresce com o aumento do raio dos mesmos, ou
seja, quanto maior a carga e menor o raio do ion, mais pronunciado ¢ o efeito (LEE et al.,
1999). Eeckman et al, 2001 estudaram o comportamento de solugdes de PNIPAM em
presencga de varios sais que produzem o efeito “salting out” e concluiram que para a série de
haletos a ordem de eficiéncia ¢ F>CI>Br>I". A figura 10 mostra um modelo estimulo-

resposta para copolimero do tipo “tri-bloco” com blocos sensiveis ao pH e a adig@o de sais.

Figura 10: Modelo idealizado para o comportamento de copolimero tri-bloco

sensivel ao pH e a adicdo de sal, quando exposto a diferentes

seqiiéncias de estimulos (MERTOGHU et al., 2005).
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1.6 — Propriedades de Polimeros Inteligentes
1.6.1 - Auto-organizacio e transporte de farmacos nos microdominios

Polimeros anfifilicos tém sido investigados ndo somente por suas caracteristicas de
auto-organiza¢do mas também por sua potencialidade como transportadores de firmacos. As
caracteristicas dos polimeros anfifilicos dependem da natureza de cada segmento. As
propriedades de superficie das micelas auto-organizadas podem ser muito dependentes do
segmento hidrofilico. Por outro lado, as caracteristicas do miolo micelar podem ser
determinadas pela estrutura do segmento hidrofobico. Este comportamento micelar pode ser
investigado utilizando-se técnicas fluorescentes, espalhamento de luz, tensiometria e
microscopia de transmissdo de elétrons (CHANG et al.,, 2002). Em solugdo aquosa, ha
algumas forcas que controlam a agregagdo de polimeros anfifilicos, isto é, associagdes entre
segmentos hidrofobicos, ligacdes de hidrogénio entre segmentos hidrofilicos e moléculas de
agua e ligacao de hidrogénio entre cadeias hidrofilicas (CHANG et al., 2002). A for¢a motriz
para a auto-associagdo de polimeros anfifilicos em meio aquoso é a associacdo entre
segmentos hidrofobicos. As ligagdes de hidrogénio entre cadeias hidrofilicas tendem a
contrai-las enquanto que as ligagdes de hidrogénio entre cadeia hidrofilica-agua atuam como

uma forga repulsiva para evitar a agregacao destas cadeias e estabilizar os agregados.

Para polimeros sensiveis a temperatura, a auto-associa¢do das cadeias hidrofobicas
torna-se maior em temperatura superior a LCST e reduz a solubilidade do polimero. Os
segmentos hidrofilicos sofrem uma transi¢do de fase reversivel de soltivel para insoluvel e
agregados hidrofébicos sao formados acima da LCST. Esses dois efeitos diminuem a
solubilidade do polimero em agua (LIU et al., 2004). A formagdo dos agregados tipo micelas
¢ espontinea se uma parte do polimero é hidrofobica favorecendo a constru¢do de uma

estrutura miolo-casca (figura 11) (CHANG et al., 2002).
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Micelas poliméricas sdo distintas de outros transportadores de drogas particulados
pelas seguintes propriedades: o menor tamanho comparado a lipossomos e microparticulas; a
auséncia de um compartimento interior aquoso; a existéncia de um interior hidrofébico e,

dependendo da composigao, a protecao efetiva de uma casca hidrofilica.

Figura 11: Esquema geral de formacdo de micelas de moléculas anfifilicas em
solventes polares. (TORCHILIN, 2001)

Ao contrario dos lipossomos, que incorporam farmacos soliveis em seu interior aquoso, as
micelas poliméricas podem ser transportadores para farmacos pouco soliveis em agua. Os
requisitos termodinamicos essenciais para a formagdo de micelas de polimeros anfifilicos sdao
0s mesmos que para a micelizagdo de qualquer anfifilico de baixa massa molar. A forca
motriz da auto-associacdo ¢ o decréscimo da energia livre do sistema devido a remocao de
fragmentos hidrofobicos do meio aquoso, com conseqiiente formacdo de uma micela

estabilizada pelas cadeias hidrofilicas expostas a agua.

Da mesma maneira que para os surfactantes de baixa massa molar, que apresentam
uma CMC (concentragdo micelar critica), o parametro que caracteriza a formagdo de

agregados tipo micelas ¢ a CAC (concentracdo de agregacdo critica), e indica a concentracao
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na qual um polimero anfifilico em solu¢do inicia o processo de formagao de micelas. Nesta

condi¢do, existe um equilibrio polimero-micela. (TORCHILIN, 2001).

Copolimeros anfifilicos em geral exibem uma CAC (CMC) mais baixa que surfactantes de
baixa massa molecular. Chiu et al, 1998 sintetizaram copolimeros anfifilicos com
poli(etilenoglicol)metacrilato, metilmetacrilato e 4cido acrilico para serem utilizados como
transportadores de farmacos e encontraram valores para a CMC das micelas obtidas em torno
de 2x10° mg dm™ e Xu et al, 1991 mediram a CMC de copolimeros de PEG e poli(estireno,
encontrando valor de 4x10° mg dm™. Na CMC e levemente acima dela, as micelas ainda
estdo soltas e contém um pouco de dgua em seu miolo. Com adicional aumento na
concentragdo do anfifilico, o equilibrio unimicelar desloca —se em dire¢do a formacao de
micelas que tornam-se mais rigidas e estaveis, perdem o solvente residual do miolo e
diminuem de tamanho. Isto ¢ importante do ponto de vista farmacolégico, desde que, na
corrente sanguinea, somente micelas com baixos valores de CMC podem existir, enquanto
micelas com alto valor de CMC provavelmente dissociam-se e precipitam no sangue,

podendo liberar o farmaco antes do alvo desejado (TORCHILIN, 2001).

O miolo hidrofébico das micelas ou dos agregados, rodeado e estabilizado pela casca
externa, aumenta a dispersdo, inibe interagdes intermicelares e interagdes com outros
agregados. Ele pode solubilizar moléculas hidrofobicas, devido ao seu microambiente apolar.
Esta estrutura ordenada e heterogénea apresenta oportunidades para a construgdo de sistemas
transportadores de farmacos (TORCHILIN, 2001). Transportadores poliméricos soluveis sao
interessantes pois melhoram a farmacocinética do farmaco, ou seja, melhoram a velocidade
com que os farmacos atingem o sitio de acdo e s@o eliminados pelo organismo (CHIN;
FERREIRA, 1999), e levam a um aumento do acimulo do farmaco livre devido ao chamado

efeito EPR (permeabilidade e retencdo aumentada). Micelas poliméricas com farmacos
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incorporados podem acumular em tumores com uma extensao maior do que o farmaco livre

(JONES, 1999).

A estrutura anatOmica dos vasos tumorais desempenha um papel importante na
distribuicdo do farmaco no espaco intersticial, pois apresentam aumento da permeabilidade
micro-vascular em relagdo ao vaso normal, permitindo a penetragdo de macromoléculas. Os
tecidos tumorais sdo caracterizados por alta pressdo intersticial, o que pode retardar o
extravasamento de moléculas. Além disso, a falta de um sistema linfatico para drenagem
resulta em um acumulo de macromoléculas no interior dos tecidos tumorais (figura 12)

(CHIN; FERREIRA, 1999).

Figura 12: Representacdo das caracteristicas anatdmicas e fisiologicas de tecido
normal e tumoral e o uso de sistemas tranportadores poliméricos

(CHIN; FERREIRA, 1999).

Estando no interior da micela, o farmaco ¢ protegido de possiveis inativagdes devidas
a ambientes biologicos que o rodeia, ndo provoca efeitos colaterais indesejaveis e a sua

bioeficiéncia ¢ aumentada. A micela ¢ estruturada de tal modo que sua superficie externa
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exposta ao meio aquoso impede a adsor¢do de opsoninas (proteinas do plasma) que levaria a
um reconhecimento rapido pelo sistema reticulo-endotelial. Esta peculiaridade estrutural
permite a micela ficar por um tempo longo no sangue (e em tecidos) sem ser reconhecida
pelas células fagociticas. O tempo de vida da micela no sistema sangiiineo ¢ um fator
extremamente importante no uso de micelas como transportadores de farmacos

(STURESSON; CARFORS, 2000).

Alguns tipos de sistemas transportadores, microesferas, lipossomos e polimeros , tém
sido investigados especialmente para serem utilizados em liberacdo de farmacos anti-cancer.
Entretanto, a limpeza nao-seletiva pelo sistema reticulo-endotelial (RES) é uma barreira que
os sistemas transportadores enfrentam. Um sistema transportador de farmaco formado por
micelas poliméricas minimiza este problema em relagdo ao sistema transportador
convencional, utilizando algumas caracteristicas de micelas poliméricas. Dependendo da
composicdo a casca externa altamente hidratada das micelas poliméricas pode inibir
agregacdes intermicelares do miolo hidrofobico. Conseqilientemente, micelas poliméricas
mantém o farmaco hidrofobico dentro do miolo hidrofébico. Além disso, o tamanho das
micelas poliméricas (menor que 100 nm) pode inibir a limpeza nao-seletiva pelo RES. O
reconhecimento pelo RES ¢é considerado baixo para particulas menores que 200 nm.
Similarmente, a acumulacdo de particulas dentro de tumores ¢ determinada pela sua
habilidade de penetrar através de poros vasculares, o que ¢ fortemente dependente de seu
pequeno tamanho (LIU et al., 2000) .

Copolimeros que contém poli(6xido de etileno), também conhecido como
poli(etilenoglicol) (PEG) vém sendo freqiientemente sintetizados e estudados e tém sido
sugeridos como veiculos em sistemas transportadores de farmacos, devido, principalmente, a
sua biocompatibilidade e ndo-toxicidade. PEG com massa molecular 4000 ¢ 98% excretado

em humanos. A inclusdo de PEG em sistemas poliméricos fornece ao polimero propriedades



24

de superficie muito benéficas dentro do corpo, por causa de sua habilidade em repelir
proteinas em meio aquoso. Esta repulsdo inibe a adsor¢do de opsoninas para a superficie do
polimero e entdo, previne muitas interagdes células-polimeros (UHRICH, 1999). Além disso,
a utilizacdo de PEG como segmento hidrofilico é interessante pois o custo é relativamente
acessivel. Recentemente, varias tentativas tém sido feitas para minimizar o problema da
remocdo de sistemas transportadores pelo RES . Stolnik et al, 1994 mostraram que
nanoesferas de poli(lactide-co-glicolide) (PLGA) revestidos pelo copolimero biodegradavel
poli(L-lactide)-poli(etilenoglicol) (PLA-PEG) foram menos sucetiveis ao aprisionamento
hepatico que nanosferas de PLGA nao revestidas. Nanosferas de PEG-PLGA e nanoparticulas
de PEG-PLA permaneceram na circulagdo sanguinea por um tempo mais longo, favorecendo

maior retengdo do farmaco no alvo desejado

1.6.2 — Formacgao de microcapsulas

Microcépsulas sao particulas pequenas que contém um agente ativo ou miolo rodeado
por uma casca ou cobertura. Nao ha ainda um consenso para a classificacdo do tamanho da
particula, mas em geral, comercialmente considera-se como microcapsulas aquelas com
tamanho entre 3 ¢ 800 pm. Abaixo de 1pm a particula passa a chamar-se nanocdpsula
(STOLNIK et al., 1994). Um fato interessante referente a microcapsulas ¢ que elas ndo se
destinam apenas a area médica, mas também podem ser aplicadas nos campos da agricultura
(SOUZA, 2001), cosméticos e alimentagdo (PARK et al. , 2004). A maioria das
microcapsulas para uso médico presentes no mercado atual destina-se a aplicacdes orais, mas
vem crescendo visivelmente a aplicagdo via parenteral (intramuscular ou subcutanea)
(CHIAPPETTA, 2000). A microencapsulacdo de medicamentos surgiu na década de 50 com
a finalidade de se conseguir uma liberagcdo segura e prolongada de foirmacos. A aspirina foi o
primeiro farmaco a ser encapsulado com a inten¢do de prevenir irritagcdes gastricas (SIMON

BENITA, 1996).
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Devido a sua grande versatilidade, polimeros sdo geralmente utilizados no preparo de
microcapsulas, podendo ser polimeros naturais (quitosana, dextrana e outros) ou sintéticos.
Entre os métodos de preparagdo, geralmente o mais utilizado é o método de evaporagiao do
solvente. Esta técnica ¢ baseada na evaporagdo da fase interna de uma emulsao, por agitagdo
(SIMON BENITA, 1996). Para analisar a morfologia das microcapsulas geralmente utiliza-se
a microscopia eletronica de varredura, que permite também detectar uma possivel agregagao
das particulas, assim como determinar o tamanho das mesmas. As microcapsulas poliméricas
oferecem vantagem ainda com respeito a estabilidade, visto que elas sdo armazenadas na
forma de pod liofilizado a ser reconstituido imediatamente antes de sua utilizacdo
(CHIAPPETTA, 2000). Park et al., 2004 prepararam microcapsulas com o polimero poli(l-
lactide)-poli(etilenoglicol) pelo método de evaporacao do solvente, incorporando o antibidtico
eritromicina, obtendo microparticulas de tamanho entre 40 a 57 pm, com eficiéncia de
encapsulacdo entre 40 a 57%. Avaliaram a liberagdo do farmaco in vitro. Liu et al., 2003
prepararam microcapsulas sensiveis a temperatura a partir do polimero PNIPAM — PLA pelo
método de evaporagdo do solvente e encapsularam serum albumina bovina (BSA) como
modelo de proteina. Obtiveram microcapsulas com tamanho variando de 29 a 35 pm e

eficiéncia de incorporacdo de 90% e avaliaram a liberacdo de BSA in vitro.

Outra vantagem da encapsulacdo de farmacos € que o principio ativo ¢ liberado de
forma controlada e, gracas ao recobrimento do farmaco com um material adequado, é possivel

conseguir uma liberagdo gradual e segura do mesmo (SIMON BENITA, 1996).
1.7 — Técnicas Fotofisicas Aplicadas ao Estudo de Polimeros Anfifilicos .
1.7.1 — Fluorescéncia

A fluorescéncia ¢ o processo de emissdo de radiacdo entre estados eletronicos de mesma

multiplicidade (fig 13). Estas transigdes sdo rapidas, ocorrendo na escala de 107 — 107
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segundos. A fluorescéncia tem sido empregada como técnica para investigacdo de estrutura e
dinamica de sistemas anfifilicos, por ser sensivel e por a molécula da sonda empregada nao

afetar a estrutura destes sistemas organizados (LACERDA, 2001).

As solugdes aquosas de polimeros anfifilicos constitui uma classe de sistema micro-
heterogéneos de particular interesse tecnologico desde que tais sistemas apresentam
propriedades incomuns e uteis. O uso de sondas fluorescentes revela a presenca de sitios
hidrofébicos (que se pode supor serem agregados semelhantes a micelas) em solugdo aquosa
destes polimeros. Sondas fluorescentes sao moléculas sensiveis a mudanga de polaridade e a
microviscosidade do meio que as rodeiam. As sondas usadas ndo sdo soliveis ou sdo muito

pouco soluveis em dgua, mas dissolvem-se na presenga dos polimeros e sdo encontradas
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técnicas fluorescentes para verificar a presenca de sitios hidrofébicos em copolimeros de
acido acrilico-acido metacrilico-metilmetacrilato-butilmetacrilato, utilizando o pireno como
sonda fluorescente. Itoh et al, 1996 utilizaram o pireno como sonda fluorescente para estimar
a hidrofobicidade do microambiente em micelas de n-B-octilglicoside e Nilsson et al, 1999
estudaram o comportamento de associagdo de hidroxietilcelulose modificada
hidrofobicamente, com a utilizacdo de sondas fluorescentes, para obter informagdes sobre a

microviscosidade e polaridade dos microdominios formados pelo sistema anfifilico.

1.7.1.1- O pireno como sonda fluorescente

A molécula de pireno tem uma série de vantagens para ser usada como sonda
fluorescente: ela mostra uma mudanca relativa na estrutura de seu espectro de fluorescéncia
em resposta @ mudanca de polaridade do meio; a eficiéncia de formacdo de excimeros, que
pode ser monitorada pelo espectro de fluorescéncia do pireno em torno de 480 nm, pode ser
usado para indicar se uma Uinica molécula de pireno esta dentro de uma micela; a molécula do
pireno ndo contém partes hidrofilicas que poderiam ser atraidas a interface dos sistemas
micro-heterogéneos (LACERDA, 2001). Portanto, a molécula de pireno deve penetrar no
interior hidrofobico destes sistemas. A estrutura fina do espectro de emissdo do pireno mostra
5 picos predominantes. A emissdo dos chamados picos 1 € 3 mostram uma variagdo da
intensidade com a polaridade do meio. Entdo, a razdo das intensidades dos picos 1 e 3 (Ii/I5)
fornece um indicativo da polaridade do meio. Pireno solubilizado em ambientes apolares

mostra valores para I;/I; menores do que aqueles obtidos em ambientes polares. Por exemplo:
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em agua, I,/I; = 1,9, enquanto em um solvente apolar (ciclo hexano), I;/I; = 0,58 (CAPEK,
2002). A figura 14 mostra o espectro de emissdo do pireno em solug¢des de n-octilglicosidio
(ITOH et al., 1996) e a figura 15 mostra espectros de emissdo do pireno em dextranas

hidrofobicamente modificada, com a formagdo de excimeros (BLAZ VIEIRA et al, 2003).

Relative Intensi

350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figura 14: Espectro de emissdo do pireno ( 1,5 pM) em solugdes de n-octilglicosidio
a 25° C. Linha fina: 6 mM. Linha espessa: 35 mM (Itoh et al., 1996) ).
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Figura 15: Espectro de emissdo do pireno (1UM) na presenca de concentragdes crescentes
de dextrana hidrofobicamente modificada com cloreto de p-hexilbenzoila. No
encarte: Emissao do excimero em fung¢ao da concentra¢ao da dextrana modificada
(BLAZ VIEIRA et al., 2003).

1.7.1.2- Anisotropia de Fluorescéncia

Uma das técnicas mais utilizadas na medida de fluidez de membranas lipidicas ¢ a
polarizacdo da fluorescéncia ou anisotropia (r), onde cromoforos incorporados as membranas
sao usados como medida da intensidade do movimento ao acaso da sonda, durante o tempo de
vida no estado excitado, que ¢ limitado pelo grau de ordem das cadeias hidrocarbonicas. O

método fornece uma medida do grau de ordem das cadeias. Esta técnica pode inclusive ser
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utilizada para avaliar a microviscosidade dos microdominios hidrofobicos formados pelos

sistemas poliméricos anfifilicos (BONASSI, 1998).

Uma sonda excitada por uma luz polarizada tera emissdo maxima se, durante o tempo
de vida do estado excitado singlete, a sonda ndo variar sua posi¢do ou orientagdo, o que
ocorre quando a sonda estd em um meio rigido. Em um meio fluido o movimento da sonda
tenderd a tirar a orientagdo do momento de dipolo imposta pela polarizagdo de excitagdo. A
difusdo rotacional de fluor6éforos que determina a anisotropia depende da viscosidade da
regido na qual estdo incorporados os fluor6foros. Variagdes na viscosidade de microdominios
hidrofobicos com a temperatura, pH e for¢a ionica pode ser investigada monitorando-se a
anisotropia de fluorescéncia (KALYANASUNDARAM, 1987). Chang et al, 2002 utilizaram
esta técnica, com a sonda DPH (1,6-difenil-1,3,5- hexatrieno), para determinar a
microviscosidade do miolo micelar de copolimeros de poli(fosfazeno)-poli(6xido de etileno).
Valores de anisotropia sdo diretamente relacionados com a liberdade rotacional da sonda:
altos valores de anisotropia indicam um microdominio mais rigido enquanto que valores

menores indicam um meio mais fluido (GHOSH et al., 1995).
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2- OBJETIVOS

Os objetivos da presente tese estdo fundamentados no fato de polimeros termo-
sensiveis e sensiveis ao pH constituirem um caminho para o desenvolvimento de sistemas
inteligentes para o transporte e liberacdo de farmacos. A utilizagao da temperatura vem sendo,
ha varios anos, sugerida como estimulo para liberagdo de farmacos encapsulados em
lipossomos. A combina¢do com hipertermia, por exemplo, no tratamento de cancer, pode em
principio aumentar trés importantes caracteristicas destes sistemas : a acumulacdo do farmaco
no tumor, a distribui¢do intratumoral e a biodisponibilidade. Por outro lado, o pH tem sido
indicado como um estimulo também importante, uma vez que possiveis alteracdes locais no
pH podem, da mesma forma, ser exploradas para disparar a liberacdo e acimulo do farmaco.
Tais parametros, relacionados ao estudo e desenvolvimento de sistemas anfifilicos
poliméricos, sdo uma area promissora, uma vez que a utilizagdo de diferentes rotas de sintese,
bem como a escolha adequada de mondmeros podem, em principio, permitir a otimizacao da
incorporag¢ao, transporte ¢ liberacdo do farmaco.

Sob este ponto de vista, polimeros anfifilicos que apresentem transi¢des de fase acima
de determinadas temperaturas podem ser sintetizados para apresentarem-se soliveis quando
injetados in vivo, e tornarem-se insoluveis em regides localmente aquecidas ou com pH
alterado. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos numa primeira etapa :

1) A sintese e caracterizacdo de polimeros anfifilicos sensiveis a temperatura e
ao pH, utilizando-se os monomeros N-isopropilacrilamida, monometacrilato
de poli(etilenoglicol)metiléter e n-dodecilmetacrilato/acido vinilbenzodico.

i1) Variar as propor¢des molares destes, com objetivo de provocar alteragdes na
temperatura de turvagdo dos terpolimeros e estudar a influéncia do balango

hidrofilico/hidrofobico nesta variagao.
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iii) Avaliar o efeito da forca idnica na temperatura de turvacdo, buscando-se
sistemas que se assemelhem as condi¢des de temperatura e forca iOnica
fisiolégicas, para uma possivel utilizagdo como transportadores de farmacos.

Numa segunda etapa, estudar:

iv) A formagdo de microdominios hidrofébicos dos polimeros anfifilicos em
solugdo e o tamanho das nano e/ou microparticulas obtidas, relacionando as
propriedades dos sistemas com o balango hidrofilico/hidrofobico dos
monomeros.

V) A capacidade ou eficiéncia de incorporacdo de moléculas hidrofobicas no
interior das nanoparticulas/microparticulas dos sistemas mais promissores
através da utilizagdo de um modelo hidrofébico ¢ de um farmaco anti-

cancer.
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3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1- Materiais

N-isopropilacrilamida (NIPAm) — Aldrich —Recristalizado duas vezes de n-hexano.

n-dodecilmetacrilato (DOMA) — Polysciences,In, desinibido com De-hibit 200.

Monometacrilato de poli(etilenoglicol)s monometil éter (PEG) - Polyscience In.,
desinibido com De-hibit 200.

Acido Vinil Benzéico (VBA) — Polyscience In, utilizado como recebido.

1,4-dioxano — Merck.

4,4’-azobis-4-acido cianovalérico — Aldrich.

n-Hexano — Merck.

Pireno — Aldrich — Recristalizado duas vezes de etanol.

Hidrocloreto de Doxorubicina — Calbiochem, utilizada como recebido.

Trans,trans,trans-1-[4-(3-carboxipropil)fenil]-6-(4-butilfenil)-1,3,5-hexatrieno(4H4 A )-

(cedida pelo Prof. Dr. Laerte Miola)

3.2- Sinteses

3.2.1- Sintese dos Polimeros da série 1: A série 1, que ¢ constituida por terpolimeros
sensiveis a temperatura, foi sintetizada utilizando-se 0 monomero N-isopropilacrilamida, que
¢ termo-sensivel, o mondmero monometacrilato de poli(etilenoglicol)y metil éter, que ¢
hidrofilico ¢ o mondmero n-dodecilmetacrilato, que é hidrofobico. Foram sintetizados 3
homopolimeros a partir dos mondmeros citados acima e 7 terpolimeros, onde foi variada a

propor¢ao molar dos mondmeros.
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3.2.1.1- Homopolimerizacio do N-isopropilacrilamida(NIPAm):

Em um baldo de 2 bocas de 100 ml, foram adicionadas as seguintes massas, obtidas
em balanca analitica com sensibilidade de 0,0001 g: 3,0000 gramas de NIPAm, cuja estrutura
¢ mostrada na figura 16, 0,0300 g de 4,4’-azobis-4-acido cianovalérico e a este baldo foram
adicionados 20 mL de 1,4-dioxano. Nitrogénio foi borbulhado para se obter uma atmosfera
inerte e o sistema foi mantido por 16 horas a 65°C, sob agitacdo. A seguir, apds atingir a
temperatura ambiente, o polimero foi precipitado em n-hexano, filtrado sob vacuo, lavado 4
vezes com n-hexano em filtro com membrana porosa ¢ deixado em dessecador com P,Os sob

vacuo, até obtengdo de massa constante.

H,C — CH
C —o
NH

H;C — CH
CH,

Figura 16: Estrutura do mondmero N-isopropilacrilamida.

3.2.1.2- Homopolimerizacio do monometacrilato de poli(etilenoglicol)sp metil
éter(PEG):
Em um baldo de 2 bocas de 100 mL, foram adicionados 13,2500 g de monometacrilato

de poli(etilenoglicol)s metil éter, cuja estrutura & apresentada na figura 17, 0,1325g de
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4,4’-azobis-4-acido cianovalérico e 20 mL de 1,4-dioxano. Nitrogénio foi borbulhado para
se obter uma atmosfera inerte e o sistema foi deixado por 16 horas a 65°C, sob agitagdo. A
seguir, apds atingir a temperatura ambiente, o polimero foi precipitado em n-hexano. O
solvente foi removido em roto-evaporador sob vacuo lavado, 4 vezes com n-hexano em filtro
com membrana porosa ¢ deixado em dessecador com P,0Os, sob vacuo, até obtengdo de massa

constante.

CH;,

H,C mmm C

C ElO

Figura 17: Estrutura do mondémero monometacrilato de poli(etilenoglicol)y metil éter.

3.2.1.3- Homopolimerizac¢ao de n-dodecilmetacrilato (DOMA):
Em um baldo de 2 bocas de 100 mL foram adicionados 6,7400 g de n-

dodecilmetacrilato,cuja estrutura estd representada na figura 18, 0,0674g de 4,4’-azobis-4-
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acido cianovalérico e 20 mL de 1,4-dioxano. Nitrogénio foi borbulhadonio para se obter uma
atmosfera inerte e o sistema foi deixado por 16 horas a 65°C, sob agitagdo. Ao final, apds
atingir a temperatura ambiente, o polimero foi precipitado em n-hexano. O solvente foi
retirado em roto-evaporador, sob vacuo, lavado 4 vezes com n-hexano em filtro com
membrana porosa e deixado em dessecador com P,Os, sob vacuo até obtencdo de massa

constante.

CH;
H,C — C

C —

(CHY)

CHj;

Figura 18: Estrutura do mondmero n-dodecilmetacrilato.

3.2.1.4- Terpolimerizagoes:

As terpolimerizacdes foram feitas seguindo a mesma metodologia das
homopolimerizagdes. Em baldo de 2 bocas de 100 mL foram adicionadas quantidades de N-
isopropilacrilamida, monometacrilato de poli(etilenoglicol)s metil éter, n-dodecilmetacrilato,

4,4’-azobis-4-acido cianovalérico e 1,4-dioxano em quantidades suficientes (tabela 1) para a
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obtencdo de terpolimeros denominados 90:5:5; 80:10:10; 80:15:5; 70:25:5; 60:35:5; 65:30:5 ¢
67:28:5, onde os nUmeros representam, respectivamente, as propor¢cdoes molares de N-
isopropilacrilamida (NIPAm) , monometacrilato de poli(etilenoglicol)s metiléter (PEG) e n-
dodecilmetacrilato (DOMA) .A estrutura, suposta randomica, do terpolimero ¢ apresentada na

figura 19.

{ CH3 } ( CH3
—ECHZ—CH \ \CHz—(|?H ] \ CHZ—(|:
a ’ |
C =0 C =0 C=—=0
NH O 0|
CH CH, |
el “cH, (),
CH, |
| CH;
o |9
|
CH3

Figura 19: Estrutura, suposta randdmica, dos terpolimeros da série 1.



Tabela 1: Quantidades em mili-mols e gramas dos mondmeros utilizados nas
terpolimerizagdes.

Proporgio NIPAm PEG DOMA
mMol |massa(g) | mMol |massa(g) mMol | massa(g)
100:0:0 26,50 | 3,0000 0 0 0 0
0:100:0 0 0 26,50 13,2500 0 0
0:0:100 0 0 0 0 26,50 6,7400

90:5:5 23,80 | 2,6900 1,35 0,6750 1,35 0,3430

80:10:10 21,20 | 2,4000 2,65 1,3300 2,65 0,6740

80:15:5 21,20 | 2,4000 3,98 1,9900 1,35 0,3430

70:25:5 18,55 | 2,1000 6,63 3,3300 1,35 0,3430

60:35:5 15,90 1,8000 9,25 4,6300 1,35 0,3430

65:30:5 17,20 1,9500 7,95 3,9800 1,35 0,3430

67:28:5 17,76 | 2,0100 7,39 3,4000 1,35 03430
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3.2.2- Sintese dos Polimeros da série 2:

A série 2, que € constituida por terpolimeros sensiveis a temperatura e ao pH, foi sintetizada
utilizando-se 0 mondmero N-isopropilacrilamida, que ¢ termo-sensivel, o mondémero
monometacrilato de poli(etilenoglicol)s metil éter, que ¢ hidrofilico € 0 monémero acido vinil
benzoico, que € ionizavel. Foram sintetizados um homopolimero e 5 terpolimeros, variando-

se a propor¢ao molar dos mondmeros.

3.2.2.1- Homopolimerizacio do acido vinil benzdico

Em um baldo de 2 bocas, de 100 mL, foram adicionados 3,9260 g de acido vinil benzoico,
cuja estrutura ¢ mostrada na figura 20, 0,03923 g de 4,4’-azobis-4-4cido cianovalérico e 30
mL de 1,4-dioxano. Nitrogénio foi borbulhado para se obter uma atmosfera inerte e o
sistema foi mantido sob agitacdo, por 16 horas a 65°C. A seguir, ap0s atingir a temperatura
ambiente, o polimero foi precipitado em n-hexano, filtrado sob vacuo, lavado 4 vezes com n-
hexano em funil com membrana porosa e deixado em dessecador com P,Os, sob vacuo, até

obtencdo de massa constante.

H,C —=CH

o

Figura 20: Estrutura do mondmero Acido vinilbenzéico.
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3.2.2.2- Terpolimerizagoes:

As terpolimerizacdes foram feitas seguindo-se a mesma metodologia da
homopolimerizagdo. Em baldo de 2 bocas de 100 mL foram adicionadas quantidades de N-
isopropilacrilamida, monometacrilato de poli(etilenoglicol)spo monometil éter, acido vinil
benzoico , 4,4’-azobis-4-acido cianovalérico ¢ 1,4- dioxano em quantidades suficientes
(tabela 2) para a obten¢do dos terpolimeros 90:5:5; 85:10:5; 80:10:10; 75:10:15 e 70:10:20,
onde o0s numeros representam, respectivamente, as propor¢des molares de N-
isopropilacrilamida (NIPAm), monometacrilato de poli(etilenoglicol)y monometiléter (PEG) e
acido vinil benzoéico (VBA). A estrutura, suposta randdmica, do terpolimero esta representada

na figura 21.

CH;
R P N B
] CH,—CH \ CH,—CH ] CH, —CH
/ b \ c
a
C =0 C=—=0
NH 0]
:O
/CH\ CH,
H5C CHj; OH
CH,
O |9
CH;

Figura 21: Estrutura, suposta randdmica, dos terpolimeros da série 2.
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Tabela 2: Quantidades em mili-mols e gramas dos mondmeros utilizados
nas terpolimerizacoes.

NIPAm PEG VBA
Proporcio mMol | massa(g) | mMol |massa(g)| mMol | massa(g)
0:0:100 0 0 0 0 26,50 | 3,9260

90:5:5 23,85 | 2,6990 1,35 | 0,6625 1,35 0,1963
85:10:5 22,55 2,5490 2,65 1,3250 1,35 0,1963
80:10:10 21,20 | 2,3900 2,65 1,3250 | 2,65 0,3926
75:10:5 19,87 | 2,2490 2,65 1,3250 3,97 0,5889
70:10:20 18,55 2,0990 2,65 1,3250 5,30 0,7852

3.3 - Caracterizacao

3.3.1- Massa Molar

As massas molares e suas distribuigdes, para os polimeros das séries 1 e 2, foram
determinadas por cromatografia de permeacao em gel (GPC), em um cromatografo da marca
Shimadzu HPLC com um detector de indice de refragdo. Uma combinacao de duas colunas:
Styragel HR4 e Styragel HRS foi usada e os resultados foram calculados por comparagdo com
um Kit de poli(metilmetacrilato) da American Polymer Standards Corp. As andlises foram
realizadas no Instituto de Quimica — USP — S3o Carlos, com a colaboragdao da Dr* Carla C. S.

Cavalheiro.

3.3.2- Caracterizacao por Espectroscopia de Infravermelho
A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para confirmacao da estrutura quimica
dos polimeros. Amostras solidas dos polimeros das séries 1 e 2 foram prensadas com KBr

para obtencao de pastilhas que foram analisadas em Espectrofotometro ABB Bomem MB100,
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em uma faixa de 4000 a 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™; cada espectro correspondendo a

média de 10 varreduras.

3.3.3- Caracterizacio por Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

A estrutura quimica e a composi¢ao molar dos terpolimeros das séries 1 e 2 foram
determinadas a partir de espectros de RMN-"H. As amostras dos polimeros foram preparadas
como solugdes a 3% de dimetilsulfoxido deuterado e analisadas em Espectrometro de
Ressonancia Magnética Nuclear Bruker AC 200 - frequéncia de protons de 200 MHz. As
medidas foram feitas a temperatura ambiente. Estas analises foram realizadas no Instituto de

Quimica—USP — Sao Carlos.

3.3.4 — Caracterizacio através de analise elementar para os polimeros da série 2

Microanalise elementar de C, H e N foram feitas em um equipamento EA 1110
CHNS-O da CE Instruments, para determinagdo da propor¢do molar do mondomero NIPAm

nos terpolimeros. Estas andlises foram realizadas no Instituto de Quimica — USP — Sao Carlos.

3.3.5- Titulacio Condutimétrica para os polimeros da série 2

Para a determinagdo da propor¢do do 4cido vinil benzodico, utilizou-se a técnica da
titulacdo condutimétrica. Massas conhecidas dos polimeros foram solubilizadas em &agua
ultra-pura e a solugdo foi titulada com solugdo de NaOH 0,105 mol dm>. O equipamento
utilizado foi um Condutivimetro Digimed- modelo 31, com célula de condutividade modelo
DMC-010M, K = lem™. As anélises foram feitas a temperatura ambiente e os dados de

condutividade foram colocados em um grafico em funcdo da concentracdo da base utilizada.
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3.4- Determinacio do ponto de turvacio ou LCST

3.4.1 - Medidas através de Fotometria no Visivel

O ponto de turvacdo dos terpolimeros das séries 1 e 2 foram determinados através
de fotometria no visivel, utilizando-se um Espectrofotdometro Cary-100 equipado com
compartimento de amostra termostatizado por sistema Peltier 1x1. As determinagdes foram
feitas em celas de quartzo de caminho 6ptico de 1 cm, onde foram adicionadas solugdes
dos polimeros na concentra¢do 1,0g dm™. A transmitincia foi registrada em comprimento
de onda de 450 nm, em intervalos de temperatura de 1 a 2°C, aguardando-se um tempo de
10 a 15 minutos apos cada variacdo de temperatura, para o sistema atingir o equilibrio
térmico. O ponto de turvagdo dos terpolimeros foi determinado em solugdo aquosa € em
solucdo tampao fosfato, pH 7,4, cuja forga ionica foi variada pela adigdo de KCl. Os
graficos foram construidos colocando-se os dados de transmitancia em 450 nm em fungdo

da temperatura..

3.4.2- Medidas de Microcalorimetria ( DSC):

As solugdes aquosas dos terpolimeros da série 1 , na concentragdo de 6,6 g dm™ foram
submetidas a analise em um Microcalorimeter VP-DSC, MicroCal Incorporated, equipado
com duas celas de 0,5 mL cada, para os polimeros e solvente (referéncia),com velocidade de
escaneamento de 30°C h, de 15 a 80°C, sendo feitas duas determinagdes para cada amostra de
polimero. A temperatura de transi¢do foi obtida pela intersec¢do da linha base e a por¢ao
linear do pico do termograma. Estas andlises foram realizadas no Instituto de Quimica-

UNICAMP, com a colaboragdo do Prof. Dr. Watson Loh.
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3.5- Investigacdo da formacio de agregados e determinacio da concentracio de

agregacio critica (CAC)

3.5.1- Fluorescéncia no estado estacionario

Medidas de fluorescéncia no estado estaciondrio foram realizadas utilizando-se um
espectrofluorimetro Hitachi F-4500, adaptado com banho de circulagdo Fisher Scientific. Os
espectros de emissdo foram obtidos com uma velocidade de varredura de 240 nm/min ¢ as
fendas de excitagdo e emissdo foram de 5,0 e 1,0 nm, respectivamente.  Em uma cela de
quartzo de 1 cm foram adicionados 2,0 mL de dgua ultra-pura e 2 PL de solugdo estoque de
pireno de concentragdo 1x10° mol dm™, obtendo-se concentragdo final de pireno de 1x10°
mol dm™. A esta cela foram adicionadas aliquotas de solugdes 1 g dm™ dos polimeros (estas
solugdes continham pireno a uma concentragdo de 1x10° mol dm>, de modo a manter
constante a concentragdo de pireno na cela) , mantendo-se uma temperatura de 15°C. A
intensidade de fluorescéncia dos picos 1 e 3 do espectro de emissdo do pireno foram
registradas em 373 e 384 nm, respectivamente, apos cada adi¢do de solugdo do polimero. O
comprimento de onda de excita¢do foi de 310 nm . Os graficos foram obtidos colocando-se a

razdo I;/I;em funcdo da concentragdo dos polimeros.

3.5.2- Efeito da temperatura sobre a agregacao

Para avaliar-se o efeito da temperatura na polaridade dos agregados, 2,0 mL das
solugdes dos polimeros das séries 1 e 2, preparados com pireno, como descrito anteriormente ,
foram adicionadas a cela de quartzo e a intensidade de fluorescéncia dos picos 1 e 3 do
espectro de emissdo do pireno foi monitorada em fun¢do da temperatura, com variacdes de
15°C a 70°C e gradiente de 2°C. A temperatura do compartimento da amostra foi controlada

com um banho Fisher Scientific e acompanhada com um term6émetro termopar introduzido
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dentro da cubeta. Os graficos foram construidos colocando-se a razdo I/I; em fungdo da

temperatura.

3.5.3- Anisotropia de fluorescéncia

Medidas de anisotropia de fluorescéncia foram efetuadas com o objetivo de avaliar a
rigidez dos miolos hidrofobicos, em um espectrofluorimetro Hitachi F-4500, com cela
termostatizada, com controle de temperatura por um banho de circulagdo Fisher Scientific. O
espectrofluorimetro foi equipado com um acessorio de polarizagdo que possui um Unico canal
de emissdo (ou o chamado formato “L”’). Em uma cela de quartzo de 1 cm foram adicionados
2 mL de solu¢do dos polimeros na concentragio 1,0 g dm™ e 10 pL da sonda 4H4A
(trans,trans,trans-1-[4-(3-carboxipropil)fenil]-6-(4-butilfenil)-1,3,5-hexatrieno), cuja estrutura
¢ mostrada na figura 22, na concentra¢io 1x10™* mol dm™>. A concentragdo final da sonda foi
de 5x10° mol dm™. As medidas da intensidade da fluorescéncia foram feitas em Aee =357 nm,
fendas de excitacdo e emissdo de 2,5 nm, utilizando-se as lentes polarizadoras, variando-se a

temperatura a cada 2°C.

~ AU

N\

\—Q—/\—COOH

Figura 22: Estrutura da sonda 4H4A
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Os calculos para a anisotropia foram realizados de acordo com as equagdes

apresentadas abaixo:

r= I/ - GI[ (1)
I/ + 2(GID)

onde G ¢ um fator de correcdo para fluorimetros que possuem um Unico canal de emissdo, ou

seja, em formato L.

G=i0. (2)
i/

onde:

I/ = intensidade paralela (0°xo/ 0°m)

I 0 = intensidade perpendicular (0°ex./ 90°cm)
1/ = intensidade paralela ( 90°./ 90°m)

1[0 = intensidade perpendicular ( 90°c/ 0°%m)

3.6 — Determinacido do tamanho dos agregados

3.6.1- Espalhamento de Luz Dinamico
Experimentos de espalhamento de luz dinamico permitem obter o raio hidrodinamico

de particulas, que esta relacionado com o coeficiente de difusdao (D) pela equagdo de Stoke-

Einstein (equagao 3):

D=_KgT 3)

onde D= coeficiente de difusao
Kg = constante de Boltzman
n= viscosidade
T =temperatura absoluta

In = raio hidrodinamico
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Particulas dispersas em um meio liquido movem-se ao acaso (movimento Browniano).
Esse movimento causa flutuagdes de concentragdes em um dado volume de solucdo em
funcdo do tempo. Em medidas de espalhamento de luz dindmico a intensidade de
espalhamento ¢ registrada em fung¢do do tempo, ¢ flutuagdes nessa intensidade de
espalhamento s3o observadas como variagdes de concentragdo no volume de espalhamento. O
tempo necessdrio para as flutuagdes na intensidade da luz espalhada acontecerem ¢ a
caracteristica mais importante do sinal, uma vez que esse tempo contém informagdes sobre as
propriedades dinamicas das moléculas do soluto. A informagdo mais simples obtida ¢ o
coeficiente de difusdo. Uma particula maior terd coeficiente de difusdo menor que uma
particula pequena e as flutuacdes ocorrem mais vagarosamente. Existe uma correlacdo entre a
velocidade de flutuagdo da luz espalhada e o coeficiente de difusdo das particulas. H4 também
uma funcao de auto-correlagdo da intensidade da luz espalhada ( G(1))

G(1) = <) X lo+1) “4)

onde [ e Iw + 1 sdo as intensidades de luz espalhada nos instante to e (to + T).

No tempo t = to = 0, a intensidade de espalhamento ¢ I(0) e a funcdo de auto-
correlagdo tem um valor méximo. Com o passar do tempo, a intensidade de espalhamento em
um tempo (to + T ) terd uma menor correlagcdo com a intensidade de espalhamento inicial e a
média sobre os produtos das intensidades, que ¢ G(T) tende a zero. Admite-se que G(T) decai
exponencialmente em funcao do tempo.

Para particulas esféricas e monodispersas a fungdo de auto-correlacdo tem a expressao:

G(1) = Ae'™ + B (5)

A e B sdo constantes e [ ¢ a constante de decaimento da curva exponencial gerado

pela fun¢do de auto-correlagdo, e

r=bD¢g (6)
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onde D = coeficiente de difusio

q = vetor de onda da luz espalhada

q = (L4m) sen(82) (7)
Ao

onde n = indice de refracdo do liquido que dispersa as particulas
0 = angulo de detecgdo da luz espalhada
Ao, = comprimento de onda da luz incidente
Entdo, um experimento de espalhamento de luz dindmico permite, a partir da funcdo
de correlagdo, obter uma curva exponencial e desta obter o valor da constante de decaimento
[". Tendo esse valor, a partir da equacao 6, obtém-se o coeficiente de difusdo, que por sua vez
esta relacionado com o raio hidrodinamico pela equagao 3.
Para determinar o tamanho dos agregados dos polimeros da série 1, medidas de
espalhamento de luz dindmico foram efetuadas em um equipamento BTC — Brookhaven
Instruments Corporation,, laser He-Ne, 60 mW, em comprimento de onda de 532nm. As

medidas foram feitas utilizando-se solucdes aquosas dos polimeros em concentragdes que

variaram de 1,0 a 10,0 g dm™, previamente filtradas em membranas Milli-Pore de 0,45 pum, a
uma temperatura de 20°C, exceto para polimeros com LCST inferior a este valor, onde
aplicou-se temperatura de 15°C. Avaliou-se também o tamanho dos agregados em fungdo da
forca i6nica da solugdo, pela adi¢do de KCI. Além disso, monitorou-se 0 comportamento do
tamanho dos agregados com a varia¢do da temperatura, de 10,0 a 60,0°C. Os experimentos

foram efetuados em um angulo de espalhamento de 90°.
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3.7- Incorporacio de moléculas hidrofébicas nos agregados hidrofébicos poliméricos

3.7.1- Eficiéncia da incorporagao de pireno

A incorporagao de pireno nos agregados hidrofobicos dos polimeros da série 1 foi feita
de acordo com Liu et al., 2004. 5,0 mg do polimero, 2,0 mg de pireno e 6,0 mL de dgua ultra-
pura, foi submetida a agitacdo vigorosa, mantida por 24 horas a uma temperatura de 20°C.
Apos este tempo, o sistema foi filtrado 3 vezes em membrana de 0,45um, até obtengdo de
solucdo limpida. O filtrado foi liofilizado e as microparticulas solidas obtidas foram
dissolvidas em cloroférmio e analisadas em espectrofotometro UV, em 338 nm. A quantidade
de pireno incorporada nos agregados foi calculada utilizando-se curva padrao de pireno em

cloroférmio.

3.7.2- Eficiéncia da incorporacio de Doxorubicina (Adriamiciana —~ADR-HCI)

Doxorubicina ¢ uma fidrmaco anti-cancer hidrofobico que tem sido utilizado em
pesquisas que envolve sua incorporagdo em microdominios poliméricos hidrofobicos.

A incorporacdo da doxorubicina (figura 23) nos agregados hidrofobicos dos
polimeros da série 1 foi feita de uma adaptacdo da metodologia proposta por Xiao et al., 1996.
Preparou-se uma solugdo contendo 1,5 mg de doxorubicina em 0,6 mL de uma mistura de
cloroférmio e trietilamina ( 6 mL de cloroformio e 23 PL de trietilamina ). Esta solug¢do foi
adicionada, gota a gota, a uma solu¢ao contendo 5,0 mg do polimero em 10,0 mL de agua
ultra-pura. Para se obter uma quantidade maior de doxorubicina incorporada é necessario
utilizar a amina livre na forma ndo ionizada. A trietilamina ¢ entdo adicionada para promover
a remoc¢ao do hidrocloreto da doxorubicina (KOHORI et al.,2002). O sistema foi mantido sob
agitacdo vigorosa, a temperatura ambiente, por uma noite. Em seguida foi filtrado 3 vezes em
membrana Milli-Pore de 0,45um e liofilizado. As microparticulas secas obtidas foram

dissolvidas em dimetilformamida (DMF) e a solu¢do resultante foi analisada em
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espectrofometro UV, em comprimento de onda de 485 nm. A quantidade de doxorubicina

incorporada foi calculada utilizando-se curva padrao de doxorubicina em DMF.

Figura 23: Estrutura quimica da doxorubicina

3.8 - Preparo de Microcapsulas com Polimeros da Série 2

O método utilizado para preparo das microcapsulas foi o método da evaporacao do
solvente. No preparo das microcapsulas sem o agente ativo, 20 mg de polimero foram
dissolvidos em 10 mL de diclorometano, sob agitagdo. Esta solucdo foi adicionada a 20 mL
de solucao de poli(alcool vinilico) (PVA) a 1% m/v em agua, sob agitagdo vigorosa por 15
minutos. O sistema foi mantido sob agitagdo por uma noite, para evaporacao do solvente
diclorometano. A mistura heterogénea obtida foi centrifugada por 15 minutos a 9.000 rpm e
lavada 3 vezes com solucdo de PVA. Apds, foi ressuspendida em agua ultra-pura e
liofilizada. As microesferas obtidas foram armazenadas em freezer. O preparo de
microcapsulas com o agente ativo incorporado foi feito de maneira semelhante, sendo que,
juntamente com os 20,0 mg do polimero adicionou-se 5,0 mg de pireno. O procedimento
posterior foi igual ao relatado para as microesferas. Para o calculo da quantidade de pireno

incorporada nas microcapsulas, as mesmas foram dissolvidas em cloroféormio e a solucdo
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obtida foi analisada em espectrofotometro UV, em comprimento de onda de 335 nm. Os

valores obtidos foram comparados com curva padrao de pireno em cloroférmio.

3.8.1 - Caracterizacio das Microcapsulas

A caracteriza¢do das microcéapsulas foi feita em Microscopio Eletronico de Varredura
Leo 435 VPi, utilizando-se um aumento de 15.000 vezes. Amostras soélidas das
microparticulas foram pinceladas em fita de cobre, metalizadas com ouro, e analisadas no
microscopio eletrdnico de varredura, onde observou-se o tamanho e a estrutura das

microparticulas.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 -Caracterizacio
4.1.1- Polimeros da série 1 -

4.1.1.1 - Espectroscopia de RMN - 'H :

Os espectros de RMN comprovam a terpolimerizagdo pela presenga caracteristica dos
prétons dos trés mondmeros. De acordo com a figura 24, nota-se a presenga de um sinal em
7,2 ppm, que corresponde ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo amida do mondémero
NIPAm. Em 3,8 ppm ha um sinal que corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono do grupo
isopropil e em 0,84 ppm ha sinal correspondente aos hidrogénios do grupo metil terminal do
dodecilmetacrilato. Shi et al., 2000 sintetizaram NIPAm com octadecilacrilato e encontraram
picos em valores correspondentes a este trabalho. Em 3,2 ppm ha um sinal correspondente
aos hidrogénios do grupo metil terminal do monometacrilato de poli(etilenoglicol) metil éter.
Os sinais dos prétons metinicos e metilénicos sdo observados entre 1,0 e 2,5 ppm. Xiao et
al., 1996 sintetizaram PEG com acrilamida e obtiveram picos correspondentes para

caracterizagdo dos polimeros nestes mesmos valores. A fragdo molar dos trés mondomeros nos
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polimeros foi determinada por RMN — 'H, pela integra¢do dos sinais pertencentes a cada
monodmero, isto €, a integragdo do sinal em 7,2 ppm pertencente ao mondmero NIPAm, em
3,2 ppm pertencente ao monomero PEG e em 0,84 ppm pertencente ao monomero DOMA.
No caso do DOMA, como existe uma sobreposi¢ao entre o pico do CHs terminal de DOMA e
o pico do NIPAm, foi utilizado o programa Origin para integrar somente a area
correspondente ao CH; de DOMA (ver encarte na figura 24). Por exemplo, para o

terpolimero 80:10:10, cujo espectro de RMN e estrutura podem ser vistos na figura 24.

Figura 24: Estrutura e espectro de RMN- 'H do polimero 80:10:10.

A fragdo molar do NIPAm no terpolimero ¢ dada pela equagao 8:

Fripam = (In2/ np1) / [(I72/0p1) +(I52/ np2) + (To g4/ 1p3)] ®)
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onde Fapam € a fracdo molar do NIPAM no terpolimero; 17, , 15, € Ioss sd0 as integrais dos
sinais dos protons de NIPAm, PEG e DOMA, respectivamente. n,; , Ny € Ny S0 0 nimero
de protons de NIPAm, PEG e DOMA, respectivamente. As fragdes molares de PEG e de
DOMA foram calculadas por metodologia similar, utilizando-se as equagdes (9) e (10),

respectivamente.

Frec = (Li2/np)/ [(I72/0p1) +(I52/ np2) + (Togs/ 1p3)] ©))

Fooma = (Inga/mps)/ [(I72/mp1) +(132/ np2) + (Lo sa/ 0p3)] (10)

As composic¢des dos terpolimeros calculadas utilizando-se as equagdes acima descritas

sdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Propor¢des molares dos mondmeros incorporados nos polimeros

obtidas a partir dos espectros de RMN.

Polimero NIPAm PEG DOMA
90:5:5 93,6 4,0 2,4
80: 10: 10 88,0 6,7 5,3
80: 15:5 88,1 9,3 2,6
70: 25:5 81,4 15,6 3,0
67:28:5 76,4 20,5 3,1
65:30:5 71,0 24,1 4,9
60: 35:5 69,0 28,0 3,0

Os resultados obtidos mostram que ha uma maior incorporagdo do mondémero NIPAm,

0 que pode ser atribuido possivelmente a uma maior reatividade deste mondémero na sintese
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realizada. Xiao et al., 1996 copolimerizaram macromonomeros de PEG com acrilamidas e
encontraram que a conversao da acrilamida foi sempre maior que a dos macromonomeros ¢
isso sugere que a reatividade da acrilamida foi maior que a dos macromondémeros de PEG,
sob as mesmas condigdes polimerizacao. Alava et al., 2005 copolimerizaram NIPAm com
PEG e encontraram razdes de reatividade de 1,2 e 0,13 para NIPAm e PEG, respectivamente,
mostrando uma incorporagdo maior do NIPAm no copolimero. A figura 25 mostra a

incorporagao real em fun¢do da incorporagao tedrica dos mondmeros nos terpolimeros.
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Figura 25: Porcentagem em mols na mistura reacional em fun¢do da composigdo
determinada nos terpolimeros. a: monomero PEG ¢ b: mondémero NIPAM

4.1.1.2- Espectroscopia de infravermelho
Os espectros de infravermelho obtidos apresentam as bandas caracteristicas esperadas e os
espectros de poli(N-isopropilacrilamida), poli[(monometacrilato de poli(etilenoglicol),

metil éter] e do terpolimero 67:28:5 sdo apresentados comparativamente na figura 26.

A auséncia de picos atribuidos & C=C entre 1610-1635 cm™, caracteristicos de monomeros
vinilicos, evidencia a polimeriza¢do. A presenga de banda de absor¢ao em torno de 1730

cm’ , atribuida a carbonila em éster alifatico, evidencia a presenga dos grupos metacrilatos.
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Em 1650 cm™ a banda da carbonila de amidas evidencia a presenca de N-
isopropilacrilamida. Em torno de 1540 cm™ e 3500 cm™ , respectivamente, estdo as bandas
de deformacio e estiramento N-H. Em torno de 1130 cm™ hd uma banda caracteristica de
éter (C-O-C), presente na unidade de poli(etilenoglicol). Os demais espectros de

infravermelho dos terpolimeros encontram-se no apéndice 2.

Figura 26: Espectro de IV do polimero 67:28:5 comparado com os espectros
de NIPAm e PEG.

4.1.1.3 — Massa Molar Média
A massa molar média dos polimeros da série 1 foi determinada através da técnica de GPC,

como descrito no item 3.3.1 e os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 4 . Os
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cromatogramas obtidos ndo revelaram picos que pudessem ser atribuidos a mondmeros

livres. A curva de calibragdo e os cromatogramas sao apresentados no Apéndice 1.

Tabela 4: Massa molar média dos polimeros da série 1

Polimero | M.(gmol™) | Mi(g mol) | M,/M,
100: 0: 0 |116 507 |62111 1,825
0: 100: 0 |5817 5450 1,067
90: 5:5 78 308 32 507 2,408
80:10: 10 [62 525 51121 1,223

80:15:5 |31740 18 520 1,714

70:25:5 |19 237 16 149 1,191
67:28:5 |37.240 23.718 1,570

65:30:5 |36.914 25.844 1,428
60:35:5 14.744 12.359 1,193

Os resultados mostram que, a medida que o conteido de PEG ¢ aumentado, ha uma
diminui¢do na massa molar. Os terpolimero 67:28:5 ¢ 65:30:5, embora apresentem massa
molar ligeiramente maior que os de composi¢do similar, ainda assim, seguem sendo menores
que aqueles com menor conteudo de PEG. Entretanto, pequenas variagdes na temperatura de
copolimerizagdo podem levar a mudangas na massa molar. Estes efeitos foram observados por
Park et al.,2004, que copolimerizaram PEG com acrilamida em temperatura variando de 25 a
40°C, para avaliar o efeito da temperatura na massa molar e os resultados mostraram que a
massa molar foi dependente da temperatura. Obtiveram copolimeros com massa molar de
3x10° g mol! quando a temperatura foi efetuada em 25°C e 1x10° g mol”’ em 40°C. Uma
possivel razdo conferida a este efeito ¢ que a transferéncia de cadeia para 0 macromonomero €
mais facilmente favorecida do que para a acrilamida, resultando em um copolimero com
menor massa molar . Esta suposi¢do também tem sido proposta por outros autores como

Shawiki; Hamilec, 1979 e Schulz et al., 1987.
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4.1.2- Polimeros da série 2:

4.1.2.1 - Espectroscopia de RMN - 'H :

Os espectros de RMN comprovam a terpolimerizagdo. A figura 27 mostra a presenca
de um sinal em 7,2 ppm, que corresponde ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo amida
do mondémero NIPAm; em 3,8 ppm ha sinal que corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono
do grupo isopropil. Em 3,2 ppm ha um sinal correspondente aos hidrogénios do grupo metil
terminal do monometacrilato de poli(etilenoglicol)s metil éter. Os sinais dos proétons metinicos
(H de CH) e metilénicos (H de CH,) sdo observados entre 1,0 e 2,5 ppm. A formagdo do
polimero também fica evidente pelo aparecimento de sinais dos protons aromaticos entre 7,5 e

8,0 ppm.

Figura 27: Estrutura e espectro de RMN- 'H do polimero 85:10:5 .
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4.1.2.2- Espectroscopia de Infravermelho

A figura 28 mostra o espectro de infravermelho do terpolimero 80:10:10. A presenga
de um pico em torno de 1730 cm™ ¢ atribuido a carbonila do grupo éster do metacrilato. A
presenca de um pico em torno de 1650 cm™ evidencia a presenca da carbonila do grupo
amida. Um pico em torno de 3080 cm™ ¢ devido deformagdo axial de C-H do aromético
presente no polimero. Picos em 1540 e 3500 cm™ sdo atribuidos, respectivamente, a
deformacdo e estiramento N-H do mondmero de acrilamida. Entre 750 e 780 c¢cm™ ha
presenca de C-H do aromatico (deformacdo angular fora do plano). Um pico em torno de
1130 cm™ ¢ devido ao C-O-C do grupo éster do mondmero de PEG. Picos entre 1590 e 1465
cm™ evidenciam deformagdes axiais das ligagdes C=C do aromatico. Os demais espectros

encontram-se no apéndice 4.
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Figura 28: Espectro de infravermelho do terpolimero 80:10:10
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4.1.2.3 - Massa Molar Média dos Polimeros da série 2
A massa molar dos polimeros da série 2 feita através da técnica de GPC, pode ser
vista na tabela 4 . Os cromatogramas obtidos nao revelam picos que possam ser atribuidos a

monomeros livres. Os cromatogramas sao apresentados no Apéndice 1.

Tabela 5: Massa molar média dos polimeros da série 2.

Myw(gmol™ | My(gmol™) | M,,/M,
Polimero
0:0:100 *
90:5:5 12.386 10.197 1.21
85:10:5 |[8.324 6.504 1.28
80:10:10 |7.884 6.491 1.21
75:10:15 |5.641 4.466 1,26
70:10:20 | **

*ndo determinado,**: parcialmente soluvel

A massa molar média para os polimeros da série 2 apresentou valores menores do que
os esperados, o que se sugere que, além da possibilidade de PEG estar agindo como agente
de transferéncia de cadeia interrompendo a polimerizagdo, tambem o acido vinil benzdico
parece afetar a reacdo, uma vez que as mesmas condi¢des de reagdo utilizadas para a série 1

foram mantidas para a série 2.

4.1.2.4 — Determinac¢io da proporc¢io molar dos monémeros :

A determinacdo da porcentagem do mondmero N-isopropilacrilamida foi feita por
analise elementar através da determinacdo da porcentagem de nitrogénio nos terpolimeros. Os
resultados das andlises encontram-se no anexo 5. A porcentagem do mondémero acido
vinilbenzoico foi determinada através de titulacdo condutimétrica.

A figura 29 mostra a

titulagdo para o terpolimero 80:10:10.
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Figura 29: Grafico de condutividade em fun¢do do volume de solugdo de NaOH

0,105 mol dm™ para o terpolimero 80:10:10.

O 4acido vinilbenzdico ¢ um acido organico relativamente fraco e inicialmente, em
solucdo, existem ions hidrogénio e ions vinilbenzoatos contribuindo para um certo valor de
condutividade. A contribui¢do do ion hidrogénio ¢ maior devido a sua maior mobilidade. A
medida que a reagdo avanga os ions hidrogénio vao sendo neutralizados pela base e a
quantidade de ions vinilbenzoatos liberada aumenta até ser atingido o ponto de equivaléncia e,
a partir dai, sua concentracdo permanece constante. Ao mesmo tempo, a quantidade de cations
provenientes da base continua a aumentar. Apos o ponto de equivaléncia, a condutividade
aumenta bruscamente devido ao acimulo dos ions sédio e hidroxidos (EWING,1972). A
determinagdo da quantidade de acido vinilbenzoico incorporada no terpolimero ¢ calculada a
partir do ponto de equivaléncia, pelas equacdes normais de volumetria. As massas dos
polimeros e os volumes de base utilizados sdao apresentados na tabela 6. Para a determinagao

da quantidade do mondmero de PEG utilizou-se a equacao 6:

%PEG= 100 - (% NIPAm + % VBA) (6)
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Os resultados da propor¢ao molar dos mondmeros nos terpolimeros encontram-se na

tabela 7 e as demais curvas das titulagdes condutimétricas encontram-se no apéndice 6.

Tabela 6: Massas dos polimeros € volume de NaOH 0,105 molL" utilizado

nas titulagdes condutimétricas.

Polimero Massa(mg) Vol. (ML)
90:5:5 23,0 24,8
80:10:10 10,4 81,0
85:10:5 9,9 40,7
75:10:15 53 66,4
70:10:20 53 110,1

Tabela 7: Propor¢ao molar dos polimeros calculada por analise elementar

e titulacao condutimétrica.

Polimero | NIPAm PEG VBA
90:5:5 75,7 22,6 1,7
80:10:10 | 66,0 22,0 12,0
85:10:5 69,4 243 6,3
75:10:15 | 58,3 22,2 19,5
70:10:20 | 50,8 16,9 32,3

Pelos resultados obtidos na tabela 6 observa-se um desvio da propor¢do na mistura
reacional. Este comportamento provavelmente estd relacionado com a razdo de reatividade
dos mondémeros. A reatividade do NIPAm nesta sintese parece ser menor que a reatividade
do PEG e do VBA, sendo que a reatividade do VBA parece se sobrepor a razio de reatividade
do PEG. A figura 30 mostra a incorporacdo real em func¢do da incorporagdo tedrica dos

monomeros nos polimeros.
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Figura 30: Porcentagem em mols na mistura reacional em fun¢do da composi¢ao

calculada nos terpolimeros. a: monomero VBA  b: mondémero NIPAm

A copolimerizagdo de N-isopropilacrilamida com mondmeros hidrofilicos e
hidrofobicos tém sido registrada na literatura hd algum tempo. Shi et al, 2000 sintetizaram
copolimeros de NIPAm e octadecilacrilato, via radicalar, com sucesso. Szczubialka;
Nowakowska, 2003  obtiveram terpolimeros randomicos de NIPAm, cinamoiletilmetacrilato
e 2-acrilamido-2-metil-1-propanosulfonato de sédio. Eeckman et al, 2004 sintetizaram
copolimeros de NIPAm com comondmeros hidrofilicos (N- vinilpirrolidona e N-
vinilacetamida) para estudo de propriedades termosensiveis. Xiao et al, 1996 fizeram a sintese
de monomeros de PEG com acrilamidas e obtiveram polimeros randdmicos, assim como
Baskar; Chandrasekar, 2004, que sintetizaram polimeros de PEG com dodecilmetacrilato.
Polimeros sensiveis ao pH e a temperatura também tém sido sintetizados com sucesso. Jones,

1999 utilizou os mondémeros NIPAM e acido acrilico para obtengdo de polimeros randdémicos.
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Portanto, para os polimeros sintetizados neste trabalho, ¢ esperada uma disposi¢ao ao
acaso dos mondémeros ao longo da cadeia principal, ou seja, a obtencdo de polimeros

randOomicos.

4.2 - Determinacido da temperatura de turvacdo ou LCST - Série 1

4.2.1- Fotometria no visivel:
4.2.1.1- Polimeros em solucdo aquosa:

O fenomeno da turvagdo ¢ conhecido surgir da remog¢do rapida da camada de
hidratagdo protetiva ou seja, do rompimento das ligagdes de hidrogénio com a cadeia
polimérica. Isso expde o carater hidrofobico do polimero levando a separagdo de fase
(EECKMAN et al., 2001). O homopolimero de N-isopropilacrilamida apresenta um valor para
a temperatura de turvagdo em torno de 31°C, como pode ser visto pela figura 31, obtido da
intersec¢do da curva da porcentagem de transmitancia em fun¢do da temperatura de uma
solugdo de PNIPAm a 0,1% (m/v) . A copolimerizacgdo de NIPAm com mondémeros
hidrofilicos e hidrofobicos alteram o ponto de turvagdo para valores acima e abaixo do ponto
de turvagdo do PNIPAm, respectivamente. A figura 32 mostra os valores de transmitancia em
funcdo da temperatura para os terpolimeros sintetizados neste trabalho utilizando-se os
monomeros NIPAm-PEG-DOMA em diferentes proporgdes molares. Os resultados mostram
que, mantendo-se a propor¢do de DOMA baixa (em torno de 5% em mol), o aumento na
propor¢do de PEG leva como esperado, a um aumento no valor do ponto de turvagdo. Os
valores dos pontos de turvacdo podem ser vistos na tabela 8. Na figura 33 observa-se o
aumento do valor do ponto de turvagdo em fun¢do do aumento da propor¢ao de PEG. Devido
ao carater hidrofilico do PEG, o aumento da propor¢do deste mondémero leva a uma maior

hidratagdo dos terpolimeros, cuja solubilidade é aumentada.
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Tabela 8: Valores da LCST de solugdes aquosas 0,1% (m/v) dos
polimeros determinadas através de fotometria.

Polimero LCST (°C)
100:0:0 31,0
90:5:5 17,7

80:10:10 19,8
80:15:5 30,7
70:25:5 37,2
67:28:5 46,2
65:30:5 50,6
60:35:5 51,5

65
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Quando a terpolimerizagao ¢ feita com aumento simultaneo dos mondmeros de PEG e
de DOMA, observa-se uma diminui¢do do ponto de turvagdo, que pode ser creditado a um
efeito maior do mondmero hidrofébico sobre 0 mondmero hidrofilico. Este efeito pode ser
observado nos terpolimeros 90:5:5 ¢ 80:10:10, cujas temperaturas no ponto de turvagdo sao,

respectivamente, de 17,7°C e de 19,8°C.

4.2.1.2- Efeito da forca ionica: pH 7,4 — Tampao fosfato

O efeito da forga i6nica sobre a temperatura de turvacdo foi estudado para avaliar o
comportamento dos sistemas poliméricos pela adicdo de quantidades crescentes de sal. O
valor de 7,4 para o pH foi escolhido por ser aproximadamente o pH fisioldgico e atencao
maior foi dada ao comportamento da temperatura de transi¢do em forga i6nica 0,15 mol dm™
por ser esta também a forca i6nica fisioldgica aproximada.

A adicdo de pequenas quantidades de sal a solugdo dos polimeros provoca um
decréscimo na temperatura de transi¢do, conforme pode ser visto nas figuras 34 ,35 e 36, que
mostram os resultados obtidos para os valores da temperatura de turvacdo variando-se a forga
ionica das solucdes pela adi¢do de KCI, obtendo-se solugdes com forga idnica de 0,15 a 0,50
mol dm™. Pela andlise dos dados obtidos, observa-se que quando a for¢a i6nica da solugdo
aumenta, ha um decréscimo no valor da temperatura de turvacdo dos polimeros. Este
decréscimo ¢ causado por mudangas das interagdes entre o polimero e o solvente, devido a
presenga de sais, efeito conhecido como “salting out”. A adicdo de sal pode alterar a
hidratagdo promovida pelas moléculas de dgua altamente orientadas que rodeiam o polimero.
Isto resulta em um aumento do carater hidrofébico da cadeia polimérica, com conseqiiente
diminui¢do da sua temperatura de transicido (EECKMAN et al.,2001). A presenga de sal
aumenta a polaridade do meio aquoso, entdo, aumenta as interagdes hidrofobicas. O

incremento das interacdes favorece a agregagdo, fato que resulta em uma solubilidade menor
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do polimero em agua e conseqiientemente, ha decréscimo na temperatura de turvacao (LIU et

al., 2004).
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Figura 34: %Transmitancia em fun¢do da temperatura para solugoes a 0,1% (m/v)

para o polimero 67:28:5 em agua e em solucao tampao pH 7,4 em forca
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Figura 36: Temperatura de turvagdo de solugdes 0,1% (m/v) dos terpolimeros
em solucao tampao pH 7,4 em funcao da forca idnica.

A figura 36 mostra que para o terpolimero 80:15:5 o efeito da forca iOnica ¢ mais
pronunciado que para os outros polimeros, incluindo o PNIPAm. Isto pode ser devido a uma
maior interacdo hidrofébica quando as cadeias sdo desidratadas, devido a presenca do
monomero hidroféobico DOMA e ao conteido relativamente pequeno de PEG. Como
resultado, ha uma forte tendéncia para o polimero sofrer agregagdo e diminuir a temperatura

de turvagao.

O terpolimero 67:28:5 pode ser sugerido como uma proposta para a utilizacdo em
sistema transportador de farmaco, desde que, em pH 7.4 e forga i6nica 0,15 mol dm™ ele
apresenta uma temperatura de turvagdo de aproximadamente 40°C (figura 37). Valores
préoximos a esta temperatura tém sido utilizados para aquecer locais do corpo onde existem
tumores, tratamento conhecido como hipertermia. Pesquisas recentes tém mostrado que o
tratamento com agentes quimioterapicos tradicionais tem pouco efeito em cancer em ratos,
enquanto que ha um aumento significativo do efeito quando o farmaco esta encapsulado e o

local de atuagdo da droga ¢ aquecido. Pesquisas com hipertermia para libera¢ao controlada de
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farmacos também estdo sendo realizadas em seres humanos com resultados significativos

(BLACKWELL et al., 2002).
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Figura 37: Temperatura de turvacdo para o terpolimero 67:28:5 em: (m) solucdo
aquosa ¢ (0) solugdo tampdo pH 7,4 e forga idnica 0,15 mol dm™ em KCI.

4.2.2 - Microcalorimetria diferencial de varredura

Medidas de microcalorimetria diferencial de escaneamento (DSC) efetuadas para os
polimeros em solugdo aquosa, mostraram que os pontos de turvacdo estdo de acordo com
aqueles determinados através de fotometria no visivel. Nas figuras 38 € 39  os termogramas
dos  polimeros 100:0:0 e 90:5:5 indicam uma LCST bem proxima da que foi determinada
por fotometria. A temperatura do ponto de turvagdo reportada por analises de DSC ¢
tradicionalmente obtida pela intersec¢do da linha base ¢ a por¢do linear do pico do
termograma. Esta temperatura é referida como temperatura “on set” e € indicada por Te,. Os
termogramas para os demais polimeros encontram-se no apéndice 7. Na tabela 9 sdo
apresentados os valores da temperatura de turvacao feita pelos dois métodos e observa-se que

ha boa concordancia nos resultados.
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Esta concordincia sugere que os dois métodos sdo bons para avaliacio da
temperatura de turvacdo dos polimeros e, apesar do método da microcalorimetria ser mais

sensivel, as duas técnicas podem ser comparadas.
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Figura 38: Temperatura de turvagdo do homopolimero de NIPAM:
a) determinada por fotometricamente.
b) determinada por calorimetria diferencial de escaneamento.
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Figura 39: Temperaturas de turvacdo do terpolimero 90:5:5:
a) determinada fotometricamente.
b) determinada por calorimetria diferencial de escaneamento.
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Tabela 9: Temperaturas de turvacdo determinadas utilizando-se fotometria e
microcalorimetria  para os polimeros em solu¢do aquosa, em

concentragdes 0,1% e 0,66%, respectivamente.

Polimero Fotometria(°C) DSC (°C)
100:0:0 30,6 31,4
90:5:5 17,6 17,7

80:10:10 19,8 17,9
80:15:5 30,7 | eee-
70:25:5 37,2 36,5
67:28:5 46,2 44.5
65:30:5 50,6 45,8
60:35:5 51,5 50,0

4.3 Investigacio da formacido de microdominios hidrofébicos e determinacio da

CAC (concentracao de agregacio critica) para os polimeros da série 1.

4.3.1- Fluorescéncia

A CAC (ou CMC) pode ser determinada por diferentes técnicas ( tensdo superficial,
espalhamento de luz,condutividade) capazes de indicar mudangas rapidas no parametro
medido nas proximidades ou na CAC. Entretanto, para polimeros anfifilicos, cuja CAC
apresenta valores muito baixos, o método que tem sido preferencialmente usado ¢ o que

envolve a utilizacdo de sondas fluorescentes (JONES; LEROUX, 1999).
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As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando-se a razdo 1,/1; do pireno para
obter informagdes sobre o processo de agregagdo desses terpolimeros anfifilicos. A razdo do
primeiro e terceiro picos vibracionais do espectro de emissao do pireno (I1/I5), ¢ uma medida
da micropolaridade em um certo meio. A sonda pireno dissolvida em 4agua pura apresenta um
valor para I,/I; de aproximadamente 1,9 e este valor decresce quando a polaridade do meio
diminui. Por exemplo, em ciclo hexano, a razdo I;/I; é de 0,58. Em polimeros anfifilicos
espera-se que os grupos hidrofébicos associem-se para formar micro-fases de natureza
hidrofébica, com propriedades similares as de micelas de surfactantes (WINNICK et al.,
1992). A figura 40 apresenta a razao I,/I; do espectro de emissdo do pireno em fungdo da
concentragdo para os terpolimeros 90:5:5 e 80:10:10, que apresentam maior propor¢ao
hidrofobica. O intercepto representa a concentragdo de agregacdo critica (CAC), com um
valor em torno de 3,6x10° g dm™® e 1,2x10° g dm~, respectivamente. Observa-se que, 0s
valores da razdo I,/I; permanecem relativamente constantes abaixo da CAC, e a partir de
determinada concentragdo a razdo I,/I; tem uma queda acentuada, denotando que pireno ,
como molécula hidrofobica, aloja-se nos microdominios hidrofobicos do terpolimero. A
medida que a concentragdo aumenta, a razdo I,/I; chega a valores em torno de 1,3 ¢
permanece praticamente constante. Acima da CAC, observa-se uma queda substancial na

razdo I,/I5 indicando que as cadeias formam agregados intermoleculares.

Copolimeros randomicos de AMPS (2-acrilamida-2-metilpropanosulfonato de sédio) e
DOMA foram sintetizados e associa¢des intermoleculares foram observadas, que sugerem a
forma¢ao de micelas multipoliméricas. Tem-se reportado que, quando o tamanho cadeia
hidrocarbonica de um monomero ¢ aumentado, como no caso do DOMA, interagdes
intermoleculares sdo mais favoraveis (NODA et al.,2000). As moléculas de pireno migram
para estes microdominios hidrofébicos até que a razao I,/I; permaneca inalterada, denotando

a migracao total do pireno, como esperado . Deve-se também considerar que o aumento da
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concentragdo do polimero pode induzir o aumento do tamanho do agregado, com a
concomitante expulsdo de dgua dos microdominios, o que pode contribuir para o decréscimo

da razao 1/1s.

O homopolimero PNIPAm, cuja curva da razdo I,/I; em fungdo da concentracdo ¢
mostrada na figura 41, indica que o homopolimero ndo sofre qualquer tipo de agregacao, uma

vez que a sonda ndo exibiu nenhuma mudanga, ou seja, ndo houve mudancga de polaridade.

Nos terpolimeros observa-se que aumentando-se a propor¢do do mondmero
hidrofilico PEG na sintese e mantendo-se constante a por¢ao hidrofébica (DOMA), o valor da
CAC aumenta, o que pode ser visto na figura 42. Os valores baixos encontrados para as
concentragdes de agregacdo critica dos terpolimeros sintetizados neste trabalho torna-os
similares a surfactantes formadores de micelas, podendo entdo ser dito que os agregados
formados s3o similares a micelas de surfactantes, com a vantagem de apresentarem-se
estaveis em regime altamente diluido. Valores similares a estes foram encontrados por
Cammas et al,1997 que sintetizaram copolimeros do tipo bloco com PNIPAm e poli(estireno)
e avaliaram o comportamento das micelas formadas utilizando pireno como sonda
fluorescente. O estudo mostrou que a sonda ficou incorporada no miolo das micelas
poliméricas. Estes autores estenderam o estudo visando explorar esta propriedade para a
incorporagao de drogas anti-cancer nos agregados. A CMC encontrada paras esses
copolimeros foi da ordem de 10~ g dm™. Noda; Kamachi, 2000 encontraram valores de CMC
em torno de 3x10* g dm™ para copolimeros randomicos sintetizados a partir de AMPS e PEG

monodeciléter.

Para os polimeros com uma maior propor¢do do monéomero PEG encontraram-se
valores da razdo I,/I; similares aos dos surfactantes CTAC (I./I; = 1,35) e CTAB (Ii/Is =

1,30)(LIU et al., 2003), enquanto que para os polimeros mais hidrofobicos (90:5:5 ¢ 80:10:10)



74

os baixos valores para a razdo I,/I; encontrados (1,1 e 1,2, respectivamente) sdo muito

préximos ao valor observado para micelas de SDS (NODA; KAMACHI, 1999).
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Figura 40: Razao I,/I5 do espectro de emissdo do pireno em fun¢ao da concentragdo

para os terpolimeros ( ) 90:5:5 e (O) 80:10:10.

1,9—-,; 1 .».- | | .,.,..- ..,,--....

112 L T T L | T T L |
1E-3 0,01 0,1

Concentragao (g dm“")

Figura 41: Razao I,/I5 do espectro de emissdo do pireno em fun¢do da concentragdo

para o homopolimero 100:0:0.
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Figura 42: Razao I,/I5 do espectro de emissdo do pireno em fun¢do da concentragdo

para os terpolimeros, temperatura 15°C.

O estudo do efeito da temperatura sobre solugdes aquosas dos terpolimeros de
concentragdo 1,0 g dm™ foi feito utilizando a sonda pireno. Nesta concentragdo os polimeros

encontram-se no estado agregado e a sonda completamente alojada nos dominios
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hidrofobicos. Neste estudo, foi variada a temperatura das solugdes de 15 a 60°C em funcao da
razdo I,/I; para averiguacdo do comportamento dos agregados, quando a temperatura ¢
aumentada, ou seja, como a temperatura acima e abaixo da temperatura de turvagdo

influencia a polaridade dos microambientes (figura 43).

Na presenga do homopolimero 100:0:0, para temperaturas abaixo do ponto turvagido a
razdo [,/I; ndo ¢ afetada ja que este polimero nao forma agregados em solu¢do. Quando a
temperatura ¢ aumentada até a LCST o polimero sofre turvacdo, expondo as cadeias
hidrofobicas, passando do estado “coil” a globular, entdo a razdo I;/I; decresce notadamente,
significando a transferéncia da sonda para a fase hidrofobica precipitada do polimero (figura
43). Para os terpolimeros, a razdo I,/I; permanece baixa, ou seja, ndo ha variacdo a ser
considerada, indicando que a sonda pireno encontra-se associada a unidade hidrofébica do
polimero agregado de tal maneira que o ambiente da sonda ndo ¢ perturbado pela desidratacao
das unidades das cadeias de NIPAm na LCST. O ambiente do microdominio hidrofébico
formado pelos agregados parece ser ligeiramente menos polar que o provocado pelo colapso
da cadeia do NIPAm. Observa-se um decréscimo mais pronunciado na razdo I,/I; nos
terpolimeros 80: 10: 10 € 90: 5: 5 e isto pode ser atribuido ao maior carater hidrofébico destes

polimeros, ou seja, a sonda pireno encontra-se em um ambiente de menor polaridade.

Medidas da razdo I,/I; do homopolimero 100: 0: 0 em funcdo da temperatura com
variagdo da forga i6nica da solug¢ao sdo mostradas na figura 44. Comparando-se, pelo grafico
desta figura, os valores de I,/I3 no inicio do experimento, observa-se que para o polimero em
solugdo aquosa estes valores estdo em torno de 1,9 e em solugdo salina em torno de 1,4. A
adi¢ao de sal provoca um decréscimo na razao I,/I; e isto é explicado pela retirada da camada
de hidrata¢do da cadeia polimérica, efeito este provocado pelo sal, expondo mais o carater
hidrofobico da cadeia, que sofre agregacio. E o chamado efeito “salting out”. Sendo assim, a

sonda tende a se alojar nos microdominios hidrofobicos formados pela agregacdo, o que
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provoca diminui¢do na razao I,/I;. Com o aumento da temperatura o polimero atinge o ponto
de turvacdo, hd aumento na formagdo de agregados por maior exposicdo das cadeias
hidrofobicas e I;/Is decresce até a estabilidade (em torno de 1,1) quando todo o pireno esta
incorporado pelos agregados. Para os terpolimeros o efeito da forga idnica sobre a razio 1,/1I5
ndo foi significante e portanto ndo estd sendo considerado. Devido a formagdo prévia de
agregados em solugdo aquosa, a sonda ja estd incorporada e portanto, a desidratacdo das

unidades de N-isopropilacrilamida ndo afeta o ambiente da sonda.
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Figura 43: Razio I,/I; em funcdo da temperatura para os terpolimeros em

solugdo aquosa 1,0 g dm™.
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A figura 45 mostra que se encontram em concordancia as metodologias UV-Visivel e

fluorescéncia utilizadas para determinac¢do do ponto de turvacdo do homopolimero 100:0:0.
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Figura 45: Curvas de [,/I; e transmitancia em fungdo da temperatura para o
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4.4 — Anisotropia de Fluorescéncia — Série 1

A rigidez do ambiente dentro de uma micela ou de qualquer microdominio
hidrofobico, pode em principio, ser determinada por polarizagdo da fluorescéncia
(anisotropia) de sondas solubilizadas em tais dominios, originadas pela depolarizagdo da
sonda devido a sua difusdo rotacional. O valor da anisotropia diminui com o decréscimo da
microviscosidade do miolo micelar porque a difusdo rotacional da sonda ¢ aumentada. A
sonda utilizada para esta avaliagdo (4H4A) ¢ muito sensivel a organizacdo do microdominio
onde se encontra alojada (BONASSI, 1998). E possivel, entdo, para os polimeros sintetizados,
verificar como a composi¢do do polimero, ou seja, o balango hidrofilico/hidrofébico afeta a
organizagdo dos agregados formados.

A figura 45 mostra os valores obtidos para a anisotropia dos polimeros mais
hidrofébicos (90:5:5 e 80:10:10) e para os mais hidrofilicos (65:30:5 e 60:35:5) bem como
para o homopolimero de NIPAm (100:0:0). Os calculos efetuados para determinag¢do da
anisotropia ( r ) encontram-se descritos na parte experimental desta tese.

Para os polimeros mais hidrofobicos, os valores de anisotropia encontrados foram
proximos de 0,3. Este valor ¢ semelhante aos obtidos para os surfactantes DTAB ¢ CTAB
utilizando a mesma sonda, indicando que esta comporta-se como se estivesse em micelas de
surfactantes cationicos (BLAZ VIEIRA et al., 2005). Para os polimeros mais hidrofilicos, os
valores da anisotropia s3o menores do que os valores dos polimeros hidrofobicos,
apresentando valores na faixa de 0,25 a 0,28, indicando que os microambientes parecem ser
estruturas mais hidratadas, ou ainda, os valores mais baixos para a anisotropia podem ser
devido a maior flexibilidade do contetido do miolo hidrofébico, que causa um aumento na
difusdo rotacional da sonda. Estes resultados estdo de acordo com os estudos feitos com a
sonda pireno, que avaliou a razao I;/I; de solu¢des dos polimeros . Esta comparagdo pode ser

observada na figura 47, que mostra a curva da razao I,/I; em func¢do de valores de anisotropia
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e nota-se que, valores maiores para a anisotropia correspondem a valores menores para a
razao I1/ I}.

Analisando os graficos para o homopolimero de NIPAm observa-se que, antes do
ponto de turvagdo, os valores para a anisotropia variam de 0,15 a 0,18, que corresponde aos
valores para a sonda 4H4A em meio aquoso, confirmando os dados obtidos com a sonda

pireno. Quando o ponto de turvacdo ¢ atingido, o valor para a anisotropia aumenta

consideravelmente, confirmando mais uma vez os estudos deste polimero com a sonda pireno.
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Figura 46: Anisotropia de fluorescéncia em Figura 47: Razdo 1,/I; em fungdo da anisotropia
fun¢do da temperatura para os terpolimeros a para os terpolimeros a 20°C.

0,1% (m/v)

4.5 — Tamanho dos agregados — Espalhamento de luz dinimico (DLS) - Série 1

Andlises efetuadas através de espalhamento de luz dindmico (DLS) mostraram que o
tamanho dos agregados, em solugdo, aumenta com o aumento da por¢do hidrofilica do
mondmero PEG. Polimeros com menor conteido de PEG apresentaram didmetro
hidrodinamico em torno de 50 nm enquanto para os mais hidrofilicos o diametro variou de

120 a 150 nm. Estes valores podem ser vistos na tabela 10.
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Tabela 10: Diametro hidrodinamico dos terpolimeros em solugdo 0,1% (m/v), a 20°C,
(para 90:5:5 e 80:10:10 a temperatura foi de 15°C)

Terpolimeros Du(nm)
90:5:5 52,6 £ 6
80:10:10 71,0+ 6
80:15:5 355+6
70:25:5 39,1+5
60:35:5 120,1 £ 15
65:30:5 136,4 + 20
67:28:5 142,8 = 15

O polimero 80:10:10, apesar de ter baixo conteudo de PEG, apresentou agregados
maiores, com didmetro em torno de 70 nm, o que pode ser atribuido a interagdes hidrofobicas
entre as cadeias de DOMA, ja& que este polimero apresenta uma propor¢do maior deste
monoémero. O menor tamanho para os agregados dos terpolimeros 80:15:5, 70:25:5 ¢ 90:5:5
deve-se provavelmente ao aumento de entropia causado pela tendéncia da por¢ao hidrofébica
(DOMA) de evitar o contato desfavoravel com o meio aquoso. Este efeito deve levar as
cadeias poliméricas a sofrerem organizag¢ao no sentido de formar agregados mais rigidos com
diametros menores. Além disso, a casca hidrofilica de PEG deve proteger o miolo hidrofébico
de outras interagcdes (CHUNG et al., 1997). Esta suposicao explica a baixa polaridade dos
agregados e a anisotropia relativamente alta dos mesmos, obtida através dos experimentos
com sondas fluorescentes.

Estudos avaliando o efeito da temperatura no tamanho dos agregados podem ser vistos

na figura 48.
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Figura 48: Diametro hidrodinamico em fung¢do da temperatura para os polimeros
(m) 100:0:0, (A) 85:15:5 ¢ (1) 70:25:5 em solugdo 5 gL', as setas indicam
os pontos de turvacao determinados por medidas fotométricas.

Da figura observa-se que, para os terpolimeros, quando a temperatura atinge a LCST
ha um aumento substancial do didmetro das particulas , provavelmente devido a interagdes
hidrofobicas entre as cadeias expostas apds a turvacdo, ou seja, a agregacdo das particulas
formam estruturas com diametros maiores. Apds alcangar a transi¢do de fase, observa-se um
decréscimo no diametro das particulas sugerindo-se que, a dgua, gradualmente torna-se um
solvente pobre para as partes hidrofobicas expostas e tende, entdo, a ser expelida, efeito que
causa contracdo dos agregados, diminuindo o tamanho das particulas. Por sua vez, ndo se
pode descartar o fato de que, uma vez iniciada a agregacao , as particulas maiores decantem,
ficando em suspensdo somente as particulas menores, o que levaria a um decréscimo aparente
do raio hidrodinadmico.

O homopolimero de NIPAm, observado na figura 48-a, mostra um decréscimo do
diametro antes da temperatura de transicdo e, logo apds esta ser atingida, hd um aumento

significativo em Dy. A diminuicdo do didmetro antes da LCST pode ser explicada pela
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transicao “coil” a globular que o polimero sofre pouco antes do estado de transicdo. Apos o
colapso da cadeia , com o aumento da temperatura, ha a precipitagdo do polimero e ocorre
interagdo entre as cadeias expostas, causando um aumento no didmetro das particulas.

A figura 49 mostra a distribuicdo do tamanho das particulas como sendo bimodal
abaixo da LCST, para os terpolimeros em solucao aquosa. Quando os terpolimeros estdo em
solugdo tampao e presenga de forga ionica, a distribuicdo de tamanho torna-se unimodal,
indicando que, em presenga de sais, o colapso ¢ favorecido, como conseqiiéncia da
desidratacdo dos agregados.. Como ja discutido acima, a desidratagdo pode ocorrer tanto nas
cadeias de PNIPAm como nas de PEG, entdo os agregados apresentam um menor tamanho. A
figura 50 confirma o decréscimo do tamanho dos agregados com o aumento da forca ionica.
Observa-se que, quanto maior a forca i6nica, menor o didmetro hidrodinamico das particulas.
Sugere-se a mesma explicagdo para a desidratagdo das cadeias.

E conhecido que a presenca de sais induz a transi¢do de fase para temperaturas mais
baixas . Isto sugere que a por¢ao do polimero sensivel a temperatura ¢ mais desidratada em
solugdo tampao apresentando forga idnica que em agua. Este efeito provoca desidratacdo das
partes hidrofilicas das nanoparticulas poliméricas, o que resultard em um tamanho menor para
os agregados. Além disso, ions podem desidratar parcialmente cadeias de PEG, resultando em

agregacao das particulas (JEONG et al.,1998).
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Figura 49: Distribui¢do do tamanho para os terpolimeros (a) 90:5:5 (b) 80:15:5
(c) 67:28:5 em solugdo aquosa ¢ (d) 67:28:5 em solugdo tampao
pH 7,4 ¢ 1,5 mol dm™ em KCl., a 20°C..
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Figura 50: D, em funcdo da forga ionica. Terpolimero 67:28:5, solucao 0,1% (m/v), a 20° C.
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O efeito da concentragdo das solugdes no didmetro das particulas também foi avaliado

e observou-se um aumento no tamanho dos agregados com o aumento da

concentragdo(figuras 51 e 52). Provavelmente, com o aumento da concentragdo, a

probabilidade de agregacdo interpolimeros aumenta, resultando em particulas maiores.

Neradovic et al, 2004 estudaram este efeito em copolimeros bloco de PNIPAm- PEG e

PNIPAm- N-(2-hidroxipropil) metacrilamida- dilactato e encontraram resultados similares.

%07 -
55 -
-
504 .
.
45 -
40
.
35 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
o~ -3,
Concentragao (g dm’)

Figura 51: D, em funcdo da concentragdo
para o polimero 70:25:5, em
solucdo aquosa, a 20°C.

4.6 - Incorporacido de moléculas

poliméricos — Série 1

4.6.1- Incorporacio de pireno

®

0 2 4 6 8 10
Concentragao (g dma)

Figura 52: D, em funcdo da concetracao
para o polimero 80:15:5, em
solugdo aquosa, a 20°C.

hidrofobicas nos agregados hidrofobicos

Para avaliar a aplicabilidade destes polimeros como possiveis transportadores de

farmacos, o pireno foi empregado como modelo de agente hidrofébico. A metodologia

utilizada ¢ discutida no item 3.7.1 e as nanoparticulas so6lidas obtidas foram dissolvidas em

cloroférmio e analisadas por espectroscopia UV em 338nm.
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A tabela 11 mostra os resultados da incorporagao do pireno nos terpolimeros, obtidos
por comparagdo em curva padrdo de pireno em cloroféormio (figura 53). Pode ser observado
que hd uma incorporagdo maior para polimeros contendo maior propor¢do de mondmero
hidrofobico. Como estes terpolimeros apresentam um miolo mais hidrofébico, pode haver um
aumento da compatibilidade entre o pireno e tais microdominios das nanoparticulas. Zhang et
al, 2004 incorporaram pireno em nanoparticulas formadas por PEG-b-PLA com tamanho
variando entre 52 a 117 nm e obtiveram incorporacdo de 3,7 a 8,0 mg/g. Liu et al, 2004
sintetizaram polimeros termo-sensiveis grafi tizados utilizando o polimero randémico
PNIPAm-N-hidroximetilacrilamida com colesteril. A temperatura de turvacao foi de 40,5°C e
a CMC de 4x10° g dm”, com micelas de tamanho variando entre 25 € 34 nm. Incorporaram a

quantidade de 4,4 mg de pireno por grama de polimero.

Tabela 11: Quantidade de pireno incorporada nos terpolimeros

Terpolimeros mgpireno/gpolimero

90:5:5 3,63 +£0,10
80:10:10 6,14 £ 0,15
85:10:5 3,61+ 0,20
70:25:5 2,58+ 0,19
65:30:5 2,65+ 0,33
67:28:5 3,18+ 0,21
60:35:5 2,49+ 0,24
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Figura 53: Curva de absorbancia em funcio da concentrag¢ao de pireno em cloroférmio.

4.6.2 - Incorporacio de Doxorubicina (Adriamiciana —~ADR-HCI) — Série 1

Doxorubicina, um dos farmacos anti-cancer mais potentes, atua por inibir a sintese de
acidos nucléicos dentro de células cancerosas, mas leva a um nimero indesejavel de efeitos
colaterais, e isso tem restringido a sua utilizacdo. Muitos pesquisadores tém estudado
caminhos que levam a doxorubicina as células cancerosas com diminui¢do dos efeitos
colaterais. A aplicagdio  de injecdes intravenosas de doxorubicina encapsulada em
nanoparticulas de quitosana de didametro de aproximadamente 100 nm mostrou redugdo de
60% do volume do tumor em ratos, com poucos efeitos colaterais (PEPPAS et al.,2004).

A incorporagao de doxorubicina nos agregados poliméricos foi efetuado apenas para o
terpolimero 67:28:5, que foi o que mostrou caracteristicas mais proéximas para ser empregado
no corpo humano. A quantidade de doxorubicina incorporada no polimero 67:28:5 apresentou
valor de 13,46 + 0,67 mMggoxo/Epolimero, ObtiIdo por comparagdo com uma curva padrio de
doxorubicina em DMF (figura 54), com uma eficiéncia de incorporagdo de 4,8 + 0,2%. Estes

dados estdo consistentes com Kang et al, 2003 que copolimerizaram NIPAM com N,N-
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dimetilacrilamida e sulfametoxipiridazina. Eles obtiveram particulas com didmetro de 40 nm
e CAC de 1,2x10° g dm™ onde incorporaram doxorubicina e obtiveram uma quantidade
incorporada entre 13,8 e 15,7 mg/g com uma eficiéncia de incorporacao de 5,5 a 6,3%. Shuai
et al,2004 copolimerizaram blocos de poli(ge-caprolactona)-monometoxiPEG e obtiveram uma
eficiéncia de incorporacdo de doxorubicina entre 3,3 a 4,3%.

A principio, pode-se sugerir que os terpolimeros com agregados mais hidrofobicos
possivelmente irdo incorporar uma maior quantidade de doxorubicina, ja que este farmaco ¢

de carater hidrofobico e portanto tera maior compatibilidade em microdominios com menor

polaridade.
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Figura 54: Curva de absorbancia em fun¢ao da concentra¢do de doxorubicina em
dimetilformamida.

4.7 — Determinacao da temperatura de turvacio ou LCST - Série 2
4.7.1 — Efeito do pH
O ponto de turvagao ou LCST dos terpolimeros sintetizados a partir de NIPAm, PEG e

VBA foram determinados por espectrofotometria UV-Visivel e a temperatura de transi¢ao foi

calculada como o ponto de inflexao da curva de transmitancia em funcao da temperatura.



89

A variacdo do pH de solucdes aquosas de PNIPAm nao tem efeito significativo na LCST do
homopolimero (JONES, 1999). A copolimerizacio de NIPAm com mondmeros que sdo
sensiveis ao pH, comoo VBA, resulta em um material polimérico com sensibilidade a
temperatura ¢ ao pH. Os resultados apresentados nas figuras 56 ¢ 57 mostram que a
sensibilidade ao pH dos terpolimeros aumenta a medida que cresce a propor¢do do monomero
que contém grupos ionizaveis. Tiera et al, 2005 estudaram estas propriedades para polimeros
de NIPAm-Acido acrilico-etilmetacrilato e obtiveram resultados semelhantes.  Portanto, o
terpolimero 70:10:20 deve apresentar uma maior sensibilidade ao pH. Na verdade, este
terpolimero, com uma proporgdo relativamente grande (20% em mol) de VBA, apesar de ter
uma sensibilidade maior ao pH, tem sua sensibilidade a temperatura diminuida. A dissolugao
do polimero sé foi possivel a partir de pH 6,5, onde obteve-se um valor para a temperatura de
turvacdo de 56,5°C. Em pH 7,0 e 7,4 o terpolimero ndo apresentou sensibilidade a
temperatura. Um copolimero que contenha mondmeros sensiveis a temperatura e ao pH perde
a sensibilidade a temperatura se sua por¢ao ionizavel foi superior a 10% em mol e o pH da
solugdo polimérica for superior ao pKa do mondémero ionizavel (EECKMAN et al., 2001).
Este fenomeno pode ser visto na figura 55 para os terpolimeros 75:10:15 e 70:10:20. Para
estes polimeros, em pH 7,0 e 7,4 ndo foi observada termo-sensibilidade. Isto parece ser
devido ao fato de que, em pH alto os grupos carboxilicos do VBA estdo ionizados ¢ a cadeia
do polimero ¢ expandida devido a repulsdo eletrostatica entre os grupos carregados ao longo
das cadeias poliméricas. As interagcdes polimero-solvente também aumentam com a ionizagao.
Juntos, estes efeitos resultam em um aumento da temperatura de separacdo de fase com o grau
de ionizacdo (BASKAR; CHANDRASEKAR, 2004). A solubilidade do polimero 70:10:20
em pH mais baixos ndo foi possivel, provavelmente porque nestes valores de pH a proporcao
dos grupos carregados diminui e as interagdes hidrofébicas entre as cadeias alquilicas e

aromaticas tornam-se predominantes, causando a cadeia polimérica um colapso progressivo,
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levando a formagao de microdominios hidrofobicos. Este efeito é conhecido como associagio
hidrofébica, um processo que resulta na formagao de uma estrutura compacta, insoluvel, que

precipita da solug¢do aquosa.

Nos demais terpolimeros observa-se que, quando a propor¢cao do monomero ionizado
¢ relativamente pequena em relacdo ao NIPAm, a sensibilidade ao pH ¢ igualmente pequena,
ou seja, variacdes de pH ndo alteraram significantemente o ponto de turvagdo. Isto pode ser

visto na figura 53 para os terpolimeros 90:5:5 e 85:10:5.

4.7.2 — Efeito da Forca Ionica

Quando a forga i6nica da solugdo foi aumentada, o terpolimero 70:10:20 apresentou
termo-sensibilidade em solug¢do tampdo para valores de forga idnica entre 1,0 e 1,5 mol dm™
de KCI ( figura 58). As figuras 59 e 60 mostram os efeitos da forga idnica nos terpolimeros
da série 2, onde observa-se que o aumento da forca idnica traduz-se em uma diminui¢do da
LCST. Ja foi citado para os polimeros da série 1 que o efeito do sal é devido principalmente a
mudangas na estrutura da dgua pela adi¢@o do sal, efeito conhecido como “salting out”. Ainda
na figura 59 os mesmos efeitos em relagdo a propor¢cdo molar do mondmero ionizavel e a

adi¢ao de sal podem ser observados para demais terpolimeros.

Na tabela 12 podem ser vistos os valores da LCST para os polimeros da série 2.
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em solucao tampao a 0,1% (m/v), pH 7.4, em diferentes forcas ionicas.
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Tabela 12: Tabela de valores da LCST (°C) para os polimeros da série 2, em solugao

aquosa em diferentes pH e for¢a ionica..
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Efeito do pH Efeito da Forca Ionica

Polimer | soua | pH [ pH | pH | pH [ pH [ pH | FI | FI | FI | FI |[FI15
0 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 74 | 015 ]| 025 | 050 | 1,0

90:5:5 | 34,6 |35,16(35,70 | 35,39 [ 35,01 | 35,0 | 35,0 | 332 | 30,7 | 282 | 22,4 | 18,07
2 3 9 1 0 3 6

85:10:5 | 34,7 | 37,62 | 38,60 | 38,12 (38,68 | 37,7 | 37,6 | 349 | 322 | 31,8 | 24,9 | 19,52
5 5 0 3 4 4 2

80:10:10 | * | 40,08 | 41,77 | 42,19 | 42,43 | 41,6 | 41,7 | 36,9 | 35,0 | 34,0 | 27,3 | 21,32
4 0 2 6 8 1

75:10:15 | * | 34;5 | 458 | 48,7 | 52,0 | # # | 43,9 | 364 | 33,6 | 31,1 | 2521
3 5 9 3 7 7 5 0

70:10:20 | * * * * 5649 | # # # # # | 54,9 | 45,02
1

* ndo dissolugdo e # ndo turvagdo

4.8 - Investigacio da formacio de microdominios hidrofébicos e determinacio da

CAC (concentracao de agregacao critica

ara os polimeros da série 2.

Os terpolimeros que foram sintetizados com monomero ionizavel apresentam valores

de CAC maiores que os terpolimeros da série 1. Os valores encontrados através de estudos

espectrofluorimétricos, utilizando-se o pireno como sonda fluorescente, mostrou valores em

torno de 10" g dm™. Estes valores sdo considerados relativamente altos para que os agregados

poliméricos possam ser utilizados como sistemas transportadores de farmacos. Polimeros

anfifilicos com valores altos para a CAC ou CMC (valores entre 0,01 e 10%) sado

considerados instaveis em solu¢do aquosa, pois podem se dissociar facilmente depois da

dilui¢do (JONES et al., 1999).
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A figura 61 apresenta os dados para determinacdo da CAC para os terpolimeros
80:10:10 e 70:10:20 em solugdo tampao fosfato pH 7,4 e os valores obtidos sdo, de 9,4x107 e
1,0 x10" g dm™, respectivamente. O terpolimero 75:10:15 mostrou valor para a CAC de
1,1x10" g dm™. Para estes polimeros o pH e a propor¢do do mondémero VBA controlam nio
somente a termo-sensibilidade, mas também a agregacdo. Para os polimeros contendo uma
baixa propor¢ao de VBA (90:5:5 e 85:10:5) o pH elevado acima do pKa do monoémero (pk [
4,2) confere aos polimeros uma maior hidrofilicidade, e a repulsdo eletrostatica entre as
cadeias deve contribuir para impedir a agregacdo. Deve-se considerar também que as massas
molares médias para esses polimeros sdo consideravelmente menores que aquelas obtidas para
os polimeros da série 1, o que leva a um aumento da CAC. Como pode ser observado da
figura 61, os valores da razdo I,/I; sdo relativamente altos, ou seja, para esta concentracdao de

polimero a sonda encontra-se em um ambiente altamente hidratado.

2,0

i A /

1,8 = /_? ?D _

1N

L
. VAN
1,7 AA
A
1,6
1,54
1,4 T T T LA | T T T
1E-3 0,01 0,1
~ -3,
Concentracao (g dm)

Figura 61 : Razdo [,/I; em funcdo da concentragdo para os terpolimeros

() 80:10:10 e (A) 70:10:20 em tampao pH 7,4.

A figura 62 apresenta curvas da razao I,/I; em funcao da concentracdo para o

terpolimero 80:10:10 em solugdo tampao fosfato, onde foi variado o pH. Observa-se pelos
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valores da CAC encontrados, que em pH mais baixos, onde o0 mondmero VBA estd pouco
ionizado, o valor para a CAC é menor , presumindo-se que a repulsdo eletrostatica entre os
grupos carregados ¢ menor e entdo o efeito hidrofobico das cadeias alquilicas e aromaticas
sobrepdem-se. Portanto, o polimero agrega em concentragdes relativamente menores que
aquelas observadas em pH mais elevados. Este resultado pode ser explicado considerando-se
que a maior repulsdo eletrostatica deixa as cadeias estendidas e dificulta a formagdo de
microdominios hidrofébicos. O aumento da forga idnica ndo afetou de forma significativa os

valores de CAC.

2,0

1,94

o] 9898 829280 % o

OO A 00
7E| EI-E__ %CD
1,7 i

I O’
1,6

1,54

I,

1,4

1!3"'I T L T T L
1E-3 0,01 0,1

Concentragao (g dms)

Figura 62: Razio I,/I; em funcdo da concentragdo para o terpolimero 80:10:10

em solucdo tampao, com variagdo do pH.

Para esta série de polimeros também foi avaliado o efeito da temperatura nas solu¢des dos
polimeros utilizando-se a razdo I;/I; do espectro de emissdo do pireno. Este efeito pode ser
observado na figura 63 para o terpolimero 80:10:10 (0,1% m/v) em diferentes valores de pH.
Para valores mais baixos de pH, a razdo I,/I; inicia em torno de 1,5 indicando a presenca de

microdominios hidrofobicos, possivelmente originados por agregacdo das cadeias.
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Figura 63: Razao I/, em fun¢do da temperatura para o terpolimero 80:10:10

(0,1%m/v) em diferentes valores de pH.

A medida que a temperatura é aumentada, ha um decréscimo quase linear da razdo
/I, que atinge valor em torno de 1,3 quando a temperatura chega a 60°C, indicando que a
sonda encontra-se em um ambiente mais apolar. A temperatura de turvagdo deste polimero em
pH 5,0 ¢ em torno de 40°C e, como a partir deste valor a razdo I,/I; ainda continua
decrescendo, sugere-se que esta queda seja efeito da expulsio de 4gua de dentro dos
microdominios hidrofobicos, provocado pelo aumento de temperatura. Nao pode ser
descartado o fato de que pode haver uma pequena colaboracio do efeito da temperatura sobre
a razao I,/I; da sonda em dgua. O mesmo comportamento ¢ observado para os outros valores
de pH, diferindo apenas no valor da razao I,/Is que ¢ maior para maiores valores de pH, como

resultado de maior ionizagdo dos grupos carboxilicos do VBA.

4.9 - Caracterizagdo das Microcapsulas — Série 2
Para preparo e caracteriza¢dao das microcapsulas foi utilizado o polimero 80:10:10 da
série 2. Sua temperatura de turvagdo em tampdo pH 7,4 e forga ionica 0,15 mol dm-> é em
torno de 37°C. As micocapsulas (sem pireno) formadas podem ser vistas na figura 64 e as

microcapsulas com pireno na figura 65.
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Figura 64: Fotografia em MEV de microcapsulas sem pireno.

Figura 65: Fotografia em MEV de microcépsulas contendo pireno incorporado.

O tamanho das microcapsulas sem o modelo de farmaco estar incorporado apresentou

valores entre 3 ¢ 10 Um e sua superficie parece ser lisa e regular. O tamanho obtido também
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parece apropriado para inje¢des intramuscular ou subcutanea. (WOO et al., 2001). Pela figura
65, pode-se notar que as microcapsulas com pireno incorporado apresentam tamanho um
pouco maior (em torno de 13 a 15 pm e uma superficie menos lisa em relacdo as
microparticulas que ndo contém o modelo hidrofobico, ou seja, a superficie parece mais
rugosa e ha certa irregularidade nas esferas. Teifur et al, 2002 prepararam microcapsulas de
poli(acido lactico) pelo método da evaporacao do solvente , incorporando um antibioético para
enfermidades Osseas e observaram que as microcapsulas com medicamento apresentaram uma
superficie mais rugosa em relagdo as que nao tinham o antibidtico incorporado e nao houve
variagdo significativa no tamanho das mesmas.

A quantidade de pireno incorporada foi calculada através de curva padrio de
absorbancia de pireno em cloroférmio. O resultado obtido foi uma eficiéncia de incorporagao
de 41%. O ideal é que seja obtido um valor maior, pois quanto maior a eficiéncia de
incorporacdo do principio ativo, ou seja, do fAirmaco , maior o interesse do ponto de vista
econdmico.

A eficiéncia da incorporacdo ¢ diretamente relacionada a rdpida eliminagdo do
solvente e ao rapido encolhimento da particula durante a evaporacdo. O que pode acontecer €
durante o encolhimento a substincia encapsulada ser drenada com a expulsdo do solvente,
afetando a eficiéncia de incorporagdo (ROSCA et al., 2004).

Entretanto, Ito; Makino, 2004 incorporaram rifampicina (RFP) em microcapsulas de
PLGA e encontraram eficiéncia entre 40 e 50%. Park et al, 2004 incorporaram eritromicina
em microcapsulas de PLA-PEG e encontraram eficiéncia de incorporagdo entre 42 e 56%.
Woo et al, 2001 prepararam microcapsulas de PLA, incorporando Leprolide (medicamento
para tratamento hormonal) pelo método de evaporagdo do solvente e obtiveram eficiéncia de

incorporacao de 81,2%
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5- CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidas as sinteses de terpolimeros anfifilicos sensiveis a
temperatura e ao pH e estudadas as propriedades destes sistemas em solugao.

Para os polimeros da série 1, conclui-se que os mondmeros utilizados sdo eficientes
para obter polimeros sensiveis a temperatura, onde a propor¢do hidrofilica/hidrofobica pode
ser alterada, no intuito de obtengdo de sistemas com termo-sensibilidade variada. A maior
propor¢do de mondmero hidrofilico (PEG) levou a sistemas que deslocam a LCST para
valores mais altos. Quando a propor¢do hidrofilico/hidrofébico é semelhante, o efeito
hidrofobico se sobrepde ¢ a LCST ¢ deslocada para valores menores.

A presenga de sais afeta sensivelmente a LCST dos polimeros, deslocando-a para
valores menores, devido ao efeito “salting out”. Estudos utilizando sondas fluorescentes
mostraram que os polimeros sofrem agrega¢ao, que os microdominios hidrofébicos formados
sdo relativamente rigidos (parecidos com micelas de surfactantes) e que se formam a
concentragdes também relativamente baixas, da ordem de 10° g dm™, valores que sido
similares a CMC de surfactantes. Quanto maior a por¢ao hidrofébica do polimero menor o
valor para a CAC. O tamanho dos agregados formados ¢ dependente da concentragdo de
polimeros, da forca idnica da solu¢do e da temperatura. Quanto maior a concentragdo de
polimero maior o tamanho do agregado. A presenca de sais diminui o didmetro hidrodindmico
e 0 aumento da temperatura aumenta o tamanho dos agregados pela ocorréncia de agregacgoes
de cadeias hidrofébicas expostas. Estes agregados mostraram eficiéncia na incorporagdo de
moléculas hidrofobicas e, quanto mais hidrofobico for o miolo, maior a quantidade de
hidrofobo incorporada.

A incorporacdo de doxorubicina teve eficiéncia satisfatéria, similar aquela reportada

na literatura. A proposta para esta séric ¢ a utilizacdo do terpolimero 67:28:5 como
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transportador de farmacos em seus microdominios hidrofébicos, por apresentar,em forca
ionica similar a do corpo humano, LCST compativel para o uso de hipertermia.

Os polimeros da série 2 apresentaram sensibilidade a temperatura e ao pH. Portanto,
os mondmeros sdo eficientes para a sintese proposta. Alterando-se a propor¢ao dos
monomeros utilizados, observou-se que a LCST pode ser controlada. Os estudos mostraram
que a sensibilidade ao pH cresce com a propor¢ao de mondmero ionizavel. A temperatura de
transicao pode ser deslocada variando-se o pH do meio. Quanto menor o pH do meio mais a
LCST desloca-se para valores menores . A presenca de sais também desloca a LCST para
valores mais baixos.

Estudos utilizando-se o pireno como sonda fluorescente mostrou que os polimeros
agregam em concentragdes relativamente altas ( da ordem de 10'g dm?), ndo sendo
interessante o estudo deste microdominios para incorporagdo de hidréfobos.

A preparagdo de microcapsulas foi interessante do ponto de vista da utilizagdo destes
sistemas como transportadores de fiarmacos. Microcépsulas preparadas com o polimero
80:10:10 mostraram eficiéncia de incorporacdo de pireno em torno de 40%, valor aproximado
aos que alguns autores encontraram na literatura .

Estudos sobre a biocompatibilidade, toxicidade e biodegradabilidade destes sistemas
fornecem caminho para uma continuidade deste trabalho. Testes para avaliar a liberagao in
vitro dos farmacos também abrem proposta de continuidade, e, com uma possivel parceria da
area biomédica, testes in vivo seriam interessantes.

Estudos visando melhor controle do tamanho dos agregados e das microcapsulas bem
como o aumento das eficiéncias de incorporacdo tornariam a aplicacdo destes sistemas

economicamente mais viavel.
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Apéndice 1

Cromatogramas da série 1

T T T T T T T T T T T T 1
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Tempo retencdo (min)

12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo de retengéo (min)

f T T T T T T T T T 1
18 20 22 24 26 28

Tempo de retengdo (min)
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Tempo de retengao (min)

80:10:10

Tempo de retencao (min)



18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Tempo de retencdo (min)

67:28:5

f T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
t (min)
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Apéndice 1-
Cromatogramas da série 2

Tempo de retengado (min)

30 32 34 36 38
Tempo de retengéo (min)

f T T T T T T T 1
30 32 34 36 38

Tempo de retencdo (min)
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Apéndice 2: Espectros Infravermelho — série 1

4000 3000 2000 1000
cm’

Espectro IV, série 1, comparando o terpolimero 67:28:5 com os homopolimeros
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HOMO DOMA

HOMO PEG

4000 3000 2000 1000

cm

Espectros IV, série 1, comparando 80:15:5 com os homopolimeros
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Apéndice 3

Espectros de RMN dos terpolimeros série 1
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Espectros de RMN dos terpolimeros - Série 2
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ppm
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Apéndice 4 — Infravermelho da série 2

85:10:5
T T T T T T T
4000 3000 2000 1000
cm’
75:15:5
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4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm’
70:10:20
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cm’



Apéndice 5

Resultados de Analise Elementar para os terpolimeros da série 2

80:10:10 %N=7.656
%C=57.349
%H=9.31

85:10:5 %N=8.051
%C=56.559
%H=9.362

75:10:15 %N=6.767
%C=58.526
%H=9.233

90:5:5 %N=8.799
%C=55.514
%H=10.267

70:10:20 %N=5.9
%C=59.478
%H=8.8

100:0:0 %N=11,61
%C=61,17
%H=10,28
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Apéndice 6

Curvas de Titulacdo Condutimétrica
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Apéndice 7
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