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RESUMO

Neste trabalho, hidrogéis constituidos de copolimeros de poli(e-caprolactona-b-
etilenoglicol-b- ¢-caprolactona) (PCL-b-PEG-b-PCL) e poli(N-isopropilacrilamida-co-
metacrilato de 2-fosforilcolina) (PNIPAAmM-co-MPC) foram preparados visando a
utilizacdo em estudos de engenharia de tecidos voltados para a regeneragao
raquimedular. Para isso, os copolimeros de PNIPAAmM-co-MPC foram sintetizados
por polimerizacéo radicalar livre com diferentes quantidades de MPC (0 %, 0,25 %,
0,5 %, 1,0 %, 2,5 % e 5,0 %, em mol). A temperatura minima critica de solucao
(LCST) dos copolimeros foi determinada por DSC, verificando-se que o aumento da
guantidade de MPC levou a um aumento da LCST. O copolimero contendo 0,5 % de
MPC foi escolhido para a preparacao dos hidrogéis, pois foi o com maior quantidade
do comondmero a apresentar LCST na faixa de temperatura de interesse, isto €,
abaixo da temperatura corporal, com uma transicdo de fase significativamente
intensa. Os copolimeros de PCL-b-PEG-b-PCL foram sintetizados com diferentes
proporcdes massicas entre e-caprolactona:PEG (1:1, 0,5:1 e 0,25:1) através de
polimerizacdo por abertura de anel do mondmero ¢-caprolactona (CL), empregando
PEG com massa molar de 4600 g.mol” como macroiniciador. Dos copolimeros
sintetizados, o que se mostrou soltvel em agua foi o de propor¢éo 0,25:1 CL:PEG, o
qual foi posteriormente submetido a reacdo de funcionalizacdo com anidrido
metacrilico para a inclusdo de grupos reticulaveis em suas extremidades. Os
hidrogéis foram obtidos por polimerizacdo radicalar utilizando persulfato de aménio
como iniciador e N,N,N”,N”-tetraetilenodiamina (TEMED) como agente redutor. Trés
hidrogéis diferentes foram preparados: um contendo apenas MA-PCL-b-PEG-b-PCL-
MA, um com 2,5 % de P(NIPAAmM-co-MPC) e um com 5 % de P(NIPAAm-co-MPC).
A analise de grau de intumescimento mostrou que os hidrogéis contendo

P(NIPAAmM-co-MPC) apresentam maior capacidade de retencdo de agua.

Palavras-chave: lesdo raquimedular, PNIPAAmM, PCL-b-PEG-b-PCL, metacrilato de
2-fosforilcolina, hidrogel.



ABSTRACT

In this study, poly(e-caprolactone-b-ethyleneglycol-b-¢-caprolactone) and poly(N-
isopropylacrilamide-co-2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine) copolymers were
synthesized in order to prepare hydrogels for applications in tissue engineering
studies focused on spinal cord regeneration. P(NIPAAmM-co-MPC) copolymers were
synthesized by free radical polymerization with different quantities of MPC (0 %, 0,25
%, 0,5 %, 1,0 %, 2,5 % e 5,0 %). The lower critical solution temperature (LCST) of
the copolymers was determined by DSC, and it was verified that the increase in the
MPC quantity has led to a LCST increase. The copolymer with 0,5 % of MPC was
used in the hydrogels preparation, since it was the one with the higher concentration
of MPC that still showed LCST in the desired temperature range, i.e., bellow body
temperature. The PCL-b-PEG-b-PCL copolymers were synthesized with different ¢-
caprolactone:PEG ratios (1:1, 0,5:1 and 0,25:1) by ring opening polymerization of the
g-caprolactone (CL) ring, utilizing PEG with molar weight of 4600 g.mol™ as initiator.
The copolymer that was soluble in water was the one with the ratio CL:PEG of
0,25:1. Thus, it was functionalized with methacrylic anhydride for the insertion of
reactive groups. The hydrogels were obtained by radicalar polymerization using
ammonium persulfate as initiator and N,N,N”,N”-tetraethylinediamine (TEMED) as
reductant. Three different hydrogels were prepared: one containing only MA-PCL-b-
PEG-b-PCL-MA, one with 2,5 % of P(NIPAAm-co-MPC) and one with 5 % of
P(NIPAAmM-co-MPC). The swelling degree analysis showed that the hydrogels

containing P(NIPAAmM-co-MPC) have greater capacity for water content.

Key words: spinal cord injury, PNIPAAmM, PCL-b-PEG-b-PCL, 2-methacryloyloxyethyl
phosphorylcholine, hydrogel.
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1  INTRODUCAO

Lesbes na medula espinhal, também chamadas de traumatismos
raquimedulares (TRM), sdo enfermidades que resultam em graves deficiéncias
sensoriais e motoras em pessoas acometidas por esse tipo de trauma. Apesar das
extensas pesquisas nessa area, ainda nao ha tratamentos clinicos disponiveis
eficazes na restauracdo das funcdes motoras de pacientes com lesdo medular
crbnica. Ao longo das ultimas duas décadas, houve um aumento expressivo do
ndamero de pesquisas em engenharia de tecidos, também chamada de medicina
regenerativa, uma promissora area para futuros tratamentos para traumas
raquimedulares. Trata-se de um campo que busca a elaboracdo substitutos
biolégicos para a reconstrucdo terapéutica do corpo humano pela estimulacéo
controlada e deliberada de células-alvo selecionadas, através da combinacédo de
sinais mecéanicos e moleculares.

O grande desafio no desenvolvimento de um substituto biolégico funcional para
a regeneracao raquimedular esta na capacidade de uma matriz de mimetizar a
complexidade estrutural da medula espinhal. Dentro da vasta gama de materiais
com possibilidade de aplicacdo na regeneracdo desse tipo de lesdo, os hidrogeis
apresentam um grande potencial pelo fato de serem adaptaveis ao formato da lesao
devido a sua flexibilidade e elasticidade caracteristicas. Hidrogéis séo, por defini¢éo,
materiais formados por uma rede polimérica tridimensional e hidrofilica, capazes de
absorver grandes quantidades de agua ou fluidos biolégicos.

Hidrogéis preparados a partir de polimeros naturais sdo tipicamente
biocompativeis e interessantes devido a presenca de moléculas bifuncionais em sua
estrutura. Por outro lado, hidrogeis preparados a partir de polimeros sintéticos
possuem como vantagem um maior controle da taxa de degradacdo e de suas
propriedades mecanicas e quimicas. Nesse sentido, hidrégeis provenientes de
poliésteres alifaticos tém sido estudados para diversas aplicagcbes em engenharia de
tecidos em razéo de sua biocompatibilidade e degradabilidade, como € o caso da
policaprolactona. Copolimeros em bloco preparados por polimerizacdo por abertura
de anel do ¢-caprolatona na presenca de PEG mono ou dihidroxilado e catalisador

tém sido muito estudados. Um exemplo sdo os copolimeros tribloco PCL-b-PEG-b-
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PCL, os quais sdo muito utilizados como matrizes para sistemas de distribuicéo
controlada de farmacos e para engenharia de tecidos.

Poliacrilamidas, por serem biocompativeis, também sdo frequentemente
utilizadas para a obtencdo de hidrogéis sintéticos em estudos em medicina
regenerativa envolvendo o tratamento de lesbes raquimedulares. Alguns desses
polimeros, por serem termossensiveis, podem ser injetados para a formacdo do
hidrogel in situ, evitando o risco de procedimentos cirdrgicos no local da lesdo. A
poli(N-isopropilacrilamida) é um exemplo dessa classe de polimeros, apresentando
temperatura minima critica de solucéo (LCST) de 32 °C.

No que diz respeito a interagdo do material utilizado como substituto biolégico e
o meio celular, a presenca de grupos funcionais capazes de promoverem uma
interface adequada para que haja uma boa adesédo das células sobre a matriz é
essencial. O metacrilato de 2-fosforilcolina (MPC) € um mon6émero sollvel em agua
que possui em sua estrutura o grupo fosforilcolina, o qual € encontrado em
compostos que compdem a membrana celular.

Neste trabalho, foi desenvolvido um material na forma de hidrogel para utilizacao
em estudos de regeneracdo de traumatismos raquimedulares. O hidrogel foi
preparado a partir da polimerizacdo radicalar de um copolimero de PCL-b-PEG-b-
PCL funcionalizado com grupos metacrilato, na presenca de um copolimero de
poli(N-isopropilacrilamida-co-metacrilato de 2-fosforilcolina).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LESOES RAQUIMEDULARES

A medula espinhal é o principal caminho para a transmissédo de informacéo
entre o cérebro e o sistema nervoso periférico. Suas fungdes incluem a transmissao
de sinais nervosos do cortex motor para o corpo e das fibras aferentes dos
neurdnios sensoriais para o cortex sensorial, além de estar envolvida na producao
de reflexos espinhais. Ela se estende desde a base do cérebro até as primeiras
vértebras lombares. Assim, o cérebro e a medula espinhal, juntos, compdem o

sistema nervoso central.!
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Lesdo na medula espinhal, também chamada de traumatismo raquimedular
(TRM), é uma enfermidade altamente debilitante para a qual ainda ndo existe
tratamento eficaz. Suas principais causas incluem lesGes causadas por armas de
fogo e outros atos de violéncia, acidentes automotivos, acidentes esportivos e outros
eventos traumaticos.”

Imediatamente apdés um evento traumético na medula espinhal ocasionado
por contusdo, compressdo ou laceracdo, o impacto mecéanico leva ao dano do
tecido, caracterizado por hemorragia, edema e necrose. Esses eventos compdem a
lesdo primaria, que é o primeiro mecanismo patofisiologico do TRM. A maior parte
da degeneracdo péds-trauméatica da medula espinhal se d& devido a leséo
secundaria, que ocorre ao longo do tempo, desde minutos até semanas apés o
trauma. A lesdo secundaria pode incluir um amplo espectro de eventos: hipotensao
sistémica, choque espinhal, disfuncdo da barreira hemato-encefalica devido a
mudanc¢as vasculares, edema e isquemia resultantes de trombose, formacao de
radicais livres e aumento da liberacdo de glutamato, levando & morte neuronal.’

Como resultado dessa cascata de eventos, tém-se devastadores prejuizos
neurolégicos e perda parcial ou total das capacidades sensoriais e motoras,
resultando em paraplegia ou tetraplegia. Outros problemas comuns associados ao
TRM incluem infec¢do do trato urinario, problemas intestinais e disfuncées cardiacas
e respiratorias. Este cenario tem como consequéncia um grande impacto pessoal,
social e econdmico aqueles afetados pelo TRM, além de um grande fardo para a
sociedade em termos de custos de satde publica.®

A atual abordagem terapéutica para o tratamento de TRM envolve a
eliminacao/prevencao de mais danos a medula espinhal. Para isso, séo realizados
procedimentos de descompressdo da medula, estabilizacdo das lesdes, tratamento
de complicacdes secundarias e inclusdo do paciente em um programa de
reabilitacdo. Essas estratégias melhoram a qualidade de vida dos pacientes, mas,
até agora, a abordagem terapéutica ndo engloba os déficits neuroldgicos
decorrentes do trauma.? Os principais objetivos de pesquisas atuais voltadas para o
tratamento de TRM séo: reducédo da morte celular e reducdo da extensao da leséo,
além de promocdo do processo de neuroregeneracdo para reparacdo do tecido
comprometido.*>

Terapias baseadas em células tém se mostrado eficientes na regeneragao

raquimedular em uma série de estudos sistematicamente revisados por Tetzlaff et
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al.® Uma grande variedade de células vem sido estudada: células tronco
embrionérias ou fetais, células tronco neuronais e células neuronais progenitoras,
células tronco adultas, células Schwann, entre outras.” As células transplantadas
substituem as células perdidas e se integram ao circuito neuronal, promovem a
mielinizagdo e/ou liberacdo de fatores bioativos que promovem a regeneracao
enddgena ou evitam maiores perdas neuronais e inflamac&o.®

No caso de lesdes na medula espinhal, comumente ha a formacdo de uma
cavidade que dificulta o reestabelecimento dos axénios, de modo que é essencial
que o tecido seja reconstruido através de um ambiente promotor do crescimento.
Isso pode ser feito por meio do preenchimento da cavidade com uma matriz que
atua como um suporte estrutural e/ou quimico para o crescimento axonal e que
concomitantemente serve como matriz para as células, drogas e outras substancias
bioativas empregadas no tratamento.? Esta é a esséncia da engenharia de tecidos,
também chamada de medicina regenerativa.

A engenharia de tecidos esta fundamentada na construcdo ou formacéo de um
novo tecido para a reconstrucdo terapéutica de tecidos e/ou 6rgdos do corpo
humano através da estimulagcdo controlada e deliberada de células-alvo
selecionadas, por meio de uma combinacdo sistematica de sinais moleculares e
mecanicos.? Os materiais-modelo, comumente chamados de matrizes, ou do inglés
scaffolds, sdo definidos como suportes temporarios para o crescimento de células
para formacéo de novos tecidos.°

Neste sentido, diferentes materiais tem sido estudados para utilizagdo como
scaffolds para regeneracdo raquimedular, levando em conta as caracteristicas
buscadas para o material voltado a essa aplicacdo. A matriz celular deve reproduzir
a complexidade estrutural encontrada na medula espinhal, ou seja, ela deve ser
capaz de promover 0s sinais bioguimicos e biomecéanicos, cruciais para o
desenvolvimento da forma e da estrutura do tecido, estimular a diferenciacéo celular
e regular a funcdo celular, permitindo a difusédo de nutrientes, metabolitos e fatores
de crescimento.’* O material deve, ainda, permitir o adequado desenvolvimento do
tecido nervoso, de modo a garantir que o circuito axonal seja reestabelecido e os

sinais sinapticos regenerados.?
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2.2 BIOMATERIAIS

Os materiais utilizados na elaboragdo das matrizes que auxiliam a
regeneracao de um tecido ou 6rgdo sdo chamados de biomateriais. Eles podem ser
definidos como substancias manipuladas de modo a adquirirem caracteristicas
apropriadas para direcionar o curso de procedimentos terapéuticos ou de
diagndstico através do controle de interacbes com os componentes dos organismos
vivos. '3

O pré-requisito essencial para um material ser classificado como biomaterial é
a sua biocompatibilidade, isto é, a capacidade do material de apresentar uma
resposta apropriada a uma aplicacéo especifica com o minimo de reacdes alérgicas,
inflamatdrias ou téxicas quando em contato com os tecidos vivos e fluidos organicos.
Algumas das propriedades inerentes aos biomateriais poliméricos que afetam sua
biocompatibilidade sdo a massa molecular, solubilidade, forma e estrutura do
implante, hidrofilicidade/hidrofobicidade, lubricidade, energia superficial, absorcéo de
agua, degradacdo e mecanismo de erosdo. No caso de biomateriais biodegradaveis,
a sua biocompatibilidade deve ser demonstrada ao longo do tempo.**

Algumas das caracteristicas necessarias a um biomaterial biodegradavel sédo
as seguintes:

e Nao deve levar a uma resposta inflamatéria ou tdxica quando
implantado no corpo;

e Deve apresentar tempo de prateleira aceitavel,

e O tempo de degradacdo deve estar de acordo com o tempo de
regeneracao ou cicatrizagao;

e Deve possuir propriedades mecanicas condizentes com a aplicacao
buscada e a variacdo dessas propriedades ao longo do processo de
degradacédo deve ser compativel com o processo de regeneracéo ou
cicatrizagao;

e Os produtos de degradacdo devem ser nao toxicos e o corpo deve ser
capaz de metaboliza-los e elimina-los;

e Permeabilidade e processabilidade apropriadas para a aplicacdo.*
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Tanto polimeros naturais quanto sintéticos tém sido extensivamente estudados
como biomateriais. Os polimeros naturais possuem algumas vantagens frente aos
sintéticos como bioatividade, habilidade de apresentarem ligantes apropriados para
interacdo com as células, susceptibilidade a degradacao proteolitica e remodelagéo
natural. A bioatividade inerente a esses polimeros tem, contudo, algumas
inconveniéncias. Grande parte dos polimeros naturais apresenta uma resposta
imunogénica, €é dificil de ser purificada e ha também a possibilidade de transmissao
de doencas. Polimeros como gelatina®®, colageno'®, fibrina'’ e alginato'® sao
exemplos de biomateriais naturais, sendo tipicamente biocompativeis, além de
serem hidrolitica e enzimaticamente biodegradaveis. Entretanto, uma vez que séo
obtidos principalmente de fontes animais, estes polimeros podem induzir respostas
imunogénicas em seres humanos.'® Além disso, a utilizacdo de polimeros naturais
no preparo de hidrogéis muitas vezes leva a uma baixa reprodutibilidade devido a
variacdes na fonte do material e as técnicas de processamento.™

Polimeros sintéticos, por outro lado, sao facilmente esterilizaveis e podem ser
sintetizados de modo a ter-se o controle da taxa de degradacao e outros parametros
como porosidade, arquitetura, dureza e outras propriedades quimicas. Exemplos
dessa classe de materiais sdo o poli(etilenoglicol) (PEG)?°, poliacetato de vinila
(PVA)** e poliacrilamidas®. Estudos voltados para a sintese de biomateriais
sintéticos com cinética de erosao previsivel em sistemas de liberacdo controlada de
drogas (drug delivery) e como scaffolds em engenharia de tecidos tem recebido
significativa atengdo. A tipica baixa biocompatibilidade devido a falta de fatores de
reconhecimento € contornada por meio da funcionalizacdo com grupos especificos

que aumentam a interacdo com o ambiente celular.?

2.3 HIDROGEIS

Dentro do vasto campo de biomateriais com possibilidade de aplicacdo na
engenharia de tecidos, uma classe de material que tem recebido atencéo devido a
suas caracteristicas proeminentes € a dos hidrogéis. Esses compostos sé&o
formados por redes poliméricas tridimensionais unidas através de ligacdes
covalentes ou outras forcas coesivas, como ligacdes de hidrogénio e ibnicas. Eles

apresentam-se quebradicos quando secos e, na presenca de solvente, incham ao
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mesmo tempo em que mantém sua forma original, formando géis elasticos e
flexiveis.?* A quantidade de agua que os hidrogéis sdo capazes de absorver varia de
20 a 95 % em relacdo a sua massa total. Pelo fato de reterem grandes quantidades
de agua e de apresentarem uma estrutura tipicamente porosa (Figura 1), os

hidrogéis permitem a migracdo celular e difusdo molecular para fora da matriz

celular’®> O grau de porosidade também afeta as propriedades mecanicas do
| 26

hidrogel, sendo menor a dureza quanto maior a porosidade do materia

Figura 1 - Estrutura tridimensional porosa de um hidrogel.

Hidrogel

P
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Fonte: ROY, Niladri e SAHA, Nabanita, 2012.%"

A origem das reticulacbes dos hidrogéis pode ser quimica ou fisica. As ligacbes
formadas quimicamente séo ligacGes covalentes e os hidrogéis formados por este
tipo de ligacdo possuem melhores propriedades mecéanicas. Ja as interacdes fisicas
podem ocorrer por meio de ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas ou
eletrostaticas. Os métodos sintéticos que proporcionam reticulagdo quimica incluem
polimerizacdo radicalar, reacbes quimicas de grupos complementares e
polimerizacdo enzimatica. A reticulacdo fisica pode ocorrer por alteracdo de
caracteristicas do meio, como pH e temperatura. No caso dos hidrogéis
termossensiveis, 0 aumento da temperatura pode levar ao aumento das interacdes
hidrofébicas das cadeias do polimero, acarretando uma mudanca de fase

caracterizada pela formacgéo do hidrogel. A concentracao do polimero, o tamanho da



18

porcdo hidrofébica na cadeia polimérica e a estrutura do polimero afetam a

temperatura em que ocorre a transi¢ao.?®

2.4 POLIMEROS UTILIZADOS PARA A PREPARACAO DE HIDROGEIS

Conforme discutido anteriormente, a possibilidade de um maior controle das
propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas dos materiais sintéticos tem levado a um
interesse na preparagcdo de hidrogéis a partir dessa classe de polimeros. Neste
sentido, hidrogéis provenientes de poliésteres alifaticos tém sido utilizados em
estudos para diversas aplicacbes em engenharia de tecidos em razdo de sua
biocompatibilidade e degradabilidade. Poliésteres (Figura 2) sao polimeros
termoplasticos com ligagbes éster hidroliticamente labeis. Apesar de todos os
ésteres serem teoricamente biodegradaveis, visto que a esterificacdo € um processo
qguimico reversivel, apenas poliésteres alifaticos com cadeias relativamente curtas
apresentam tempo de degradagcdo adequado para a maior parte das aplicacdes

biomédicas.

Figura 2— Representacdo genérica da estrutura de um poliéster.

ft

Os poliésteres podem ser sintetizados a partir de uma vasta gama de
mondmeros via polimerizacdo por abertura de anel (ROP) e policondensacéao,
dependendo das unidades monomeéricas. A polimerizacdo por abertura de anel de
lactonas ciclicas se estabeleceu como a técnica de polimerizagdo one pot mais
eficiente para a obtencdo de homo e co-poliésteres de elevada massa molecular. As
vantagens da ROP frente a policondensagdo como um processo comercialmente
viavel incluem: condi¢des reacionais mais brandas, tempos reacionais mais curtos,
auséncia de coprodutos reacionais e a possibilidade de utilizarem-se lactonas

ciclicas de seis ou sete membros.?*> A ROP da e-caprolatona, com proposta
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mecanistica de “coordenacdo-inser¢do” apresentada no Esquema 1, € o método

mais utilizado para a obtenc¢é&o da policaprolactona (PCL).

Esquema 1 — Proposta do mecanismo ROP para a obtencdo da policaprolactona.
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Fonte: SISSON, Adam et al., 2013.%°

A PCL (Figura 3) € um poliéster alifatico composto por unidades repetitivas de
hexanoato. E um polimero semicristalino, com um grau de cristalinidade que pode
atingir até 69 %. Ela é facilmente processavel, visto que é soluvel em diversos
solventes organicos, possui ponto de fusdo entre 55 e 60 °C e temperatura de
transicdo vitrea de -60 °C, além de formar blendas misciveis com uma grande
variedade de polimeros. A PCL sofre degradacdo hidrolitica com uma taxa de
degradacdo que vai de meses até varios anos, dependendo da massa molecular, do
grau de cristalinidade do polimero e das condicfes de degradacdo. A por¢cdo amorfa
€ degradada primeiro, resultando em um aumento do grau de cristalinidade ao longo
do tempo, enquanto a massa molecular mantém-se constante. A degradagcao ocorre
por cisdo da cadeia final a elevadas temperaturas e por cisdo aleatoria da cadeia a

baixas temperaturas.®
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Figura 3 — Representac¢do da estrutura da policaprolactona.

@)

Devido a lenta degradacao da PCL, diversos copolimeros tém sido estudados
de modo a melhorar as propriedades deste polimero. Um exemplo é o copolimero
formado com o poli(etilenoglicol) (PEG), um macromonémero aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) para utilizacdo em aplicacdes biomédicas.

O PEG (Figura 4) é um polimero hidrofilico cuja estrutura basica é um diol
com dois grupos hidroxila terminais que podem ser convertidos em outros grupos
funcionais, como acrilatos e metacrilatos. Os dois grupos funcionais terminais podem
ser simétricos ou assimétricos, o que € conveniente para a formacao de hidrogéis e
para a conjugacdo com biomoléculas. Trés principais métodos de reticulacdo sao
utilizados para a preparacao de hidrogéis de PEG: fotopolimerizacdo, polimerizacédo
radicalar livre de PEG funcionalizado com grupos acrilatos e reacfes quimicas
especificas, como condensacéo, adicdo de Michael e reacéo enzimética.?°

Figura 4 — Representacao da estrutura do poli(etilenoglicol).

n

Algumas das caracteristicas que tornam o PEG um polimero importante para
aplicacbes biomédicas sdo a sua biocompatibilidade, n&o-imunogenicidade e
resisténcia a adsorcdo de proteinas. Contudo, hidrogéis de PEG tipicamente exibem
minima ou nao exibem atividade biolégica intrinseca devido a natureza ndo-adesiva
das cadeias poliméricas.®* Assim, diferentes estratégias tém sido estudadas para o
desenvolvimento de hidrogéis de PEG capazes de mimetizar a matriz extracelular

natural, desde a modificagdo dos hidrogéis com fatores bioativos e a
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copolimerizacdo com mondmeros que apresentem caracteristicas mais favoraveis a
interacao celular.

No intuito de modificar as propriedades da PCL, Ko e colaboradores®?
sintetizaram o0 copolimero em bloco poli(e-caprolactona-b-etilenoglicol-b-¢-
caprolactona) (PCL-b-PEG-b-PCL) e o utilizaram em ensaios de regeneracdo de
tecido cartilaginoso. ApoOs estudos para avaliar a composicdo mais adequada do
copolimero para que o mesmo fosse solivel em meio aquoso, ele foi funcionalizado
nas extremidades de suas cadeias com grupos acrilatos e a obtencédo de hidrogéis
reticulados foi feita por meio de fotopolimerizagéo.

Poliacrilamidas, por serem biocompativeis, também sao frequentemente
utilizadas para a obtencdo de hidrogéis sintéticos em estudos em medicina
regenerativa envolvendo o tratamento de lesdes raquimedulares.®*? Além disso,
alguns destes polimeros possuem a vantagem de serem termossensiveis, ou seja, a
formacao do hidrogel ocorre diretamente no local da lesdo apds a sua injecdo, o que
pode minimizar os danos provenientes de procedimentos cirGrgicos.”® A poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAAmM, Figura 5) € o polimero termoresponsivo mais
conhecido, sofrendo uma transicdo de fase reversivel em sistemas aquosos em

aproximadamente 32 °C, que € a sua temperatura minima critica de solucao (LCST).

Figura 5 — Representacéo da estrutura da poli(N-isopropilacrilamida).

Acima da LCST, o PNIPAAmM exibe uma estrutura hidrofobica e coloidal
devido ao enfraguecimento das ligacdes de hidrogénio intermoleculares com a agua
e, simultaneamente, a um aumento das interacOes hidrofébicas entre os grupos
isopropila de suas cadeias (Esquema 2). Por outro lado, o PNIPAAmM torna-se

solivel em agua abaixo da LCST.®
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Esquema 2 — Comportamento em solu¢ao do PNIPAAmM.
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FONTE: PHILLIPS, Daniel e GIBSON, Matthew, 2015.%*

Um fator importante a ser levado em consideragao a respeito dos biomateriais
sintéticos que sdo utilizados como substitutos biolégicos é a presenca de grupos
funcionais capazes de promoverem uma interface adequada para a interagcdo com o
meio celular. Essa interface ira proporcionar uma melhor adeséo das células sobre a
matriz, bem como auxiliar na expansdo do novo tecido em formacdo através do
biomaterial.*®> Com base nesta perspectiva, pesquisadores tem utilizado compostos
zwitteridbnicos em hidrogéis para proporcionar uma melhor interagdo entra a matriz e
o meio celular.®

Polimeros contendo fosforilcolina tém recebido atencdo como biomateriais,
uma vez que 0S grupos zwitteribnicos presentes nesses polimeros conferem
hidrofilicidade e biocompatibilidade excepcionais. Os hidrogéis feitos a partir de
polimeros contendo fosforilcolina foram apresentados pela primeira vez por
Nakabayashi e colaboradores®’ na forma de um copolimero de metacrilato de 2-
fosforilcolina (MPC) e n-butil metacrilato. Diversos exemplos demonstram a
preparacdo de hidrogéis contendo MPC através de polimerizacdo radicalar
convencional com diferentes grupos reticulantes.*

O MPC (Figura 6) € um mondomero soluvel em agua que possui em sua
estrutura o grupo fosforilcolina, o qual é encontrado em compostos que compdem a
membrana celular. Um polimero contendo unidades de MPC é interessante sob o
ponto de vista sintético pelo fato de o grupo fosforilcolina na cadeia lateral possuir
cargas tanto negativas quanto positivas, mas ser neutro devido a formacéo

intramolecular de sais.
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Figura 6 — Representacao da estrutura do monémero metacrilato de 2-fosforilcolina.
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Sabe-se que a biocompatibilidade e hemocompatibilidade de polimeros
contendo MPC devem-se & supressdo da adsorcdo de proteinas na superficie.*
Essa propriedade deve-se a disposicdo das moléculas de adgua em torno do grupo
fosforilcolina. A unidade MPC ¢é hidrofilica mas interage fracamente com as
moléculas de agua e ndo atrapalha a formacdo da rede de moléculas de agua por
ligacdo de hidrogénio.*

Resultados obtidos em estudos indicam que a utilizacdo desse monémero na
preparacao de hidrogéis em diferentes aplicacfes auxilia a expanséo das células no
interior desses hidrogéis.*®* Em trabalho recente, Tu e colaboradores* utilizaram o
mondmero MPC para modificacdo de 6xido de grafeno com o intuito de estimular a
criacao e o crescimento de novos neuritos, prolongamentos dos neurdnios, 0s quais

sao responsaveis pela transmissdo dos sinais sinapticos.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral do presente trabalho de conclusdo de curso foi desenvolver
um material na forma de hidrogel visando a utilizacdo em estudos de regeneragéo

raquimedular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Sintese e caracterizacdo de copolimeros de poli(N-isopropilacrilamida-co-
metacrilato de 2-fosforilcolina) através de polimerizacéo radicalar livre;

e Sintese e caracterizacdo de um copolimero em bloco de poli(e-caprolactona-
b-etilenoglicol-b-¢-caprolactona) através de polimerizacdo por abertura de
anel;

e Funcionalizacdo do copolimero tribloco com anidrido metacrilico;

e Preparacgdo dos hidrogéis através de polimerizacao radicalar;

e Caracterizacdo dos hidrogéis.

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Polietilenoglicol (M, = 4600 g.mol™), e-caprolactona, octanoato de estanho (l1),
azobisisobutironitrila, N-isopropilacrilamida e metacrilato de 2-fosforilcolina foram
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich e utilizados como recebidos. Os solventes
utilizados neste trabalho, como metanol, acetona, tetrahidrofurano, hexano e
diclorometano foram adquiridos de fornecedores locais e utilizados sem purificacfes
adicionais. Para as analises de RMN de 'H foram utilizados cloroférmio deuterado
(99,8 %) contendo 0,05 % de TMS como padrédo interno e Oxido de deutério

(99,9 %), ambos adquiridos da empresa Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

4.2 SINTESE DO COPOLIMERO P(NIPAAM-co-MPC)

A sintese do copolimero P(NIPAAmM-co-MPC) foi realizada através de
polimerizacao radicalar livre. Os mondémeros metacrilato de 2-fosforilcolina (MPC) e
N-isopropilacrilamida (NIPAAm) foram adicionados em um baldo de fundo redondo
previamente ambientado com gas inerte (N2). Em seguida, foram solubilizados em
alcool metilico seguido da adicdo do iniciador azobisisobutironitrila (AIBN). O
sistema foi submetido a uma temperatura de 60 °C, sob agitacdo magnética, por 24
horas. Ao final do processo, o solvente da reacdo foi evaporado em evaporador

rotatério, o produto remanescente foi solubilizado em acetona e o polimero
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precipitado em hexano. O procedimento de precipitagdo foi repetido para garantir
maior pureza do copolimero. Por fim, o produto foi solubilizado em agua e liofilizado.
Para estudos comparativos, 0 homopolimero PNIPAAm foi sintetizado nas mesmas

condicdes reacionais.

4.3 SINTESE DO COPOLIMERO PCL-b-PEG-b-PCL

Os copolimeros foram sintetizados através de polimerizagdo por abertura de
anel do mondémero ¢-caprolactona (CL) utilizando polietilenoglicol (PEG) com massa
molar numérica média de 4.600 g.mol™* como macroiniciador e octanoato de estanho
(I como catalisador. Foram preparados trés copolimeros com diferentes proporcdes
em massa de CL:PEG. A obtencdo desses copolimeros foi realizada conforme
procedimento padrédo descrito abaixo.

Em um baldo monotubulado com rosca, foram adicionados a CL, o PEG e o
octanoato de estanho, sob atmosfera inerte. O baldo foi colocado em um banho de
silicone a 150 °C por 3 horas, sob agitacdo magnética. Apds o término da reacgéo, o
produto sélido obtido foi solubilizado em tetrahidrofurano (THF) e precipitado em
hexano. O processo de precipitacdo foi realizado duas vezes para garantir uma
maior pureza do copolimero. Posteriormente, o produto foi solubilizado em
diclorometano, o solvente foi removido em evaporador rotatério e o solido

remanescente foi seco sob vacuo.

4.4 FUNCIONALIZACAO DO COPOLIMERO PCL-b-PEG-b-PCL COM ANIDRIDO
METACRILICO (MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA)

No procedimento padrdo para esta funcionalizacdo, o copolimero foi
solubilizado em diclorometano anidro, sob atmosfera inerte, seguido da adicao de
anidrido metacrilico (3 equivalentes) e trietlamina (3 equivalentes). A reacao foi
realizada por quatro dias a temperatura ambiente. Apds este periodo, o
diclorometano foi evaporado em evaporador rotatério e o produto remanescente foi
solubilizado em THF e precipitado em éter etilico (2x). O material solido obtido foi

seco sob vacuo.
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45 CARACTERIZACAO DOS COPOLIMEROS

4.5.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos a 400 MHz, em tubos de 5 mm de
diametro interno, utilizando o espectrometro Bio Spin GmbH (Bruker). Os
deslocamentos quimicos (d) estdo relacionados em partes por milhdo (ppm) em
relacdo ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrao interno. As amostras foram
preparadas solubilizando-se 20 mg do polimero em 0,75 mL de CDCIl; ou DO,

dependendo do polimero analisado.

4.5.2 Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC)

A analise de SEC foi utilizada para determinar-se a massa molar dos
polimeros sintetizados. As amostras foram solubilizadas em THF, filtradas em filtros
de poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) (0,45 ym de poro) e analisadas a 45 °C
(amostras dos copolimeros de PCL-b-PEG-b-PCL) e a 30 °C (amostras dos
copolimeros de PNIPAAmM-co-MPC), utilizando-se THF como eluente a uma vazao
de 1 mL.min™. Todas as analises foram realizadas em um equipamento GPCmax

VE2001 (Viscotek) equipado com detector de indice de refragéo.

4.5.3 Determinacdo da temperatura minima critica de solucdo (LCST) dos
copolimeros P(NIPAAm-co-MPC)

Uma vez que o polimero PNIPAAmM possui uma temperatura de transicdo na
qual deixa de estar em solucdo para formar um gel, foram determinadas as
temperaturas minimas criticas de solucdo dos copolimeros de P(NIPAAmM-co-MPC)
através de DSC. Solucdes de 15 % (m/m) dos copolimeros em agua grau Mili-Q
foram preparadas e mantidas em repouso por no minimo 24 horas, para atingirem
um estado de equilibrio. Em seguida, aproximadamente 30 mg das solu¢fes foram
colocadas em porta-amostras de aluminio hermeticamente fechados e aquecidos de
30 °C a 45 °C, sob uma taxa de aquecimento de 1 °C/min. As temperaturas minimas
criticas de solugcdo foram determinadas a partir do ponto de maxima intensidade

destas transicoes.
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4.6 PREPARACAO DOS HIDROGEIS

O copolimero funcionalizado que se mostrou solivel em meio aquoso foi
utilizado na preparacdo dos hidrogéis. Trés solugcbes com 15 % de conteudo
polimérico em &gua Mili-Q foram preparadas: uma composta apenas de MA-PCL-b-
PEG-b-PCL-MA, uma contendo 12,5 % de MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA + 2,5 % de
P(NIPAAmM-co-MPC) e outra contendo 10 % de MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA + 5 % de
P(NIPAAmM-co-MPC) (sempre totalizando 15 % de polimero em solugdo). As
solucdes (triplicatas) foram transferidas para pocos de uma placa para cultura e, em
seguida, foi feita a adicdo do redutor N,N,N”,N’-tetraetilenodiamina (TEMED) e do
iniciador persulfato de amoénio (APS), de modo que as concentracdes destes
reagentes nas solucdes dos hidrogéis fosse de 10 pM. Apds duas horas, o0s

hidrogéis foram removidos da placa e dialisados em agua Mili-Q por 24 horas.

4.7 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

4.7.1 Grau deintumescimento

O grau de intumescimento foi utilizado para avaliar a quantidade de agua que
os hidrogéis sdo capazes de absorver. A secagem dos hidrogéis foi realizada
inicialmente em estufa convencional durante 24 horas e, por fim, em estufa a vacuo
durante 8 horas.Os hidrogéis secos foram pesados e colocados em 20 mL de uma
solucdo tampdo fosfato (pH 7,4). O inchamento dos hidrogéis foi determinado
através da pesagem das amostras inchadas em diferentes tempos, retirando-se o
excesso de agua utilizando um papel filtro. As analises foram realizadas em
triplicata, a temperatura ambiente, sendo determinados o percentual de agua
absorvida (W) e o grau de intumescimento (Q) dos hidrogéis através das Equacdes

1 e 2 mostradas abaixo:

W = (M/Ms) x 100 (1)
Q = [(M+-Ms)/M{] x 100 (2)
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M. Massa do hidrogel intumescido
Ms: Massa do hidrogel seco

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COPOLIMEROS DE P(NIPAAM-co-
MPC)

A primeira etapa para a preparacdo dos hidrogéis visando uma possivel
aplicacdo em tratamentos de lesdes raquimedulares consistiu na sintese do
copolimero termossensivel P(NIPAAmM-co-MPC), a qual esta representada no

Esquema 3.

Esquema 3 — Sintese do copolimero P(NIPAAM-co-MPC) por polimerizagao radicalar.

NH
o o | AIBN
H I N —
F N + o/\/O_T_O/\/+\ MeOH 0
I L 60 °C O

24 horas

NIPA 2-MPC

P(NIPAAm-co-MPC)

Uma série de copolimeros foi sintetizada com diferentes propor¢cdes entre os
mondmeros. Os resultados de massa molar média (M,), massa molar ponderal (My),
dispersidade (£), rendimento gravimétrico e percentual molar de MPC no polimero
estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados obtidos na sintese do P(NIPAAmM-co-MPC) utilizando diferentes
guantidades de MPC.

MPC adicionado M, (gmol™) P*  Rendimento MPC no
(mol %) (%)° polimero (%)°
0 65.700 1,6 96,3 0
0,25 30.900 2,6 97,2 0,3
0,5 27.500 31 99,0 0,6
1,0 25.900 2,1 99,0 1,4
2,5 15.850 1,8 95,6 2,9
5,0 15.000 1,9 92,7 4,5

a. Dispersidade.
b. Rendimento gravimétrico.
c. Calculado a partir dos espectros de RMN de *H.

Os resultados obtidos a partir das anélises de SEC mostram uma tendéncia
de diminuicdo da massa molar dos polimeros a medida que se aumentou a
guantidade de MPC na reacdo, sem influenciar no rendimento da reacdo. Esta
tendéncia de diminuicdo estd possivelmente associada ao carater i6nico dos
copolimeros cada vez maior a medida que a quantidade de MPC esta presente.
Uma vez que a analise de SEC é realizada em solvente organico, o carater ibnico
pode estar influenciando no resultado obtido através de uma possivel reducdo do
volume hidrodindmico das cadeias em solu¢do em razdo da interacdo eletrostatica
dos polimeros.
A partir dos espectros de RMN de H (Figura 7) foi possivel calcular a
guantidade (percentual molar) de monémero MPC incorporada ao polimero. Para
isso, utilizou-se a razéo entre os sinais dos hidrogénios dos mondémeros, conforme

mostrado na Equagéo 3:

A3 25/9

o = —
% MPC Az 25/9+Az 9

3)

Esta equacéao relaciona as areas dos sinais em 3,25 e 3,9 ppm, 0s quais se
referem aos hidrogénios das unidades repetitivas das metilas ligadas ao N* do
mondmero MPC (indicados no espectro pelo nimero 11) e ao hidrogénio CH da

isopropila do monédmero NIPAAm (indicado como 4), respectivamente. Os dados
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obtidos mostram que, em geral, a quantidade de MPC encontrada no polimero &
ligeiramente superior ao adicionado na reacédo para quantidades inferiores a 5 %.
Isto pode estar relacionado a dificuldade de delimitacdo das regides das integrais no
RMN em razdo da proximidade dos sinais. O espectro de RMN de hidrogénio
mostrado na Figura 7 refere-se ao copolimero contendo 5 % do mondmero MPC em

sua estrutura.

Figura 7 — Espectro de RMN de *H do copolimero P(NIPAAmM-co-MPC) contendo 5 % de
MPC. (D,0, 400 MHz)
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A influéncia da adicdo do monémero MPC a cadeia do PNIPAAmM na sua
temperatura minima critica de solucdo (LCST) foi avaliada através de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). Os resultados destas anéalises podem ser visualizados
na Figura 8, onde a variacdo endotérmica da linha de base do termograma indica as
transicdes de fase dos polimeros para a formacéo de hidrogéis. Os valores de LCST

encontram-se na Tabela 2.
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Figura 8 — Termogramas de DSC das solu¢des dos polimeros, 0s quais mostram as

temperaturas minimas criticas de solugéo.

Fluxo de calor

sol. PNIPA

sol. MPC 0,25%
sol. MPC 0,5%
sol. MPC 1%
sol. MPC 2,5%

L BN DL B R LA BN N EENLE B L B
Exoup30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Temperatura (°C)

Tabela 2 — Temperaturas minimas criticas de solugéo para os polimeros sintetizados.

Polimero Temperatura
média (°C)

PNIPAAM 33,9
MPC - 0,25 % 35,0
MPC - 0,5 % 35,7
MPC - 1,0 % 36,2
MPC - 2,5 % 37,4
MPC - 5,0 % n.o.

Os resultados indicam que quanto maior a concentragdo do comondémero
ibnico MPC, mais elevada a temperatura média de transicdo dos copolimeros. Essa
observacdo pode ser explicada pelo fato de um maior nimero de grupos idnicos na
cadeia polimérica resultar em mais forcas eletrostaticas repulsivas. Isso aumenta a
energia necessaria para a quebra das ligagbes de hidrogénio, além de haver um
enfraquecimento das interagdes hidrofobicas das cadeias laterais. Essa diminuicdo
de hidrofobicidade é evidenciada pela menor intensidade dos termogramas. Além
disso, quanto maior o carater idnico do polimero, maior a sua solubilidade em meio

aquoso, o que resulta em uma menor possibilidade de interag6es hidrofébicas das



32

cadeias para a formacdo do hidrogel. Isto ficou comprovado a partir da nao
observacéo de transicBes de fase para o copolimero contendo 5 % do mondémero
MPC e também pela baixa intensidade da transicdo observada para o copolimero
MPC — 2,5 %. Com base nessas observacdes, o copolimero escolhido para ser
empregado na preparacdo dos hidrogéis foi o MPC — 0,5 %, uma vez que ele foi o
copolimero com a maior quantidade de MPC a apresentar LCST na faixa de
temperatura de interesse (abaixo da temperatura corporal média) e a apresentar

uma consideravel intensidade de transicéo de fase.

5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COPOLIMEROS DE PCL-b-PEG-b-PCL

A segunda etapa do trabalho consistiu na sintese do copolimero em bloco
PCL-b-PEG-b-PCL via mecanismo de polimerizagéo por abertura de anel. (Esquema
2). Enquanto o copolimero P(NIPAAm-co-MPC) é responsavel por realizar uma
transicdo de fase no hidrogel, o copolimero PCL-b-PEG-b-PCL forma a rede
reticulada do hidrogel. Assim, diferentes copolimeros foram sintetizados com a
finalidade de determinar a composicdo entre CL e PEG que permitiria obter um

copolimero solavel em agua.

Esquema 4 — Sintese do copolimero em bloco PCL-b-PEG-b-PCL.

(e}

o
o) o)
O + —
HO/{/\/ 4\/\OH Sn(oct) o © ©
n 120°¢ H o N 0 oH

24 h
PCL-b-PEG-b-PCL

A Figura 9 apresenta, como exemplo, o espectro de RMN de 'H do
copolimero obtido por polimerizacdo por abertura de anel contendo a proporcao
0,5:1 de CL:PEG. Sé&o observados os sinais de ambas as unidades repetitivas do
copolimero, sendo os sinais assinalados em 2, 3, 4 e 5 referentes aos hidrogénios
metilénicos da unidade repetitiva da PCL, enquanto que o intenso sinal em cerca de
3,6 ppm refere-se aos hidrogénios da cadeia do PEG. Convém destacar que a
polimerizacao entre o PEG e a CL leva ao surgimento do sinal em 4,2 ppm, que &



33

atribuido aos hidrogénios CH; terminais da cadeia do PEG ligados a cadeia da PCL,

assinalados como 7.

Figura 9 — Espectro de RMN de *H do copolimero PCL-b-PEG-b-PCL. (CDCl;, 400 MHz).
o Ie
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u 2 4 5 m 6 . - 5 4 2 m

~-— 1+6

N

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
3 (ppm)

A partir dos espectros de RMN de *H foi possivel calcular as massas molares
numéricas médias (M,) dos polimeros sintetizados, utilizando a Equacédo 4. Nesta
equacao, Mnpec € a massa molar do PEG; IurpcL € 0 valor da area da integral em
2,31 ppm referente aos hidrogénios CH, da unidade repetitiva da PCL; lypec € O
valor da area da integral em 4,22 ppm referente aos hidrogénios CH, das unidades
terminais do PEG e 114 refere-se a massa molar da unidade repetitiva da PCL.

My rmny = Mppge + iUR_PCL x 114 4)

UtPEG
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As massas molares dos copolimeros também foram determinadas a partir de
andlises de SEC. Assim, foi possivel realizar uma comparacdo entre os valores
obtidos através das duas técnicas analiticas, cujos valores sdo mostrados na Tabela
3.

Tabela 3 — Massas molares dos copolimeros PCL-b-PEG-b-PCL, em diferentes proporcoes,
obtidos por SEC e RMN de 'H.

ab b be . Rendimento
g'CLPEG Mnteo ' Mn RMN Mn SEC ' D . L.
gravimétrico (%)
1:1 9.200 5.890 7.460 1,28 73
0,5:1 6.900 5.790 7.090 1,28 76
0,25:1 5.750 5.070 8.000 1,19 66

2o ~ m CL
a. Massa molar tedrica calculada pela equagéo M., = e T 4600

b. Valores em g.mol™.
c. Dispersidade do polimero. Obtido por SEC.

De acordo com os valores da Tabela 3, tanto as massas molares obtidas por
RMN, quanto por SEC apresentaram uma expressiva diferenca em relacdo a massa
molar tedrica calculada. Esta diferenca esta diretamente relacionada aos
rendimentos das reacdes, uma vez que possivelmente houve perda de reagentes
gue néo polimerizaram durante o procedimento, especialmente da caprolactona.

Quando as massas molares obtidas pelas duas técnicas sdo comparadas,
observa-se que as massas molares dos copolimeros calculadas por RMN diferem
expressivamente daquelas encontradas através da analise de SEC. Esta diferenca
pode estar associada a curva de calibracdo utilizada na andlise de SEC, que é
construida a partir de padrdes de poliestireno. A curva de calibracdo se baseia no
volume hidrodindmico do polimero e, como o poliestireno e o copolimero PCL-b-
PEG-b-PCL apresentam significativas diferencas estruturais, eles apresentam
volumes hidrodindmicos igualmente distintos. Portanto, a utilizacdo da analise de
RMN de 'H para a determinacdo da massa molar dos copolimeros de PCL-b-PEG-b-
PCL seria mais adequada, pois estabelece uma relacao direta entre os hidrogénios

terminais da cadeia do PEG e os hidrogénios das unidades repetitivas da PCL.
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5.3 FUNCIONALIZACAO E CARACTERIZACAO DO COPOLIMERO PCL-b-PEG-
b-PCL

Para a preparacdo dos hidrogéis € necessario que o copolimero seja
completamente solivel em meio aquoso. Deste modo, foram realizados testes
qualitativos de solubilidade para determinar qual dos copolimeros sintetizados
poderia ser empregado na preparacdo dos hidrogéis. Dos copolimeros sintetizados,
0 que se mostrou soluvel em &gua foi o de proporcédo 0,25:1 CL:PEG. A solubilidade
deste polimero em agua deve-se a baixa proporcdo de CL, uma vez que quanto
maior a proporcdo deste monémero, maior o carater hidrofébico da cadeia.

Sendo assim, o copolimero de PCL-b-PEG-b-PCL de proporcdo 0,25:1 foi
submetido a reacao de funcionalizacdo com anidrido metacrilico para a inclusdo de
grupos reticulaveis em suas extremidades (Esquema 5). A reacao foi realizada
utilizando um excesso de anidrido metacrilico, de modo a garantir que todas as
extremidades do polimero estivessem funcionalizadas, para que a completa

reticulac@o das cadeias fosse possivel durante a preparacao dos hidrogéis.

Esquema 5 — Reacéao de funcionaliza¢do do copolimero PCL-b-PEG-b-PCL com anidrido

metacrilico.

Et3N
PCL-b-PEG-b-PCL + PCL-PEG-PC
CHZCIZ anidro

4 dlas
MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA

A verificacdo da funcionalizacdo das cadeias do copolimero com os grupos
metacrilato foi realizada através da analise de RMN de 'H, cujo espectro esta
mostrado na Figura 10. Nesta figura sdo mostrados dois espectros: o espectro do
copolimero antes da funcionalizacdo, que esta em vermelho, e o do produto obtido
apos a funcionalizacdo, que esta em preto. A presenca do grupo metacrilato &
confirmada pelos dois dubletos em 5,6 e 6,1 ppm, 0s quais sao referentes aos
hidrogénios das ligagBes duplas das extremidades da cadeia. Comparando-se as
integrais das areas destes sinais com a integral do sinal em 4,2 ppm, referente aos

hidrogénios metilénicos terminais da cadeia do PEG ligados ao bloco de PCL,
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obtém-se uma razado de cerca de 1:1, sugerindo que o copolimero foi funcionalizado

com éxito a partir da metodologia utilizada.

Figura 10 — Comparativo entre os espectros de RMN de 1H do copolimero PCL-b-PEG-b-

PCL antes (em vermelho) e apés a funcionalizacdo com anidrido Metacrilico (em preto).
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A fim de verificar-se se houve alguma possivel clivagem de cadeia durante o
processo de funcionalizacdo, o copolimero MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA foi avaliado
por SEC. O resultado desta andlise mostrou que o copolimero funcionalizado
apresentou uma massa molar numérica média de 8.331 g.mol! e uma
polidispersidade de 1,15. Comparando-se com a massa obtida anteriormente pela
analise de SEC (Tabela 3), verifica-se um pequeno aumento — 0 que € coerente,

tendo em vista que foram adicionados grupos funcionais a cadeia do copolimero.

5.4 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

Depois de os dois copolimeros terem sido sintetizados e caracterizados,

~

procedeu-se a preparacdo dos hidrogéis conforme procedimento descrito na
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metodologia. Para fins ilustrativos, o Esquema 6 traz uma proposta de distribuicao

das cadeias dos copolimeros na estrutura do hidrogel.

Esquema 6 — Proposta de distribuicdo das cadeias dos copolimeros no interior do hidrogel.

APS/TEMED

+ —_—

t.a.
IN\N\N\NN\S\

P(NIPAAm-co-MPC)

A Figura 11 mostra o aspecto dos hidrogéis apds sua preparacao.

Figura 11 — Fotografia dos diferentes hidrogéis preparados: MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA (a),
MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA com 2,5 % de P(NIPAAmM-co-MPC) (b) e MA-PCL-b-PEG-b-PCL-
MA com 5 % de P(NIPAAmM-co-MPC) (c).

O hidrogel contendo apenas o copolimero MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA
mostrou-se transllcido, enquanto que os dois hidrogéis contendo o copolimero
P(NIPAAmM-co-MPC) mostraram-se opacos. Os motivos pelos quais esses hidrogéis
apresentaram essa caracteristica ainda sdo desconhecidos e mais estudos seriam
necessarios para que as razoes por tras desse comportamento fossem elucidadas.

Apbs a preparacéo, os hidrogéis foram secos (Figura 12) para a determinacao

do grau de intumescimento.
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Figura 12 — Fotografia dos hidrogéis secos MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA (a), MA-PCL-b-
PEG-b-PCL-MA com 2,5 % de P(NIPAAm-co-MPC) (b) e MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA com 5
% de P(NIPAAmM-co-MPC) (c).

5.4.1 Grau de intumescimento

Os hidrogéis secos foram submetidos ao intumescimento em uma solucdo
tampé&o de pH 7,6 e tiveram suas massas determinadas em intervalos de tempo pré-
estabelecidos a fim de verificar-se a quantidade de solugéo por eles absorvida. Na
Figura 13 é mostrado o grafico que relaciona o tempo com o grau de intumescimento
até 1440 minutos para os hidrogéis de MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA, MA-PCL-b-PEG-
b-PCL-MA com 2,5 % de P(NIPAAm-co-MPC) e MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA com 5
% de P(NIPAAmM-co-MPC).
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Figura 13 — Gréfico relacionando o grau de intumescimento (%) com o tempo para 0s
hidrogéis de MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA, MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA com 2,5 % de
P(NIPAAM-co-MPC) e MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA com 5 % de P(NIPAAmM-co-MPC).
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Os dois ultimos hidrogéis apresentaram o mesmo grau de intumescimento
(749 %), que foi superior ao do hidrogel de MA-PCL-b-PEG-b-PCL-MA puro (669 %),
Este resultado esta de acordo com o esperado, uma vez que 0 copolimero
P(NIPAAmM-co-MPC) apresenta maior carater hidrofilico do que o MA-PCL-b-PEG-b-
PCL-MA, que possui a por¢cdo hidrofébica da PCL. Devido ao carater idnico do
P(NIPAAmM-co-MPC), sua incorporacdo também pode ter tido influéncia sobre a
capacidade de retencdo de &gua, visto que essa caracteristica leva a uma maior

solvatagdo das cadeias poliméricas.

6 CONCLUSOES

Hidrogéis de PCL-b-PEG-b-PCL contendo P(NIPAAmM-co-MPC) foram

preparados com éxito. Para que esse objetivo fosse atingido, primeiramente foi
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realizada a sintese de copolimeros de P(NIPAAmM-co-MPC) através de polimerizagao
radicalar livre. O estudo da temperatura minima critica de solucdo desses materiais
sugeriu que o aumento da quantidade de MPC no polimero é acompanhado de um
aumento da LCST e de uma diminuicdo das interacdes hidrofébicas entre as
cadeias. Copolimeros de PCL-b-PEG-b-PCL foram sintetizados através de
polimerizagao por abertura de anel utilizando o PEG como macroiniciador. O produto
foi funcionalizado com sucesso com anidrido metacrilico, gerando copolimeros
precursores para a obtencdo de hidrogéis contendo os dois copolimeros
sintetizados. Esses hidrogéis foram preparados através de polimerizagdo radicalar, e
o grau de intumescimento dos materiais obtidos foi analisado. Os hidrogéis contendo
o copolimero P(NIPAAmM-co-MPC) apresentaram grau de intumescimento superior
ao do hidrogel composto apenas de PCL-b-PEG-b-PCL. Para que se possa entender
melhor as propriedades deste material e seu potencial de aplicagdo como suporte
celular em tratamentos de traumatismos raquimedulares, ainda € necessario avaliar

seu comportamento mecanico, degradacao, estrutura e porosidade.
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