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RESUMO

HIDROGEIS NANOCOMPOSITOS TERMOSSENSIVEIS APLICADOS NO
CRESCIMENTO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E
CONDROCITOS PARA A ENGENHARIA TECIDUAL. Os hidrogéis injetaveis
ganharam destague no campo da engenharia tecidual pois fornecem um veiculo
terapéutico minimamente invasivo. No entanto, tempo de gelificacdo prolongado,
instabilidade das propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade e restrita investigacao
in vitro e in vivo ainda inviabilizam esses biomateriais na pratica clinica. Neste
estudo, foi proposto a sintese de nanocompositos a base do polimero termossensivel
poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) como potenciais biomateriais injetaveis para
engenharia de tecido cartilaginoso devido a sua biocompatibilidade e capacidade de
gelificar em temperatura fisiologica. Combinado com o poli(acetato de vinila)
(PVAC) e nanofibras mesoporosas de silica modificadas (SiO,-MPS), foi possivel
obter nanocompasitos termossensiveis pela polimerizacdo in situ dos monémeros na
presenca de SiO,-MPS, com transicdo de fase difusa em temperaturas abaixo da
fisioldgica, o que possibilitaria sua aplicacdo como biomaterial injetavel. Além disso,
0Ss materiais apresentaram propriedades reoldgicas superiores na presenca de SiO,-
MPS e PVAc e dependentes da concentracdo dos hidrogeis e da temperatura,
resultando em uma estrutura interconectada homogénea entre as cadeias poliméricas
ligadas covalentemente com a SiO,-MPS. A avaliacdo da atividade bioldgica dos
materiais demonstrou que eles foram biocompativeis com células-tronco
mesenquimais (CTMSs) e condrécitos (CDs). Ademais, os hidrogéis de PNVCL e
PNVCL com 1 % de SiO,-MPS mantiveram o fendétipo de CDs, sustentaram a
diferenciacdo condrogénica de CTMs e a secrecdo de componentes da neocartilagem.
Assim, esses estudos demonstram as distintas propriedades que nanocompaositos a
base de polimeros termossensiveis sdo capazes de desempenhar, ampliando suas

perspectivas de aplicacdo principalmente na area de engenharia tecidual.
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ABSTRACT

THERMOSENSITIVE NANOCOMPOSITE HYDROGELS APPLIED TO THE
GROWTH OF MESENCHYMAL STEM CELLS AND CHONDROCYTES FOR
TISSUE ENGINEERING. Injectable biomaterials have gained prominence in tissue
engineering since they present a minimal invasive option for therapeutic delivery.
However, longer gelation time, instability of physicochemical properties,
cytotoxicity and scarce in vitro and in vivo studies limited these biomaterials for
clinical practice. In this study, it was proposed the in situ synthesis of
nanocomposites based on the thermosensitive polymer poly(N-vinylcaprolactam)
(PNVCL) as potential injectable biomaterials for cartilage tissue engineering due to
their biocompatibility and ability to gel at physiological temperature. The
combination of PNVCL with poly(vinyl acetate) and modified mesoporous silica
nanofibers (SiO,-MPS) enabled obtaining thermosensitive nanocomposites with a
diffuse phase transition below the room temperature, suitable for application as
injectable biomaterials. In addition, the materials exhibited higher rheological
properties in the presence of SiO,-MPS and PVAc, and dependent on the
concentration of the hydrogels and the temperature, which resulted in an
interconnected structure formed between the polymer chains covalently bonded to
SiO,-MPS. The evaluation of the biological activity of the materials demonstrated
that they were biocompatible with mesenchymal stem cells (MSCs) and
chondrocytes (CDs). Additionally, hydrogels of PNVCL and PNVCL with 1 % of
SiO,-MPS  maintained the chondrocytes phenotype, induced chondrogenic
differentiation of MSCs and secreted neocartilage components. Therefore, these
studies demonstrate the distinct properties that nanocomposites based on
thermosensitive polymers can perform, expanding their perspectives of application,

especially as injectable biomaterials in tissue engineering.
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1 - INTRODUCAO

Com o passar dos anos, avangos no desenvolvimento de materiais
sintéticos, técnicas cirurgicas e métodos de esterilizacdo permitiram o surgimento de
biomateriais para melhorar a qualidade de vida, estendendo funcionalidades
essenciais do sistema corpéreo como também seus ciclos de vida 2. Atualmente, a
medicina ja emprega diversos procedimentos cirdrgicos e de tratamento que fazem
uso dos biomateriais como em dispositivos cardiovasculares (marcapasso e stent),
em aplicacdes oftalmoldgicas (lentes de contatos e proteses de retina), aplicacdes
dentarias e ortopédicas (implantes, substratos para engenharia de tecidos),
biosensores, suturas, curativos para queimaduras e peles artificias, como também em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos 3. Notoriamente, ramos da medicina
regenerativa e engenharia de tecidos possuem uma grande demanda de novos
biomateriais a medida em que ainda existem determinadas patologias que ndo podem
ser tratadas com procedimentos e medicamentos tipicos, além das abordagens
tradicionais comumente apresentarem altos custos #°. Esse cenario ainda é agravado
pelo crescente envelhecimento populacional, cuja estimativa em 2025 € de cerca de
1,2 bilhdo de pessoas com mais de 60 anos no mundo, podendo chegar a dois bilhGes
de idosos em 2050 °.

A natureza dos materiais utilizados em aplicacbes biomédicas
compreende metais, ceramicas, polimeros e seus respectivos compositos (material
multicomponente em que pelo menos um dos componentes encontra-se como uma
fase continua), dependendo da funcionalidade e das propriedades que sdo
requisitados a desempenhar . Entre eles, os polimeros exibem papel central no
desenvolvimento de biomateriais funcionais em funcdo dos avangos em
metodologias sintéticas que permitiram a producdo de polimeros com diversos

constituintes quimicos, estruturas, propriedades e aplicaveis em varias condi¢6es do
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meio fisioldgico 7. Diversos estudos empregam biomateriais poliméricos na forma
de substratos tridimensionais (scaffolds) e sistemas injetaveis, representados
principalmente pelos hidrogéis >81° Estes sdo utilizados na engenharia tecidual,
principalmente por apresentar propriedades fisico-quimicas e mecanica adequadas
para ser implantado em diferentes tecidos de interesse, como por exemplo
maleabilidade/elasticidade, absorcdo de 4gua em sua estrutura e geometria ajustavel
de acordo com o local de aplicagdo 11, Particularmente, sistemas injetaveis formam
estruturas tridimensionais das cadeias poliméricas em resposta a estimulos externos,
como a temperatura fisiologica, o que permite sua aplicacdo in vivo de maneira
minimamente invasiva e a estruturacdo do hidrogel no local de interesse.

Apesar do grande potencial de hidrogéis responsivos a estimulos, esses
sistemas demonstram baixas propriedades mecénicas e liberacdo relativamente
rapida de farmacos hidrofilicos ou ineficiente incorporacdo de farmacos
hidrofébicos, o que pode limitar sua aplicacdo %4, Na busca de biomateriais que
desempenham multifungbes e superam essas limitagcbes, surgiram 0S
nanocompositos de hidrogéis. Nanocompdsitos sdo compdsitos em que pelo menos
um dos seus componentes apresenta no minimo uma dimensao nanométrica. Quando
nanoparticulas inorganicas sao inseridas em matrizes poliméricas como os hidrogeis,
obtém-se nanocompdsitos com propriedades fisico-quimicas e funcionalidades
ajustaveis. Além disso, a natureza da nanoparticula incorporada podera regular o
estimulo para liberacdo de farmacos em condigdes fisioldgicas especificas como
também permite o transporte de farmacos hidrofébicos ou desempenha variadas
funcdes. O desenvolvimento desses hidrogeis hibridos amplia as perspectivas da
criacdo de biomateriais com respostas moleculares e fisiolégicas especificas 2.

Embora os nanocompositos sejam amplamente conhecidos e aplicados
em varios setores industriais, na area biomeédica, especialmente a base de hidrogéis,

poucos estudos foram publicados até 0 momento. Com isso, ha ainda a necessidade
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de novas pesquisas para a compreensdo das interacdes existentes entre as
nanoparticulas e as cadeias poliméricas no hidrogel, a fim de adequar suas
propriedades a especificas aplicacoes 2.

Nesse contexto, neste estudo buscou-se a obtencdo de nanocompositos
a base do hidrogel poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) e nanofibras mesoporosas de
silica. Enquanto PNVCL é responsivo a temperatura fisiolégica e ainda pouco
empregado na area de engenharia tecidual, as nanofibras mesoporosas de silica sdo
biocompativeis, atuam como agentes de reforco e podem ser obtidas com controle
de tamanho e a presenca de grupos funcionais ligados covalentemente a sua
superficie. Avaliou-se como a associagao sinergica desses componentes pode alterar
as propriedades e as interacbes macromoleculares dos hidrogéis a base de PNVCL,
como também a biocompatibilidade e a capacidade de atuarem como biomateriais na

engenharia tecidual.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Biomateriais polimericos

Os biomateriais, segundo a defini¢do da IUPAC, sdo materiais aplicados
em contato com tecidos vivos, organismos ou microorganismos. Eles devem ser
biocompativeis (materiais que em contato com um sistema vivo ndo produzem
efeitos prejudiciais indesejados) e podem ser constituidos por materiais ceramicos,
metalicos, poliméricos e compdsitos, de origem natural ou sintética . Os
biomateriais sdo aplicados de forma direta, suplementar ou por substituicdo de
tecidos do corpo >*° e segundo MAYER et al. ¢, eles podem ser superficialmente ou
estruturalmente compativeis. Na primeira, deve-se considerar as propriedades
quimicas, fisicas, biologicas e a morfologia superficial do implante. Ja na
compatibilidade estrutural inclui-se principalmente o desempenho mecanico do
material, como o mddulo elastico, tenacidade, rigidez, entre outros, além das
propriedades de interface e o modelo do implante. Quando ambas as
compatibilidades séo obtidas, € alcangada uma Gtima interacéo entre o biomaterial e
0 organismo 1.

Historicamente, o emprego desses materiais € relatado desde as
civilizagGes antigas, como os olhos, dentes, orelhas e narizes artificiais encontrados
nas mimias egipcias . Hoje em dia, biomateriais sdo estudados e utilizados para
aperfeicoar e criar diversos métodos terapéuticos, tais como o controle espacial e
temporal da liberagédo de farmacos, na engenharia de tecidos, na estimulacdo do
processo de cicatrizacdo de tecidos e na medicina regenerativa ’. Os biomateriais
poliméricos sdo os mais empregados na medicina devido a facilidade de serem
sintetizados e processados em estruturas, formas e morfologias variadas, como
também com amplas propriedades mecénicas e fisico-quimicas para aplicacdes

especificas %17, Diversos polimeros sdo estudados para fins biomédicos, entre eles
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0s polimeros naturais obtidos a partir de diferentes fontes tais como animais, vegetais
e 0 DNA (colageno, fibronectina, agarose, quitosana, acido hialurénico, alginatos,
etc) com estruturas biocompativeis. Porém, o emprego de polimeros naturais pode
ser dificultado pela variabilidade dos polimeros de diferentes fontes e a presenca de
substancias citotdxicas quando nao for origindrio de mamiferos, causando reacdes
inflamatérias do tecido >%819, J4 os polimeros sintéticos podem ser sintetizados com
composicdo, taxa de degradacdo e propriedades fisico-quimicas e mecanicas
ajustaveis. Dentre eles, os mais estudados sdo os poli(etileno glicol) (PEG),
poli(hidroxietil metacrilato) (PHEMA), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm),
poli(alcool vinilico) (PVA), poliacrilamida, poli-e-caprolactona (PCL), entre outros
5920 S3o utilizados também materiais sintéticos e naturais combinados, podendo
resultar em uma copolimerizacdo em blocos ou por enxerto entre 0s monémeros,
oligdbmeros e polimeros correspondentes ou apenas uma interacéo fisica entre eles.
Com isso, € possivel combinar a biocompatilidade de polimeros naturais e as
propriedades fisico-quimicas dos sintéticos >°. Por exemplo, multicamadas
degradaveis de PEG e 4cido poli(acrilico) sobre um substrato de agarose
apresentaram uma liberacdo controlada de proteinas por tempo prolongado,
necessaria para promover a regeneracdo e integracdo de celulas do sistema
nervoso 2.

Além da natureza quimica do polimero, outras caracteristicas séo
necessarias para que ele atue como um biomaterial. WICHTERLE e LIM 2
descreveram no inicio da década de 60 a necessidade de criar sistemas poliméricos
compativeis com o sistema fisiologico, pois até aquele momento, a aplicacdo de
polimeros para uso aloplastico e protético resultavam em pouca compatibilidade com
tecidos vivos, irritacdo do local e até crescimento de tumores 2. Os autores
descreveram que polimeros com grupos hidrofilicos, ligacOes reticuladas inertes

frente aos processos bioldgicos comuns e que permitissem tanto a absorcédo de agua
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como a permeacdo de metabolicos fisiolégicos em seus poros apresentavam boa
compatibilidade e auséncia de resposta inflamatdria 22. Esses sistemas poliméricos
foram posteriormente chamado de hidrogéis, e sdo atualmente 0s suportes
poliméricos mais utilizados para fornecer as condicBes necessarias para a
sobrevivéncia da célula e para a formacéo do tecido. Em razdo da rede formada pela
reticulacdo das cadeias poliméricas, o hidrogel é capaz de absorver agua ou fluidos
bioldgicos e intumescer mais de 1000 vezes o seu peso seco inicial 224, preservando
sua estrutura original. As interacGes responsaveis pela absorcdo de agua incluem as
forcas de hidratacdo e capilares, e a variagdo da pressdo osmotica, contrabalancadas
pelas forcas exercidas pelas cadeias polimericas em resistir a expansdo. O grau de
intumescimento no estado de equilibrio dependera da magnitude dessas forcas e
determinardo juntamente com a natureza quimica e morfologia da rede polimérica as
propriedades de difusdo, de transporte e resisténcia mecanica 2>%,

Com a evolucdo das pesquisas nesse campo, inumeros hidrogéis foram
criados e classificados de acordo com a natureza polimérica (natural ou sintética),
estrutura da rede formada entre as cadeias poliméricas, tipo de reticulacdo (por
interagdes covalentes ou fisicas), presenca de cargas (idnicos, ndo idnicos e
anfoteros) e degradabilidade. As distintas estruturas macromoleculares que
compdem os hidrogéis estdo representadas na Figura 2.1, e podem ser constituidas
por um uanico polimero (Figura 2.1a); por redes interpenetrantes (IPNs) que
interagem entre sim por ligacao ndo covalentes e precisam ser rompidas para separar
0s componentes (Figura 2.1b); por redes semi-IPNs que consistem em uma rede
reticulada com polimeros entrincheirados na rede (Figura 2.1c); por uma rede dupla
que consiste de duas redes com propriedades mecanicas significativamente
diferentes reticuladas conjuntamente (Figura 2.1d); por dois materiais reticulados na
mesma rede e com mecanismos similares (Figura 2.1e); ou por ligacdes reversiveis

que adicionam um comportamento dindmico aos hidrogéis (Figura 2.1f) %/,

21



a) Hidrogéis tradicionais b) IPNs c) semi IPNs

d) Redes duplas ¢) Redes reticuladas f) Hidrogéis reversiveis

Vi o

— e
r~_~ redes primarias W polimero secundario M interacao dinamica

./ redes secundarias ’ ligacao covalente

FIGURA 2.1 - Representacdo demonstrada por VEGA et al. 2’ das diferentes
estruturas de hidrogéis encontradas, desde redes tradicionais de um unico polimero
(a), até aquelas que incluem redes multiplas (b, ¢) e misturas de polimeros (d-f).

Redes duplas podem ser interligadas, mas isso ndo é um requisito.

Assim, a natureza quimica, a estrutura da rede da cadeias poliméricas e
0 estado de equilibrio dos hidrogéis sdo responsaveis por varias propriedades
importantes, tais como resisténcia mecéanica, de transporte e de degradacdo 282,
Quando degradaveis no ambiente fisioldgico, os sistemas poliméricos resultam em
moléculas menores em decorréncia das reacGes de hidrélise, protedlise, ou por acéo
enzimatica, permitindo que o tecido em crescimento substitua o implante

preenchido °%-32, Essas caracteristicas adaptaveis permitem mimetizar o ambiente
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tridimensional da matriz extracelular com distintas propriedades fisico-quimicas,
como também incorporar componentes e direcionadores bioquimicos e
biofisicos 1833,

Uma das maiores vantagens de se utilizar hidrogéis € que muitos deles
podem ser planejados para serem injetaveis por técnicas minimamente invasivas via
seringas e cateteres 3. Uma vez inseridos, ocorrera a formacéo do hidrogel in situ,
como ilustrado na Figura 2.2. A gelificacdo pode ocorrer pela variacdo de algumas
propriedades fisicas como o pH, a temperatura, a concentracéo iénica, ou por reaces
quimicas, resultando em reticulacdes formadas por ligacdes covalentes ou interacGes
fisicas. Os hidrogéis reticulados covalentemente serdo formados ap0s seus materiais
precursores no estado liquido sofrerem reagdes quimicas, como as reacdes click, de
adicdo de Michael, fotopolimerizacdo, etc., como exemplificado na Figura 2.3,
porém podem sofrer dissolucdo quando inseridos in vivo devido a uma baixa cinética
de gelificacdo 28. Por outro lado, hidrogéis fisicamente reticulados alcangam o estado
de gel pela alteracdo de forcas intermoleculares tais como ligac6es de hidrogénio,
van der Waals e eletrostaticas, e pela formacdo de compostos de inclusdo (por
exemplo as interagbes hospede-hospedeiro) e de complexos 2634, Estas alteracdes
podem ocorrer pelo arranjo interno dos préprios polimeros ou podem ser induzidas
por estimulos externos como a temperatura, o0 pH, o campo elétrico, a radiacéo, a
presenca de moléculas especificas, entre outros. Nesses casos, quando o material
responde a esses estimulos, os materiais sdo chamados de polimeros inteligentes 3,
As principais vantagens de utilizar esses materiais injetaveis sdo a moldabilidade, a
adaptacdo a defeitos de forma, a aplicacdo in vivo de maneira menos invasiva do que
tradicionais procedimentos cirargicos e a possibilidade de encapsularem células e
farmacos. Essas caracteristicas conferem menores cicatrizes, menor sofrimento
durante o tratamento e a reducdo do tempo de recuperacdo dos pacientes *7.

Entretanto, hidrogéis reticulados fisicamente podem ter reduzidas propriedades
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mecanicas comparadas as obtidas para hidrogéis ligados covalentemente, e assim

limitar sua aplicacdo quando se deseja propriedades mecanicas especificas 8.
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FIGURA 2.2 - Esquema desenvolvido por YU e DING * de como um hidrogel
injetavel que apresenta uma transigdo sol-gel em fungéo da temperatura (Tge) pode

ser introduzido in vivo.

Hidrogéis fotoreticulados Reacio de adicio de Michael Reacdes click
7 S
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hospedeiro Interagdes idnicas pH/temperatura
by

FIGURA 2.3 - Representacdo apresentada por NGUYEN et al. 2 de hidrogéis

reticulados por ligacdes covalentes e interaces fisicas.
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Os hidrogéis fisicamente reticulados que respondem ao estimulo de
temperatura sdo estudados principalmente no ramo biomédico. Mais conhecidos
como polimeros termossensiveis, a temperatura € o Unico estimulo para a sua
gelificacdo, sem a necessidade de tratamentos quimicos ou ambientais adicionais.
Assim, a sua gelificacdo ocorre apos a injecdo do material no tecido alvo devido a
mudanca da temperatura ambiente para a fisiolégica °%%. Os polimeros
termossensiveis sdo inicialmente dispersos e solvatados em meio aquoso e gelificam
durante o aquecimento do sistema quando este alcanga temperaturas acima da
temperatura critica inferior de solubilidade (LCST) %. Esta solidificacéo é observada
quando ocorre uma transicdo de um estado onde as cadeias se encontram solvatadas
e sdo denominadas de coils, para um estado onde elas se encontram na forma de
aglomerados, denominados de glébulos. Esta transicdo € acompanhada pela
separacdo de fases e pode ser explicada pela evolugcdo de duas etapas “%4%,
Inicialmente a ligacdo de hidrogénio entre as cadeias poliméricas e as moléculas de
agua sdo gquebradas. Na segunda etapa, as intera¢6es intermoleculares do polimero
levam a sua auto-agregacéo e posteriormente a uma separagéo de fase 1. Assim, em
temperaturas abaixo da temperatura de transicdo, as cadeias poliméricas estdo
solvatadas pelas moléculas de agua, porém o fornecimento de energia tende a
aumentar as forcas de atracdo entre estas, que se aglomeram e consequentemente,

expulsam as moléculas de agua #.

2.2- Poli(N-vinilcaprolactama)

Entre os polimeros termossensiveis conhecidos, o poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAm) é o mais estudado para aplicacdes terapéuticas, cuja
LCST é proxima a 32 °C “3%4, Entretanto, ele apresenta algumas desvantagens

relacionadas a sua ndo biodegradabilidade e a sua hidrolise em condigdes acidas,
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produzindo compostos toxicos de amida . Alternativamente, o poli(N-
vinilcaprolactama) (PNVCL) possui caracteristicas similares ao PNIPAmM e é um
anédlogo quimico da polivinilpirrolidona (PVP), amplamente empregada para fins
farmacéuticos #4647, Apesar de ser menos popular que o PNIPAm, associado a
dificuldade do controle da sua sintese *, o interesse no PNVCL se origina da sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade e auséncia de amidas toxicas como produto da
degradacdo na hidrélise em meio acido “°*°. Além disso, o PNVCL apresenta uma
LCST proxima a temperatura fisiologica e encontrada no intervalo entre 32 e 37 °C
152 Dessa forma, este polimero apresenta intimeras aplicacdes biomédicas e é
estudado principalmente no transporte e na libera¢do controlada de farmacos, e na
microencapsulacdo de enzimas 3% Porém, ainda é quase inexplorado como
suporte para crescimento celular % e na reconstrucéo de tecidos 4%,

O PNVCL é um polimero derivado do monémero N-vinilcaprolactama,
disponivel comercialmente, comumente polimerizado pelo processo convencional de
polimerizacédo radicalar. Esta polimerizacdo ocorre via uma reacdo em cadeia e
tipicamente emprega-se o iniciador radicalar 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN).
Este iniciador sofre uma decomposicdo térmica e gera radicais livres que reagem
com os mondmeros poliméricos, transferindo-os esses radicais na etapa conhecida
como iniciacdo °*® (Figura 2.4). Esses mondmeros se tornam centros reativos e a
polimerizacéo ocorre pela propagacéo do centro reativo pelas adi¢6es sucessivas de
monOmeros em uma reacdo em cadeia (Figura 2.5). A polimerizagdo em cadeia,
comumente observada em mon6émeros vinilicos, tem como caracteristica o
crescimento do polimero a partir do monémero gque reage apenas com 0O centro
reativo, o que resulta em polimeros com alta massa molar mesmo em diferentes
porcentagens de conversdo. O crescimento da cadeia polimérica cessa quando o
centro reativo é destruido por uma ou mais reaces de terminacdo (Figura 2.6),

geralmente pelo combinacédo de dois radicais (Figura 2.6a) ou pela desproporc¢éo
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(menos usual), na qual o hidrogénio de um radical é transferido para o outro radical
(Figura 2.6b) 5758,

Iniciacao y
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FIGURA 2.4 - Representacdo da etapa de iniciacdo da polimerizacdo radicalar do
PNVCL na presenca do iniciador AIBN.

Propagacao

FIGURA 2.5 - Representacdo da etapa de propagacédo da polimerizacéo radicalar do
PNVCL.
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FIGURA 2.6 - Representacdo da etapa de terminacdo por combinacdo (a) ou

desproporcgéo da polimerizacgéo radicalar do PNVCL.

A polimerizacdo radicalar pode ser conduzida em bulk, em suspensao,
em solucéo e em emulsdo. Enquanto a polimerizacdo em bulk é a mais dificil de se
controlar uma vez que ocorre 0 aumento da viscosidade e ma dissipacéo do calor de
reacdo, as outras trés ocorrem na presenca de solventes, que reduzem a viscosidade
do sistema e contribuem para uma transferéncia de calor eficiente. Entretanto,
algumas desvantagens tambeém estdo presentes como as polimerizacbes em
suspensao e em emulsdo podem conter residuos dos estabilizantes empregados, como
a polimerizacdo em solucéo pode sofrer transferéncia de cadeia para o solvente *°.

O PNVCL obtido pela polimerizacdo radicalar geralmente apresenta
uma larga distribui¢do da sua massa molar uma vez que seus monémeros na presenca
do iniciador radicalar formam espécies radicalares com reatividade e taxa de
propagacéo altas devido a sua natureza ndo conjugada (auséncia de estabilizagcdo por

ressonancia) e grupos pendentes doadores de elétrons . A fim de controlar a massa

28



molar do PNVCL e a distribui¢do da sua massa molar, empregam-se técnicas para
o0 controle da polimerizacdo radicalar, como a transferéncia reversivel de cadeia por
adicdo-fragmentacdo (RAFT) 1, a polimerizacdo radicalar por transferéncia atdmica
(ATRP) °2, a polimerizacédo radicalar mediada por complexos organometalicos 3,
entre outros. Pelas diferentes formas de se obter o PNVCL a partir da polimerizacéo
radicalar, este polimero € relatado na literatura com diversas arquiteturas poliméricas
por meio de copolimeros aleatorios, copolimeros em bloco, copolimeros enxertados,
microgéis, e nanogéis (Figura 2.7) *, com a finalidade de desempenhar funcdes

diversificadas 46:48:64-66,

Nanogéis
Copolimeros
estatlstlcos
Hidrogéis
/\
/‘(\(‘)\ Camadas
Copolimeros
em bloco f}_‘
N e
———
—"A H,0
Agentes
terapéuticos "o
4
Micelas
Copolimeros
enxertados

FIGURA 2.7 - Representacédo desenvolvida por CORTEZ-LEMUS e CLAVERIE
do poli(N-vinilcaprolactama) sintetizado em diferentes estruturas para aplicacdes

variadas.
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O PNVCL exibe um comportamento classico de transicdo de fase de
acordo com a teoria de Flory-Huggins (Tipo I), cuja LCST diminui tanto com o
aumento do comprimento da cadeia quanto com a concentracdo do polimero. Por
outro lado, o PNIPAmM exibe uma miscibilidade do Tipo Il e sua LCST é
independente da massa molecular e é pouco afetada pelas condi¢cGes do meio “°,
sendo geralmente modificada pela presenca de comondmeros. Assim, a LCST do
PNVCL pode ser alterada para temperaturas mais baixas ou mais altas apenas
alterando a composicdo quimica do sistema com a adicdo de sais ©, diferentes
solventes, comondmeros %% surfactantes “° ou mesmo mudando a estrutura do
polimero ou sua massa molar (M) 7. A possibilidade de valores variaveis de
LCST permite a aplicacdo do PNVCL para diferentes faixas de temperatura. Pela
polimerizacéo radicar do PNVCL é possivel obter diferentes valores de M,, a partir
do controle da razdo de mondmero/iniciador radicalar e converséo do monémero no
meio e tempo reacional utilizados °. LAUKKANEN et al. " estudaram a
dependéncia da LCST com M,, avaliada entre 21x10% a 1500x10° g mol™. Nessa
faixa estudada, a LCST variou de 31 °C para 38 °C para as amostras de maior e
menor massa molar, respectivamente. JA& VIHOLA et al. 7" investigaram a
citotoxicidade in vitro de PNVCL sintetizado com distintas massas molares e
copolimerizado com cadeias anfifilicas de diferentes polimeros. A citotoxicidade foi
determinada utilizando-se células intestinais e células pulmonares nas temperaturas
abaixo e acima da LCST, em diferentes tempos de incubacéo e concentracdo dos
polimeros. Observaram que tanto o PNVCL com massas molares de 330x10°,
1300x10° e 1500x10° g mol?, quanto o copolimero de PNVCL e polietilenoglicol
(PEG) com 300x10%® g mol?, foram bem tolerados. Além disso, PNVCL com
diferentes massas molares ndo apresentou variagdo em sua citotoxicidade. No
entanto, o polimero mais hidrofébico, PNIPAm, com 156x10° g mol? produziu a

maior citotoxicidade celular a 37 °C, e os monomeros N-isopropilacrilamida, N-
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vinilcaprolactama e o oligdbmero de PEG mostraram ser mais citotoxicos que 0s seus
polimeros correspondentes 7.

A LCST de copolimeros termossensiveis também é fortemente
influenciada pela natureza hidrofilica ou hidrofébica dos comonémeros utilizados e
assim diversos copolimeros a base de PNVCL ja foram propostos na literatura 4.,
Além disso, a presenca de comondmeros pode ajustar o tamanho dos hidrogéis (de
nandmetros até micrdmetros) com uma grande variedade de estruturas, e adicionar
funcionalidades de superficie para acomodar moléculas especificas, caracteristicas
especialmente interessantes para sistemas de liberacdo controlada de farmacos 7,

Entre os diferentes comondmeros estudados, o acetato de vinila (VAC)
destaca-se por ser o mondmero precursor do poli(acetato de vinila) (PVAC), polimero
amplamente empregado na industria na fabricacdo de emulsificantes de resina,
adesivos, tintas e téxteis, pois apresenta alto teor de adesdo, € inodoro e néo
inflamavel 8. J4 no campo de biomateriais, PVAc tem se destacado pela sua
biocompatibilidade, moldabilidade, degradacéo lenta e sem liberacéo de subprodutos
toxicos "8 Em vista da variedade de funcdes que PVAc desempenha, alguns estudos
descrevem a sintese de copolimeros de PNVCL e PVAc %%2, O principal objetivo
nesses estudos foi a sintese de estruturas com massa molar e polidispersividade
controladas. Além disso, investigaram a composicdo do copolimero formado
considerando as reatividades de cada mondmero e seu efeito no comportamento
termossensivel do copolimero, cuja LCST reduziu com 0 aumento da composi¢éo de
PVAc segundo o seu carater mais hidrofébico. Entretanto, as propriedades
mecanicas, fisico-quimicas e bioldgicas ndo foram investigadas nesses trabalhos, o
que dificulta avaliar o desempenho desses copolimeros em aplicacbes como
biomateriais.

Quando combinado em outros copolimeros, PVAc revela sua

citocompatibilidade e sua potencial contribuicdo em aplicacdes biomédicas, como na
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formacdo de membranas para hemodialise na presenca de quitosana 8 e de
membranas obtidas por eletrofiagdo para engenharia tecidual . Copolimeros
anfifilicos a base de PVAc, PNVCL e PEG (Soluplus®) ja sdo comercializados pela
BASF como um veiculo de encapsulamento e transporte de farmacos pouco soluveis.
Eles demonstraram a capacidade de solubilizar diversos farmacos com
biodisponibilidade eficiente quando administrados por via oral, além da
possibilidade de serem fabricados pelo processo de extrusdo por fusdo a quente 3,
Apesar do caracter mais hidrofébico de PVAc, ele se hidrata parcialmente em agua
e combinado com polivinilpirrolidona permitiu a entrega controlada de farmacos
insolliveis em agua 8. PVAc apresenta também compatibilidade quimica com
diversos polimeros e compostos inorganicos, ampliando as aplicacBes desses
materiais %, Como por exemplo, ABDAL-HAY et al. ® prepararam
nanocompositos de PVAc e hidroxiapatita por eletrofiagdo como recobrimentos
adesivos para implantes de titdnio para regeneracdo tecidual. A presenca do
nanocomposito aumentou a resisténcia a corrosao de substratos de titanio, como

também melhorou a adesao, a viabilidade e o crescimento celular de osteoblastos.

2.3- Nanocompositos poliméricos

Em um cenario de crescimento da populacdo idosa e de doencas
crbnicas existe uma alta demanda por materiais multifuncionais na area biomédica,
especialmente na engenharia de reconstrucéo de tecidos 8. A utilizacdo de materiais
nanocompositos biocompativeis associa a flexibilidade, da moldabilidade dos
materiais poliméricos com a resisténcia mecanica, propriedades magnéticas, elétricas
e Opticas das nanoparticulas de natureza inorganica. Essas novas caracteristicas
adquiridas pela combinacdo sinérgica dos componentes podem desempenhar

propriedades Unicas em diversos campos de pesquisa %. No entanto, na éarea
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biomédica, a formacdo de materiais hibridos ainda € pouco explorada e o0s
componentes sdo geralmente estudados isoladamente, em que nanoparticulas sao
empregadas principalmente na entrega de farmacos e agentes de contrastes e 0s
hidrogéis na engenharia tecidual 2. A associacdo dos componentes resultaria desde
a resposta a estimulos induzidos pelo tipo de nanoparticula, quanto a entrega
prolongada de farmacos, incluindo os hidrofobicos e principalmente a geracdo de
sistemas multirresponsivos e multifuncionais 2. Afim de alcancar essas variadas
propriedades, primeiramente as interacbes existentes nesses hidrogeis
nanocompositos devem ser compreendidas para controlar suas propriedades fisico-
quimicas e biolégicas que governarédo suas aplicacoes.

Dentre as nanoparticulas utilizadas em biomateriais, a hidroxiapatita
apresenta excelente biocompatibilidade e uma estrutura quimica similar com a
porcdo mineral 6ssea humana 87-8°, Entretanto, implantes produzidos totalmente de
hidroxiapatita exibem uma baixa resisténcia a tracdo, ao impacto e a fadiga .
Quando utilizada como reforgco em materiais poliméricos, 0os nanocompositos de
hidroxiapatita na forma de whiskers ou fibras apresentam varias vantagens como
biocompatibilidade, inércia quimica, resisténcia a corrosao e alta resisténcia a
compressdo *2. Outro grupo de materiais recentemente estudado engloba os
nanotubos de carbono, cujas propriedades elétricas podem ser vantajosas em
circuitos cerebrais devido a sua capacidade de baixa impedancia e alta transferéncia
de carga %. Nanotubos de carbonos multilamelares levam também a melhores
propriedades mecénicas de nanocompositos aplicados como scaffolds, porém eles
nédo sdo biodegradaveis e seu desempenho in vivo ao longo do tempo ainda néo foi
avaliado . Outras nanoestruturas comumente estudadas sdo as argilas, como a
Laponita, utilizadas como carreadoras de farmacos ou de moléculas especificas em
seu espaco interlamelar. Por exemplo, KOSHY et al. % adsorveram proteinas nas

lamelas de Laponita e inseriram em uma matriz de hidrogel, resultando em
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nanocompositos injetaveis carreadores de proteinas com entrega sustentada e
localizada .

Ja a silica sintetizada por meio do método sol-gel, originalmente
descrito por STOBER et al. %, ganha destaque em diversas aplicacdes biomédicas
uma vez gque pode ser obtida na forma de complexas nanoestruturas. Variando-se o
processo de sintese é possivel controlar o tamanho, a morfologia, a porosidade, e as
propriedades estruturais dessas nanoparticulas. Além disso, as nanoparticulas de
silica sdo hidrofilicas, biocompativeis, estaveis quimicamente, e apresentam
resisténcia mecanica e termica. Elas também sdo facilmente modificadas
superficialmente por agentes de contraste, moléculas organicas e nanoparticulas
magnéticas, importantes para o tratamento e deteccdo de cancer e como agentes
antimicrobianos. Como exemplo da versatilidade dessa modificacdo superficial,
ZHANG et al. ¥ prepararam polimeros com distintas propriedades mecénicas e
memoria de forma a partir de microesferas de silica modificadas superficialmente
com policaprolactona e posteriormente reticuladas. J& na forma de nanofibras
mesoporosas de silica inseridas em nanocompaositos de hidroxipropilmetilcelulose
para fins biomédicos, aumentaram as propriedades mecanicas dos materiais em
ensaios de compressdo, como também ndo apresentaram citotoxicidade %. Além
disso, sua alta area superficial e volume de poros pode imobilizar anti-inflamatorios,
celulas de crescimento, agentes de contraste, moléculas fluorescentes e outras
nanoparticulas como o ouro, para aplicacdes em sensores e catalisadores %1%, Ainda,
com a possibilidade de producdo de estruturas do tipo casca/caroco, encontram
importante aplicacdo como veiculo de liberagdo de farmacos e como agente de
reforco de nanocompésitos 101195,

Embora véarios estudos avaliaram nanocompdsitos de diversos tipos e
composi¢Oes, nanocompaositos a base de PNVCL permanecem quase inexplorados.

Entre eles, é relatado a sintese de nanoparticulas casca/caroco de silica e ouro com
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recobrimentos a base de PNVCL #"1%, J4 CHANG et al. % demonstraram a
possibilidade da sintese de estruturas casca/caroco multisensiveis a partir de
nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com farmacos, recobertas com um
copolimero reticulado de PNVCL e acido metacrilico, e superficialmente
modificadas com polietilenoglicol. Este recobrimento permitiu tanto a difuséo
controlada dos farmacos como também degradou e liberou todo o medicamento em
um ambiente mais acido e redutor como encontrado no citossol de células
cancerigenas. Na forma de hidrogéis, PNVCL foi quimicamente reticulado na
presenca de celulose nanocristalina ou grafeno e seus nanocompositos apresentaram
superiores modulos de perda e de armazenamento nas analises reologicas obtidas por
SANNA et al. 49107,

Estes nanocompdsitos formados por polimeros e nanoparticulas
inorganicas podem ser preparados por distintos métodos de sintese, formando
materiais hibridos por interagcdes de van der Waals e eletrostaticas, como também
por ligacBes de hidrogénio e covalentes %1% As trés principais metodologias
empregadas para a sintese de nanocompositos sdo a simples mistura dos
componentes, a sintese in situ das nanoparticulas e a polimerizacéo in situ da matriz.
O metodo da simples mistura € o mais utilizado industrialmente, especialmente em
compositos com estruturas lamelares e em camadas, distribuindo-se ao longo da
matriz polimérica %1% Para os nanocompdsitos a base de silica empregam-se
principalmente os métodos de sintese in situ, onde a sintese da silica pelo método
sol-gel é feita na presenca do polimero. Este método frequentemente determina um
arranjo espacial bem ordenado das nanoparticulas geradas e a polimerizacdo do
mondmero pode ocorrer simultaneamente com a formacéo das nanoparticulas . Ja
no método de polimerizacéo in situ da matriz, o polimero € sintetizado na presenca
das nanoparticulas de silica dispersas no meio reacional. Para ocorrer a interacao

sinérgica entre 0s componentes inorganicos e organicos, comumente empregam-se
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técnicas de modificacdo superficial das nanoparticulas de silica que permitam sua
ligacdo com os mondmeros/polimeros. A partir desse método, € possivel melhorar a
miscibilidade, a compatibilidade e a interacdo entre os componentes, como tambem
resultar em uma distribuicdo homogénea das nanoparticulas na matriz polimérica %,
O 3-(trimethoxisilil)propil metacrilato (MPS) € um organosilano normalmente
ancorado a superficie de nanoparticulas de silica, pois adiciona grupos vinilicos
reativos que reagem com mondmeros poliméricos via polimerizacéo radicalar. MPS
tem sido empregado como agente de acoplamento na sintese de nanocompdsitos de
silica pela polimerizacdo em emulséo e no crescimento do recobrimento polimérico
em nanoparticulas casca(silica)/caroco(polimero) 104:105109.111

Assim, apesar dos eminentes avancos no desenvolvimento de
biomateriais, ainda existe uma escassez de nanocompositos formados por hidrogéis
injetaveis e nanoparticulas que exercam multifungbes. Especialmente, ndo sdo
relatados nanocompositos que associam polimeros termossensiveis e com
propriedades mecénicas advindas de nanoparticulas inorganicas, na geracdo de
biomateriais hibridos para a reconstrucdo de tecidos cartilaginosos. Dessa forma, a
hipdtese dessa tese foi avaliar e compreender se as propriedades fisico-quimicas,
estruturais, morfoldgicas, térmicas, reologicas e biologicas do PNVCL séo alteradas
pela adicdo de nanofibras mesoporosas de silica funcionalizadas e PVAc. Com a
finalidade de se obter nanocompdsitos termossensiveis, com transi¢ao de fase abaixo
da temperatura fisioldgica, que exibam superiores propriedades e multifuncdes para

o0 desenvolvimento de potenciais biomateriais injetaveis na engenharia tecidual.
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3—- OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo sintetizar nanocompositos injetaveis

resultantes da copolimerizacdo de PNVCL e PVAc na presenca de nanofibras

mesoporosas de silica para a obtencdo de materiais biocompativeis, que possam sem

empregados como scaffolds na engenharia tecidual. Para tanto, as principais metas

desse estudo foram:

Sintetizar hidrogeis de copolimeros de PNVCL e PVAc com composicdes
variadas dos monémeros, mantendo a temperatura critica inferior de solubilidade
abaixo da temperatura fisiologica (37 °C).

Estudar o efeito da concentracdo dos mondomeros na LCST dos hidrogéis
sintetizados.

Obter nanofibras de silica mesoporosas funcionalizadas com MPS que permitam
a ligacdo covalente com o hidrogel durante a polimerizacdo in situ, com a
finalidade de melhorar a distribuicdo das nanofibras na matriz polimérica e as
propriedades reologicas dos nanocompositos.

Caracterizar o comportamento termossensivel, estrutural e térmico dos
nanocompositos obtidos na presenca de diferentes concentracdes das nanofibras
de silica.

Analisar os materiais em testes in vitro para determinar sua citocompatibilidade
e a capacidade de induzir e suportar a producdo de componentes da matriz
extracelular da cartilagem para atuar como potenciais scaffolds na engenharia de

tecidos cartilaginosos.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1- Materiais

4.1.1- Sintese das nanofibras mesoporosas de silica

Para a sintese das nanofibras mesoporosas de silica empregou-se a
metodologia proposta por RAMBAUD et al. ®8. Inicialmente adicionou-se 0,6 g de
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB, Sigma-Aldrich > 99,5%), 0,06 g de acido
perfluoroctanoico (PFOA, Sigma-Aldrich 96%), 2,3 mL de uma solucéo 2 mol L
de hidroxido de sodio (Synth) e 300 mL de agua destilada em um bequer. Em seguida
adicionou-se 3,82 g de tetraetilortosilicato (TEOS, Sigma Aldrich 98%) e a mistura
foi agitada durante 2 h a 60 °C. Posteriormente, as nanofibras mosoporosas de silica
foram purificadas por trés repetidas etapas de lavagem em agua destilada e

centrifugacao a 7000 rpm por 4 min, e secas em estufa a 60 °C.

4.1.2- Remocéao de brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB)

Alguns trabalhos demonstraram que a presenca do surfactante CTAB
em certas concentracdes pode resultar em uma viabilidade celular reduzida 12113,
Dessa forma, CTAB foi removido das nanofibras mosoporosas de silica por extracao
alcoodlica éacida 4, Para isso, 1 g de SiO, foi disperso em 100 mL de metanol e
homogeneizado em uma cuba ultrassonica, seguido pela adicdo de 1 mL de &cido
cloridrico (HCI, Synth 37 % P.A.). O sistema foi mantido sob refluxo a 80 °C por 24
h, e as nanofibras foram purificadas por seguidas centrifugagdes a 7000 rpm por 4
min, lavagem com etanol e posteriormente com agua destilada, até atingir pH neutro,

e secas em estufa a 60 °C.
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4.1.3- Modificacdo superficial das nanofibras mesoporosas com 3-
(trimethoxisilil)propil metacrilato (SiO2-MPS)

Apbés a remogdo de CTAB, a modificagdo da silica com 3-
(trimethoxisilil)propil metacrilato (MPS, Alfa Aesar 98 %) foi realizada baseada no
procedimento descrito por ZHAO et al. **°. 1,0 g de silica foi disperso em 100 mL
de tolueno e homogeneizado em uma cuba ultrassonica. Em seguida adicionou-se 10
mL de MPS e o sistema foi mantido sob refluxo a 85 °C por 6 h. As nanofibras
modificadas obtidas (SiO,-MPS) foram purificadas por trés seguidas etapas de

lavagem em etanol e centrifugacdo por 4 min a 7000 rpm e secas em estufa a 60 °C.

4.1.4- Purificacdo dos reagentes precursores da polimerizacao

O iniciador radicalar 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN, Dupont) foi
previamente purificado por recristalizacdo em metanol para remover as impurezas
presentes. Para isso, adicionou-se 2,5 g do AIBN em 100 mL de metanol anidro. Esse
sistema foi aquecido a 60 °C até todos os cristais serem dissolvidos. A solugéo foi
filtrada, recolhendo o filtrado em outro frasco de Erlenmeyer, que foi evaporado até
aproximadamente metade do volume inicial, vedado e levado ao congelador por 4
dias. Os cristais incolores resultantes foram filtrados, secos a temperatura ambiente
e armazenados a -6 °C.

O monbmero acetato de vinila também foi purificado, pois contém
hidroguinona como inibidor de polimerizacdo na sua composi¢cdo que pode
atrapalhar a sintese e a reprodutibilidade do copolimero a ser formado. Para removeé-
la, colocou-se 100 mL de acetato de vinila em 20 mL de solucdo aquosa de hidroxido
de sédio (5 %, Synth). Com um funil de separacdo, recolheu-se o sobrenadante e
adicionou-se 20 mL de &gua destilada para remover vestigios de solucdo alcalina. O

mondmero foi posteriormente seco por contato com sais de sulfato de magnésio
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(Synth) por 3 horas. O desidratante foi removido por decantacdo e filtragcdo e o

monomero foi armazenado em geladeira ao abrigo de luz.

4.1.5-  Sintese dos polimeros e copolimeros

A sintese de PNVCL e dos copolimeros foi realizada baseada no
procedimento descrito por MEDEIROS et al.™, a partir da polimerizacdo radicalar
dos mondmeros N-vinilcaprolactama (NVCL, Sigma-Aldrich > 98%) e acetato de
vinila (VAc, Sigma-Aldrich >99%), nas proporcdes massicas de 10, 20 e 40 % de
VACc. 5,00 g de mondmeros NVCL e VAc foram inicialmente dissolvidos no solvente
dimetilsulfoxido (DMSO, Synth) na concentracdo méssica de 15 % e adicionado ao
reator (Figura 4.1), que em seguida foi aquecido a 70 °C e mantido sob atmosfera de
nitrogénio e agitacdo. Posteriormente, 0,01 g do iniciador radicalar AIBN (tempo de
meia vida a 70 °C é de 4,8 h *°) foi dissolvido em um pequeno volume do DMSO
total utilizado e gotejado durante 30 min. O sistema reacional foi mantido sob
agitacdo por 4 h e os polimeros resultantes foram purificados por quatro etapas de
centrifugacdo a quente a 10000 rpm por 1 min com agua destilada a 50 °C, e secos
em estufa a 50 °C por 48 h.
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Funil de adicdo com
equalizador de pressdo
(adicdo controlada de AIBN)

et Condensador

» Saidade gas N,

Entrada de gas N,

Reator de vidro

Circulagdo de .
encamisado

agua a 70 °C

FIGURA 4.1 - Reator utilizado para a sintese dos polimeros e dos nanocompdsitos e

que possibilita o controle da temperatura, atmosfera, adi¢do dos reagentes e refluxo.

4.1.6- Sintese dos nanocompdsitos
Os nanocompositos de PNVCL/PNVCL-PVAc e SiO,-MPS nas

concentracfes massicas de 1 % e 5 % em relacdo a massa inicial de monémeros
foram preparados similarmente aos polimeros e copolimeros. As nanofibras
mesoporosas de silica modificadas com MPS foram adicionadas ao meio reacional
juntamente com os monoémeros e o solvente DMSO em um teor total de solidos de
15% em massa. Em seguida, o iniciador radicalar AIBN (0,2 % em massa) foi
adicionado por gotejamento durante 30 min. Os nanocompdsitos foram mantidos sob
aguecimento a 70 °C, atmosfera de nitrogénio, durante 4 h. Os nanocomp0sitos
resultantes foram purificados por seguidas etapas de centrifugacdo a quente a
10000 rpm por 1 min com agua destilada a 50 °C, e secos em estufa a 50 °C por 48
h.
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4.2- Caracterizagdes

4.2.1- Espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)
Os polimeros e o0s nanocompositos foram analisados pela
espectrofotometria de UV-vis no modo transmitancia entre 200-800 nm em um
equipamento Multi-Spec-1501 UV-vis Spectophotometer Shimadzu, utilizando um
controlador de temperatura acoplado TCC-Controller Shimadzu 240, a fim de
investigar a temperatura critica inferior de solubilidade dos materiais. A
transmitancia das suspensdes poliméricas preparadas em agua destilada (1 %
massa/volume) foi analisada a cada 0,5 °C e o sistema foi mantido por 3 min em cada
temperatura para sua estabilizacdo. Para o ajuste das curvas de densidade Optica em
funcéo da temperatura empregou-se o software Mathematica®10 para o calculo dos

parametros termodinamicos.

4.2.2- Espectroscopia vibracional na regido de Infravermelho (FTIR)

As nanofibras mesoporosas de silica, o surfactante CTAB, os polimeros
e 0s nanocompadsitos foram analisados por meio da espectroscopia de infravermelho.
Empregou-se um espectrometro vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) Bruker modelo EQUIXOX 55 com um acessorio de
reflectancia difusa (DRIFT) e de transmitancia na regido de 400-4000 cm™, com 32
varreduras e resolucdo de 4 cm™. Ja a amostra liquida do composto organosilano
MPS foi analisada utilizando o acessério de ATR (monocristal de ZnSe) na regido
de 650-4000 cmt, com 32 varreduras e resolucéo de 4 cm™.
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4.2.3- [Espectroscopia de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrdmetro Bruker
Avance Il operando em um campo magnético Oxford de 9,4 Tesla, que tem
relacionada uma frequéncia de 400 MHz para o nucleo de hidrogénio-1. As analises
em solucdo foram realizadas com o uso de uma sonda sintonizavel para uma ampla
faixa de frequéncias (40-160 MHz) utilizando tubos de 10 mm de diametro. As
amostras de PNVCL e dos nanocompdsitos foram solubilizadas em
aproximadamente 2,5 mL de agua, utilizando deutério como padréo externo. Todos
os experimentos de 'H e 3C foram realizados a temperatura ambiente. Os espectros
de carbono-13 foram obtidos de forma qualitativa, no modo totalmente acoplado e
com transferéncia de NOE (Efeito Overhauser Nuclear) com um tempo de aquisi¢éo
(AQ) de 0,55 s e tempo de relaxagédo (d1) de 0,1 s.

4.2.4- Microscopia eletronica de Varredura (FEG-MEV)

A morfologia das nanofibras mosoporosas de silica e das suspensdes
poliméricas e dos nanocompositos aquecidas a 50 °C foi analisada por microscopia
eletrénica de varredura, por meio de um microscopio Zeiss Supra 35VP com canhéo
de emisséo de elétrons por efeito de campo (FEG-MEV). Dispersdes coloidais das
nanofibras de SiO; e as suspensdes poliméricas foram depositadas em um substrato

de silicio.

4.2.5- Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

A estrutura mesoporosa das nanofibras de silica foi analisada por
microscopia de transmissdo de alta resolugdo em um microscopio TECNAI F20,
operando a 200 kV. As amostras foram depositadas em uma grade de cobre coberta

com uma fina camada de carbono amorfo.
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4.2.6- Difragdo de raios X (DRX)

As nanofibras mosoporosas de silica foram caracterizadas por difracdo
de raios X para identificar sua mesoestrutura 2D-hexagonal dos poros. Empregou-se
um difratdmetro Rigaku modelo DMax 2500PC (radiagio Cu K,) com A = 1,5406 A,
operando na faixa de 26 de 3 ° a 10 °, com velocidade de passo de 0,02 ° e tempo de

passo de 0,2 °/min.

4.2.7- Espalhamento de raios X a baixo angulos (SAXS)

Experimentos de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) foram
realizados em um equipamento Bruker AXS 2D Nanostar (EUA) com radiacéo
CuKa (A =1,5406 A), operando a 40 kV//35 mA na faixa de 0,007-0,23 A, com uma
distdncia entre a amostra e o detector de 1007 mm e resolucdo minima em
g = 0,007 AL, As medidas de espalhamento de raios X das nanofibras mosoporosas

de silica foram realizadas durante 1000 s.

4.2.8- Espalhamento de luz dinamico (DLS)
Medidas do didmetro hidrodindmico das nanofibras mosoporosas de
silica, dos polimeros e dos hanocompdsitos em agua destilada foram realizadas em

um equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

4.2.9- Termogravimetria (TG)

Para a analise da degradacéo térmica dos polimeros e do organosilano
MPS ancorado nas nanofibras mosoporosas de silica utilizou-se um analisador de
termogravimetria (TG) modelo TG 209 F3 (Netzsch, Alemanha) com taxa de
agquecimento de 10 °C min™ entre 25 °C e 900 °C em uma atmosfera de ar sintético

contendo uma vazéo de 5 mL min de oxigénio e 15 mL min de nitrogénio.

45



4.2.10- Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As medidas de calorimetria exploratéria diferencial dos polimeros e
nanocompositos foram realizadas em um calorimetro com varredura térmica
diferencial (DSC) NETZSCH modelo DSC 204 Phoenix, com taxa de aquecimento
de 20 °C mint, em uma atmosfera de N e na faixa de temperatura de 0 °C a 300 °C

ao longo de 2 ciclos de aquecimento e resfriamento.

4.2.11- Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

Os espectros de XPS das nanofibras mosoporosas de silica foram
adquiridos utilizando um espectrometro ScientaOmicron ESCA+ equipado com uma
fonte de raios X monocromatica (K-Alpha 1486,6 eV) e um analisador de elétrons
do tipo hemisférico, com alta resolucdo e equipado com 125 canais individuais de
deteccdo. Durante as medidas, a pressdo da camera de analise foi de 2x10° mbar e
0S espectros survey e de alta resolucdo foram registrados com uma energia de 50 e
20 eV, respectivamente. O neutralizador de carga Cn10 Omicron com energia de
feixe de 1,6 eV foi utilizado para corrigir o efeito de carga, e 0s ajustes das curvas

dos espectros foi gerado apds uma subtracéo de fundo usando o método Shirley.

4.2.12- Analise de Area Superficial e Adsor¢io/Dessorcado de N

As medidas de area especifica das nanofibras mosoporosas de silica
foram obtidas em um equipamento Micromeritics ASAP 2020. As andlises foram
realizadas utilizando-se nitrogénio a temperatura de 77 K. As amostras foram
previamente tratadas a 70 °C em vacuo por trés horas. A area superficial especifica
foi calculada utilizando a equacdo Brunauer—-Emmett—Teller (BET) na regido de

baixa presséo relativa (p/po = 0,200).
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4.2.13- Reologia

A andlise reologica foi realizada em um redmetro AR2000 (TA
Instruments) acoplado com um dispositivo de controle Peltier de temperatura, com
geometria de cone e placa de 20 mm de diametro, com angulo de cone de 59 min
42 s e espaco entre o cone e a placa de 27 um. Os modulos dindmicos de
armazenamento (G") e perda (G") dos polimeros e nanocompdsitos dispersos em
diferentes concentracGes em tampéo salino-fosfato (PBS, pH 7,4) foram avaliados
na faixa de temperatura de 25 até 37 °C, a 3 °C min, 0,5 % de deformacéo e 1 Hz,

a fim de mimetizar a condigéo de injecéo in vivo de biomateriais.

4.2.14- Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)
Poli(N-vinilcaprolactama) disperso em dimetilformamida (DMF) na
concentracdo de 3 mg/mL foi analisado por GPC utilizando como solvente DMF com
1 % LiBr a 60 °C e vazdo de 0,50 mL min* no sistema Waters Empower equipado
com um amostrador 717plus, uma bomba HPLC binaria 1525 e um detector de indice
de refracdo 2414. Duas colunas Styragel® (Polymer Laboratories; uma de 5 pm
Mixed-C e uma de 10 um Mixed-B) foram mantidas a 60 °C e utilizadas para a
separacdo. Padrbes de poli(metacrilato de metila) (Polymer Laboratories, Varian

Inc.) na faixa de massa molar de 500 a 2100000 Da foram utilizados como padrdes.

4.3. Estudo da atividade bioldgica dos polimeros e nanocompdsitos

4.3.1- Cultivo e crescimento celular

As ceélulas escolhidas para o estudo biolégico foram as células tronco
mesenquimais humanas (CTMs) e os condrocitos bovinos (CDs), tipicas células
utilizadas na engenharia de tecidos cartilaginosos. CDs foram isolados de bovinos
jovens (Research 87, Boylston, MA), cultivados e expandidos até primeira passagem
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em meio basal, que consiste em meio DMEM (Gibco-Invitrogen) suplementado com
10 % volume/volume de soro fetal bovino (SFB, Gibco-Invitrogen) e
1 % volume/volume de penicilina/estreptomicina/fungizona (PSF;  Gibco-
Invitrogen) em atmosfera contendo 5 % de CO; a 37 °C. CTMs (Lonza) foram
cultivadas e expandidas até terceira passagem em meio de crescimento, que consiste
em meio essencial minimo (a-MEM w/o nucleosides, Gibco-Invitrogen)
suplementado com 16,7 % massa/volume de FBS (Gibco-Invitrogen) e
1 % volume/volume de penicilina/estreptomicina (Gibco-Invitrogen) em 5 % de CO,
a 37 °C. Todas células foram subcultivadas em seus respectivos meios de cultura a

cada 2 dias.

4.3.2- Ensaios de citotoxicidade

A citocompatibilidade dos polimeros e dos nanocompositos foi avaliada
pela técnica colorimetrica com alamarBlue® (composto ativo resazurina). Este ensaio
consiste na reducdo de resazurina de coloracdo azul conforme a atividade metabolica
celular, que atua como indicativo da viabilidade celular. As células viaveis contém
enzimas que reduzem a resazurina em resorufina de coloracdo rosa. O corante atua
como um aceptor de elétrons intermediario na cadeia de transporte de elétrons sem
interferéncia na transferéncia normal de elétrons nas células. Como o corante indicador
aceita elétrons, ele muda do estado azul oxidado nédo-fluorescente para o estado
reduzido fluorescente pela acdo de enzimas presentes na mitocondria e no citoplasma
116,117.

A partir da cultura de CTMs e CDs, aproximadamente 10* células foram
adicionadas a cada um dos 96 pocos da placa de cultura celular e incubadas durante
24 hab % de CO, e 37 °C. Os meios de cultura foram entdo substituidos pelos
polimeros e nanocompositos dispersos nos meios de cultura em uma série de

concentragdes e incubados por 1 e 3 dias. As suspensdes poliméricas foram
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previamente esterilizadas em lampada de UV de fluxo laminar por 30 min e dispersas
no meio de cultura e mantidas a 4 °C por 24 h. Posteriormente, 0s meios com 0S
materiais foram removidos e as células foram lavadas trés vezes com PBS a
temperatura ambiente, e 100 puL de solucdo de alamarBlue® (10% m/m de
alamarBlue® em meio basal isento de soro fetal bovino) foi adicionado a cada poco.
A placa de cultura celular foi incubada a 37 ° C durante 4 h e a absorbancia de cada
amostra (n = 4) foi medida em um leitor de placas (comprimento de onda de
excitacdo = 540 nm, comprimento de onda de emissédo = 610 nm). A viabilidade
celular (%) foi calculada de acordo com os valores de fluorescéncia medidos e
normalizados pela fluorescéncia dos pogos com o controle, cujas células semeadas

foram apenas incubadas na presenca de meios de cultura.

4.3.3- Viabilidade celular tridimensional

As células CTMs e CDs foram ressuspendidas a uma concentracdo de
20 milhdes de celulas/mL nos polimeros e nanocompositos nas concentragdes de 5,
10 e 20 % massa/volume em meios de cultura celular. Em seguida, injetou-se 50 pL
destas suspensbes utilizando agulhas hipodérmicas em moldes circulares
customizados de polidimetilsiloxano com didametro de 5 mm, aderidos a laminas
circulares de vidro com diametro de 12 mm e tratadas com plasma. Esses moldes
foram inseridos no interior dos 24 pocos da placa de cultura celular, incubados a 5%
de CO;, e 37 °C até a gelificacdo dos hidrogéis, e 2 mL de meios basal ou de
crescimento foram adicionados em cada po¢o. No dia da injecdo (dia 0), no dia
seguinte (dia 1) e apos 3 dias (dia 3), a viabilidade celular tridimensional dos
hidrogeis encapsulados foram avaliados utilizando o kit Live/Dead (Molecular
Probes) e os materiais foram visualizados utilizando um microscépio confocal de
varredura a laser (TCS SP5; Leica). Nesse ensaio, as células vivas sdo coradas em

verde e células mortas sdo coradas em vermelho a partir dos corantes fluorescentes

49



calceina-AM (comprimento de onda de excitacdo/emissdo 485 nm/530 nm) e
homodimero de etidio (comprimento de onda de excitacdo/emissao 530 hm/645 nm),
respectivamente. A calceina-AM permeia passivamente a membrana celular e sofre
uma hidrélise enzimatica por esterases intracelulares presentes em células integras,
formando uma molécula impermeavel e de fluorescéncia verde. J& quando as células
estdo danificadas ou com uma membrana com maior permeabilidade, essa atividade
enzimatica € interrompida e 0 homodimero de etidio reage com acidos nucléicos com
fluorescéncia vermelha 18,

As amostras foram preparadas conforme a instrucdo do fabricante.
Inicialmente o meio de cultura da placa é removido e os hidrogéis sdo lavados trés
vezes com 1 mL de PBS. Em seguida, 1 mL de solu¢do PBS contendo 0,5 pL
(4 mmol L?) de calceina-AM (Invitrogen) e 2 pL (2 mmol L) de homodimero de
etidio (Invitrogen) foram adicionados aos hidrogeis, que foram incubados por 30 min
a 37 °C e visualizados tridimensionalmente em um microscopio confocal de
varredura a laser (TCS SP5, Leica).

4.3.4- Cultura in vitro dos hidrogéis encapsulados com CTMs e CDs
Estudos in vitro foram conduzidos para investigar a formacdo da
neocartilagem nos hidrogéis na concentracdo de 20 % massa/volume encapsulados
com CTMs e CDs e preparados conforme descrito no ensaio de viabilidade celular
tridimensional. Os hidrogeéis foram cultivados na presenca de 2 mL de meio indutor
condrogénico (DMEM de alta glicose, 1% volume/volume de ITS + Premix,
50 mg mL* de I-prolina, 0,1 mmol L de dexametasona, 0,9 mmol L de piruvato
de sddio, 50 mg mL* de ascorbato e 1 % volume/volume de PSF), que foi substituido
trés vezes por semana durante 8 semanas. No caso dos hidrogéis encapsulados com
CTMs o meio indutor condrogénio também foi suplementado com 10 ng mL™* de

TGF-B3. Nesses ensaios cada amostra foi analisada em quadruplicata (n=4).
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4.3.5- Ensaios bioguimicos dos hidrogeéis cultivados in vitro

Apds os hidrogéis (n=4) serem cultivados por 8 semanas, 0s
componentes da neocartilagem formada foram quantificados. Entre eles, o contetdo
de glicosaminoglicanos sulfatados (GAG) nestas amostras foi determinado a partir
do ensaio com azul de dimetilmetileno (DMMB) (Sigma-Aldrich), utilizando como
padrdo o sulfato de condroitina bovina %1%, A quantidade de DNA foi determinada
pelo ensaio com PicoGreen® (Invitrogen, Molecular Probes) utilizando como padréo
o DNA de fago lambda *2t. O contelido de colageno também foi determinado a partir
do ensaio de hidroxiprolina (OHP), utilizando como padrdo o trans-4-hidroxi-L-
prolina (Sigma-Aldrich) e quantificado de acordo com a propor¢éo conhecida 1: 7,14
de OHP:colageno 0122123 Amostras poliméricas sem células encapsuladas foram
avaliadas em todos 0s ensaios como grupos controle e ndo mostraram interferéncia
nos dados obtidos.

Previamente aos ensaios bioquimicos, as amostras foram adicionadas
em uma solucéo tampdo na presenca da enzima papaina para a digestdo das amostras.
A solucéo tampao foi preparada com 3,402 g de acetato de sédio triidratado (ACS,
Fischer Scientific), 0,394 g de cloridrato de L-cisteina anidro (>98 %, Sigma
Aldrich), 4,653 g de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA, Fischer Scientific),
250 mL de agua deionizada e o pH da solucéo foi ajustado para 6,0. Posteriormente,
uma solugdo 30 uL mL*? de papaina (17 unidades/mg de proteina, 25 mg de
proteina/mL, Sigma Aldrich) foi preparada em tampao e 200 puL foram adicionados
para cada hidrogel removido do meio de cultura e transferido para tubos eppendorf.
As amostras foram mantidas em banho-maria a 60 °C por 24h e homogeneizadas em
um agitador vortex.

Para o ensaio de DMMB para a deteccdo de GAG, empregou-se as
amostras inicialmente digeridas em tampdo com papaina. Padrdes de sulfato de
condroitina (Sigma-Aldrich) foram preparados a partir de uma solugéo 10 pg/pL em
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agua deionizada, e sua diluicdo em aliquotas de 1,5 mL de solucdes de 1, 0,25, 0,1 e
0,01 pg/pL. Uma solucéo estoque de DMMB foi preparada a partir da mistura de 8
mg de azul de dimetilmetileno, 2,5 mL de etanol, 1 g de formato de sodio, 1 ml de
acido formico e 500 mL de &gua deionizada. Essa solugéo foi armazenada ao abrigo
de luz a 4 °C. Em uma microplaca com 96 pocos, 20 pL das amostras em diferentes
fatores de diluicdo (1 e 4) e dos padrdes foram adicionados em duplicata aos pocos.
Utilizando uma pipeta de multicanal, 125 pL da solucdo de DMMB foram
adicionados aos pocos e misturados. Em seguida, a microplaca foi analisada em um
leitor de placas na absorbancia de 525 nm. A concentracdo de GAG nas amostras foi
calculada de acordo com a regressao linear da curva padréo, e considerando os
fatores de diluicdo utilizados. Amostras acelulares dos hidrogéis também foram
avaliadas para analisar a potencial interferéncia dos materiais no ensaio de DMMB.

Para a determinacdo de DNA, utilizou-se as amostras previamente
digeridas. Para a preparacao dos padrdes e da solugdo de PicoGreen® utilizou-se o
Tampdo 50x TE (500 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH 7,5) diluido 50x em agua
deionizada (800 pL de tampédo em 39,2 mL de agua). PicoGreen® é um corante de
acido nucleico fluorescente ultrassensivel para quantificar DNA de cadeia dupla em
solucdo. No dia do experimento, preparou-se uma solucdo de PicoGreen®, a partir
da sua diluicdo 1:200 em solucado tampéo TE. A partir de uma solucéo estoque do
padrdo DNA de fago lambda (10 pg mL™?) preparou-se a curva de calibragdo pela
diluicdo fracionada (1:4) da solucdo estoque. 10 pL de amostra e padroes foram
adicionados em duplicata em microplaca de 96 pocos de coloragédo preta e fundo
transparente. Utilizando uma pipeta de multicanal, 100 pL da solucdo de
PicoGreen® foram adicionados aos pocos e misturados. Em seguida, a microplaca
foi analisada em um leitor de placas utilizando os comprimentos de onda de excitacéo
e emissdo de 480 nm e 520 nm, respectivamente. A concentracdo de DNA nas

amostras foi calculada de acordo com a regressdo linear da curva padrdo, e
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considerando os fatores de diluicdo utilizados. Amostras acelulares dos hidrogéis
também foram avaliadas para analisar a potencial interferéncia dos materiais no
ensaio de PicoGreen®.

No ensaio de orto-hidroxiprolina (OHP) para a determinagdo do
conteudo de colageno, inicialmente as amostras digeridas foram transferidas para
ampolas de vidro (2 mL) e a elas adicionadas 250 pL de &cido cloridrico concentrado
(37 %). As ampolas foram seladas com um macarico de propano e mantidas a 110
°C em um termobloco por 1 semana. Posteriormente, as ampolas foram abertas e a
solucéo &cida evaporada com um concentrador SpeedVac (Thermo Scientific). As
amostras secas foram diluidas em 500 pL de solucdo tampéo, homogeneizadas em
um agitador vortex e armazenadas a 4 °C por 16 h. Esta solu¢ao tampao foi preparada
com 50 g de acido citrico monoidratado, 12 mL de &cido acético glacial, 120 g de
acetato de sédio triidratado, 34 g de hidroxido de sédio e 1 L de 4gua deionizada. O
pH da solucéo foi ajustado para 6,0-6,5 e esta diluida a 1:10 em agua deionizada. Os
padrbes foram preparados a partir da diluicdo de uma solucdo estoque de trans-4-
hidroxi-L-prolina em solucéo tampéo (1 mg/mL).

Para o ensaio de OHP, 150 pL dos padrdes e das amostras em diferentes
fatores de diluicdo foram adicionados a microplaca de 96 pogos. Em seguida,
adicionou-se 75 pL de solugdo de cloramina T aos po¢os com uma pipeta de
multicanal, as solu¢cbes homogeneizadas e mantida a temperatura ambiente por
20 min. A solucdo de cloramina T foi preparada com 0,3525 g de cloramina T
triidratada (95%, Sigma Aldrich), 6,5 mL de 1-propanol, 13,325 mL de solucdo
tampéo, 5,175 mL de agua deionizada e o pH ajustado para 6,0. Adicionou-se entdo
75 pL de solucdo de DMAB em cada pogo, homogeneizou-se as solugdes e a
microplaca foi mantida em banho-maria a 60 °C por 7 minutos e posteriormente em
temperatura ambiente por 5 min. A solugdo de DMAB foi preparada com 4-
(dimetilamino)benzaldeido (DMAB, 98% Sigma Aldrich), 6,5 mL de acido
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perclérico (15,6%) e 18,5 mL de 1-propanol. Posteriormente, a microplaca foi
analisada em um leitor de placas na absorbancia de 550 nm. A concentracdo de
colageno nas amostras foi calculada de acordo com a regressdo linear da curva
padrédo de OHP (1:7,14 de OHP:colageno), e considerando os fatores de dilui¢éo
utilizados. Amostras acelulares dos hidrogéis também foram avaliadas para analisar

a potencial interferéncia dos materiais no ensaio de OHP.

4.3.6- Andlise estatistica

A anélise estatistica dos ensaios bioldgicos foi realizada com o software
Excel pelo suplemento Daniel’s XL Toolbox. A significancia entre os grupos (n =4
por grupo) foi determinada pela analise de variancia (ANOVA) com teste de Tukey

(p <0,05), e as barras de erro representam o desvio padrdo do valor médio.
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4.4. Visao geral
Os experimentos e as metodologias empregados nesse estudo estdo

resumidos no fluxograma abaixo.

Sintese de
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PNVCL- PVAc

Sintese de
PNVCL

Sintese de nanofibras
mesoporosas de Si0Q,

Si0, niio Si0, modificada |
modificada com silano I\-IPSJ

PNVCLe
PN-10% PVAc

N s "
Anilise morfologica: Avaliacao da composi¢io Sintese de
MEV e MET | quimica: FTIR, XPS Nanocompositos com 1 e
h 5% de SiO,-MPS
N e
Anailise estrutural: Analise térmica: p \ p .
DRX, SAXS e BET. L TGA Anilise Avaliacdo da composicio
» ro_e T - .
| morfologica: MEV | _ quimica: FTIR, RMN
's p s
Analise térmica: Avaliacao da LCST:
DSC, TGA Espectroscopia de UV-vis
v \ 7
™\ 4 “\
Avaliacio em Anzlise das propriedades
solucio: DLS L viscoelasticas: Reologia )
v

Analises bioldogicas: biocompatibilidade com
CTMs e CDs, viabilidade celular 3D e cultivo in
vifro para formacao de neocartilagem.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1-Nanofibras mesoporosas de SiO:

As nanofibras mesoporosas de silica sdo consideradas promissoras para
diversas aplicacfes nas areas de catalise, adsorcdo, cromatografia, nanoeletrénica,
membranas e em sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Quando
desenvolvidas com poros alinhados em nanocanais paralelamente ao eixo de
crescimento das fibras podem otimizar os fendmenos de difuséo e percolacdo em
propriedades de transporte 9124,

As nanofibras mesoporosas de silica foram sintetizadas pelo método sol-
gel pela policondensacao do tetraetilortosilicato em condigdes basicas, cujas espécies
de silica estdo na forma de anions e interagem com cations quaternarios de aménio
do surfactante CTAB (Figura 5.1) na formacédo de mesofases periddicas 125126, Elas
resultam em fibras helicoidais como morfologia final, fator anisotropico e
mesoestrutura helicoidal sem o uso de surfactantes quirais, pelo controle dos
parametros cinéticos da sintese e da proporcao utilizada dos reagentes PFOA, CTAB
e o precursor de silica %. Por exemplo, YANG et al. " observaram que ao variar a
razdo massica (R) entre PFOA e CTAB, nanobastes com diferentes dimensdes eram
sintetizadas. Conforme eles aumentaram a concentracdo de PFOA e R, nanobastfes
com maiores razdes na propor¢cdo do comprimento e didmetro (C>D), e no
ordenamento hexagonal foram obtidos.

O é&cido PFOA apresenta anions perfluoroctanoatos, cuja baixa tenséo
superficial pode levar a formacdo de nanoparticulas mesoporosas altamente
ordenadas em solucdes aquosas e o surfactante CTAB é quem formara o template de
crescimento das fibras helicoidais %1%, A formacéo das nanofibras se inicia com um

conjunto de micelas com formato cilindrico que se transforma espontaneamente em
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uma morfologia helicoidal de mesoestrutura dirigida pela reducdo da energia de
Gibbs de superficie (AGs) ¥’. Em seguida, uma interagdo atrativa entre o template
de micelas e o precursor de silica (Figura 5.2) deve ocorrer para assegurar a formagao

da mesoestrutura sem ocorrer a separacdo de fase ?°.

FIGURA 5.1 - Demonstracéo baseada no artigo de HOFFMANN et al.*?® de como a
reacdo ocorre entre as espécies de silica, que se encontram como anions em

condicdes basicas, com o surfactante catibnico CTAB.

f Faseliotropica Mesoestrutura Mesoestrutub
(2D hexagonal) com surfactante
Esfera Micela Lo

micelar cilindrica

_—

Precursorde Remogio do

r LA
Se
e, )¥ N ;
K =N - silica: TEOS surfactante /

FIGURA 5.2 - Esquema da formacdo de materiais mesoporosos na presenca de

agentes que direcionam a estrutura, proposto por HOFFMANN et al 1%,

Posteriormente, as nanofibras mosoporosas de silica foram
funcionalizadas com o agente organosilano MPS. Nesse processo, as espécies (-

OCH,CHj3) reagem com os silanois das superficies dos poros via uma reacdo de
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condensagdo e podem ancorar de maneira bidentada (1), tridentada (2) e
monodentada (3) 2, como representado na Figura 5.3. Ja os grupos vinilicos na
ponta da cadeia do MPS podem se ligar covalentemente aos monémeros poliméricos
via polimerizagéo radicalar. A presenca de nanoparticulas de silica funcionalizadas
com MPS tem reduzido o efeito de aglomeracdo das particulas devido ao efeito de
repulsdo estérica induzido pelos grupos na superficie. Além disso, se 0 MPS tiver
compatibilidade quimica ao mondémero polimérico, as nanoparticulas serdo mais
facilmente dispersas na matriz polimérica e podem promover a ligacéo covalente na

interface organica/inorganica 28,

FIGURA 5.3 - Representacdo da ligacdo do agente organosilano MPS na superficie
interna da mesoestrutura de silica via ligacdo bidentada (1), tridentada (2) e

monodentada (3). R representa o grupo -CH,-CHs.

As morfologias das nanofibras mosoporosas de silica sintetizadas sem e
com funcionaliza¢des foram analisadas pelas microscopias eletrénicas de varredura
(MEV) e de transmissdo (MET) e sdo mostradas na Figura 5.4. As nanofibras de

silica (Figura5.4a) e SiO,-MPS (Figura 5.4b) apresentaram distribuicdo de
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comprimento e espessura variando entre 400-500 nm e 60-70 nm, respectivamente,
e uma morfologia com formato levemente helicoidal. Pela imagem de MET de SiO,-
MPS na Figura 5.4c é possivel observar também a presenca do empacotamento
hexagonal dos canais mesoporosos helicoidais ao longo das nanofibras ao visualiza-
las perpendicularmente ao eixo de crescimento. As setas em vermelho evidenciam
ordenamentos na forma de franja referentes ao plano de reflexdo 10 de sistemas com
simetria hexagonal bidimensional, enquanto as setas pretas indicam o plano 11. Essa
estrutura mesoporosa hexagonal formada é melhor representada pela ilustracéo

proposta por YANG et al. *?” na Figura 5.4d.
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FIGURA 5.4 - Imagens de MEV das nanofibras mesoporosas de silica pura (a) e
funcionalizadas com MPS (b). Imagens de MET de alta resolucéo da SiO,-MPS (c).

Ilustracdo da mesoestrutura hexagonal proposta por YANG et al. 1?7 (d).

Na Figura 5.5 observa-se as distribui¢des dos didmetros hidrodindmicos
(Dn) obtidos pelas analises de DLS e seus respectivos tamanhos médios em funcgdo
da porcentagem numerica das nanofibras mosoporosas de silica. Elas apresentam
uma distribuicdo bimodal provavelmente referente ao formato bidimensional da
nanofibra, sendo que 0 menor tamanho encontrado relaciona-se a sua espessura e 0

maior ao seu comprimento. Comparando-se também as dimensdes das
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nanoparticulas obtidas nas anélises de DLS, MEV e MET, observa-se diferentes
tamanhos das nanofibras pelas técnicas empregadas. Isto porque, na analise de DLS
é avaliado o Dy, das particulas coloidais, enquanto que nas técnicas de MEV e MET
estima-se o diametro da particula seca a partir da sua area projetada. Na técnica de
DLS, um grande numero de particulas € analisado, fornecendo maior estatistica sobre
0 sistema em estudo do que técnicas como MEV e MET, onde as particulas séo
contabilizadas individualmente 1%, No entanto, no DLS obtém-se distribuicOes de
coeficiente de difusdo que sdo transformados em distribuicGes de diametros
hidrodinamicos pela equacgdo de Stokes—Einstein 1%°,

Além disso, o Dy de particulas ndo esfericas € considerado como o
diametro de uma esfera que possui a mesma velocidade de difusédo translacional da
particula **, Geralmente, o Dy encontrado nas analises de DLS sdo maiores do que
as dimens6es encontradas nas técnicas de MEV e MET, pois quando a particula se
movimenta em uma disperséo coloidal, uma dupla camada elétrica do solvente adere
a sua superficie. Essa camada modifica a difusdo da particula no meio, que também
é influenciada pela presenca de surfactantes e moléculas poliméricas aderidas na
superficie, diminuindo ainda mais a difusdo no meio 3. Por outro lado, essa dupla
camada elétrica nédo é identificada nas analises de microscopia eletronica, resultando
assim em menores particulas do que quando medidas por DLS e em nanofibras de
silica e modificadas com MPS com dimensdes similares. Esse efeito pode ser
destacado especialmente nas amostras de SiO,-MPS, uma vez que sua modificacdo
é feita apos a sintese de SiO; pura, ou seja, suas dimensdes sao as mesmas, porém
apos a modificagdo o Dy resultante da SiO,-MPS foi muito maior que o da SiO; pura.
Os acréscimos encontrados foram de 29 nm e 189 nm para os tamanhos médios da

espessura e comprimento, respectivamente.
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FIGURA 5.5 - Distribuicbes do diametro hidrodinamico obtidas por DLS para
dispersdes aquosas coloidais das nanofibras puras de silica (a) e com MPS(b).

Quando a mesoestrutura das nanoparticulas apresenta poros hexagonais
ordenados em canais (simetria p6m) sdo identificados planos cristalograficos na

regido de baixo angulo de raios X %1%, Para determinar esses planos da nanofibra
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mesoporosa de SiO,-MPS empregou-se as técnicas de DRX e SAXS. Pelo
difratograma na Figura 5.6a e no padrdo de SAXS na Figura 5.6b séo identificados
trés planos cristalograficos (10, 11 e 20) referentes a mesoestrutura 2D-hexagonal
dos poros para a SiO,-MPS em aproximadamente 26=2,13° (10), 3,81° (11) e 4,43°
(20). Pelo perfil de SAXS observado, a posicdo em 2,13° presente em maior
intensidade e com pico mais definido pode ser utilizado para estimar o espagamento
interplanar d = 4,1 nm pela Equacdo de Bragg (Equacédo 1) e Equacdo 2, e a célula
unitaria hexagonal a = 4,7 nm (Equacéo 3). Outros autores obtiveram valores, perfil
de SAXS e difratogramas similares ao obtidos nesse estudo 12"131132 Geralmente,
apenas alguns planos das reflexdes hexagonais hkO sdo observadas por DRX e
SAXS, e quando presentes confirmam a periodicidade da estrutura ao longo das

nanofibras mesoporosas **2,

2d-senf =nA (1)

41 sen O
g=—— @

a=2d,o/N3 (3)
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FIGURA 5.6 — Difratograma de raios X (a) e padrao de SAXS (b) para as nanofibras

mesoporosas de silica funcionalizadas com MPS.

A fim de identificar a formacdo e as modificacbes das nanofibras de
silica com MPS, como também a remoc¢do do surfactante CTAB, realizou-se a
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, cujos espectros séo

mostrados na Figura 5.7 e os modos vibracionais correspondentes sdo resumidos na
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Tabela 5.1. Os principais estiramentos referentes a silica séo as vibragdes dos grupos
OH naregiéo de 3700-3200 cm™ e de Si-O na regido de 830-1110 cm™ 133, Ja os picos
observados em 2850, 2925 e em 1452 cm™ sdo referentes ao estiramento simétrico,
estiramento assimétrico e deformacdo no plano do grupo CH; presente tanto no
CTAB quanto no MPS %, Nota-se também que ndo é mais possivel identificar seus

respectivos picos no espectro apos remover o surfactante CTAB.

W
N\ N MY
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SiOzsem CTAB

MPS
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NGmero de onda (cm™)

FIGURA 5.7 - Espectros de infravermelho das nanofibras mesoporosas de silica pura
(SiO, com CTAB), apos a remocdo do CTAB (SiO, sem CTAB), modificadas com
0 agente organosilano (SiO,-MPS), e dos precursores CTAB e MPS,

A funcionalizacdo da silica com grupamentos MPS é evidenciada no
espectro de FTIR da SiO,-MPS pela presenca do pico em 1713 cm™ do estiramento
C=0 e pelos picos presentes entre 1190-1140 cm™* correspondentes ao estiramento
C-C(=0)-0 dos ésteres, que se sobrepdem com a intensa absorcdo em 1106 cm™ do
estiramento assimétrico Si-O-Si 10133134 ' A modificacdo superficial da SiO, com o
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agente silano é comprovada pela presenca de um pico em 2954 cm do estiramento
assimétrico de CH; e na regido entre 1460-1320 cm™ decorrente das deformagdes no
plano e fora do plano do grupo CH, 102104105133.135136 . B AUER et al. 1*® também
mostraram que o desaparecimento do pico em 2843 cm™ no espectro da SiO,-MPS
indica a remoc¢do dos grupos metdxi durante a entrada do silano na superficie da
nanoparticula. Além disso, eles verificaram que a auséncia do pico de silanol em
3670 cm™ ocorre segundo a formacédo de ligages covalentes resultantes da reagéo
de condensacéo entre os silandis na superficie da silica e o centro de silicio do MPS.

Dessa forma, nota-se a eficaz modificagdo da SiO, pelo agente silano.

TABELA 5.1 — Atribuicdo dos nimeros de onda das principais bandas encontradas
para os espectros de infravermelho das nanofibras mesoporosas de silica antes e apés

remocdo do CTAB e modificadas com MPS.

NUmero de onda (cm™) Modos vibracionais
3670 estiramento OH (silanol)
1106 estiramento assimetrico de Si-O-Si
966 estiramento Si-OH
809 deformacao no plano de OH
457 deformacao no plano de Si-O
2925-2954 estiramento assimétrico de CH,
2850 estiramento simétrico de CH,
1713 estiramento C=0
1452-1320 deformacdes de CH; no plano e fora do plano
1190-1140 estiramento C-C(=0)-O
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Outra maneira de identificar a presenca de grupos silanos na superficie
de nanoparticulas de silica é por meio da espectroscopia de fotoelétrons de raios X
(XPS). Na Figura 5.8 observa-se os espectros survey das nanofibras mesoporosas de
SiO; pura e funcionalizadas com MPS, com os componentes de carbono, oxigénio e
silicio destacados acima de suas energias de ligacdo, 284,34 eV (C 1s), 532,34 eV
(O 1s), 102,84 eV (Si 2p) e 153,84 eV (Si 2s). A quantificacdo dos componentes
encontrados pelos espectros survey é mostrada na Tabela 5.2. Para o espectro de SiO,
pura, € possivel identificar os sinais referentes a silica, O 1s, Si 2s e Si 2p, este Ultimo
presente em amostra de silicio ligado a atomos de oxigénio ¥'. Além disso,
identifica-se um pequeno sinal de carbono. Geralmente, qualquer amostra exposta a
atmosfera apresentara uma detectavel quantidade de carbono, e a presenca de
carbono nas amostras € utilizada como referéncia na corre¢do de carga para o
tratamento das andlises. As principais contaminacdes com carbono envolvem
espécies C-C, C-O-C e C=0, espécies que também estdo presentes nas
nanoparticulas modificadas com organosilanos. Alem disso, a presenca de carbono
no espectro da SiO, pura pode também estar correlacionado com residuos dos
precursores de sintese 1. Ja no espectro de SiO,-MPS, o sinal de C 1s é mais intenso
e acompanhado pela reducédo dos sinais de O 1s, Si 2s e Si 2p, relacionados ao
acréscimo de grupos silanos ligados superficialmente as nanoparticulas, que podem
mascarar a superficie da silica, principalmente ao considerar que a profundidade de

analise do XPS é tipicamente menor que 10 nm por ser uma técnica de superficie.
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FIGURA 5.8 - Espectros survey de XPS das nanofibras mesoporosas de SiO, e SiO,-

MPS (b).

TABELA 5.2- Quantificacdo dos espectros survey para as nanofibras mesoporosas

de SiO; e SiO,-MPS.

Contribuicéo (%) Razao
Amostra O1s C1s Si 2s Si2p C 1s/Si 2p
SiO2 39,7 15,0 22,3 23,0 0,6
SiO2- MPS 33,3 25,4 21,5 19,9 1,3
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FIGURA 5.9 — Espectros de XPS de C 1s de alta resolucdo para as nanofibras
mesoporosas de SiO; (a) e SiO,-MPS (b).

Comparando a composicao relativa das espécies C 1s e Si 2p dos
materiais, ocorreu um aumento na razéo de 2 para SiO,-MPS em relacéo a silica pura,

indicacdo de uma eficiente modificacdo superficial das nanofibras com esse
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organosilano. Espectros de alta resolugéo para C 1s presentes na Figura 5.9 indicaram
trés espeécies: C-C, C-O e O-C=0 para as amostras de silica, cuja quantificacdo dos
componentes sdo mostradas na Tabela 5.3. Outros autores 713 também
identificaram esses grupos para amostras de SiO, e relacionaram a presenca de
contaminantes de carbono e residuais da sintese. Como esperado, uma maior
contribuicido da espécie C-C foi encontrada para as nanofibras modificadas com
MPS, como também demonstrado pelos espectros survey. Porém para as outras
espécies o valor foi menor quando comparado a silica pura, dificultando a

comparagdo com a contaminagao que resultou nesses sinais.

TABELA 5.3- Quantificacdo dos componentes C 1s dos espectros de XPS de alta
resolucdo para SiO; e SiO,-MPS.

C1s Contribuicéo (%) / Posicéo (eV)
Espécies SiO2 SiO2-MPS
C-C 45,3/284,3 56,2 /284,4
C-O/C-N 42,51285,3 32,41285,7
C-C=0 12,1/288,3 11,4 /288,44

As nanofibras mesoporosas de silica com e sem modificacdo com MPS
também foram caracterizadas pela analise termogravimétrica. Como pode ser
observado na Fig. 5.10a, as curvas foram normalizadas para excluir a massa residual
proveniente da evaporacdo da agua até 100 °C 13, A massa residual de agua
encontrada para SiO;, foi de 21,1% e para SiO,-MPS foi de 2,4% até 100 °C. Essas
diferencas sdo referentes ao carater mais hidrofilico para SiO, e hidrofébico para
SiO,-MPS reduzindo a quantidade de agua adsorvida. Entre 100 e 200 °C, moléculas
de 4gua ainda adsorvidas podem ser eliminadas 1*°, porém a perda de massa nessa
regido foi de apenas 1% para ambas nanofibras. Entre 200 e 600 °C ocorre a
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degradacdo térmica referente aos compostos organicos presentes nas nanofibras,
melhor representada pela primeira derivada (DTG) da curva na Fig. 5.10b. Para a
nanofibra mesopora de silica pura identifica-se dois estagios concomitantes na regido
entre 150 a 290 °C, resultantes da evaporacdo de agua residual e do surfactante
CTAB, cuja temperatura de ebulicdo é entre 248-251 °C, indicando que mesmo ap0os
0 procedimento de remocdo do surfactante, ainda existe uma pequena porcentagem
deste (1,6 %). Entre 200 e 450 °C, as nanofibras de SiO, apresentam uma pequena
perda linear relacionada principalmente a condensacdo de hidroxilas vicinais na
superficie da silica (1,4%), e acima de 450 °C, a silica perde o restante dos grupos
silanois livres (0,7%) 4°.

Ja para SiO, modificada com MPS, nota-se principalmente uma intensa
perda de massa na regido entre 237 e 440 °C (9,6%) e outra menos intensa entre 440
e 630 °C (4,5%), melhores observadas pela primeira derivada da sua curva na Fig.
5.10b. Elas estdo relacionadas a degradacéo e evaporagéo dos grupos organicos do MPS
e é um indicio que estes estavam ligados covalentemente a superficie da silica, uma vez
que sua temperatura de ebulicéo é por volta de 190 °C ! e, nesta temperatura, ndo se
observa nenhuma perda de massa. Apesar da pronunciada perda de massa
determinada pela curva de TG, a degradacdo dos grupos organosilanos ligados as
silica ndo ocorre em uma temperatura unica e especifica, pois a camada organica se
decompde lentamente na superficie da silica até aproximadamente 600 °C, como
também é seguida da carbonizacdo das espécies organicas presentes em temperaturas
mais altas 142143, Sendo assim, a porcentagem de MPS presente nas nanofibras
mesoporosas de silica foi de 14,7% considerando a regido de perda massica acima
de 237 °C.
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FIGURA 5.10 — Curvas de perda de massa (a) e sua primeira derivada (b) das

nanofibras mesoporosas de SiO; (a) e SiO,-MPS (b).

Distintas modificacdes superficiais presentes nas nanofibras de SiO,
ndo apenas apresentam especificas reatividades, como também diferentes atividades
adsortivas. Conjuntamente com as propriedades estruturais e morfoldgicas das
nanofibras, a area superficial, a dimenséo, o formato e a distribuicdo dos seus poros
determinardo a aplicacdo de sistemas mesoporosos de silica. Geralmente, as
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nanofibras mesoporosas de SiO, sdo preparadas por agentes direcionadores de
estrutura como surfactantes com comprimentos de cadeia entre C12 a C20 (CTAB -
C19H42BrN), que resultam em didmetros de poro entre 2 e 5 nm 126,

Dessa forma, a determinacdo da area especifica da superficie, do
volume e dimensdo de poro foi realizada por meio das isotermas de adsorcéo de
nitrogénio para substratos solidos, como a isoterma de Brunauer, Emmett e Teller
(BET) e a distribuicdo dos mesoporos foi calculada pelo método Barret, Joyner e
Hallenda (BJH). Na Figura 5.11 observa-se as isotermas de adsorcdo para as
nanofibras de SiO, e também a distribuicdo de poros correspondentes. De acordo
com a classificacdo da IUPAC, as isotermas sdo do tipo IV e apresentam uma
histerese do tipo H1, comumente observadas em materiais absorventes mesoporosos
que apresentam uma distribuicdo de poros abertos cilindricos e uniformes. Esta
isoterma geralmente exibe uma proeminente regido na qual a pressdo relativa varia
pouco e o volume adsorvido aumenta subitamente. Conjuntamente ocorre um loop
da histerese associado ao processo secundario de condensacao capilar e que resulta

no preenchimento completo dos mesoporos em presséo relativa menor que 1 98144145,
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FIGURA 5.11 - Isotermas de adsorcdo/dessorcdo de nitrogénio para as nanofibras
mesoporosas de SiO; (a) e SiO,-MPS (b).

A éarea especifica obtida por BET, o volume e o diametro de poros
calculados pelo método BJH a partir das curvas de dessor¢do sdo encontrados na
Tabela 5.4. Os materiais apresentaram alta area especifica (acima de 530 m?/g) e
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tamanho de mesoporos entre 2 e 6 nm. Materiais formados a partir de templates a
base de CTAB geralmente resultam em alta area especifica atribuida a combinacéo
das areas dos canais porosos e das superficies externas e internas %44, Apesar da
Si0O,-MPS representar as nanofibras de SiO, posteriormente modificadas com grupos
silanos, seus valores foram diferentes, indicando que a presenca de grupos MPS
ancorados na superficie interna dos nanocanais das nanofibras de silica reduziram a
area especifica e o didmetro de poros. Pelos valores encontrados na Tabela 5.4, a
presenca de 15 % em massa de MPS (valor encontrado na andlise de TG) recobriu
aproximadamente 23 % da area de especifica das nanofibras mesoporosas de silica.
Quando a etapa de funcionalizacdo das nanofibras de silica é realizada
posteriormente a sintese das nanofibras, a mesoestrutura da fase inicial da silica €
mantida, porém pode ser acompanhada pela reducdo da porosidade devido ao
preenchimento parcial com as organofuncges e do seu respectivo tamanho de cadeia

e grau de ocupagéo 126132,

TABELA 5.4 - Area especifica obtida por BET, volume e didmetro de poros

calculados para as nanofibras mesoporosas de SiO, e SiO,-MPS.

Area especifica Volume de poro

Material Largura de poro (nm)
(m?/g) (cm®/g)
SiO2 692,0 0,4 6,4
Si0-MPS 531,6 0,3 4,3
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5.2-Polimeros

5.2.1- Poli(N-vinilcaprolactama) — PNVCL

O mondmero N-vinilcaprolactama apresenta carater anfifilico pela
presenca do grupo amida no anel (caprolactama) ligado a um grupo vinilico
hidrofobico. A partir desse grupo, € possivel realizar a polimerizacdo radicalar na
presenca do iniciador AIBN, que com a temperatura se decomp®e gerando radicais
livres, propagando-se nas moléculas dos mondmeros 6. O PNVCL resultante é
solivel em &gua, porém quando a solucdo € aquecida até sua temperatura critica
inferior de solubilidade (LCST), ocorre uma separacdo de fase das cadeias
poliméricas no estado solvatado para o estado de globulos. A LCST reportada para
PNVCL ¢ abaixo da temperatura fisioldgica, e juntamente com a sua
biocompatibilidade, esse polimero termossenssivel tem demonstrado potencial
aplicacdo como biomateriais injetaveis 4>,

O estudo proposto iniciou-se pela sintese do PNVCL em
dimetilsulfoxido (DMSQO) variando-se o teor de monémeros no meio reacional.
Utilizaram-se duas concentracdes em massa de 15 % e 30 % de mondmero N-
vinilcaprolactama (NVCL) no solvente, durante um tempo de reacéo de 4 h, tempo
escolhido baseado no trabalho de MEDEIROS et al. *¢"*, Quando variou-se o teor de
solidos, a viscosidade da solucéo polimérica foi alterada, tornando-se mais viscosa
com o teor de 30 %, o que poderia influenciar na difuséo dos radicais formados e
assim na cinética de polimerizacdo e formacdo do PNVCL. Utilizando a técnica de
RMN em solucdo do nlcleo H foi possivel identificar se ambas as amostras
resultaram na completa formacdo da PNVCL ou se ainda continham residuos

monomeéricos. Na Figura 5.12 estdo presentes os espectros de RMN do monémero
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de NVCL em &gua, da PNVCL preparado com um teor de solidos de 15 % e disperso
em agua e do PNVCL preparado com um teor de solidos de 30 % e disperso em
DMSO. Pela elucidagdo dos espectros, observa-se que PNVCL-30 % apresentou
ainda sinais do mondmero, indicando que a polimerizagdo ndo completou-se
provavelmente devido a alta viscosidade que o sistema adquiriu, 0 que pode ter
dificultado a difuséo dos radicais e posterior polimerizacdo, restando residuos de
mondmeros 3¢. Por sua vez, 0 PNVCL-15 % n&o apresentou deslocamentos quimicos
no espectro de RMN referente a presenca de monémero, indicando que apos as 4 h
de sintese ja ocorreu a conversdo dos monémeros em PNVCL. Assim, o teor de
solidos de 15 % foi escolhido para as sinteses posteriores.

A massa molar do PNVCL sintetizado no teor de solidos de 15% foi
avaliado por GPC. Os valores encontrados para a massa molar numérica media (M)
foi de 12972 g mol, para a massa molar ponderal média (M) foi de 67237 g mol*
e a polidispersividade (M\/M,) foi de 5,18. Pelos valores encontrados, o PNVCL foi
obtido com uma larga distribuicdo de massa molar, caracteristica encontrada quando
PNVCL é sintetizado pela polimerizagéo radicalar, que ocorre segundo a uma alta
taxa de propagacdo “¢71147 ao decréscimo na taxa de terminacdo ao longo da
polimerizacdo 47 e possiveis reacOes de transferéncia de cadeia. Neste processo, 0
radical da cadeia polimérica em crescimento é transferido para outra espécie que
termina a cadeia, mas a0 mesmo tempo gera um novo radical. A transferéncia de
cadeia pode ocorrer entre o polimero, 0 mondémero, o iniciador e o solvente do meio

reacional °°.
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FIGURA 5.12 - Espectros de *H RMN do monémero NVCL, de PNVCL-15 % e de

PNVCL-30 %.

Quando PNVCL é disperso em uma solucdo aquosa resulta em uma
suspensdo coloidal transparente de cadeias poliméricas solvatadas (sol) pelas
moléculas de agua #8149 demonstrada na Figura 5.13. Quando a suspensdo é
aquecida acima da LCST, as cadeias poliméricas se aglomeram por interacdes
intermoleculares como interagdes dipolo-dipolo entre grupos polares de amida,
forcas de van der Waals entre as cadeias poliméricas principais e ligacdes de
hidrogénio de grupamentos C=0 '*° e moléculas de agua no interior das associagdes

poliméricas, formando um estado aglomerado, opaco e viscoso (gel). Umas das
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maneiras de avaliar essa transicdo sol-gel de suspensfes coloidais de polimeros
termossensiveis € pela espectrofotometria de UV-vis a partir da transmitancia da
solugéo polimeérica em funcdo da temperatura. Uma vez que a solucdo polimérica
encontra-se inicialmente transparente a temperatura ambiente, ao longo do seu
aquecimento ha o turvamento devido a separacao de fase e formacéo de aglomerados

poliméricos visiveis, que contribuirdo para a reducdo da transmitancia da suspensao.

Aquecimento
—

_
Resfriamento

FIGURA 5.13 - Representacdo da dispersao polimérica aquosa do PNVCL em
temperatura ambiente (transparente e soltvel) e quando aquecida acima da LCST,
adquirindo uma coloracéo opaca devido a separacéo de fase e formacéo de agregados

poliméricos.

Na Figura 5.14, a transmitancia foi avaliada em fungéo da temperatura
da dispersdo polimérica de PNVCL em agua na concentracdo de 1% massa/volume
para a determinacdo da LCST. A faixa de temperatura avaliada foi entre 25 e 35 °C,

coletando a transmitancia da suspensédo a cada 0,5 °C e ap0s 3 min de estabilizacao

80



em cada temperatura. Pelos espectros obtidos, até 33 °C o polimero encontra-se
solubilizado em agua e por isso apresenta alta transmitancia. Ja acima dessa
temperatura a amostra comeca a turvar devido a segregacéo das cadeias poliméricas
e separacgéo de fase. Consequentemente, sua transmitancia decai, alcancando o valor
de zero em 34 °C, o que resulta em uma LCST de 34 °C i.e., uma temperatura viavel

para aplicacgdes in vivo.
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FIGURA 5.14 - Espectros de transmitancia de UV-vis da dispersdo polimérica
aquosa contendo 1 % m/v de PNVCL.

Para visualizar esse colapso do balanco hidrofilico/hidrofobico do
PNVCL e sua reversibilidade, foram realizados 6 ciclos de aquecimento (Figura
5.15) para avaliar a intensidade da transmitancia ao longo da temperatura, fixando
um comprimento de onda, no caso de 500 nm por ser um valor intermediario. Por se
tratar de um fendmeno termodinamico de transicdo de fase, pode-se notar na Figura

5.15 que a temperatura de colapso na LCST foi reprodutivel para os seis ciclos de
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aguecimento, demostrando a reversibilidade do sistema. Os valores encontrados de
LCST na literatura 8 para PNVCL sdo deslocados para maiores ou menores
temperaturas ao variar a composi¢ao quimica das suspensées poliméricas pela adi¢cdo
de sais, solventes e surfactantes, ou ainda pela modificacdo da cadeia polimérica pela

adicdo de comondmeros ou variando a massa molecular 40.6768.70.71
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FIGURA 5.15 - Intensidade da transmitancia medida no comprimento de onda de
500 nm em func¢éo da temperatura da dispersdo polimeérica aquosa contendo 1 % m/v

de PNVCL. Barra de erros representa o desvio padrdo da andlise realizada em
sextoplicata.

MEDEIROS et al. ™* observaram que a LCST aumentou com a
diminuicdo da massa molar do PNVCL uma vez que cadeias poliméricas menores
sdo mais sollveis e assim mais dificeis de aglomerar do que PNVCL com alta massa
molar. Esse comportamento ocorre, pois mais energia deve ser dada ao sistema de

cadeias menores para que as interacfes entre 0 PNVCL e a 4gua se rompam e a
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interacdo polimero-polimero prevaleca e leve a separacdo de fase. Ja VARGAS et
al. *! investigaram como a adicdo de diferentes comondmeros influenciaram na
temperatura de ponto nuvem (Tcp), temperatura no ponto de inflexdo da curva de
transmitancia ou temperatura a uma transmitancia definida (por exemplo, 50 %),
porém os autores ndo definiram em qual das condicGes a Tcp foi medida. Nesse
estudo, copolimeros de PNVCL com diferentes Tcp foram obtidos mantendo-se
constante a massa molar e a concentracdo da solucdo polimérica analisada. Quando
14 mol % de N-vinilpirrolidona (NVP) foi copolimerizada com PNVCL, a Tcp
aumentou para 38 °C, em contraste com a Tcp de 32 °C para o PNVCL puro, devido
ao carater mais hidrofilico da NVP. Ja& quando o mondmero hidrofébico acetato de
n-hexilo foi adicionado como comondmero, a Tcp diminuiu para 27 °C. Quando uma
especie acida foi adicionada na concentracdo de 4,6 %, como o acido 2-
(metacriloiloxi)benzoico em um pH de 7,4, a Tcp resultante foi de 42 °C, devido as
unidades ionizadas do &cido que levam a um maior numero de ligacdes de hidrogénio
e aumentam o carater hidrofilico do polimero. Assim nota-se que a LCST do PNVCL
pode ser ajustado pela adicdo de grupos hidrofilicos e hidrofobicos, mesmo em

pequenas COI’]CGI’]'[F&Q(N)GS.

4.2.1- Poli(acetato de vinila) (PVACc)

Até 0 momento alguns trabalhos propuseram a sintese controlada de
PNVCL com o comondmero acetato de vinila (VAc) 5163151152 "yma vez que eles
podem ser combinados a partir da polimerizacdo radicalar. Esses copolimeros foram
obtidos na forma aleatoria ou em blocos, resultando em estruturas com morfologia e
massa molecular controladas. No entanto, esses estudos visavam compreender a rota
sintética de obtencdo dos copolimeros para controlar seu arranjo macromolecular e

0 efeito desses comonomeros nos valores de LCST. Por outro lado, a presenca de
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PVAC no copolimero pode acrescentar ou favorecer outras propriedades que nao
foram investigadas, como a biocompatibilidade e o aumento de propriedades
reolégicas ®17°8!, Dessa forma, trés copolimeros de PNVCL e PVAc foram
sintetizados variando-se a concentracdo massica do monémero acetato de vinila (10,
20 e 40 %) adicionado ao meio reacional juntamente com 0 monomero NVCL para
a polimerizacdo radicalar, formando um copolimero aleatorio como demostrado na
Figura 5.16.

FIGURA 5.16 - Reacdo de copolimerizacdo entre NVCL e VAc na presenca do

iniciador radicalar AIBN.
Na Figura 5.17 observa-se os espectros de infravermelho normalizados

do PNVCL e seus copolimeros com PVACc e 0os modos vibracionais correspondentes

estdo resumidos na Tabela 5.5.
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FIGURA 5.17 - Espectros de infravermelho para PNVCL e copolimeros de PNVCL-
PVAC.

Os principais estiramentos quimicos presentes para PNVCL sdo
referentes aos grupos: C=0 em 1635 cm™, C-N em 1475 cm!, estiramentos simétrico
e assimétrico de -CH,— em 2861 e 2934 cm™, respectivamente, vibragoes de —CH,—
fora do plano em 1350-1150 cm™ e deformacéo fora plano de N-H em 716 cm™® 133.153,
Para o PVAc, identifica-se principalmente o estiramento C=0 em 1734 cm
destacado no espectro, que intensifica-se com o aumento da concentracdo de PVAc
no copolimero, principalmente para PN-40 % PVAc. E possivel identificar também,
porém em menor intensidade, o estiramento C-O em 1243 cm™. Espectros similares

foram obtidos por outros autores 63154156,
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TABELA 5.5 - Atribuicdo dos nimeros de onda das principais bandas encontradas

para 0s espectros de infravermelho do PNVCL e dos copolimeros.

NUmero de onda (cm™) Modos vibracionais

2934 estiramento assimétrico —CH,—
2861 estiramento simétrico —CH,—
1734 estiramento C=0 (PVAc)
1635 estiramento C=0 (PNVCL)
1475 estiramento C-N (PNVCL)
1442 deformacédo C-H

1350-1150 deformacao no plano —CH»—
1243 estiramento C-O (PVAC)
718 deformacao fora plano N-H (PNVCL)

Pelos espectros de 'H RMN dos copolimeros na Figura 5.18, os
materiais foram obtidos sem a presenca de residuos monomeéricos. A presenca de
PVAC é caracterizada pelo deslocamento quimico na regido de 2 ppm referente ao
hidrogénio do grupo metil terminal do acetato como destacado no espectro. A partir
da integracdo dos deslocamentos quimicos referentes ao PNVCL e PVAc é possivel
determinar a composicdo molar do copolimero. As regides escolhidas para a
integracdo foram 3,6-2,9 ppm (2H) para PNVCL e 2,2-2,0 ppm (3H) para PVAc. A
fracdo molar (Xvac) de VAC presente no copolimero é calculado pela Equacéo 4 e os

valores encontrados sdo mostrados na Tabela 5.6.

integral naregiao de 2,2 — 2,0 ppm

(4)

Xvac = - -
¢ namero de protons
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A fracdo molar encontrada pode ser convertida em fracdo massica de
VAC (Wyac) a partir da Equacdo 5 e os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 5.6.
Mvac € Mnvel representam a massa molar da unidade monomérica de VAc (86,09 g
mol?) e NVCL (139,19 g mol?) respectivamente.

Xyac " Myac

Wyac = (5)
Xyac " Myac + Xnver - Myyer
l
1 ? ¢
2 a
n m
N © a,1,4,5.6

PN-10% PVAc

PN-20% PVAc

PN-40% PVAc

7 6 5

o (ppm)

FIGURA 5.18 - Espectros de *H RMN dos copolimeros de PNVCL e PVAc dispersos

em agua deuterada.

87



TABELA 5.6 - Valores das fragdes molares (Xvac) € massicas (Wyac) encontradas para

0s copolimeros a partir dos espectros de *H RMN.

Material XVAc WvAc
PN-10 % PVAc 0,13 0,09
PN-20 % PVAc 0,17 0,11
PN-40 % PVAc 0,40 0,29

Pelos valores encontrados, a composicdo massica de PVAC nos
copolimeros foi de 9 %, 11% e 29 %, indicando uma concentracdo menor do
comonbémero no copolimero formado do que inicialmente adicionado no meio
reacional. KERMARGORET et al. ®* observaram a mesma tendéncia de obter
copolimeros de PNVCL-PVAc com reduzido teor de VAc do que inicialmente
adicionado. Esse comportamento € relacionado a razdo de reatividade (r) relatado
para 0s mondmeros, e =1,06 e ryac=0,36 em polimerizacdo em bulk !, Durante
a polimerizacdo, os mondmeros podem reagir conforme as quatro reagcbes mostradas
na Figura 5.19 e para cada uma delas existe uma constante de reatividade (ki)
associada. Assim a razdo de reatividade para cada mondmero é definida como
descrito na Equacdo 6 *’. Uma vez que ryvei>1 a reagdo entre os mondmeros de
NVCL ¢ mais facilitada do que entre os comondmeros de diferentes espécies, 0 que
pode ter resultado em um copolimero com menor concentracdo de VAc e com uma

distribuicdo aleatoria ao longo da cadeia polimérica.

k11 koo
'nverL = k_ y Twae = k_ (6)
12 21
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FIGURA 5.19 - Representacdo das possiveis reacdes entre os monémeros NVCL e

VAc durante a polimerizacéo radicalar.

Sistemas poliméricos formados por copolimeros ou blendas poliméricas
sdo comumente avaliados por anélises de DSC para investigar como a temperatura
de transicdo vitrea (Tg) varia com a composicdo dos comondmeros. Esta temperatura
é 0 valor médio da faixa de temperatura em que a por¢do amorfa do polimero sofre
uma transi¢do do estado vitreo para o estado borrachoso 133, Copolimeros alternados
e aleatorios, cujas unidades monomeéricas estardo distribuidas ao longo da cadeia
polimérica apresentam uma Unica Tg resultante da contribuigdo ponderada de ambos
meros poliméricos. A partir do estudo de polimeros termodinamicamente misciveis,
encontrou-se que a Tg se situa entre os valores de Tg dos homopolimeros
correspondentes e diversas equacdes foram desenvolvidas para estimar a Tg do
copolimero. Entre elas, a Equacdo de Flory-Fox (Equacdo 7) é comumente
empregada para descrever a Tg de copolimeros aleatérios e determinar a composicéo
dos comondmeros presentes. Wyac € Wnver Sa0 as fragcdes massicas dos meros VAcC
e NVCL no copolimero e Tgevac € TgpnveL S80 as temperaturas de transicao vitrea

dos homopolimeros 46157,

1 Wy ac WnvceL

(7)

Tgcopoll'mero TgPVAc TgPNVCL
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Na Figura 5.20 e na Tabela 5.7 encontram-se as curvas de DSC e 0s
valores de Tg experimentais e tedricos previstos pela Equacdo de Flory-Fox para
PNVCL e os copolimeros com 10, 20 e 40 % de PVAc. Para o célculo de Tg teorico

empregou-se as fragdes massicas encontradas pelos espectros de RMN.
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FIGURA 5.20 - Curvas de DSC do PNVCL, PNVCL-10 % PVAc, PN-20 % PVAc
e PN-40 % PVAc.

TABELA 5.7 - Valores de Tg obtidos experimentalmente e pela Equacédo de Flory-
Fox, e AC, para PNVCL, PNVCL-10 % PVAc, PN-20 % PVAc e PN-40 % PVAc.

Material Tg experimental (°C) Tg tedrico (°C) AC, (J g'l K'l)

PNVCL 188 188 0,31
PN-10 % PVACc 185 158 0,28
PN-20 % PVACc 178 153 0,29
PN-40 % PVACc 147 117 0,21
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Para avaliar a temperatura de transigéo vitrea (Tg) de materiais a base
de PNVCL é necessario eliminar a presenca de agua das amostras, pois ela funciona
como um plastificante das macromoléculas de PNVCL. KIRSH et al. *° mostraram
que sua Tg pode variar de 147 a-17 °C dependendo do ntimero de moleculas de agua
presente, que também aumenta sua capacidade calorifica especifica (ACp). Esse
intenso efeito plastificante das moléculas de agua ocorre pela troca de calor
especifico na desvitrificacdo das misturas de 4gua e PNVCL. Essas variacoes de Tg
e ACp s3o incomuns em comparagdo a outros polimeros sintéticos e refletem a
especificidade das interagdes de PNVCL e 4gua. Essas interacdes sdo compostas por
interacdes dipolo-dipolo entre grupos polares de amida, interacdes entre anéis de
caprolactama na conformacao de "cadeira" e ligagdes de hidrogénio de grupamentos
C=0 e moléculas de dgua '*°. Assim, a variacdo do niimero de moléculas de agua
nesse sistema influencia a energia e a distribui¢ao dessas interagdes, como também
o processo de relaxacdo das cadeias poliméricas.

Dessa forma, a Tg do PNVCL ¢ identificada a partir do segundo ciclo
de aquecimento na analise de DSC, onde encontra-se a Tg de 188 °C e por isso, a
temperatura ambiente ele se encontra no estado vitreo. Quando modificado com
PVAc, a Tg e AC, dos copolimeros foram reduzidos uma vez que o homopolimero
PVAc apresenta uma Tg de 41 °C '*2. Apenas uma Tg ¢ identificada nas curvas de
DSC para os copolimeros, indicando a obten¢ao de copolimeros aleatorios cuja Tg €
resultante da contribui¢do dos ambos meros poliméricos '*. Comparando os valores
de Tg obtidos experimentalmente e calculados pela equagdo de Flory-Fox, observa-
se valores experimentais superiores. Essa variacdo entre os valores de Tg, melhor
representada na Figura 5.21, foi consistente e com uma diferenca de
aproximadamente 26 °C. Apesar desse deslocamento superior para os valores de Tg
dos copolimeros obtidos experimentalmente em relacao aos teoricos, eles seguiram

a mesma tendéncia conforme o aumento da fracdo massica de VAc, validando a
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composi¢cdo de PVAc dos copolimeros previamente encontrada pelas analises de
RMN. PAN-PAN et al. °8 também observaram o deslocamento positivo dos valores
experimentais comparados aos obtidos pela equacdo de Flory-Fox de blendas de
PMMA. Os autores relacionaram esse comportamento a presenca de interagdes por
ligagdes de hidrogénio entre os meros das cadeias poliméricas que contribuem para
o aumento da Tg proposta teoricamente. A presenca de interassociagdes poliméricas
nao € o unico fator que contribui para o desvio da Tg teorica obtida pela equagao de
Flory-Fox, mas também sistemas polidispersos, complexas estruturas polimeéricas,
ou sistemas que ndo atendam as condi¢des pré-estabelecidas pela equacao, levam a
variacdo dos valores encontrados !**'%°. No presente caso, a obtengio de um sistema
polidisperso de copolimeros e a auséncia do homopolimero sintetizado de PVAc para
determinar sua Tg especifica (ao invés de utilizar a Tg encontrada na literatura)
podem ter contribuido para a variagao encontrada. Por outro lado, ETCHENAUSIA

152 sintetizaram copolimeros de PNVCL com variadas composi¢des de PVAc

et al.
com massa molar similar e baixa polidispersividade. Nesses estudos, os valores de
Tg calculados pela equacao de Flory-Fox se ajustaram aos valores experimentais

obtidos.

92



m Tgtedrico
° @ Tg experimental
180 . o
160 4 -
%) m
N )
IE) 140 4
120 - =
100

005 010 015 020 025 030 035

Fracdo massica de PVAC
FIGURA 5.21 - Variagéo da Tg tedrica e experimental em funcéo da fragdo massica
de PVAC.

Como a LCST do PNVCL pode ser modificada pela presenca de
comondmeros %6916l syspensdes poliméricas na concentragdo de 1% m/v dos
diferentes copolimeros foram analisadas pela espectrofotometria de UV-vis e sdo
mostradas nas Figuras 5.22, 5.23 e 5.24. Para 0s materiais PN-10 % PV Ac, PN-20 %
PVACc e PN-40 % PVAc os valores de LCST foram 31,5, 32 e 20,5 °C. A temperatura
da transicdo de fase reduziu conforme a presenca e o aumento da concentracdo de
PVAc comparado ao PNVCL puro, pois PVAcC apresenta um carater mais
hidrofébico, reduzindo a solubilidade do copolimero em dgua e assim favorecendo o
colapso das cadeias poliméricas quando o sistema é aquecido ®3. A similaridade entre
os valores de LCST dos copolimeros com 10 e 20 % de PVAc, ressaltam que 0s dois
materiais apresentaram similares concentragdes de unidades monoméricas de VAc,
como também demonstrado pelos espectros de RMN. Similarmente,
KERMARGORET et al. ! e ETCHENAUSIA et al. 2 observaram a reducéo da
LCST com o aumento da composi¢cdo de VAc, porém para obter uma LCST de

aproximadamente 20 °C, a fracdo molar de VAc necessaria foi superior a utilizada,
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isto é, 0,53 e 0,45, respectivamente. Ambos estudos preparam copolimeros de
PNVCL e PVACc obtidos por métodos de sintese que resultam em controlada massa
molecular com baixa polidispersividade e notaram que com 0 aumento da
concentracdo de VAc no copolimero, maior massa molar foi obtida. Assim, uma vez
que a massa molar de polimeros termossensiveis, como também sua
polidispersividade influenciam na temperatura da transicdo de fase, possiveis
discrepancias entre os valores de LCST entre os diferentes estudos sdo obtidos

mesmo com similares concentragdes de VAc.
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FIGURA 5.22 - Espectros de UV-vis da dispersdo polimérica aquosa contendo 1%
m/v do copolimero de PNVCL com 10 % de PVAc.

94



PN-20% PVAc

100 -
25°C < T <31°C
. 80 ~
=X
[av}
5 60 T=315°C
c
S
E 404
5
= 20-
T>32°C
0 I

T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 5.23 - Espectros de UV-vis da disperséo polimérica aquosa contendo 1%
m/v do copolimero de PNVCL com 20 % de PVAc.
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FIGURA 5.24 - Espectros de UV-vis da dispersdo polimerica aquosa contendo 1%
m/v do copolimero de PNVCL com 40 % de PVAc.

95



Os copolimeros também foram analisados pelo espalhamento de luz
dindmico para investigar se a presenca de PVAc influenciou no didmetro
hidrodinamico (D) dos polimeros obtidos. Nas Figuras 5.25 e 5.26, distribuicGes
similares de Dy sdo observadas para as dispersdes polimericas na concentragdo de
1% massa/volume a 25 °C, cujos tamanhos médios obtidos foram: 12 nm para
PNVCL, 10 nm PN-10 % PVAc, 10 nm para PN-20 % PVAc e 11 nm para PN-40 %
PVACc. Esses valores e a distribuicdo larga encontrada indicam que as cadeias
poliméricas estdo solvatadas no meio aquoso e com conformacdo macromolecular
com diametro hidrodinamico similar para os diferentes copolimeros, independente
da porcentagem do comondomero VAc incorporado. Valores semelhantes foram
obtidos por KERMARGORET et al. 1 e ETCHENAUSIA et al. 2, No entanto,
este Gltimo notou que ao aumentar a fracdo molar de VAc acima de 0,53 o valor de
Dy aumentava para 20 nm e estava relacionado ao processo de automontagem dos
copolimeros em agregados formados por 3 cadeias poliméricas, induzidos por

interacOes hidrofobicas intermoleculares ndo covalentes.
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FIGURA 5.25 - Distribui¢des do diametro hidrodindmico obtidas por DLS para as
dispersdes poliméricas 1 % m/v de PNVCL (a) e PN-10 % PVAc (b).
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FIGURA 5.26 - Distribui¢des do diametro hidrodindmico obtidas por DLS para as
dispersdes poliméricas 1 % m/v de PN-20 % PVAc (a) e PN-40 % PVAc (b).

Conforme os resultados obtidos, o copolimero escolhido para a sintese
dos nanocompositos foi 0 PN-10 % PVAC, pois apresentou composi¢cdo em massa

de comondmeros similar a composicéo inicial adicionada no meio reacional. Além
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disso, maiores teores de VAc resultam em menores valores de LCST, o que poderia
dificultar o manuseio das amostras poliméricas em seu estado solvatado,
especialmente no manuseio in vitro e in vivo, onde sao requisitados valores de LCST

proximos a temperatura fisioldgica para a aplicacdo como biomateriais injetaveis.

5.3-Nanocompadsitos

Nanocompositos de PNVCL e PN-10 % PVAc foram sintetizados in
situ na presenca de 1 e 5% massa/massa de SiO,-MPS, cujos grupos metacrilatos
podem se ligar via polimerizagéo radicalar com os monémeros NVCL e VAc como
representado nas Figuras 5.27 e 5.28 e promover a ligacdo covalente entre 0s
componentes inorganicos e organicos. Além disso, a presenca de grupos MPS reduz
a aglomeracdo de nanoparticulas induzida pelas interagdes de van der Waals
existentes entre elas, a partir do seu efeito estérico, e adiciona um carater hidrofobico

a SiO,, favorecendo a compatibilidade com alguns mondmeros poliméricos %2,

Nancocompositos a base de PNVCL com 1 e 5 % de SiO,-MPS
XL :
0™ o
Ny
N 0 N —
?i:o .
e
NVCL Si0,-MPS

FIGURA 5.27 - Representacdo da polimerizacéo radicalar entre SiO,-MPS e NVCL

formando nanocompdsitos de PNVCL com 1 e 5 % de SiO,.
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FIGURA 5.28 - Representagdo da polimerizacgéo radicalar entre SiO,-MPS, NVCL
e VAc formando nanocompasitos de PN-10 % PVAc com 1 e 5 % de SiO,.

Para analisar os materiais produzidos, caracterizacdes por RMN do
ndcleo *H foram empregadas para PNVCL, PN-10 % PVAc e seus nanocompositos
(Figura 5.29). Os nanocompositos avaliados estavam presentes em maior
concentracdo de nanofibras de SiO, para observar se os polimeros e copolimeros
seriam formados na presenca de SiO,-MPS. Pela auséncia de residuos do monémero

de NVCL foi possivel obter nanocompdsitos com espectros similares aos seus
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respectivos polimeros puros, sem deslocamentos quimicos evidentes pela presenca

das nanofibras de silica.

PNVCL

PN-10% PVAc N

w\/L
u\J\/“jL
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PN-10% PVAC
5%Si0, |

7 6 5 4 3 2 1 0
S (ppm)
FIGURA 5.29 - Espectros de *H RMN do PNVCL, PN-10 % PVAc e de seus
nanocompositos com 5 % de SiO,-MPS (PN-5 % SiO, e PN-10 % PVACc-5 % SiO,,

respectivamente).

Na Figura 5.30, espectros de infravermelho dos materiais poliméricos
demonstraram que a presenca das nanofibras de silica provavelmente ndo modificou
0 sistema vibracional das ligacdes poliméricas presentes nos PNVCL e PN-10 %
PVAC, ja que ndo observa-se deslocamento das bandas principais. Porém € possivel
identificar a presenca de silica nos nanocompdsitos com 5 % de SiO,, especialmente
pela distorcdo do espectro na regido de 1275-983 cm™ onde esta presente a banda
intensa de Si-O proveniente das nanofibras e o aparecimento do pico em 1725 cm*

referente ao estiramento C=0 do grupo MPS ancorado nas nanofibras de silica.

101



PNVCL
PN-1% SiO,
PN-5% SiO,
Cop-1% SiO,
WMW\/]L
Cop-5% SiO,
SiO,-MPS

4000 3000 2000 1000

Reflectancia (u. a.)

Ndmero de onda (cm™)

FIGURA 5.30 - Espectros de infravermelho da SiO,-MPS, do PNVCL, do PN-10 %

PVACc (ou Cop) e de seus nanocompositos com 1 e 5 % de SiO,-MPS.

Alguns autores utilizaram nanocompasitos de silica com o polimero
termossensivel PNIPAm, principalmente em sistemas casca/caroco para estudar a
liberacdo controlada de farmacos. Entre eles, PARK et al. %2 prepararam
nanocompositos de PNIPAm enxertado em silica, compostos por um carogo esferico
de silica mesoporosa modificada superficialmente com o agente silano MPS. Em
seguida, essas nanoparticulas foram polimerizadas com o monémero NIPAm,
formando uma casca de PNIPAmM. Os nanocompositos resultantes tiveram
morfologia dependente da temperatura de sintese ser acima ou abaixo da LCST do
PNIPAm puro e da concentracdo de reticulante. Eles obtiveram nanocompasitos com
comportamentos divergentes, alguns sem LCST e alguns com valores superiores de
LCST em relagdo ao PNIPAm puro. Os autores relacionaram estes resultados a uma
possivel supressdo do comportamento termodinamico da PNIPAm pela ligacdo
quimica formada entre o polimero e a silica. JA LOOS et al. >* prepararam compostos
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hibridos de PNVCL e de tetrametoxisilano, que agiria como um reticulante fisico da
matriz polimérica previamente sintetizada. Os materiais obtidos apresentaram
propriedades mecanicas e de inchamento dependentes da quantidade adicionada de
silano, porém os valores de LCST ficaram inalterados para os diferentes materiais.

No presente estudo € interessante que a presenca da silica ndo modifique
drasticamente a LCST do PNVCL para ndo inviabilizar sua utilizagdo como
biomaterial injetavel. Neste contexto, na Figura 5.31 a transmitancia em funcéo do
comprimento de onda das dispersdes poliméricas aquosas com 1 % m/v de PNVCL
polimerizado na presenca de 1 % e 5 % de SiO,-MPS foi avaliada em diferentes
temperaturas. Ja na Figura 5.32 observa-se a transmitancia em funcdo do
comprimento de onda das dispersdes polimericas nas concentraces de 1 %
massa/volume do copolimero PNVCL-10 % PVACc na presenca de 1 % e 5 % de
SiO,-MPS. Todos os valores de LCST encontrados para os materiais estdo resumidos
na Tabela 5.8.

A presenca de nanofibras de silica nos polimeros levou a um ligeiro
acréscimo de até 1 °C em suas temperaturas de transicao de fase, provavelmente pois
a presenca de nanofibras ligadas entre as cadeias poliméricas dificulta suas interacdes
e a formacdo do estado aglomerado. Além disso, essa reducdo da transmitancia
aconteceu gradualmente conforme o aumento de temperatura, principalmente porque
para 0 aquecimento de cada 0,5 °C aguardava-se 3 min para a estabilizacdo da
temperatura e analise da transmitancia. Este fenémeno nunca foi observado
anteriormente em estudos sobre sistemas de SiO, a base de PNVCL 106163 g gutros
polimeros termossensiveis, como o PNIPAm 162164165 A" reducdo difusa da
transmitancia poderia estar relacionada a mudanca no perfil de auto-aglomeracao das
cadeias poliméricas imposta pela presenca das nanofibras, ou pela polidispersividade
das cadeias polimeéricas que comecariam a precipitar em temperaturas diferentes.

Esse perfil observado pode ser resultado das interagdes formadas entre as nanofibras
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com o polimero, como também a influéncia dessas na polimerizacdo. No entanto, o
polimero puro de PNVCL ¢ polidisperso e ndo apresentou essa variacdo da
transmitancia. Além disso, 0s nanocompdsitos apresentaram valores de LCST
similares aos seus respectivos polimeros, o que indicaria similar tamanho de cadeia,

uma vez que a massa molar influencia na temperatura de transicéo de fase.
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FIGURA 5.31 - Espectros de UV-vis de dispersdes poliméricas aquosas 1 % m/v de
PNVCL com 1 (a) e 5 % (b) de SiO,-MPS.
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FIGURA 5.32 - Espectros de UV-vis de dispersdes poliméricas aquosas 1 % m/v de
PN-10 % PVAc com 1 (a) e 5 % (b) de SiO,-MPS.
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TABELA 5.8 - Valores de LCST encontrados para dispersdes polimeéricas aquosas

na concentracdo de 1 % m/v.

Material LCST (°C) LCST (K)
PNVCL 34 307,15
PN-1 % SiO; 35 308,15
PN-5 % SiO; 34 307,15
PN-10 % PVAc 31,5 304.65
PN-10 % PVAc-1 % SiO, 31,5 304 65
PN-10 % PVAc-5 % SiO, 32,5 305.65

Observa-se também que com a crescente quantidade de SiO,-MPS nas
solucdes poliméricas a transmitancia a 25 °C € menor, obtendo-se uma intensidade
méaxima de transmitancia no comprimento de onda de 800 nm de 50 % para PN-1%
Si0;,, 15 % para PN-5 % SiO,, 81 % para PN-10 % PVAc-1 % SiO, e 44 % para PN-
10 % PVAc-5 % SiO,. Essa turbidez intrinseca dos hanocompdsitos a temperatura
ambiente (abaixo da LCST) quando dispersos em soluc6es aquosas foi diferente para
0s nanocompdsitos a base de PNVCL e de PN-10 % PVAc contendo a mesma
concentracdo de silica. Essa discrepancia entre as transmitancias abaixo da LCST
pode estar relacionada a duas potenciais hipéteses: a real concentracdo de nanofibras
presentes nos nanocompositos a base de PN-10 % PVAc é menor do que a presente
nos nanocompositos de PNVCL, o que acarretaria em uma transmitancia inicial
superior. Nesse caso a concentracéo real de silica deve ser estimada por outro método
de deteccdo. No entanto, o perfil da transmitancia apenas das nanofibras de SiO,-
MPS foi avaliado a partir de sua suspensdo coloidal aquosa nas concentracoes
teoricas (1 e 5 %) encontradas nos nanocompositos e no fator de diluicdo utilizado
para as analises de espectrofotometria de UV-vis (Figura 5.33). As transmitancias

das suspensdes de SiO,-MPS nas concentragdes 0,01 e 0,05 % no comprimento de
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onda de 800 nm foram 85 % e 44 %, respectivamente, valores que se assemelham
aos encontrados para 0s nanocompaositos preparados com o copolimero. Contudo, a
regido do espectro de UV-vis abaixo de 800 nm e a variacdo da transmitancia
observada foi bastante discrepante entre as nanofibras de silica e 0s nanocompositos.
As dispersdes de SiO,-MPS apresentam transmitancia acima de 8 % a 200 nm
enquanto 0s nanocompdsitos ndo apresentaram transmitancia até 350 nm,
dependendo da concentracdo de nanofibras e dos polimeros utilizados. A variacéo
entre a menor e a maior intensidade transmitida para as nanofibras de SiO,-MPS foi
similar independente da sua concentracdo e com valor maximo de 37 %, enquanto
que para 0S nanocompositos essa diferenca variou conforme a amostra e a
concentragdo de silica, chegando a um méximo de 85 %.

Deste modo, a segunda hipotese para essa turbidez desigual dos
materiais nas temperaturas abaixo da LCST é a formacao de distintas interac0es entre
as nanofibras de SiO, e PNVCL ou PN-10 % PVAc. De forma geral, 0s possiveis
mecanismos de modificacdo dessas interacdes seriam resultantes dos maiores e
diferentes centros de espalhamento, estados de solvatacdo e/ou estabilidade coloidal,
causando a queda da transmitancia. Assim a segunda hipétese é a mais provavel, pois
enguanto o polimero e o copolimero puros resultam em uma suspensao aquosa
estavel turva acima da LCST, os nanocompadsitos formam um sistema particulado
turvo que precipita quando atinge a LCST. Por causa disso, para as analises de
espectrofotometria de UV-vis, as suspensdes poliméricas dos nanocompasitos dentro

das cubetas eram constantemente homogeneizadas com uma pipeta de Pasteur.
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FIGURA 5.33 - Espectros de UV-vis das suspensodes coloidais aguosas de nanofibras
mesoporosas de SiO,-MPS.

Uma vez que a reducao da transmiténcia em funcao da temperatura para
0S nanocompositos ndo é um efeito trazido apenas pela transmitancia intrinseca da
presenca de SiO,-MPS mas também pela nova estrutura formada, pode-se analisar
0s parametros termodinamicos durante a transi¢cdo de fase. Considerando que nesse
processo existam apenas dois estados para as cadeias poliméricas, solvatadas ou na
fase globular, a transicdo de fase pode ser compreendida em analogia com a analise
de van’t Hoff sobre o desdobramento das proteinas globulares 1%6-168, Seguindo esse
modelo, ALF et al. " e TIKTOPULDO et al. 1% calcularam as variacGes de entalpia
durante a transi¢éo sol-gel do PNIPAmM como homopolimero, hidrogel reticulado por
ligacOes covalentes, seus copolimeros e em diferentes massas moleculares. J& em
uma abordagem mais recente desse modelo, FUCINOS et al. '%° avaliaram as
propriedades Opticas de nanohidrogéis de PNIPAm por espectrofotometria de UV-

vis e desenvolveram uma relacdo matematica que correlacionasse a temperatura e o
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pH, ou a temperatura e adi¢cdo de um co-solvente organico, na formacdo do estado
colapsado desses nanohidrogéis.

De acordo com os espectros de UV-vis previamente mostrados para 0s
materiais, define-se um comprimento de onda intermediario (por exemplo 500 nm)
e compara-se a transmitancia em funcdo da temperatura. A transmitancia é entéo
convertida em densidade optica (OD) pela Equacdo 8 devido a sua relagdo com a
concentracdo dos componentes no sistema, obtendo-se as curvas nas Figuras 5.34,
5.35, 5.36 e 5.37 que evidenciam a transi¢do das cadeias poliméricas inicialmente
solvatadas para seu estado colapsado com conformacao globular. Valores de OD
correspondentes aos estados solvatado (ODs) e globular (ODg) séo obtidos pelos
pontos das curvas com menor e maior valores. Em qualquer temperatura (T) na
transicdo, as cadeias poliméricas coexistem em ambos estados solvatados e
globulares ao assumir um sistema de dois estados em equilibrio 61¢°, Assim, nessa
condicdo a aglomeracdo parcial do polimero em solucdo € matematicamente
equivalente a coexisténcia de uma fracdo das cadeias polimericas solvatadas (fs) em
equilibrio com uma fracdo globular (fg), como demostrado nas Equacdes 9, 10, 11,

12 e 13. K, é a constante de equilibrio aparente na transicéo.

OD =2 —1og(T%) (8)
OD = fs-0Ds + fc - ODg = ODs + f;(ODg — ODs) (9)

fs+fc=1 (10)

0D = 0Ds + f;(0D; — 0Ds) (11)

_0b-o0ps
fc—m (12)
1 fe

eemTrn @9



No equilibrio, a variacdo de energia de Gibbs € zero (AGt =0), e a
variacdo de energia de Gibbs padrdo (AG°t) na temperatura T da transi¢éo relaciona-
se a K. segundo a Equacdo 14, e também as variagdes da entalpia (AH®T) e entropia
(AS°t) durante a transicao sol-gel (Equacgéo 15). R é a constante dos gases (8.314 J

mol? K1) e T é a temperatura absoluta (K).
AG°; = —RTInK, (14)
AG°; = AH°; — TAS®;  (15)

A transicéo de fase é também acompanhada pela variacéo da capacidade
térmica molar (AC,) devido a reestruturacdo das moléculas de agua principalmente
ao redor dos globulos formados. Considerando que AC, durante a transicdo de fase
independe da temperatura, € possivel determinar as variacdes da entalpia (AH®y) e
entropia (AS°y) no ponto mediano da transicdo, quando T=Ty e Tr, € igual a LCST

do sistema (Equacdes 16 e 17) 1,

AH°p = AH®, + AC,(T —Ty,)  (16)

T
AS°p = AS° + ACyIn—  (17)

m

Quando T=T, as cadeias poliméricas nas fases solvatada e globular
estdo na mesma concentragdo, Ks = 1 e AG°r =0 e assim, substituindo os termos

obtém-se Equacdes 18 e 19.

[¢)

A
AS°,, = —= (18)

T T
AG°; = AH®,, (1 — T—) +AC, [(T ~Tp) =T In—| (19

m m
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Reordenando as equacdes 11, 13, 14 e 19, FUCINOS et al. encontraram
a Equacdo 20 que pode ser ajustada nas curvas de OD (curvas em vermelho nas
Figuras 5.34, 5.35, 5.36 e 5.37) em funcdo da temperatura para os materiais e

determinar Tn,, AH°ne AC,, cujos valores encontram-se na Tabela 5.9.

ODG - ODS
0D = 0D — o (20)
_<(T—Tm)(Tm-ACp—AH°m> T Rp

1 +e ) (1)

Tm

Pelas Figuras 5.34 e 5.35, observa-se que PNVCL e PN-10 % PVAc
apresentam valores de OD praticamente constantes até alcancar a LCST, onde ocorre
um crescimento abrupto nos valores de OD e que séo ajustados pela Equacgéo 20. J&
para 0S nanocompositos presentes nas Figuras 5.36 e 5.37, abaixo da transicdo de
fase os valores de OD néo sdo constantes e sdo crescentes até a mudanca de fase.
Esse crescente valor de OD abaixo da LCST ndo é previsto pelo modelo matematico
da Equacéo 20, porem ele foi ajustado e os parametros de T, e AH°, puderam ser
determinados para todos 0os nanocompositos, exceto para 0 PN-10 % PVAc-5 %
Si0O,. Diante disso, a presenca de SiO,-MPS introduziu um terceiro estado adicional
aos estados solvatados e globulares previstos para PNVCL e que provavelmente se
relaciona a interface de interacdo das nanofibras e os polimeros. Este efeito
observado foi ainda mais pronunciado para os nanocompésitos preparados com PN-
10 % PVAc, demonstrando distintas interagdes entre as nanofibras de silica e as
matrizes poliméricas de PNVCL e PN-10 % PVAc além do modelo proposto para

um sistema com apenas dois estados em equilibrio.
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FIGURA 5.34 - Variacéo da densidade 6ptica com a temperatura (pontos) e ajuste

das curvas (linha vermelha) pela Equacdo 20 para PNVCL.
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FIGURA 5.35 - Variacdo da densidade Optica com a temperatura (pontos) e ajuste
das curvas (linha vermelha) pela Equacgéo 20 para PN-10 % PVAc.
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FIGURA 5.36 - Variacdo da densidade dptica com a temperatura (pontos) e ajuste
das curvas (linha vermelha) pela Equacdo 20 para PN-1 % SiO, (a) e PN-5 % SiO,

(b).
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FIGURA 5.37 - Variacdo da densidade dptica com a temperatura (pontos) e ajuste
das curvas (linha vermelha) pela Equacéo 20 para PN-10 % PVAc-1 % SiO; (a) e
PN-10 % PVAc-5% SiO; (b).
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TABELA 5.9 - Pardmetros obtidos pelo ajuste da Equacdo 18 para os dados de
densidade dptica em funcdo da temperatura para PNVCL, PN-10% PVAC e seus

nanocompositos.

_ AH®, ACp
Material Tm (K)
(kJ mol?) (kJ molt K1)
PNVCL 306,78+0,01 5789,24+202,02 -25,27+1394,45
PN-1 % SiO, 307,67+0,01 4784,274575,34  -0,04+2338,23
PN-5 % SiO; 307,17+0,03 3346,09+398,33 646,00+120,52
PN-10 % PVAc 304,40+0,01  7488,17+35,03 -508,32+1949,95

PN-10 % PVAc-1 % SiO,  304,44+0,02 4858,97+362,99 1286,49+642,70
PN-10 % PVACc-5 % SiO,  305,32+0,39 7341,99+8928,17 -169,18+10242

As curvas obtidas para os sistemas poliméricos a base de PNIPAmM
apresentadas por ALF et al. 17 e FUCINOS et al. ® demonstraram que a transicao
entres as fases solvatada e globular ocorre em uma maior faixa de temperatura (~5-
13 °C) do que PNVCL (1 °C). Consequentemente, esta regido da transi¢ao continha
um maior nimero de pontos (>6) do que os obtidos (1) para 0 PNVCL, determinantes
para os calculos termodinamicos. Os valores encontrados nesses calculos sédo
referentes ao numero de mols de unidades cooperativas, consideradas dominios da
cadeia polimérica envolvidos na transicéo sol-gel 167168, Mon6meros pertencentes a
mesma unidade cooperativa exibem similar comportamento durante a transicao,
enguanto que a presenca de comonémeros pode resultar em distinto comportamento.
Nos estudos citados, copolimeros a base de PNIPAmM também foram propostos com
acido acrilico (AA) %170 e o agente reticulante dietilenoglicol divinil éter (DE) 7,
resultando em copolimeros como maior faixa de transicdo de fase do que o
correspondente PNIPAm puro e com menor valor de AH®y,. Esse comportamento foi

correlacionado ao carater hidrofilico de AA que dificultou o processo de desidratacéo
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das cadeias poliméricas para a formacdo do estado globular %, e a restricdes na
mobilidade de cadeias reticuladas, reduzindo o tamanho da unidade cooperativa 7,

Por outro lado, 0 PN-10 % PVACc apresentou uma variacdo abrupta de
OD na transicdo de fase, similar a obtida para PNVCL, e AH°, superior ao
homopolimero. Devido ao carater hidrofobico do mondmero VAc, as interacdes
hidrofébicas acima da LCST séo favorecidas. No entanto abaixo desta temperatura,
quando as cadeias poliméricas estdo solvatadas, as moléculas de 4gua se organizam
ao redor desses grupos gerando uma alta unidade cooperativa entre 0S componentes.
Com a transicéo de fase, esse arranjo € perturbado e o processo de desidratacdo é
acompanhado pelo efeito endotérmico 167171 resultando em AH°;, maiores ou
menores quando comondmeros hidrofobicos ou hidrofilicos sdo adicionados a
homopolimeros de PNVCL, respectivamente. Valores de AH®, para sistemas a base
de PNVCL foram previamente relatados a partir de analises de microcalorimetria
69171 Porém, nessa técnica mede-se a variacéo total da entalpia na transicdo de fase
incluindo todos os processos envolvidos e independente de qualquer modelo, como
0 utilizado baseado no sistema de dois estados proposto no modelo de van’t Hoff.
Assim AH®,, encontrado de ambas formas resultaram em valores diferentes.

Vale ressaltar que tanto o copolimero sintetizado quanto outros
presentes na literatura a base de PNVCL e com coménomeros hidrofébicos (PVAC)
®3 e hidrofilicos %8172173 gpresentaram uma transicéo de fase em menores faixas de
temperatura comparadas as obtidas para copolimeros de PNIPAm, destacando mais
uma singularidade de sistemas a base de PNVCL frente ao PNIPAm.

Apesar da existéncia de estudos sobre nanoparticulas inorganicas
combinadas com polimeros termossensiveis, especialmente em sistemas
casca/caroco, até o presente momento, a avaliacdo da influéncia de nanoparticulas
na variacdo da transmitancia com a temperatura ndo foi conduzida para

nanocompositos a base de PNVCL. O ajuste das curvas de OD em funcdo da
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temperatura pela Equacdo 20 foi eficiente para a previsdo da LCST, indicando a
temperatura para a transi¢do sol-gel, em concordancia com os resultados previamente
encontrados na Tabela 5.8.

Para 0s nanocompdsitos de PNVCL com 1 e 5 % de SiO,-MPS, o
aumento da concentracdo de silica resultou em menores valores de AH®n,. Essa
reducédo pode estar relacionada ao que ALF et al.?®” encontraram para polimeros de
PNIPAm reticulados. A formacdo de um sistema nanoestruturado interligado de
nanofibras de silica e cadeias poliméricas, reduziu a mobilidade do polimero e a
presenca de SiO,-MPS adicionou um impedimento estérico ao processo de
solvatacdo das cadeias poliméricas. Assim, esse sistema apresentou uma menor
unidade cooperativa, reduzindo a contribuicdo entalpica por unidade monomerica. O
nanocomposito PN-10 % PVAc com 1 % de SiO, apresentou AH®p,, ainda menor do
que o copolimero puro mas similar ao PN-1 % SiO,. Ja 0 nanocompésito PN-10 %
PVACc com 5 % de SiO, demonstrou um aumento do seu valor de AH®,, porém ele
nédo foi significativo pelo alto valor do desvio padrdo encontrado, indicando que o
modelo matematico ndo se aplicou a variacdo de OD por temperatura para este
material. Nota-se também que os perfis dar curvas obtidas para 0s nanocompasitos
de PN-10 % PV Ac foram diferentes dos obtidos para os nanocompositos de PNVCL,
com uma variagdo de OD sem pontos intermediarios na transigéo de fase. Da mesma
maneira que a Figura 5.28 demonstra possiveis maneiras das nanofibras de silica se
ligarem aos copolimeros, os nanocompdsitos resultantes apresentaram distintos
perfis da variacdo de OD que podem estar correlacionados a variagdes das interacdes
na interface inorganica e matriz polimérica.

Apesar de FUCINOS et al. 1%° demonstrarem que a partir da Equacio 20
seria possivel obter os parametros Tm, AH°n e AC,, eles ndo obtiveram valores
significativos de AC, devido ao alto desvio padrdo e os valores negativos

encontrados. Similarmente, ndo foi possivel obter valores expressivos para AC,, e
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até 0 momento esse parametro foi obtido na literatura apenas por andlise de
microcalorimetria.

Utilizando as mesmas solucbes poliméricas analisadas pela
espectrofotometria de UV-vis, foram feitas medidas de espalhamento de luz
dindmico para investigar se a presenca de silica influenciou no didmetro
hidrodinamico dos nanocompdsitos. Os nanocompositos a base de PNVCL
apresentaram distribuicbes unimodais nos histogramas numéricos presentes na
Figura 5.38. Anteriormente, mostrou-se na Figura 5.25 que Dy médio para PNVCL
foi de 12 nm, enquanto que PN-1 % SiO, e PN-5 % SiO, apresentaram sua
distribuicdo localizada entre 200-1200 nm, com tamanhos médios de 388 e 394 nm
respectivamente. Nesta regido € onde se encontram as nanofibras de SiO,-MPS que
provavelmente por estarem ligadas as cadeias poliméricas, resultaram em maiores
dimensdes do que previamente obtidas pelas dispersoes coloidais de silica. Os dados
foram analisados baseados nas distribuicbes numéricas e ndo em funcdo da
intensidade de luz espalhada, que é proporcional a sexta poténcia do diametro da
particula. No caso de uma amostra polidispersa, a intensidade da luz espalhada por
particulas maiores ou aglomerados sobrepora a de particulas menores, e assim no
caso de amostras polidispersas, a analise da porcentagem numeérica das particulas

com diferentes Dy, pode ser mais adequada 7417,
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FIGURA 5.38 - Distribuicdes do diametro hidrodindmico obtidas por DLS para as
dispersdes poliméricas 1 % de PN-1 % SiO, (a) e PN-5 % SiO; (b).
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Para 0s nanocompadsitos preparados a partir do copolimero (Figura 5.39
e 5.40), PN-10 % PVAc-1 % SiO; apresentou uma distribui¢do unimodal e bimodal
nas distribuicbes numérica e de intensidade, respectivamente. Foi possivel identificar
tamanhos médios de Dy, de 10 nm das macromoléculas poliméricas, com distribuigédo
muito similar a PN-10 % PVAc, e 350 nm referente as nanofibras de silica. Com isso
foi possivel observar a existéncia de uma populacdo de cadeias poliméricas livres e
outra de cadeias interligadas com a silica. Além disso, a presenca de nanofibras
provavelmente ndo afetou a polimerizacéo e obtencdo do copolimero, uma vez que
similares diametros hidrodinamicos foram observados. J& 0 nanocompésito PN-10%
PVACc-5% SiO, apresentou perfil de distribuicdo de Dy, similar aos nanocompasitos
de PNVCL, demonstrando a formacdo de um maior centro de espalhamento e
polidisperso provavelmente resultante das interagfes entre 0s componentes como
representado da Figura 5.41. Esses dominios de espalhamento encontrados para 0s
nanocompositos terdo diferentes velocidades de sedimentacéo, difusdo no solvente e
grau de solvatacdo quando comparados com os polimeros puros cujas cadeias
poliméricas encontram-se na configuracdo livre e solvatada no meio 17,
Consequentemente, essas estruturas formadas influenciaram na transmiténcia
observada nos espectros de UV-vis como também na termodinamica de transicdo de

fase do polimero termossensivel.
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FIGURA 5.39 - Distribuicdo do diametro hidrodinamico obtida por DLS para a

dispersdo polimérica 1 % de PN-10 % PVAc-1 % SiO, segundo sua frequéncia
numérica (a) e de intensidade (b).
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FIGURA 5.40 - Distribuicdo do diametro hidrodinamico obtida por DLS para a
dispersédo polimérica 1 % de PN-10 % PVAc-5 % SiO..

FIGURA 5.41 - Representacdo da estrutura interligada entre nanofibras de silica e

cadeias poliméricas resultando em grandes centros de espalhamento de luz.

Para estimar a formacdo da fase globular encontrada nos sistemas

poliméricos acima da LCST, dispersdes poliméricas diluidas (~0, 6 mg mL™) foram
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aquecidas acima da LCST (50 °C) e depositadas em substratos de silicio também
aquecidos nessa temperatura. Apds a evaporacdo do solvente, as amostras foram
investigadas por MEV e as imagens obtidas sdo mostradas nas Figuras 5.42 e 5.43.
Para PNVCL, observa-se a formacao de globulos esféricos e polidispersos. Para PN-
1 % SiO,, os globulos esféricos menores apresentam-se interligados com as
nanofibras de silica. Com o aumento da concentracédo de SiO,-MPS, elas ficam mais
evidentes nas imagens integrando-se com os globulos. Este comportamento
observado juntamente com a auséncia de nanoparticulas aglomeradas ou isoladas no
substrato indicam uma possivel interacdo covalente entre 0s componentes
inorganicos/organicos, que permitiu que as nanofibras ficassem distribuidas ao longo
da matriz polimérica. Essa nova estrutura interligada poderia contribuir para o
aumento da massa molar média do sistema em comparacdo com as cadeias
poliméricas individuais correspondentes. Quando a dispersdo polimérica foi
aquecida e submetida a transicdo de fase, as nanofibras mesoporosas de silica
integraram o estado polimérico globular, distribuindo-se ao longo dos globulos
formados.

Ja para o copolimero e seus nanocompositos um comportamento similar
foi observado, porem PN-10 % PVAc apresentou glébulos com didmetro e formato
esféerico mais homogéneos do que PNVCL puro. Na presenca de 1 % de SiO,-MPS
as estruturas dos globulos polimericos foram similares as apresentadas pelo
copolimero puro, porém as nanofibras de silica estavam presentes no interior ou na
superficie dos glébulos. Por outro lado, PN-10 % PVAc-5 % de SiO, apresentou
glébulos maiores, com formato irregular e integrados com nanofibras mesoporosas
de silica que poderiam estar relacionados a uma possivel coalescéncia dos glébulos
durante a secagem. A formacdo dessa estrutura interligada de polimero e nanofibras
de silica se assemelha ao que foi anteriormente observado nas anélises de DLS a

temperatura ambiente, cujo didmetro hidrodinamico dos nanocompdsitos teve uma
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distruibuicdo unimodal larga, englobando a regido onde as nanofibras de silica estdo

presentes.

a) PNVCL b) PN-1% SiO,

£ P J
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FIGURA 5.42 - Imagens de MEV das suspensdes poliméricas (0,6 mg mL™) de
PNVCL (a) e seus nanocompositos com 1 (b) e 5 % (c) de SiO,-MPS.

Até o presente momento, sistemas a base de PNVCL so foram avaliados
por MEV quando preparados como microgéis reticulados sintetizados a pela
polimerizacdo por emulsdo ou precipitacdo °17717° Nesses casos, PNVCL é
polimerizado principalmente com acido metacrilico, formando hidrogeéis em formato
esférico na escala de nandmetros até micrometros. Abaixo da LCST, as particulas
incham em agua e apresentam um didmetro hidrodindmico que é reduzido acima da
LCST, devido a desidratacdo dessas estruturas. Diferentemente desses trabalhos, os

sistemas em estudo foram sintetizados em bulk sem adicao de reticulantes quimicos,
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resultando em cadeias poliméricas livres em solugédo abaixo da LCST. Com isso, pelo
método de preparacao de amostra proposto, foi possivel visualizar pela primeira vez
a estrutura globular formada quando suspensdes poliméricas a base de PNVCL séo

aquecidas em uma temperatura acima da transicao de fase.

a) PN-10% PVAc b) PN-10% PVAc-1% SiO,

¢) PN-10% PVAc -5% SiO,

FIGURA 5.43 - Imagens de MEV das suspensdes poliméricas (0,6 mg mL™) de PN-
10 % PVAC (a) e seus nanocompositos com 1 (b) e 5 % (c) de SiO,-MPS.

A aplicacdo de polimeros termossensiveis na area de engenharia
tecidual e carreadores de farmacos é de grande interesse devido a formacdo de um
hidrogel in situ no momento que atinge sua LCST &, Idealmente o hidrogel injetavel
deve se comportar como um liquido de baixa viscosidade para ser ministrado por
uma seringa e que preencha completamente o local de interesse. Posteriormente,
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requer-se a gelificacdo rapida do hidrogel com superiores propriedades mecénicas
para evitar a difusdo do material do local de injecdo e sua estabilidade 8.

A analise reoldgica tem sido a técnica de caracterizagdo mais empregada
para a avaliacdo de hidrogéis, pois por meio das suas propriedades viscoelasticas &
possivel obter importantes informacGes sobre o desempenho mecanico desses
materiais. Além disso, esta € uma analise sensivel que requer pequenas amostras e
revela as diferencas na arquitetura, grau de reticulacdo, transicdo sol-gel,
homogeneidade e heterogeneidade estrutural e massa molar 82183 Especialmente
para hidrogéis que séo formados in situ pelo aquecimento 84185 fotopolimerizacéo
18 reacGes click 187188 entre outros, essa técnica permite o controle e o ajuste de
diversos parametros experimentais para o estudo detalhado desses sistemas. Uma vez
que esses hidrogéis inicialmente estdo no estado liquido, ndo podem ser moldados
em um formato especifico e nem apresentam resisténcia mecanica suficiente para
serem avaliados in situ por tradicionais caracterizagdes mecanicas. Desse modo, a
analise reologica tem se mostrado imprecindivel na avaliacdo de hidrogéis para a
engenharia de tecidos, cujas variacbes em modulos de armazenamento, grau de
reticulacdo, reticulagcdes irreversiveis ou dindmicas ditam as interagdes com
diferentes tipos células e desempenham especificas funcdes na regeneracao e reparo
de diferentes tecidos 891%,

A principal técnica reoldgica empregada para caracterizar hidrogeéis € o
cisalhamento oscilatorio de pequena amplitude (COPA), empregando-se uma tensao
e deformacdo de baixas magnitudes para ndo destruir ou modificar as amostras.
Quando essas sdo avaliadas no regime linear viscoelastico, o estudo dos modulos
dindmicos G' e G" pode deduzir aspectos importantes da estrutura do gel e do
comportamento mecanico, e os modulos terdo valores independentes da amplitude
da deformacdo %2, Sendo que o moédulo de armazenamento ou elastico (G')

representa a medida da energia armazenada e recuperada por ciclo, enquanto o
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maodulo de perda ou viscoso (G") representa a energia dissipada ou perdida como
calor por ciclo de deformagédo senoidal 191192,
A partir da avaliacéo inicial de G'e G" em fungéo da taxa de deformacao
é possivel determinar o regime linear viscoelastico (RLV) dos sistemas a base de
PNVCL. Dessa forma, inicialmente os modulos dindmicos de uma suspensao
polimerica de PNVCL foram avaliados em fungéo da deformacéo entre 0,01-100 %
fixando uma frequéncia arbitraria de 1 Hz (Figura 5.44). Como o intuito era
mimetizar a condigdo de injecdo de biomateriais in vivo, o ensaio foi realizado a
37 °C, e 0 PNVCL disperso em tampéo fosfato-salino (PBS) na concentragao de
20 % massa/volume (concentracdo utilizada nos ensaios biolégicos, descritos em
mais detalhes posteriormente). Para a analise na Figura 5.44 observa-se um
comportamento linear especialmente para G" até 20 % de deformacéo, caracteristico
da regido de RLV. Escolheu-se entdo um baixo valor de deformacéao (0,5 %) para
conduzir os proximos experimentos.
100

P ©-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-(
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FIGURA 5.44 - Variacdo dos modulos de armazenamento (G') e de perda (G") da
suspensdo de PNVCL em func¢éo da deformacéo a 37 °C.
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As propriedades viscoelasticas dos polimeros puros (PNVCL e PN-10
% PVAC) e dos nanocompaositos com 1 e 5 % de SiO,-MPS foram avaliadas pelo
monitoramento dos médulos de armazenamento (G') e perda (G") em funcéo da
temperatura (item a das Figuras 5.45 a 5.50) e a 37 °C (item b das mesmas Figuras)
para suspensGes poliméricas nas concentragbes de 10, 20, 30, 40 e 50 %
massa/volume em PBS. Observa-se que 0 aumento da temperatura resulta em
maiores valores de G' e G" para todos os sistemas, independentemente da
concentracdo de polimero, relacionado a transicdo de fase do estado solvado (sol)
para o globular (gel) com o alcance da LCST. Para todos os materiais, é possivel ver
essas diferencas nos modulos G' e G" entre 31-35 °C, dependendo da respectiva
LCST (como observado anterioremente nos espectros de UV-vis), e concentracgao da
amostra. Ao alterar a concentracdo da suspensdo do sistema de 10 a 50 %, as
propriedades reologicas sdo mais elevadas. Para todas as curvas G">G/,
comportamento caracteristico de materiais liquidos viscosos %%, enquanto que
G'>G" representa materiais com comportamento de sélidos elasticos 1941%, exibido
principalmente por hidrogéis de alta massa molecular e cadeias poliméricas
reticuladas ligacBes covalentes 82, Nota-se também que os valores dos médulos séo
crescentes mesmo em temperaturas superiores as respectivas LCSTs, e apenas se
estabilizam quando a temperatura foi fixada em 37 °C.

HALLIGAN et al. 1% também sintetizaram PNVCL e copolimeros de
PNVCL-PVAc em bulk pela fotopolimerizagdo, resultando em uma
polidispersividade acima de 10, com M,= 388 g mol* e M= 3932 g mol*, e LCST
de 32,4 °C. A partir da anélise reolégica de uma suspensdo 3 % m/m de PNVCL, o
valor maximo de G" foi de 0,2 Pa encontrado em temperaturas acima da LCST,
enguando que para os copolimeros esses dados nao estdo disponiveis. A curva obtida
apresentou perfil similar ao mostrado para PNVCL na Figura 5.45a com G">G'.
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Porém, eles continuaram aquecendo o sistema até 50 °C, encontrando em 47 °C o
ponto de cruzamento onde G"=G', e acima dessa temperatura a suspensdo polimérica
adquire a condicdo de gel com G'>G". Assim, 0s autores encontraram 2 temperaturas,
a LCST acompanhada do aumento das propriedades reoldgicas e a temperatura onde
ocorre a transicédo sol-gel. No trabalho desses pesquisadores nédo foi mencionado a
taxa de aquecimento utilizada, no entanto o algance da condicdo de gel poderia ter
uma contribuicdo cinética do arranjo macromolecular dos glébulos poliméricos %,
Afim de mimetizar o comportamento de um biomaterial injetavel, no presente
estudo, a temperatura maxima de aquecimento foi de 37 °C com uma taxa de
aguecimento de 3 °C min*. Nessas condicoes ndo foi possivel observar o cruzamento
em G"=G' e o comportamento de um sdlido elastico com G'>G". Potencialmente,
analises reologicas em ampla faixa de temperatura, tempo e frequéncia permitiria

encontrar esses pontos nas curvas de G" e G'.
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FIGURA 5.45 - Variacdo dos modulos de armazenamento (G') e perda (G") em

funcdo da temperatura

concentragdes de 10 a

(@) e a 37 °C (b) para suspensdes poliméricas de PNVCL nas

50 % m/v em PBS.
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FIGURA 5.46 - Variacdo dos modulos de armazenamento (G') e perda (G") em
funcéo da temperatura (a) e a 37 °C (b) para suspens@es poliméricas de PN-1 % SiO,

nas concentracdes de 10 a 50 % m/v em PBS.

132



PN-5% Si0,

a) —a— 10% (G) o
1—o— 10% (G") /
200 {—*—20% (G) O
—0—20% (G") o/
|—a—30% (G)
150 {—A—30% (G") /
40% (G o

40% (G") C,/
—a—50% (G /
O A
|—0—150% (G") /

Temperatura (°C)

o)
ano000aa0
AnAaaaaORR0RN0R0

~00808809

AAA—AQ—A&—&—AA—AA—AﬂﬁAﬁ_ﬁ_ﬁ
A

100 1 0OQ_—{JO—OO—Q—OO—OQ—OO—QQ_Q__Q
o

5 50| $HR25RR4RAGIEFa00000000000e

IR R Dt X b B i Bt X Lt X BX T Bt ¥ B Bt
04 ooooo OO0

T T T T
0 50 100 150

Tempo (s)

FIGURA 5.47 - Variacdo dos médulos de armazenamento (G') e perda (G") em
funcéo da temperatura (a) e a 37 °C (b) para suspens@es poliméricas de PN-5 % SiO,

nas concentracdes de 10 a 50 % m/v em PBS.

133



PN-10% PVAc

a) __ | —=—10% (G)
2304 _o—10% (G")
{ —8—20% (G)
200 { —0—20% (G")
| —4—30% (@)
S 150 ] TA30% (G
& 40% (G')
™ 40% (G")
> 100 —e—50% (@)
© | —0—50% (G")
50 1
0+
I I T T T . I
Temperatura (°C)
> 00000000000
b) | ,0000000000000000
300~
7= 250+
£
5 2004 K&M—M—M—A—M—ﬂ-&-ﬁ‘sﬂrﬂ—ﬂ—ﬁ
O -
[_“-.
150
Cﬁ -
© 100-
) | I I P Tl T T TITTITYIIY S
EJ 50_ k‘“_A‘_A‘_‘_‘HH‘——H_‘_‘
04 o-o-00—0-0—0-0—0—0-0—0-0—00—0-0—0—0

1 I
0 50 100 150
Tempo (s)

FIGURA 5.48 - Variacdo dos modulos de armazenamento (G') e perda (G") em
funcéo da temperatura (a) e a 37 °C (b) para suspensdes polimeéricas de PN-10 %

PVACc nas concentracgdes de 10 a 50 % m/v em PBS.
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a) P07 4 10% @)
400 { —o— 10% (G")
350 —#—20%(G)
. | —o—20% (G")
£ 3007 —4—30% (G)
T 2501 —2—30%(G"
0 1 40% (G
2 2001 40% (G")
O 150] —e—50%(G)
100 ] 0~ 30%(G"
501
04 P,
' I 1 I I I I
26 28 30 32 34 36
Temperatura (°C)
500
b) 450 1 Q_QQDOQQQQOQQOQDOOQQOQQQQQDQQ
400
= 3504
9:/ ]
3 300+
e~ 250 -
© 200
O 150-
2 1004 ethgteeedinedeetteetidee
O ]

FIGURA 5.49 - Variacdo dos modulos de armazenamento (G') e perda (G") em
funcéo da temperatura (a) e a 37 °C (b) para suspensdes poliméricas de PN-10 %
PVACc-1 % SiO, nas concentracdes de 10 a 50 % m/v em PBS.
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FIGURA 5.50 - Variacdo dos modulos de armazenamento (G') e perda (G") em
funcdo da temperatura (a) e a 37 °C (b) para suspensdes poliméricas de PN-10%

PVACc-5 % SiO; nas concentracdes de 10 a 50 % m/v em PBS.

Os modulos de armazenamento e perda dos sistemas poliméricos a

37 °C foram avaliados em funcéo do tempo e comparados na Figura 5.51 afim de
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investigar a influéncia do PVAc e das nanofibras de silica nas propriedades
reoldgicas dos materiais a base de PNVCL. A presenca desses componentes
aumentou os valores de G' e G" do PNVCL em até 5 vezes, sem perder o
comportamento termossensivel. Esse aumento pode ser resultado de uma interacéo
eficiente entre os componentes, mesmo em baixas concentracdes e a formacgéo de um
sistema interligado tridimensionalmente 1%1%7, Enquanto PNVCL e PN-10 % PVAc
na presenca de 1 % de SiO,-MPS tiveram acréscimo nas suas propriedades
reoldgicas, com 5 % de SiO,-MPS esses valores foram levemente superiores ou
inferiores, respectivamente. Apesar da auséncia de artigos sobre nanocompositos a
base de PNVCL, esses resultados obtidos quando comparados a outras matrizes
poliméricas demonstraram compartamento distinto. Por exemplo, NUSSER et al. 1%
e XU et al. ! relataram nanocompdsitos com crescentes propriedades reoldgicas
com 0 aumento na concentracédo de silsesquioxanos poliedricos e argilas distribuidos
na matriz polimérica. Com isso, reduzidos valores dos médulos ou um crescimento
ndo linear dos mesmos podem estar relacionados a presenca de heterogeneidades
como agregados de silica, adicionando defeitos aos sistemas e reduzindo G'e G".
Ademais, nas concentracdes de 30 a 50 % observa-se variag6es dos valores de G" e
G' ao longo do tempo a 37 °C. Para estas maiores concentracdes, a solvatacdo dos
materiais em PBS em temperatura ambiente pode néo ter sido muito eficiente e
resultado em heterogeneidades durante o aquecimento e a transi¢do de fase nos

ensaios reoldgicos.
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FIGURA 5.51 - Modulos de armazenamento (G', a) e perda (G", b) a37 °C em funcgéo

do tempo para os materiais nas concentractes de 10 a 50 % m/v em PBS, em que
Cop (PN-10 % PVAC), N1 (PN-1 % SiO,), N2 (PN-5 % SiO,), N3 (PN-10 % PVAc-
1 % SiO;) e N4 (PN-10 % PVACc-5 % SiOy).
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Similarmente, JIANG et al. 2% sintetizaram nanocompdsitos a base de
hidrogéis de poli(acrilamida) e variando-se a concentracdo de silica encontram
distintas propriedades reoldgicas. Para as concentracdes 1, 2 e 3% de silica, as curvas
de G' aumentaram, enquanto que na concentracao de 4 % os valores de G' reduziram
porém ainda superiores ao polimero puro (similar ao observado no presente estudo).
Eles relacionaram o aumento inicial das propriedades reolégicas com a formacéo de
uma rede interligada de cadeias poliméricas e silica, que contribuiram para o
aumento da porcéo elastica do nanocomposito. Por outro lado, a reducdo dos valores
de G' foi provocado por um excesso de silica que provavelmente inibiu a
polimerizacdo in situ do hidrogel e a formagéo dessa rede entre os componentes 2%,

Assim, diferentemente dos hidrogeis injetaveis formados por reacfes
quimicas que podem resultar em toxicidade local, tempo de gelificacdo lenta e
gelificacdo irrerversivel 2201 os materiais em estudo podem ser obtidos com
propriedades reologicas ajustaveis pelo presenca do comémero VAc, nanofibras de
silica e concentracdo do material, além de répida resposta ao estimulo da
temperatura. Ademais, 0s materiais atingiram o estado globular sem a necessidade
de reticulantes adicionais, com valores de mddulo estaveis na temperatura de 37 °C
e com comportamento de sistema polimérico viscoso (G"> G").

Até o momento, as analises foram feitas para as dispersdes coloidais
poliméricas. Para investigar o comportamento téermico dos materiais por analises de
TG e DSC, as amostras foram secas na forma de filmes. Porém, ao manuseé-las nota-
se que os filmes sdo transparentes, extremamente quebradicos; por outro lado,
quando as nanofibras de silica estavam presentes, formou-se um filme continuo,
homogeneamente opaco e com menor aspecto quebradico. Essas diferencas,
associadas a maiores propriedades reolégicas em solucdo aquosa, € uma indicacéo
que modificar as nanoparticulas de SiO, com MPS é uma eficiente estratégia de

melhorar a interacdo entre a silica e o polimero durante a polimerizacéo in situ.
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A estabilidade térmica dos polimeros e dos nanocompdsitos foi
determinada pelas curvas de perda de massa e suas primeiras derivadas presentes na
Figura 5.52 e foram normalizadas para excluir a perda de massa referente a adsorcgéo
de agua que é observada até 200 °C. A temperatura inicial de perda de massa (Tinicia)
foi determinada pela intersecdo da extrapolacdo da curva da massa inicial com a
tangente da inclinagcdo méaxima da curva de TG na Figura 5.52a. J& a temperatura de
perda de massa maxima (Tmax) foi obtida pelo pico da primeira derivada (Figura
5.52b) e AT representa a diferenca entre Tmax € & temperatura inicial que essa perda
méaxima ocorre (T;), e esta relacionado a cinética de degradacdo téermica. Tmaxe T
estdo indicados na Figura 5.52b. Assim, quanto maior o valor de AT, mais lento é a
liberagcéo de volateis durante o processo de degradagéo 22, A Tabela 5.10 mostra os
parametros obtidos das curvas de TGA para 0s materiais.

O inicio da degradacdo do PNVCL ocorreu em 384 °C e a perda de
massa maxima foi em 422 °C, como similarmente relatado por KOZANOGLU et al.
203 e DURKUT et al. 183, Esses autores realizaram os experimentos em atmosfera de
nitrogénio e as curvas resultantes da perda de massa continham apenas um patamar
de degradacédo. No entanto, na curva de PNVCL um pequeno patamar adicional esta
presente e com perda de massa maxima em aproximadamente 522 °C. Ele indica que
apos a principal etapa de degradacéo térmica forma-se um residuo estavel que apenas
posteriormente é oxidado. Um dos provaveis compostos provenientes da degradacéo
térmica do PNVCL advém da abertura do anel caprolactama, resultando na estrutura
da unidade monomérica da poliamida 6 ou Nylon 6. Curvas de perda de massa de
Nylon 6 foram obtidas em ar, com dois patamares de degradacdo similares aos
obtidos para o PNVCL, porém com valores de Tmaxem 460 °C e 560 °C 29420 Com
isso, provavelmente ambos polimeros exibem similares processos de degradacao

térmica.
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FIGURA 5.52 - Curvas de perda de massa (a) e suas primeiras derivadas (b) do
PNVCL, do PNVCL-10% PVACc e dos seus nanocompositos com 1 e 5 % de SiO,-

MPS.
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TABELA 5.10 - Parametros térmicos obtidos a partir das curvas de TG para PNVCL,
PN-10 % PVAC e seus nanocompdsitos com 1 e 5 % de SiO,-MPS.

Material Tinicial (°C)  Tmax (°C) AT (°C) _Massa
residual (%)
PNVCL 384 422 107 0

PN-1 % SiO, 393 425 105 1,1
PN-5 % SiO, 394 424 113 2,8
PN-10 % PVACc 380 415 119 0,3
PN-10 % PVAc-1 % SiO, 385 422 120 0,6
PN-10 % PVACc-5 % SiO, 387 424 112 6,3

Para o copolimero PN-10 % PVACc observa-se um terceiro patamar de
perda de massa adicional aos presentes para PNVCL e com Tmax em 310 °C. Pela
literatura 29207 PVVAc apresenta uma degradacdo massica maxima proxima a 300
°C, e MAURIN et al. 2% demonstraram que as curvas de perda de massa de
copolimeros de etileno e PVACc continham o mesmo patamar presente em PN-10%
PVACc. Essa perda de massa inicial e referente a degradacdo das unidades de VAc
com a liberagdo de acido acético 2%, A respeito da degradacdo méaxima obtida para o
copolimero, Tinicia € Tmax foram levemente inferiores ao PNVCL e com maior valor
de AT, indicando que a cinética de degradagdo foi mais lenta do que para o PNVCL
puro.

A partir dos dados da Tabela 5.10, observa-se que Tiniciat € Tmax foram
levemente superiores para todos 0s nanocompasitos, indicando que as nanofibras
podem ter retardado a liberacéo de volateis na etapa inicial e a temperatura maxima
de degradacéo térmica 1°920° A respeito dos valores de AT, na presenca de 1 % de
SiO,-MPS os nanocompositos apresentaram valores similares aos polimeros puros
correspondentes. Enquanto que os nanocompasitos PN-5 % SiO, e PN-10 % PV Ac-
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5% SiO; exibiram valores superior e inferior, respectivamente. Assim, esse pequena
diminuicdo de AT pode estar associdado a uma possivel catalise da degradacao do
PVACc pelas nanofibras de silica por meio de um mecanismo radicalar dos oxigénios
reativos na quebra das cadeias. FUKUSHIMA et al. 2% observaram comportamento
similar na degradacdo de nanocompositos de silica a base de poli(acido lactico). Por
outro lado, PN-5 % SiO, apresentou maior AT pois provavelmente, a presenca de
nanoparticulas retardou a difusdo de gases através da massa polimérica pelo aumento
do caminho livre médio do gas no PNVCL, diminuindo assim a cinética de liberacédo
202.

A quantidade de silica encontrada a 800 °C para 0s hanocompo0sitos sao
mostrados na Tabela 5.10. Nessa temperatura, toda a fracdo de material organico ja
foi degradada e por isso ndo ha massa residual para PNVCL e PN-10 % PVAc. As
nanofibras de silica funcionalizadas discutidas anteriormente continham
aproximadamente 14,7 % de MPS, que a 800 °C também ja foi eliminado. Assim a
massa residual dos nanocompasitos representa a composi¢ao inorganica de silica que
quando adicionadas nas concentracfes de 1% e 5% na sintese dos nanocompasitos
deveria apresentar uma massa residual de 0,8% e 4,3%, respectivamente. Conforme
0 aumento da concentracao de silica nos nanocompositos, maior foi a massa residual
encontrada. Porém, nota-se uma variacdo das massas encontradas em comparacao
com as concentragdes inicialmente adicionadas. Esses resultados indicam que
possilvemente durante a etapa de purificacdo dos nanocompdsitos, nanofibras de
silica e até mesmo cadeias poliméricas ndo ligadas ou com menores tamanhos de
cadeias foram eliminadas no procedimento de centrifugacéo e lavagem, contribuindo
para a alteracdo da massa residual encontrada.

Além disso, os espectros de UV-vis dos nanocompositos previamente
mostrados exibiram uma turbidez abaixo da LCST distinta para os hanocompositos

com a mesma concentracdo de silica, porém com diferentes matrizes polimericas.
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Uma das hipoteses era que 0os nanocompositos a base de PNVCL poderiam conter
uma maior concentracao de nanofibras e por isso sua transmitancia inicial era menor
do que os materiais a base de PN-10 % PV Ac. Pelas curvas apresentadas, PN-10 %-
1 % SiO, contém menos silica, enquanto PN-10 %-5 % SiO, tem maior concentracao
de nanofibras do que que os nanocompositos de PNVCL. Dessa forma, a turbidez
desigual dos nanocompdsitos nas temperaturas abaixo da LCST é resultante da
formacéo de distintas interacdes e arranjos macromoleculares entre as nanofibras de
silica e as matrizes poliméricas.

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) e da capacidade calorifica
especifica (AC,) identificada a partir do segundo ciclo de aquecimento na analise de
DSC para PNVCL, PN-10 % PVAc e seus nanocompositos com 1 e 5 % de SiO,-
MPS sao mostradas na Figura 5.53 e os valores de Tg e AC, sdo encontrados na
Tabela 5.11. Nanocompositos de PNVCL com 1 % e 5 % de Si0,-MPS tiveram um
aumento de 10 °C e 8 °C, respectivamente quando comparados ao PNVCL puro.
Maiores valores de Tg para nanocompositos podem ser atribuidos ao movimento
segmentado confinado das cadeias moleculares interagindo com as nanofibras
mesoporosas, reduzindo a mobilidade das cadeias polimericas *!!, como também um
aumento da massa molar média da nova estrutura interligada formada. Para os
nanocompositos de PN-10 % PVAc, apenas na presenca de 5 % de SiO, a Tg
resultante teve um aumento de 4 °C. Durante a transi¢do vitrea dos materiais, AC,
que esta relacionado a relaxacdo das regiGes amorfo rigidas na matriz polimérica,
sofreu uma pequena redugao para todos os materiais quando comparados ao PNVCL
puro. Isso é uma indica¢do que a interacdo entre a silica e as matrizes poliméricas

formou uma regido interfacial mais rigida que favorece a reducdo de ACp '®.
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FIGURA 5.53 - Curvas de DSC do PNVCL, do PNVCL-10% PVAc e dos seus

nanocompositos com 1 e 5% de SiO,-MPS.

TABELA 5.11 - Valores de Tg e AC, para PNVCL, PN-10% PVAc e seus

nanocompositos.

Material Tg (°C) AC,(J g K)

PNVCL 188 0,31

PN-1 % SiO; 198 0,29

PN-5 % SiO; 196 0,28

PN-10 % PVAc 185 0,28

PN-10 % PVAc-1 % SiO, 185 0,30

PN-10 % PVAc-5 % SiO; 189 0,27
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5.4-Estudo da atividade biologica dos polimeros e nanocompésitos

A &rea de engenharia de tecidos cartilaginosos € de crescente interesse
devido a limitada capacidade da cartilagem de se autoreparar e regenerar pela
auséncia de vascularizacdo ali presente. Assim, hd a demanda de novas tecnologias
para reparar a cartilagem danificada por lesGes traumaticas e osteoartrite, comumente
encontrada em idosos 194212213 Atualmente, os tratamentos clinicos existentes para
0 reparo da cartilagem articular envolvem microfraturas, o transplante autélogo de
condrdcitos, o transplante osteocondral e o implante de scaffolds, representados na
Figura 5.54 2! Embora essas terapias tenham reduzido a dor e retardado a
degeneracdo da cartilagem, ainda apresentam limitacbes como procedimentos
cirargicos complicados, risco de infecces, baixa integracdo com o tecido
circundante e formacao de fibrocartilagem, composta principalmente de coldgeno
tipo I, que possui propriedades mecanicas e quimicas inferiores as da cartilagem
hialina 194212214216 A cartilagem articular é a cartilagem hialina nas superficies
articulares dos ossos e dentro da cavidade articular 2. Ela é formada por diversos
componentes, principalmente agua, fibrilas de colageno tipo Il e proteoglicanos, cuja
unidade bésica sdo os glicosaminoglicanos (GAG), um dos responsaveis pelas
propriedades hidrofilicas dos proteoglicanos e conferem ao tecido cartilaginoso a
capacidade de suportar altas cargas compressivas 218219,

A cartilagem articular tem uma arquitetura distribuida em zonas (Figura
5.55) com variacbes de composicdo bioquimica e distribuicdo de células. Células
com fendtipo de células tronco mesenquimais sdo detectadas na zona superficial,
enquanto abaixo os condrocitos sdo encontrados em diferentes distribuicbes e sdo
responsaveis pela secrecdo dos componentes da matriz extracelular cartilaginosa

como colageno, glicoproteinas e proteoglicanos 22022,
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FIGURA 5.54 - Representacdo dos tratamentos clinicos utilizados para o reparo da

cartilagem articular proposto por MAKRIS et al. 214,
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FIGURA 5.55 - Distribuicéo de células na cartilagem articular saudavel proposto por
JIANG e TUAN 22,

Os principais scaffolds desenvolvidos para a reconstrucéo de cartilagem

empregam condrécitos (CDs) ou células tronco mesenquimais (CTMs). Embora
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condrdcitos sdo as células tipicas da cartilagem, ha a possibilidade de perderem sua
habilidade de produzir componentes da matriz extracelular do tecido cartilaginoso
quando expandidos em cultura in vitro, no fendmeno conhecido como
dediferenciacéo 2.

Ja as células tronco mesenquimais sao células multipotentes capazes de
se diferenciar em linhagens ostogénicas, condrogénicas e adipogénicas (Figura 5.56)
mediante moléculas indutoras na suplementacdo do meio de cultura. Contudo,
quando as CTMs sdo inseridas no tecido cartilaginoso lesionado, as condigdes
microambientais podem néo induzir ou manter a diferenciacdo condrogénica mesmo
na presenca dos agentes indutores 2%, Além disso, a diferenciacdo das CTMs
cultivadas em scaffolds é influenciada pelo formato, topografia, densidade de
reticulacdes, propriedades viscoelasticas e mecanicas dos hidrogéis e tecidos
empregados 119189190222 A5 CTMs também exibem a tendéncia de sofrer alteragdes
fenotipicas hipertroficas sob inducdo condrogénica e consequentemente a
calcificacdo da matriz de neocartilagem. BIAN et al. ¥ variaram a densidade da
reticulacdo quimica do hidrogel acido hialurénico e observaram que o aumento do
grau de reticulacdes diminuiu a formacao e a distribuicdo da matriz extracelular por
CTMs. Além disso, promoveu a conversdo hipertrofica das CTMs e a mineralizacao
da neocartilagem tanto in vitro como in vivo. Esses resultados demonstraram que a
densidade de reticulacdo de hidrogéis ditam a diferenciacdo condrogénia de CTMs
uma vez que modifica as propriedades mecanicas, a difusividade de solutos e a

permeabilidade da matriz tridimensional em que as células estdo inseridas %°.
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FIGURA 5.56 - Diferenciacdo de celulas tronco mesenquimais em linhagens

ostogénicas, condrogénicas e adipogénicas.

Assim, o desenvolvimento de biomateriais para a reconstrucdo de
cartilagem envolve grande desafios que incluem desde o tipo de celula a ser utilizada,
até as propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e desempenho dos materiais ao longo
do tempo. Entre esses biomateriais, 0s hidrogéis termossensiveis sdo potenciais
materiais para a engenharia tecidual de cartilagens pois sdo formados ap0s 0 processo
de injecdo in vivo induzido pela temperatura fisiologica. Com isso, podem ser
implantados de maneira minimamente invasiva, além de preencher completamente o
defeito e incorporar células, agentes terapéuticos e fatores de crescimento, que
estimulardo a formacédo da matriz extracelular e o reparo do tecido 119:223-226,

O PNVCL é apontado na literatura por ser biocompativel e ganha
destaque em aplicacBes como sistemas para a entrega controlada de farmacos e
imobilizacdo de enzimas “8%2"2%, Entretanto, poucos trabalhos relatam o uso de
PNVCL na engenharia tecidual, as interacGes entre matriz polimerica e células, e a
formacéo de tecidos in vitro e in vivo %5522 Entre eles, LYNCH et al. > prepararam

hidrogéis de PNVCL com é&cido hialuronico modificado com anidro metacrilico
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(MeHA) com baixas propriedades reologicas (G'<8 Pa) e observaram sistemas
biocompativeis quando cultivados por 10 dias na presenca de CDs. Eles
quantificaram a presenca de glicosaminoglicanos, componente utilizado para
avaliacdo da producdo de componentes da matriz extracelular da cartilagem, e
notaram maiores valores para 0s hidrogéis preparados apenas por MeHA. Hidrogéis
apenas de PNVCL néo foram testados, mas os autores observaram a formagéo de
hidrogéis injetaveis que induziram a formacdo dos componentes da neocartilagem.
SHAKYA et al. *® implantaram diferentes criogéis reticulados de PNVCL acelulares
em camundongos e avaliaram sua toxicidade e degradacédo. Apesar do PNVCL néo
ser considerado um polimero degradavel, nos ensaios in vitro e in vivo houve a
degradacdo de 30 % e 75%, respectivamente, e ndo induziu a toxicidade sistémica
ou local na regido da implantacdo. O mecanismo de degradacéo dos criogeis no meio
biologico é um processo complexo que envolve caracteristicas tanto do material
quanto processos quimicos e bioldgicos do meio, porém nesse estudo eles notaram
uma acdo combinada dos processos de degradacdo extracelular e fagocitose por

macréfagos ativados.

5.4.1- Ensaios com células tronco mesenquimais humanas (CTMs)

No presente estudo, a viabilidade celular dos polimeros e
nanocompositos sintetizados foram avaliados na presenca de células tronco
mesenquimais humanas e condrocitos bovinos, e posteriormente os materiais foram
cultivados por até 8 semanas em meio indutor condrogénico para avaliar se 0s
materiais atuavam como scaffolds para o crescimento de neocartilagem.

O PNVCL tem demonstrado ser biocompativel e bem tolerado por
células “¢77. Entretanto, dependendo da massa molecular, da concentracdo e da

presenca de comondmeros, 0s materais podem resultar em citotoxicidade 8. A
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citotoxicidade relacionada a massa molecular tem sido associada a hidrogéis com
cadeias poliméricas mais curtas, em particular aguelas que podem penetrar na
membrana celular, alterando a atividade celular. No caso de polimeros com maior
massa molecular, acredita-se que os efeitos citotdxicos estejam relacionados a
reducdo da difusdo de nutrientes e oxigénio para as células, levando a morte celular
230.

Inicialmente, a citocompatibilidade dos polimeros e nanocompdsitos em
diferentes concentracfes foi avaliada pela técnica colorimétrica com alamarBlue®
na presenca de CTMs. Este indicador fluoresce e muda de cor em resposta a reducéo
quimica do meio de cultura, resultante da atividade metabélica das células vivas 3,
Para esse ensaio, uma suspensdo de células foi adicionada em uma placa de 96 pocos
e cultivada por 24 h, formando uma monocamada de células. Em seguida, dispers6es
poliméricas nas concentracdes de 10, 50 e 100 mg/mL foram adicionadas a placa de
cultura celular, como representado na Figura 5.57, incubadas por 1 e 3 diasa 37 °C e
avaliadas pelo ensaio com alamarBlue® utilizando um leitor de placas. A Figura 5.58

mostra a viabilidade celular obtida para os materiais ap6s 1 e 3 dias de cultivo.

(ST Apoes 24 h v

Materiais dispersos

Suspensdo de células no meio de cultura

FIGURA 5.57 - Representacdo do cultivo celular bidimensional na presenca de
dispersdes poliméricas para o ensaio de citotoxicidade.
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FIGURA 5.58 - Viabilidade celular avaliada via ensaio com alamarBlue® apés 1 (a)
e 3 dias (b) de cultivo de CTMs na presenca de suspensdes poliméricas em diferentes
concentracdes. PN-1 % e PN-5 % representam nanocompositos de PNVCL com 1 %
e 5 % de SiO,-MPS, Cop representa PN-10 % PVAc e Cop-1 % e Cop-5 %
representam os nanocompaésitos de PN-10 % PVAc com 1 % e 5 % de SiO,-MPS.
*** indicam significancia estatistica (p <0,05 e p <0,01, respectivamente) versus

material correspondente com concentragdo de 10 mg/mL.
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Ap0s o primeiro dia de incubacéo, os materiais apresentaram viabilidade
celular acima de 80 % de acordo com a concentracdo dos componentes. Para a
concentracdo de 10 mg mL?, a viabilidade celular foi superior a 100 % para todos 0s
materiais, indicando atividade metabdlica superior ao grupo controle (incubados
apenas em meio de cultura), geralmente resultante da proliferacdo celular 221232, Apds
3 dias do cultivo de CTMs na presenca dos sistemas polimeéricos, a viabilidade celular
foi superior a 100 % e independente da concentracéo, indicando a citocompatibilidade
de materiais a base de PNVCL modificados com PVAc e nanofibras de silica em
distintas concentracdes. Uma possivel e importante caracteristica desses materiais
poliméricos na placa de cultura é a criacdo de um sistema tridimensional de
crescimento celular, enquanto que CTMs cultivadas apenas no meio sO cresciam
bidimensionalmente na placa de cultura. Se essas estruturas fossem formadas,
explicaria 0 aumento da atividade metabdlica relacionada a proliferacdo celular
comparada ao grupo controle.

Com o intuito de investigar o comportamento celular em scaffolds
tridimensionais, CTMSs foram encapsuladas nos materiais PNVCL, PN-10 % PVAc
e PN-1 % SiO, para avaliar o efeito dos diferentes componentes e concentracgdes (5,
10 e 20 % massa/volume). As células sedimentadas, ap6s sua sua remocéao das placas
de cultura celular e centrifugacdo, foram ressuspendidas nas suspensdes poliméricas
previamente dispersas em meio de cultura e pipetadas em moldes pré-fabricados
(Figura 5.59) inseridos em placas de cultura com 24 pocos. A viabilidade celular foi
determinada por meio do kit de coloracdo de células vivas e mortas apds 0 (apos a
injecdo em moldes), 1 e 3 dias de cultura, e analisada em um microscopio confocal
(Figuras 5.60, 5.61 e 5.62).
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FIGURA 5.59 - Representacdo do sistema tridimensional formado entre os polimeros

e nanocompositos e as celulas em moldes para cultura.

Nos dias 0 e 1, células vivas foram observadas especialmente para
PNVCL e PN-1 % SiO; nas concentracGes de 5 e 10 %, enquanto que no dia 3 PN-
10 % PVAc e PNVCL-1 % SiO, apresentaram poucas células, porém viaveis. Nota-
se gque para os hidrogéis na concentracdo de 20 % sdo observadas poucas células.
Este resultado pode ser consequéncia da etapa de substituicdo do meio de cultura (no
dia 1) em que hidrogéis encapsulados ficaram temporariamente expostos a
temperatura ambiente e, de acordo com sua transi¢do sol-gel reversivel com a
temperatura, poderiam temporariamente solvatar e liberar as células no meio de
cultura. O encapsulamento de células em polimeros termossensiveis é ditado de
acordo com a natureza anfifilica desses materiais. Acima da LCST, as cadeias
poliméricas agregam e colapsam em meio aquoso devido as intera¢Ges hidrofobicas
predominantes, formando uma conformacao globular, cujo tamanho é dependente da
massa molecular do PNVCL. Em condicdes fisioldgicas, essas interacdes
hidrofobicas tém a capacidade de interagir com as células e manter as conexdes
célula-célula ja existentes 233. Se o sistema for levado a temperaturas abaixo da
LCST, as cadeias poliméricas de PNVCL irdo solvatar no meio aquoso por interacdes
hidrofilicas predominantes com moléculas de agua e separar as células encapsuladas.
No caso dos hidrogéis na concentracdo de 5 e 10 % um maior numero de células foi
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observado pois elas provavelmente sedimentaram no interior do molde devido a

baixa viscoelasticidade desses sistemas para reter as células encapsuladas.

DIA0  pnvCL PN-10% PVAc PN-1% SiO,

5%

10%

20%

FIGURA 5.60 - Imagens obtidas por microscopia confocal para avaliar a viabilidade
de CTMs encapsuladas em hidrogéis de PNVCL, PN-10 % PVAc e PN-1 % SiO;nas

concentracgdes de 5, 10 e 20 % m/v no dia do encapsulamento, dia O (barras de escala,

100 pm).
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5%

20%

- .

FIGURA 5.61 - Imagens obtidas por microscopia confocal para avaliar a viabilidade
de CTMs encapsuladas em hidrogéis de PNVCL, PN-10 % PVAc e PN-1 % SiO;nas

concentracdes de 5, 10 e 20 % m/v apos 1 dia de cultura (barras de escala, 100 um).
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DIA 3

PNVCL PN-10% PVAc PN-1% SiO,

5%

10%

20%

FIGURA 5.62 - Imagens obtidas por microscopia confocal para avaliar a viabilidade
de CTMs encapsuladas em hidrogéis de PNVCL, PN-10 % PVAc e PN-1 % SiO;nas

concentracdes de 5, 10 e 20 % m/v apds 3 dias de cultura (barras de escala, 100 pum).

Para investigar a capacidade dos hidrogéis encapsulados de suportar a
condrogénese de CTMs e a sintese de componentes da matriz da cartilagem, eles
foram cultivados por 7 semanas na presenca de meio condrogénico suplementado
com 10 ng mL* de TGF-B3. Estudos sobre scaffolds cultivados in vitro com CTMs
observaram que a estimulacdo com TGF-B3 ajuda a manter o fenétipo de condrdcitos

nativos, melhora a composicdo biogquimica e as propriedades funcionais da
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neocartilagem, e promove o desenvolvimento de implantes que exibem relagdes
estrutura-funcdo semelhantes a cartilagem articular nativa 2423423,

Um dos principais componentes avaliados na formacdo de
neocartilagem é o conteldo de GAG produzido por amostra pelo ensaio com
DMMB. Pela Figura 5.63 observa-se que PNVCL e PN-10 % PVAc produziram
similar quantidade de GAG independentemente da concentragdo da amostra e para
PNVCL-1 % SiO; a quantidade foi semelhante para as concentracfes de 5 e 20 %.
Adicionalmente, 0 PNVCL e 0 PN-1 % SiO, mostraram uma tendéncia para produzir
mais GAG do que o copolimero. Portanto, observa-se que os hidrogéis a partir de
PNVCL e na presenca de nanofibras de silica séo potenciais scaffolds para suportar

a condrogénese das CTMs e a sintese da neocartilagem.
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FIGURA 5.63 - Quantidade de GAG por amostra (volume = 50 pL) de hidrogéis de
PNVCL, PN-10 % PVACc e PN-1 % SiO, nas concentracfes de 5, 10 e 20 % m/v,

encapsulados com CTMs e cultivados in vitro durante 7 semanas.
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O tempo de cultura celular utilizado para avaliar os componentes da
neocartilagem varia entre os trabalhos publicados na literatura e geralmente envolve
periodos entre dias até poucas semanas. Dependendo do tipo e da natureza do
hidrogel 11923 das condigdes de cultura 27 como a presenca de diferentes indutores
condrogénios e a variagdo da suplementacéo 24, e da origem e maturidade das CTMs
238239 3 quantidade produzida de GAG seréa diferente.

Uma vez que o conteddo de GAG por amostra foi independente da
concentracdo do hidrogel para PNVCL, hidrogéis na concentracdo de 20 % foram
escolhidos para os ensaios com cultivo tridimensional, uma vez que nessa
concentracdo 0s materiais apresentaram maiores propriedades reologicas. Novas
imagens por microscopia confocal foram entdo obtidas dos materiais PNVCL e PN-
1 % SiO; nas concentracdes de 20 % massa/volume encapsulados com CTMs. Dessa
vez 0s materiais foram inseridos nos moldes por uma seringa com agulha
hipodérmica 21 G, e cultivados a 37 °C por 3 dias. Os hidrogéis foram avaliados
como mostrado na Figura 5.64 ao longo da sua profundidade, sem a presenca de
celulas sedimentadas no fundo dos moldes. Um maior nimero de células vivas
estavam distribuidas pela matriz do hidrogel, indicando que a injecdo dos hidrogeis
com uma seringa nao contribuiu para a reducdo da viabilidade celular. No entanto,
observa-se aglomeracdes celulares principamente para PNVCL, tornando inviavel a
quantificacdo de células vivas e mortas. Apds o terceiro dia de cultura, novamente
observa-se a reducdo no numero de células, provavelmente devido a liberacdo de

células para o meio de cultura durante a substituicdo do meio.
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FIGURA 5.64 - Imagens obtidas pela microscopia confocal para avaliar a viabilidade
de CTMs encapsuladas em hidrogéis de PNVCL e PN-1 % SiO, na concentracao de

20% m/v no dia do encapsulamento, dia 0 e apos 1 e 3 dias (barras de escala, 100

pum).

5.4.2- Ensaios com condrdcitos bovinos (CDs)

Para obter um numero suficiente de condrécitos para o desenvolvimento

de scaffolds para a engenharia de tecidos cartilaginosos, como na implantagéo de
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condrdcitos autologos, as células sdo tipicamente expandidas em cultura de
monocamada. Como resultado, os condrécitos perdem seu fenétipo condrogénico na
dediferenciacdo. Esse fendbmeno pode ser revertido no processo de rediferenciacdo
apds sua transferéncia para um ambiente tridimensional. SCHUH et al. 2%
observaram que hidrogéis com um maior nimero de sitios de adesdo celular e rigidos
ndo induzem a rediferenciacdo, enquanto que hidrogeis com baixas propriedades
reoldgicas reverteram o processo de dediferenciagdo com o aumento da proliferacéo
celular e producdo de GAG e colageno tipo I1. Desse modo, a biocompatibilidade de
PNVCL e PN-1 % SiO, com CDs foi avaliada, como também a viabilidade
tridimensional desses materiais e a producdo de componentes da matriz cartilaginosa
ao longo de 8 semanas.

Avaliou-se a citocompatibilidade das dispersdes poliméricas nas
concentracdes de 0,001, 0,01, 0,1 e 1 mgmL™? pelo ensaio com alamarBlue®
utilizando o leitor de placas, como mostrado na Figura 5.65. As concentracOes
poliméricas adicionadas foram menores do que anteriormente utilizadas para a anélise
de CTMs pois CDs se mostraram mais sensiveis a variacdo da concentracdo
polimérica. Além disso, reduzindo a quantidade inserida de polimero evita a reducéo
da viabilidade celular pela limitacdo da difusdo de nutrientes e oxigénio para as
celulas. Apds o primeiro dia de incubacdo, os materiais apresentaram viabilidade
celular acima de 90 % e independente da concentracdo dos componentes. Ja apos 3
dias de incubacéo, a viabilidade celular foi superior para PNVCL (acima de 86 %) e
diminuiu com o aumento da concentracdo da dispersdo polimérica utilizada. Esse
efeito foi mais acentuado para os grupos do nanocomposito, cuja viabilidade celular
foi acima de 77 % nas concentracdes de 0,1 e 1 mg mL™. Apesar dessa variacdo na
viabilidade celular, os materiais sdo biocompativeis, porém a crescente concentracdo

de PNVCL e PN-1 % SiO, na camada superior as celulas pode ter contribuido na
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reducdo da sua atividade celular devido a alteracdo da difuséo de nutrientes e oxigénio

para as células.
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FIGURA 5.65 - Viabilidade celular avaliada via ensaio com alamarBlue® apés 1 (a)
e 3 dias (b) de cultivo de CDs na presenca de suspensdes poliméricas de PNVCL e
PN-1 % SiO, em diferentes concentracfes. *,** indicam significancia estatistica (p
<0,05 e p <0,01, respectivamente) versus material correspondente com concentra¢ao
de 0,001 mg/mL.
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Posteriormente, CDs foram encapsulados em hidrogéis de PNVCL e
PN-1 % SiO, na concentracdo de 20 % massa/volume pela mistura das suspensoes
poliméricas com as células sedimentadas, e inseridos nos moldes empregando
agulhas hipodérmicas 21 G. A viabilidade celular foi determinada por um kit de
coloracdo de células vivas e mortas no dia do encapsulamento das células e apds 3
dias de cultura em meio condrogénico. A Figura 5.66 mostra as imagens obtidas por
microscopia confocal dos hidrogéis encapsulados no dia da injecdo e apos 3 dias de
cultura celular. Condrdcitos viaveis foram homogeneamente distribuidos no sistema
tridimensional para PNVCL e PN-1 % SiO,, diferentemente do que foi observado
previamente para os hidrogeéis encapsulados com CTMs, resultando na aglomeracéo
celular. Estas diferencas na distribuicdo das celulas na matriz polimérica
demonstraram a influéncia da interacdo do scaffold com diferentes fendtipos de
células 2** . No terceiro dia, 0 nimero de células diminuiu em comparagdo com o dia
0 para ambos os sistemas poliméricos, similarmente como observado para 0s
hidrogeéis encapsulados com CTMs.

Uma vez que as células se distribuiram individualmente e
homogeneamente nos hidrogéis foi possivel determinar a viabilidade celular nos dois
dias utilizando agulhas com diferentes calibres. A injecdo de células dispersas em
solucédo tampédo é comumente acompanhada por uma baixa taxa de células vivas
(entre 1 e 32 %) no pds-transplante 1°°. Além da diferenca entre os microambientes
vivenciado pelas células quando inseridas in vivo, a ruptura mecanica das células
durante o processo de injecdo é uma das responsaveis pelo dano celular e baixa
viabilidade 1%, AGUADO et al. **®* demonstraram que a encapsulacdo das células em
um material viscoelastico como o hidrogel alginato protege as células das forcas
mecanicas prejudiciais experimentadas durante o fluxo pela agulha da seringa. Dessa
forma, a viabilidade celular de hidrogéis encapsulados com CDs foi investigada apos
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a injecdo com seringas e agulhas hipodérmicas com trés diametros diferentes (18 G,
21 G e 27 G), mostrada na Figura 5.67.

PN-1% SiO,

Dia 0

Dia 3

FIGURA 5.66 - Imagens obtidas por microscopia confocal para avaliar a viabilidade
de CDs encapsulados em hidrogéis de PNVCL e PN-1 % SiO; na concentragédo de

20 % m/v no dia do encapsulamento, dia 0, e apos 3 dias (barras de escala, 100 um).

Para o PNVCL a viabilidade dos condrdcitos manteve-se superior a
80 % até o dia 3, sem diferenca significativa entre os dias e o calibre da agulha.
Apenas para o dia 0 e 27 G observou-se uma ligeira reducéo na viabilidade celular,
provavelmente devido ao impacto mecanico imposto as células durante a injecéo

através de uma agulha com menor diametro %,

164



118G 121G Il 27G

]
S’
—_
+= N oo [}
o == o =]
] ] ]

Viabilidade celular (%)
S

PNVCL PN-1% S102

118G 221G I 27G

c
'
—
=]
=]

= =) =]
= = =
1 1 1

Viabilidade celular (%)
S

PNVCL PN-1% Si102

FIGURA 5.67 - Viabilidade celular no dia da preparacdo (a) e apds 3 dias (b) de
cultivo de CDs encapsulados em hidrogéis PNVCL e PN-1 % SiO; (20 % m/v)
injetados com trés agulhas diferentes (18 G, 21 G e 27 G). ** indica significancia

estatistica (p <0,01) versus material correspondente injetado com agulha 18 G.

Por outro lado, a viabilidade dos CDs encapsulados nos hidrogéis de
PN-1 % SiO; foi superior a 90 % no dia 0 e acima de 70 % no dia 3. Essa reducéo

pode estar associada a variacdo das propriedades viscoelasticas do nanocomposito
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termossensivel, que pode alterar a difusdo de nutrientes e oxigénio, especialmente
quando cercado pelo molde que dificulta a difusdo do meio 230242, Além disso,
nenhuma diferenca significativa na viabilidade celular foi obtida para distintos
calibres das agulhas. Deste modo, ambos PNVCL e PN-1 % SiO, suportam
condrdcitos viaveis e 0s transportam com alta viabilidade celular independente do
tamanho da agulha utilizada neste estudo.

Os scaffolds destinados a reparacéo e regeneracéo da cartilagem devem
manter o fenotipo dos condrdcitos e expressar as funcdes celulares em uma matriz
tridimensional 22°243, A partir da cultura in vitro dos hidrogéis de PNVCL e PN-1 %
SiO; encapsulados com CDs em meio condrogénico sem suplementacdo com TGF-
B3 ao longo de 4 e 8 semanas, determinou-se os conteudos formados de GAG e
colageno por amostra pelos ensaios com DMMB e OHP, respectivamente. Na Figura
5.68a, similares quantidades produzidas de GAG foram obtidas para ambos
materiais, com um pequeno acréscimo para PN-1 % SiO,. O aumento do tempo de
cultura néo resultou no acréscimo significativo de GAG para PNVCL enquanto que
para PN-1 % SiO, é possivel notar uma maior producdo de GAG. Comparando esses
resultados ao conteudo de GAG produzido pelos hidrogéis encapsulados com CTMs
apos cultura in vitro por 7 semanas (Figura 5.63), nota-se maior quantidade de GAG

nos materiais cultivados com CTMs.
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FIGURA 5.68 - Quantidade de GAG (a) e colageno (b) por amostra (volume = 50
uL) de hidrogéis de PNVCL e PN-1 % SiO, na concentracdo de 20 % mlv,
encapsulados com CDs e cultivados in vitro durante 4 e 8 semanas. **, ## indicam
significancia estatistica (p <0,01) versus material correspondente em 4 semanas, €

versus PNVCL no mesmo tempo de cultura, respectivamente.

ERICKSON et al. 2# observaram comportamento similar para hidrogéis

de &cido hialurénico ou peptideos, cuja quantidade de GAG produzido ao longo de
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56 dias foi superior quando cultivados com CTMs. Eles notaram que CDs e a
producdo de GAG se mostram dependentes da matriz tridimensional encapsulada,
enguanto CTMs tiveram comportamento similar em distintos hidrogéis. Porém , eles
nédo observaram nenhuma correlagdo com a natureza e as propriedades dos hidrogeis
com os resultados obtidos 24, Entre possiveis fatores que contribuiram para a
diferenca entre a quantidade produzida de GAG, destaca-se uma baixa
rediferenciacdo dos condrécitos nas matrizes poliméricas, e a presenca de
aglomerados celulares nos hidrogéis encapsulados com CTMs. O contato entre as
células e sua condensacdo devem ocorrer para a diferenciagdo condrogénica 24,
Enquanto CTMs estavam presentes em aglomerados celulares nos hidrogéis
encapsulados, CDs estavam individualmente dispersos na matriz polimérica. Esta
aproximacao entre as células pode ter contribuido para a diferenciacdo condrogénica
de CTMs e assim para a maior producédo de GAG.

O contetdo similar de GAG produzido para os hidrogéis em ambas 4 e
8 semanas pode estar relacionado a liberacdo de células e GAG para 0s meios de
cultura que eram substituidos 3x por semana. NEUMANN et al. *¢ observaram a
liberacdo entre 5 e 25% do total de GAG produzido ao longo de 4 semanas de cultura
in vitro de hidrogéis de polietilenoglicol. Esta difusdo de GAG para 0 meio de cultura
foi atribuida a possibilidade de GAG ser encontrado ndo apenas em agregados de
agrecan (espécie predominante de proteoglicanos), mas também em mondmeros de
agrecan e e seus produtos degradados. Enquanto os agregados sao macromoléculas
volumosas com difusdo restrita, 0s mondmeros de agrecan e os subprodutos da
degradacdo sdao moléculas menores e propensas a difundir através do hidrogel.

A variacdo da densidade celular ao longo do tempo é possivel de ser
avaliada pela quantificacdo do DNA dos condrocitos presentes pelo ensaio com
Picogreen realizado no dia seguinte do preparo das amostras (1° dia) e ap0ds a cultura

in vitro por 4 e 8 semanas (Figura 5.69). Uma vez que os hidrogeéis sdo encapsulados
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com a mesma quantidade de células, o teor de DNA deveria ser similar para ambas
amostras inicialmente, e ao longo do tempo aumentar conforme a proliferacdo
celular. No primeiro dia, a quantidade de DNA foi inferior para PNVCL em
comparacao a PN-1 % SiO,, demonstrando o aumento da retencao celular inicial para
0 nanocompoésito com superiores propriedades reoldgicas. No entanto apos 4
semanas, a densidade celular reduziu em 85 % e 87 % para PNVCL e PN-1% SiO,
respectivamente, e sofreu um leve aumento apos 8 semanas. Essa queda abrupta na
quantidade de DNA pode ser o resultado da reducéo da viabilidade celular ao longo
do tempo, mas principalmente indica a liberacdo de celulas durante a troca do meio
de cultura e a exposicdo temporaria das amostras a temperatura ambiente.

Ja a Figura 5.68b mostra o conteudo de colageno nos hidrogéis apos 4
e 8 semanas seguindo as mesmas tendéncias observadas para a producdo de GAG.
Para PNVCL observa-se 0 aumento da quantidade de colageno com o tempo, porém
néo foi signficativo. Ja para PN-1 % SiO, maior quantidade de colageno € observada
apos 8 semanas comparada a quantidade produzida até 4 semanas. Essas variacoes
entre as amostras provavelmente se deve a diferencas nas propriedades
viscoelasticas, estruturais e morfologicas entre elas. Uma vez que PN-1 % SiO,
apresentou maiores propriedades reoldgicas e fase globular entre nanoparticulas e
cadeias poliméricas interligadas acima de 37 °C, favorecendo a retencdo das
nanoparticulas e o suporte para o crescimento dos componentes da matriz

extracelular de cartilagem.
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FIGURA 5.69 - Quantidade de DNA por amostra (V = 200 mL) de hidrogéis de
PNVCL e PN-1 % SiO; (20 % m/v) encapsulados com CDs apds 1 diae 4 e 8

semanas da cultura in vitro. ** Indica significancia estatistica (p <0,01) entre 1 dia e

4 e 8 semanas para 0 mesmo material. ## Indica significancia estatistica (p <0,01)
entre PNVCL e PN-1 % SiO; no 1° dia.

Assim, apesar de alguns estudos com hidrogéis injetaveis para
engenharia de tecidos cartilaginosos também demonstrarem a formacdo da
neocartilagem 194247249 "glgumas caracteristicas como longos periodos de gelificacéo,
instabilidade da amostra e baixa producdo de matriz podem ser observadas °°226:250-
23, Neste estudo, materiais a base de PNVCL foram obtidos com distintas
propriedades reologicas, rapida gelificacdo ao estimulo da temperatura,
biocompativeis com CTMs e CDs e induziram a formacdo dos componentes da
neocartilagem quando cultivados in vitro. Embora os ensaios reoldgicos dos
materiais demonstraram que eles se comportam como liquidos viscosos e ndo como
tradicionais hidrogéis reticulados quimicamente com alto valor de G', materiais com

baixa propriedade reologica melhoraram a condrogénese de CTMs e a producéo de
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matriz extracelular por CDs, induzidas pela melhora na difusdo de nutrientes,

distribuicdo de matriz de cartilagem sintetizada e interacdo entre as células 1924,
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6- CONCLUSOES

Nanocompositos a base de PNVCL e de PN-10% PVAc com nanofibras
mesoporosas de silica foram sintetizados pela primeira vez por meio de uma
polimerizagéo in situ na forma de bulk. Esse estudo demonstrou a variedade de
aplicacdes e propriedades que os sistemas termossensiveis podem alcancar além das
tradicionais aplicagbes na entrega controlada de farmacos. Além das ajustaveis
propriedades termossensiveis, morfoldgicas, estruturais, reoldgicas e térmicas, esses
materiais sdo biocompativeis e apresentam grande potencialidade de aplicacdo como
scaffolds no campo biomédico, como na reconstrucdo de tecidos cartilaginosos por
técnicas minimamente invasivas. De acordo com os resultados e discusséo
anteriormente descritos, pode se concluir também que:

e Nanofibras mesoporosas de silica funcionalizadas tiveram seus poros internos
e externos modificados com o organosilano MPS em um teor de 15 % em massa,
possibilitando a sua interagdo com 0s mondmeros a serem polimerizados.

e O polimero termossensivel PNVCL foi obtido pela polimerizacdo radicalar,
com LCST abaixo da temperatura fisioldgica (34 °C), transicéo reversivel e com
variacdo da transmitancia com temperatura com alta reprodutibilidade.

e Copolimeros de PNVCL e PVAc com 3 concentracdes de comonémeros foram
sintetizados e apresentaram um teor menor de VAc do que inicialmente
adicionado ao meio reacional devido a diferencas entre as razdes de reatividade
dos mondmeros. Os valores de LCST foram inferiores (até 13,5 °C) do que o
encontrado para 0 PNVCL, devido ao carater mais hidrofébico do PVACc e da
sua composi¢do no copolimero.

e Nanocompadsitos a base de PNVCL e PN-10% PVAc foram sintetizados in situ

na presenca de 1 e 5 % de nanofibras mesoporosas de SiO,-MPS e apresentaram
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similares valores de LCST (igual ou até 1 °C a mais) em comparacdo aos
polimeros puros correspondentes, porém a transicdo de fase foi difusa.

e As interacOes entre as nanofibras de SiO, e as matrizes poliméricas de PNVCL
e PN-10 % PVAc foram diferentes e resultaram em um sistema interconectado
de matriz polimérica e nanofibras inorganicas com distintos centros de
espalhamento, graus de solvatacao, fase globular acima da LCST, contribuicéo
entdlpica por unidade monomérica como demonstrado nas analises de
espectrofotometria de UV-vis, DLS, MEV e TGA.

e Pela analise de microscopia eletrénica de varredura, as nanofibras de SiO,
integraram e se distribuiram homogeneamente nos globulos poliméricos
formados quando os nanocompositos foram aquecidos acima da LCST.

e A presenca do comondmero VAc e das nanofibras de SiO, contribuiram para o
aumento dos modulos de armazenamento e de perda em cerca de até 5 vezes a
mais do que a matriz pura de PNVCL. Os materiais apresentaram propriedades
ajustaveis conforme a concentracdo da suspensdo polimérica, e em uma faixa
de temperatura adequada para aplicaces como biomateriais. No entanto nas
condicOes avaliadas todos materiais se comportaram como liquidos viscosos
(G">G).

e A presenca das nanofibras mesoporosas de silica aumentou a Tg das matrizes
poliméricas em cerca de até 10 °C devido a reducdo da mobilidade das cadeias
poliméricas pela presenca das nanofibras de SiO..

e O PNVCL, PN-10% PVACc e seus nanocompdsitos correspondentes foram
biocompativeis na presenca de células-tronco mesenquimais humanas e
condrocitos bovinos. Especialmente os hidrogéis PNVCL e PN-1% SiO; na
concentracdo de 20% m/v promoveram a diferenciacdo condrogénica de CTMs
e a rediferenciacdo de CDs, e induziram a formacgdo de componentes da matriz

extracelular da cartilagem in vitro em curtos e longos periodos de tempo.

174



e O hidrogel de PN-1% SiO, encapsulado com CDs apresentou maior acimulo
dos componentes da neocartilagem, provavelmente segundo sua maior
propriedade reoldgica que contribuiu para reter as células encapsuladas e exibiu

estrutura morfoldgica e mecanica mais favoravel para o suporte de CDs.
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