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RESUMO

Poli (dlcool wvinilico), PVA, foi modificado pela adicdo de gru-
pos metacriloila, utilizando metacrilato de glicidila (GMA) em
diferentes razdes molares de [-OH(PVA)/GMA] em DMSO como sol-
vente e TEMED como catalisador. Os PVA-Mas obtidos foram carac-
terizados por FTIR e RMN ('H e °C). Foi verificado que a reacdo
ocorre por transesterificacdo. Para cada PVA-Ma, o grau de
substituicdo, GS, foi determinado a partir dos respectivos es-
pectros de 'H RMN. Por meio de planejamento fatorial 23, fi-
xando-se a razdo molar [-OH(PVA)/GMA] em 1/0,05, foram ava-
liadas as influéncias dos fatores Tempo (t, em horas), Tempera-
tura (T, em °C) e Atmosfera (com N, e sem N;) no rendimento da
reacdo. Foi verificado que o fator Atmosfera ndo influencia
significativamente no rendimento da reacdo. As condicdes de re-
acdo foram otimizadas por meio de planejamento fatorial compos-
to central. Foi obtido um modelo quadrédtico que descreve satis-
fatoriamente a dependéncia de GS com o tempo de reacdo e com a
temperatura. Nas condic¢des otimizadas, 6 h e 62 °C, obteve-se,
experimentalmente, wvalor para GS igual a 4,63 % enquanto que o
valor previsto pelo modelo é 4,85 %. Nessas condigdes, GS va-
ria linearmente com a razdo molar [-OH(PVA)/GMA] até
1/0,25. De solugdes aquosas a 10 % de PVA-Ma com GS 2,5, 3,5 e
5,0 % foram obtidos hidrogéis de PVA-Ma e de PVA-Ma com 10, 20
e 33 % (em massa) da glicosaminoglicana sulfato de condroitina
(SC). As propriedades mecadnicas dos hidrogéis foram caracteri-
zadas por medidas de tensdo versus deformacdo das dquals foram
calculados os mdédulos de elasticidade. Ainda, foram medidos os
graus de intumescimento em &gua e investigada a cinética de in-
tumescimento em fluidos de simulacdo gastrica e intestinal, pH

1,2 e 7,5, respectivamente. A citotoxicidade dos hidrogéis foi
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investigada por meio de crescimento de células tipo VERO. Os
hidrogéis apresentaram boas propriedades mecénicas, com excecéo
dos hidrogéis contendo 33 % de SC (em massa). Os valores de mbd-
dulo de elasticidade situam-se entre 63 e 126 kPa, sdo direta-
mente proporcionais aos valores de GS do PVA-Mas precursores e
diminuem com o contetdo de SC. Foi verificado que os hidrogéis
apresentam mecanismo de instumescimento andmalo, com contribui-
¢des da difusdo do solvente e do relaxamento das cadeias poli-
méricas. S3o0 resistentes a degradacdo em pH estomacal (1,2) e
intestinal (7,5). Os hidrogéis apresentaram boa citocompatibi-
lidade. Os padrdes utilizados nos testes citotoxicolégicos fo-
ram fragmentos de placas de polietileno e filmes de silicone,
controles negativo e positivo, respectivamente. Os hidrogéis de
PVA-Ma e PVA-Ma/SC desenvolvidos nesta tese apresentam potenci-
al para serem aplicados na area farmacéutica como carreador pa-

ra liberacdo modificada de farmacos.
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ABSTRACT

Poly(vinyl alcohol), PVA, was modified Dby insertion of
methacryloil groups using glycidyl methacrylate (GMA), at dif-
ferent molar [-OH(PVA)/GMA]lratio. The modified polymers, PVA-
Mas, were characterized through FTIR and NMR (1H and 13C). In
the studied conditions, the reaction occurs by transesterifica-
tion pathway. From the respective 'H NMR spectrum the degree of
substitution, DS, for each PVA-Ma was determined. The effect of
temperature, reaction time and atmosphere (air or N, bubbling)
inputs on the reaction DS were evaluated through a facto-
rial design as the ratio [-OH(PVA)/GMA] was kept in 1/0.05.
The atmosphere input does not affect the DS. The reaction con-
ditions were optimized using a central composite factorial de-
sign. The quadratic model satisfactorily describes the depend-

ence of DS to the reaction time and temperature. Using the op-

o°

timized conditions, 62 °C and 6 h, the DS achieved is 4.63
while the expected would be 4.85 %. In these optimized condi-
tions, DS changes linearly to the ratio [-OH(PVA)/GMA] up to
1/0.25. Using 10 % conc. aqueous solution, hydrogels from PVA-
Ma with GS 2.5, 3.5 and 5.0 % and from these same PVA-Mas but
containing 10, 20 and 33 % (in mass) of chondroitin sulfate
(SC) were obtained. The elastic modulus, E, of these hydrogels
were evaluated by analysis of stress strain curves. Swelling
degrees of PVA-Ma and PVA-Ma/SC in distilled water and in gas-
trointestinal fluids (FSG and FSI) were performed as well. The
cytotoxicity of hydrogels was evaluated through VERO cell
growth. The hydrogels presented good mechanical properties ex-
cept the hydrogels from PVA-Ma/SC with 33 % of SC. The values
of E fall in the range of 63 to 126 kPa and are proportional to
the DS of precursor PVA-Ma. The hydrogels presented anomalous

mechanism of water uptake, so the swelling process of these hy-
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drogels 1is governed by Fickian diffusion and also by the poly-
mer chain relaxation. The PVA-Ma and PVA-Ma/SC hydrogels are
resistant to the stomach (pH 1.2) and intestinal one (pH 7.5).
Compared to the wused negative (polyethylene) and positive
(silicon) controls, the cytotoxicity of hydrogels is enhanced
by the presence of SC. Hydrogels of PVA-Ma and PVA-Mas/SC de-
veloped in this thesis presented potential as a drug carrier to

be used in the pharmaceutical field.



1 RELEVANCIA DO TEMA ESTUDADO

O aumento dos custos e complicag¢des envolvidos na comercializa-
cdo de novos farmacos e o concomitante reconhecimento das vanta-
gens terapéuticas de liberacdo controlada de farmacos tém pro-
porcionado maior atencdo no desenvolvimento de sistemas de libe-
racdo controlada ou prolongada.1 H& varias razdes para a atrati-
vidade desses sistemas. Para muitas doencas, €& conhecido um nua-
mero significativo de compostos terapeuticamente efetivos. Po-
rém, como farmacos, a eficiéncia desses compostos estd freqiien-
temente limitada por efeitos colaterais ou a necessidade de ad-

ministracdo em uma posologia adequada.

As metas no planejamento de sistemas de entrega controlada ou
prolongada sdo reduzir a freqgiiéncia de administracdo ou aumentar
a eficiéncia do farmaco por meio da entrega no local de acgéo,
reduzindo a dose requerida ou possibilitando uma liberacdo uni-

forme no local de agéo.l

Pelo motivo de apresentarem grande conteldo de agua e assemelha-
rem-se a textura dos tecidos naturais, os hidrogéis apresentam,
em muitos casos, biocompatibilidade, tendo um grande potencial
para aplicacdes biomédicas, como em sistemas de liberacdo pro-

longada ou controlada de farmacos, lentes de contato, biosenso-



res, cateteres e na engenharia de tecidos para reparo e regene-

racdo de tecidos e 6rgdos.? !

Hidrogéis podem ser obtidos por reticulagdo fisica ou quimica,
ou por entrelacamento das cadeias de polimeros hidrofilicos na-
turais ou sintéticos. Como exemplos de polimeros naturais tém-se
galactomanana, dextrana, alginato, pectina e sulfato de condroi-
tina. Entre os sintéticos utilizados neste tipo de aplicacédo es-

tdo o PVA, HEMA, PEO e PNIPAm. °'°

A combinacdo de polimeros sintéticos e/ou naturais, por meio de
redes interpenetradas (IPN) ou redes semi-interpenetradas (semi-
IPN) pode melhorar as propriedades fisicas e de biocopatibilida-
de dos hidrogéis obtidos’ ou dar a eles propriedades especifi-

cas, como responder a variacdes de pH e/ou temperatura.

O poli(dlcool vinilico), PVA, é um polimero hidrofilico sintéti-
co usado desde o inicio da década de 1930 em uma gama de aplica-
¢des industriais, comerciais, médicas e alimenticias,8 incluindo
vernizes, fios cirGrgicos, materiais em contato com alimentos,

10

cosméticos,9’ e na industria farmacéutica como agente de reves-

timento de farmacos.'!

O PVA pode ser usado para uso como agente de revestimento para
produtos farmacéuticos e suplementos dietéticos. A seguranca do
uso via oral do PVA estd baseada na sua toxicidade oral aguda

muito baixa, com DLsy; na ordem de 15 - 20 g/kg de massa corpo-



ral, por ser muito pouco absorvido no trato gastrintestinal e
ndo se acumular no corpo quando administrado oralmente. O PVA
ndo é mutagénico nem clastrogénico e quando administrado oral-
mente por noventa dias em duas geracdes de ratos machos e fé-
meas, ndo apresentou efeitos adversos observaveis até 5000 mg/kg

de massa corporal/dia.’11

PVA pode ser reticulado quimicamente com varios tipos de agentes
de reticulacdo. Como regra, compostos multi-funcionais que sdao
capazes de reagir com o grupo hidroxila do PVA podem ser usados

12

para obter redes tridimensionais de PVA. Por exemplo, PVA pode

ser quimicamente reticulado com glutaraldeido usando HC1 como

13

catalisador. Limitacdes existem com respeito a uniformidade da

reticulacdo, e a toxidez do glutaraldeido.

O PVA também pode ser fisicamente reticulado por meio de ciclos
repetidos de congelamento/descongelamento do PVA em solucdo a-
quosa, formando regides cristalinas que atuam como reticu-
los. 15 A vantagem da reticulacdo fisica é a auséncia da adicéo
de compostos que poderiam comprometer a biocompatibilidade. Po-
rém, de uma perspectiva mecdnica e térmica, os hidrogéis assim
obtidos ndo sdo tédo resistentes e estdveis como os obtidos por
reticulacdo gquimica. Em adicdo, géis fisicos ndo podem ser reti-

culados in situ.



A modificacd&o de polimeros hidrofilicos, sintéticos ou naturais,
com a adicdo de grupos contendo insaturacdes tem sido uma estra-
tégia de obtencdo de hidrogéis estudada por diferentes pesquisa-

12,16-20 7 presenca de insaturacdes em polimeros permite re-

dores.
ticulacdo por meio de metodologia adequada, podendo a reagdo ser

conduzida via radicalar pela adicdo de um iniciador ou por uso

de luz UV.

PVA e diversos polissacarideos tém sido modificados com acrila-

13, 21

tos ou metacrilatos, por diferentes meios. Neste sentido,

tem sido estudados hidrogéis de polissacarideos como inuli-
na, **?® galactomanana, dextrana’’ e o glicosaminoglicano sulfato
de condroitina ?°> . Devido ao fato desses polissacarideos serem
degradados por enzimas liberadas por bactérias presentes na re-
gido do colo, esses hidrogéis tém potencial para uso de libera-
cdo de farmacos nessa regido. Porém, a modificacdo quimica do

polissacarideo pode reduzir sua degradacdo enzimatica.?° ?°

O sulfato de condroitina é um glicosaminoglicano composto de
unidades repetitivas de dissacarideos geralmente composto es-
truturalmente de &cido D-glicopiranosiluronico ligado por uma
ligacdo glicosidica a um residuo de 2-acetamino-2-desoxy-D-

26,27
6,

galactopiranose, sulfatado na posigdo 4 ou como mostrado

na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Unidade dissacaridica repetitiva do sulfato de condroitina, R = SO, na posic¢éo 4 ou

6.

O sulfato de condroitina é um dos principais constituintes das
proteoglicanas. Proteoglicanas sdo complexos protéicos de prote-
inas ligadas covalentemente a cadeias de glicosaminoglicanos,
unidas ndo covalentemente por uma pequena proteina de ligacdo a
uma cadeia de hialuronato, estando presentes principalmente na
matriz extracelular dos tecidos conjuntivos animais. O complexo
inteiro tem uma massa molecular de aproximadamente 10° Da. Uma
de suas principais caracteristicas é a grande capacidade de hi-
dratacdo, devido a presenca dos glicosaminoglicanos.?’"?® Na fi-
gura é apresentada a micrografia eletrdnica de uma proteoglicana

de cartilagem.

Por ser um composto de origem bioldgica, o sulfato de condroiti-
na tem grande potencial em aplicacdes bioldgicas, sendo emprega-
do como farmaco para tratamento de artroses, pd exemplo na forma
do féarmaco Condrofléx® da Rodiac, em pesquisas para tratamento
de doenca de inflamacdo crénica da bexiga?’ e obtencdo de hidro-
géis para liberacdo controlada de proteina,’’ de farmacos?’ e pa-

ra curativo de ferimentos.>!



Figura 1.2. Micrografia eletronica de uma proteoglicana de cartilagem. Reproduzido de Stryer LY



2 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho séo:

i)

ii)

iii)

obter e caracterizar o poli(dlcool wvinilico) (PVA) modi-
ficado pela adicdo de grupos metacriloila, pela reacdo

com metacrilato de glicidila (GMA);

otimizar as condicgdes da reacdo por analise fatorial e

metodologia de superficie de resposta, RSM;

obter e caracterizar hidrogéis de poli(dlcool vinilico)
modificado (PVA-Ma) e de PVA-Ma associado ao sulfato de
condroitina (SC) por redes semi-interpenetradas (semi-
IPN), para possivel aplicacdo em sistemas de liberacéo

controlada de farmacos.



3 MODIFICACAO E CARACTERIZAGAO DO POLI(ALCOOL VINILICO)

3.1 INTRODUQAO

A modificacdo gquimica de polimeros é de grande interesse cienti-
fico e comercial. A modificacdo gquimica de polimeros, particu-
larmente nos casos em que o mondmero ndo existe ou a polimeriza-
cdo é dificil ou n&o ocorre totalmente, é uma estratégia bastan-
te usada para se obter polimeros com propriedades especificas

para determinadas aplicacdes.>?

Um exemplo clédssico da modificacdo quimica de polimeros é a ob-
tencdo comercial do poli(dlcool wvinilico) (PVA) pela hidrdlise
dos grupos acetato do poli(acetato de wvinila) (PVAc),Figura 3.1.
O mondmero &lcool vinilico é a forma tautomérica do acetaldeido
e ocorre em pequenas quantidades no equilibrio tautomérico, como

visto na Figura 3.2.

/{/CHZ

+ nROH _NeoH _ /{/CHZ\ 4‘/ + nCH,COOR
* CH
|

~ (FH n
OCOCH, OH
PVAc PVA

Figura 3.1. Reacao de hidrélise do PVAc em meio alcodlico/alcalino (alcodlise).

Figura 3.2. Tautomeria entre o alcool vinilico e acetaldeido.



Outros processos industrialmente importantes se relacionam a
conversdo de compostos macromoleculares relativamente baratos em
novos materiais comercialmente mais interessantes como, por e-
xemplo, a modificacdo da celulose em acetato de celulose e ni-

trato de celulose.

A manufatura de PVA modificado se d& basicamente por duas for-
mas: por hidrélise de copolimeros constituidos de acetato de vi-
nila e de outros mondmeros ou por reacdo secundaria dos grupos

hidroxila do PVA.

As duas principais reagdes secundéarias do PVA s&o a eterificacéo
e a esterificacdo. Muitos compostos tém sido utilizados para a
modificacdo do PVA sendo um dos mais importantes na eterificacdo
os grupos formados de ¢6xidos de alguilenos, como pode ser visto

na Figura 3.3.

R
OH HO CHCHO
R

**CHz\ ’ + F\"HC\—/CH2 - . */{/CHZ\CH4”/*
[e) |

Figura 3.3. Reagao de eterificacdo do PVA com 6xidos de alquilenos.

S&8o relatados na literatura diversos compostos orgdnicos ou i-
norganicos para a reacdo de esterificacdo do poli(dlcool vini-
lico). Martens, P. e Anseth, K. S. modificaram poli(dlcool vi-

nilico) em meio aquoso com excesso de acrilato de glicidila, em
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pH 1,5. Sugeriram que a reacgdo ocorre por abertura do anel epd-

xido, conforme Figura 3.4.

CH CH *
0 /{/ Z\CIZH/]"/{ 2\(Fl_ﬂm/
OH

CH //CH /O\ /CH —_—
-t A\CH%;/ + HCT ¢” Neh \\éHz HO-CH; CH-0
(I)H 0] (,) 2
|

=
HC=CH,

Figura 3.4. Reacdo do PVA com acrilato de glicidila em meio aquoso, segundo Martens, P. e
Anseth, K. S.

Van Dijk-Wolthuis e colaboradores estudaram a modificagdo de
dextrana com GMA em DMSO, usando 4-dimetilaminopiridina, DMAP,
como catalisador. Sugeriram que a adigcdo do GMA ocorreria por
abertura do anel epdéxido. No entanto, em estudo posterior, os
mesmos autores demonstraram que a adicdo do grupo metacrilato
ocorre por transesterificacdo e ndo pela abertura do anel epd-
xido, pois encontraram presenca de glicidol entre os produtos
da reacdo. Assim, postularam que a transesterificacdo seria fa-

vorecida por ser o glicidol um bom grupo abandonador.

Findlay P. H. e Sherrington, D. C. estudaram a reagdo de GMA
com 2-{[2(dimetil-amino)etil]metilamino}letanol (DAEMAE) e veri-
ficaram que a reacdo ocorre também por transesterificacdo com o
grupo hidroxila do DAEMAE, sem o uso de catalisador especifico.
Sugeriram que a reacdo era catalisada pelo préprio DAEMAE atra-

vés de interacdes intramoleculares.?’
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Ferreira L. e colaboradores obtiveram sacarose esterificada com
GMA em DMSO e catalisada por DMAP, como descrito anteriormente
por van Dijk-Wolthuis e colaboradores para a modificacdo de
dextrana.'’ Assim, postularam que a reacdo da sacarose, nessas

condig¢des, também ocorre por transesterificacdo.

Li, Q. e colaboradores observaram qgque trés principais etapas
constituem a reacdo de sulfato de condroitina com metacrilato
de glicidila em meio aquoso heterogéneo, partindo de pH tampo-
nado em 7,4: inicialmente ocorre a transesterificacdo reversi-
vel do sulfato de condroitina, gque mostrou ser dependente do
pH, sendo favorecida por meio béasico; posteriormente ocorre a
hidrélise do grupamento metacriloila, produzindo acido metacri-
lico, com a concomitante reducdo do pH; e por fim ocorre a rea-
cdo irreversivel do metacrilato de glicidila com o sulfato de
condroitina por abertura do anel epdxido, favorecida em pH aci-

do. "

Nesta etapa de nosso trabalho foi estudada a reacdo do po-
1li(dlcool vinilico) com metacrilato de glicidila (GMA) em dime-
tilsuldéxido e N,N,N°,N’,tetrametiletilenodiamina (TEMED) foi
usado como catalisador da reacdo. Foram utilizadas diversas ra-
zdes de PVA/GMA. Os materiais de partida e os produtos da rea-

cdo foram caracterizados por FTIR, RMN 'H e RMN °C.
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3.2 EXPERIMENTAL

3.2.1 Materiais e Equipamentos

Poli(adlcool wvinilico), PVA, M, nominal 13-23 kg Molﬂ, Aldrich:
34840-6; metacrilato de glicidila, GMA, Acros: 16589;
N,N,N",N"-tetrametiletilenodiamina, TEMED, Aldrich: 2,250-0;
dlcool etilico PA, Synth; acetona PA, Synth; dimetilsulféxido
PA, DMSO, Synth; dimetilsulfdéxido deuterado, DMSO-Dg, 99,96

atom %, Acros: 16902;

Bomba de alto vacuo Edwards RV5; banho termostatizado Julabo
VL4; Estufa a vacuo Fanem modelo 099EV; espectrdmetro RMN Vari-
an, mod. Mercury plus BB, 300 MHz; espectrofotdmetro FTIR Bo-

mem, mod. MB-100.

3.2.2 Procedimentos Experimentais

3.2.2.1 Reagdo de Modificagao do PVA

Inicialmente, foram realizadas reacdes de modificacdo do PVA em
solugcdes a 10% (m/v) em DMSO com percentagens molares (2,5,
5,0, 7,0, 10,0 e 30,0 %), de GMA em relagcdo aos grupos hidroxi-
las do PVA. Estas reacdes foram realizadas a 30°C, sob atmosfe-
ra de N, e agitando por 24 horas. TEMED foi usado como catali-
sador, a 1 mol% em relacdo ao teor de hidroxila (-OH) do PVA.
Apbdbs as 24 horas, os PVAs modificados, PVA-Mas, foram precipi-

tados em &lcool ou agua destilada, dependendo da solubilidade.
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Os PVA-Mas modificados usando as razdes [-OH (PVA) /GMA]
(L/0,025), «(1/0,05), (1/0,07), (1/0,1) foram precipitados em
dlcool etilico; gquando a razdo foi (1/0,30), o PVA-Ma foli pre-
cipitado em &agua. Os PVA-Mas modificados nas razdes (1/0,025),
(1/0,05), (1/0,07) e (1/0,10) foram entd3o re-dissolvidos em &-
gua e precipitados novamente em &alcool. O PVA-Ma modificado na
razdo (1/0,30) foi re-dissolvido em uma mistura &lcool/acetona
1:1 e novamente precipitado em &gua. Todos PVA-Mas foram secos
inicialmente em estufa a 40°C e pressdo reduzida por bomba de
alto véacuo por 48 horas e mantidos em dessecador sob vacuo por
uma semana. Apds secos, 0s materiais modificados foram caracte-
rizados usando espectroscopias infravermelha (FTIR) e de RMN
(1H, 13C, DEPT e HETCOR). A partir dos espectros de RMN 'H foi
calculado o grau de substituicdo (GS) de cada PVA-Ma pela razéo
da média aritmética das &reas dos hidrogénios vinilicos, do
grupamentos metacriloila, pela &rea total, dada pela soma da
média das areas dos hidrogénios wvinilicos e da &rea dos hidro-
génios hidroxilicos, multiplicando o resultado por 100, como

mostrado na Equacdo 3.1

(A(H')+ A(H'%)
(A(H')-i- A(H'%J " A(OH)

x100

Equacdo 3.1 GS=
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onde A(H') e AUTﬁ sdo as areas dos hidrogénios vinilicos dos

grupamentos metacriloila e A(OH) € a area dos hidrogénios hi-

droxilicos do PVA no espectro de RMN 'H.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 3.5 sdo apresentados os espectros de FTIR de filme de
PVA ndo modificado (obtidos por evaporacdo de solvente) e do
GMA (obtido em cela ligquida de KBr).

Na andlise dos espectros de FTIR na regido de 600 a 2000 cm™* de
filmes de poli(dlcool wvinilico) modificados, apresentados na
Figura 3.6, verifica-se o aparecimento de algumas bandas ca-
racteristicas das unidades metacriloila do metacrilato de gli-

cidila.

PVA :

Transmitancia /u.a.

. L L L LY Y
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda/cm’™

Figura 3.5. Espectros de FTIR de filme de PVA e de GMA obtido em cela liquida.
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No espectro do metacrilato de glicidila podem ser assinaladas
as bandas: estiramento da carbonila C=0 (1719 cmﬂ), estiramen-
to C=C (1637 cm{), respiracdo do anel epdxido (1255 cm{), de-
formacdo assimétrica do anel epdxido (908 cm™'), deformacdo si-
métrica do anel epdxido (845 cm by, 3° deformacdo fora do plano
R,C=CH, (946 cmﬂ) e estiramento C-O0 de éster (1170 cm_l).36 No
espectro do PVA pode-se assinalar a banda caracteristica de es-

tiramento C-0O de 4lcool em (1093 cmﬂ).

ECBRRED
1255 ¢+ 1093 946

Transmitancia / u.a.

Ll LN T A
1400 1200 11 000 800 600
Numero de onda /cm’

2000 1800

1600

Figura 3.6. Espectros de FTIR de filmes de PVA de partida, e PVA-Ma modificados com razdes
molares (1/0,05), (1/0,10) e (1/0,30) de [-OH(PVA)/GMA].

Nos espectros FTIR dos filmes de PVA-Ma hd a presenca das ban-
das: estiramento da carbonila C=0 (1705 cmﬂ), estiramento C=C
(1637 cmﬂ) deformacgcdo fora do plano R,C=CH, (946 cmﬂ) e estira-

mento C-0 de éster (1180 cm™*) que aumentam de intensidade com
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o aumento da quantidade de GMA adicionado na solucdo para a re-
acdo de modificacdo, confirmando a modificacdo do PVA com a in-
troducdo de grupamentos metacriloila as hidroxilas do PVA. Em
contrapartida, ndo sdo observadas nos espectros de FTIR dos
PVA-Mas as bandas caracteristicas do anel epdxido:respiracdo do
anel epodxido (1255 cmﬂ), deformacdo assimétrica do anel epdxi-
do (908 cm™'), deformacdo simétrica do anel epbéxido (845 cm™).
Isto sugere que ocorreu a modificacdo. No entanto, devido a
sensibilidade da técnica, os dados de FTIR dos PVA-Mas ndo con-
firmam a possibilidade da reacdo ocorrer somente por transeste-
rificacdo ou seja, ainda permanece a possibilidade de que a re-
acdo possa também ocorrer, nestas condigdes, por abertura do

anel epdxido, conforme esquemas apresentados na Figura 3.7.

CH, /T ; I : '

29 CH CH

*/f Cl:H f I HSC\C/(;\O/ 2\0/\ 2
PVA OH °

7 ©
PVA-Ma  O=C H,C!
/(32:(1; 5 PVA-Ma 9(}6—0H
+ H,C, HZCS\O
5 7
CH CH /
Ho O SN 1 o=c;
o O G=gH,
licidol
glicido H,C
3

Figura 3.7. Provaveis reagées do PVA com GMA: (1) por transesterificagao; (2) por abertura do
anel epoéxido.
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Neste contexto, técnicas de RMN sdo mais adequadas para carac-
terizar as modificacgdes estruturais do PVA feitas nesta tese,
tornando possivel identificar, com mais detalhes, quais grupos
foram efetivamente adicionados a cadeia principal do PVA.

Na Figura 3.8 sdo apresentados os espectros de RMN '‘H e de
RMN *°C do metacrilato de glicidila. As atribuicdes dos deslo-
camentos quimicos foram feitas com auxilio do espectro HETCOR
apresentado na Figura 3.9.

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
: 1 R 1 1 ) 1 R 1 M L 1 R 1 s

A

1

B R I [

— T T v T
6,5 0 5,5 5,0 45 4,0 3.5 3.0 2,5 20 1.6

S/ppm

Figura 3.8. Espectros de RMN *C, '"H do GMA em DMSO-Ds.

Os espectros de RMN '°C do PVA-Ma, Figura 3.10, apresentaram
sinais caracteristicos do grupamento metacriloila do metacrila-
to de glicidila, referentes aos carbonos 1, 2, 3 e 4, como as-

sinalados na Figura 3.7.
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Nesses espectros também sdo observados o surgimento de sinais
em 042,6ppm e d870,1lppm referentes aos carbonos metilénicos e
metinicos, respectivamente, como pode ser observado no espectro
DEPT apresentado na Figura 3.11. Isso sugere que a reacdo de

modificacdo do PVA ocorre por transesterificacdo conforme rea-

cdo (1) da Figura 3.7.

1 3
5 6 /
F1 ]
(ppm]]
1__
— A '
j g |
e RS J
5..
——— :
—d 6
ﬁ"“|"“T*""’|""(’"'[""l"r'f""l""Y""'I""I""V"l
130 120 110 100 96 80 70 60 S50 40 30 20 18
F2 (ppm)

Figura 3.9. Espectro HETCOR do GMA em DMSO-Ds.
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1 5 6 7 3
4 2
GMA | ‘ '\
2 A J

1/0,30 J L AL
1/0,10 | \ 1 A)JUL "
1/0,07 | ) o AA.M
1/0,05 e \ A A_J\.ML -
110,025 . JM I J

PVA e - a— JUU,,‘ -

P ) ) )
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& /ppm

Figura 3.10. Espectros de RMN 3¢ do PVA nio modificado, do GMA e dos PVA-Mas obtidos em
diferentes razées molares [-OH(PVA)/GMA], em DMSO-Ds.

rhaiad "
Ll i w

— L B A N A ML B B B M LA LR A s e M 0 L L L L B

T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 3.11. Espectros DEPT do PVA-Ma na razao 1/0,30 de [-OH(PVA)/GMA], em DMSO-Ds.



20

Nos espectros de RMN 'H, apresentados na Figura 3.12, também &
possivel verificar a presenca de sinais caracteristicos do gru-
pamento metacriloila do GMA, referentes aos hidrogénios ligados
aos carbonos 1 e 3. Também foi verificado que os sinais refe-
rentes aos hidrogénios do grupamento epdxido, hidrogénios liga-

dos aos carbonos 5, 6 e 7, ndo aparecem nos espectros do PVA-Ma

e novos sinais sdo observados em 01, 6ppm e 03, 6ppm e 05, 15ppm.

11

3
5 5' 77 i
ova_ | I

EtOH ’H 2O

-OH EtOH
M A

1/0_30M
1/0_10,A¥ﬂ¥f\\#ﬂvj\ujk/ﬁ\f\ka_\LL»,Aﬂu/“/P“\\JK
1/0_07A,JL,JL4#,\\_,J\fA¢j\‘#/A\«uﬂH»\\‘V¥JK;A_AJJ\/”/pN\\m\;‘
MJ\MM

1/0.025

PVA M

| ILJSLINL LI LA B L LN L L L L LB LB L L L L LB L L L L LB L L L L L L L LB B |

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
&/ppm

Figura 3.12. Espectros de RMN 'H do PVA nio modificado, do GMA e do PVA-Ma em diferentes
razées [-OH(PVA)/GMA], em DMSO-Ds.

Pela andlise do espectro HETCOR apresentado na Figura 3.13 foi

possivel identificar os sinais dos carbonos e seus respectivos
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hidrogénios conforme indicado na reacdo (1), Figura 3.7. Isto
confirma que a reacdo do PVA com GMA, dissolvidos em DMSO e ca-

talisada por TEMED, ocorre somente por transesterificacéo.
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Figura 3.13. Espectro HETCOR do PVA-Ma na razao 1/0,30 [-OH(PVA)/GMA], em DMSO-Ds.

Na Tabela 3.1 sdo apresentados os graus de substituicdo, GS,
das reacdes realizadas nas diferentes razdes de [-OH(PVA)/GMA],
calculados da integracdo dos sinais dos espectros de RMN 'H,

apresentados na Figura 3.12 e do uso da Equacdo 3.1. Verifica-
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se que, nas razdes [-OH(PVA)/GMA] em que as reacdes foram rea-
lizadas, a modificacdo ocorre com alto grau de substituicdo.

Tabela 3.1. Raz6es molares [-OH(PVA)/GMA] usadas nas reacgoes e graus de substituicdo (GS)
correspondentes, calculados dos espectros de RMN 'H da Figura 3.12, conforme Equagéo 3.1.

[-OH (PVA) /GMA] 1/0,025 1/0,05 1/0,07 1/0,10 1/0,30

o°

GS (%) 2,3 4,8 6,5 9,6 26

Extensdo (%) 92 96 93 96 87

Para cada PVA-Ma, a extensdo da reacdo foi calculada tendo como
referéncia a quantidade de GMA adicionada a solucdo na qual foi
realizada a modificacdo. A extensdo foi definida como a razéao
entre o wvalor de GS obtido experimentalmente (calculado por
meio dos espectros de RMN 'H) pelo valor do GS esperado (se

100% do GMA reagisse), vezes 100.
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4 OTIMIZAGAO DA REAGAO DE MODIFICAGAO DO PVA COM GMA EM
DMSO, CATALISADA POR TEMED.

4.1 INTRODUGAO

Ferramentas estatisticas tém sido usadas nas mals diversas &a-
reas da ciéncia no planejamento, coleta, andlise e interpreta-

cao de dados. 37

A fixacdo de uma ou mais variadveis (fatores) para estudar o
comportamento de uma ou mais respostas, com relagcdo a uma Unica
varidvel escolhida, n&o é uma boa estratégia de experimentacéo
quando se deseja estudar um sistema multivariado. Esta metodo-
logia ndo permite obter informacdes de como as varidveis se in-
fluenciam mutuamente, ou seja, de como os fatores interagem en-
tre si, de forma sinérgica ou antagdnica, contribuindo para a

resposta.”'38

Usando planejamentos experimentais baseados em principios esta-
tisticos, tais como planejamentos fatoriais, pode-se extrair de
um sistema em estudo o méximo de informacdo util, fazendo um

nimero minimo de experimentos.

Em certos casos, o fendmeno em estudo é bem compreendido e é
possivel, a partir de consideracdes tedricas, chegar a um mode-
lo funcional plausivel, ou seja, um modelo mecanistico. Mas,
freqgientemente o mecanismo que descreve um processo ndo é sufi-

cientemente bem compreendido, ou é muito complicado, para per-
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mitir postular um modelo tedrico exato. Em tais circunsténcias,
um modelo experimental (modelo empirico) pode ser Util, parti-
cularmente se o que se deseja prever a resposta dentro de in-

tervalos limitados das variaveis.>°4°

Se o que se deseja é avaliar como k variaveis [ (fatores), X,
Xy, Xy,..., X,] influenciam a resposta y (variavel dependente)
de um sistema em estudo, pode-se estudar o comportamento dessa
resposta em funcdo dos fatores fixando-os em apenas dois ni-
veis. Assim, o nuUmero de experimentos necessidrios seré ok o
diz-se que é um fatorial tipo 2k, Portanto, se o numero de fato-

res for 3 ter-se-a um fatorial 2% com 2 x 2 x 2 = 8 experimen-

tos.

Nos algoritmos usados para calcular os efeitos dos fatores so-
bre uma resposta, os niveis dos fatores séo codificados como -1
(nivel inferior) e +1 (nivel superior). Para uma variavel gquan-
titativa, ex. temperatura, subtrai-se o valor de cada nivel de
sua média e divide-se pela metade de seu intervalo. Assim, se

um fator x; (temperatura) variar de um nivel inferior de x, =30

°C a um nivel superior x, =60 °C, algebricamente tem-se:

30-45 -15 60—45 15
X, =—=

:(60—30%: 5T © x“:my‘ls‘”

2
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Sendo a variavel qualitativa (categdbdrica), por exemplo, tipo de
catalisador usado numa reacdo, atribui-se a cada tipo de cata-

lisador um nivel +1 ou -1.

Na Tabela 4.1 é apresentado uma matriz planejamento fatorial
completo 2°, com as combinacdes possiveis entre os niveis dos

fatores e suas respectivas respostas em y.

Tabela 4.1. Representagido de um planejamento fatorial 2%,

Fatores Resposta
Ensaios X, X, X3 y
1 -1 -1 -1 bz
2 +1 -1 -1 V,
3 -1 +1 -1 V3
4 +1 +1 -1 V4
5 -1 -1 +1 Vs
6 +1 -1 +1 Ve
7 -1 +1 +1 )z
8 +1 +1 +1 Vg

As respostas em Y, podem ser medidas individuais ou médias de

replicatas dos ensaios, de onde podem ser calculados os respec-
tivos erros que sédo usados para determinar a significéncia dos
efeitos. Na Figura 4.1 estdo representadas em coordenadas car-
tesianas a transformacdo das varidveis em variadveis codifica-
das. Apds a transformacdo, a média das variadveis situa-se na

origem das coordenadas, sendo representada pelo valor 0, que
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também pode ser obtida pelo método algébrico citado anterior-
mente. Se forem realizados experimentos na média dos fatores
tem-se um ponto central no fatorial (ensaio 9) como representa-

do na Tabela 4.2.

a

Figura 4.1. Representagdao em coordenadas cartesiana da conversao da codificagao das varia-
veis em um planejamento 2%, (Adaptado de Neto, B. B. et all )

Tabela 4.2. Representag¢ao de um planejamento fatorial 2%, com ponto central.

Fatores Resposta
Ensaios X, X, X, y
1 -1 -1 -1 bz
2 +1 -1 -1 V)
3 -1 +1 -1 Vs
4 +1 +1 -1 Y,
5 -1 -1 +1 Vs
6 +1 -1 +1 Ve
7 -1 +1 +1 bz
8 +1 +1 +1 Vs
9 0 0 0 Vo
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Deve-se observar que um novo valor de y é obtido para o ponto
central e este ndo necessariamente serd a média dos valores de
¥, obtidos nos niveis superiores e inferiores dos fatores ou do

valor médio previsto por um modelo linear ajustado. Assim, a
diferenca entre o valor da resposta obtido no ponto central e o
valor estimado por um modelo linear ajustado pode indicar se no
intervalo estudado hd uma curvatura significativa, indicando se

um ajuste por um modelo ndo linear é mais adequado.

Quando se deseja estudar um numero muito grande de varidveis
pode-se fazer uma triagem dessas varidveis por uso de um plane-
jamento fraciondrio, no qual se reduz o numero de experimentos,
como por exemplo, um fatorial fraciondrio 2°°? onde se tem 5 va-

ridveis com dois niveis cada e um total de 2° experimentos.®’ %’

Com auxilio de programas computacionais estatisticos como De-
sign-Expert®, Estatistic® e Minitab®, entre outros, pode-se
calcular os valores dos efeitos associados aos fatores e assim
quantificar os efeitos dos fatores a uma determinada resposta e
ainda como esses efeitos interagem entre si. Esses programas
utilizam regressdo por minimos quadrados, para, no caso de pla-
nejamentos fatoriais de dois niveis, 2k, ajustarem modelos 1i-
neares que descrevem o comportamento da resposta frente as va-
riacdo dos fatores entre intervalos previamente selecionados.

Os modelos assim obtidos sdo ditos empiricos e descrevem O com-
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portamento do sistema apenas no intervalo estudado. Apds a es-
colha dos fatores gque influenciam significativamente na respos-
ta do sistema em estudo, pode-se “caminhar” em direcdo as me-
lhores respostas. Quando a mudanca dos niveis dos fatores deixa
de influenciar significativamente na resposta, indicando as
condicdes estar prdéximas, podem-se ampliar os niveis dos fato-
res, por exemplo, para um planejamento composto central, 3.
Com um planejamento composto central, utilizando ajustes por
minimos quadrados, ¢ possivel se obter uma superficie de res-
posta que pode descrever o sistema, o que permite, muitas ve-
zes, chegarem as melhores condicgdes desejadas. Esse método de
otimizacdo é conhecido como metodologia de superficie de res-

posta (ou RSM).37_40

Um esquema de otimizacdo de uma reacdo quimica®, considerando
os fatores tempo e temperatura, estd representado na Figura
4.2. Embora o exemplo leve em consideracdo apenas os fatores
tempo e temperatura, um nUmero maior de fatores poderia ser a-
nalisado. Inicialmente se tem um planejamento fatorial 2° com
ponto central, esse planejamento inicial, por meio de um modelo
linear ajustado, indica qual a direcdo em que se obtém os maio-
res rendimentos. Realizam-se entdo experimentos nessa direcédo,
até que a resposta, no caso rendimento da reacdo, apresente um

decréscimo (passando por um maximo) com o a variacdo dos fato-
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res. Chegar a essa condicgcdo envolve, muitas vezes, varias eta-

pas.

Segundo experimento de otimizacdo
(Planejamento Composto Central 32)
200
Caminho conduzindo
aregido de maor
190 — rendimento
~ 180
124
o
=]
E 170
7]
Q
£
K
160
160 (= Experimento de
otimizagdo
inicial
(Fatorial 2°)
140 - Condigdes
iniciais de
operagao 60%
| |
0.5 1.0 1.5 2.0 25

Tempo (horas)

Figura 4.2. Grafico de contorno do rendimento em fungao da temperatura e tempo de reagéo,
ilustrando um processo de otimizacdo de uma reagao quimica. (Adaptado e repro-

duzido de Montgomery, D. C.*)
O segundo experimento representado na Figura 4.2 é um exemplo
de um planejamento composto central, e nesse caso um modelo
quadratico pode ser ajustado para a obtencdo da superficie de
resposta, podendo-se entdo chegar as condig¢des de maiores ren-
dimentos. Deve-se observar que, se o planejamento fatorial ini-
cial fosse realizado préximo a essas condigdes, pela analise da

diferenca do valor do ponto central obtido, com o valor previs-
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to pelo modelo linear ajustado, uma curvatura significativa se-
ria obtida, indicando estar essa regido prdxima as condicgdes de

maximo rendimento.

Nesta parte deste trabalho foram otimizadas as condic¢des de re-
acdo do PVA com GMA em DMSO e catalisada por TEMED, ja caracte-
rizada no capitulo anterior, fixando-se a razdo molar [-
OH (PVA) /GMA] em (1/0,05). Para a otimizacdo foil utilizada a Me-
todologia de Superficie de Resposta. Foram investigados os e-
feitos das variaveis: tempo de reacgdo, temperatura e atmosfera

(com e sem borbulhamento de Nj).

4.2 EXPERIMENTAL

4.2.1 Materiais e Equipamentos

Poli(adlcool wvinilico), PVA, Mw nominal 13-23 kg Mol{, Aldrich:
34840-6; metacrilato de glicidila, GMA, Acros: 16589;
N,N,N",N"-tetrametiletilenodiamina, TEMED, Aldrich: 2,250-0;
dlcool etilico PA, Synth; acetona PA, Synth; dimetilsulfdéxido
PA, DMSO, Synth; dimetilsulfdédxido deuterado, DMSO-Dg, 99,96

atom%, Acros: 16902;

Bomba de alto vacuo Edwards RV5; banho termostatizado Julabo
modelo VL4; Estufa a vacuo Fanem modelo 099EV; espectrdmetro

RMN Varian, mod. Mercury plus BB, 300 MHz.
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4.2.2 Procedimento Experimental

4.2.2.1 Planejamento Fatorial

Apds a caracterizacdo da reacdo de modificacdo do poli(adlcool
vinilico) com metacrilatode glicidila, secédo 3.3, foil realizado
um planejamento fatorial completo 2° com ponto central, varian-
do-se o0s niveis de temperatura, tempo de reacdo e atmosfera
(com ou sem N,;), para avaliar a influéncia e a interacdo desses
fatores na reacdo de modificacdo do PVA com GMA. A razdo de
[-OH (PVA) /GMA] foi fixada em (1/0,05) e foli mantida a concentra-
cdo de TEMED em 1 mol % molar em relacdo a quantidade de OH do
PVA. Foram mantidos os procedimentos de agitacdo, precipitacao
e secagem, Ja& citados na secdo 3.2.2.1. Os dados estatisticos
foram analisados wusando o programa de computador Design-
Expert®. Na Tabela 4.3 s&o apresentados os niveis inferiores
(-1) e superiores (+1) e os pontos centrais (0) das variéaveis

temperatura (A), tempo de reacdo (B) e tipo de atmosfera (C).

Tabela 4.3. Fatores e niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial 2° completo para a
modificagdo do PVA com GMA na razao [molar -OH(PVA)/GMA] igual a (1/0,05).

Nivel Nivel .
Fator Nome Unidade Tipo Nivel
(-1) (0) (+1)
A Temperatura °C Numérica 40,0 50,0 60,0
B Tempo Horas Numérica 4,0 6,0 8,0

C Atmosfera - Categdbrica com Ny - - sem Ny
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Todos os experimentos foram realizados em duplicata e em ordem
aleatéria, o que gerou um total de 20 experimentos, como mos-
trado na Tabela 4.4. Nesta tabela s&o também apresentadas as
condic¢cdes utilizadas para cada experimento. Como pode ser veri-
ficado, devido o fator atmosfera ser qualitativo, o ponto cen-
tral para esse fator foi realizado nos niveis (-1) e (+1), ge-

rando quatro experimentos.

Tabela 4.4. Planejamento fatorial completo 2% em duplicata, com ponto central.

Fatores

Amostras A B C
Temperatura/°C Tempo/horas Atmosfera
1 e 2 (-1) 40,0 (-1) 4,0 (-1) com Ny
3 e 4 (+1) 60,0 (=1) 4,0 (-1) com Ny
5 e 6 (-1) 40,0 (+1) 8,0 (-1) com Ny
7 e 8 (+1) 60,0 (+1) 8,0 (-1) com Ny
9 e 10 (-1) 40,0 (=1) 4,0 (+1) sem Ny
11 e 12 (+1) 60,0 (=1) 4,0 (+1) sem Ny
13 e 14 (-1) 40,0 (+1) 8,0 (+1) sem N
15 e 16 (+1) 60,0 (+1) 8,0 (+1) sem N
17 e 18 (0) 50,0 (0) 6,0 (-1) com Ny
19 e 20 (0) 50,0 (0) 6,0 (+1) sem N
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4.2.2.2 Planejamento Composto Central

Apds a avaliacdo dos efeitos principais e de interacdo, optou-
se pela construcdo de um modelo empirico através da Metodologia
de Superficie de Respostas (RSM), utilizando-se apenas os fato-
res significativos (tempo e temperatura), como serd mostrado
nas sec¢des a seguir, discutidas nesse trabalho. Aproveitando-se

0s experimentos 9 a 16, 19 e 20 da Tabela 4.4 e acrescentando 4

novos pontos (—JEX», QL—JE), @— 2£), QL+J§), foi obtido o plane-
jamento composto central, com um total de 14 pontos, como apre-

sentado na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Planejamento composto central, sem duplicatas dos experimentos 21, 22, 23 e 24.

Fatores

Ensaios A B
Temperatura/°C | Tempo/horas
9 e 10 (-1) 40,0 (-1) 4,0
11 e 12 (+1) 60,0 (-1) 4,0
13 e 14 (-1) 40,0 (+1) 8,0
15 e 16 (+1) 60,0 (+1) 8,0
19 e 20 (0) 50,0 (0) 6,0
21 (-+2) 36,0 (0) 6,0
22 (++2) 64,0 (0) 6,0
23 (0) 50,0 (-+2) 3,2
24 (0) 50,0 (++2) 8,8
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analise Fatorial

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os valores dos graus de substi-
tuicdo (GS) obtidos para os experimentos realizados usando o
planejamento fatorial completo 2%, com ponto central, apresen-

tado na Tabela 4.4.

Tabela 4.6. Graus de substituicao obtidos nos experimentos do planejamento fatorial completo

2°,
FATORES RESPOSTA
AMOSTRAS A B C GS / %
Temperatura/°C  Tempo/h Atmosfera
1 40,0 (-) 4,0 (-) c/ N2 (-) 2,15
2 40,0 (-) 4,0 (-) c/ N2 (-) 1,79
3 60,0 (+) 4,0 (-) c/ N2 (=) 4,19
4 60,0 (+) 4,0 (=) c/ N2 (-) 4,16
5 40,0 (-) 8,0 (+) c/ N2 (-) 4,26
6 40,0 (-) 8,0 (+) c/ N2 (-) 3,75
7 60,0 (+) 8,0 (+) c/ N2 (=) 4,63
8 60,0 (+) 8,0 (+) c/ N2 (-) 4,65
9 40,0 (-) 4,0 (-) s/ N2 (+) 1,59
10 40,0 (-) 4,0 (-) s/ N2 (+) 1,86
11 60,0 (+) 4,0 (=) s/ N2 (+) 4,52
12 60,0 (+) 4,0 (-) s/ N2 (+) 4,59
13 40,0 (-) 8,0 (+) s/ N2 (+) 3,80
14 40,0 (-) 8,0 (+) s/ N2 (+) 3,51
15 60,0 (+) 8,0 (+) s/ N2 (+) 4,60
16 60,0 (+) 8,0 (+) s/ N2 (+) 4,78
17 50,0 (0) 6,0 (0) c/ N2 (-) 3,96
18 50,0 (0) 6,0 (0) c/ N2 (-) 4,60
19 50,0 (0) 6,0 (0) s/ N2 (+) 4,28
20 50,0 (0) 6,0 (0) s/ N2 (+) 4,33
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Os wvalores de GS foram obtidos a partir dos sinais presentes
nos espectros de RMN 'H dos diferentes PVA-MAs, utilizando a

Equacgédo 3.1.

Com os valores da Tabela 4.6 e utilizando o programa de compu-
tador Design-expert® obteve-se os valores dos efeitos princi-
pais, de interacdo e a andlise de varidncia (ANOVA). Pela ana-
lise de wvariadncia (ANOVA) do fatorial 23, Tabela 4.7, pode-se
observar que apenas os efeitos principais A (Temperatura),
B (Tempo) e os efeitos de interacdo AB e AC sdo estatisticamen-
te significativos. Estes apresentaram valor P (teste F) menores
que 0,05, o que significa que existe uma probabilidade menor
que 5% de que a hipdtese nula seja verdadeira, isto &, que o
valor de F, seja tdo grande quanto o valor de F obtido. No en-
tanto, o efeito principal C (Atmosfera) e suas interacdes BC e
ABC ndo sdo estatisticamente significativos para o modelo, pois
pelo teste F apresentaram valores P muito maiores que 0,05. Os
valores dos efeitos principais e de interacdo estdo descritos

na Tabela 4.8.

A andlise de significdncia pode ser confirmada pelo grafico
normal, apresentado na Figura 3.1, onde os efeitos considerados
significativos estdo distantes da reta normal, ndo se distribu-

indo normalmente, como ocorre com OS €rros aleatérios.?’ 38
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Tabela 4.7. Tabela de resultados ANOVA para o fatorial 2°.

Soma dos Graus de Média dos

Fonte quadrados liberdade quadrados Valor F Valor P
Modelo 19,061 7 2,80 61,58 < 0,0001
A
11,25 1 11,25 247,31 < 0,0001
(Temperatura)
B
5,21 1 5,21 114,50 < 0,0001
(Tempo)
C
3,468E-3 1 3,468E-3 0,076 0,7876
(Atmosfera)
AB 2,82 1 2,82 62,09 < 0,0001
AC 0,26 1 0,26 5,73 0,0356
BC 0,048 1 0,048 1,05 0,3285
ABC 0,014 1 0,014 0,30 0,5955
Curvatura 1,22 1 1,22 26,92 00,0003
Residuo 0,50 11 0,045
Falta de 2,982E-3 1 2,982E-3 0,060 0,8115
ajuste
Erro Puro 0,50 10 0,050
Total 21,33 19

Tabela 4.8. Valores dos efeitos principais e de interagdo para o fatorial completo 2° apresenta-
dos na Tabela 4.7.

A B C AB AC BC ABC

1,68 1,14 -0,03 -0, 84 0,26 -0,11 -0,06

Como foram realizados experimentos em duplicata nos pontos cen-
trais das varidveis quantitativas tempo e temperatura, foi pos-

sivel verificar a curvatura da superficie de resposta.
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Efeitos
Figura 4.3. Grafico normal dos efeitos para o fatorial 2%,
Pelo valor P obtido para a curvatura, P = 0,0003, foi verifica-

do que a curvatura é estatisticamente significativa, indicando
que a superficie é curva e ndo plana. No entanto, esse fato né&o
desabilita o modelo linear em prever quais efeitos sdo estatis-

ticamente significativos.

Considerando que, pelo valor obtido para a curvatura, um ajuste
por um modelo quadrdtico é mais indicado que o ajuste por mode-
lo linear, e que o efeito principal de atmosfera ndo foi signi-
ficativo, optou-se por desprezar o fator atmosfera e ampliar os
niveis dos fatores temperatura e tempo, por meio de um planeja-

mento composto central. A ampliacdo dos niveis desses fatores é
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necessaria, uma vez que, um ajuste quadratico ndo pode ser fei-
to utilizando-se apenas o0s experimentos descritos na Tabela
4.6, pois o numero de pardmetros necessarios para o ajuste e
obtencdo da respectiva superficie de resposta, é maior gque o

numero de niveis dos experimentos no planejamento.

4.3.2 Superficie de Resposta

Como Jj& citado anteriormente, apds a avaliacdo dos efeitos
principais e de interacdo entre os fatores temperatura, tempo e
atmosfera, optou-se pela construcdo de um modelo empirico por

meio de Metodologia de Superficie de Respostas (RSM).

Na Tabela 4.9 sdo apresentados os valores dos graus de substi-
tuicdo obtidos nas reacgdes, cujas condigdes sdo apresentadas na
Tabela 4.5, e os respectivos niveis dos fatores. Na Tabela 4.10
sdo apresentados os dados obtidos da analise de varidncia para

um ajuste quadratico dos dados da Tabela 4.9.

Observa-se pela andlise de varidncia, Tabela 4.10, gque o modelo
quadratico ajusta-se bem aos dados experimentais, nao
apresentando falta de ajuste significativa, com valor P igual a

0,361.
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Tabela 4.9. Grau de substituicao obtido nos experimentos relativos ao planejamento composto
central para obtengéao da superficie de resposta, nas condi¢gdes descritas na Tabela

4.5.
FATORES RESPOSTA
AMOSTRAS A B s ) o
Temperatura/°C Tempo/h

9 40,0 (-) 4,00 (-) 1,76
10 40,0 (-) 4,00 (-) 1,86
11 60,0 (+) 4,00 (-) 4,52
12 60,0 (+) 4,00 (-) 4,59
13 40,0 (-) 8,00 (+) 3,80
14 40,0 (-) 8,00 (+) 3,51
15 60,0 (+) 8,00 (+) 4,60
16 60,0 (+) 8,00 (+) 4,78
19 50,0 (0) 6,00 (0) 4,28
20 50,0 (0) 6,00 (0) 4,33
21 (-v2) 36,0 6,00 (0) 2,39
22 (++2) 04,0 6,00 (0) 4,83
23 (0) 50,0 3,17 (-2) 3,36
24 (0) 50,0 8,83 (+42) 4,54

Isto pode ser confirmado pela anédlise do grafico normal dos
residuos apresentado na Figura 4.4, o qual também ndo apresenta
indicios de falta de ajuste, com o0s residuos se distribuindo
normalmente, na forma de uma reta, nao apresentando nenhum

padrdo diferente do linear.

[e)

O modelo explica 99,20 % da variacdo total, que comparado com a

porcentagem de variacd&o explicavel, 99,55 %, indica que o
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modelo quadrdtico pode ser usado para prever resultados dentro

do intervalo estudado.

Tabela 4.10. ANOVA obtida para o planejamento composto central da Tabela 4.9 com um ajuste

para o modelo quadradico.

Fonte Soma dos Graus de Media dos Valor Valor
quadrados 1liberdade quadrados F P
Regresséao 14,93 5 2,99 197,064 0,0001
A 10,10 1 10,10 668,78 < 0,0001
(Temperatura)
B 2,64 1 2,64 174,56 < 0,0001
(Tempo)
AZ 0,71 1 0,71 46,82 0,0001
B2 0,21 1 0,21 13,85 0,0059
AB 1,46 1 1,46 96, 84 0,0001
Residuo 0,12 8 0,015
Falta de 0,054 3 0,018 1,34 0,3614
ajuste
Erro Puro 0,067 5 0,013
Total 15,05 13

% de variacdo explicada: 99,20 %

o)

% de variacdo explicavel: 99,55 %

Equacdo obtida em termos de variaveis codificadas:

Equagio 41 GS= 4308+09214+0,469B8-0,3894> —0,208B° — 0,428 AB

(0,087) (G,036)  (0,035) (G,057) (3,056)

Equacdo obtida em termos de variaveis reais:

(G,043)

Equagio 4.2 GS=-19,70+6,09x10" T+1,93t-3,89x10° T -5,21x107 t* -2,14x107 T*t
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Figura 4.4. Grafico normal dos residuos para o ajuste ao modelo quadratico baseado no plane-
jamento composto central.

Na Figura 4.5 é apresentada a superficie de resposta obtida
quando o modelo quadréatico é ajustado, Equacdo 4.2. Pode-se ob-
servar que as melhores condic¢des de reacdo, isto &, onde os
rendimentos sdo maiores, estdo na regido prdéxima a temperatura
de 62 °C e em torno de 6 horas de reacdo. Isto pode ser melhor
observado no grafico de contorno, apresentado na Figura 4.6,
onde sédo apresentadas somente as curvas de niveis relativas ao

modelo.
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Figura 4.5. Superficie de resposta obtida para o ajuste do modelo quadratico aos dados da

Tabela 4.6.

tuicdo (GS)

Graude Subst

g3
T .42 4

4.59 4
A7

g4 .00

50 .00 57 .00
Temperatura

43.00

36.00

A

de resposta para o modelo obtido ajustado pela
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Figura 4.6. Grafico de contorno da superf

Equacéao 4.2.
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A fim de testar a robustez do modelo ajustado pela Equacdo 4.2,
para previsdo de graus de substituicdo no intervalo estudado,
foi realizada a reacdo de modificacdo nas condic¢des otimizadas,
isto é, 62 °C e 6 horas de reacdo mantendo em 5 mol-% a concen-
tracdo do modificador GMA em relacdo a quantidade de grupos OH
do PVA. O grau de substituicdo obtido foi 4,63%, sendo que o
valor previsto pelo modelo foi de 4,85%. Pelo modelo, uma unica
determinacdo teria erro de 0,14%, tendo um desvio, com 95% de
nivel de confianca, de +0,33%. Assim, resultado pode estar no
intervalo de 4,52% a 5,18%. Como o grau de substituicdo obtido
situa-se neste intervalo, conclui-se que o valor obtido é muito

préoximo do valor oétimo.

Considerando que para a obtencdo da superficie de resposta a
concentracdo de metacrilato de glicidila foi fixada em 5 mol-%
(em relacdo a quantidade de grupos OH do PVA), ponderou-se se
essa mesma superficie seria obtida caso outras concentracdes de
metacrilato de glicidila fossem utilizadas, nas mesmas condi-
cdes de temperatura e tempo de reacdo aqgqui estudadas. Neste
contexto, foram realizadas reacgbdbes de modificacdo do po-
1i(4dlcool vinilico) em diferentes razdes molares [-OH(PVA)/GMA]
a 62 °C e 6 horas de reacdo, proéximo & regido de maximo da su-
perficie de resposta, cujos resultados sdo apresentados na

Tabela 4.11.
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Tabela 4.11. Graus de substituicdo do PVA obtidos nas condi¢6es otimizadas, 62°C e 6h, em
diferentes raz6es molares [-OH(PVA)/GMA].

[[OH(PVAYGMA] | 1/0,05 1/0,10 1/0,25 1/0,50 1/0,75 1/1

GSresrico /% 5,0 10,0 25,0 50,0 75,0 100,0
GSuxperimentar /% 4,63 9,21 22,80 39,25 49,65 57,59

Na Figura 4.7 é apresentada a dependéncia do grau de substitui-
cdo obtido experimentalmente (GS/%), nas condicdes otimizadas
de reacdo, 62 °C e 6 horas de reacdo, em funcdo do grau de
substituigdo esperado (GS tedrico/%), relativo a razdo molar de
metacrilato de glicidila usada na reacdo, conforme dados apre-
sentados na Tabela 4.11. Pode-se observar uma linearidade até
as condic¢des de modificacdo de GS tedrico de aproximadamente

25%.

GS /%

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

GS tedrico /%

Figura 4.7. Grafico do grau de substituicido obtido GS a 62°C e 6 horas de reagao em fungao do
GS tedrico.
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Assim, pode-se esperar que superficies de resposta obtidas uti-
lizando outras concentragdes de GMA até um limite de grau de
substituicdo tedrico prdéximo a 25%, em relacdo as hidroxilas do
PVA, sigam o mesmo comportamento de maximo que a obtida usando

a concentracdo de GMA fixada em 5 mol-%.

O fato de que em graus de substituicdo tedricos maiores que
25 mol-% ocorre o desvio da linearidade da curva GS versus GS
tebdrico (Figura 4.7), ndo significa, necessariamente, que essas
ndo sdo as melhores condigdes de reacdo. Pode ocorrer gue O au-
mento do grau de substituicdo intensifique o impedimento esté-
rico, devido ao volume do grupamento metacrilato adicionado,
dificultando a entrada de novos grupamentos e/ou é uma indica-
cdo de que a reacdo de transesterificacdo possa estar prdxima

das condigdes de equilibrio.



46

5 SINTESE E CARACTERIZAGAO DE HIDROGEIS DE PVA-MA E DE HI-
DROGEIS DE PVA-MA ASSOCIADOS COM SULFATO DE CONDROITI-
NA (PVA-MA/SC).

51 INTRODUGCAO

Hidrogéis sdo redes poliméricas hidrofilicas capazes de absor-
ver uma quantidade relativamente grande de agua ou fluidos bio-
légicos % %% As propriedades fisico-quimicas de hidrogéis sédo
extremamente importantes na selecdo de um hidrogel especifico
para uma dada aplicacdo. Muitas vezes, tais propriedades sédo
altamente dependentes das condig¢des-ambiente as quais o hidro-
gel serd exposto, sendo imperativo que as medidas das proprie-

dades do hidrogel sejam determinadas o mais prdéximo quanto pos-

sivel das condicgbes 1in sito.?*?

As propriedades mecdnicas dos hidrogéis sdo dependentes da es-
trutura do polimero, especialmente da densidade de reticulacédo
e do grau de intumescimento. Entre os pardmetros importantes na
caracterizacdo de hidrogéis estdo: médulo de elasticidade (E)
ou cisalhamento (G); densidade de reticulacdo (v,); a massa mo-
lar entre reticulos (M:); o grau de intumescimento no equili-
brio (Q); a cinética de intumescimento a partir do hidrogel se-
co (xerogel); sendo também importante a avaliacdo da citotoxi-

cidade, quando se objetiva o uso como biomateiral.
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O conhecimento desses parametros, e de como eles variam um em
relacdo aos outros e com as condig¢des ambiente, é muito impor-
tante para a aplicacdo do hidrogel na finalidade que se objeti-

va.

5.1.1 Propriedades Mecanicas dos Hidrogéis

A teoria da elasticidade da borracha (Elastic Rubber Theory)

pode ser aplicada as propriedades mecédnicas de hidrogéis.*’

Borrachas sdo materiais que respondem a tensdo com total e qua-
se instantdnea deformacdo reversivel. S&do formadas por redes
poliméricas pouco reticuladas com um grande volume livre gue
permite responder as tensdes externas com um rapido rearranjo

dos segmentos poliméricos.

Em seu estado intumescido, muitos hidrogéis satisfazem esse
critério e gquando estdo na regid&o em que se comportam semelhan-
te a borracha (Rubber-like) suas propriedades mecdnicas sdo de-
pendentes principalmente da arquitetura das cadeias poliméri-

cas.

Pelo uso da teoria da elasticidade da borracha pode-se descre-
ver as propriedades mecdnicas de hidrogéis e é possivel anali-
sar a estrutura polimérica e ainda determinar, por exemplo, a

massa molecular entre reticulos.**
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5.1.1.1 Medidas de Tensao/Deformacao

A lei de Hooke descreve a forca eldstica de um corpo sobre te-

sdo/deformacdo conforme equacdo:
Equacgio 5.1 oc=E¢

F
Onde a tensao cTz;I- é a forca F aplicada sobre a &rea trans-
0

versal da amostra ndo tensionada, 4,. A deformacdo por tensdo ¢

. Al , . D
e dada porgzvf—, onde [, é o comprimento inicial da amostra na
0

direcdo da forca aplicada e Al=[-/,é a variagdo do comprimento
na direcdo da forca aplicada apds a amostra ser deformada para
o comprimento /. A constante de proporcionalidade E é conheci-
da como médulo de elasticidade. A deformacdo pode ser estira-
mento, cisalhamento, torcdo ou dobramento, e o mbdédulo é& classi-

ficado de acordo com o tipo de forc¢a aplicada, Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Classificagdo do Médulo de acordo com tipo de forga aplicada.

Forca Deformacéo Médulo
Tracédo estiramento Modulo de elastici-
¢ dade (E)
Tangencial cisalhamento Modulo de cisalha-
mento (G)
Torque torcdo Médulo torsional
Mbédulo de elastis-
cidade ou, se for
1] f
Compressao contracao aplicada forcas de

todos os lados, mé-
dulo de compressao
(K) .

Reproduzido de Macromolecules.
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Existe uma relacdo de similaridade entre os médulos de corpos

eldsticos. Essa relacdo é dada pelo nUmero ou Razdo de Pois-

son, 4, o qual é a razdo entre a contracdo lateral relati-

va, (Ad/d,), e a extensdo axial ou deformacdo axial, (Al/l,):

Equagédo 5.2 U= (Ad/do )(Al/lo)

Para compostos geometricamente simples, a relacdo entre os md-

dulos de elasticidade E, de cisalhamento G e de compressdo K

é dada por:

Equagio 5.3 E=2G(1+u)=3K(1-2u)

O valor de u geralmente varia entre 0 e 0,5, valores obtidos

para deformacao sem contracdo lateral e com contracdo lateral

a

volume constante, respectivamente. Com base nesse limite tedri-

co da regra de Poisson o méddulo de cisalhamento G varia entre

1/3 e 1/2 do valor do mdéddulo de elasticidade E.

Na Tabela 5.2 s&o apresentados os mdédulos de elasticidade para

diferentes materiais.
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Tabela 5.2 Médulos de elasticidade para diferentes materiais a temperatura ambiente.

Material E/GPa
Borracha vulcanizada 0,001-0,01
Borracha cristalizada 0,1
Polimeros parcialmente cristalinos néo

\ 0,1-10
orientados
Fibras e plasticos reforcados 10-100
Vidros inorgénicos 100-1000
Cristais 1000-10.000

Reproduzido de Macromolecules.

5.1.1.2 Teoria da Elasticidade da Borracha

A temperatura de um elastdmero é aumentada durante o processo
de estiramento. Também, héd aumento no médulo de elasticidade
quando, sob tensdo, a temperatura de um elastdémero é aumentada.
Assim, elastdmeros exibem expansividade térmica positiva para
amostras ndo tensionadas e negativa para amostras tensionadas.
Em termos mecédnicos simples, o mdédulo de elasticidade é uma me-
dida da resisténcia ao desenovelamento de cadeias gque passam a
ser orientadas no processo de tensionamento. A aplicacdo de uma
tensdo tende a desenovelar as cadeias e alinha-las na direcéo
da tensdo aplicada, mas um aumento na temperatura, aumenta o
movimento térmico das cadeias dificultando a orientacdo, condu-

zindo assim a um aumento do médulo de elasticidade.®’
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A mudanca de temperatura em um elastdmero no processo de esti-
ramento, em termos de processo termodindmico, pode ser tratada
de modo semelhante a mudanca de temperatura de um gas sujeito a
uma rapida mudanca de volume. Um gas ideal sbé pode armazenar
energia na forma de energia cinética ou calor, causando assim
aumento de temperatura. De forma semelhante, a extensdo de um

elastdbmero resulta em evolugdo de calor.

Partindo da equacédo termodindmica:

Equacgio 5.4 dU =—-PdV +TdS

Chegamos a dependéncia de P com U, V e T:

Equagéo 5.5 P= _(G_Uj + [8_5'}
ov ), ov ),
Considerando a relacdo termodindmica:
Equacao 5.6 (8_5) = (G_Pj
ov ), oT ),
A equacdo 5.5 torna-se:
N ( oU j [ an
Equacgio 5.7 P=——| +|—
ov ), oT ),

Em substituicdo a mudanca de volume dV , a mudanca no compri-
mento dl pode ser considerada na aplicacdo de uma forca de es-
tiramento F sob uma amostra de borracha. Uma vez que F e P tém

sinais opostos, a equacdo 5.7 pode ser reescrita na forma:



52

Equacgéo 5.8 F=|—| +|—
ol ), oT ),

Considerando agora como uma extensdo adiabadtica reversivel sem
variacdo de volume na amostra de borracha, podemos derivar a
segunda lei da termodinémica A=U-TS, em relacdo ao comprimen-

to /.

Equagéo 5.9 [G_AJ :(G_U] —T[a—sj
ol ), ol ), ol ),

Em analogia a equacdo 5.6, considerando que F é proporcional a

P e | é proporcional a V, a seguinte relacdo é valida:

N (asj (6Fj
Equagao 5.10 — | =— —
ar ), \ar),

Substituindo esta relag¢do na equacdo 5.9 e resolvendo as equa-

cdes 5.8 e 5.9 para (0U/dl), temos:

Equacéo 5.11 (G_AJ —T(a—FJ :F—T(a—FJ
ol ), oT ), oT ),

E portanto,

=F

T

Equacao 5.12 (8_A)
quac . al

Assim, substituindo na equacdo 5.9 temos:

Equagédo 5.13 F= (G_Uj - T(§]
ol ), ol ),
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Para um elastdmero ideal a contribuicdo da variacdo da energia

interna é negligenciavel, assim:

Equacgéo 5.14 F= —T(a—S)
ol ),

Utilizando a termodinédmica estatistica para redes poliméricas
ideais e fazendo uso de funcgdes de probabilidade, a variacédo de
entropia de uma borracha tensionada pode ser relacionada ao nu-

mero de cadeias N,, portanto ao numero de reticulos que ligam

as cadeias, pela equacdo: 32, 46

Equagio 5.15 AS =-0,5kN,(a; +a, +a’ =3)

Onde k é a constante de Boltzmann e cz:/%/ ¢ a razdo de alon-
0

gamento.

Se sob tensdo a cadeia é alongada em uma uUnica direcdo (a, =a)
e simultaneamente contraida nas outras duas direcdes
(ay::azzl/aqs) a Equacdo 5.15 se torna:
~ , 2
Equagéo 5.16 AS =—-0,5kN. (a” +—-3)
a
Considerando que a==7_, apb6s diferenciacdo temos:

0

_ (aAS] kN, (o —a?)
Equagdo 5.17 — =1 7
ol Jry I
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Substituindo na equacdo 5,14 temos:

_ kTN,.(a —a_z)

Equacgéo 5.18 F ;
0

Se ambos os lados forem divididos pela &rea da secdo transver-
sal original 4,=V,/l,, com a definicdo da tensdo o=F/4, e da
constante dos gases reais R=kN,,onde N, é a constante de Avo-
gadro, e da concentracdo molar das cadeias da rede polimérica

[M.]=N,/V,N,, a Equacdo 5.18 torna-se:

Equagao 5.19 o =RT[M, ](0‘ - a_z)

A equacédo acima descreve bem o comportamento experimental em
casos de compressdo e pequenos alongamentos de borracha natu-

ral.

A razdo de alongamento a na Equacdo 5.19 pode ser escrita em

funcdo do alongamento por tensdo &, lembrando gque na Lei de

Hooke €==é;{ , entdo a=1+¢ .Por expansdo binomial, temos:
0

Equagéo 5.20 a”’ = (1+g)_2 =1-2¢+---

Para pequenas deformacdes, 0s termos de ordens maiores podem

ser desprezados, entdo a Equacédo 5.19 se torna:

Equagao 5.21 o= 3RT[MI. ]5
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Lembrando que na Lei de Hooke o=Fg, assim o médulo de elasti-

cidade é:

Equagiao 5.22 E = 3RT[MI.]

Pela regra de Poisson, Equacdo 5.3, para deformacdo a volume
constante, a relacdo entre o mbédulo de elasticidade e de cisa-
lhamento é E=3G . Assim, a Equacdo 5.19 pode ser reescrita co-

mo:

Equagdo 5.23 o= G(a — a’z)

onde G=RT[M,].

Flory e colaboradores®’ mostraram que quando um elastémero é

reticulado e intumescido de forma que a fracdo volumétrica do

polimero decrescga para ¢@,, a Equacdo 5.19 sera:

M

c

RT 2M
Equagio 5.24 o=12 [1— _"J(p;”(a—a‘z)

Onde M, é a massa molar entre reticulos, p,e M, s&o a densi-

n
dade e a massa molar média numérica do polimero, respectivamen-

te.

Segundo Peppas N. A. e Merril, E. W., para o caso no qual o po-

limero esté& inicialmente em solugdo a uma concentracdao C,,, a

versdo apropriada da Equacdo 5.24, conduz a:
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1/3
C 2M ,

Equacgéo 5.25 o=RT—L|1-"==< s (a - a_z)
M M, \o,,

c
Onde ¢, é fracdo volumétrica do polimero intumescido ao equili-
brio e ¢,, é a fracdo volumétrica do polimero apds a reticulacdo

e antes de intumescido. Substituindo C,, na Equacdo 5.25 por
pzl% , onde p, e V, sdo a densidade e o volume do polimero e

V. o volume do gel apds a sintese (volume relaxado). Conside-
rando que Vz/Vr:q)z,r, a Equacdo 5.25 pode ser reescrita na for-

ma:

2/3
RT 2M
Equag&o 5.26 o=2 - | P gozs(a—a’z)
M M, \ o, ’

c

Para hidrogéis sintetizados a partir de polimeros lineares com

massa molar média numérica M, a densidade de reticulagdo v, é

n

dada por:

2M
Equagao 5.27 Vv, = &[1 - T‘]

Quando M, >>M_, ou quando o hidrogel é sintetizado a partir das

unidades monoméricas, VvV, se reduz a:

Equacao 5.28 vV, =—
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Assim, incluindo v, na Equacdo 5.26 obtemos:

2/3
Equagéo 5.29 a:RTn(%’J %S@—aﬂ)
¢2,s ’

A Equacdo 5.29 tem sido usada em estudos das propriedades mecéa-
nicas de hidrogéis para avaliacdo da densidade de reticulcédo e

cdlculo da massa molar média entre reticulos.?®:?°

Esses parame-
tros sdo importantes na caracterizacdo de hidrogéis pois influ-
enciam nas propriedades de intumescimento dos hidrogéis e no
tamanho de poros das redes poliméricas, e consequentemente na
liberacéo de féarmacos, quando esses hidrogéis sdo preparados
com o objetivo de liberacdo controlada de farmacos.

5.1.2 Grau de Intumescimento e Cinética de Intumescimento de Hidro-
géis

Uma das caracteristicas marcantes de hidrogéis é sua capacidade
de absorver agua aumentando em varias vezes o valor de sua mas-
sa em relacdo a massa ou volume do hidrogel seco. Um pardmetro
que caracteriza essa capacidade é o grau de intumescimento, com

relacdo ao volume (@, ou a massa (,, calculados a partir de sua

massa ou volume secos e intumescidos,®’ °! como segue:

Equagéo 5.30 0, =

S|
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Equacao 5.31

&
Il
SIS

Os indices V, e W, se referem ao volume e a massa do hidrogel
intumescido e V, e W, aos seus volumes e massa secos, respecti-

vamente. Neste trabalho a caracterizacdo do intumescimento dos

hidrogéis foi feita através de (@, , no entanto foi suprimido o

indicey .

Alternativamente para caracterizar a capacidade de absorcdo de

um hidrogel tém se usado o indice de intumescimento S, °?

que é
a relacdo da massa de agua absorvida pela massa seca do hidro-

gel, calculado como segue:

Equagio 5.32 S=——"

Esses parédmetros s&o dependentes da estrutura gquimica dos hi-

drogéis e das condicdes ambientes, como pH e temperatura.’

O transporte de agua e solutos em hidrogéis pode ser descrito
pela equacdo semi-empirica Equacdo 5.33, que possui contribui-
cdo de difusdo Fickiana e do relaxamento das cadeias poliméri-

cas. >t

M
Equagdo 5.33 L=kt kgt
M
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Onde M, e M, sdo a massa de agua absorvida, ou soluto libera-

do no tempo t e no equilibrio, respectivamente. &k, e k, sé&o
constantes. Ritger, P. L. e Peppas, N. A. sugeriram uma expres-
sdo semi-empirica, com a qual é possivel descrever o mecanismo
de difusdo de &4gua ou soluto em dispositivos poliméricos, que

depende da geometria do hidrogel.

Equagio 5.34 L= kt"

Onde k é uma constante caracteristica do sistema de rede macro-
molecular e do permeante, e n é o expoente difusional, que ¢é
indicativo do mecanismo de transporte. A equacdo é valida até

t

um limite de <60% e n varia de acordo com a geometria con-

0

forme Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Dependéncia do expoente difusional n e do mecanismo difusional com a geometria.

Expoente difusional,n
Dependéncia do mecanismo
Geometria . .
difusinal
Filmes Cilindros Esferas

0,50 0,45 0,43 Fickiana
Anbmalo - contribuicédo
0,50<n<1,0 0,45<n<1,0 0,43<n<1,0 Fickiana e relaxamento

macromolecular.

1,0 1,0 1,0 Relaxamentiiifcromolecu—
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5.1.3 Testes de Citotoxicidade

Testes de citotoxicidade representam a fase inicial do teste de
biocompatibilidade de um material com potencial para aplicacgdes
biomédicas, sendo utilizados em uma pré-selecdo para detectar
se o material em questdo provoca morte das células e/ou outros

53:%% piferentes métodos

efeitos negativos nas fungdes celulares.
tém sido desenvolvidos e padronizados, porém dependendo da es-

pecificidade do material, algumas adaptacdes devem ser feitas

para gque se possam obter bons resultados da aplicacdo do tes-

53,55, 56
te.

Para ser aprovado em um teste de citotoxicidade in vitro, um
material ndo deve causar a morte das células nem afetar as fun-
cdes celulares. Assim sendo, com o uso de técnicas de cultura
de células, os testes podem detectar se ocorre a lise (rompi-
mento da parede celular) das células, a inibicdo do crescimento
celular e outros efeitos que possam ser causados nas células

pelo material em teste e/ou extrato oriundo desse material.”? >’

Entre os protocolos padrdes Jja& estabelecidos para os testes de

citotoxicidade, podem ser citados:’3 78

e ASTM F-813-01 - Pratica padrdo para avaliacdo de materiais
para dispositivos médicos por contato direto de cultura de

células.
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e ASTM F-813-83 - Método de contato direto para avaliacdo de
materiais e dispositivos médicos frente a cultura de célu-

las;

e ASTM F-895-84 - Método de difusdo em &gar de cultura de

células para selecdo de materiais por citotoxicidade;

e TSO 10993-5 - Avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos

- Parte 5: Testes para citotoxicidade : métodos in vitro.

Normalmente, utilizam-se nestes testes células de linhagens bem
estabelecidas, devido a facilidade de obtencdo e manutencdo em
laboratério. As linhagens celulares mais recomendadas para tes-
tes de citotoxicidade s&o: NTC clone 929; Balb/3T3 clone A31l;
MRC-5 a WI-38; VERO; BHK-21 e a V-79. Além destas, podem ser
utilizadas outras linhagens se for possivel demonstrar que os

resultados obtidos sdo semelhantes.

A avaliacdo da citotoxicidade pode ser feita, entre outras, pe-
la analise da morfologia celular, da integridade da membrana
celular (pela utilizacdo de métodos com corantes vitais ou

ndo), da proliferacdo celular, de atividade biossintética.

Além de aspectos referentes ao procedimento, os padrdes normal-
mente especificam a linhagem celular, o meio de cultura, as
técnicas para avaliacdo da citotoxicidade e os materiais a se-

rem utilizados como controle positivo e negativo.>®®’
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Controle positivo é uma substédncia que apresenta efeito citotd-
xico, enquanto que controle negativo é um material ou substan-

cia que né&do produza efeito citotdxico.

Nesta etapa do trabalho foram preparados hidrogéis a partir dos
PVA-MAs com graus de substituigdo nominal obtidos da razdo mo-

lar [-OH(PVA)/GMA] 2,5%, 3,5

o°

e 5,0% e hidrogéis com esses mes-
mos graus de substituicdo associados com sulfato de condroitina
por redes semi-interpenetradas (semi-IPN). Os hidrogéis obtidos
foram caracterizados por medidas do intumescimento em &agua dei-
onizada e pela cinética de intumescimento em fluidos de simula-
cdo gastrica e intestinal. Também foram estudadas as proprieda-
des mecénicas dos hidrogéis por medidas de compressdo, das

quais foram calculados os médulos de elasticidade (E); de cisa-

lhamento (G); e as respectivas densidades de reticulacédo (v,) e

e
massas molares entre reticulos (M.). Os hidrogéis assim obtidos
foram também avaliados com relacdo a citotoxicidade in vitro

por metodologia de crescimento de células.

5.2 EXPERIMENTAL

5.2.1 Materiais e Equipamentos
Poli (dlcool vinilico), PVA, M, nomimal 13-23 kg Molﬂ, Aldrich:

34840-6; metacrilato de glicidila, GMA, Acros: 16589;
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N,N,N",N -tetrametiletilenodiamina, TEMED, Aldrich: 2,250-0;
dlcool etilico PA, Synth; dimetilsulféxido (DMSO) PA, Synth;
persulfato de sédio, Aldrich: 21,623-2; sulfato de condroitina,
Solabia; meio de cultura DMEM (Minimum Essential Medium), GIBCO

— Invitrogen; Azul de Tripan.

Bomba de alto vacuo Edwards RV5; banho termostatizado Julabo
VL4; Estufa a vacuo Fanem modelo 099EV; Texturdmetro marca Tex-
ture Analyser modelo TA.XT2i; Tubos de Leighton; Estufa micro-
bioldégica, Fanem; Cémara de Neubauer, microscédépio eletrdnico de

varredura Shimadzu, modelo SS-550 Superscan.

5.2.2 Procedimentos Experimentais
O PVA e o glicosaminoglicano sulfato de condroitina foram ca-

racterizados segundo suas massa molares.

As massas molares M, e M, do PVA foram determinadas por croma-
tografia de exclusdo em gel usando uma coluna linear Ultra-
hydrogel acoplada a um aparelho HPLC Shimadzu com detector de
indice de refracdo. Foi usado solucdo aquosa de NaNOs; 0,1 M co-
mo solvente e manteve-se um fluxo de 0,5 mL.min?. Pullulan da
Sodex Denko foi usado como padrdo. O PVA apresentou massas mo-

lares M, = 23,4 kg Mol™t e M, = 11,3 kg Mol™', com M,/M, = 2,07.

A massa molar do SC foi determinada por viscosimetria de solu-

cdo diluida a 25 °C usando a equacdo de Mark-Houwink-Sakurada
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h]th" . A forca idnica da solucdo foli mantida constante em

0,2 M e os valores de k e a usados foram de 5 x 10°° e 1,14,
respectivamente, conforme descrito por Sipos, P. e colaborado-
59

res. O valor da massa molar média viscosimétrica, M, foi de

19,9 kg Mol™t.

5.2.2.1 Modificagdao do PVA

Poli(dlcool wvinilico) foi modificado wutilizando as condicgdes
experimentais otimizadas, 62 °C e 6 h de reacdo, conforme item
4.2.2.2 desta tese, para se obter PVA-Ma com graus de substitu-
icdo nominais de 2,5%, 3,5% e 5,0% (mols de GMA em relacdo a
quantidade de grupos OH no PVA). A precipitacdo e secagem do

PVA-Ma foram as mesmas usadas no item 3.2.2.1.

5.2.2.2 Sintese dos Hidrogéis de PVA-Ma

Hidrogéis foram preparados a partir de solugdo aquosa a 10% m/v
dos PVA-Mas com graus de substituicdo nominal 2,5%, 3,5% e 5,0%
na forma de membranas com 3 mm de espessura ou na forma cilin-
drica com didmetros de aproximadamente 10 e 15 mm. Adicionou-se
0,04 mL de TEMED 0,57 mol/L para cada 10 mL de solucdo de PVA-
Ma. As solugdes foram purgadas com N, por 15 min, sob agitacéo.
Apbs a adicdo de 0,05 mL de Na,S;0g 0,2 g/mL, sob forte agita-

cdo, acondicionou-se rapidamente a solucdo resultante entre
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placas de acrilico com espacadores de borracha de 3 mm de es-
pessura (para obtencdo de membranas) ou em seringas de 5 e 10
mL (para obtencdo de cilindros), e deixou-se em repouso por 24

horas para reticulacgéo.

5.2.2.3 Sintese dos Hidrogéis de PVA-Ma com Sulfato de Condroitina (SC)

Foram preparados hidrogés, na forma de membranas e na forma de
cilindros, de PVA-Ma/SC a partir dos PVA-Mas com graus de subs-
tituicdo nominal de 2,5%, 3,5% e 5,0% mantendo-se uma proporcgdo
10, 20 e 33 % de SC em relacdo a massa total (PVA-Ma + SC). Fo-
ram dissolvidos 2,5 g do respectivo PVA-Ma em 18 mL &gua desti-
lada e foram adicionados 7 mL de uma solugdo contendo 0,1389 g,
0,625 g ou 1,25 g de SC. Foi adicionodo 0,2 mL de TEMED 0,57
mol/L. As solucdes foram purgadas com N, por 15 min sob agita-
cdo. Apbds a adicdo de 0,15 mL de NayS,03 0,2g/mL seguiu-se o0s
mesmos procedimentos descritos no item 5.2.2.2. Também foram
preparados hidrogéis de PVA-Ma com GS nominal 2,5%, 3,5% e 5,0%
sem SC, utilizando procedimento andlogo ao descrito anterior-

mente.

5.2.2.4 Determinagao do Grau de Intumescimento

O grau de intumescimento, Q, a 25 °C em &gua deionizada foi

calculado como sendo a razdo da massa do hidrogel intumescido
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por 48 horas (no equilibrio) pela massa do hidrogel seco. Foi
determinada a massa de cada hidrogel seco. A secagem foi feita
inicialmente em estufa a 40 °C durante 48 h. Apds, os hidrogéis
foram mantidos sob pressdo reduzida pela bomba de alto vacuo e
nas mesmas condi¢gdes de temperatura durante aproximadamente
72 h, até massa constante.

5.2.2.5 Medidas de Cinética de Intumescimento em Fluido de Simulagao Gas-

trica (FSG) e em Fluido de Simulagao Intestinal (FSI).

A cinética de intumescimento dos hidrogéis foi determinada em
fluido de simulacdo géstrica (FSG), pH 1,2 £ 0,1, e em fluido
de simulacdo intestinal (FSI), pH 7,5 £ 0,1, segundo farmaco-
péia americana USP,60 mas sem a adicdo de enzimas. Hidrogéis na
forma de cilindros, com aproximadamente 15 mm de didmetro, fo-
ram cortados em pedacos com 15 mm de altura e secos até massa
constante, conforme descrito no item 5.2.2.4. Os hidrogéis fo-
ram colocados em recipientes contendo 50 mL dos fluidos FSG ou
FSI a 37°C, e suas massas foram determinadas em intervalos de
tempo, a partir de 5 min de intumescimento até massa constante.
A cinética de intumescimento foi avaliada por meio da equacéo

5.35, descrita anterormente.

<

Equag3o 5.35 L=kt"

<

Onde M, é a massa de solugdo absorvida no tempo t e M_ a mas-

sa absorvida no equilibrio. Os valores de k e n foram determi-
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M
nados por meio de grafico de h{}ZLj versus Int , conforme

0

Equacdo 5.35.

M
Equagio 5.35 ln[Mt j =Ink+nint

o0

5.2.2.6 Determinagao das Propriedades Mecanicas dos Hidrogéis e da Massa
Molar ente Reticulos

As propriedades mecédnicas dos hidrogéis de PVA-Ma e de PVA-
Ma/SC foram analisadas medindo-se a forca de compressdo com re-
lacdo a deformacdo da membrana do hidrogel, usando uma taxa de

deformacdo de 0,2 mm/s por uma sonda de 12,7 mm de didmetro.

O médulo G foi obtido por meio da Equacdo 5.36 usando a porcgéao

. . . . -2 ~
linear inicial das curvas de o versus (a—a ) onde a razdo de

deformacdo « :(Z—ILJ <110 .

0

2/3
o r
Equagéo 5.36 G=———-=RT ve(%’ j P

(a - ¢2,5

A densidade de reticulacdo, Vv,, e massa molar entre os reticu-

los, M_, dos hidrogéis de PVA-Ma sem a adicdo de sulfato de

condroitina, foram obtidas a partir dos valores do médulo G,

por meio da Equacdo 5.37 e Equacdo 5.38.
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2/3
Equagao 5.37 v,=G/ RT Por Py
§02,s
Equagdo 5.38 M, = Py )
v+ P
Mﬂ

Os valores de ¢,, e ¢, foram calculados por meio da Equacédo

5.39 e Equacédo 5.40, respectivamente:

V /4

Equagdo 5.39 ¢2,S =_0 _ O/pz
Vl WO/p2+(W1_W0)/pH20
V /4

Equagéo 5.40 ¢2,r =—t= 0/p2

Ve  Wo/py+ Wy =W, )/pH20
V, e V, s&o os volumes do hidrogel seco e intumescido, respec-
tivamente. V; é o volume do hidrogel no estado relaxado (logo

apés a sintese). W, é a massa do hidrogel seco e W, e W, séao

as massas do hidrogel no estado relaxado (logo apds a sintese) e

apds intumescido, respectimvamente. A densidade do hidrogel se-
co, p, foi considerada com sendo igual a densidade do PVA ata-

tico, 1,269 g/cm’.*’

5.2.2.7 Propriedades morfolégicas dos hidrogéis

Hidrogéis sintetizados como descrito anteriormente foram imer-
sas em agua a temperatura ambiente, durante 48 h. Apds esse pe-

riodo, as amostras foram removidas e em seguida foram congela-
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das mergulhando-as em nitrogénio liquido. Os hidrogéis congela-
dos foram liofilizados durante 24 h com temperatura de -55 °C.
Micrografias dos hidrogéis de PVA-Ma e de PVA-Ma/SC (com 10 e
20% de SC) foram obtidas utilizando microscépio eletrdnico de
varredura Shimadzu modelo SS 550 operando em 8 keV. Todas as
micrografias foram obtidas das superficies de fratura, recober-

tas com ouro, dos hidrogéis liofilizados.

5.2.2.8 Avaliacao da Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada conforme procedi-
mentos citados por Malmonge, S. M. e colaboradores” e descritos

na norma ASTM-F813-01.°°

As amostras de hidrogéis cilindricos, preparados em seringas de
5 mL, e os controles utilizados (silicone e placa de polietile-
no) foram cortados na forma de discos com 10 mm de diémetro e 2
mm de espessura. 0Os hidrogéis foram deixados em agua deionizada
por 48 h com troca da agua a cada 6 h antes de serem testados.
Os hidrogéis e os controles foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 min. Como controle positivo foi utilizado discos
de silicone e como controle negativo fragmentos de placas de
meio de cultura de polietileno de alta densidade. Cada amostra
foi colocada sobre uma laminula de vidro no interior do tubo de

[e)

Leigthon e mantida em meio DMEM, com 10 % de soro fetal bovino
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(SFB) por 24 h a 37 °C com 5 % de CO;, antes de serem inocula-

das.

Aliquotas de 1 mL de células de linhagem VERO a uma concentra-
cdo de 10° células ml™t foram inoculadas nos tubos de Leigthon,
cultivadas em meio DMEM com 10 % SFB. Os tubos foram mantidos
durante 48 h a 37 °C em ambiente com 5 % CO,, em volume. Apds o
periodo de incubacdo, o0s meios de cultura de cada frasco foram
coletados, diluidos 1:1 em solucdo de azul de Tripan 0,1% em

salina 0,9% . As células nédo viadveis presentes no meio de cul-

tura foram contadas em cé@mara de Neubauer.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os hidrogéis obtidos tiveram aparéncia opaca. Os hidro-
géis de PVA-Ma com 33 % da massa total em SC, preparados na
forma de membranas e de cilindros, ndo foram testados com res-
peito as suas propriedades mecénicas e a cinética de intumesci-
mento. Esses hidrogéis, quando na forma de membranas, apresen-
taram-se irregulares e com muitas bolhas, devido a viscosidade
da solucdo na qual os hidrogéis foram sintetizados. Nos experi-
mentos de cinética de intumescimento, feitas a partir dos hi-
drogéis secos na forma de cilindro, esses hidrogéis também a-
presentaram propriedades mecédnicas pobres, partindo-se facil-

mente durante os ensaios.
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5.3.1 Caracterizagao dos Hidrogéis
5.3.1.1 Graus de Intumescimento

Na Figura 5.1 s&o apresentados os graficos de grau de intumes-
cimento, Q, determinados em agua deionizada a 25 °C, para os
hidrogéis de PVA-Mas com valores de GS nominais 2,5%, 3,5% e
5,0% e PVA-Ma/SC com 10, 20 e 33% de SC, em funcdo do tempo de
imersdo. Os valores dos erros experimentais foram obtidos de
medidas feitas em duplicatas. Pode-se verificar que os hidro-

géis atingem o equilibrio de intumescimento em 48 h.
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Figura 5.1 Graficos de intumescimento, Q, em fungdo do tempo para os hidrogéis de PVA-Ma e
PVA-Ma/SC com valores de graus de substituicdo nominal do PVA-Ma de 2,5%,
3,5% e 5,0% com 0, 10, 20 e 33% de SC, medidos a partir do hidrogel relaxado em
agua deionizada a 25C.
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Na Tabela 5.4 sdo apresentados os valores de graus de intumes-
cimento no equilibrio, 48 h, para aqueles hidrogéis e seus res-

pectivos erros experimentais.

Tabela 5.4. Valores de graus de intumescimento, Q no equilibrio (48h), e seus erros®, para os
hidrogéis de PVA-Ma com graus de substituigao nominal de 2,5% , 3,5% e 5,0% com
0, 10, 20 e 33% de sulfato de condroitina (SC), medidos em agua deionizada a 25°C.

GRAUS DE INTUMESCIMENTO, O

GS /% SC 0% SC 10% SC 20% SC 33%
2,5 7,90 £+ 0,02 11,26 %0,18 11,63 0,25 11,49 10,11
3,5 7,84 £ 0,12 9,93 +0,34 10,17 0,31 9,62 +0,19

5,0 7,31 + 0,08 8,32 +0,01 8,13 0,08 8,66 +0,02

a ~ . '
erros padrdo determinados de replicatas com n=2.

Na Figura 5.2 é apresentado o grafico do grau de intumescimento
em funcdo dos valores nominais de GS para os hidrogéis de PVA-
Mas com 0, 10, 20 e 33 % de SC, referentes aos dados da Tabela
5.4.

Pode ser observado pelo grafico da Figura 5.2 que o grau de in-
tumescimento diminui com o aumento do grau de substituicdo dos
hidrogéis. Isto se deve a maior densidade de reticulacdo das
cadeias devido ao aumento de insaturacdes presentes no PVA-Ma
precursor, capazes de formar reticulos no processo de gelifi-
cdo. Este efeito é menos acentuado nos hidrogéis sem a adicéo
de SC. Com a adicdo de sulfato de condroitina, h& um aumento no
grau de intumescimento dos hidrogéis devido, provavelmente, a
grande hidrofilicidade do SC, caracteristica dos glicosamino-

glicanos presentes nas proteoglicanas, constituinte das matri-
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zes extracelulares das células e dos tecidos conjuntivos, que

tém grande capacidade de reterem &agua.?’?®
13 T T T T T T T T T T T
124 —O0— SC0% | -
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11 .
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Figura 5.2. Graus de intumescimento Q em fungao do grau de substituicdo nominal dos hidro-
géis de PVA-Ma com 0, 10, 20 e 33 % de SC, referentes ao dados da Tabela 5.4.

Ndo h& diferenca significativa no grau de intumescimento para
os hidrogéis de mesmo valor de GS e com contetdos de SC entre
10 a 33 %. O efeito do SC no valor de Q desses hidrogéis é go-
vernado pela mobilidade das cadeias de PVA/Ma. Em hidrogéis com
menor GS as cadeias de PVA-Ma possuem maior mobilidade, o que

permite maior absorcdo de agua.

Com o aumento de GS do PVA-Ma, consequentemente maior densidade
de reticulacdo dos respectivos hidrogéis, a mobilidade das ca-

deias poliméricas diminui, reduzindo a capacidade absorcédo de
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adgua pelo hidrogel. Pela andlise das curvas da Figura 5.2 pode-
ser inferir que hidrogéis de PVA-Ma/SC altamente reticulados
possuirdo grau de intumescimento muito préximos dos respectivos
hidrogéis de PVA-Ma. Em hidrogéis de PVA-Ma altamente reticula-
dos o efeito da hidrofilicidade do SC é significativamente mi-

nimizado.

5.3.1.2 Propriedades Mecanicas dos Hidrogéis

Nas Figuras 5,3, 5.4 e 5.5 sdo apresentados os graficos de ten-
sdo de compressdo (o) em funcdo de Qz—ixd) para a <110 . As me-

didas foram feitas a 25 °C apds 48 h de intumescimento, tempo
necessario para atingir o equilibrio. As curvas da Figura 5.3
sdo referentes aos hidrogéis de PVA-Ma com GS nominal 2,5, 3,5
e 5,0 % e as curvas das Figuras 5.4 e 5.5 sdo referentes aos
hidrogéis com estes mesmos valores de GS, porém com 10 e 20 %
de SC (em massa). As curvas das Figuras 5.3 a 5.5 s&o lineares.
Isto indica gue no intervalo de a estudado a deformacdo plasti-
ca, se houve, é ndo significativa. Assim, os médulos de cisa-
lhamento G dos hidrogéis foram obtidos das inclinac¢des das cur-

vas das Figuras 5.3 a 5.5, conforme Equacdo 5.36.
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Figura 5.3. Grafico de Tensdo em fungao de (oc—(x'z) das membranas dos hidrogéis de PVA-Ma

hidrogéis de
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Figura 5.5. Grafico de tensdao em fungido de (oc—oc'z) das membranas dos hidrogéis de
PVA-Ma/SC com adig¢ao 20% de sulfato de condroitina.

Na Tabela 5.5 sdo apresentados os médulos de elasticidade E,
calculados a partir do médulo G, considerando o valor do médulo
de elasticidade como sendo E = 3G, conforme discutido na secédo
5.1.1.2. Os erros experimentais foram obtidos de medidas em du-
plicatas de membranas distintas. Os valores do médulo de elas-
ticidade variam de 63 a 126 kPa. Peppas N. A. e Merrill, E. W.
obtiveram valores para E nesta mesma ordem de grandeza para hi-
drogéis de PVA obtidos por radiacdo de solucdo aquosa, a 10 %,
por feixe de elétrons. Os valores obtidos por esses autores va-
riam de 31 a 340 kPa e sdo dependentes da intensidade da radia-

cao.
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Tabela 5.5 Valores dos médulos de elasticidade, e seus erros®, das membranas dos hidrogéis
de PVA-Ma com graus de substituicdo nominal de 2,5, 3,5 e 5,0% e PVA-Ma/SC com
adicéo de 10 e 20% de sulfato de condroitina.

Mbédulo de Elasticidade, E / kPa
GS / %
SC0% SC10% SC20%
2,5 70,80+4,86 63,11+5,00 68,79+2, 01
3,5 89,85+0, 95 80,10+5, 84 75,78+0, 93
5,0 126,58+7,78 97,99+1, 91 96,19+2,00

a ~ . .
erros padrdo determinados de replicatas com n=2.

Na Figura 5.6, é apresentado o gradfico do médulo de elasticida-
de em funcdo de GS nominal do PVA-Ma para os hidrogéis, refe-

rentes aos dados da Tabela 5.5.
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Figura 5.6. Grafico do médulo de elasticidade E em fun¢dao do grau de substituicdo npminal
para as membranas dos hidrogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC, referentes aos dados
da Tabela 5.5.

Pode-se observar que o valor do mdédulo de elasticidade aumenta

com o acréscimo de GS do PVA-Ma, sendo maiores para os hidro-
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géis sem a adigcdo de SC. Isto estd de acordo com os dados de
intumescimento dos hidrogéis no equilibrio, apresentados na
Tabela 5.4 e na Figura 5.2, onde pode ser visto que os hidro-
géis sem SC apresentam os menores valores de Q. Os hidrogéis de
PVA-Ma/SC apresentaram maiores valores de Q se comparados aos
respectivos hidrogéis de PVA-Ma e, portanto, absorveram mais
dgua. Estes possuem médulos de elasticidade menores que os hi-
drogéis de PVA-Ma. Comparando as curva de Q versus GS da Figura
5.2 com a curva de E versus GS da Figura 5.6 nota-se que a mo-
dificacdo guimica do PVA-Ma ndo afeta acentuadamente a hidrofi-
licidade do PVA (se 2,5 < GS < 5,0) guanto afeta o wvalor de E.
Conforme dados da Tabela 5.5, E aumenta em cerca de 80 % se GS
varia de 2,5 para 5,0% ao passo que o valor de Q decresce cerca
de 7 % para esta variacdo de GS. Fazendo as mesmas comparacdes
para os hidrogéis de PVA-Ma/SC observa-se que GS afeta positi-
vamente o valor de E e negativamente o valor de Q. Nesses hi-
drogéis, o efeito de GS no valor de Q é, como j& enfatizado,
devido a mobilidade das cadeias poliméricas que é governado pe-

la densidade de reticulacéo.

A densidade de reticulacgédo, v,,foi calculada por meio da equa-
cdo 5.38 e a massa molar entre reticulos, Mg, por meio da equa-
cdao 5.39. Na Tabela 5.6 sdo apresentados os valores de vy, e de

M. para os hidrogéis de PVA-Ma. Também s&o apresentados nessa

tabela os dados referentes as fracdes volumétricas do polimero
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no hidrogel relaxado e intumescido, ¢,, e ¢, respectivamente, e

seus respectivos valores de mdédulo G. Nao foram calculados vy, e

de M. para os hidrogéis de PVA-Ma/SC.

Na Figura 5.7 é apresentada a dependéncia de vy, com GS. Pode

ser observado que vy, aumenta linearmente com GS, o que €& um

comportamento esperado. Extrapolando a curva da Figura 5.7 para

GS = 0, tem-se o valor da contribuicdo dos entrelacamentos das

cadeias poliméricas para a densidade de reticulacéo, 1@, 0 va-

lor desse parédmetro é cerca de 30,5 mol/m>. Os entrelacamentos
contribuem positivamente no valor de E e, por conseguinte, para

as propriedades mecdnicas dos hidrogéis.?*

Tabela 5.6. Valores de densidade de reticulagao, v,, massa molar entre reticulos, M., médulo G

e fragdes volumétricas , ¢,, e ¢, , e seus erros®, em fungao do grau de substitui-
¢ado nominal do PVA-Ma para os hidrogéis de PVA-Ma sem adi¢ao de sulfato de

condroitina.
G v, Mc
HIDROGEL b,, P, /kPa ol /g.mol’

0,1051 0,1026 23,60 91,4 4590

2,5SC0
+0,0002 +0,0003 +1,62 +6,3 +104
0,1049 0,1033 29,95 115,9 4214

3,55C0
+0,0017 +0,0016 +0,32 +3,0 +43
0,1122 0,1110 42,19 152, 4 3762

5,0SC0
+0,0015 +0,0012 +2,59 +11,2 +125

a ~ . .
erros padrdo determinados de replicatas com n=2.



80

160 R

-3

140 -
120 -

100 .

2]

o
[
1

N
o

| s
|

Densidade de reticulagdo /mol.m
[0}
o

N
o

2 3 4 5 6
GS nominal/ %

o
-

Figura 5.7. Grafico da densidade de reticulagao, v,, em funcdo do grau de substituicao d PVA-
Ma para membranas dos hidrogéis sem adigdo de sulfato de condroitina.

5.3.1.3 Cinética de Intumescimento

Nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 s&o apresentados os graficos de Q
em funcdo do tempo, em horas, obtidos em fluido de simulacéao
gastrica (FSG), pH 1,2, a partir dos hidrogéis secos. Observa-
se nos graficos que os valores de Q dos hidrogéis de PVA-Ma e
de PVA-Ma/SC praticamente ndo variam para GS 2,5 e 3,5 %, mas
diminuem se GS aumenta de 3,5 para 5,0 %$. Comparando os valores
de Q obtidos para os hidrogéis de PVA-Ma e para PVA-Ma/SC neste
fluido, mantendo fixo o wvalor de GS, verifica-se um efeito ne-
gativo da presenca do SC no intumescimento. Esse efeito é con-

trdrio ao observado em &gua destilada, onde Q foi medido a par-

tir dos hidrogéis no estado relaxado.
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Figura 5.8 Grafico do grau de intumescimento Q em fungao do tempo em horas para os hidro-
géis de PVA-Ma/SC com grau de substitui¢do de 2,5% com 0, 10 e 20% de sulfato de

condroitina, em fluido de simulagao gastrica.
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Figura 5.9 Grafico do grau de intumescimento Q em fungao do tempo em horas para os hidro-
géis de PVA-Ma/SC com grau de substituicdo nominal de 3,5% com 0, 10 e 20% de
sulfato de condroitina, em fluido de simulagao gastrica.
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Figura 5.10 Grafico do grau de intumescimento Q em fungcédo do tempo em horas para os hidro-
géis de PVA-Ma/SC com grau de substitui¢do de 5,0% com 0, 10 e 20% de sulfato de
condroitina, em fluido de simulagao gastrica.

Isto pode ser explicado com base na presenca dos grupamentos
carboxilicos e sulfatos do SC. Em pH acido, esses grupamentos
tendem a permanecer protonados, diminuindo a quantidade de es-
pécies carregadas. As repulsdes entre as espécies carregadas,
por sua vez, contribuem para o aumento do grau de intumescimen-

to. Esta é uma caracteristica de hidrogéis idénicos.®!

Nas figuras 5.11, 5.12 e 5.13 apresentados os graficos do grau
de intumescimento, Q, em funcdo do tempo, em horas, obtidos em
fluido de simulacdo intestinal (FSI), pH 7,5, a partir dos hi-

drogéis secos. Para os hidrogéis de PVA-Ma e de PVA-MA/SC em
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FSI, o grau de intumescimento diminui quando GS aumenta de 2,5

o)

para 5,0 %.

Ao contrdrio do comportamento em FSG, pH 1,2, em gque o0s grupa-
mentos carboxilicos e sulfatos tendem a permanecer protonados,
em FSI, pH 7,5, esses grupamentos estardo parcial ou totalmente
carregados, o que deveria contribuir para o aumento do intumes-
cimento. Na verdade o efeito observado é exatamente o oposto:
hd evidente decréscimo nos valores de Q no equilibrio, princi-
palmente para os hidrogéis de PVA-Ma/SC com GS 2,5 e 5,0 % se

comparados com 0s respectivos hidrogéis de PVA-Ma.
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Figura 5.11 Grafico do grau de intumescimento Q em fun¢ao do tempo em horas para os hidro-
géis de PVA-Ma/SC com grau de substitui¢do de 2,5% com 0, 10 e 20% de sulfato de
condroitina, em fluido de simulagao intestinal.
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Figura 5.12 Grafico do grau de intumescimento Q em fun¢ao do tempo em horas para os hidro-
géis de PVA-Ma/SC com grau de substituigdao de 3,5% com 0, 10 e 20% de sulfato de
condroitina, em fluido de simulagao intestinal.
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Figura 5.13 Grafico do grau de intumescimento Q em fungdo do tempo em horas para os hidro-
géis de PVA-Ma/SC com grau de substituicao de 5,0% com 0, 10 e 20% de sulfato de
condroitina, em fluido de simulagao intestinal.
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Uma explicacdo para isso seria a perda de massa durante o peri-
odo de intumescimento devido a possivel saida de sulfato de
condroitina para o exterior do hidrogel, pelo fato deste néo
estar quimicamente ligado a rede polimérica de PVA-Ma. Este fa-
to ainda estd em investigacdo. Deve ser enfatizado que os hi-
drogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC n&o apresentaram sinal aparente
de degradacdo nos tempos de intumescimento estudados tanto em

FSG quanto em FSI

Nas Tabelas 5.7 e 5.8 sdo apresentados os valores dos parame-

tros cinéticos k e n, avaliados conforme Equacdo 5.34 . Estes

pardmetros foram obtidos por meio de graficos de h{?ﬁ%& j em

funcdo de Int, conforme Equacdo 5.35, para hidrogéis de PVA-Ma

e PVA-Ma/SC com GS nominal 2,5, 3,5 e 5,0 % em FSG e FSI.

Tabela 5.7. Valores de k e ndas medidas de cinética de intumescimento, e seus erros®, para os
hidrogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC, obtidos em fluido de simulagao gastrica.

Pardmetros cinéticos - FSG
GS /% sC 0% SC 10% SC 20%
k /107t n k /107¢ n k /107¢ n
5 & 1,50 0,535 1,16 0,567 1,22 0,552
’ +% £ +0,10 +0,001 +0,13 +0,004
35 1,69 0,593 1,19 0,572 1,25 0,546
’ +0,56 +0,024 +% +% +0,09 +0,005
I 1,18 0,581 1,19 0,563 1,29 0,554
’ +0,09 +0,004 +0,23 +0,002 0,26 +0,010

a ~ . .
erros padrdo determinados de replicatas com n=2.
* erros ndo determinados por problemas experimentais.
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Tabela 5.8. Valores de k e n das medidas de cinética de intumescimento, e seus erros?, para os
hidrogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC, obtidos em Fluido de simulagao Intestinal.

Pardmetros cinéticos - FSI
GS /% SC 0% sC 10% SC 20%
k /107t n k /107t n k /107t n

- 1,33 0,560 1,55 0,589 1,39 0,582
’ 1 " +0,26 +0,039 +0,21 +0,016
35 1,11 0,558 1,36 0,553 1,32 0,578
’ 40,01 40,008 +0,01 40,002 40,11 +0,010
5 0 1,47 0,616 1,39 0,572 1,43 0,585
4

+0,24 +0,023 +0,16 +0,004 +0,14 +0,010

a ~ . .
erros padrdo determinados de replicatas com n=2.
* erros nédo determinados por problemas experimentais

Pode ser observado que os valores de n situam-se entre 0,535 e
0,593 para os hidrogéis intumescidos em FSG. Para hidrogéis in-
tumescidos em FSI tais valores situam-se entre 0,553 e 0,06l6.
Segundo Peppas, N. A, e Ritger, L. R., para hidrogel na forma
de cilindro, valores de n entre 0,45 e 1,0 indicam que o meca-
nismo de absorcdo de &agua pelo hidrogel é do tipo andémalo, ou
seja, possui, ao mesmo tempo, contribuicdes de difusdo fickiana

e do relaxamento das cadeias poliméricas.

5.3.1.4 Analise Morfolégica dos Hidrogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC por Mi-
croscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Nas Figuras 5,14 a 5.16 sdo apresentadas as micrografias ele-
trénicas de varredura dos hidrogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC (com

10 e 20 % de SC) obtidos de PVA-Ma com GS 2,5, 3,5 e 5,0%. As
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morfologias apresentadas pelos hidrogéis de PVA-Ma sdo bastante
similares e ndo variam acentuadamente com o GS do PVA-Ma pre-
cursor. No entanto, uma andlise mais detalhada permite visuali-
zar um ligeiro aumento no tamanho médio de poros no hidrogel
obtido do PVA-Ma com GS nominal 5,0 %. Para esse hidrogel, a
expectativa era obter morfologia com tamanho médio de poros me-
nor em relacdo aos hidrogéis de PVA-Ma com GS 2,5 e 3,5 %. No
processo de obtencdo dos hidrogéis, foi verificado que a geli-
ficagcdo é mais répida para o PVA-Ma com GS nominal 5,0 % em re-
lacdo aos PVA-Mas com GS 2,5 e 3,5 %. Na verdade, para PVA-Ma
com GS 2,5 e 3,5 % a gelificacdo se inicia, em média, cerca de
3 min apds adicionar a solucdo de persulfato de sbédio na solu-
cdo aquosa de PVA-Ma ja& contendo TEMED. No entanto, para a ge-
lificacdo do PVA-Ma com GS 5,0 % este tempo se reduz para cerca
de 30 s. Assim, os hidrogéis de PVA-Ma com GS 5,0 % tendem a
apresentar maior heterogeneidade em relacdo a distribuicdo de
tamanho de poros se comparados aos PVA-Ma de menor GS. Deve ser
enfatizado que a micro-heterogeneidade é uma caracteristica co-
mum em hidrogéis. Solug¢des de PVA-Ma contendo SC s&o mais vis-
cosas, assim, este efeito é acentuado nos hidrogéis de PVA-
Ma/SC. Micro-heterogeneidade contribui para o aumento do tama-

nho médio de poros.®’
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Figura 5.14. Micrografias Eletrénicas de Varredura dos hidrogéis de PVA-Ma com GS 2,5% com
0, 10 e 20% de SC, aumento de 10.000X.
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Figura 5.15. Micrografias Eletrénicas de Varredura dos hidrogéis de PVA-Ma com GS 3,5% com
0, 10 e 20% de SC, aumento de 10.000X.
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Figura 5.16. Micrografias Eletrénicas de Varredura dos hidrogéis de PVA-Ma com GS 5,0% com
0,10 e 20% de SC, aumento de 10.000X.

As morfologias dos hidrogéis de PVA-Ma/SC (com 10 e 20 % de SC)
sdo diferentes das observadas para os hidrogéis de PVA-Ma. Os
hidrogéis de PVA-Ma/SC com 10 e 20 % de SC possuem morfologias
similares, porém com tamanho de poros levemente maior do que os
hidrogéis de PVA-Ma. Assim, a presenca de SC na matriz de PVA-

Ma contribui para o aumento do grau de intumescimento que re-
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flete em acréscimo no tamanho de poros. Esta comparacdo deve
ser feita apenas qualitativamente, pois, como j& mencionado, a
presenca de SC nos hidrogéis contribui para aumentar a viscosi-
dade da solucdo precursora do hidrogel o que conduzi a maior

heterogeneidade no hidrogel.

5.3.1.5 Avaliagao da Citotoxicidade

Na Tabela 5.9 s&o apresentados os valores de contagem de célu-
las ndo viaveis em suspensdo no meio de cultura dos testes de
citotoxicidade dos hidrogéis de de PVA-Ma e PVA-Ma/SC (com 10 e

20 e 33

o\

de SC) obtidos de PVA-Ma com GS 2,5, 3,5 e 5,0%.
Também sdo apresentados os valores obtidos para os testes fei-

tos com os controles positivo e negativo, conforme descrito no

item 5.2.2.8.

Tabela 5.9. Contagem de células nao viaveis nos experimento de citotoxicidade por contato
direto de crescimento de células tipo VERO.

Numero de Células /10 mL
GS/%
SC 0% SC 10% SC 20% SC 33%
2,5 3,0 + * 1,0 + * 1,6 +0,4 0,7 0,3
3,5 2,5 + * 2,0 + * 1,4 0,1 1,0 + *
5,0 4,0 + * 3,5 + * 1,7 £0,4 1,0 £ ~*
Con?rgle 8,0 + *
Positivo
Controle 1,9 40,6
Negativo

* erros ndo determinado por problemas experimentais.
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Na Figura 5.17 é apresentado o grafico de porcentagem de inibi-
cdo do crescimento celular nos testes de citotoxicidade, calcu-
lados por meio dos valores apresentados na Tabela 5.9, conside-

o)

rando o numero de células no controle positivo com 100 %.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 5.17. Grafico de percentual de inibicdo do crescimento celular, avaliado por contagem
de células nao viaveis no sobrenadante do meio de cultura de células tipo VERO.

Observa-se no grafico que os hidrogéis apresentam boa citocom-
patibilidade. Os hidrogéis de PVA-Ma/SC apresentaram menores
taxas de inibicdo do crescimento celular quando comparados aos
respectivos hidrogéis de PVA-Ma. Tal contraste se intensifica
com a maior quantidade de SC no hidrogel. Isto pode ser expli-
cado pela natureza bioldgica do sulfato de condroitina, presen-

te nas proteoglicanas de matrizes extracelulares de células a-
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nimais, responsaveis pela aderéncia e fixacdo dessas células.
Comparadas com os controles, hd tendéncia de aumento na citoto-
xicidade dos hidrogéis com acréscimo valor de GS nos PVA-Ma

precursores.
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6 CONCLUSOES

Poli (dlcool vinilico) pode ser guimicamente modificado pela re-
acdo com metacrilato de glicidila em DMSO usando TEMED como ca-
talisador. A reacdo, caracterizada por RMN H e 13C, ocorre ex-
clusivamente por transesterificacdo com a adicdo de grupos me-
tacriloila, do GMA, e podem ser obtidos diferentes graus de

substituicdo, GS.

Dentre os fatores estudados, atmosfera de N;, tempo de reacdo e
temperatura, a atmosfera de N, ndo mostrou, nas condicdes estu-

dadas, influéncia significativa no valor de GS.

As melhores condicgdes de tempo e de temperatura para a reacdo,
obtidas por RSM, foram cerca de 6 horas e 62 °C, respectivamen-
te. Nestas condigdes, a dependéncia de GS com a razdo molar

[-OH (PVA) /GMA] é linear até o valor de (1/0,25).

O PVA modificado, PVA-Ma, com GS 2,5, 3,5 e 5,0 % pode ser re-
ticulado em meio aquoso formando hidrogéis. Ainda, podem ser
obtidos hidrogéis, do tipo semi-IPN, de PVA-Ma contendo dife-

rentes teores de sulfato de condroitina, SC.

Os hidrogéis de PVA-Ma e de PVA-Ma/SC com até 20 % de SC (em
massa) apresentaram boas propriedades mecédnicas, com valores de

médulo de elasticidade, E, entre 63 e 126 kPa.



93

Os graus de intumescimento, Q, dos hidrogéis em FSI e em FSG
diferem dos obtidos em &dgua destilada. A diferenca foi atribui-
da, em parte, aos grupamentos ionizédveis do SC nesses diferen-

tes meios.

Os hidrogéis apresentam mecanismo de transporte andémalo no ins-
tumescimento, com contribuicdo da difusd&o do solvente e do re-

laxamento das cadeias.

Nas condig¢des estudadas, pH 1,2 e 7,5, os hidrogéis n&o apre-
sentaram sinais aparentes de degradacdo em até 150 horas de i-

mersao.

Os hidrogéis de PVA-Ma/SC apresentaram menor citotoxicidade se
comparados com os hidrogéis de PVA-Ma. H& tendéncia de aumento
na citotoxicidade dos hidrogéis com acréscimo valor de GS nos

PVA-Ma precursores.

Assim, conclui-se que os hidrogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC desen-
volvidos nesta tese apresentam potencial para serem aplicados
na area farmacéutica como carreadores para liberacdo de farma-

cos.
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Sugestoes de Estudos Futuros

v Complementacdo dos estudos de citotoxicidade dos hidrogéis
por crescimento de células tipo VERO pela avaliacédo da

morfologia das células.

v' Obtencdo de hidrogéis de PVA-Ma e PVA-Ma/SC com outros ti-

pos ou processos de iniciacdo, por exemplo luz UV.

v Incorporacdo de farmacos-modelo e estudos de liberacdo in

vitro e in vivo.
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