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Resumo

MEDEIROS, S. F. Obtenc¢ao de nanoparticulas magnéticas sensiveis a estimulos para
aplicacdes biomédicas. 2010. 292 p. Tese (Doutorado em Engenharia de Materiais) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena.

Particulas poliméricas com propriedades magnéticas podem ser utilizadas tanto em
aplicacdes terapéuticas in vivo, como agentes de liberacdo controlada de principios ativos,
ex vivo, na extracdo de células cancerigenas do organismo, ou ainda in vitro, em
diagndsticos. A necessidade de materiais inteligentes e biocompativeis, como agentes de
encapsulacio destas particulas magnéticas, leva ao uso de polimeros sensiveis a estimulos.
Em aplicacdes terapéuticas, esta tecnologia ¢ baseada na localizagao das particulas através
da aplicacdo de um campo magnético e na concentracao da droga na area de interesse. Esta
etapa ¢ seguida pela liberacdo da droga, utilizando-se as propriedades sensiveis dos
polimeros. Dessa forma, este trabalho de tese se dedica ao estudo da obtencdo de
nanoparticulas constituidas de uma matriz polimérica sensivel a estimulos e de particulas
de 6xido de ferro (y-Fe,Os3 e Fe;Oy). Inicialmente, nanogéis a base de poli(NVCL-co-AA)
foram obtidos através do método de polimerizacdo por precipitacdo. A Poli(NV-
vinilcaprolactama) (PNVCL) ¢ um polimero termo-sensivel, que possui temperatura critica
inferior de solubilizagdo (LCST) préxima a temperatura fisiologica (35-38 °C) e ¢
conhecida, ainda, por possuir maior biocompatibilidade, em comparagdo a outros
polimeros do género. O poli(acido acrilico) (PAA), por sua vez, ¢ um polimero que
apresenta sensibilidade ao pH. Nesta etapa estudou-se a influéncia de alguns pardmetros de
sintese nos diametros de particulas, na polidispersidade e na sensibilidade a temperatura
dos nanogéis. A sensibilidade ao pH também foi estudada em func¢do da concentracdo de
acido acrilico adicionado nas sinteses. Em seguida, realizou-se o estudo da encapsulagdo
de nanoparticulas magnéticas complexadas com dextrana em nanogéis de PNVCL,
utilizando-se a técnica de polimerizagdo em miniemulsdo inversa. Os nanogéis magnéticos
sensiveis a temperatura foram caracterizados quanto ao diametro de particulas (DP) e
distribuicdo do diametro de particulas (DDP), pela técnica de espalhamento de luz. A
sensibilidade a temperatura dos nanogéis magnéticos também foi estudada por
espalhamento de luz, através de medidas de didmetro de particulas em diferentes
temperaturas. As medidas de magnetizagdo foram obtidas em um magnetometro de
amostra vibrante (MAV). Anélises de infravermelho (FTIR) e de difratometria de raios X
revelaram qualitativamente a encapsulacdo das nanoparticulas magnéticas. A eficiéncia de
incorporagdo das nanoparticulas de 6xido de ferro foi estudada através de analises termo-
gravimétricas (TGA) e medidas de magnetizagdo. As caracteristicas morfologicas dos
nanogéis magnéticos foram observadas por microscopia eletronica de transmissao (TEM).

Palavras-Chave: N-vinilcaprolactama. LCST. Cinética de polimerizagdo. Polimerizagdo em
miniemulsdo. Nanoparticulas magnéticas. Aplicacdes biomédicas.



Abstract

MEDEIROS, S. F. Preparation of stimuli-responsive magnetic nanoparticles for
biomedical applications. 2010. 292 p. Thesis (Doctorate in Materials Engineering) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena.

Polymeric particles with magnetic properties can be useful for in vivo therapeutic
applications, as agents for controlled drug release, for ex vivo applications, as agents for
the extraction of cancer cells, and finally, for the diagnosis in vitro. The search for
biocompatible and smart materials as agents for the encapsulation of magnetic particles,
leads to the use of stmuli-responsive polymers. In therapeutic applications, this technology
is based on the localization and the concentration of the particles containing the drug in the
area of interest by applying a magnetic field. This step is followed by the release of the
drug, using the sensitive properties of the polymers. In this context, this thesis is devoted to
the preparation of nanoparticles constituted by a stimuli-responsive polymer matrix and
particles of iron oxide (y-Fe,O; e Fe;Os). First of all, we performed the synthesis of
poly(NVCL-co-AA)-based nanogels using the precipitation polymerization method.
Poly(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) is a thermo-responsive polymer which presents the
lower critical solution temperature (LCST) near the physiological temperature (35-38 °C)
and it is well known by its greater biocompatibility, in comparison with other themally-
sensitive polymers. On the other hand, the poly(acrylic acid) (PAA) is known by its
sensibility to changes in the enviromental pH. In this stage, the influence of some synthesis
parameters on the particles diameter, polydispersity and themally-sensitive behavior of the
nanogels was evaluated. The pH-sensibility behavior was also studied as a function of the
AA concentration in the synthesis. As a second step, the study of the incorporation of
dextran-coated magnetic nanoparticles in the PNVCL-based nanogels using the inverse
miniemulsion polymerization was preformed. The thermo-responsive magnetic nanogels
were characterized in terms of particles diameter (PD) and particles size distribution (PSD)
using light scattering. The temperature sensitivity of the magnetic nanogels was also
studied by light scattering, with measurements of particles diameter as a function of
temperature. The magnetization measurements were obtained on a vibrating sample
magnetometer (VSM). Analysis of infra-red (FTIR) and X-ray diffraction revealed
qualitatively the incorporation of magnetic nanoparticles. The incorporation efficiency of
iron oxide nanoparticles was studied by thermo-gravimetric analysis (TGA) and magnetic
measurements. The morphological characteristics of the magnetic nanogels were observed
by transmission electron microscopy (TEM).

Keywords:  N-vinylcaprolactam. LCST. Polymerization kinetics. Miniemulsion
polymerization. Magnetic nanoparticles. Biomedical applications.
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Introducao

Consideragoes 1niciais

Atualmente, muitos trabalhos descrevem a sintese de latices hibridos (KHAN et
al., 2009; CAO et al., 2010; COLARD et al., 2009; CHEUNG; BON, 2009; NGUYEN et
al., 2010; SHEIBAT-OTHMAN; BOURGEAT-LAMI, 2009) com o objetivo de explorar
suas propriedades. O termo latice hibrido ¢, usualmente, aplicado aos compostos
poliméricos contendo um material, inorganico ou organico, ligado covalentemente ao
polimero. No entanto, este termo também pode ser usado para designar dois polimeros,
usualmente incompativeis e unidos um ao outro através de uma ligagdo covalente
(GUYOT etal., 2007).

Devido ao tamanho reduzido, nanoparticulas (NP) oferecem propriedades tnicas e
nanoparticulas magnéticas (NPMs) baseadas em compositos de 6xido de ferro ou materiais
hibridos, essencialmente constituidos de sistemas com morfologia tipo nucleo-casca (core-
shell), encontram inimeras aplicacdes na 4rea biomédica (HAFELI, 1997; STANCIU et
al., 2009; WONG et al., 2008; THAKUR et al., 2009; FARAJI et al., 2010). Os primeiros
estudos das propriedades das nanoparticulas de 6xido de ferro surgiram por volta de 1870 e
levaram a producdo de particulas magnéticas coloidalmente estaveis por McKeehan e
Elmore (1934).

Neste contexto, o termo “nanobiomagnetismo” pode ser definido como a
associacdo do magnetismo e da biomedicina no mesmo sistema visando aplicacdes
biomédicas in vitro e in vivo (LESLIE-PELECKY; LABHASETWAR; KRAUS, 2006).
Nos ultimos anos, latices e nanogéis poliméricos vém sendo utilizados na area biomédica
tanto para fins terapéuticos (ELAISSARI, 2009) in vivo, como agentes de transporte e
liberacdo de moléculas ativas encapsuladas, quanto em diagnostico in vitro (YANG et al.,
2009) (ensaios de imunidade, separacdo de células, concentracdo de acidos nucléicos).
Estes sistemas também sdo utilizados como suportes solidos para imobilizacao de
biomoléculas. Outro importante fator que leva ao estudo de particulas poliméricas para

aplicagdes biomédicas consiste na versatilidade de obtengao destes sistemas (ELAISSARI,
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2009). Varios métodos sdo descritos na literatura para obtengdo de nanoparticulas
poliméricas com propriedades magnéticas (NPM). Uma das principais caracteristicas dos
materiais magnéticos, que os caracteriza como importantes ferramentas biomédicas
consiste na sua capacidade de agir sobre objetos a distdncia. Na literatura existem alguns
trabalhos que descrevem o uso de magnetos na remocao de balas e estilhagos de granada
(LESLIE-PELECKY; LABHASETWAR; KRAUS, 2006). A invencao de menores € mais
fortes magnetos tornou possivel sua utilizacdo em aplicagdes mais delicadas, tais como a
fixacdo tempordria de proteses odontoldgicas, a inser¢do de cateteres em varias regides do
corpo e carreadores no cérebro (GILLIES et al., 1994; TILLANDER, 1956).

As propriedades das nanoparticulas magnéticas levam ao crescente estudo de
diferentes metodologias de preparagdo destes materiais, visando principalmente o
desenvolvimento da tecnologia e as perspectivas de futuras aplicagdes (CRAIG, 1995).
Além disso, NPM baseadas em materiais compdsitos constituidos de o6xido de ferro,
essencialmente distribuidos no interior de matrizes poliméricas, encontram grande
interesse como agentes para fins terapéuticos.

Nanomateriais podem ser definidos como materiais os quais pelo menos um dos
componentes estruturais possui uma dimensdo compreendida entre 1 e 100 nm e possuem
especial relevancia em biomedicina devido a compatibilidade com o tamanho de células
(10-100 pm), virus (20-450 nm), proteinas (5-50 nm) e genes (2 nm de largura por 10-100
nm de comprimento). NPM sdo suficientemente pequenas para serem incorporadas ao
corpo humano sem causar distirbios nas fungdes normais e, além disso, sao capazes de
acessar regides inacessiveis por outros tipos de materiais. As células reagem com os
nanomateriais e estas reagdes podem induzir ao crescimento ou morte celular (LESLIE-
PELECKY; LABHASETWAR; KRAUS, 2006). Neste sentido, a importancia do estudo de
processos envolvendo nanoparticulas magnéticas esta relacionada com a preparacao de
sistemas adequados para aplicacdes in vivo.

As propriedades dos materiais utilizados para elaboracio de NPM devem ser
cuidadosamente estudadas de acordo com a aplicagdo proposta. Aplicagdes in vitro
requerem menor atencdo, embora em técnicas envolvendo células vivas, o efeito do
material sobre a amostra deve ser sempre considerado. Por outro lado, aplicagdes in vivo
necessitam de material ndo-toxico, biocompativel e que apresente boa estabilidade
coloidal. No entanto, as técnicas de encapsulacdo mais utilizadas na literatura ainda

envolvem o uso de materiais nao biocompativeis. Dessa forma, o interesse neste estudo
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consiste na obtencdo de nanoparticulas poliméricas magnéticas capazes de serem utilizadas
para aplicagdes in vivo.

A combinacdo de NPMs com polimeros visando a obtengcdo de materiais
compositos coloidalmente estaveis ¢ uma tarefa de grande interesse académico e industrial.
Neste caso, a matriz polimérica age como compatibilizante interagindo com o meio,
podendo complexar com moléculas biologicamente ativas. Além disso, as propriedades
magnéticas das nanoparticulas facilitam a manipulacdo dos respectivos sistemas
(SCHMIDT, 2007).

Atualmente, existe um crescente interesse na sintese de novos materiais
biocompativeis. A biocompatibilidade consiste na capacidade de um material de ser bem
tolerado pelo corpo humano, levando a adequagdao destes materiais para aplicagdes
biomédicas in vivo (MACAZAGA, 2007). Além da biocompatibilidade, as particulas
magnéticas devem ser capazes de adsorver moléculas com grupos funcionais na sua
superficie, ter baixa retentividade, ou seja, ndo podem reter o magnetismo apds a
interrupcao da forga magnetizante, ser facilmente separadas da corrente sanguinea e,
finalmente, devem ser coloidalmente estaveis, sem a formagdo de agregados (TARTAJ et
al., 2003).

Como exemplo de polimeros biocompativeis, materiais inteligentes vém sendo
amplamente estudados para aplicagdes in vivo. Polimeros sensiveis a estimulos sdo
macromoléculas que apresentam mudangas em algumas de suas propriedades devido a
variagdes externas, tais como temperatura, pH, campo elétrico ou magnético, entre outros.
Este tipo de material vem atraindo muita aten¢ao no campo da biomedicina. Neste sentido,
polimeros termo-sensiveis, isto ¢, macromoléculas que mudam sua conformagdo em
resposta a variagdes externas de temperatura, sdo os mais estudados para aplicacdes
biomédicas in vivo, uma vez que a termo-sensibilidade estd diretamente relacionada com o

corpo humano (KONAK et al., 2007).

Justificativa e importancia do tema

A forma de administracdo convencional de principios ativos requer dosagens

periodicas. Isso acontece porque as drogas, quando ingeridas, circulam por toda parte do
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corpo e a concentragdo do agente ativo atinge altos niveis declinando, entdo, devido a
excre¢dao e/ou conversao metabdlica. Para conseguir efeito mais prolongado, altas doses
sdo necessarias.

Uma vez que o nivel de toxicidade do principio ativo pode ser ultrapassado, no
caso de altas doses serem administradas de uma s6 vez, a forma ideal de administracao
deve dar-se, entdo, em intervalos pequenos de tempo, mantendo-se, assim, uma
concentragdo constante do agente ativo no organismo.

Porém, os métodos convencionais ndo garantem a liberacdo localizada do
principio ativo, ou seja, ele agira nas células doentes, mas, por outro lado, surtird efeito
também nas células sadias, ocasionando os efeitos colaterais e, consequentemente, a
medida que mais doses sdo necessarias, mais pronunciados se tornam estes efeitos.

Neste sentido, a nanotecnologia e o estudo da utiliza¢ao de polimeros sob a forma
de nanoparticulas como agentes de encapsulagdo e liberagdo controlada de principios
ativos vem crescendo a cada ano. Farmacos, quando encapsulados no interior de matrizes
poliméricas, ndo estdo prontamente disponiveis para o sistema bioldgico como quando em
solucdo. A degradacdo ou expansao das cadeias poliméricas permite que a droga difunda a
partir da matriz e seja, entdo, liberada. De qualquer modo, a liberagdo do farmaco para o
meio fisioldgico ¢ estendida por periodo de tempo, em comparagdo ao farmaco na sua
forma livre, sendo esta caracteristica um dos principais fatores para a pesquisa e
desenvolvimento dos sistemas nanoparticulados. Dessa forma, o principal objetivo da
utilizacao de polimeros como agentes de transporte e liberagao controlada de principios
ativos consiste na preservagao das células sadias do organismo, uma vez que a liberagao da
droga acontecera ao ser atingida a transi¢ao de fases do polimero.

O sucesso na cura do cancer estd associado a um diagnostico precoce da doenca,
assim como uma terapia eficiente. Nos ultimos anos, novas formas de diagnosticos e
terapias de combate ao cancer tém sido desenvolvidas, aumentando as chances de
diagnosticos em estagios iniciais da doenga, potencializando as chances de cura. Nesse
sentido, a nanotecnologia tem proporcionado uma verdadeira revolu¢do na medicina, ao
ponto de ser utilizado o termo ‘“nanomedicina” para esta nova abordagem que utiliza
sistemas ou particulas de tamanhos nanométricos.

Os efeitos colaterais causados na terapia de cancer provocam tanto desconforto
aos pacientes que, em muitos casos, chegam a interromper o tratamento. A evolugdo nos

métodos de sintese e no entendimento das propriedades das nanoparticulas tem
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possibilitado o desenvolvimento de sistemas exatos de diagnosticos e de terapia do cancer,
como a entrega da droga diretamente na célula cancerosa (Drug Delivery Systems),
diminuindo os efeitos colaterais e potencializando a acdo do principio ativo. Estima-se que
os sistemas entregadores de drogas utilizem uma quantidade 100 vezes menor do agente
ativo e sejam 100 vezes mais eficientes. Dessa forma, nanoparticulas utilizadas como
sistemas de liberagcdo controlada de drogas oferecem vantagens, tais como a reduciao ou
elimina¢do dos severos efeitos colaterais da quimioterapia, pois atuam diretamente nas
células cancerosas e ndo ficam livres na via sistémica. A possibilidade de diagndsticos em
estagios iniciais da doenca e do uso de sistemas precisos (no sentido de atingir um alvo
desejado, no caso a célula do cancer) tem contribuido para o desenvolvimento da medicina
personalizada com o tratamento de cada paciente de forma individualizada.

Classicamente, os tratamentos envolvendo os sistemas entregadores de drogas
podem ser divididos em duas categorias: passivo e ativo. No tratamento passivo o agente
terapéutico ¢ incorporado as nanoparticulas poliméricas, as quais circulam na corrente
sanguinea e sao acumuladas dentro do tumor através do aumento da sua permeabilidade e
retencdo (Enhanced Permeability and Retention, ou EPR). Alternativamente, cateteres
podem ser utilizados para injetar as nanoparticulas contendo o agente terapéutico
diretamente no tumor. No tratamento ativo, o agente terapéutico ¢ conjugado com uma
nanoparticula que possui um ligante (anticorpo) que reconhece especificamente os
antigenos relacionados as células do cancer.

Devido as suas propriedades fisicas e quimicas, o 6xido de ferro possui potencial
para produzir avancos importantes no diagnostico por imagem e na terapia de cancer. A
imunolocalizacdo de células tumorais com o uso de magnetita ¢ feita com suas
nanoparticulas que tem propriedades superparamagnéticas o que permite obter a deteccdo
precoce de tumores através da imagem por ressonancia magnética (IRM). A impregnacao
de células tumorais com nanoparticulas de magnetita também pode facilitar a erradicacao
de tumores, mediante uma lise celular (destruicdo celular por rebentamento das células,
devido a destruicdo da mebrana celular) focal e dirigida pelo processo de magneto-
hipertermia. A questdo a ser resolvida nesse tipo de tratamento ¢ a incorporacdo da
magnetita pelas células cancerigenas.

Dentro deste contexto, o estudo da sintese de nanoparticulas magnéticas sensiveis
a estimulos visa a obtengdo de materiais que podem ser utilizados, principalmente, para

aplicacdes biomédicas in vivo. A amenizacao dos efeitos negativos de tratamentos em que
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os niveis de efeitos colaterais sao mais pronunciados e, consequentemente, se tornam
prejudiciais ao paciente, como a terapia de cancer, leva a um aumento do conforto do

paciente ao realizar um tratamento com um principio ativo.

Objetivo da pesquisa

O objetivo geral desta tese de doutorado consistiu na obtencdo de nanogéis
sensiveis a estimulos e de nanoparticulas magnéticas, constituidas de uma matriz

polimérica sensivel a temperatura e de particulas de 6xido de ferro.

Objetivos especificos

v Estudo da obten¢do de nanogéis a base de poli(N-vinilcaprolactama-co-AA)
poli(NVCL-co-AA), sensiveis a temperatura e ao pH, via polimerizagao por
precipitagdo;

v’ Estudo da obtengdo de nanogéis termo-sensiveis de poli(NV-
vinilcaprolactama) (PNVCL) via polimerizagdo em miniemulsdo inversa;

v’ Sintese de nanogéis sensiveis a temperatura na presenga de nanoparticulas
de oxido de ferro complexadas com dextrana, via polimerizagdo em
miniemulsdo inversa.

v' Caracterizagdo dos nanogéis sensiveis a estimulos e das nanoparticulas

magnéticas sensiveis a temperatura.

Conteudo da tese de doutorado

Esta tese de doutorado encontra-se dividida da seguinte forma:

= Capitulo 1. Revisdo Bibliografica. Apresentagdo do estado da arte dos

principais temas deste trabalho.

= Capitulo 2. Apresenta a metodologia adotada para realizagao das diferentes

etapas deste trabalho.
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Capitulo 3. Estudo da sintese de nanogéis sensiveis a temperatura ¢ ao pH

via polimerizagao por precipitacao.

Capitulo 4. Estudo da obtencdo de nanoparticulas magnéticas sensiveis a

temperatura através da técnica de polimerizagdo em miniemulsao inversa.

Capitulo 5. Sdo apresentadas, de forma sucinta, as conclusdes sobre os

estudos e resultados obtidos através do trabalho de pesquisa em laboratério.

Capitulo 6. Apresenta um resumo dos estudos que ainda podem ser

desenvolvidos sobre o tema, a partir dos resultados ja obtidos.

Referéncias. Relaciona as origens dos artigos, normas e outros documentos

consultados e mencionados na dissertagao.

Apéndice A. Estudo cinético da polimerizagdo em solugdo da NVCL,

empregando-se diferentes solventes.
Apéndice B. Résumé.

Producio Bibliografica
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1. Revisao Bibliografica

1.1.Polimeros “inteligentes”™

A resposta a estimulos é um processo basico de sistemas vivos. As proteinas,
polissacarideos e acidos nucléicos sdo biopolimeros presentes nos organismos vivos, 0s
quais respondem a estimulos fisicos ou quimicos provocados por variagdes do meio em
que se encontram. O interesse no desenvolvimento de polimeros sintéticos que imitem as
funcionalidades destes biopolimeros vem crescendo nos ultimos anos, dando origem a uma
nova classe de polimeros, os quais sdo conhecidos como polimeros “inteligentes”. Estes
materiais respondem a estimulos externos como temperatura, pH, luz, for¢a ionica, entre
outros, ¢ tém sido amplamente estudados em liberagdo de farmacos. Estas respostas sao
manifestadas com mudancas na forma, caracteristicas de superficie, solubilidade, etc
(JEONG; GUTOWSKA, 2002). A temperatura ¢ o estimulo mais utilizado nos sistemas
constituidos de polimeros inteligentes.

Crescente interesse vem sendo observado nas tltimas décadas em novos materiais
que apresentam organizacdo supramolecular reversivel e a principal razao atribuida a este
fato consiste no baixo custo de processamento destes materiais (VOGL; JAYCOX, 1999).

Um requisito adicional aos polimeros sensiveis a estimulos para serem utilizados
em aplicagdes biomédicas ¢ a presenca de grupos funcionais nas macrocadeias, capazes de
formar interacdes com outras moléculas. Macromoléculas hidrossoliiveis funcionais
incluem polimeros com vérias arquiteturas que podem ser eletricamente carregadas ou
possuir grupos capazes de formar pontes de hidrogénio com outras substancias, levando a
interacdes fisicas reversiveis.

As propriedades dos polimeros sensiveis a estimulos, em geral, tais como
solubilidade, viscosidade, transparéncia e condutividade, podem ser controladas
modificando-se a estrutura e organizagdo das cadeias poliméricas (KONAK et al., 2007).
Tal caracteristica permite a utilizacdo destes polimeros inteligentes como agentes de

liberacao controlada de principios ativos, dentre outras aplicagdes. Neste sentido, o
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principal desafio consiste no desenvolvimento de sistemas que permitam controlar a

resposta a determinado estimulo, através da variacdo dos parametros de sintese.

1.1.1. Polimeros termo-sensiveis

Polimeros termo-sensiveis sdo soluveis em 4gua a baixas temperaturas, porém se
separam destas solugcdes em temperaturas acima da temperatura de transi¢do de fases, a
qual ¢ conhecida como LCST (Temperatura Critica Inferior de Solubilizacdo). Esta
transi¢ao de fases consiste no foco principal do estudo destes materiais poliméricos como
agentes de encapsulagdo, em sistemas de liberagdo controlada de principios ativos
(YANUL et al., 2001).

Diversos polimeros sdo conhecidos por possuirem propriedades termo-sensiveis e
os principais estdo apresentados na Tabela 1.1, assim como seus respectivos valores de

LCST.

Tabela 1.1. Exemplos de polimeros termo-sensiveis e seus respectivos valores de LCST

para solugdes a 1 g L' (adaptada de KAWAGUCHI, 1999 ¢ LIU et al., 2009).

Polimero LCST/°C
Poli(N-etilacrilamida) 72
Poli(N-metil-N-etilacrilamida) 56
Poli(N-acriloil pirrolidina) 56
Poli(N-etilmetilacrilamida) 50
Poli(N-ciclopropilacrilamida) 45.5
Poli(N-isopropilmetacrilamida) 44
Poli(N, N-dietilacrilamida) 32
Poli(N-isopropilacrilamida) 30.9
Poli(N-vinilcaprolactama) 31
Poli(N-n-propilmetacrilamida) 28
Poli(N-metil-N-isopropilacrilamida) 22.3
Poli(N-n-propilacrilamida) 21.5
Poli(N-metil-N-n-propilacrilamida) 19.8
Poli(N-acriloilpiperidina) 5.5

Dentre os polimeros termo-sensiveis, Poli(N-isopropilacrilamida), PNIPAam, ¢ o

mais estudado na literatura, possuindo LCST proxima a 31 °C (Tabela 1.1). A transicao de
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fases da PNIPAam esta esquematicamente ilustrada na Figura 1.1, onde ¢ possivel observar
que o comportamento inteligente origina do ganho entrépico logo que as moléculas de
agua complexadas com os grupos amida sdo liberadas quando a temperatura de transi¢ao ¢

atingida.
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Figura 1.1. Ilustragcdo esquematica do efeito da temperatura na transi¢ao de fases da

PNIPAam (adaptado de DIMITROV et al., 2007).

Abaixo da LCST, as interagdes do tipo pontes de hidrogénio entre as moléculas de
agua e as macrocadeias sao predominantes em relacdo as interagdes do tipo polimero-
polimero. Dessa forma, as macromoléculas encontram-se solvatadas no meio aquoso,
como pode ser observado na Figura 1.1. O aumento da temperatura favorece as interagdes
do tipo polimero-polimero até que, ao atingir-se a LCST, estas interagdes se tornam
dominantes, promovendo uma quebra das pontes de hidrogénio entre as cadeias
poliméricas e as moléculas de agua e, levando, assim, a separagao de fases.

Embora a PNIPAam seja o polimero termo-sensivel mais estudado na literatura, a
maioria dos trabalhos descreve a sua utilizagdo somente para aplicagdes in vitro. A perda
de grupos amidas com a hidrélise das macromoléculas limita o uso deste polimero para
aplicacdes in vivo, devido a auséncia de biocompatibilidade.

Neste contexto, outro exemplo de polimero termo-sensivel e biocompativel, que
vem sendo amplamente estudado para fins terapéuticos ¢ a Poli(N-vinilcaprolactama)

(PNVCL) (VIHOLA et al., 2005).
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Termo-sensibilidade da poli(N-vinilcaprolactama)

Existem inumeros trabalhos na literatura descrevendo a transicdo de fases da
PNVCL em agua (MAKHAEVA et al., 2003; LOZINSKII et al., 2006; PENG; WU, 2000;
LAU; WU, 1999). A PNVCL ¢ um polimero sensivel a temperatura, que nao libera grupos
amida quando hidrolisado, o que faz com que seja adequado para aplicagdes in vivo
(MAEDA et al., 2001). Além disso, este polimero possui a LCST proxima a temperatura
fisiologica (35 — 38 °C) (YANUL et al., 2001), dependendo da massa molecular, da
concentracdo em solugdo aquosa, ¢ da composi¢do quimica, no caso de copolimeros
(SHTANKO et al., 2003). A Figura 1.2 apresenta a aparéncia de uma solu¢ao aquosa de
PNVCL a 5 g/L, em temperaturas abaixo e acima da LCST.

T=LCST
—
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Figura 1.2. Efeito da temperatura na aparéncia de uma solu¢do aquosa (5g/L) de PNVCL.

O mondmero para a preparacao da PNVCL ¢ a N-vinilcaprolactama (NVCL), uma
substancia organo-solivel que dissolve tanto em meio organico polar como ndo-polar
(LOZINSKY et al, 2000), cuja estrutura esta apresentada na Figura 1.3. A
biocompatibilidade da PNVCL, associada com sua habilidade de complexa¢do com outras
moléculas viabiliza o uso deste polimero em inimeras aplicagdes. Apesar do interesse
atual pela PNVCL, os primeiros trabalhos sobre este polimero foram publicados na década
de 60, por Solomon et al. (1968) e Solomon et al. (1969). Atualmente, a PNVCL vem
sendo amplamente utilizada na fabricagdo de cosméticos e ¢ comercializada pela BASF,
sob o nome Luviskol®Plus, como um diluente para fixadores de cabelo. No entanto,
inumeras pesquisas estdo sendo realizadas com relagdo a sua utilizagdo na estabilizagdo de
proteases e como agente de transporte e liberagdo controlada de principios ativos

(GILLIES et al., 1994; LU et al., 2004).
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//—N
Figura 1.3. Estrutura da N-vinilcaprolactama.

Lau e Wu (1999) utilizaram medidas de espalhamento de luz para determinagdo
da LCST da PNVCL, obtendo um valor de temperatura de transicao igual a 31°C. Por
outro lado, Chee et al. (2006), utilizaram técnicas de fluorescéncia, em particular, medidas
de anisotropia com tempo de resolugdo, TRAMS, para confirmar que as cadeias de
PNVCL sofrem transicdo conformacional de um estado enovelado (coil) expandido para
globulo compacto a temperatura critica inferior de solubilizacdo, LCST. Para estas
caracterizacoes, N-vinilcaprolactama foi polimerizada em dioxano a 60°C usando AIBN
como iniciador, na presenca de Acenaftileno (ACE). Medidas TRAMS revelaram que a
transicdo de fases se iniciou em 38°C. A natureza da mudanga conformacional para
PNVCL ¢ distinta de outros polimeros termosensiveis, tal como a PNIPAAm, por
exemplo. A descontinuidade na dependéncia térmica da velocidade de movimento
macromolecular ocorre em uma faixa de, aproximadamente, 15°C para a PNVCL,
enquanto que para PNIPAAm esta faixa compreende entre 31 e 33°C. Além disso, ocorre
reducdo na magnitude da mudanca conformacional de PNVCL, quando comparada com
PNIPAAm. Experimentos de dissolugdo em pireno, os quais estdo relacionados com a
medida da polaridade de determinadas substincia, confirmaram a estrutura globular da
PNVCL, acima da LCST, com um nucleo hidrofobico, o qual ¢ estabilizado por unidades
mais hidrofilicas na superficie.

Como mencionado anteriormente, sabe-se, ainda, que a LCST ¢ sensivel a
variagdes na massa molecular do polimero (SHTANKO et al., 2003). Dessa forma,
Laukkanen et al. (2005) estudaram a influéncia deste parametro na LCST da PNVCL e
verificaram que para os polimeros obtidos com massas moleculares entre 2,1x10* e 1,5x10°
g/mol, a LCST variou de 31 a 38°C, respectivamente. VIHOLA et al. (2005) estudaram a
citotoxicidade da PNVCL em func¢do da massa molecular e da concentracdo do polimero
em solucdo aquosa. Para os ensaios in vitro foram utilizadas culturas de células do tipo
Caco-2 e Calu-3 e foi observado que os polimeros com concentragdes inferiores a 5

mg/mL foram, em geral, bem tolerados. Em relacdo a massa molecular, valores entre
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3,3x10° g/mol e 1,5x10° g/mol ndo apresentaram citotoxicidade. No entanto, apesar de este
estudo revelar baixa citotoxidade, mesmo em altas massas moleculares, a sintese de
polimeros de NVCL com massas moleculares menores ¢ uma tarefa de grande interesse
(INOUE et al., 1997).

Vihola et al. (2008) prepararam homopolimeros de NVCL e copolimeros a base
de PNVCL e o macromondmero m-metoxi poli(dxido de etileno) undecil a-metacrilato
(MACC,,EQy;) via polimerizacdo radicalar em solucdo. Os polimeros obtidos foram
purificados e dissolvidos em agua, juntamente com drogas modelo (Nadolol, propanonol
ou cetoprofeno) e as solu¢des foram adicionadas gota a gota a uma solugdo aquosa
contendo acido salicilico (AS) a 37 °C. O uso do AS visa reticular fisicamente os
polimeros formando particulas e encapsulando as drogas. A incorporacdo dos principios
ativos nas particulas poliméricas e a sua velocidade de liberacao in vitro foram avaliadas.
A reticulagdo na presenca do AS ocorre devido a formagdo de pontes de hidrogénio entre
as hidroxilas do AS e o nitrogénio da PNVCL. Os autores observaram que, abaixo da
LCST, a 23 °C, os hidrogéis apresentaram baixa estabilidade, enquanto que, a 37 °C
particulas estaveis foram obtidas, devido a precipitacdo das cadeias de PNVCL. A
liberagdo das drogas das particulas constituidas de homopolimeros de NVCL foi mais
rapida em comparagdo aos copolimeros. Pardmetros como concentra¢do dos principios
ativos e pH afetaram a velocidade de liberacdo in vitro das drogas em solugdes tampao.
Dessa forma, os autores concluiram que, no caso dos copolimeros, os segmentos de 6xido
de etileno favoreceram as intera¢des do tipo polimero-polimero, aumentando, assim, a

estabilidade do complexo e, consequentemente, retardando a liberacao da droga.

1.1.2.  Polimeros sensiveis ao pH

Polimeros sensiveis ao pH sdo materiais que variam suas dimensoes, através de
um intumescimento ou colapso das macromoléculas, em resposta a mudangas no pH do
meio. Os polimeros sensiveis ao pH encontram aplicagcdes potenciais em sistemas de
transporte e liberagao controlada de drogas (LIU et al., 2009). Basicamente, existem dois
tipos de materiais sensiveis ao pH: aqueles que possuem grupos 4cidos em sua estrutura (-
COOH, -SO3H), os quais intumescem em pH basico, como por exemplo, o 4cido acrilico; e
aqueles que possuem grupos basicos (-NH;) e intumescem em pH acido. Em ambos os

casos, 0 mecanismo de resposta ¢ o0 mesmo, variando-se apenas o estimulo.
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O pH fisiologico varia entre 1,2 e 7,4, sendo que o estdbmago, por exemplo, possui
pH igual a 1,2, enquanto o pH do intestino ¢ de 7,4. Dessa forma, polimeros sensiveis ao
pH possuem particular relevancia na liberagdo controlada de drogas ou peptideos em
regides especificas do trato gastro-intestinal, por exemplo. A liberagdo pode, igualmente,
ser feita, através, de pequenas mudangas de pH na corrente sanguinea ou, ainda, em tecidos
com doencgas patoldgicas, tal como os tumores (ALVAREZ-LORENZO et al., 2002).
Sabe-se que o pH extracelular de tumores (6.8-6.9) ¢ ligeiramente mais acido que o pH
intracelular (7.2) e o pH extracelular de tecidos sadios (7.4) (YAN et al., 2007). Acido
acrilico ¢ um dos mondmeros, com sensibilidade ao pH, mais comumente estudado na
literatura.

E importante, ainda, destacar que a incorporagdo de pequenas quantidades de
mondmeros com grupos ionizaveis, tais como grupos carboxilicos ou amina, em polimeros

termo-sensiveis oferece uma combinagdo de diferentes propriedades sensiveis.

1.1.3.  Combinacao da sensibilidade a temperatura e ao pH

Atualmente, existe um crescente interesse na obtencdo de macromoléculas e
hidrogéis que, em solu¢do aquosa, sofrem alteragdes reversiveis em resposta a variagdes
simultaneas de temperatura e pH devido ao fato de estas variaveis poderem ser
modificadas de acordo com o sistema quimico e biologico (YAN et al., 2007). A
habilidade de um polimero de responder tanto a temperatura quanto ao pH oferece um
controle adicional sobre sua transicdo de fases (LUBORSKY, 1965). Além disso, a
presenga de mondmeros com grupos ionizaveis modifica a hidrofilicidade de polimeros
termo-sensiveis e, consequentemente, altera a sua LCST (ALVAREZ-LORENZO, 2002).
A presenga de co-monomeros hidrofilicos resulta em aumento na LCST de polimeros
termo-sensiveis, enquanto que a presenca de co-mondmeros hidrofobicos resulta em
diminui¢do da LCST. Por exemplo, a LCST de copolimeros aumenta rapidamente com o
aumento da concentragdo de moléculas de acido acrilico em qualquer faixa de pH, devido a
sua alta hidrofilicidade (KHAN, 2008). Dessa forma, a otimizagdo da temperatura de
transicdo pode ser obtida, de acordo com a aplicagdo proposta, através do ajuste da
composi¢ao quimica do copolimero.

O entendimento dos mecanismos envolvidos na variacdo das propriedades de

materiais que combinem sensibilidade a temperatura ¢ ao pH ¢ de grande importancia e
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facilita a compreensao dos resultados dos perfis de liberagdo de agentes ativos nestas
diferentes condigdes. Basicamente, abaixo da LCST, tanto os segmentos sensiveis a
temperatura quanto aqueles sensiveis ao pH estdo soliveis. Por outro lado, acima da LCST,
as cadeias termo-sensiveis tornam-se hidrofobicas e o sistema tende, entdo, a formar
agregados, micelas ou particulas, onde o nucleo ¢ mais rico em cadeias sensiveis a
temperatura e a superficie ¢ rica em segmentos sensiveis ao pH, dependendo, obviamente,
dos pardmetros de sintese e do tipo de material obtido. A Figura 1.4 ilustra o
comportamento de um sistema constituido por segmentos sensiveis tanto a temperatura

quanto ao pH.
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Figura 1.4. Representacdo esquematica da transi¢do de fases de polimeros sensiveis a

temperatura e ao pH (presenca de grupos carboxilicos) (adaptado de KRATZ et al., 2000) .

As caracteristicas conformacionais dos copolimeros variam de acordo com as
mudangas de temperatura e pH. A varia¢dao na hidrofilicidade e nas interagdes fisicas, tais
como pontes de hidrogénio, sdo os principais fatores que afetam a transicao de fases de
copolimeros baseados em macromoléculas termo-sensiveis. A maioria dos materiais que
respondem a mais de um estimulo pode ser preparada utilizando-se métodos simples,
como, por exemplo, a copolimerizagdo aleatoria de diferentes mondmeros. Neste contexto,
SALGADO-RODRIGUEZ et al. (2004) sintetizaram homopolimeros de NIPAam e
copolimeros aleatérios de NIPAam e AA. Estes experimentos foram realizados visando

uma melhor compreensao dos efeitos da formacao de pontes de hidrogénio na LCST. Os
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autores observaram que no caso dos copolimeros, poli(NIPAam-co-AA), a formagao de
pontes de hidrogénio entre os grupos carboxilicos provenientes das moléculas de AA e os
grupos amida das moléculas de NIPAam, levaram a interagdes adicionais do tipo polimero-
polimero, tornando a separacdo de fases sob aquecimento, um processo menos
endotérmico, em comparacdo aos homopolimeros de NIPAam, devido a diminui¢do dos
grupos capazes de interagirem com as moléculas de agua.

Bulmus et al. (2000) sintetizaram copolimeros de Poli(NIPAam-co-AA) com
baixas massas moleculares, os quais apresentaram sensibilidade tanto ao pH quanto a
temperatura, em uma ampla faixa de pH. Um principio ativo, genericamente conhecido
como Streptavidina (SAv) foi, entdo, incorporado ao sistema. Os autores observaram,
primeiramente, que o decréscimo do pH resultou em contracdo das macromoléculas e,
consequentemente, retencdo da droga. Por outro lado, o aumento do pH causou o
intumescimento das cadeias poliméricas, embora a liberacdo do principio ativo ainda ndo
tenha sido observada. Quando o pH foi, entdo, baixado novamente, as macro-cadeias
contrairam e a droga foi liberada. Com relacdo ao efeito da temperatura, observou-se uma
maior porcentagem de retengdo da droga a 37 °C, devido ao estado contraido dos
segmentos termo-sensiveis. No entanto, a 4 °C, esta porcetagem diminuiu, indicando que
uma quantidade maior de SAv foi liberada para o meio. Estas informagdes sdo relevantes
para a aplicagdo destes sistemas em processos de separacdo de biomoléculas, como
biosensores, em diagnostico e na liberacdo controlada de principios ativos. Os efeitos do
pH e da temperatura na retengdo e/ou liberagao do agente ativo sao de extrema utilidade,
especialmente, para os processos de separacdo de biomoléculas para diagndsticos e para
liberagdo de ativos em regides do corpo humano onde o pH ¢ significantemente inferior a
7,0, tais como o estdmago, a vagina, as glandulas salivares e tecidos intra-celulares, tais

como endossomos e lisossomos.

1.2. Uso de polimeros sensiveis a estimulos em

nanobiotecnologia.

A nanotecnologia consiste na tecnologia utilizada para manipular estruturas cujos
tamanhos encontram-se na casa do nanometro ou milionésimo do milimetro — nimero cem
mil vezes menor do que o diametro de um fio de cabelo. A nanotecnologia pode trazer

beneficios enormes e, por este motivo, vem sendo uma das areas de pesquisa mais
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explorada mundialmente. Crescente interesse vem sendo demonstrado no uso da
nanotecnologia em biomedicina, para elaboragdo de sistemas de liberagao controlada de

principios ativos (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Evolu¢do do nimero de artigos cientificos publicados envolvendo liberagao de

drogas com nanoparticulas (LANDEGHEM et al., 2009).

Nanomateriais sdo materiais com propriedades especiais em virtude de sua escala
nanométrica € que sdo empregados em projetos de nanotecnologia. Os nanomateriais
podem variar quanto ao tamanho, composi¢ao quimica, forma e superficie. Nanoparticulas,
nanoesferas e outros materiais nanoestruturados sdo produtos de interesse em
nanomateriais por apresentarem propriedades especiais em mecanica, Optica, eletronica,
quimica e bioquimica quando em nanoescala e, portanto, fundamentais para a criagao de
nanoestruturas. Dentro da nanotecnologia, a nanobiotecnologia pode ser definida como o
estudo, processamento, fabricacdo e desenho de nanomateriais para atuagdo biologica ou
biomateriais, nos quais pelo menos um componente funcional possui tamanho
nanométrico. Aplicagdes importantes da nanobiotecnologia em nanomedicina incluem o
diagnostico de doencas e o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de

principios ativos. Um dos grandes desafios da nanobiotecnologia consiste na obtengao de
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diagnosticos  precisos e precoces de doencas e, consequentemente, no aumento da
eficiéncia dos inimeros tratamentos.

A industria de cosméticos ja vem empregando a nanotecnologia na preparagao de
inameros produtos, tais como: particulas metalicas para aumento de brilho em maquiagens,
nanoemulsdes para utilizacdo como hidratantes de cabelos, encapsulacdao de vitamina C,
sistemas capazes de liberar ativos anti-rugas em camadas mais profundas da pele, protetor-
solares, etc.

O estudo de sistemas de encapsulagdo de farmacos tem se destacado nas ultimas
décadas devido a possibilidade de reducdo da toxicidade de drogas, de liberagdo
controlada, além do aumento da eficacia do medicamento, diminuindo as quantidades
terapéuticas necessarias. As estratégias para a obten¢do de tais sistemas incluem, em geral,
o uso de coloides, nas suas mais variadas formas (emulsdes multiplas e inversas, micro e
nanoggéis, lipossomas, micro e nanoparticulas biodegradaveis, micro e nanocéapsulas). Estes
materiais nanoestruturados mostram propriedades interessantes devido a possibilidade de
passagem através de barreiras celulares por endocitose ou fagocitose em leucdcitos,

monocitos, macréfagos e outras células do organismo endotelial.

1.3. Obtengdo de geis sensiveis a estimulos para liberacdo

controlada de agentes ativos

Muitos autores tém investigado diferentes sistemas baseados em polimeros
sensiveis a estimulos para liberagdo controlada de principios ativos. Um gel polimérico,
por exemplo, ¢ constituido de cadeias poliméricas conectadas por agente de reticulacao.
G¢éis sensiveis a temperatura e ao pH sdo particulas reticuladas que podem intumescer ou
contrair, dependendo das condi¢des do meio, em resposta a variacdo destes pardmetros.
Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando inimeras aplicagdes terapéuticas, sendo
planejados, principalmente, para administracdo parenteral, oral ou oftalmica. Visando um
melhor entendimento do mecanismo de resposta de materiais que combinem sensibilidade
a temperatura e ao pH e uma melhor compreensdo dos perfis de liberagdo de agentes ativos
nestas diferentes condi¢des, Asoh et al. (2006) definiram quatro estados diferentes para
microgéis constituidos de poli(NIPAam-co-AA), variando-se a temperatura e o pH do meio

(Figura 1.6).
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Figura 1.6. Representacao dos estados dos sistemas particulados constituidos de

Poli(NIPAam-co-AA) em diferentes temperaturas e pHs (adaptada de Asoh et al., 2006).

A primeira regido (A) € caracterizada por um maior grau de encolhimento das
particulas. Isto ocorre devido a desidratacdo dos segmentos de cadeias contituidos de
PNIPAam, uma vez que a temperatura estd acima da LCST, enquanto as unidades de AA
estdo em estado nao-ionizado, pois o pH esta abaixo do pKa do PAA. Por outro lado, a
regido D se caracteriza pelo maior grau possivel de entumescimento das particulas, devido
a hidratacdo dos segmentos de NIPAam numa temperatura inferior a LCST e devido a
repulsdo causada pela ionizagdo dos grupos carboxilicos do AA, em pH acima do pKa.
Existem, ainda, duas regides com estados intermedidrios: a regido B, onde, embora os
segmentos de NIPAam se encontrem em um estado desidratado (T > LCST), os grupos
carboxilicos do AA se encontram no estado ionizado; e ainda uma regiao C, onde, embora
as cadeias de PAA estejam contraidas, devido ao estado ndo ionizado, as cadeias da
PNIPAam se encontram expandidas devido a temperatura, abaixo da LCST.

Para a preparagdo de géis, microgéis e nanogéis, sensiveis a temperatura e ao pH,
por exemplo, a polimerizagdao radicalar ¢ comumente empregada. O uso de agentes de
reticulagdo ¢ frequentemente necessario. Existem varios métodos relatados na literatura
para a preparagdo de nanogéis poliméricos paro uso em sistemas de liberagdo controlada de
agentes ativos, os quais podem ser, de uma forma geral, classificados em métodos que
envolvem polimerizagdes ou precipitagdo de polimeros pré-formados. Dentre os métodos

de polimerizagdo, destacam-se as polimerizagdes em meio disperso, tais como emulsdo,
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miniemulsdo, microemulsdo (sejam estas diretas ou inversas), por precipitacdo e em
suspensao. Os métodos para obten¢do de nanoparticulas a partir de polimeros pré-formados
podem ainda ser classificados em quatro categorias: emulsdo-evapora¢do do solvente,
emulsdo-difusdo do solvente e precipitacdo de sais (salting-out). Estas técnicas sdo
similares quanto aos procedimentos empregados, pois envolvem a preparacdo de uma
solucdo organica contendo os componentes que irdo contribuir a formagdo da

nanoparticula e de uma solug@o aquosa contendo um estabilizante.

1.3.1.  Polimerizacdo em meio disperso

As polimerizagdes em meio disperso vém sendo utilizadas industrialmente para a
obtencao de uma extensa variedade de produtos tais como tintas, adesivos, aditivos para a
industria de papel e téxtil, aditivos para tratamento de couro, etc, além da encapsulagao de
principios ativos na industria de cosméticos. Atualmente, estes métodos de polimerizagao
estdo sendo estudados para fins farmacéuticos e biomédicos, como sistemas de liberacao

controlada de ativos.

1.3.1.1. Polimerizagao por precipitagdo

Desde a década de 80, a polimerizagao por precipitacao de alquil acrilamidas e
outros mondmeros hidrossoltiveis vem sendo considerada como um eficiente método de
obtencdo de nanoggis poliméricos. A partir de entdo, o estudo da preparagdo de nanogéis
sensiveis a estimulos utilizando esse método vem ganhando crescente atengdo no meio
académico. As caracteristicas finais apresentadas pelo gel sdo essencialmente dependentes
das condigdes de sintese. Dentre estas, as principais que podem ser variadas sdo a
concentracdo e tipo de iniciador, de mondmero e do agente reticulante, além da
temperatura de sintese e do solvente. O primeiro trabalho descrevendo a sintese de
microgéis sensiveis a temperatura foi publicado em 1986 (PELTON; CHIBANTE, 1986).
Nesse trabalho, estudou-se a polimerizacao por precipitacao da NIPAam, utilizando N-N’-
metileno-bis-acrilamida (MBA) como agente de reticulacdo, persulfato de potassio (KPS)
como iniciador e dodecil sulfato de soédio (SDS), como surfatante. O efeito destes
parametros foi estudado e os autores obtiveram, em geral, microgéis com estreita

polidispersidade de tamanho de particulas.



Capitulo 1 — Revisdo Bibliografica 48

O principio basico deste método consiste na realizacdo das polimerizagdes sob
condi¢cdoes de precipitagdo dos oligdbmeros formados, os quais levam a formagdo de
particulas poliméricas. No caso de polimeros termo-sensiveis, a temperatura de
polimerizacdo ¢, geralmente, superior a LCST, visando promover a precipitagdo das
cadeias em crescimento. A estabilidade coloidal dos géis poliméricos depende dos
reagentes empregados. Em geral, utilizam-se surfatantes e iniciadores i0nicos ou, ainda,
mondmeros com grupos ionizaveis. Visando manter a estrutura do gel e prevenir a
solubilizacdo das cadeias poliméricas, o uso de um agente de reticulacdo ¢ indispensavel e
assegura a eficiéncia da precipitagdo destas cadeias sob a forma de micro e nanoggéis.

(Figura 1.7).
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Figura 1.7. Representagdao esquematica da sintese de polimeros e géis sensiveis a

temperatura e ao pH (adaptado de MEUNIER; ELAISSARI, 2003)

Imaz e Forcada (2008) sintetizaram microgéis a base de PNVCL via processo
batelada, utilizando N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBA) com agente reticulante e
persulfato de potassio (KPS), como iniciador. O efeito de varios parametros, tais como
concentracdo de mondmero, de iniciador, de surfatante e temperatura, nas propriedades
finais dos microgéis, foi avaliado. A variacdo do didmetro de particulas com o aumento da

temperatura foi estudada. As polimerizagdes também foram realizadas em processo semi-
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continuo, estudando-se, de forma separada, e efeito de alimentagdes continuas ou de
monomero, ou de iniciador, ou do agente reticulante ou, ainda, do surfatante, enquanto os
demais reagentes eram mantidos constantes. A sensibilidade a temperatura dos microgéis
obtidos por este método também foi avaliada, através de medidas de diametro
hidrodindmico médio em fungdo da temperatura. Os autores observaram que todos os
microgéis obtidos por processo batelada, apresentaram diminuicdo do didmetro
hidrodinamico com o aumento da temperatura, contrariamente aos microgéis obtidos pelo
processo semi-continuo. Neste ultimo caso, a sensibilidade a temperatura foi dependente
das condi¢des de alimentacdo dos reagentes durante o processo de polimeriza¢dao. Quando
o agente de reticulacdo foi adicionado ao longo da polimerizacdo, os microgéis finais ndo
apresentaram sensibilidade a temperatura. Este resultado se deve ao fato de que o MBA se
distribuiu uniformemente nos microgéis, diminuindo o intumescimento em meio aquoso.
Quando a NVCL foi alimentada ao longo da reag¢do, também nao foi possivel determinar o
valor de LCST dos microgéis, devido a presenca de muitas particulas sem NVCL no inicio
da polimerizacdo. Quando o iniciador e o surfatante foram adicionados ao longo da
polimerizacdo, os nanogg¢is obtidos apresentaram sensibilidade a temperatura. Nestes
ultimos dois casos, uma vez que os radicais formados reagem preferencialmente com
MBA, os microgéis obtidos possuiram um ntcleo rico em MBA, recobertos por uma
camada mais rica em segmentos de cadeia termo-sensiveis.

Em outro trabalho, os mesmos autores descreveram o estudo do efeito de dois
diferentes agentes de reticulacdao, diacrilato de poli(etilenoglicol) (PEGDA) e N,N-
metileno-bis-acrilamida (MBA) nas propriedades de microgéis a base de PNVCL
sintetizados via processo batelada utilizando KPS como iniciador (IMAZ; FORCADA,
2008). As conversdes parciais de NVCL, PEGDA e MBA foram determinadas por
ressondncia magnética nuclear (RMN 'H) e os didmetros médios das particulas foram
obtidos por espectroscopia de foto-correlacdao (PCS). Observou-se que a conversao final da
NVCL foi independente do tipo e concentracdo do agente reticulante. No entanto, os
didmetros de particulas variaram em funcdo do tipo de agente de reticulacdo utilizado.
Ambos MBA e PEGDA sdo consumidos mais rapidamente que a NVCL. Devido a maior
solubilidade dos agentes de reticulagdo (25,0 e 5,0 g/L, respectivamente), em comparagao a
NVCL (3,1 g/L), os radicais formados pela decomposicio do KPS reagem,
preferencialmente, com as moléculas do agente reticulante. Consequentemente, o grau de

reticulagdo ¢ alto no inicio da polimerizagao. Como o PEGDA ¢ mais soltvel em agua do
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que o MBA, este efeito ¢ mais pronunciado, levando a obtencdo de géis com didmetros

menores, em comparacao aqueles obtidos com MBA.

1.3.1.2. Polimerizagao em emulsao

Dentre as polimerizagdes em meio disperso, a polimerizagdo em emulsdo consiste
em um eficiente método para sintese de diferentes tipos de materiais hibridos
(WIECHERS; SCHMIDT-NAAKE, 2008). Esta técnica ¢ um processo heterogéneo, no
qual os monOmeros se encontram dispersos em uma fase continua (geralmente agua),
sendo estabilizados pela adi¢do de um surfatante, e sdo polimerizados por radicais gerados
pela decomposicao de um iniciador. A formagao de particulas, em uma polimerizagao em
emulsdo, pode ocorrer basicamente através de trés mecanismos: nucleagdo micelar ou
heterogénea, precipitagdo de oligdbmeros na fase aquosa ou nucleacdo homogénea e entrada
de radicais no interior das gotas de mondmero. No entanto, em uma polimerizacdo em
emulsdo convencional, a polimerizagdo ocorre preferencialmente através da nucleagao
micelar.

Imaz et Forcada (2009) copolimerizaram NVCL com o co-mondmero hidrofébico
3-o-metacriloil-1,2:5,6-di-o-isopropilideno-a-D-glicofuranose ~ (3-MDG) utilizando a
técnica de polimerizagdo em emulsdo. MBA foi utilizado como agente de reticulagdo e a
influéncia das concentragdes de co-mondmero, MBA, iniciador e surfatante (SDS), bem
como da temperatura de reacdo, na cinética de polimerizagdo, foi avaliada. Os autores
verificaram que, em todas as polimerizagdes, MBA reagiu mais rapidamente que a NVCL
e tanto a concentracao de iniciador como a temperatura de reacdo influenciaram a cinética
de polimerizagdo. Em relagdo ao 3-MGD, observou-se que o aumento da concentracao
deste co-mondmero hidrofobico levou a uma diminui¢ao do grau de intumescimento das
particulas. Além disso, a transicdo de fases com o aumento da temperatura foi menos
brusca. Estes resultados sdo atribuidos a hidrofobicidade do 3-MGD, associada com sua
insensibilidade a temperatura. Dessa forma, os autores concluiram que a sensibilidade a
temperatura depende da quantidade de NVCL e 3-MGD adicionadas e este parametro pode

ser otimizado variando-se as concentragdes destes mondmeros.
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1.3.1.3. Polimeriza¢ao em miniemulsao

A polimerizagdio em miniemulsdo consiste em um novo processo de
polimerizacdo em meio disperso que tem encontrado crescente interesse por pesquisadores
nas duas ultimas décadas (QI; JONES; SCHORK, 2007). Miniemulsdes sao classicamente
definidas como dispersdes aquosas de goticulas organicas, relativamente estdveis, dentro
de uma faixa de tamanho de 50-500 nm. Teoricamente, o nimero ¢ o diametro final das
particulas de polimeros devem ser iguais ao numero e ao didmetro inicial das gotas de
mondmero, devido a significante redu¢do do tamanho e distribuicdo de tamanhos das gotas
de monomero e ao fato do mecanismo predominante de formacdo de particulas ser a
nucleacao das gotas.

Uma polimerizagdo em miniemulsdo ¢ realizada através de uma combinagdo
adequada de mondmeros, surfatante, fase continua, um eficiente sistema de
homogeneizagdo capaz de gerar gotas de mondémero com tamanho da ordem de
nandmetros e, em alguns casos, a utilizacdo de um co-estabilizante insoltivel na fase
continua (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002). A preparagdo das miniemulsdes ¢
dividida em duas etapas fundamentais. Na primeira etapa, podem-se utilizar diferentes
equipamentos de dispersao ou homogeneizacao, visando alcancar um estado estacionario,
obtido pelo equilibrio entre a taxa de rompimento e a coalescéncia das gotas (ASUA, 2002;
LANDFESTER, 2001). Esta etapa consiste no principal diferencial deste método. O
tamanho das gotas, diretamente depois do processo de homogeneizagdo, depende
principalmente das quantidades e tipos de surfatante e co-estabilizante e, ainda, das
condi¢des de dispersdo. Na segunda etapa, as gotas formadas apds o processo de
homogeneizagao sao, entdo, polimerizadas. O principio da polimerizagdo em miniemulsao
¢ representado na Figura 1.8. As gotas de mondmero sdo consideradas “nanoreatores” e
levam a obtencdo de um sistema mais monodisperso em relagdo ao diametro final das

particulas.
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Figura 1.8. Principio da polimerizagdo em miniemulsao (adaptado de Landfester, 2003).

Devido ao potencial quimico das moléculas de mondmero presentes nas gotas
menores ser maior do que daquelas presentes nas gotas maiores, as moléculas de
mondmero tendem a difundir para estas gotas maiores, provocando a desestabilizagdo das
emulsoes (Figura 1.9). A degradacao difusional (Ostwald ripening) e a coalescéncia podem
levar a desestabilizacdo e subsequente quebra da emulsdo. Para criar uma miniemulsao
estavel, as gotas devem ser estabilizadas contra a degradacdo de Ostwald por processos
difusionais e contra a coalescéncia por colisdes. No processo de polimerizacdo em
miniemulsdo, a degradacdo de Ostwald depende da solubilidade do monomero na fase

continua (ASUA, 2002).

Degradacio por coalescéncia

Fase de contato

Degradacio difusional (Ostwald ripening)

s 0 - sie-

Difusfio molecular

Figura 1.9. Mecanismos de degradagdo das gotas de mondmero em reagdes de

miniemulsao (adaptado de ASUA, 2002).
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As gotas de monomero sdo estabilizadas contra a degradagao difusional através da
utilizacdo de um co-estabilizante, o qual age como um agente osmotico. Em resumo, o
papel do co-estabilizante em polimerizacdes em miniemulsdo ¢ o de reduzir ou, ainda,
suprimir a degradacdo de Ostwald através da introducdo do aumento da pressdo osmotica
visando manter a estabilidade das gotas de mondmero durante o processo de polimerizacao
(PRICHANONT et al., 2000).

Além da degradacdo difusional, a desestabilizagdo das miniemulsdes pode
também ocorrer por processos de coalescéncia devido a colisdo. Este problema ¢
geralmente resolvido através da adi¢do de surfatantes apropriados na formulag¢do das
miniemulsdes, que fornecam a estabilizacdo eletrostatica ou estérica as gotas
(ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; GILBERT, 1995; LANDFESTER, 2003). A
estabilidade coloidal esta relacionada ao tipo e quantidade do surfatante empregado. Apos
o processo de homogeneizagdo, o tamanho das gotas depende, diretamente, da quantidade
de surfatante: quanto maior a quantidade de surfatante, maior ¢ a area referente a interface
das gotas de mondomeros com o meio disperso que pode ser estabilizada por estas
moléculas, reduzindo, assim, o tamanho das gotas.

A utilizagdo desta técnica de polimerizagdo apresenta uma série de vantagens, tais
como: (1) uma distribui¢do mais homogénea no tamanho final das particulas de polimero;
(i1) eliminacdo da competicdo por surfatante na etapa de nucleacdo e de crescimento de
particulas, o que faz com que o numero final de particulas seja menos dependente da
variacao na composi¢ao do sistema, como por exemplo, o tipo de iniciador; e (iii) obtencao
de materiais hibridos, do tipo organico/inorganico (TIARKS et al., 2001; MORAES et al.,
2006; FAUCHEU et al., 2010) e organico/organico (LANDFESTER, 2003; LOPEZ et al.,
2008; RODRIGUEZ; BARANDIARAN; ASUA, 2007).

1.3.1.4. Polimerizagdo em miniemulsdo inversa

Para a polimerizacdo de monomeros hidrofilicos, como ¢ o caso da NVCL, o
método de polimerizagdo em miniemulsdo inversa ¢ usualmente requerido (YANG; LIU;
ZHANG, 2008). Neste método, uma formulacdo diferente ¢ utilizada e o surfatante
consiste de uma molécula ndo idnica ou um polimero anfifilico. Contrariamente a
miniemulsdo direta, no processo inverso as moléculas de monomero estdo contidas no

interior de gotas de dgua e sao estabilizadas por um surfatante solivel no solvente organico
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(ANTONIETTI, LANDFESTER, 2002). Existem poucos trabalhos na literatura
descrevendo o uso do processo de polimerizagdo em miniemulsao inversa.

Do mesmo modo que nas polimerizagdes em miniemulsdo, para criar uma
miniemulsdo inversa estdvel, com gotas de tamanho reduzido, deve-se evitar a degradagdo
de Ostwald, por processos difusionais, € a coalescéncia das gotas, por colisdes. Para evitar
a degradagdo de Ostwald, em miniemulsdo inversa, ¢ cada vez mais comum o uso de co-
estabilizantes, como ¢ o caso do cloreto de sddio (NaCl) (TIARKS et al., 2001). O
aumento da forgca i6nica no interior das gotas de mondmero leva a uma reducdo
significativa da degradacdo de Ostwald (KOROLEVA; YURTOV, 2003). Crescente
aten¢do vem sendo dada a preparagdo de particulas poliméricas através de polimerizacao
em miniemulsdao inversa devido a possibilidade de encapsulacdo de nanoparticulas

inorganicas no interior de matrizes poliméricas hidrofilicas.

1.4. Combinag¢do da sensibilidade a estimulos com propriedades

magnéticas

1.4.1.  Classificagdo magnética dos materiais

Os materiais magnéticos, de um modo geral, se classificam em trés grandes
grupos, segundo a influéncia que sofrem em fun¢do do campo magnético:
v’ Materiais Ferromagnéticos;
v Materiais Paramagnéticos;

v Materiais Diamagnéticos.

Materiais Ferromagnéticos: Permeabilidade (pn) > 1: sdo materiais fortemente
atraidos por uma for¢a magnetizante, ou por um ima. Ex: Ferro, Cobalto e quase todos os
tipos de acos.

Materiais Paramagnéticos: Permeabilidade (n) = 1: sdo materiais levemente
atraidos por uma forca magnetizante, ou por um ima. Ex: Platina, Aluminio, Cromo,

Estanho, Potassio.
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Materiais Diamagnéticos: Permeabilidade (n) < 1: sdo materiais levemente
repelidos por uma forga magnetizante, ou por um ima. Ex: Prata, Zinco, Chumbo, Cobre,
Mercurio.

Dentre os conceitos importantes no campo de magnetismo, destacam-se, ainda, a
retentividade, a forca coercitiva, a relutancia, o magnetismo remanente € o campo de fuga.
» Retentividade: ¢ a habilidade que o material tem em reter parte do

magnetismo, apds a interrup¢ao da for¢a magnetizante.

» Forga Coercitiva: ¢ a magnetizagdo inversa que, se aplicada no material

anula o magnetismo residual.

» Relutancia: oposi¢ao ou dificuldade de se estabelecer o campo magnético.

Um material que possui alta permeabilidade tera baixa relutancia.

» Magnetismo Remanente: quantidade de magnetismo retido no material apds

a desmagnetizagao.

» Campo de fuga: originam-se quando as linhas de for¢a do campo magnético

sdo perturbadas por uma descontinuidade (trinca).

1.4.2. Medidas de magnetizagao

As medidas de magnetizacdo sdo realizadas basicamente por trés métodos
distintos: 1) através de métodos indutivos, ii) através da forca ou do deslocamento quando
um material magnetizado ¢ submetido a um gradiente de campo magnético, e iii) através
da varia¢do de alguma propriedade intrinseca do material tal como efeito Hall, magneto-
resisténcia, magneto-otica (SAMPAIO et al., 2000).

Dentre as técnicas de magnetometria mais utilizadas, destacam-se:

v' Magnetometria de Amostra Vibrante (MAV);
v' Extra¢io;
v' Magnetometria de Haste Ressonante (REED);
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v' Magnetometria de Interferéncia Quantica Supercondutora ou SQUID

(Superconducting Quantum Interference Device).

1.4.2.1. Magnetometro de Amostra Vibrante (MAV)

Desenvolvido por S. Foner em 1955, 0 MAV ¢, provavelmente, o magnetometro
mais usado nos laboratorios de pesquisa e caracteriza-se pelo seu bom desempenho, baixo
custo e simplicidade de funcionamento.

A Figura 1.10 apresenta um diagrama do MAV. Fazendo-se uma amostra vibrar a
uma frequéncia f, durante um periodo de tempo ¢, induzir-se-4 uma voltagem alternada nas

bobinas de deteccao. Esta voltagem ¢ dada por

E=uGA2rfcos2ft)

onde u é o momento magnético da amostra, G ¢ fungdo da geometria das bobinas de

deteccdo e A ¢ a amplitude de vibragao.

bobinas
captadoras | < campo
. '; H magnetlco

/ amustra

Figura 1.10. Diagrama de um magnetometro de amostra vibrante.
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A amostra ¢ fixada na extremidade de uma haste rigida e o campo pode ser
aplicado tanto na direcdo transversal como na longitudinal a direcdo de vibragao.
Usualmente a simetria axial ¢ usada quando a fonte de campo magnético ¢ uma bobina
supercondutora. A outra extremidade da haste ¢ fixada a membrana de um alto-falante ou a
um motor com um sistema de polias ou engrenagens. O primeiro permite mais baixas
amplitudes e mais altas frequéncias. O MAV possui uma sensibilidade de 10 emu.

Vale a pena destacar dois detalhes: um deles ¢ que a medida de magnetizacao,
feita com o deslocamento da amostra, permite eliminar outras contribuigdes que nao as
provenientes da amostra; o segundo ¢ que a medida ¢ realizada com o auxilio de detecgdo
sincrona com o uso de um amplificador lock-in, o que proporciona um grande aumento de

sensibilidade.

1.4.2.2. Curva de magnetizagao e desmagnetizagao (Histerese)

Essa curva ¢ usada para indicar a magnetizacdo e desmagnetizagao do material.
Cada tipo de material tem uma permeabilidade, a qual pode ser determinada pelo aumento
da for¢a magnetizante até o material alcangar o seu ponto de "saturagdo”. O ponto de
saturacdo ¢ o ponto onde o aumento da forca de magnetizacdo ndo exerce mais nenhuma

influéncia sobre o material. A Figura 1.11 mostra detalhadamente esses pontos.

M
Ms;
Mg

H
Hex 7,

-

-Ms

Figura 1.11. Curva de histerese e seus parimetros (COPERTEC — INSPECOES E
ENGENHARIA).
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Os parametros da curva de histerese sdo: a magnetizacdo de saturagdo Ms, a
remanéncia My, campo coercivo H¢, susceptibilidade inicial xj), e coercividade de
remanéncia Hcp.

A obtencdo de uma curva de Histerese "larga" indica que esse material € dificil de
magnetizar, ou seja, ¢ um material com baixa permeabilidade, alta retentividade, alta forca
coercitiva, alta relutdncia e alto magnetismo residual. Contrariamente, uma curva
"estreita" indica que esse material tem alta permeabilidade, baixa retentividade, baixa forca

coercitiva, baixa relutancia e baixo magnetismo residual.

1.4.3. Nanobiomagnetismo

Como mencionado anteriormente, o nanobiomagnetismo consiste na utilizacao
das propriedades magnéticas de alguns materiais em biomedicina, visando aplicagdes tanto
in vitro como in vivo (LESLIE-PELECKY; LABHASETWAR; KRAUS, 2006). Coloides
magnéticos, também conhecidos como ferrofluido, sdo dispersdoes estaveis de
nanoparticulas magnéticas (NPMs) em um solvente adequado, o qual pode ser tanto polar
como apolar (LU et al., 2004). Desde as ultimas décadas, quando as primeiras particulas
magnéticas foram sintetizadas, o interesse neste tipo de material vem crescendo cada vez
mais (SCHERER; NETO, 2005).

Dentre as inumeras técnicas para obtencdo de materiais magnéticos, os métodos
fisicos, em geral, dao origem a particulas sem nenhum controle de tamanho. Dessa forma,
inumeras pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de obter nanoparticulas
magnéticas com excelente controle de tamanho, distribuicdo de tamanho e composi¢do
quimica (ELAISSARI, 2009). O método de co-precipitagdo, abaixo esquematizado,
consiste em uma técnica facil e amplamente utilizada para preparar nanoparticulas de
oxido de ferro a partir de solugdes aquosas dos sais férrico e ferroso e pela adi¢do de uma
solugdo concentrada de hidroxido de amoénio (NH4OH), com ou sem aquecimento. As
propriedades dos produtos dependem de pardmetros, como a razdo entre os ions Fe * ¢ Fe

+ cA e .
o pH, forga ionica do meio, entre outros.

Fe’" + Fe*" — Fe(OH), + Fe;,03.H,0 — Fe;04.H,0
Fe(OH), = FeOH™ + OH™ (+ HFeO”)
FeOH™ + O, — [Fey(OH);]*"
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[Fe;(OH);]*" + FeOH™ — Fe;04

Usualmente, hidroxidos, ferroso e férrico, sdo inicialmente formados e, entdo,
transformados em particulas de maghemita e (y-Fe,Os3) ou magnetita (Fe;O4) devido ao
aumento do pH do meio. A composicao do nucleo e as propriedades magnéticas podem
variar substancialmente, variando-se as condi¢des de reacdo (ELAISSARI, 2009). O
controle dos parametros de sintese visa prevenir a obtencdo de particulas extremamente
polidispersas e a necessidade de varios passos de purificacdo do material. A purificacao
das nanoparticulas magnéticas €, usualmente, feita através de centrifugacdo, filtragdo,
coluna cromatografica, magnetoforese e sonicagao.

No entanto, estas particulas mostram baixa estabilidade, com tendéncia a formar
agregados, o que resulta em aumento no tamanho médio de particulas. A solucao para este
problema pode ser encontrada através do uso de um agente de revestimento adequado para
estas particulas, seja ele uma substancia organica ou inorganica. Neste sentido, o desafio
consiste no uso de substancias apropriadas que levam ao desenvolvimento de materiais que
podem ser utilizados para aplicagdes in vivo.

O oxido de ferro possui estrutura cristalina, contendo sub-redes alternadas de ions
de Fe*" ¢ Fe’", que estdo acopladas antiferromagneticamente. A alternancia das duas sub-
redes, com numeros diferentes de elétrons desemparelhados ¢ a razdo da forte
magnetizacdo ferrimagnética. A Figura 1.12 apresenta um difratograma de raios X tipico
de uma amostra cristalina de Fe;O4. Pode-se observar que os picos de difragdo sdo nitidos e
estreitos, os quais indicam que o material estd em condicao cristalina. Os picos podem ser
numerados em (220), (400), (422), (311), (440), e (533) dentro de um plano cubico, os
quais correspondem a estrutura de 6xido de ferro. A partir da investigagdo difratométrica, é

possivel confirmar as caracteristicas cristalinas das particulas de Fe,Os.
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Figura 1.12. Difratograma de raios X das nanoparticulas de 6xido de ferro.

Uma das principais caracteristicas das nanoparticulas de 6xido de ferro para
aplicagdes biomédicas ¢ o superparamagnetismo, o qual pode, também, prevenir a
agregacao e permitir que as particulas redispersem rapidamente na solugdo apds a remogao
do campo magnético (HAFELI, 1997). A Figura 1.13 ilustra o processo de separagio e
redispersdao de nanoparticulas magnéticas revestidas com 4cido ol€ico. Na auséncia do
campo magnético externo, a dispersdao das NPMs se apresenta sob a forma de um fluido
marrom homogéneo (Figure 1.13A). Aproximando-se um imad da dispersdo, as NPMs
tendem a se acumular sobre o magneto, separando-se da solug¢do, a qual se torna, entdo,

transparente (Figure 1.13B).



Capitulo 1 — Revisdo Bibliografica 61

Figura 1.13. Representacdo do processo de separagdo (A para B) e dispersao (B para A) de

nanoparticulas magnéticas revestidas com acido oléico.

Com o objetivo de evitar a aglomeracdo, as particulas magnéticas devem ser
revestidas com materiais apropriados. De acordo com o material de revestimento, os
ferrofluidos podem ser classificados em dois grupos principais: o primeiro deles consiste
do material revestido com moléculas pequenas de surfatante, seja este i6nico ou ndo; o
segundo consiste no material revestido com polimeros biocompativeis, capazes de interagir
com biomoléculas, células, etc. O desenvolvimento de nanoparticulas magnéticas visa a
sua aplicacdo pratica, com énfase especial em novos materiais para aplicagdes na area
biomédica (LACAVA et al., 2004). Estes materiais podem ser utilizados em ensaios in
vitro, tais como na separacao, purificacdo e diagndstico de células (WILHELM et al.,
2008), além da imobilizacao de proteinas (LU et al., 2004). As aplicagdes in vivo incluem
o uso das NPMs como agentes de contraste em imagem por ressonancia magnética (IRM)
(HONG et al., 2008), geradores de calor em hipertermia (HIERGEIST et al., 1999),
agentes de liberacdo controlada de principios ativos (HIERGEIST et al., 1999), biosensores
(ASTALAN, 2004), etc.

1.4.3.1. Nanoparticulas magnéticas para aplicacdes biomédicas in

Vitro

Desde as ultimas décadas, particulas constituidas de polimeros vém sendo

utilizadas na area biomédica como agentes para diagnostico in vitro, ou seja, em ensaios de
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imunidade, separacdo e analises de células, concentragdo de acidos nucl€icos, suporte para
imobilizacdo de biomoléculas, etc (ELAISSARI, 2009; FARAIJI et al., 2010). Para um
eficiente diagnostico in vitro, por exemplo, a separacdo de fases consiste em uma etapa
crucial e ¢ usualmente realizada utilizando-se centrifugagdo, precipitacdo ou filtracdo.
Neste contexto, o uso de particulas magnéticas pode oferecer importantes vantagens, em
comparacao a outros sistemas poliméricos classicos devido a sua rapida e facil separacao
sob a aplicagdo de um campo magnético externo (ELAISSARI, 2009).

O primeiro trabalho nesta area foi reportado por Ugelstad et al. (1993) (HAFELI
et al., 2007), o qual descreve o preparo de microesferas magnéticas com estreita
distribuicao de tamanho e sua utilizacdo como suporte para biomoléculas. As dispersdes de
nanoparticulas magnéticas sao muito uteis na separacdo de biomoléculas devido a sua
grande area superficial, a qual pode incorporar fungdes quimicas capazes de interagir, de
forma seletiva, com diferentes espécies celulares. Aplicacdes in vitro também objetivam a
detec¢do e separacao de espécies biologicamente ativas (BURNS et al., 2004; KOUASSI et
al., 2006) ou oligonucleotideos (KRIZOVA et al., 2006; HORAK et al., 2001).

A separagao de células através de magnetismo pode ser feita de maneira continua
ou ndo, dependendo da aplicacdo especifica. Em processo batelada, as particulas
magnéticas e o material a ser analisado sdo misturados, sendo fundamental o conhecimento
da cinética de reacdo para determinar precisamente o tempo de espera necessario para que
uma quantidade suficiente do material se ligue as particulas magnéticas. Um campo
magnético ¢, entdo, aplicado, através da utilizagdo de um magneto. As células devidamente
ligadas as particulas magnéticas sdo, entdo, separadas, como pode ser observado na Figura
1.14. O material mais comumente utilizado neste tipo de aplicagdo sdo as nanoparticulas

magnéticas encapsuladas em matrizes poliméricas.
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Figura 1.14. Representagdo esquematica do processo de separacao de biomoléculas

através de magnetismo.

Particulas magnéticas também possuem grande potencial como agentes de
detec¢do e monitoramento de bactérias, virus e outros contaminantes patogénicos, podendo
realizar, simultaneamente, a separagdo e analise quantitativa do material. As principais
vantagens do uso destes materiais incluem a baixa interferéncia sofrida por outros agentes,
a alta intensidade do sinal, a dispensa de pré-tratamentos ¢ a praticidade devido ao seu
tamanho reduzido. Além disso, nanoparticulas magnéticas podem detectar mais de uma
molécula ao mesmo tempo.

A detecgao de sequéncias especificas de acidos nucléicos humanos, virais e
bacterianos vem ganhando crescente atencao no diagnéstico de doengas. Neste sentido, a
concentracdo de acido nucléico oferece um ganho na sensibilidade dos sistemas utilizados
no diagnostico, o qual necessita ser sensivel e especifico, visando um diagnostico precoce
de uma doenga infecciosa, onde a deteccdo de quantidades muito pequenas de células
patogénicas ¢ usualmente requerida. Atualmente, a extragdo de acido nucléico de amostras
biologicas pode ser facilmente realizada através de varios métodos (TAN et al., 2009;
CURY et al., 2008). A literatura descreve o desenvolvimento de alguns processos simples

e rapidos utilizando particulas de silica (DI PINTO et al., 2007). No entanto, algumas
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amostras biologicas podem conter quantidades ndo especificadas de RNA e DNA e isto
pode afetar o resultado das andlises. Neste sentido, uma captura eficiente (especifica e
sensivel a baixas concentragdes de moléculas) ¢ sempre requerida e a extragdo de acido
nucléico ¢ usualmente feita utilizando-se particulas magnéticas.

A purificacdo do sangue utilizando-se particulas magnéticas vem sendo
amplamente utilizada, desde as ultimas décadas, no tratamento de doengas inflamatorias.
UGESTALD et al. (1998) e HAFELI (1997) utilizaram células do tipo T4 e T8
provenientes de pacientes infectados com o virus HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana) e as isolaram através de separacdo magnética. A utilizacdo deste sistema permitiu
o isolamento de células endoteliais com concentragdes inferiores a 10 células/ mL de

sangue. O efeito de varias drogas sobre estas células foi, entdo, estudado.

1.4.3.2. Nanoparticulas magnéticas para aplicagdes biomédicas in

VIVO

Devido ao seu tamanho reduzido, as nanoparticulas magnéticas possuem grande
area superficial, o que aumenta a presenca de sitios ativos para incorporagdo de
biomoléculas, permitindo e elaboragdo de diferentes sistemas, formulados de acordo com a
aplicacdo proposta. Tais sistemas podem circular, de forma estavel, através da corrente
sanguinea, por um longo periodo de tempo, ser detectados através da imagem por
ressonancia magnética (IRM) e, finalmente, liberar quantidades desejadas de substancias
ativas em locais especificos (FANG; ZHANG, 2009). Para tais aplicacdes in vivo as
nanoparticulas precisam exibir altos valores de saturagdo magnética. Além disso, elas
necessitam ser biocompativeis e coloidalmente estaveis, para que ndo haja formacdo de
agregados. As particulas superparamagnéticas sdo, preferencialmente, utilizadas devido ao
fato de estas ndo reterem o magnetismo apds a remog¢do do campo magnético (NAGY et
al., 2008).

O revestimento das nanoparticulas magnéticas (NPMs) utilizando-se diferentes
materiais consiste em uma alternativa interessante para modificacdo das suas propriedades.
Dependendo da propriedade e da sensibilidade ao campo magnético aplicado das NPMs,
estes materiais podem ser utilizados como agentes de liberacao controlada de drogas anti-
cancer em regides especificas do corpo, como um tumor (ZABLOTSKAYA et al., 2009).

Dentro deste contexto, a sintese de ferrofluidos aquosos contendo ligantes biologicamente
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ativos na sua superficie, ¢ uma tarefa de grande interesse. Para aplicagdes in vivo, dextrana
vem sendo amplamente utilizada como agente de revestimento, devido a sua
biocompatibilidade (PRADHAN et al., 2007, YU et al., 2007), com o objetivo de
aumentar o tempo de retencdo de determinados compostos na circulacdo sanguinea. A
dextrana pode, ainda, ser utilizada em suturas cirargicas, como expansora de volume do
plasma sanguineo e no tratamento de anemias tanto em seres humanos como em animais.
Além disso, a associagdo de um polimero natural e biocompativel, tal como a dextrana, que
possui grupos funcionais, permite a adsorcdo de algumas moléculas na superficie de
nanoparticulas magnéticas, como foi demonstrado por Mouaziz et al. (2009). Nesse
trabalho, os autores descreveram a preparagdao de nanoparticulas magnéticas complexadas
com amino-dextrana, estudaram as suas propriedades coloidais e avaliaram, ainda, o uso
deste material na extracdo de acidos nucléicos. A representagdo esquematica da interagao
entre as particulas de 6xido de ferro e as moléculas de amino-dextrana ¢ mostrada na
Figura 1.15. Yu et al. (2007) estudaram a biocompatibilidade de fluidos constituidos de
particulas magnéticas revestidas com dextrana, assim como sua utilizag¢do in vivo. Analises
in vivo da toxicidade do material foram realizadas em tecidos subcutidneos de ratos. Os
autores observaram uma dosagem letal quando a concentragao do fluido injetado foi igual
a 4409.61 + 514.93 mg/kg do animal, porém o material foi bem tolerado a concentragdes
inferiores a 3150 mg/kg. A infiltracdo do fluido magnético no tecido subcutaneo foi
observada através da imagem por ressonancia magnética (IRM), desaparecendo apds 72
horas de ensaio. A partir destes resultados, foi possivel concluir que as particulas
magnéticas revestidas com dextrana foram bem toleradas, ndo causando disturbios no
organismo dos ratos. O uso deste material na concentragdo de acido nucléico também foi
avaliado e a captura de DNA plasmidico foi eficiente. Além disso, as reacdes de
concentracao de acido nucléico nao mostraram inibi¢ao das atividades enzimaticas dentro

das condic¢des experimentais investigadas.
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Figura 1.15. Representacao esquematica das nanoparticulas de 6xido de ferro

complexadas com amino-dextrana.

Outra promissora molécula que participa do metabolismo humano,
desempenhando um papel fundamental na sintese dos hormdnios, e que pode ser utilizada
para revestimento de particulas magnéticas € o acido oléico. Zablotskaya et al. (2009)
estudaram a interacdo do 4cido oléico com nanoparticulas de oxido de ferro. As
propriedades fisico-quimicas, o poder de magnetizacdo, a concentragdo de magnetita e o
didmetro de particulas foram investigados. Nanoparticulas de 6xido de ferro com diametro
médio de 11nm foram obtidas. Os autores também realizaram ensaios in vitro utilizando o
material obtido e estudaram o efeito da razdo 6xido de ferro/acido oléico sobre amostras de
dois tipos de sarcomas (tumores malignos) de células: o fibrossarcoma de humanos, que se
caracteriza pela proliferagdo de fibroblastos e miofibroblastos malignos que se encontram
dispostos em fasciculos e envolvidos por um estroma de colageno denso; e o hepatoma
(cancer de figado) de ratos. Ensaios in vivo em sarcomas de células em ratos revelaram
significante a¢do antitumoral.

Em sistemas de liberagdo controlada de drogas, o objetivo principal consiste na
prolongacdo do periodo de liberacdo do agente ativo. Neste contexto, o uso de campos
magnéticos de frequéncia alternada (AMF) emerge rapidamente e consiste em uma
importante area da pesquisa envolvendo sistemas de liberacdo controlada de principios
ativos (SATARKAR; HILT, 2008). Sabe-se que a aplicagdo de campos magnéticos
oscilantes de baixa frequéncia promove deformagdes em particulas hibridas com
propriedades magnéticas, resultando na liberacdo da substancia ativa (LIU et al., 2008). O

primeiro estudo do uso de AMF com o objetivo de promover liberagdo de ativos foi
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descrito por Kost et al. (1987). Estes autores observaram uma liberacdo controlada de
insulina a partir de compositos constituidos de particulas magnéticas e copolimeros de
etileno e acetato de vinila pela aplicacdo de um campo magnético oscilante de baixa
frequéncia. Paoli et al. (2006) também demonstraram uma melhora na liberagdo de
moléculas de dextrana a partir de nanocompdsitos magneéticos a base de colageno através
da aplicagdo de um campo magnético de baixa frequéncia. Hu et al., 2007 descreveram a
encapsulacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro em hidrogéis a base de gelatina e
observam uma eficiente liberacdo de algumas substancias ativas a partir dos hidrogéis
magnéticos através da aplicacdo de um campo magnético oscilante de alta frequéncia (50—
100 kHz). No entanto, embora seja crescente o numero de trabalhos utilizando campos
magnéticos de frequencia alternada em liberagdao controlada de principios ativos, esta ¢
uma area que necessita, ainda, ser bastante explorada.

Atualmente, a terapia de cancer consiste em uma importante area da pesquisa
biomédica, com especial relevancia voltada para o desenvolvimento de sistemas capazes de
inibir o crescimento de tumores. Dentro deste contexto, o revestimento de nanoparticulas
magnéticas por polimeros tem sido extensivamente estudado e pode encontrar inimeras
aplicacdes na terapia de cancer, com o objetivo de aumentar a especificidade de algumas
drogas em células cancerigenas (SCHERER; NETO, 2005). Em uma destas aplicagdes, a
idéia ¢ que os sistemas constituidos de nanoparticulas magnéticas sejam, primeiramente,
injetados no tumor e mantidos neste local durante um periodo de tempo até que se atinja a
maxima intensidade do sinal em imagem por ressonancia magnética (IRM). Neste caso, a
quantidade de droga necessaria ¢ inferior aquela utilizada quando o ativo ¢ disperso
diretamente na corrente sanguinea. Apo6s a aplicacio da IRM para localizacdo das
particulas, remove-se, entdo, o campo magnético e da-se inicio a liberacdo da droga,
através da aplicacdo de estimulos que promovam a desestabilizagdo das particulas
poliméricas. Uma vez que a quantidade da droga liberada sera pequena e localizada, os

efeitos colaterais serdo, praticamente, eliminados.

1.44. Incorporacdo de nanoparticulas magnéticas em matrizes

poliméricas sensiveis a estimulos

Existe um consideravel interesse na preparagdo de sistemas que podem ser

manipulados através da aplicagdo de estimulos externos, tais como estimulos térmicos,
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elétricos ou campos magnéticos (KHAN, 2008). Neste sentido, alguns hidrogéis e
nanoparticulas que combinam materiais que respondem ao campo magnético € outros
estimulos no mesmo sistema, vém sendo desenvolvidos. A incorporagdao de nanoparticulas
de oOxido de ferro em matrizes poliméricas consiste em interessante tarefa para a
preparagdo de materiais hibridos, os quais possuem caracteristicas promissoras para
aplicagdes biomédicas.

O desenvolvimento de géis sensiveis a estimulos ndo ¢ uma tarefa facil devido as
mudancas estruturais que este tipo de material pode sofrer, tais como mudangas no volume
(intumescimento e desintumescimento), por exemplo, e, qualquer que seja a aplicagdo
proposta, um controle efetivo do sistema ¢ requerido.

O campo magnético € um dos estimulos mais praticos, em termos de controle. As
particulas coloidais incorporadas aos géis poliméricos, as quais se caracterizam por
apresentarem fortes interacdes com as cadeias poliméricas, respondem facilmente a
campos magnéticos externos. Em geral, tais sistemas sdo caracterizados quanto ao tamanho
e distribui¢do de tamanho de particulas, poder de magnetizacao, cristalinidade, eficiéncia
de encapsulacdo, composicdo quimica, caracteristicas morfologicas, etc. As técnicas
frequentemente utilizadas incluem a microscopia eletronica de varredura e transmissdao
(SEM e TEM), a difratometria de raios X, densidade de cargas na superficie, analises
termo-gravimétricas (TG), infravermelho (FTIR), magnetometria, espalhamento de luz
(LS), dentre outras.

Na busca de materiais mais adequados para liberacdo de drogas em terapia de
cancer, deve-se sempre levar em consideracdo que estes sistemas visam a redugdo da
quantidade de distribuicgdo de uma droga citotoxica dentro do organismo e,
consequentemente, a eliminagdo de efeitos colaterais e, ainda, a reducdo da dosagem
requerida, devido a liberagdo localizada e, portanto, mais eficiente da droga (GUPA;
HUNG, 1994; CHUNFU et al., 2004). No caso de sistemas constituidos de nanoparticulas
magnéticas e materiais poliméricos, quando estes sdo administrados de forma intravenosa,
campos magnéticos externos de alta frequéncia sdo usados, inicialmente, para concentrar a
droga em um local especifico dentro do corpo. Este processo de orientagdo do sistema ¢
baseado em forgas competitivas exercidas pelo compartimento sanguineo e por forgas
magnéticas geradas pelo campo aplicado, sobre as particulas. Quando as for¢as magnéticas
excedem a velocidade do fluxo de sangue nas artérias (10 cm/s) ou capilares (0,05 cm/s),

as particulas magnéticas se acumulam no alvo desejado e podem ser internalizadas pelas
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células endoteliais dos tecidos. A droga pode ser entdo, liberada das particulas, penetrando,
assim, nas células cancerigenas, via atividade enzimatica ou através de mudancas nas
condigdes fisioldgicas, tais como pH e temperatura (ALEXIOU et al., 2000).

Em relagdo ao efeito da temperatura sobre sistemas magnéticos termo-sensiveis,
um exemplo de mecanismo de liberacao de agentes ativos ¢ apresentado na Figura 1.16.
Pode-se observar que em temperaturas inferiores a LCST, as particulas estdo
completamente estaveis, retendo o principio ativo. No entanto, quando a temperatura de
transicdo ¢ atingida, o aumento das interagdes polimero-polimero ocasiona uma
aproximacao das cadeias poliméricas e faz com que estas comecem a precipitar, formando
agregados e, consequentemente, fazendo com que o principio ativo contido no interior seja,

entdo, expelido.

Polimero sensivel a estimulos
. Molécula ativa
Nanoparticulas magnéticas

$ .
of .
iy

Figura 1.16. Representacdo esquemadtica do comportamento de particulas sensiveis a

temperatura abaixo e acima da LCST.

Sistemas poliméricos magnéticos foram inicialmente utilizados para liberacao de
uma droga anti-cancer (DOX) em sarcomas de células na cauda de ratos (WIDDER et al.,
1983) e para liberagdo de outras drogas citotoxicas em tumores no cérebro (PULFER et al.,
1999). Recentemente, Gahawar et al. (2009) prepararam nanoparticulas com estrutura do
tipo ntcleo-casca (core-shell), onde o nucleo era constituido de nanoparticulas de 6xido de
ferro, enquanto a casca era constituida de polimeros termo-sensiveis, biocompativeis e
biodegradaveis, a base de hidroxipropil celulose. Os produtos foram analisados por
difratometria de raios X e medidas de magnetizacdo. O comportamento termo-sensivel das
particulas foi observado e a LCST do material obtido foi de aproximadamente 41 °C, cujo

valor ¢ 0 mesmo da hidroxipropil celulose pura.
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Da mesma forma que os nanogéis e nanoparticulas poliméricas, existem diferentes
rotas para a preparacao de materiais hibridos constituidos de nanoparticulas magnéticas,
dentre as quais as mais utilizadas sdo a polimeriza¢do em meio disperso e a utilizagdo de
polimeros pré-formados (ELAISSARI et al., 2009). A polimerizagdo em meio disperso
inclui a utilizagdo de processos classicos de polimerizacdo, tais como a suspensdo,
emulsdo, miniemulsdo, microemulsao, emulsdo ou miniemulsao inversa, bem como a
utilizagdo de multiplas técnicas. A Figura 1.17 ilustra esquematicamente a obtengdo de
nanoparticulas poliméricas magnéticas através da técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo. Nesta figura, as diferentes morfologias do material obtido também sdo
apresentadas: (i) estrutura do tipo nucleo-casca bem definida com o nucleo formado por
particulas de 6xido de ferro e uma casca polimérica, (i1) nanoparticulas magnéticas
homogeneamente distribuidas no interior das matrizes poliméricas e (iii) deposicao das

nanoparticulas de 6xido de ferro sobre as particulas de polimero.
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Figura 1.17. Representagdo esquematica do processo de polimerizacdo em miniemulsdo na
presenca de nanoparticulas magnéticas e possiveis morfologias e estruturas das particulas
magnéticas poliméricas. (a) Estrutura nicleo-casca, (b) distribuicao das nanoparticulas
magnéticas dentro da matriz polimérica e (c) distribuicao das nanoparticulas de 6xido de
ferro na superficie das particulas poliméricas (adaptado de SCHILLERMANS; VAN
NOSTRUM, 2006).
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Wong et al. (2008) descreveram a sintese e caracterizacdo de microgéis
magnéticos a base de PNIPAam. Para facilitar a deposi¢ao das nanoparticulas de 6xido de
ferro sobre os microgéis, a superficie destes foi, inicialmente, modificada com
polieletrolitos. A deposi¢@o das nanoparticulas magnéticas sobre os microgéis através desta
técnica mostrou-se satisfatoria. O aquecimento indutivo acima da LCST revelou que o
calor gerado pelas nanoparticulas magnéticas foi suficiente para causar a compactagao dos
microggéis.

Algumas técnicas, como a polimerizagdo em miniemulsdo, por exemplo,
apresentam limitacdes. Caracteristicas como a distribuicao heterogénea das nanoparticulas
magnéticas dentro das matrizes poliméricas, a presenga de particulas de polimero puras e
de nanoparticulas de 6xido de ferro sem polimero, limitam o uso de tais materiais.

O tempo de preparagao de nanocompositos magnéticos poliméricos depende tanto
da técnica empregada quanto dos parametros de sintese, mas, em geral, os procedimentos
duram, no minimo, trés horas. No entanto, Miiller-Schulte e SChmitz-Rode (2006)
descreveram a preparacdo destes materiais em apenas vinte minutos, utilizando a técnica
de polimerizagdo em suspensdo inversa. A fase organica consistiu de uma mistura de
surfatantes, composta por Span 60, Brij e Prisorine. Segundo estes autores, a chave para a
obtencdo destes materiais em poucos minutos consiste na avaliagdo prévia da composigao e
da viscosidade da fase organica. Este procedimento pode resultar ndo somente na
aceleragdo do processo de sintese, como no aumento da eficiéncia de encapsulacdo dos
coldides magnéticos e de outras substancias como agentes ativos. Além disso, esta técnica,
a qual permitiu a obtengcdo de materiais com estreita polidispersidade de tamanho de
particulas, oferece, ainda, a possibilidade de preparo de particulas que podem ser usadas
em aplicacdes biomédicas, tanto para fins de diagndstico como terapéuticos.

Como mencionado anteriormente, nanocompositos magnéticos poliméricos
podem, também, ser obtidos a partir de polimeros pré-formados. Este método ¢é
classificado em quatro categorias: emulsdo-evaporacdo, difusdo do solvente,
emulsificagcdo-difusdo e precipitagdo de sais (salting-out); e envolve, em geral, a
preparacdo de emulsdes nas quais o polimero € dissolvido em 4gua ou solventes organicos,
de acordo com sua hidrofilicidade ou hidrofobicidade. As nanoparticulas de ¢xido de ferro
sdo, entdo, dispersas na mesma fase que o polimero e esta mistura ¢ emulsificada em uma
fase continua contendo um estabilizante, que pode ser outro polimero, tal como poli(alcool

vinilico) (PVA), ou um surfatante nao-idnico, tal como Pluronic®, no caso de
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miniemulsdes do tipo 6leo em agua (O/A). Hamoudeh e Fessi (2006) descreveram o uso do
método de emulsdo-evaporagdo para incorporacao de nanoparticulas magnéticas em poli(e-
caprolactona), utilizando poli(alcool vinilico) (PVA) como estabilizante. Neste método, a
poli(e-caprolactona) ¢ dissolvida em uma fase organica. As nanoparticulas magnéticas sao,
entdo, dispersas na mesma fase do polimero e esta mistura ¢ emulsificada em uma solugdo
aquosa contendo o estabilizante. Ap6s a obten¢do de uma emulsdo estavel, o solvente
organico ¢ evaporado através do aumento da temperatura, sob pressdo reduzida, ou sob
agitagdo continua. Este material foi obtido visando sua aplicagdo como agente de contrate
em IRM.

Outro método, incluindo a utilizagdo de polimeros pré-formados para
incorporagdo de nanoparticulas magnéticas, consiste no método de difusdo do solvente.
Esta técnica consiste no uso de um solvente parcialmente miscivel em agua, como o
acetato de etila, por exemplo. A solucdo contendo ambos, polimero e nanoparticulas
magnéticas ¢, entdo, emulsificada em uma solucdo aquosa contendo um agente
estabilizante e, esta etapa ¢ seguida pela diluicdo com um excesso de agua para induzir a
precipitacdo do polimero, dando origem a uma suspensao coloidal de nanoesferas. Dessa
forma, a co—precipitacdo ou nanoprecipitacdo, também conhecida como nanodeposi¢do do
polimero pré-formado, ¢ uma técnica simples, reprodutivel e facilmente transponivel para a
producdo de nanoparticulas em grande escala (BRIGGER et al., 2002). Para a obtencao de
nanocapsulas, um o6leo e um tensoativo lipofilico sdo adicionados a fase organica da
preparagdo. Apos a formagao das particulas, as suspensdes sao submetidas a evaporacao
para remoc¢ao do solvente organico e concentragao até volume desejado (FESSI et al.,
1989; AMMOURY et al., 1990; MONTASSER et al., 2000).

A Figura 1.18 representa esquematicamente um exemplo de obtenc¢do de sistemas
magnéticos poliméricos, através do método de co-precipitacdo, utilizando polimeros pré-
formados. Neste caso, o polimero ¢ constituido de segmentos de &cido acrilico, sensivel ao
pH, os quais possuem grupos carboxilicos capazes de estabilizar as particulas através da

formacao de cargas negativas na superficie destas, em pH acima do seu pKa.
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Casca constituida por um polimero
sensivel a estimulos com grupos
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Figura 1.18. Representacdo esquematica da encapsulagdo de coldides magnéticos em

polimeros pré-formados constituidos de AA, utilizando o método de nanoprecipitacao.

Diferentes tipos de polimeros podem ser usados como agentes de revestimento de
nanoparticulas magnéticas. No entanto, a maioria destes materiais pode ser usada somente
para aplicacdes in vitro, limitando, portanto, o uso destes sistemas. Para utilizagdo destes
sistemas nanoparticulados em aplica¢des biomédicas in vivo ¢ necessario um conhecimento
prévio das caracteristicas fArmaco-cinéticas do material, tais como velocidade de adsor¢ao
de drogas, biodistribuicdo, efeitos metabolicos, toxicidade e eficiéncia de permanéncia no
alvo desejado. As aplicagdes in vivo destes materiais incluem, em geral, o seu uso como
ferramentas de imagem para nanodiagndstico in vivo e como agentes de contraste em
imagem por ressonancia magnética (IRM) (HAFELI, 2004). Além disso, estas
nanoparticulas podem ser usadas como agentes indutores de calor em hipertermia. Dentro
deste contexto, Poli(N-vinylcaprolactama) (PNVCL) consiste em um polimero termo-
sensivel bastante promissor como agente de revestimento de nanoparticulas magnéticas,
devido, principalmente, a sua  biocompatibilidade (LESLIE-PELECKY;
LABHASETWAR; KRAUS, 2006). Pich et al. (2004) descreveram a preparacao de
microgéis hibridos termo-sensiveis a base de PNVCL, com nanoparticulas magnéticas
adsorvidas em sua superficie. Os microgéis foram, inicialmente, preparados pelo método
de emulsdo livre de surfatante e copolimerizagdo de metacrilato de acetoacetoxietila
(AAEM) e N-vinylcaprolactama (NVCL) em agua usando diidrocloreto de 2,2’-azobis-(2-
metilpropionamidina) (AAPH) como iniciador. A termo-sensibilidade dos microgéis foi
confirmada através de andlises de espalhamento de luz. Em seguida, os autores realizaram
a deposi¢do das nanoparticulas de 6xido de ferro sobre estes microgéis, através da co-
precipitagdo do oxido de ferro, utilizando solugdes dos cloretos férrico e ferroso e uma

solucdo concentrada de hidroxido de amoénio (NH4OH), na presenca dos microgéis
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sensiveis. Este método levou a obtencdo de materiais compdsitos os quais combinam
sensibilidade a temperatura e propriedades magnéticas. A influéncia da concentracao de
magnetita no tamanho, na morfologia e nas caracteristicas de intumescimento e
desintumescimento dos microgéis, foi investigada. Os autores observaram que a
estabilidade dos microgéis hibridos nao foi influenciada pela concentracdo de magnetita e
que as particulas foram estabilizadas estericamente em meio aquoso pela casca rica em

segmentos de NVCL.

1.5. Aplicacdes das nanoparticulas magnéticas e

nanocompositos magnéticos sensiveis a estimulos

O primeiro trabalho descrevendo a aplicagdo biomédica de ferrofluidos foi
publicado na década de 60, quando Meyers et al. (1963) desenvolveram um método
experimental de obten¢do de particulas magnéticas para uso como agentes de contraste in
vivo. Quatro anos mais tarde, uma sonda magnética para tratamento de trombose
estereotaxica causada por aneurisma cerebral foi proposta por Alksne et al. (1967). Assim,
uma série de acontecimentos notaveis durante a evolucdo das aplicacdes biomédicas de
ferrofluidos foi se sucedendo no sentido da utilizagdo in vitro € in vivo destes materiais.

Atualmente, as nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas em uma ampla
variedade de aplicacdes biomédicas, dentre as quais as mais promissoras estao
apresentadas na Figura 1.19. Dentre as aplicagdes biomédicas in vivo, parece conveniente

destacar a imagem por ressonancia magnética (IRM) e a detecgdo de cancer.
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Figura 1.19. Principais aplicagdes biomédicas das nanoparticulas magnéticas (adaptado de

DOBSON, 2006).

No contexto das aplicagdes biomédicas in vivo, um sistema magnético ideal,
biocompativel e sensivel a estimulos, ¢ aquele que possibilita o monitoramento nao
evasivo da cinética de biodistribuicao do principio ativo no organismo usando IRM. Em
seguida, da-se inicio ao tratamento da doenga, o qual pode ser feito através de hipertermia
e da liberacdo controlada e localizada de drogas, utilizando a propriedade de sensibilidade
do polimero, preservando, assim, os tecidos e células saudaveis. A Figura 1.20 ilustra a

acdo de um sistema magnético ideal para aplicagcdes biomédicas in vivo.
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Nanoparticulas magnéticas
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Figura 1.20. Representacdo esquematica da utilizagao de sistemas magnéticos sensiveis a
estimulos para monitoramento dentro do organismo, seguido da agdo terapéutica, seja por

hipertermia ou por liberacdo controlada do agente ativo.

Atualmente, o cancer ¢ uma das maiores causas de mortes no mundo, matando
cerca de sete milhdes de individuos a cada ano, o que corresponde a aproximadamente
12,5% das mortes mundiais (BREAST CANCER. Disponivel em WHO website:
http://en.wikipedia.org:wiki:Breast cancer. Acesso em: 24/04/2010). Neste sentido,
diferentes estratégias vém sendo propostas para terapia de cancer, incluindo métodos
separados ou combinados de quimioterapia e radioterapia. A radioterapia pode ser
realizada de diferentes formas: (1) via radiagdo externa, (2) embolizagdo arterial, (3)
radiometabolica, (4) imuno-radioterapia e (5) braquiterapia (CHAKAROVA et al., 2005;
ALEVIZAKI et al., 2006; RIVERA et al., 2006; ANDRATSCHKE et al., 2007; HACKER
et al., 2007). Infelizmente, a radioterapia externa destr6i os tecidos vizinhos saudaveis e
provoca varios efeitos colaterais e complicacdes (BUONO et al.,, 2007). No entanto,
recentes estudos tém sido realizados no sentido de tratar somente o tumor liberando a

radioatividade de forma localizada. Visando a reducdo da morte de ratos submetidos a
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radioterapia convencional e a intensificacdo dos efeitos em tumores malignos, a acao
restrita da radiacao somente na area do tumor ¢ altamente desejavel (HAMOUDEH et al.,
2007). Dentro deste contexto, as pesquisas vém avancando no sentido da utilizacdo de
nanoparticulas magnéticas.

Novos tipos de terapia anti-cancer, as quais diminuem consideravelmente a
ocorréncia de efeitos colaterais vém sendo cada vez mais pesquisados na area da
biomedicina. O tamanho reduzido das nanoparticulas, associado com outras propriedades,
pode ser bastante util em oncologia e, particularmente, em IRM. Nos tltimos anos tem
havido uma tendéncia no desenvolvimento de sistemas que entreguem as drogas nas
células cancerosas de forma ativa ao invés da passiva (acimulo no tumor devido ao
aumento da permeabilidade e capacidade de retencdo destes). O desenvolvimento de
sistemas multifuncionais, contendo as nanoparticulas magnéticas, como agente de
contraste, € 0 agente terapéutico, além de um ligante (anticorpo) que reconhece de forma
especifica as células do cancer, aumenta a especificidade do tratamento e,

consequentemente, reduz os efeitos colaterais.

1.5.1.  Imagem por ressonancia magnética (IRM)

Desenvolvida por Lauterbur (1973), a imagem por ressonancia magnética (IRM)
vem sendo amplamente utilizada em hospitais, em todo o mundo, desde a sua aprovacao
pela Food and Drug Administration (FDA) no ano de 1985 (YAN; ZHUO, 2001). Durante
as ultimas décadas, muitas pesquisas vém sendo realizadas e grande progresso esta sendo
atingido na area farmacéutica para a sintese de sistemas sofisticados para aplicagdes
biomédicas como novos agentes para liberagdo controlada de drogas (YANUL et al.,
2001). Estes sistemas incluem, em geral, nanomateriais, biocompativeis e capazes de se
degradarem em fragmentos que podem ser facilmente eliminados apds a liberacdo in vivo
do principio ativo. Um dos principais objetivos do uso de tais materiais consiste na
liberacdo controlada e localizada de agentes ativos e, dessa forma, a incorporagdo de
agentes de contraste com propriedades superparamagnéticas para IRM vem sendo
amplamente estudada. Agentes de contraste em IRM constituem uma classe de substancias
farmacéuticas que melhoram o contraste entre tecidos normais e doentes ¢ indicam o
estado funcional do tecido ou o6rgdo ou, ainda, do fluxo sanguineo, apds a sua

administracdo, através da velocidade de relaxagdo dos prétons da agua nos tecidos aos
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quais os agentes se acumulam (YAN et al., 2007). Substancias superparamagnéticas vém
sendo utilizadas como agentes de contraste em IRM devido a suscetibilidade magnética
positiva, quando magnetizados na presenga de um campo magnético externo (NELSON et
al., 1996).

Em IRM, a imagem ¢ resultado da diferenga entre as intensidades de sinais que
cada tecido produz em resposta a uma sequéncia particular de pulsos de radiofrequéncia
(RF) aplicada. Esta resposta ¢ dependente da densidade de protons e dos tempos de
relaxacdo magnética (HAFELI, 1997). Uma vez que a densidade de protons de tecidos
macios ¢ extremamente baixa através do corpo, o contraste passa a ser basicamente
determinado através dos tempos de relaxacdo, os quais dependem da estrutura quimica e
molecular do tecido (KOENIG, 1996). O contraste em tecidos pode ser manipulado,
portanto, através do ajuste dos parametros instrumentais incluindo a sequéncia dos pulsos
aplicados. A deteccdo do ferro pode ser melhorada pela escolha de uma sequéncia que
aumente a sensibilidade e os efeitos de relaxamento.

Em geral, agentes de contraste em tecidos e 6rgdos especificos sdo constituidos de
dois componentes: uma camada magnética, capaz de alterar a intensidade de sinal nas
imagens de IRM e um grupo orientador, a qual possui afinidade por um tipo especifico de
célula (YAN et al., 2007). Apos satisfatorios experimentos in vitro, Hu et al. (2006)
demonstraram a aplicag@o in vivo de nanoparticulas magnéticas revestidas por uma matriz
constituida de poli(etileno glicol) (PEG). Um anti-antigeno carcino-embrionario (CEA)
para deteccao de tumores de colo foi incorporado ao sistema, o qual foi, entdo, injetado em
regioes da coxa de ratos. A Figura 1.21 ilustra o uso de sistemas magnéticos
biocompativeis em IRM e mostra, ainda, os estagios de intensidade de sinal apds a inje¢do

do sistema magnético.
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/ Superficie biocompativel

Figura 1.21. Representacdo esquematica da deteccao in vivo de sistemas constituidos de

nanoparticulas magnéticas usando IRM (adaptado de HU et al., 2006).

Pode-se observar, através da Figura 1.21, que uma regido do tumor tornou-se
escura dez minutos apdés a injecdo do sistema contendo CEA. A intensidade do sinal
aumentou com o tempo, atingindo um pico méaximo cerca de vinte e quatro horas apds a
injecao.

Algumas nanoparticulas magnéticas ja estdo sendo testadas em terapias quimicas
em humanos. A Figura 1.22 mostra imagens de cortes transversais dos cérebros de
pacientes que foram tratados com o fluido magnético MFL AS (MagForce
Nanotechnologies AG, Berlim, Alemanha), medicamento liberado para estudos e sujeito a
orgaos médicos reguladores da Europa. O fluido consiste de uma suspensdo de
nanoparticulas superparamagnéticas de o6xido de ferro revestidas com aminosilanos, com
15 nm de didmetro. As nanoparticulas geram calor quando submetidas a um campo
magnético pelo processo de relaxa¢do de Brownian e Néel, induzindo a formagdo de

necrose com subsequente infiltracdo e ativagdo dos fagécitos (LANDEGHEM et al., 2009).
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Figura 1.22. (A) Imagem do corte horizontal do cérebro de trés pacientes com gliobastoma
multiforme (GBM). (B) Ilustrag@o: a demarcacao azul indica GBMs; laranja indica area
geografica necrosada no tumor; verde indica areas com agregados de nanoparticulas

magnéticas (LANDEGHEM et al., 2009).

Nanoparticulas magnéticas vém sendo, também, utilizadas como agentes de
contraste no sistema reticulo endotelial (RES). As aplicagdes clinicas incluem melhora da
imagem do figado, bago e linfonodos. O mapeamento in vivo de grupos receptores de
asialoglicoproteina em hepatocitos tem sido possivel através da incorporacdo de
substancias como a arabinogalactana ou a asialofetuina as particulas de 6xido de ferro
(GROMAN; REINHARDT, 2000). Quando algumas regides especificas ndo sdo
diretamente acessiveis a partir da corrente sanguinea, nanoparticulas magnéticas sao
requeridas para penetrar através do endotélio. Para isto, o tamanho reduzido e tempo de

meia-vida longo sdo fatores de grande relevancia. Aplicacdes como mapeamento celular e
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transporte in vivo estdo relacionadas com o uso de IRM no estudo dindmico celular e, para
este proposito, a técnica ndo deve ser evasiva, ou seja, agressiva ao organismo.

A barreira hematoencefalica ou blood-brain barrier (bbb) pode ser definida como
0 mecanismo seletivo das estruturas no revestimento dos vasos sanguineos, que evita que
muitos compostos saiam do sangue e entrem no cérebro. Um mecanismo similar previne
que compostos saiam do sangue e entrem em partes dos olhos e dos ouvidos (WEINSTEIN
et al., 2010). O mapeamento in vivo de algumas lesdes cerebrais usando nanoparticulas
magnéticas pode ser uma alternativa, desde que estes sistemas sejam capazes de ultrapassar
a barreira hematoencefalica, a qual representa um obstaculo para a maioria das drogas,
incluindo antibioticos, agentes antineopldsicos e uma variedade de principios ativos com
acdo no sistema nervoso central (SNC), especialmente neuropeptideos (NEUWELT et al.,
2008). Uma das alternativas para superar esta barreira consiste na entrega destes tipos de
drogas utilizando sistemas nanoparticulados. A utilidade das nanoparticulas no tratamento
de tumores cerebrais agressivos ja foi previamente descrita por Leslie-Pelecky;

Labhasetwar; Kraus et al. (2006).

1.5.2.  Liberagado controlada de principios ativos

Convencionalmente, agentes ativos sdo administrados por um sistema periddico.
Em tratamentos médicos, drogas sdo introduzidas em intervalos pequenos de tempo,
através da ingestao de pilulas, liquidos ou por injecao. Estas drogas circulam por toda parte
do corpo e a concentracdo do agente ativo aumenta até altos niveis declinando, entdo,
devido a excregdo e/ou conversdo metabdlica. Assim, para conseguir um efeito mais
prolongado, altas doses sdao necessarias, podendo-se ultrapassar o nivel toxicoldgico do
principio ativo.

Dessa forma, a incorporagdo de um agente ativo em estruturas poliméricas com
propriedades magnéticas consiste em tarefa de grande interesse para sistemas de liberagao
controlada de drogas. Cada droga possui uma faixa de concentragdo que promove 6timo
efeito terapéutico. Quando a concentragdo da droga ¢ superior ou inferior a esta faixa, esta
pode causar efeitos toxicos ou tornar-se terapeuticamente ineficaz. Portanto, a libera¢ao da
droga de uma estrutura polimérica torna-se desejavel, pois esta promove liberacdo de

maneira controlada e mantém a concentracdo do agente ativo dentro da faixa de efeito
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otimo. Além disso, sistemas de liberagdo controlada podem aumentar o conforto do
paciente reduzindo a frequéncia da administragcao (WANG et al., 2006).
A liberagdo controlada de drogas apresenta grandes vantagens:
= Liberacdo localizada da droga para uma regido particular do corpo;
= Prolongamento do tempo de libera¢do a uma velocidade constante;
= (Conveniéncia de menor nimero de administracoes;
= Reducdo dos efeitos colaterais, devido as doses nao excederem niveis toxicos;
= Facilidade de manipulacdo das drogas pela sua permanéncia nos 6rgdos-alvo em
quantidades e tempo suficientes;
= Potencializardo da atividade por unido de um ou mais tipos de drogas no mesmo
polimero;
= Melhor interagdo com a parede celular bacteriana e viral;
= Menor toxicidade, dependendo do principio ativo e do polimero;
= Aumento do conforto do paciente;

Uma vez que, utilizando sistemas de liberagdo controlada, a liberagao ¢ feita de
forma localizada, isso significa uma redugao global da dosagem da droga em cerca de 50 -
80%. A liberagao localizada também reduz a variacdo farmaco-cinética em diferentes
pacientes, ap0s a administragdo oral ou intravenosa. A protecdo do agente ativo até que ele
atinja o local de interesse aumenta a aplicabilidade de alguns tipos de drogas, as quais
possuem um tempo de meia-vida curto dentro do organismo.

O uso de nanoparticulas em liberagao controlada de agentes ativos teve inicio por
volta de 1970, com o desenvolvimento de carreadores para vacinas e algumas drogas anti-
cancer ¢ sao, atualmente, alvo de intenso estudo (ARRUEBO et al., 2009; HAMOUDEH;
FESSI, 2006). Nanoparticulas para liberacdo de drogas devem ser capazes de incorporar
quantidade suficiente da droga e nao podem ser rapidamente eliminadas da corrente
sanguinea. Além disso, as propriedades magnéticas permitem a sua localizacao dentro do
organismo e limitam, assim, a a¢do da droga a uma regido particular.

A liberagdo do principio ativo a partir de nanoparticulas poliméricas magnéticas
sensiveis a estimulos pode ser feita utilizando-se esta propriedade. A escolha cuidadosa
dos principios ativos que podem ser utilizados em determinado sistema ¢ de fundamental
importancia para a estabilidade das particulas no organismo (LESLIE-PELECKY;
LABHASETWAR; KRAUS, 2006). Agentes ativos, ionicamente ligados as matrizes

poliméricas, possuem a vantagem de poderem desorver de seus respectivos carreadores
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ap6s um intervalo de tempo definido e difundir através da parede vascular para os tecidos.
Esta difusdo pode mudar, significantemente, a cinética de desor¢ao do agente ativo
(BERGEMANN et al., 1999). Como um exemplo disto, temos a desor¢cdo de uma droga
utilizada em terapia de cancer, conhecida como Epirubicina, quimicamente adsorvida na
superficie de particulas poliméricas, devido a uma variagdo das condi¢des fisiologicas (pH
e temperatura) (LUBBE et al., 1999; 2001). O tempo de meia-vida equivalente a desor¢io
da droga pode ser fixo e correspondente ao tempo necessario para orientagdo das particulas
através da aplicacdo de um campo magnético.

Particulas magnéticas constituem, também, atrativos candidatos para liberacao de
altas dosagens de drogas anti-cancer na terapia intracavitaria, que consiste na introducdo de
sistemas terapéuticos nas cavidades naturais do organismo, como o utero (GUPTA;
HUNG, 1989). Existem alguns trabalhos na literatura os quais descrevem o uso de
antraciclina, uma droga utilizada em quimioterapia, incorporada a micro e nanoparticulas
magnéticas. Este tipo de droga necessita ser liberada proximo ao tumor, se difundindo
através das células malignas, para que o tratamento seja efetivo.

A liberagao de farmacos diretamente nos tumores representa um aspecto
importante a ser estudado, uma vez que substancias antineoplasicas sdo toxicas para ambas
as células normais e tumorais, sendo a dose limitada pela tolerancia tecidual normal. Além
disso, a liberagdo de farmacos nos tumores ndo ¢ uniforme, em decorréncia da
heterogeneidade da vascularizagdo tumoral, que faz com que o tumor apresente regides de
necrose ou hemorragicas, bem como regides densamente irrigadas (BRIGGER et al.,
2002). Assim, a resisténcia aos agentes antitumorais se deve nao somente a mecanismos
envolvendo alteragdes bioquimicas das células malignas, como mecanismos nio celulares
decorrentes da pobre vascularizacdo em certas regides do tumor, que podem reduzir o
acesso do farmaco.

Apesar da heterogeneidade vascular dos tumores, o emprego de suspensoes
coloidais tem sido considerado uma estratégia promissora para contornar mecanismos de
resisténcia celular e ndo celular, aumentar a seletividade de farmacos nas células tumorais
e reduzir a sua toxicidade nas células normais. A permeabilidade vascular do tecido
neoplasico ¢ um fator fisioldgico significante, que deve ser considerado no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo em termos de sua capacidade de extravasar os

vasos e alcancar o tecido alvo (BRIGGER et al., 2002).
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Dessa forma, a associacdo do mapeamento in vivo com a liberagdo controlada de
um agente ativo fornece ao cientista informacdes valiosas em relacdo a formulagdo de
sistemas que possibilitem um conhecimento da biodistribui¢do, localizagdo, bem como da
cinética de libera¢do de drogas (DIMITORYV et al., 2007).

Em resumo, um sistema combinado de liberagdo controlada de drogas consiste de
um carreador que combine ambas as aplicagdes, diagnodstica e terapéutica. Dessa forma, a
primeira etapa consiste na administragdo ou implantacdo de tal sistema, seguida da
obten¢ao de informagdes em relagdo a localizagao e biodistribui¢ao usando a técnica nao
evasiva de IRM. Apds a obtencao destas informagdes comecga-se entdo, a liberagdo do
principio ativo através do fornecimento de estimulos capazes de variar a conformacao das
cadeias poliméricas.

A deteccdo precoce do cancer ¢ um dos principais objetivos do diagnostico
moderno, devido ao fato de esta ser um dos pré-requisitos para o sucesso na terapia de
cancer. Um tratamento efetivo ¢ baseado na localizagdo exata do tumor e no seu estagio de
desenvolvimento. Uma vez que as drogas anti-cancer, em geral, ndo agem somente nas
células cancerigenas, o aumento da especificidade de sistemas contendo os agentes anti-
cancer ¢ de grande interesse em quimioterapia. As rotas de administracao, biodistribui¢ao e
eliminacao de agentes quimioterapicos podem ser modificadas empregando-se sistemas de
liberacdo controlada de drogas, visando a otimizacdo da terapia de cancer. A terapia de
cancer convencional envolve a aplicacdo de cateteres, cirurgias, bidpsia, quimioterapia e
radioterapia. Os principios ativos utilizados em terapia de cancer ndo sao capazes de
diferenciar entre células cancerigenas e células normais e isto leva a ocorréncia de
inumeros efeitos indesejaveis. Consequentemente, a aplicagdo sistémica destas drogas
provoca, muitas vezes, efeitos colaterais graves em outros tecidos (por exemplo, supressao
da medula 6ssea, cardiomiopatia e neurotoxicidade), os quais limitam, consideravelmente,
a dosagem maxima da droga. Além disso, a rdpida eliminagdo e a distribuicdo indesejavel
em Orgdos normais levam a necessidade de administracdo de maiores quantidades da
droga, o que, aumenta os efeitos colaterais toxicos e ndo ¢ viavel economicamente.

Na busca de um sistema de liberagdo controlada de drogas mais eficiente em
terapia de cancer, a quimioterapia magneticamente controlada comegou a ser utilizada por
volta de 1990 (GUPA; HUNG, 1994). Idealmente, tais materiais sdo constituidos em
grande parte de drogas anti-cancer e sdo capazes de orientd-las para o 6rgao ou tecido

cancerigeno ¢ manté-las neste local durante um determinado periodo de tempo, liberando o
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principio ativo de forma gradual (CHEN et al., 2008). Os principais objetivos deste método
incluem a reducdo sistematica da quantidade de uma droga distribuida no organismo e,
consequentemente, eliminacao dos efeitos colaterais, devido a tratamento localizado e mais
eficiente (CHUNFU et al., 2004).

Em resumo, a nanotecnologia pode oferecer uma alternativa menos evasiva,
aumentando a expectativa e a qualidade de vida do individuo com cancer. O didmetro das
células humanas varia entre 10 e 20 pm e, o tamanho das organelas celulares, por sua vez,
varia entre alguns nandmetros e algumas centenas de nandmetros. Dessa forma,
nanomateriais podem interagir com biomoléculas na superficie celular e dentro das células
de uma maneira ndo evasiva, mantendo intactas as propriedades bioquimicas destas células
(KIM, 2003). Neste sentido, macromoléculas compostas de um polimero ligado a
nanoparticulas de 6xido de ferro podem ser usadas como agentes de contraste e liberagao
controlada de substancias ativas em quimioterapia. A biodistribui¢do destes sistemas em
diferentes o6rgdos e tumores depende da sua composicdo quimica, da presenca de
substancias ligantes, tais como anticorpos € do método de preparagao utilizado, os quais
influenciam no tamanho e nas caracteristicas de superficie das particulas. Desse modo,
existe uma grande diversidade de materiais que podem ser sintetizados e,
consequentemente, um estudo prévio do sistema é sempre requerido com o objetivo de
determinar o seu acimulo no tumor a de escolher o tipo de material que melhor se adapta a

cada aplicacgao.

1.5.3.  Hipertermia

O termo hipertermia significa aumento da temperatura corporal. Este aumento
pode ser causado por agentes externos (exposicao ao sol ou locais de temperatura elevada)
ou por agentes internos (reacdes do organismo). A aplicacdo da hipertermia, que
proporciona um aumento de temperatura significativo (entre 5 a 8 °C), tem-se mostrado
promissora na terapia de cancer (VASSEUR et al., 2006) e estd sendo utilizada para
intensificar a eficacia da quimioterapia e da radioterapia (GUEDES et al., 2005). A
hipertermia induzida por particulas magnéticas, um dos tratamentos usados em terapia de
cancer, significa a exposicdo de tecidos cancerigenos a campos magnéticos alternativos
(GUPTA; GUPTA, 2005). A idéia da hipertermia tem sido reconhecida como uma

modalidade terapéutica util no tratamento de tumores malignos, levando a possibilidade de
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morte das células cancerosas, ndo pela utilizagdo de drogas, mas pelo uso de sistemas de
aquecimento em nanoescala, cuja agdo consiste basicamente no cozimento das células
cancerigenas até a morte (GAZEAU et al., 2008). A hipertermia ¢ sugerida como uma
técnica ndo evasiva e ndo toxica e estd relacionada com a dissipac¢do de energia quando um
material ferromagnético ¢ submetido a um campo externo variavel (WHALTER et al.,
2002).

Dentro deste contexto, métodos de hipertermia intracelular utilizando
nanoparticulas magnéticas (NPMs), nos quais as particulas de oOxido de ferro sdo
concentradas no tumor e a regido €, entdo, aquecida, utilizando-se um campo magnético
externo, visando atingir a temperatura hipertérmica (42-45 °C), vém sendo desenvolvidos
(FORTIN et al., 2008). Como mencionado anteriormente, quando as NPMs sdo injetadas
proximas a um tumor, elas tendem a se acumular sobre a sua vasculatura desorganizada,
aquecendo-o, assim, de maneira eficaz, em oposicdo ao tecido saudavel circundante
(BERRY, 2009). Além disso, se as NPMs sdo submetidas a um campo magnético, o calor
serd gerado devido a perda de histerese magnética. A quantidade de calor gerada depende
da natureza do material magnético e de parametros do campo magnético. A injecdo do
material diretamente no interior do tumor, seguida pela exposi¢do a um campo magnético
alternado, tem mostrado ser capaz de induzir a sua regressdo. As células cancerosas sdo
destruidas a temperaturas superiores a 43 °C, enquanto que as células saudaveis
sobrevivem a altas temperaturas (LIU et al., 2009).

O primeiro trabalho na literatura, descrevendo o uso de hipertemia, utilizando
particulas magnéticas, em experimentos com animais surgiu na década de 80 (LUDERER
et al.,, 1983). Ja na década seguinte, (CHAN et al., 1993), utilizaram a hipertermia em
culturas de células. Estes trabalhos visavam estudar o efeito terapéutico desta técnica em
diversos tipos de tumores. Estudos recentes t€ém realgado o potencial das NPMs em alguns
tipos de cancer humano, tais como o cancer de mama, onde nanoparticulas de 6xido de
ferro, com didmetros entre 10 e 30 nm foram aquecidas de forma eficaz (JIN e KANG,
2007). Outro trabalho recente foi publicado por Johannsen et al. (2007), que mostrou as
primeiras experiéncias clinicas envolvendo o uso de NPMs e hipertermia no tratamento do
cancer de prostata. Wust (2006) estudou o efeito da associagdo da hipertermia com NPMs

e a sua tolerancia no tratamento de tumores intestinais.
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2. Materiais € Métodos

2.1. Materiais

O mondmero utilizado foi a N-vinilcaprolactama (NVCL) (98%, Aldrich). Os
solventes utilizados foram: 1,4-dioxano (99,8%, Aldrich), etanol (98%, Vetec),
isopropanol (99,5% Cromoline), n-hexadecano (99%, Acros), ciclohexano (99%, Synth),
etanol (99,9%, Synth), Cloroférmio (99%, Acros) e cloroformio deuterado (99,8%,
Aldrich). Como iniciadores foram utilizados o 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN) (grau
industrial, cedido gentilmente pela BASF), persulfato de potassio (KPS) (99%, Acros),
dihidrocloreto de 2,2°-azobis (2-amidinopropano) (V50) (99%, Aldrich) e 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) (ABAP) (99%, Aldrich). Acido 3-mercaptopropionico (99%, Aldrich),
N,N’-meliteno-bis-acrilamida (MBA) (99,8%, Aldrich) e Monooleato de sorbitano (Span
80) (99%, Acros) foram utilizados como recebidos. Foram utilizados ainda trioxano (99%,
Aldrich), e brometo de tetrabutilamonio (99%, Aldrich). Nas microscopias eletronicas de
transmissao, uma solugdo a 1% (g/L) de acido fosfotungstico foi utilizada como agente de
contraste. Nas sinteses dos nanogéis a base de PNVCL com encapsulaciao das particulas
magnéticas utilizou-se ferrofluido complexado com dextrana (MOUAZIZ et al., 2009).

A Figura 2.1 apresenta a estrutura quimica dos principais reagentes utilizados e

neste trabalho.
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Figura 2.1 Estrutura quimica dos principais reagentes utilizados neste trabalho.

2.2. Métodos

2.2.1.  Purificagdo da N-vinilcaprolactama (NVCL)

A NVCL foi purificada por destilagdao a vacuo na temperatura de 120°C. A Figura

2.1 ilustra o espectro de RMN 'H da NVCL, cujos sinais referentes a cada proton da

molécula sdo: 6 1,6 ppm, 6 2,6 ppm e & 3,6 ppm, dupletos referentes aos grupos CH, do

anel lactama; 6 4,4 ppm e & 7,2 ppm, duplo-dupletos referentes aos protons dos carbonos

alfa e beta do grupo vinilico.



Capitulo 2 — Materiais e Métodos 91

| T T T T | T T T T | T T T T | T T T | T T T T |
T.0 6.0 5.0 4.0 io 2.0
ppm (t1)

Figura 2.2. Espectro de RMN 'H da NVCL purificada por destilagio a vacuo.

2.2.2.  Purificagdo do acido acrilico (AA)

O AA foi purificado por destilagao a vacuo na temperatura de 70°C.

2.2.3.  Purificagdo do 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN)

O AIBN foi purificado por recristalizagdo em etanol absoluto, de acordo com a

seguinte metodologia: 7 g de AIBN foram dissolvidos em 70 mL de etanol absoluto e

colocados sob agitacao e refluxo por 30 minutos a uma temperatura de 45°C, em seguida a

solucdo foi resfriada e ap6s 1 hora, os cristais foram filtrados em filtro de vidro sinterizado

(Porosidade 0) e secos sob vacuo durante 11 horas a temperatura ambiente.
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2.24.  Secagem do 1,4-dioxano

O 1,4-dioxano foi primeiramente deixado sob refluxo na presencga de hidreto de
litio e aluminio (AlLiH4) por 30 minutos e posteriormente destilado, ainda na presenca

deste hidreto, para remocao da dgua.

2.2.5. Sintese do nanogéis a base de poli(NVCL-co-AA)

Todas as polimerizacdes foram realizadas em um reator encamisado com
capacidade para 200 mL, sob atmosfera de N,. A massa de NVCL utilizada foi mantida
constante e igual a 3,0792 g durante todo o estudo. Quantidades apropriadas de AA, SDS e
MBA foram entdo pesadas de acordo com a composi¢ao desejada. Em seguida, NVCL, AA
ou SDS e MBA, foram solubilizados em 190 mL de 4gua deionizada com agitacdo
magnética por cerca de 20 minutos, formando uma solugdo totalmente homogénea. Nas
reagdes tamponadas 0,2 g de bicarbonato de sddio, foram também solubilizados nessa
mistura para a obtencao de pH 5,0. Esta solugdo foi transferida para o reator de 200 mL
sob agitacdo mecénica de 250 rpm, e durante 15 minutos, borbulhou-se nitrogénio. Depois
de decorrido o tempo de degaseificagdo, o meio reacional foi aquecido utilizando-se um
banho termostatico até a temperatura de 70 °C. Separadamente, quantidades apropriadas
de KPS foram solubilizadas em 10 mL de dgua deionizada. Ao se atingir 70°C, aguardou-
se por 5 minutos para que todo o meio reacional atingisse a temperatura desejada, e entao,
foi injetada a solu¢ao de iniciador para dar inicio a polimerizagao. O inicio da reagdo pdde
ser verificado pela turbidez do meio.

Para a avaliagdo efeito dos parametros de sintese nas propriedades do nanogéis, as
reagOes foram realizadas sob as mesmas condi¢Oes reacionais, variando-se somente o
pardmetro em questdo. Todas as reagdes foram conduzidas sob fluxo de nitrogénio e
agitacdo mecanica de 250 rpm por 4 horas. Depois de decorrido o tempo de polimerizagdo
o nanogel foi resfriado a temperatura ambiente, centrifugado a 26000 rpm por 1 hora,
sendo o sobrenadante descartado e o precipitado redisperso em agua para ser novamente
centrifugado. Este procedimento foi repetido trés vezes e uma parte foi entdo redispersa em
agua deionizada, para as andlises de didmetro de particulas (espalhamento de luz), TEM e

outra parte foi seca a temperatura ambiente, para as analises de FTIR.
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2.2.6.  Caracterizagdes dos nanogéis a base de poli(NVCL-co-AA)

obtidos via polimerizagao por precipitagao

2.2.6.1. Determinacao do diametro de particulas

As medidas de didmetro de particula (DP) dos nanogéis a base de poli(NVCL-co-
AA) foram realizadas por espalhamento de luz em um equipamento da marca Malvern,
modelo Zetasizer 1000, locado no Laboratério de Polimeros da EEL/USP. Estas medidas

foram realizadas ap6s a redispersdo dos nanogéis em agua deionizada.

2.2.6.2. Sensibilidade a temperatura

A sensibilidade térmica dos nanogéis também foi estudada através de andlises de
espalhamento de luz, obtendo-se medidas de DP em fun¢ao da temperatura, a qual variou
entre 25 ¢ 70°C, com medidas sendo feitas em intervalos de 2,5°C. Entre cada medida,
utilizou-se um tempo de estabilizagdo das amostras a temperatura desejada equivalente a

dez minutos.

2.2.6.3. Sensibilidade ao pH

Da mesma forma que a sensibilidade térmica, a sensibilidade ao pH foi verificada
por espalhamento de luz através da obten¢do de DP em diferentes temperaturas e pH’s

(4,0; 6,5 ¢ 10,0).

2.2.6.4. Determinacao qualitativa da composi¢do quimica dos

copolimeros

A composi¢cdo quimica dos nanogéis a base de poli(NVCL-co-AA) sintetizados
com diferentes quantidades iniciais de AA foram obtidas de forma qualitativa, analisando-
se os espectros de infravermelho (FTIR). O material analisado estava na forma soélida e
livre de umidade. As analises de FTIR foram conduzidas, utilizando-se pastilhas de KBr,
em um aparelho da marca Perkin Elmer modelo Spectrum GX, locado no laboratério de

infravermelho do Departamento de Biotecnologia (LOT).
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2.2.6.5. Morfologia

Os nanogg¢is foram caracterizados quanto a morfologia através de microscopia
eletronica de transmissao (TEM). Estas analises foram realizadas em um equipamento da
marca Philips, modelo Tecnai 10, operado a 80kV, locado no Centro de Microscopia do

Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina da USP, Sdo Paulo.

2.277.  Sintese de nanogéis de PNVCL via polimerizagdo em

miniemulsao inversa

Em polimerizacbes em miniemulsdo, uma caracteristica importante a ser
considerada ¢ a solubilidade do monomero na fase dispersa e na fase continua. Em outras
palavras, o coeficiente de particdo ¢ uma medida diferencial da solubilidade de uma
substancia entre dois solventes imisciveis. Dentro deste contexto, o conhecimento prévio
do coeficiente de particdo da NVCL na mistura de agua e n-hexadecano ¢ de fundamental

importancia para a escolha dos parametros de sintese.

2.2.7.1. Determinacdo da CMC do Span 80 em n-hexadecano

A CMC do Span 80 em n-hexadecano foi determinada através de medidas de
tensao interfacial realizadas a 25 °C, entre misturas de agua e n-hexadecano contendo
diferentes concentragdes de Span 80, variando entre 0 ¢ 20 % em massa. Inicialmente, a
quantidade desejada de Span 80 foi dissolvida no n-hexadecano e esta solugdo foi
introduzida na seringa do equipamento e gotejada em agua. O valor de tensdo interfacial
foi, entdo, obtido, da primeira gota que se formou do solvente contendo o surfatante na
agua. Estas medidas foram realizadas em um tensidmetro da marca Kruss modelo K12,
locado no Laboratoire d’Automatique et Génie des Procédés (LAGEP) da Université

Claude Bernard, em Lyon, Franca.

2.2.7.2. Coeficiente de particdo da NVCL entre agua e n-

hexadecano

Os coeficientes de parti¢ao foram determinados experimentalmente utilizando-se

cromatografia gasosa. Primeiramente, agua (1 g) e n-hexadecano (8 g) foram misturados.
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Diferentes quantidades de NVCL foram pesadas e adicionadas a mistura agua/n-
hexadecano, a qual foi mantida sob agitacdo durante uma hora e sob temperatura
controlada (25 e 70 °C). Apos este periodo, as emulsdes foram colocadas em um funil de
separacdo, deixadas sob repouso até completa separagao de fases. A fase aquosa foi, entdo,
removida e a concentracdo de mondmero foi determinada por cromatografia gasosa. A
concentracdo do mondmero em n-hexadecano foi determinada por diferenca. Dessa forma,

o coeficiente de particdo da NVCL, K, -, foi definido como a razdo entre a concentra¢ao
de NVCL na fase aquosa ([M,, Ja) € a concentracio de NVCL na fase organica

([ M vy, lup), segundo a equagdo 2.3:

M
My = Myels Equacio 2.3
' [M yyer Lo
2.2.7.3. Sintese dos nanogéis termo-sensiveis

As polimerizagcdes da NVCL utilizando-se o método de miniemulsdo inversa
foram realizadas em um reator encamisado, com capacidade para 50 mL a 70 °C.
Primeiramente, quantidades apropriadas de NVCL (100 mg) e MBA (8 mg) foram
dissolvidas em uma solucao de NaCl (50 mg) em agua deionizada (3 ou 8 g). NaCl foi
adicionado com o objetivo de manter a estabilidade das gotas de mondmero apds agitacao.
A solugao monomérica foi, entdo, adicionada a uma solugdo de Span 80 em n-hexadecano,
variando-se a quantidade do surfatante entre 3 e 8 % em massa, em relacdo a fase continua.
A mistura foi mantida sob agitacdo mecanica (500 rpm) durante uma hora. Apds esse
periodo, a miniemulsdo foi preparada usando um ultra-som Biolock Scientific, modelo
75042, com 500 watts de poténcia, 90% de amplitude, durante cinco minutos. O meio
reacional foi entdo aquecido a 70°C e o iniciador, KPS (10 mg), foi adicionado. Para

assegurar a conversao total do monomero, a reagdo foi realizada durante trés horas.

2.2.74. Purifica¢do dos nanogéis de PNVCL

Apoés o término das reacdes, as dispersdes dos nanogéis termo-sensiveis foram

lavadas com 50 mL de cloroférmio e, em seguida, o solvente foi evaporado no evaporador
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rotativo da marca Fisatom, modelo 802. Este procedimento foi repetido trés vezes, visando

a remocao completa da fase continua.

2.2.8.  Caracterizacdo dos nanoge¢is de PNVCL obtidos via

polimeriza¢ao em miniemulsdo inversa

2.2.8.1. Cinética de polimerizagdo em miniemulsao

A conversdao da NVCL durante as polimerizagdes em miniemulsdo foi obtida por
cromatografia gasosa em um cromatografo marca Agilent, modelo 4890D (detector FID e
coluna tipo ID Rtx-624 de 30 m X 0.32 mm ). Durante a polimeriza¢ao, amostras do meio
reacional foram retiradas, colocadas imediatamente em um banho de gelo e submetidas as
analises. Isopropanol foi utilizado como padrdo externo para construcdo da curva de

calibracao.

2.2.8.2. Determinacao do tamanho de particulas e do potencial

zeta

Neste tipo de caracterizacdo foi utilizado um equipamento da marca Malvern modelo
Zetasizer 1000, locado no Laboratério de Polimeros da EEL/USP e Malvern Zeta Sizer
V510, locado no Laboratoire d’Automatique et Génie des Procédés (LAGEP), da
Universidade Claude Bernard, Lyon 1 (Lyon — Franca). Para o acompanhamento da
evolu¢do do tamanho de particulas com a conversdo, amostras foram retiradas do meio
reacional, diluidas no solvente (n-hexadecano) e submetidas as analises. Para as medidas
do tamanho final de particulas e distribuicdo de tamanhos, as analises foram realizadas
apos remocao da fase organica e redispersdo das particulas em é4gua deionizada. Os
tamanhos de particulas foram também obtidos em fun¢do da temperatura, a qual variou
entre 25 e 60°C, com medidas sendo feitas em intervalos de 2,5°C. Entre cada medida,
utilizou-se um tempo de estabilizacdo das amostras a temperatura desejada equivalente a
seis minutos.

As medidas de potencial zeta foram realizadas em um equipamento Malvern Zeta
Sizer V510, locado no LAGEP, na Universidade Claude Bernard, Lyon 1. Para estas

analises, as amostras secas foram redispersas em uma solugdo aquosa de NaCl (3 mM).
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2.2.8.3. Espectrometria de infravermelho (FTIR)

Na caracterizagdo via espectrometria de infravermelho (FTIR) foi utilizado um
equipamento da marca Perkin Elmer modelo Spectrum GX, locado no Laboratorio de
Biotecnologia da EEL-USP. Para a realizacdo das andlises de infravermelho, as amostras
secas dos nanog¢is foram depositadas sobre pastilhas de KBr e as analises foram realizadas

em modo de transmitancia, numa faixa de ondas entre 400 e 4000 cm’.

2.2.84. Morfologia das nanoparticulas

Na caracterizagdo das nanoparticulas por TEM foram utilizados dois equipamentos
diferentes: um da marca Philips modelo CM 120 com uma voltagem de 80kV, locado no Centro
Tecnologico de Microestruturas (CTu) da Universidade Claude Bernard, Lyon 1, em Lyon,
Franga; e outro da marca Philips, modelo Tecnai 10, operado a 80kV, locado no Centro de
Microscopia do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina da USP, Sao Paulo.
Para estas andlises, as amostras secas foram redispersas e diluidas em agua deionizada.
Para uma melhor visualiza¢do das particulas, uma solu¢do aquosa de acido fosfotungstico

(1 g/L) foi utilizada como agente de contraste.

2.2.8.5. Difratometria de raios X

O difratdmetro de raios X utilizado foi da marca Shimadzu modelo XRD-6000,
locado no Laboratério Difratometria de raios X da EEL/USP, com radiacdo de CuKa (A=
1,5406 A), filtrada por Ni, operando a 40 kV e 30 mA a uma taxa de varredura de 1°
(26/min). Estudos de Difragdao de raios X (DRX) foram realizados para as amostras secas
dos nanoggéis a base de PNVCL, obtendo-se medidas de Intensidade em fun¢ao do angulo

de difracdo, o qual variou entre 5 e 80°.

2.2.9.  Encapsula¢do das nanoparticulas magnéticas

Para a encapsulagdo das nanoparticulas magnéticas, um ferrofluido previamente
sintetizado no Laboratério LAGEP da Universidade Claude Bernard —Lyon 1, em Lyon,
Franga (MOUAZIZ et al., 2009) foi utilizado. Este ferrofluido é constituido das particulas

de oxido de ferro complexadas com dextrana. As polimerizagdes da NVCL em
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miniemulsdo inversa foram, entdo, realizadas na presenca de diferentes concentragdes
deste ferrofluido.

Nesta etapa do trabalho de pesquisa, variou-se, ainda, a fase continua, as
concentracdes de Span 80 e de MBA, assim como o tipo e concentragdo de iniciador,
visando estudar a influéncia destes parametros no tamanho final e distribuicao de tamanhos
das nanoparticulas magnéticas.

As nanoparticulas poliméricas magnéticas foram, entdo, caracterizadas pelos
mesmos métodos utilizados na polimerizagdo em miniemulsdo da NVCL, acrescentando-se

as medidas de magnetizagdo e analises termo-gravimétricas.

2.2.10. Caracterizacdo dos nanog€is magnéticos sensiveis a

temperatura

2.2.10.1. Espalhamento de luz

Para estas andlises utilizou-se um equipamento Malvern Zeta Sizer V510, locado
no Laboratoire d’Automatique et Génie des Procédés (LAGEP), da Universidade Claude
Bernard, Lyon 1 (Lyon — Franga) e um equipamento de espalhamento de luz NanoSight
modelo LM20, locado no laboratorio de nanoparticulas do Instituto de Quimica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre (RS).

2.2.10.2. Medidas de magnetizacao

As medidas de magnetizacdo foram realizadas para as amostras secas das
particulas poliméricas magnéticas, utilizando um magnetdmetro de amostra vibrante
(MAV) Lake Shore, modelo 7404, locado no Departamento de Fisica e Quimica da
Universidade Federal de Itajuba, em Itajuba, operando com campos magnéticos entre 11,8

e 21,7 kOe a temperatura de 300K.
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2.2.10.3. Analises termo-gravimétricas (TGA)

Para as analises termo-gravimétricas (TGA) utilizou-se um equipamento TG/DTA
marca SII Nanotechnology, modelo EXSTAR 6200, com controlador automatico de gases,
locado no Laboratério de Analises Térmicas do Departamento de Materiais e Tecnologia
da Faculdade de Engenharia de Guaratingueta — FEG/UNESP.

A determina¢do da quantidade de nanoparticulas de 6xido de ferro incorporadas
aos nanogéis termo-sensiveis de PNVCL, foi feita através de analises termo-gravimétricas
(TG). As amostras secas das particulas poliméricas magnéticas foram submetidas as
analises, realizadas com intervalo de temperatura entre 25 e 600 °C e taxa de aquecimento
de 5 °C/min, sob atmosfera de N,

Primeiramente, o conteido das nanoparticulas magnéticas foi definido como a
porcentagem de material existente apds o processo de calcinagdo. A porcentagem de
nanoparticulas de 6xido de ferro incorporada aos nanoggis, entdo, estimada, utilizando-se a

equacao 2.4:

NPM (%) = COr;

100 Equacao 2.4

I

onde COFF ¢ a porcentagem de 0xido de ferro apds o processo de calcinagdo e COF; ¢ a

porcentagem de 6xido de ferro adicionada ao sistema no inicio da polimerizagao.
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3. Sintese de nanogg€is sensiveis a temperatura € ao pH via

polimerizacao por precipitagao

3.1. Introducao

Este capitulo descreve a preparagdo de nanoparticulas constituidas de poli(/V-
vinilcaprolactama-co-acido acrilico)/poli(NVCL-co-AA), sensiveis tanto a temperatura
quanto ao pH, utilizando a técnica de polimerizacdo por precipitagdo. O efeito de
parametros tais como, concentragdo de acido acrilico (AA), iniciador (KPS) e agente de
reticulagdo (MBA) no didmetro de particulas (DP) e na sensibilidade a temperatura dos
nanogéis a base de poli(NVCL-co-AA), bem como a adicdo de um surfatante idnico, ¢
apresentado no presente capitulo. Além disso, estudou-se a sensibilidade ao pH dos

nanogéis sintetizados com diferentes concentragdes de AA.

3.2. Sintese dos nanogéis de poli(NVCL-co-AA) via

polimerizagao por precipitagao

Os nanogéis constituidos de poli(NVCL-co-AA) foram sintetizados via
polimerizacdo por precipitacdo livre de surfatante, estudando-se a influéncia dos
parametros de sintese na sensibilidade a temperatura. Além disso, a sensibilidade ao pH
dos nanogéis também foi estudada em fun¢do da concentracdo de AA. A polimerizagao
também foi realizada substituindo-se o acido acrilico por um surfatante anionico (dodecil
sulfato de sédio ou SDS), visando obter um estudo comparativo da influéncia dos
segmentos de AA na estabilizagdo dos nanogéis.

Para estudar, ainda, o efeito do acido acrilico na estabilizacdo coloidal das
nanoparticulas em fun¢do do pH do meio reacional, algumas polimerizacdes foram
realizadas na presen¢a de uma solucdo tampao, visando ajustar o valor do pH em 5.

A tabela 3.1 apresenta as formula¢des empregadas nas sinteses dos nanogéis a

base de poli(NVCL-co-AA) via polimerizag¢ao por precipitagao.
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Tabela 3.1 Formulagdes e condigdes experimentais utilizadas nas sinteses dos nanogéis de

poli(NVCL-co-AA) via polimerizagao por precipitagao.

Reacdes N:/g()jL AA (%) MBA (%) KPS(%) SDS (%) Tamponada
P1 3 3 8 1 0 Nao
P2 3 6,5 8 1 0 Nao
P3 3 10 8 1 0 Nao
P4 3 6,5 4 1 0 Nao
P5 3 6,5 12 1 0 Nao
P6 3 6,5 8 0,5 0 Nao
P7 3 6,5 8 2 0 Nao
P8 3 6,5 8 1 0 Sim
P9 3 6,5 12 1 0 Sim
P10 3 0,5 8 2 0 Sim
P11 3 0 8 1 2,5 Nao
P12 3 12,5 8 1 0 Nao
P13 3 1,8 8 1 0 Nao

Toda a porcentagem foi calculada, em massa, em rela¢do a quantidade de NVCL

Em relagdo ao efeito do pH do meio reacional, comparando-se as reacdes P2 e PS,
foi possivel observar um aumento da estabilidade coloidal do nanogel obtido na reacao
tamponada (P8). Para explicar este resultado, ¢ necessario levar em consideragao que na
reacdo tamponada, o pH foi ajustado para 5,0, ou seja, acima do pKa do PAA que ¢ de
aproximadamente 4,2 (FUJIWARA et al., 1997). Dessa forma, em pH 5,0, as unidades de
AA estdo na forma ionizada, o que favorece, desde o inicio da polimerizagao, as interagdes
entre os grupos carboxilicos presentes nas nanoparticulas e as moléculas de agua. Como
resultado, observa-se um aumento do tempo de estabilidade do sistema (Tabela 3.2).

Para verificar o efeito da adi¢do do tampao na sensibilidade a temperatura dos
nanogéis, medidas de didmetros de particulas dos produtos das reagdes P2 e P8 foram,
ainda, obtidas em funcdo da temperatura. A Figura 3.1 apresenta os valores de DP em

funcdo da temperatura para os nanogéis de poli(NVCL-co-AA) obtidos nestas reagdes.
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Figura 3.1. Diametro de particulas em func¢do da temperatura dos nanogéis obtidos nas

reacdes P2 (ndo tamponada) e P§ (tamponada).

A partir da Figura 3.1, pode-se observar que o nanogel obtido na reacdo P8
(tamponada) apresentou valores de diametros de particulas maiores, se comparados aqueles
obtidos do produto da reacdo nido tamponada. Este fato estd relacionado com o efeito da
repulsdo eletrostatica, resultante da ionizagdo dos grupos carboxilicos dos segmentos de
AA, em pH acima do pKa deste mondmero. No entanto, o nanogel obtido na reagdo PS,
apresentou maior estabilidade em funcao do tempo. Além disso, como pode ser verificado,

o comportamento termo-sensivel ndo foi afetado pelo tampao.

3.3. Influéncia da concentra¢ao de acido acrilico

Nesta etapa, variou-se a concentragdo de AA em 3, 6,5 e 10% em massa, em
relacdo a NVCL. As concentragdes de MBA e KPS foram mantidas constantes e iguais a
8% e 1%, respectivamente. A Figura 3.2 apresenta as curvas de didmetro de particulas em

funcdo da temperatura para os nanogéis sintetizados com diferentes concentragdes de AA.
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A partir desta figura, podemos observar a reducdo do didmetro dos nanogéis com o

aumento da temperatura, assim como determinar a LCST para cada copolimero.
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Figura 3.2. Diametros de particulas em fun¢do da temperatura para os nanogéis de

poli(NVCL-co-AA) sintetizados com diferentes concentracdes de AA.

A Figura 3.2 mostra que o aumento da concentra¢do de AA levou a diminuicao do
diametro dos nanoggis. Este resultado pode ser explicado pela contribui¢do do &cido
acrilico na etapa de formacao das particulas. Vale a pena lembrar que estas reagdes foram
realizadas sem uso de surfatantes convencionais, visando estudar o efeito estabilizante do
acido acrilico. Uma vez que o principio basico da formagdo de particulas em
polimerizacdes por precipitacdo consiste na precipitacdo de oligdmeros na fase aquosa,
quanto maior a concentragdo de AA no meio reacional, maior ¢ a quantidade de moléculas
capazes de estabilizar os oligdbmeros formados sob a forma de particulas. Em outras
palavras, o aumento da quantidade de grupos carboxilicos nas cadeias poliméricas leva a

um aumento da eficiéncia de estabilizagdo coloidal de oligomeros de PNVCL. Resultados
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semelhantes ja foram anteriormente reportados (KRATZ et al., 2000), na copolimerizagao
do 4cido acrilico com a N-isopropilacrilamida.

Uma vez que as reagdes foram realizadas a 70°C, ou seja, acima da LCST da
PNVCL, os segmentos hidrofébicos de PNVCL se encontram, provavelmente, em sua
maioria, no interior das particulas, enquanto as unidades hidrofilicas do AA se localizam
preferencialmente na superficie das particulas, ou seja, na interface entre as nanoparticulas
e a agua, favorecendo, assim, a estabilizacdo dos nanogéis (LEE et al., 2008).

Os valores de LCST foram estabelecidos como a temperatura correspondente ao
ponto de inflexdo na curva de diametro de particulas versus a temperatura (Figura 3.2).
Observa-se que um aumento na concentracdo de AA levou a um aumento da LCST. Este
fato pode ser atribuido a presenca dos segmentos hidrofilicos de AA, que favorecem as
interacdes fisicas (pontes de hidrogénio) entre as macromoléculas e a agua, aumentando
assim, a temperatura necessaria para que interagdes fisicas do tipo polimero-polimero se
tornem dominantes e, consequentemente, para que ocorra a separagdo de fases. Ja ¢
conhecido que fatores, como a massa molecular, influenciam a LCST da PNVCL, como
pode ser verificado no estudo da homopolimerizagdo da NVCL em diferentes solventes e
com diferentes concentragdes de CTA, descrito no Apéndice A. Além, disso, a LCST
também ¢ dependente da quantidade de comondmero adicionado em copolimerizagdes.
Comondmeros hidrofilicos, como ¢ o caso do AA, aumentam a LCST, podendo esta
desaparecer, se a quantidade de comondmero adicionada for muito alta. (KRATZ et al.,
2000). Os valores de LCST encontrados neste estudo foram iguais a 37,5; 42,5 e 50 °C
para os nanoggis sintetizados com 3, 6,5 ¢ 10% de AA em massa, em relacdo a NVCL,
respectivamente.

Para a reagao realizada com 1,8 % em massa de AA, em relagdo a NVCL (P13),
observou-se a formagao de aglomerados durante a polimerizagdo, indicando instabilidade
do sistema. Por outro lado, durante a reag¢do realizada com concentracdo de AA igual a
12,5 % em massa, em relagdo a NVCL, (P12), ndo foi possivel observar turbidez do
sistema, o que provavelmente foi provocado pelo aumento significante da hidrofilicidade
do copolimero.

Visando estudar, de forma qualitativa, a incorpora¢ao do AA nos nanogéis a base
de poli(NVCL-co-AA), analises de spectrometria de FTIR foram realizadas para as reagdes

com diferentes concentracdes de AA (P1, P2 e P3). Nos espectros de FTIR as bandas de
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absor¢ao caracteristicas de ambos os mondmeros foram analisadas. A Figura 3.3 apresenta

os espectros de FTIR dos nanogéis sintetizados com diferentes concentracdes de AA.
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Figura 3.3. Espectros de FTIR dos nanogéis sintetizados com diferentes concentracdes de

AA.

A partir da Figura 3.3, pode-se identificar as bandas de absor¢do caracteristicas da
ligagdo C=0 do AA em 1718 cm™ e da deformagio axial da ligagio C-O-H em 1190 cm™.
Além disso, podemos atribuir a presenca das bandas em 1540 cm™ & vibracdo dos grupos
COO (WU et al., 2008). Estas bandas, além de confirmarem a presenca do AA nos
nanogéis, mostram o aumento da incorporagdo desse monOmero nos copolimeros, a
medida que se aumenta a quantidade de AA adicionada nas sinteses, levando-se em
consideragdo o aumento de suas intensidades. Também pode-se identificar, em 1660 em’,
a banda caracteristica da ligagdo C=0O da NVCL.

Como mencionado anteriormente, as copolimerizacdes realizadas visaram estudar
o efeito da concentragdo do AA na estabilidade dos nanogéis a base de poli(NVCL-co-
AA). Observou-se, através dos valores dos diametros de particulas e da polidispersidade,

que os nanogéis apresentaram estabilidade coloidal, o que leva a hipotese de que a
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estabilizacao pelas unidades de AA foi eficiente. No entanto, para confirmar esta hipotese,
areagdo P11 foi realizada sem AA, mas utilizando-se dodecil sulfato de sddio (SDS) (2,5%
m/m em relacdo a NVCL) como surfatante, o qual ¢ comumente empregado em trabalhos
descritos na literatura. As concentracdes de MBA e KPS para estas reacdes foram,
novamente, mantidas constantes em 8 e 1 % respectivamente. A Tabela 3.2 apresenta a
evolucdo dos valores de DP e da polidispersidade dos produtos das reacdes P2, P8 e P11,

em fun¢do do tempo de estocagem.

Tabela 3.2. Diametros médios de particulas e polidispersidade em fungdo do tempo para

os nanogg¢is obtidos nas sinteses P2, P8 e P11.

Tempo DP (nm) Polidispersidade

Logo ap0s a sintese 281.,6 0,208

P2 7 dias apos 289,6 0,462
14 dias ap6s 294.6 1,000

Logo ap0s a sintese 353,2 0,066

P8 7 dias apos 355.7 0,104
14 dias apos 356,1 0,099

Logo ap0s a sintese 106,2 0,123

P11 7 dias apos 102,4 0,124
14 dias ap6s 105,3 0,175

P2 (6,5% AA, m/m, ndo tamponada), P8 (6,5% AA, m/m, tamponada) e P11 (2,5% SDS,

m/m, ndo tamponada)

Comparando-se o efeito do AA e do SDS nas reacdes P8 e P11, respectivamente,
pode-se observar, primeiramente, uma reducao do didmetro de particulas quando SDS foi
utilizado como surfatante. O dodecil sufato de s6dio ¢ um agente tensoativo, isto ¢, uma
molécula anfifilica, que apresenta uma regido apolar e outra polar, e que se associa
espontaneamente em solugdo aquosa, a partir de uma determinada concentracao,
denominada concentragdo micelar critica (CMC), formado micelas. O valor da CMC deste
surfatante em solugdo aquosa ¢ de 0,24 % em massa. Dessa forma, ele possui uma alta
eficiéncia na formacao de micelas e, consequentemente, na estabilizagdo de emulsdes. Por

este motivo, o SDS ¢ comumente utilizado em polimerizagdes em miniemulsao, devido a
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sua eficacia de estabilizacdo de particulas de tamanho reduzido, o que explica a obtengao,
no presente estudo, de particulas com didmetros menores, utilizando SDS.

No entanto, observando-se as polidispersidades dos produtos das reagdes P8 e
P11, verifica-se que os valores sdo bastante semelhantes. Além disso, em ambos o0s casos,
os diametros médios e as polidispersidades praticamente nao variaram em fun¢ao do tempo
de armazenagem. Dessa forma, pode-se dizer que dispersoes estaveis foram obtidas tanto
utilizando o SDS, como surfatante, como o AA, como um estabilizante das nanoparticulas
obtidas em meio tamponado. Estes resultados confirmam a eficiéncia do AA na
estabilizacdo coloidal dos nanogéis, nas sinteses realizadas em pH superior ao pKa do AA.
Porém, quando as reagdes foram realizadas em pH inferior ao pKa deste mondémero, as

polidispersidades aumentaram significantemente em fungao do tempo de armazenagem.

3.4. Influéncia da concentragdao do agente de reticulagao

Nesta etapa, variou-se a concentragao de agente reticulante (MBA) em 4, 8 e 12 %
em massa, em relacio a NVCL, com o objetivo de avaliar a sua influéncia nas
propriedades dos nanogéis. A Figura 3.4 mostra o efeito da concentracdo do agente

reticulante no diametro médio das particulas.
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Figura 3.4. Efeito da temperatura no didmetro dos nanogéis sintetizados com diferentes

concentracoes de MBA.

E possivel observar que, em geral, o aumento da concentragdo de MBA leva a um
aumento do didmetro médio das particulas e este aumento ¢ bastante significativo
utilizando-se 12 % em massa de MBA. Este resultado pode ser atribuido & maior
reatividade do MBA, quando comparada a NVCL, o qual ¢ consumido preferencialmente
durante o inicio da polimerizacdo. Este fato, associado a maior solubilidade em agua do
MBA, em comparacao a NVCL, leva a um aumento do tamanho critico de cadeias para
que haja precipitacdo dos oligdmeros formados na fase aquosa. A Figura 3.4 mostra, ainda,
que acima da LCST, a diferenga nos didmetros de particulas dos nanogéis sintetizados com
diferentes concentracdes de MBA foi menos pronunciada. Esse resultado pode estar
associado ao aumento do volume das particulas com o aumento de MBA durante a sintese
dos nanogéis, o qual permite a retengdo de uma quantidade maior de moléculas de d4gua no
interior das nanoparticulas. Estudos da influéncia do MBA em sistemas constituidos de
PNVCL ou PNIPAM descrevem a obtengdo de resultados semelhantes (IMAZ;
FORCADA, 2009; DURACHER et al., 1999). Estes autores também explicaram o
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aumento dos didmetros de particulas em termos da diferenca de reatividade entre 0 MBA e
os demais mondmeros. Em relagdo a P5, a variagdo de DP pode estar relacionada tanto
com o aumento do tamanho critico de cadeias para o processo de precipitacdo e formagao
das particulas, quanto com a baixa estabilidade coloidal destas particulas. Em outras
palavras, o alto grau de reticulagdo pode resultar em uma maior distribuicdo dos grupos
carboxilicos dos segmentos do AA no interior das particulas, diminuindo, assim, a

concentragdo destes grupos ionizaveis na superficie das particulas.

3.5. Influéncia da concentracao de iniciador

A Figura 3.5 apresenta os diametros de particula em funcao da temperatura para
os nanoggis sintetizados com diferentes concentragdes de iniciador (KPS), ou seja, 0,5, 1

2 % em massa, em relagdo a NVCL.
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Figura 3.5. Efeito da temperatura no diametro dos nanogéis sintetizados com diferentes

concentracoes de KPS.
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Através da Figura 3.5, pode-se observar, primeiramente, que quando o aumento
da concentracdo de iniciador de 0,5 para 1% (m/m) resultou em uma pequena diminuigdo
dos diametros dos nanogéis. Obviamente, o aumento da concentragdo de iniciador leva a
um aumento da concentracdo de radicais livres, diminuindo, assim, os didmetros finais de
particulas, tendo em vista o aumento do niimero de particulas formadas logo no inicio da
polimerizacao. No entanto, quando a concentragdo de iniciador foi aumentada para 2 % em
massa, em relacdo a NVCL, efeito oposto foi observado. Nos estdgios iniciais, o
crescimento de particulas € em sua maioria devido a reagao dos radicais com as moléculas
de MBA, devido a sua maior reatividade, em comparacdo com a NVCL. Se a concentracao
de radicais em crescimento ¢ muito alta, a probabilidade dos radicais formados reagirem
com moléculas do agente reticulante ¢ maior e, como consequéncia, os diametros finais de
particulas aumentam. Comportamento semelhante foi verificado por Imaz e Forcada
(2009), os quais verificaram uma diminuicdo significativa no tempo de consumo de MBA
com o aumento da concentragdo de iniciador. J4 Mackova e Hordk (2006) explicaram este
resultado inesperado em termos da concentracdo instantdnea de oligdmeros em
crescimento. Segundo estes autores, o aumento da concentragdo de iniciador leva ao
aumento na velocidade de precipitacdo de oligdmeros e na velocidade de coagulagdo de
nucleos instaveis que originardo particulas maiores. No entanto, para confirmar essas
hipoteses, experimentos e andlises adicionais sdo necessarios, visando um estudo mais
aprofundado da cinética de tais sistemas.

Com relagao a LCST, observa-se que este fenomeno foi mais acentuado para o

produto da reacdo realizada com 2 % em massa de KPS, em relagdo a NVCL.

3.6. Efeito do pH

O intumescimento do nanogel a base de poli(NVCL-co-AA) em resposta a
variagdo do pH do meio foi estudado, utilizando-se o produto da reacdo P2, ou seja, o
copolimero sintetizado com 6,5% de AA, 8 % de MBA e 1 % de KPS em massa, em
relacdo a NVCL. A Figura 3.6 apresenta os diametros de particulas obtidos em fun¢do da

temperatura e do pH do meio.
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Figura 3.6. Efeito da temperatura e do pH no diametro de particula do nanogel sintetizado

com 6,5% de AA, 8 % de MBA e 1 % de KPS em massa, em relacdo a NVCL (reacdo P2).

Os resultados revelam o intumescimento do nanogel a4 medida que se aumenta o
pH do meio. Em pH 6,5 ¢ pH 10,0, a presenca de forcas eletrostaticas repulsivas nas
unidades de AA, provoca a expansdo das cadeias poliméricas e, consequentemente, o
intumescimento dos nanogéis. Efeito oposto acontece abaixo do pKa do AA, ou seja, em
pH 4,0, o estado ndo ionizado dos segmentos de AA favorece as interagdes entre as

macrocadeias, levando ao desintumescimento das particulas (ZHANG et al., 2007).

3.7. Morfologia das nanoparticulas

A morfologia do nanogel obtido na reacdo P2, com 6,5% de AA, 8% de MBA e
1% de KPS em massa, em relagdo a NVCL, foi observada por microscopia eletronica de

transmissao (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM) do nanogel

sintetizado com 6,5% de AA, 8% de MBA e 1% de KPS (reagdo P2).

A Figura 3.7 mostra a morfologia esférica das nanoparticulas do nanogel com
diametro médio de, aproximadamente, 200 nm, o qual ¢ inferior ao resultado obtido por
espalhamento de luz e apresentado na Tabela 3.2 (281,6 nm). Esta diferenca pode ser
atribuida ao processo de secagem durante o preparo das amostras para as analises de TEM.
Com relacdo a polidispersidade, as imagens da Figura 3.7 mostram a presenca de particulas
de diferentes didmetros, confirmando a polidispersidade de 0,208 obtida nas analises de

espalhamento de luz. No entanto, ndo foi observada a presenca de aglomerados,
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confirmando a contribuicdo do AA na estabilidade das nanoparticulas durante a sintese do
nanogel. Ainda ¢ possivel verificar que as particulas ndo apresentam as superficies bem
delimitadas, o que pode ser explicado pela presenca de segmentos de cadeia ricos em AA

na superficie, enquanto o nicleo ¢ mais rico em PNVCL.
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4. Sintese de nanogéis magneéticos a base de PNVCL via

polimeriza¢ao em miniemulsao

4.1. Introducao

Este capitulo descreve a sintese de nanogéis termo-sensiveis de PNVCL e
incorporagdo de nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro, utilizando a técnica de
polimerizacdo em miniemulsdo inversa. n-hexadecano e ciclohexano foram estudados
como fase continua e Span 80 foi utilizado como surfatante. O efeito da concentragdo do
Span 80 na cinética de polimerizagdo, na estabilizacdo e na sensibilidade a temperatura dos
nanogéis a base de PNVCL, foi previamente estudado. As andlises termo-gravimétricas
(TGA), a difratometria de raios X e o poder de magnetizacdo confirmaram a incorporagao
das particulas de oxido de ferro nos nanogéis termo-sensiveis. A morfologia das

nanoparticulas foi estudada por microscopia eletronica de transmissao (TEM).

4.2. Determinacdo da CMC do Span 80 em n-hexadecano

Nas polimerizagdes em miniemulsdo inversa, a medida da tensdo interfacial entre
a agua e a fase continua determina o revestimento das gotas pelo surfatante. Dessa forma,
medidas da tensdo interfacial na interface agua/n-hexadecano foram realizadas para
misturas com diferentes concentragcdes de Span 80 e os resultados estdo apresentados na

Figura 4.1
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Figura 4.1. Tensdo interfacial entre 4gua e n-hexadecano m funcdo da concentragio de

Span 80 a 25 °C.

A Figura 4.1 mostra que o valor de CMC do Span 80 em n-hexadecano obtido foi
de 6.5 % em massa. Na literatura, ndo foram encontradas informagdes referentes a CMC
do Span 80 em n-hexadecano. No entanto, ¢ conhecido que a dupla ligacdo presente na
molécula do Span 80 aumenta a hidrofobicidade deste surfatante, levando a obtengdo de
valores mais altos de CMC, quando comparado a outros monoésteres de sorbitano. Lin et
al. (2006) obtiveram um valor de CMC do Span 80 em ciclohexano igual a 4 % (m/m).
Esta diferenca pode ser atribuida a solubilidade do Span 80 no ciclohexano, a qual ¢
superior a sua solubilidade em n-hexadecano. Quanto maior ¢ a solubilidade do surfatante

no solvente, menor ¢ a CMC.
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4.3. Determinagdo do coeficiente de particdo da NVCL entre

agua e n-hexadecano

Uma caracteristica importante a ser considerada em polimerizagdes em
miniemulsdo ¢ a solubilidade do mondmero na fase dispersa e na fase continua,
respectivamente. O coeficiente de particdo consiste na razdo da concentragdo de um
composto em uma mistura de dois solventes imisciveis (LEO, 1971). Em outras palavras,
este coeficiente ¢ uma medida diferencial da solubilidade de uma substancia entre estes

solventes. Dessa forma, os coeficientes de parti¢do da NVCL (K, ) em uma mistura de

agua e n-hexadecano foram determinados em fun¢ao da concentragao do mondmero, a 25 e

70 °C (Figura 4.2). Os valores de K, ~~ foram obtidos através das concentragdes de

NVCL na fase aquosa (/NVCL],) (m/m) e em n-hexadecano (/NVCL]yp) (m/m), ou seja,
Ky, = [NVCLIJINVCL]up, e estao apresentados na Figura 4.2 em fun¢do da

concentracao inicial de NVCL na mistura (m/m).
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Figura 4.2. Coeficientes de particdo da NVCL em uma mistura de 4gua e n-hexadecano a

25¢e70 °C.
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A partir destes resultados, verifica-se a obtencao de valores relativamente altos de
coeficiente de particdo da NVCL, o que indica que a sua solubilidade ¢ maior em agua do
que em n-hexadecano, como esperado. Os coeficientes de partigdo dependem da
quantidade de monomero adicionada a mistura até que as duas fases estejam em equilibrio.
A 70 °C a solubilidade da NVCL em 4agua é maior que 4 25 °C. No entanto, em ambas as

temperaturas, o valor de K, = no equilibrio parece ser de 1,7. Estes resultados

confirmam a importancia da adi¢do de um agente de pressdo osmoética, como o NaCl, por
exemplo, a fase aquosa, visando a estabilizacdo osmotica das gotas de mondmero, como

visto anteriormente.

4.4. Influéncia do co-estabilizante

A Figura 4.2 mostra que a NVCL ¢ mais solivel em agua do que em n-
hexadecano. No entanto, este mondmero também ¢ soluvel na fase continua. Nestes casos,
os agentes de pressao osmotica, tal como o NaCl, sdo bastante utilizados. A fungao destes
agentes ¢ prevenir a difusdo das moléculas de mondémero pela fase continua, visando
manter a estabilidade destas durante o processo de polimerizagdo através do aumento da
pressdo osmotica das gotas de mondmero.

Para confirmar esta hipdtese, foram utilizadas, neste estudo, formulagdes com
adicao de NaCl como co-estabilizante na fase aquosa e formulagdes sem a adi¢cdo do sal.
Em todas as formulagdes sem a adicdo de NaCl, observou-se a separacdo de fases
macroscopica das miniemulsdes logo apos o término das polimerizagdes e a retirada do
sistema de agitacdo. Uma destas fases foi um liquido de aspecto leitoso, constituido de
particulas poliméricas, enquanto e outra foi uma solugao transparente, constituida das gotas
originais de mondmero.

Assim, convencionou-se o uso de NaCl como agente osmotico em todas as

reagoes seguintes de sintese da PNVCL via polimerizagdo em miniemulsdo inversa.

4.5. Influéncia da concentracao de surfatante

Na sintese de nanogéis, visando seu uso como agentes de transporte e liberacao

controlada de principios ativos, a biocompatibilidade dos reagentes necessita ser
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cuidadosamente estudada. A escolha do solvente ¢ um parametro extremamente importante
a ser considerado na preparagdo de nanogéis para aplicacdes biomédicas in vivo. Neste
sentido, o estudo do coeficiente de particdo ou Log P €, mais uma vez, um parametro
bastante util. O Log P de um solvente ¢, usualmente, determinado em uma mistura de 1-
octanol e agua e representa uma estimativa de sua biocompatibilidade (LAANE et al.,
1987). Dessa forma, Log P parece ser um parametro adequado para a escolha de um
solvente organico adequado, uma vez que ja existe na literatura uma correlacao entre Log
P ¢ a atividade de microorganismos (LAANE et al., 1987; OSBORNE et al., 1990). De
acordo com os estudos realizados por Prichanont et al. (2000) e Baldascini et al. (2001),
solventes cujos valores de Log P estdo entre 4,0 ¢ 13,7 ndo influenciaram a atividade
enzimatica e, assim, podem ser considerados biocompativeis. Dessa forma, convencionou-
se 0 uso do n-hexadecano (HD), o qual possui Log P igual a 8,8 (PRICHANONT et al.,
2000), como fase continua neste estudo preliminar da sintese dos nanogéis de PNVCL. A
escolha do n-hexadecano também esta relacionada com a solubilidade da NVCL. Sabe-se
que este mondmero ¢ soluvel em varios solventes organicos € o HD ¢ um dos solventes nos
quais ela apresenta menor solubilidade.

Para a escolha do surfatante apropriado para a sintese de nanogéis para aplicagdes
biomédicas in vitro, in vivo ou ex vivo, existe uma série de fatores que devem ser levados
em conta. Dentre estes fatores, os mais importantes sdo a biocompatibilidade, a intera¢ao
com a fase continua, visando uma boa estabilidade coloidal do sistema, ¢ a capacidade de
captura de substratos e extragdo de moléculas, para realizagdo de analises e
biotransformag¢des. Surfatantes nao-idnicos sdo mais apropriados para aplicagdes
biomédicas in vivo (FORMARIZ et al., 2005) devido ao fato de estes serem menos
afetados pelas mudangas do pH e forca i6nica e de apresentarem menor toxicidade (CRUZ;
UCKUN, 2001). Utilizando este critério, ¢ baseando em alguns trabalhos na literatura
(LANDFESTER et al., 2000; XU et al., 2004), Span 80 (monooleato de sorbitano) foi
selecionado para ser utilizado como surfatante neste estudo. Este surfatante ¢ soltivel na
fase continua e possui um valor de HLB igual a 4,3. O HLB (balang¢o hidrofilico/lipofilico)
¢ um parametro muito utilizado na industria para prever o grau de estabilidade que um
determinado surfatante pode proporcionar, ajudando a selecionar o surfatante adequado
para uma dada aplicagdo (HOLMBERG et al.. 2002). O valor HLB de um surfatante

aumenta proporcionalmente com o aumento da polaridade da molécula. Uma vez que o
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valor de HLB do Span 80 ¢ de 4,3, este surfatante ¢ apropriado para polimerizagdes em
miniemulsdo inversa.

Visando estudar o efeito do Span 80 nas propriedades coloidais dos nanogéis de
PNVCL, uma série de experimentos foi realizada, variando-se a concentracdo deste
surfatante. Os didmetros hidrodinamicos dos nanogéis termo-sensiveis em fun¢do da

concentragdo de Span 80 estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Influéncia da concentracao de Span 80 e da quantidade da fase aquosa no

diametro hidrodinamico dos nanogéis de PNVCL.

Diametros hidrodinamicos
Reagdo H,O (g)  Span 80" (% m/m)

(DH)" (nm)
MN1 3 3 193
MN2 3 4 173
MN3 3 6 167
MN4 3 8 190
MN5 8 3 524
MN6 8 4 484
MN7 8 5 467
MNS& 8 6 457
MN9 8 7 537
MN10 8 7.7 570
MNI11 8 8 635

“Estas concentra¢des de Span 80 foram calculadas em fun¢io da fase continua.
PEstas medidas foram obtidas em n-hexadecano, sem tratamento prévio dos nanogéis.

A Tabela 4.1 mostra um ligeiro decréscimo do diametro hidrodindmico dos
nanog¢is com o aumento da concentracdo de Span 80. No entanto, quando a concentracao
de Span 80 foi superior a 6 % em massa, em relacio ao HD, resultado oposto foi
observado. Este comportamento foi verificado tanto para os nanogéis sintetizados com 3 g
quanto com 8 g de 4gua. Com o aumento da concentracdo de surfatante a iniciacdo nao
acontece, simultaneamente, em todas as gotas e, consequentemente, os primeiros radicais
sdo formados somente em algumas gotas de monomero. A presenca dos macro-radicais,
por sua vez, tende a aumentar o tamanho da gota, levando a degradacdo de Ostwald e,

consequentemente, levando a particulas com diametros maiores (ASUA, 2002). Além
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disso, a probabilidade de formagdo de micelas ¢ maior a medida que a concentracdo de
surfatante ¢ aumentada. Este fato, associado a ligeira solubilidade da NVCL no n-
hexadecano intensifica o fenomeno de difusdo das moléculas de mondmero das gotas para
as micelas, a fim de manter o equilibrio termodinamico.

Por outro lado, pode-se observar que, em geral, a variagdo do didmetro dos
nanogéis em funcdo da concentracdo de surfatante ¢ pequena. Resultados similares foram
obtidos por Hashimoto et al. (2008). Estes autores estudaram o efeito da adi¢do de Span 80
na fase continua e varios co-estalizantes na fase aquosa. A adi¢do de surfatantes muda a
afinidade entre fases liquidas e superficies sélidas, através de mudangas de angulo de
contato. Nesse estudo, eles observaram que a influéncia da concentragao de Span 80 no
angulo de contato so foi significante quando quantidades suficientemente altas de um co-
estabilizante com alto valor de HLB (Tween 20) foram utilizadas. Foi sugerido, entdo, que
as gotas aquosas tinham maior afinidade com a superficie hidrofobica somente quando
ambas as fases continham alta concentracao de estabilizantes.

A faixa de concentra¢ao de surfatante utilizada neste estudo ficou restrita entre 3
e 8 % em massa, em relagdo a fase continua. Isto se deve ao fato de que abaixo de 3 % e
acima de 8 % em massa, em relagdo ao HD, respectivamente, foram obtidos nanogéis com
baixa estabilidade coloidal, apresentando separagdo de fases logo ap6s o término do
processo de polimerizacdo, como pode ser visualizado na Figura 4.3. Dessa forma,
convencionou-se o uso de concentracdes de Span 80 entre 3 — 8 % em massa, em relagao a

fase continua, as quais produziram miniemulsdes estaveis durante cerca de um més.

Figura 4.3. Aspecto das dispersdes dos nanogéis obtidos utilizando 3 % em massa (a

esquerda) e 2 % em massa (a direita) de Span 80 em relacdo a fase continua.
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Pode-se observar, ainda, através da Tabela 4.1, que a quantidade da fase aquosa
influencia no didmetro dos nanogéis e que as polimerizagdes realizadas com 3 g de agua,
foram aquelas nas quais se obteve nanogéis com DH menores. Este fato ¢ de extrema
importancia para o estudo destes sistemas como agentes de transporte e liberagao
controlada de drogas, nos quais o tamanho de particulas ¢ um parametro crucial,
dependendo de cada aplicagdo.

Considerando as possiveis aplicacdes biomédicas in vivo dos nanogéis de
PNVCL, a remocgdo completa do solvente organico ¢ extremamente importante e o sistema
necessita apresentar as mesmas propriedades apos o processo de remogao do solvente e
redispersdo em agua. Visando, entdo, estudar a eficiéncia do método de inversao de fases,
o n-hexadecano foi removido, utilizando-se trés lavagens com cloroformio, seguido de
secagem a vacuo. Em seguida, as nanoparticulas foram redispersas em agua deionizada. A
Figura 4.4 mostra o efeito da concentracdo de Span 80 no didmetro hidrodindmico dos
nanoggis obtidos nas reagoes MN1-MN4, apos a remocao do n-hexadecano e redispersao

em agua.
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gura 4.4. Efeito da concentragdo de Span 80 nos didmetros hidrodinamicos dos nanogéis
sintetizados com 3 g de agua, apds o processo de remogao do n-hexadecano e redispersao

em agua.
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A Figura 4.4 mostra que a variagdo do DH dos nanogéis em funcao da
concentragdo de surfatante, apds redispersdo em agua, seguiu 0 mesmo comportamento,
em comparacdo as andlises realizadas sem a remog¢do do n-hexadecano. Em outras
palavras, a partir de 6 % em massa, em relacdo a fase continua, os didmetros apresentaram
um ligeiro aumento. Quando o método de inversdo de fases foi aplicado, os valores de DH
foram, em geral, inferiores aqueles obtidos em n-hexadecano, sem tratamento prévio dos
nanog¢is. Este fato pode ser atribuido a desidrata¢do das particulas durante o processo de
secagem, as quais nao possuiram o mesmo grau de intumescimento apds a redispersdo em

agua.

4.6. Estudo cinético

Uma vez que as miniemulsdes sdo preparadas, o sucesso do processo de
polimerizacdo dependerd do mecanismo predominante de nucleacdo das gotas de
mondmero. No entanto, desde que estas sdo preparadas, elas podem sofrer degradacgao,
devido a difusdo das moléculas de mondmero na fase continua, dentre outras razdes. O uso
do ultra-som causa a oscilagdo das moléculas proéximas ao principal local de propagagao
das ondas, aumentando a distincia entre as moléculas. Esta rarefagdo resulta numa pressao
negativa que pode causar a formacdo de vacuo ou cavitagdo. As ondas de choque
produzidas e o total colapso das bolhas causam a quebra das gotas de mondémero. Um
exemplo de sonicador, assim como o processo de sonicagdo, estd ilustrado,
esquematicamente, na Figura 4.5. Pode-se observar que somente uma pequena regido do
fluido ao redor do sonicador ¢ diretamente afetada pelas ondas de ultra-som. Logo, para
que a quebra ocorra, as goticulas de monomero devem passar através dessa regido. Por
isso, quando ¢ usada a sonicagdo para formar a miniemulsdo, uma agita¢do adicional
precisa ser usada para garantir que todo o fluido passe através da regido de sonicacdo. Esse
processo cria uma miniemulsdo que ¢ dependente do tempo de sonicagdo, sendo que o
tamanho das goticulas deve diminuir com o tempo de sonicacdo. Inicialmente a redugdo ¢
pronunciada e com o passar do tempo o tamanho das gotas tendem a entrar em equilibrio,
dependendo da formulagdo, da energia embutida e da quantidade do meio reacional

(ASUA, 2002).
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Figura 4.5. Esquema do processo de sonificagao (ASUA, 2002)

O uso do ultra-som durante um determinado periodo de tempo visa a obtengao de
um estado estaciondrio obtido pelo equilibrio da taxa de quebra e coalescéncia das gotas.
Enquanto alguns autores afirmam que o tamanho das gotas ndo deve variar com o decorrer
do processo de polimerizagdo, outros dizem que a nucleacdo mais lenta nas miniemulsoes
leva a obtencdo de nanoparticulas com larga polidispersidade (ASUA, 2002). Segundo
Asua (2002), estas idéias contraditorias podem ser atribuidas a limitagcdes em relacdo a
obtencdo de informacgdes confidveis referentes ao processo de formagdo das particulas de
polimero. Para confirmar esta hipotese, o didmetro dos nanogéis foi medido, logo apds o
processo de homogeneizacao e em funcio do tempo de polimerizagdo para as sinteses com
diferentes concentragdes de Span 80. Os resultados obtidos nas polimerizagdes realizadas

com 8 g de agua estao apresentados na Figura 4.6.
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Figura 4.6. Didmetro hidrodinamico dos nanogéis obtidos em fun¢ao do tempo de

polimerizacao e da concentracao de Span 80 para as sinteses realizadas com 8 g de agua.

A Figura 4.6 mostra que, para os nanog¢is sintetizados com 8 g de agua, a

variagdo do didmetro hidrodindmico foi insignificante com o decorrer da polimerizagdo,

quando a concentracdo de Span 80 utilizada foi abaixo da inferior a 6 % em massa, em

relacdo ao HD. No entanto, um ligeiro aumento foi observado utilizando-se 8 % em massa

de Span 80.

A Figura 4.7 mostra a evolugdo do didmetro hidrodindmico dos nanogéis

sintetizados com 3 g de agua, em fungao do tempo de polimerizagao.
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Figura 4.7. Diametro hidrodindmico dos nanogéis obtidos em fun¢do do tempo de

polimerizacao e da concentragdo de Span 80 para as sinteses realizadas com 3 g de 4dgua.

A Figura 4.7 mostra um aumento em DH com o tempo de polimerizagdo. Como
mencionado anteriormente, em polimerizagdes em miniemulsdo, € importante maximizar o
numero de particulas formadas pela nucleagdo das gotas de mondmero. No entanto,
algumas micelas também podem estar presentes devido a alta quantidade de surfatante
utilizada e ao processo de homogeneizacdo e, consequentemente, algumas particulas
podem ser formadas por nucleacao micelar. Dessa forma, para aumentar a quantidade de
particulas formadas através da nucleacdo das gotas de monomero, deve-se ajustar as
condi¢des de homogeneizagdo, para que o surfatante seja totalmente adsorvido na
superficie dessas gotas.

Para estudar a cinética das polimerizacdes em miniemulsdo inversa da NVCL,
medidas de conversdo também foram obtidas em fung¢do do tempo, utilizando-se
cromatografia gasosa, para as sinteses realizadas com 3 g de agua. Os resultados obtidos

sdo apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8. Conversdo em fung¢do do tempo para as sinteses realizadas com 3 g de dgua e

diferentes concentragdes de Span 80.

A Figura 4.8 mostra, primeiramente, que, em todas as sinteses, a conversdo foi
completa ap6s 150 minutos de polimerizacdo e que, o aumento da concentragdo de
surfatante levou a uma diminui¢dao na velocidade de polimeriza¢do. Este decréscimo na
velocidade de polimerizacdo com o aumento da concentracdo de Span 80 pode ser
atribuido ao decréscimo da concentragao de monomero e de radicais por particula quando
concentracdes mais altas de surfatante sdo utilizadas. Para explicar estes resultados, deve-
se analisar a equacdo da velocidade de reacdo em polimerizagdes em meio disperso

(Equagdo 4.1) (GILBERT, 1995). De acordo com esta teoria, R, ¢ dado por:

k [M] N #a
) =& Equagio 4.1
N,

onde k, ¢ a constante de velocidade de propagagdo, [M], ¢ a fragdo em volume de

monomero dentro das particulas, 77 € o nimero médio de radicais por particulas € Na € o
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numero de Avogrado. Uma vez que todas as reagdes foram realizadas na mesma
temperatura, o valor de k, deve permanecer constante. Além disso, o nimero de particulas,
N, deve aumentar com o aumento da concentracdo de Span 80. Consequentemente, a
diminui¢cdo da velocidade de polimerizacdo em funcdo do aumento da concentracdo de
surfatante pode ser explicada somente por 7i ou [M],. Sabe-se que o nimero médio de
radicais por particula depende do numero de particulas. Dessa forma, desde que a
concentragdo de particulas aumenta proporcionalmente com o aumento de Span 80 e, uma
vez que, no presente estudo, os outros pardmetros reacionais foram mantidos constantes, o
numero de radicais por particula diminuiu e, consequentemente, a reagdo tornou-se mais
lenta. Fatores, tais como, transferéncia de cadeia ao surfatante, dificuldade de entrada de
radicais devido a presenca do surfatante na superficie das particulas e ocorréncia de efeito

gaiola sdo outros exemplos que podem explicar este decréscimo na R,,.

4.7. Potencial Zeta dos nanoggis

O potencial zeta dos nanogéis de PNVCL sintetizados com diferentes
concentracdes de Span 80 foi obtido em fung¢do do pH apds a redispersdao em solucao

aquosa de NaCl (3mM) e os resultados estdo apresentados na Figura 4.9.
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Figura 4.9. Potencial zeta dos nanog¢is de PNVCL em fung¢ao do pH e da concentracao de

Span 80.

O potencial zeta ¢ uma medida da densidade de cargas na superficie das
particulas. Neste caso, observa-se que o potencial zeta dos nanogéis de PNVCL variou,
ligeiramente, com a variacdo do pH do meio de dispersdo e com a concentracdo de Span
80. A Figura 4.9 mostra que, em geral, valores negativos foram obtidos. Este fato ¢
atribuido a presenca de cargas negativas provenientes dos grupos persulfato do iniciador
(KPS). Além disso, o surfatante utilizado neste estudo, Span 80, ¢ constituido de uma
mistura de acidos graxos (oléico, linoléico, linolénico e palmitico). Dessa forma, a
presenga de grupos carboxilicos na superficie dos nanogéis pode, também, explicar os
valores negativos de potencial zeta e o ligeiro aumento das cargas negativas com o
aumento da concentragdao de Span 80 e do pH.

Por outro lado, em geral, os valores de potencial zeta obtidos sdo todos proximos
de zero e estdo, ainda, dentro da faixa de erro, a qual ¢ de, aproximadamente, 5 mV.
Assim, pode-se assumir que os nanogéis sintetizados neste estudo ndo sdo eletricamente

carregados.
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4.8. Avaliacdo da sensibilidade térmica dos nanoge€is de

PNVCL

A sensibilidade a temperatura dos nanogéis de PNVCL obtidos nas reagdoes MN1,
MN2 ¢ MN3, foi estudada através de analises do diametro hidrodinamico em func¢ao da
temperatura e da concentracdo de Span 80. Todas as medidas foram obtidas em solugdo

aquosa, apds o processo de remog¢ao do n-hexadecano e redispersdao em agua (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Diametros hidrodindmicos dos nanogéis de PNVCL em funcao da

temperatura e da concentragao de Span 80.

A Figura 4.10 confirma a sensibilidade a temperatura dos nanogéis, os quais
apresentaram uma diminuicao no didmetro hidrodinamico com o aumento da temperatura.
Este comportamento ja foi bastante estudado por inumeros autores usando particulas
baseadas em poli(N-isopropilacrilamida) (BRIJITTA et al., 2009; WANG et al., 2008;
ZHANG et al., 2009). A LCST pode ser definida como o menor valor de temperatura no
qual o diametro do nanogel comeca a apresentar um decréscimo significante. Neste caso,

observa-se que os valores de LCST obtidos foram de 42,5, 40, 0 e 37,5 °C, para os
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nanog¢is sintetizados com 3, 4 ¢ 6 % em massa de Span 80 em rela¢do a fase continua,
respectivamente, evidenciando que o aumento da concentracdo de surfatante provoca um

decréscimo na LCST dos nanogéis de PNVCL.

4.9. Caracteristicas morfologicas dos nanog€is

A dispersao aquosa do nanogel de PNVCL obtido na reagdo MN1, utilizando 3 %
em massa de Span 80, foi submetida a andlise de microscopia eletronica de transmissao
(TEM) visando a avaliagdo das caracteristicas morfologicas das nanoparticulas. A Figura

4.11 apresenta as imagens de TEM do nanogel obtido da reagdao MN1.

B

Figura 4.11. Micrografias de TEM dos nanogéis de PNVCL obtidos na reacdo MNI.
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A Figura 4.11 revela o formato esférico das particulas do nanogel obtido na
reacdo MN1, com didmetros variando entre 150 a 200 nm, os quais concordam com o0s
resultados obtidos por espalhamento de luz. A presenca de particulas maiores e o aspecto
ligeiramente deformado podem ser atribuidos a imperfeicdes no processo de sonicacao e a

adicao de NaCl como estabilizante osmético (LANDFESTER et al., 1999).

4.10. Incorporacdo de nanoparticulas de oxido de ferro

complexadas com dextrana

Neste estudo, utilizou-se um ferrofluido constituido de nanoparticulas de 6xido de
ferro complexadas com dextrana, fornecido pelo Laboratoire d’Automatique et Génie des
Procédés, LAGEP, (Universidade Claude Bernard — Lyon 1), o qual foi preparado,
conforme a metodologia descrita por Mouaziz et al. (2009).

Inicialmente, variou-se uma série de parametros, tais como concentragao de
agente reticulante (MBA), tipo de solvente, quantidade de ferrofluido, concentracao de
Span 80 e, finalmente, o tipo de iniciador, e verificou-se a influéncia destas varidveis no
didmetro hidrodindmico dos nanogéis magnéticos. A Tabela 4.2 apresenta as condi¢des de
sintese e os diametros hidrodinamicos, obtidos a 25 °C, dos nanogéis magnéticos a base de

PNVCL.
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Tabela 4.2. Condi¢des de sintese e didmetros hidrodindmicos dos nanogéis magnéticos a

base de PNVCL, obtidos a 25 °C.

Reagdio MBA H,O Fase Ferrofluido”  Span 80 Iniciador® DH?
(2) (2) continua® (nL) (% m/m) (nm)

MP1 0,004 3 HD 100 3 AIBN 231

MP2 0,004 3 HD 200 3 AIBN 235

MP3 0,004 3 HD 300 3 AIBN 288

MP4 0,008 3 HD 100 3 AIBN 228

MP5 0,01 3 HD 100 3 AIBN 237

MP6 0,008 3 HD 100 3 AIBN 240

MP7 0,008 3 HD 100 3 KPS 260

MP8 0,008 3 HD 100 3 V50 268

MP9 0,008 3 HD 100 3 APAP 272

MP10 0,008 3 CH 100 3 KPS 263
MPI11 0,008 3 CH 100 4 KPS 248
MP12 0,008 3 CH 100 5 KPS 239
MP13 0,008 3 CH 100 6 KPS 268
MP14 0,008 3 CH 100 8 KPS 271
MP15 0,008 3 CH 100 3 KPS 293
MP16 0,008 3 CH 200 3 KPS 274
MP17 0,008 3 CH 300 3 KPS 268

NVCL: 100mg

NaCl: 50 mg (fase continua: HD) e 100mg (fase continua: Ciclohexano).

*Fase continua: 24g

*Teor de sélidos = 21,3%

“Iniciador: 80mg

“Resultados obtidos diluindo-se as dispersdes na fase continua, sem inversdo de fases.

A partir da Tabela 4.2, algumas observagdes importantes podem ser feitas:

- A concentracdo de MBA praticamente ndo influenciou o didmetro
hidrodinamico dos nanogéis;

- Em relagdo a variacdo da concentracdo de surfatante, foi observado um

comportamento semelhante ao da sintese de nanogéis de PNVCL, ou seja, abaixo da CMC,
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o DH diminui com o aumento da concentragao de Span 80. No entanto, acima da CMC,
efeito oposto foi observado;

- O tipo de iniciador também influenciou o DH dos nanoggis, sendo que o menor
diametro foi obtido utilizando-se AIBN, o que era esperado, devido a auséncia de cargas na
molécula deste iniciador. A medida que iniciadores catidnicos ou anidnicos sdo utilizados,
como ¢ o caso do KPS, a presenca de cargas na molécula provoca o intumescimento das
particulas dos nanogéis e, consequentemente, aumentando o valor de DH;

- Utilizando-se ciclohexano como fase continua, o aumento na quantidade de
ferrofluido nas sinteses levou a um decréscimo do diametro hidrodindmico dos nanogéis
magnéticos. Este resultado ¢ devido a interacdo entre as nanoparticulas de 6xido de ferro e
as moléculas de mondmero, a qual favorece a formacao das nanoparticulas.

- Estudou-se também a variacdo da fase continua e verificou-se que o tipo de
solvente utilizado ndo influenciou no diametro hidrodinamico dos nanogé¢is (reacdes MP7
e MP10). O ciclohexano ¢ um solvente que possui Log P proximo de 4 (3,8) (LAANE et
al., 1987) e por isso também ¢ adequado para a sintese de nanogéis para encapsulagdo de
principios ativos e aplicagcdes biomédicas. Além disso, ciclohexano possui temperatura de
ebulicdo de 81 °C e o n-hexadecano, de 287 °C, o que, obviamente, torna o ciclohexano
um solvente mais facil de ser removido da dispersao final.

A partir destes resultados, deu-se inicio ao processo de remog¢do do solvente dos
nanoggis obtidos nas reacoes MP15, MP16 e MP17. A eficiéncia da incorporagao das
nanoparticulas de 6xido de ferro, complexadas com dextrana, nos nanogéis termo-sensiveis
foi, entdo, avaliada através de analises termo-gravimétricas (TGA), FTIR, difratometria de
raios X, medidas de magnetizagdo e, finalmente, microscopia eletronica de transmissdo
(TEM).

A Figura 4.12 apresenta o histograma obtido das andlises de diametro
hidrodindmico do nanogel magnético sintetizado na reacdo MP17, utilizando o
equipamento de espalhamento de luz Nanosight LM20, apds o processo de remogdo do

ciclohexano e redispersao das particulas em agua.
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Particle Size / Concentration

Figura 4.12. Histograma de didmetro hidrodindmico (DH) do nanogel magnético obtido na

reagao MP17.

Pode-se observar que uma larga distribuicdo de tamanho de particulas foi obtida.
Este resultado pode ser atribuido a presenga de nanoparticulas de 6xido de ferro nao
encapsuladas e nanoparticulas puras de PNVCL. Mesmo com a remog¢do da maioria das
nanoparticulas de Fe;O4 isoladas ndo encapsuladas, durante o processo de centrifugagdo, ¢
comum que as nanoparticulas, acumuladas sobre as particulas poliméricas durante o
processo de miniemulsdo, ndo sejam totalmente removidas. Além disso, no processo de
formacdo das gotas de mondmero para a preparacao da miniemulsdo, algumas destas
podem conter apenas moléculas de mondmero e de agente reticulante, sem a presenca do
material inorgdnico no interior. A Figura 4.13 apresenta a distribui¢do de didmetro
hidrodindmico em 3D, obtida do nanogel magnético sintetizado na reagdo MP17,
utilizando o equipamento de espalhamento de luz Nanosight LM20, apds o processo de

remogao do ciclohexano e redispersao das particulas em agua.
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Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Figura 4.13. Representagdo em 3D da distribui¢do de didmetro hidrodinamico, obtida para
o nanogel magnético sintetizado na reacdo MP17 apds o processo de remogao do

ciclohexano e redispersao das particulas em agua.

4.10.1. Sensibilidade a temperatura dos nanogéis magnéticos a base

de PNVCL

A Figura 4.14 mostra o efeito da quantidade de ferrofluido na sensibilidade a
temperatura dos nanogéis magnéticos a base de PNVCL sintetizados nas reacdes MP15,

MP16 e MP17.
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Figura 4.14. Influéncia da quantidade de ferrofluido na sensibilidade a temperatura dos

nanogéis magnéticos de PNVCL.

Como visto anteriormente, o aumento da quantidade de ferrofluido leva a uma
diminui¢do no DH, devido ao aumento da interagdo entre as nanoparticulas magnéticas e
os grupos amida presentes nas moléculas de NVCL. A Figura 4.14 mostra que o aumento
da quantidade de ferrofluido leva, ainda, a uma diminui¢do da sensibilidade a temperatura
da PNVCL. Uma vez que o grau de intumescimento dos nanogéis em temperatura abaixo
da LCST ¢ maior quando uma menor quantidade de ferrofluido ¢ utilizada nas sinteses, as
moléculas de agua sdo expelidas mais facilmente quando a temperatura ¢ aumentada acima

da LCST.

4.10.2. Espectrometria de FTIR

Com o objetivo de avaliar qualitativamente a incorporacao das nanoparticulas de
oxido de ferro nos nanogéis de PNVCL, os produtos das reacdes MP15, MP16 ¢ MP17,

assim como uma amostra das nanoparticulas magnéticas puras, foram caracterizados por
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infravermelho (FTIR). Estas andlises tiveram como objetivo confirmar a presenca da
ligagdo Fe-O proveniente das nanoparticulas de Fe,Os e Fe;O4. Dessa forma, a Figura 4.15
apresenta uma comparacao entre os espectros de FTIR das nanoparticulas de 6xido de ferro

e dos nanogéis magnéticos sintetizados utilizando-se diferentes quantidades de Fe;O..
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Figura 4.15. Espectros de infravermelho (FTIR) nas nanoparticulas magnéticas puras (A)
e dos nanoggis a base de PNVCL sintetizados com diferentes quantidades de ferrofluido

(B) 100 uL, (C) 200 pL e (D) 300 pL.

Inicialmente, através da analise das bandas de absorgdo caracteristicas das
vibragdes de Fe’~0% e Fe’'~0? em 494 ¢ 623 cm™, foi possivel verificar um aumento da
concentracdo de Fe;O4 no produto da sintese realizada com uma quantidade maior de
ferrofluido. Por outro lado, a presenca da banda referente a ligagdo C=0O de amidas pode
ser visualizada em, aproximadamente, 1650 cm’', nos espectros dos produtos das reacdes
MP15, MP16 e MP17. Estas bandas ndo foram observadas no espectro das nanoparticulas
puras de Fe;O4, revestidas com dextrana, evidenciando, assim, a presenca dos nanogéis

termo-sensiveis a base de PNVCL.
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4.10.3. Analises termo-gravimétricas (TGA)

A Figura 4.16 apresenta os resultados de TGA dos nanogéis magnéticos termo-
sensiveis. Em todos os casos, pode-se observar uma perda de massa significante proxima a

300 °C.
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Figura 4.16. Curvas de TGA dos nanogéis magnéticos a base de PNVCL sintetizados com

diferentes quantidades de ferrofluido.

A partir dos dados de massa residual obtidos na Figura 4.16 e da porcentagem
teorica de Fe;O,, introduzida no preparo das miniemulsdes, foi possivel calcular a
porcentagem das nanoparticulas magnéticas incorporadas nos nanogéis termo-sensiveis
para as amostras sintetizadas com diferentes quantidades de ferrofluido. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 4.3
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Tabela 4.3. Porcentagem das nanoparticulas de 6xido de ferro incorporadas nos nanogéis a

base de PNVCL.
Porcentagem de
Porcentagem de Porcentagem ]
o ) Fe;04 incorporada
Reacao Fe;04 adicionada experimental de

nos nanogéis, NPM
nas sinteses (COF)) Fe;04 (COFF)

(%)
MNI15 213 13,0 61,0
MNI16 42,6 28,7 67,3
MN17 63,9 46,8 73,2

Porcentagem de incorporacdo (%) = (% experimental de Fe;O4 nas particulas secas/% de Fe;O4

introduzidas nas sinteses)*100

A Tabela 4.3 mostra a porcentagem das nanoparticulas magnéticas incorporadas
nos nanogéis a base de PNVCL, sintetizados com diferentes porcentagens de 6xido de
ferro. Pode-se observar que o aumento da quantidade de ferrofluido no meio reacional leva
a um aumento na incorporacao das nanoparticulas de Fe;Oa, 0 que significa, obviamente, a
presenca de uma quantidade maior de nanoparticulas magnéticas nos nanogéis termo-

sensiveis a base de PNVCL.

4.10.4. Difratometria de raios X

A Figura 4.17 apresenta os difratogramas de raios X, obtidos das nanoparticulas
de 6xido de ferro complexadas com dextrana, dos nanogéis a base de PNVCL puros e dos

nanoggéis magnéticos termo-sensiveis, sintetizados nas reagdoes MP15, MP16 e MP17.
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Figura 4.17. Difratogramas de raios X das nanoparticulas de 6xido de ferro puras, do

nanogel termo-sensivel e dos nanogéis magnéticos a base de PNVCL.

Pode-se observar nesta figura, primeiramente, a presenca dos cinco picos
caracteristicos das nanoparticulas de 6xido de ferro em todas as amostras contendo as
nanoparticulas magnéticas. Estes picos, os quais ndo estao presentes no difratograma da
amostra do nanogel de PNVCL puro, estdo marcados por seus indices (220), (311), (400),
(333) e (440), e revelam a presenca das estruturas cristalinas de Fe;O4 nestas amostras.
Além disso, para os nanogéis a base de PNVCL sintetizados com diferentes quantidades de
ferrofluido, observa-se uma diminuicdo destes respectivos picos com a reducao da
quantidade de nanoparticulas de Fe;O4, 0 que confirma a presenca da PNVCL na superficie

das nanoparticulas magnéticas.
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4.10.5. Medidas de magnetizagao

A Figura 4.18 apresenta as curvas de histerese e as medidas de magnetizagdo em
funcdo da massa de amostra, obtidas das nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com

dextrana e dos nanogg¢is obtidos nas reacoes MP15, MP16 ¢ MP17.
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Figura 4.18. Curvas de magnetizacdo obtidas para as nanoparticulas de 6xido de ferro
puras e para os nanogéis magnéticos sintetizados com diferentes quantidades de

ferrofluido.

Os valores de magnetizacdo de satura¢do de nanoparticulas de 6xido de ferro sdo,
em geral, superiores a 60 emu/g. No entanto, neste caso, foi obtido um valor de 4,3 emu/g
para a magnetizagdo de saturacdo das nanoparticulas magnéticas complexadas com
dextrana. Sabe-se que a energia de uma particula magnética em um campo externo ¢
proporcional ao seu tamanho e as suas caracteristicas de superficie. A presenca de
moléculas de dextrana reduz significantemente a magnetizagao de saturagdo devido ao seu
tamanho, reduzindo o momento magnético da amostra. Esta redugdo foi, ainda, mais

significante nos nanoggis sintetizados com diferentes quantidades de ferrofluido, obtendo-
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se valores de magnetizagao de 3,4, 2,7 e 2,5 emu/g para os nanogéis sintetizados com 300,
200 e 100 pL de ferrofluido, respectivamente, confirmando, assim, a presenca da PNVCL
na superficie das nanoparticulas. A partir destes valores foi possivel estimar a eficiéncia de
incorporagdo do 6xido de ferro para os nanoggéis sintetizados com diferentes concentragdes
das particulas magnéticas. Os resultados obtidos foram de 79,1, 62,8 e 58,1 % nos
nanog¢is sintetizados com 300, 200 e 100 pL de ferrofluido, respectivamente, os quais
estdo de acordo com os resultados obtidos nas andlises termo-gravimétricas, apresentados

na secao 4.10.3.

4.10.6. Morfologia dos nanogéis magnéticos a base de PNVCL

As nanoparticulas de o6xido de ferro, complexadas com dextrana e os nanogéis
magnéticos a base de PNVCL sintetizados com diferentes quantidades de ferrofluido
foram, entdo, caracterizados por Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM). Estas
analises foram realizadas visando avaliar o tipo de estrutura e as caracteristicas
morfoldgicas das nanoparticulas obtidas pelo processo de polimerizagdo em miniemuls3o.
A Figura 4.19 apresenta as imagens obtidas das nanoparticulas de o6xido de ferro
complexadas com dextrana. A Figura 4.20 apresenta as imagens de TEM do nanogel

magnético sintetizado com 300 uL de ferrofluido.

Figura 4.19. Micrografias de TEM das nanoparticulas de 6xido de ferro complexadas com

dextrana.



Capitulo 4 — Sintese de nanogéis a base de PNVCL via polim. em miniemulso inversa 148

- AT ————
b - 300 nm

A

Figura 4.20. Micrografias de TEM do nanogel magnético sintetizado com 300uL de
ferrofluido (reagao MP17).

Através da Figura 4.19 pode-se visualizar as nanoparticulas de oxido de ferro,
enquanto que a partir da Figura 4.20 pode-se obter uma informagao importante em relagado
a estrutura dos nanogéis magnéticos termo-sensiveis. Na imagem B na Figura 4.20 ¢
possivel observar uma regido mais escura, a qual ¢ atribuida ao nucleo formado pelas
nanoparticulas magnéticas distribuidas no interior do nanogel, enquanto a outra regiao,

mais clara, ¢ atribuida ao revestimento mais hidrofilico de PNVCL.
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5. Conclusoes

Nanogeis de poli(NVCL-co-AA), sensiveis tanto a temperatura quanto ao pH,
podem ser obtidos utilizando-se a polimerizagdo por precipitacdo. Os resultados mostraram
que as concentragdes de AA, MBA e KPS influenciam no didmetro das particulas, no
intumescimento e na sensibilidade a temperatura dos nanoggis.

Através deste estudo, confirmou-se que, além da massa molecular, a utilizagdo de
AA como comonomero nas copolimerizagdes também influencia a LCST da PNVCL,
devido a presenca de grupos hidrofilicos, os quais promovem um aumento da
hidrofilicidade do copolimero. Além disso, pelo fato do acido acrilico possuir grupos
carboxilicos ionizaveis, os nanogéis apresentaram maior estabilidade quando as reagdes
foram realizadas ajustando-se o pH do meio reacional em 5, ou seja, acima do pKa deste
mondmero.

O aumento da concentracdo de MBA levou a um aumento do diametro médio das
particulas. Este resultado pode ser justificado pela maior reatividade do MBA, em relagao
a NVCL e ao AA, o qual ¢ consumido preferencialmente durante o inicio da
polimerizacao. Este fato, associado a maior solubilidade do MBA em agua, em relagdo aos
outros mondémeros (NVCL e AA), leva a um aumento do tamanho critico de cadeias para
que haja precipitagao dos oligdbmeros formados na fase aquosa.

O aumento da concentra¢do de iniciador de 0,5 para 1 % (m/m) resultou em uma
ligeira diminuicdo dos didmetros dos nanogéis. No entanto, aumentando-se, ainda a
concentracdo de KPS, efeito oposto foi observado, o que pode ser atribuido ao aumento da
probabilidade dos radicais formados de reagirem com moléculas do agente reticulante. Este
resultado pode estar relacionado, ainda, com o aumento da velocidade de precipitagdo de
oligbmeros e da velocidade de coagulagdo de nucleos instiveis, originando, assim,
particulas maiores.

Além da sensibilidade a temperatura, os nanogéis também apresentaram
sensibilidade ao pH, o que também era esperado, devido a presenca do AA nas
macrocadeias. Diante dos resultados obtidos foi possivel verificar que podemos modular o
produto final de acordo com a aplicagdo proposta para o material, através do ajuste das

variaveis de sintese.
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O processo de polimerizacao em miniemulsdo inversa (a/o) ¢ um eficiente método
para a preparacdo de nanogéis termo-sensiveis de PNVCL. Verifica-se, neste estudo que a
NVCL pode ser emulsificada em solventes apolares, como o n-hexadecano e o
ciclohexano. Para a estabilizagdo osmotica das gotas de mondmero e prevencao contra a
degradacao de Ostwald, a adigdo de NaCl a fase aquosa contendo 0 mondmero mostrou ser
uma alternativa eficaz, aumentando, significantemente, a estabilidade das miniemulsdes.

Particulas com diametros reduzidos, variando entre 150 ¢ 700 nm, foram obtidas
utilizando-se diferentes concentragdes de Span 80 como surfatante soluvel na fase continua
e diferentes quantidades de dgua. O aumento da concentragdo de Span 80 acima da CMC
resultou em um aumento no diametro hidrodindmico dos nanogéis. Além disso, a
velocidade de polimerizagdo diminuiu com o aumento da concentragdao de Span 80.

As andlises de didmetro hidrodindmico em func¢do da temperatura mostraram a
sensibilidade dos nanogéis a temperatura e as micrografias de TEM revelaram a
morfologia esférica das nanoparticulas.

Os resultados obtidos mostram que a utilizacao do processo de polimerizagdao em
miniemulsdo inversa possibilitou a obten¢do de nanoparticulas de PNVCL com estruturas
homogéneas. Este fato ¢ essencialmente importante para o estudo deste sistema para a
encapsulacdo de principios ativos para aplicacdes biomédicas in vivo.

A polimerizagdo em miniemulsdo inversa ¢, também, um eficiente método para a
encapsulagao de nanoparticulas magnéticas e obtencdo de sistemas sensiveis a multiplos
estimulos. O diametro hidrodindmico dos nanogéis magnéticos pode ser controlado pelos
fatores de sintese, tais como quantidade de ferrofluido, tipo de iniciador, concentragdo de
agente reticulante e surfatante. A incorporacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro nos
nanogg¢is termo-sensiveis de PNVCL foi comprovada através de analises de FTIR,
difratometria de raios X, TG, medidas de magnetizacio ¢ TEM. A eficiéncia de
incorporagdo foi obtida através de andlises termo-gravimétricas (TG) e medidas de
magnetizacdo, as quais também comprovaram as propriedades magnéticas dos nanogéis.
Finalmente, as andlises de microscopia eletronica de transmissd@o confirmaram a obtengao
de nanogéis com morfologia esférica, com a presenca das nanoparticulas de 6xido de ferro

no interior e da PNVCL na superficie.
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6. Sugestdes para trabalhos futuros

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir:

» A incorporagdo de nanoparticulas magnéticas nos nanogéis a base de poli(NVCL-
co-AA) utilizando a polimerizagdo por precipitacdo. Algumas reagdes ja foram
realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho, utilizando o ferrofluido
aquoso constituido de nanoparticulas de 6xido de ferro complexadas com dextrana.
No entanto, ap6s o inicio da polimerizagdo, a formacdo de oligbmeros na fase
aquosa induziu a agregacdo das nanoparticulas magnéticas, as quais perderam a
estabilidade e sedimentaram no fundo do reator. Uma vez que estamos estudando a
obtencdo de particulas poliméricas com propriedades magnéticas para aplicagdes
biomédicas, principalmente, in vivo, o tamanho das particulas, em escala
nanométrica, ¢ de fundamental importancia, e a formagdo de agregados deve ser
sempre evitada. Dessa forma, para a otimizacdo da técnica de polimerizagdo por
precipitagdo para a obtencdo de tais sistemas, varios outros experimentos sao
necessarios, principalmente, variando a composi¢do das nanoparticulas de 6xido de
ferro, visando modificar a interacdo entre as nanoparticulas magnéticas e as cadeias

poliméricas.

» A substituicdo do agente reticulante (N,N’-metileno-bis-acrilamida ou MBA),
utilizado nas sinteses dos nanogéis magnéticos a base de PNVCL via polimerizagao
em miniemulsdo inversa, por uma agente reticulante biocompativel, como por

exemplo, o dimetacrilato de etileno glicol (EGDMA).

» A utilizagdo de uma molécula fluorescente hidrossolivel nas sinteses dos nanogéis
magnéticos a base de PNVCL via polimerizacdo em miniemulsdo inversa, a qual
permite uma rapida e facil visualizagdo do tamanho e da polidispersidade tanto das

gotas de mondmero quanto das particulas de polimero.

» A substitui¢do da dextrana por outra molécula biocompativel, como por exemplo, o

etileno glicol, no revestimento das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.
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» A complexacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro com agentes de polimerizagao
via radical livre controlada, que permitam a polimerizacdo da NVCL a partir da
superficie destas nanoparticulas, visando o aumento da eficiéncia de encapsulagdo e
a obtengdo de particulas poliméricas, com propriedades magnéticas, com estreita

polidispersidade de tamanho de particulas.

» A encapsulacao de um principio ativo hidrossoluvel, apés a substituicio do MBA
pelo EGDMA, utilizando a técnica de polimerizagdo em miniemulsdo inversa, bem
como a realizagao de um estudo da sua cinética de liberagdo in vitro, a partir das

nanoparticulas termo-sensiveis.

» O estudo da encapsulagdo de nanoparticulas magnéticas nos homopolimeros de
NVCL previamente sintetizados com diferentes massas moleculares, bem como do

efeito da massa molecular nas propriedades do material magnético obtido.

» A encapsulacdo de um principio ativo nas particulas poliméricas de PNVCL, com
propriedades magnéticas, obtidas a partir de técnicas que utilizam polimeros pré-

formados.
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A.l. Introducao

A determinacdo dos valores eclementares dos coeficientes cinéticos da
polimerizacdo da NVCL via radical livre ¢ de fundamental importancia para o
conhecimento das propriedades da PNVCL e de suas aplicagdes. Devido a influéncia da
LCST na cinética de liberagdo de um principio ativo, como uma droga, por exemplo, o
conhecimento dos pardmetros que causam variagdes nesta temperatura de transi¢do ¢ de
grande interesse em se tratando da PNVCL para aplicagdes biomédicas como agentes de
liberagdo controlada de principios ativos. Desta forma, o objetivo principal deste estudo ¢é
avaliar a influéncia das concentracdes de mondmero, iniciador, CTA, bem como da
temperatura na cinética de polimerizagdo da NVCL. O efeito da massa molecular na LCST

da PNVCL também foi avaliado.

A.2. Sintese da PNVCL via radical livre em solucao

Nesta etapa do trabalho, homopolimeros de NVCL foram sintetizados por
polimerizacdo via radical livre, a 70 °C, utilizando-se 1,4-dioxano, etanol ou isopropanol
como solventes. As polimerizagdes foram realizadas em um reator encamisado, com
capacidade para 50 mL, sob atmosfera de nitrogénio (N,). Primeiramente, a quantidade
desejada de NVCL, juntamente com quantidades apropriadas de padrao interno (trioxano)
e do agente de transferéncia de cadeia, acido 3-mercaptopropionico, foram introduzidos no
reator. Em seguida, aproximadamente, 75% do solvente foi adicionado e a solugdo foi
purgada com N, durante vinte minutos, para remog¢do do oxigénio presente, o qual pode
inibir a polimerizacdo. Uma solucdo de iniciador (AIBN) foi, entdo, preparada,
separadamente, utilizando-se os 25% restantes do solvente e, esta permaneceu também sob
fluxo de N, durante vinte minutos. Quando o meio reacional atingiu a temperatura de 70
°C, a polimerizagdo foi iniciada através da adi¢do da solucdo de AIBN. Uma seringa foi
utilizada para a transferéncia do iniciador ao meio reacional. Neste instante, uma amostra
foi retirada do meio para a analise de RMN 'H, correspondendo ao tempo zero da reagdo.
As polimerizagdes foram conduzidas durante trés horas. Todas as polimerizagdes foram

realizadas em duplicata.
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A.2.1. Determinacao da massa de padrao interno

A massa de padrdo interno (trioxano), utilizada nas reacdes, foi determinada em
fun¢do do nimero de moles do mondmero e do niimero de protons do padrao interno, para

uma equivaléncia de 4rea de picos nos espectros de RMN 'H, conforme Equacio A.1.

Ny

Npr = H
PI

Equacio A.1

onde
Npy=Numero de moles do padrao interno;
Ny = Numero de moles do mondmero;

Hp; = Numero de protons do padrio interno (6 para o trioxano)

A.2.2. Purificacao dos homopolimeros de NVCL

Para as analises de UV-visivel e determina¢do da LCST da PNVCL sintetizada
via polimerizagdo em solucao, os polimeros foram purificados pelo método de precipitacao
em agua quente (45 °C, acima da LCST da PNVCL), sob agitagdo. Apés a sedimentagdo
do precipitado, a fase aquosa foi removida e os polimeros foram novamente solubilizados
em agua fria, utilizando-se um banho de gelo. Este procedimento foi repetido trés vezes
para completa remocdo do mondmero residual e outros reagentes utilizados na
polimerizacdo e, finalmente, os polimeros foram secos a vacuo na temperatura de 45 °C,

durante vinte e quatro horas (VAIDYA et al., 2001; ZHANG et al., 2004).

A.3. Caracterizagdo dos homopolimeros de NVCL obtidos via

polimerizac¢ao em solugdo

A.3.1. Estudo da Cinética de Polimerizacdo por Ressonancia magnética nuclear de

Préton (RMN 'H)

. oy . ~ I 1 :
O equipamento utilizado nas caracteriza¢cdes quimicas por RMN 'H foi da marca

Varian, modelo Mercury 300, locado no Laboratorio de Quimica Fina da EEL-USP. A
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cinética das polimerizagdes foi estudada empregando-se esta técnica, através de amostras
coletadas em diferentes tempos de reacdo. Ao serem retiradas das reacdes, as amostras
foram introduzidas em banho de gelo e, pequenas aliquotas destas amostras, foram
solubilizadas em cloroformio deuterado e submetidas as analises.

Nos espectros de RMN 'H, o sinal referente ao deslocamento correspondente ao
padrdo interno Trioxano (5,2 ppm) foi integrado e a sua area foi atribuido o valor 1,00.
Com este valor de area como referéncia, foram integrados os sinais correspondentes aos
deslocamentos dos préotons da dupla ligagdo da NVCL (7,2 ppm) (Figura A.1). Os valores
das areas obtidas por integracdo dos prétons da dupla ligagdo diminuem ao longo da
reacdo, indicando assim o consumo dos monomeros e formagdao dos polimeros. Dessa
forma foi possivel calcular a conversao da reacao, utilizando a Equagao A.2.

A,— A
x(%) = =" %100 Equagio A.2

0

onde
Xx(%) = conversao da reacdo de polimerizagao;

Ay = Area do sinal referente ao deslocamento correspondente ao proton da dupla

ligagdo no tempo zero (0);

A, = Area do sinal referente ao deslocamento correspondente ao proton da dupla

ligacdo num tempo conhecido (t).
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Figura A.1. Modelo de integragcdo dos sinais do trioxano e da NVCL para o célculo da

conversao.

A.3.2. Determinagdo da LCST

O equipamento utilizado nesta caracterizagdo foi o espectrometro de UV/visivel
da marca Thermo Scientific modelo Spectronic Genesys 10 com um controlador de
temperatura Peltier, locado no Laboratério de Polimeros da EEL-USP. Apos o processo de
purificagdo, as solugdes aquosas de PNVCL (5g/L) foram caracterizadas por
espectrometria de UV/Visivel, visando determinar a sua Temperatura Critica Inferior de
Solubiliza¢do (LCST). As transmitancias Opticas das solugdes poliméricas foram medidas
em um comprimento de onda constante de 570nm, para um intervalo de temperatura entre
28 e 42°C. A LCST das solugdes poliméricas foi estabelecida como sendo o valor

correspondente ao ponto de inflexdo na curva de transmitancia versus temperatura.
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A.3.3. Obten¢ao da massa molecular absoluta e distribuicdo de massas moleculares

(MWD)

As massas moleculares foram determinadas utilizando-se a técnica de
Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) num equipamento da marca Waters, com
detector de indice de refragdo (RI) modelo 2414 e injetor automatico 717 e outro detector
de viscosidade da marca ViscoteK, modelo TDA 302. Uma série de trés colunas Phenogel
(Phenomenex), com porosidades de 10°, 10* ¢ 10°A foi utilizada.

Para a caracterizagdo das massas moleculares dos homopolimeros de NVCL
sintetizados via polimerizagdo em solucdo, foram preparadas solugdes poliméricas em
tetrahidrofurano (THF) a uma concentracdo de 10 mg/mL. Estas solugdes foram
previamente filtradas em filtros para solventes organicos (0,45um) antes de serem injetadas
no aparelho. O volume de solu¢do polimérica injetado foi de 100 pL. Como eluente foi
utilizada uma solug¢ao 0,25% (m/v) de brometo de tetrabutilamonio em THF, num fluxo de
1 mL/min, com o compartimento das colunas operando a uma temperatura de 35 °C. O
dn/dC para a PNVCL foi previamente calculado, utilizando-se solu¢des com diferentes

concentragdes do polimero e o valor obtido foi de 0,1349 mL g™

A.4. Influéncia da concentracao inicial de mondmero

A influéncia da concentracdo inicial de NVCL na cinética de polimerizagdo em
1,4-dioxano, etanol e isopropanol foi estudada. As concentragdes iniciais de monomero
utilizadas foram as seguintes: 6,0x10'2, 1,6)(10'1 e 3,2)(10'1 mol/L. As concentragdes de
iniciador € CTA foram mantidas constantes a 2,3);10'2 e 6,4){10'3 mol/L, respectivamente.
A Figura A.2 mostra a curva de conversao em fun¢do do tempo para os diferentes valores

de [M] e solventes estudados.
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Figura A.2. Efeito da concentracdo inicial de mondmero na conversao de NVCL para as

polimerizacdes realizadas em (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol. [I]o = 2,3x107

mol L™, [CTA]=6,4x10> mol L™ ¢ T =70 °C.

Uma vez que a mobilidade dos radicais e, consequentemente, o efeito gel, variam

de acordo com a concentracdo de mondmero em solugdo, a cinética de polimerizagao

também ¢ fortemente dependente deste parametro. A taxa inicial de liberagdo de calor

depende da concentragdo inicial de mondmero. Os perfis de velocidade de polimerizacdo

em funcao da conversdo para as reagdes realizadas com diferentes concentragdes de NVCL

estdo apresentados na Figura A.3.
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Figura A.3. Dependéncia da velocidade de polimerizagao na conversdao da NVCL com
diferentes concentragdes iniciais de mondmero. (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C)

isopropanol.

As Figuras A.2 e A.3 mostram que, em todos os solventes estudados, o valor da
concentracao inicial de NVCL afeta fortemente a cinética de polimerizacao. Obviamente,
em todas as polimerizagdes, a conversao aumentou com o decorrer do tempo de reagdo e as
velocidades de polimerizacdo instantaneas foram maiores na primeira hora. A Figura A.3
mostra, ainda, que as polimerizagdes realizadas com maiores concentragdes de NVCL
atingiram maiores valores de R, ... Além disso, observando-se o valor de conversdo
correspondente a R, . para cada [M]o, pode-se verificar que este pardmetro também
aumentou juntamente com a concentragdo inicial de NVCL. Este fato pode ser atribuido a
aceleracdo da velocidade de formacdo de radicais na presenca de maiores razoes
monomero/solvente, levando, assim, a um aumento na velocidade de inicia¢do
(KUDYSHKIN et al., 2002). A relagdo entre a velocidade de formacdo de radicais e a

concentracdo de monomero, utilizando AIBN como iniciador, foi previamente estudada
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por SZAFKO e FEIST (1995). Estes autores interpretaram os resultados com base na teoria
de solvatacdo das moléculas de monomero. Além disso, R, depende, igualmente, da
viscosidade do meio reacional e outro fator importante a ser considerado neste caso ¢ a
significante mudanca nos parametros difusionais quando o valor de [M], ¢ aumentado
(SCOTT e PEPPAS, 1997). Observa-se, também, nas Figuras A.2 e A.3 que, os valores
maximos de R, foram obtidos at¢ 30 minutos de polimerizacdo. Este fato pode ser
explicado pela alta concentra¢do de cadeias poliméricas, presentes quando altos valores de
conversao sdo atingidos. Nestas condicdes, as cadeias menores difundem-se mais

facilmente e, consequentemente, tém um efeito significante na constante de terminagao

(LIN, 2001).

A velocidade de polimerizacdo, R,, para cada concentragdo inicial de mondmero
foi, entdo, obtida a partir da inclinagdo da regido linear das curvas de conversao em fungao

do tempo, ou seja, até 20 minutos de reagdo, considerando baixas conversdes (Figura A.2).

A Figura A.4 mostra as curvas de R, em funcdo de [M]o.
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Figura A.4. Velocidade de polimerizagao em funcao da concentragdo inicial de monomero

para as polimerizagdes realizadas em (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.
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Observa-se que R, aumenta linearmente com a concentragio inicial de monémero.
A inclinacdo da curva de In R, em fungdo de In [M]y 4 uma medida da ordem de reagdo em
relacdo a concentracdo de mondmero. Neste caso, os valores obtidos foram de 1,32 para as
reacdes realizadas em 1,4-dioxano, 1,51, em etanol e 1,46, em isopropanol. Assim, a
relacdo da velocidade de polimerizagdo com a concentracdo inicial de NVCL foi de R, a
[M]o'? (1,4-dioxano), R, a [M]o'! (etanol) e R, a [M]o"*® (isopropanol) e os coeficientes
de correlagdo foram de 0,999, 0,978 e 0,990, respectivamente. Estes resultados diferem
daqueles obtidos por Kalugin et al. (2008). Estes autores observaram que as polimerizagoes
foram de primeira ordem com relacdo ao mondmero. No entanto, o fato da ordem de
dependéncia da velocidade de polimerizagdo com relagdo a concentragdo de monomero ser
maior que uma unidade pode estar associada com a dependéncia da velocidade de iniciagdo
em [M]o. Além disso, de acordo com Scott e Peppas (1997), o impacto causado pelo efeito
gel ¢ mais pronunciado em concentragdes mais altas de monomero. Se a concentragdo de
iniciador ndo varia durante o processo de polimerizacdo e a eficiéncia de iniciacdo ¢
independente da concentragdo de mondmero, a cinética de polimerizagdo deve ser de
primeira ordem com relagdo ao monomero (KALUGIN et al., 2008). No entanto, a
polimerizacao em solucao de alguns mondmeros ¢ acompanhada por um acentuado desvio
da cinética classica e este comportamento incomum surge devido ao efeito do aumento
significativo da velocidade de reacdo e das massas moleculares, conhecido como auto-
aceleragdo ou efeito gel. Este efeito ¢ dependente do tipo e concentragdo de iniciador e
deve-se a influéncia da difusdo na termina¢do. Em outras palavras, um decréscimo na
velocidade na qual as macromoléculas se difundem no meio viscoso leva a uma
diminuicdo da habilidade de dois macro-radicais se encontrarem e terminarem a
polimerizacdo. O decréscimo da velocidade de terminagdo ocasiona, por consequéncia, um
aumento da velocidade de polimerizagdo global e nas massas moleculares, ou seja, a
dependéncia da difusdo na viscosidade do meio leva a ocorréncia do efeito gel a altas
concentracoes de macro-cadeias. Velocidades de polimerizagdo com ordens de
dependéncia superiores a uma unidade com relagdo a concentragao de mondmero, como as
observadas neste estudo, também foram obtidas por outros trabalhos, como, por exemplo,
aquele de Lin (2001), utilizando acrilamida como mondmero. Estes resultados também

concordam com os estudos de Riggs e Rodiguez (1967), para a acrilonitrila e metacrilato
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de metila e de Ishige e Hamielec (1973) para a acrilamida. Lin (2001) explicaram tal
anormalidade em termos de transferéncia ao solvente e da teoria do efeito gaiola.

Para confirmar o efeito da concentracdo inicial de NVCL em R, aplicou-se, ainda,
o mesmo método usado por McKenna et al. (1999) e McKenna e Villanueva (1999). Neste
método, a velocidade de polimerizacio em processo batelada ¢ dada pela seguinte

expressao:

R, = —% =k, [M],(1-x)[R*] Equacio A.3

onde [M], € a concentragdo inicial de mondmero, x ¢ a conversao e [R*] ¢ a concentragao
instantdnea de radicais poliméricos, a qual, assumindo-se a hipdtese do estado pseudo-

estaciondrio, pode ser calculada através da seguinte equacao:
[R*] = /% Equacio A4
t

onde f ¢ a eficiéncia do iniciador, assim como k., e k; sdo as constantes de decomposicao e

terminagdo, respectivamente. Temos entdo a solucdo para a equagdo A.3:

k _kat
In(1-x) =——2~ 87111, (l—e Aj Equacio A.5

3

Dessa forma, assumindo-se que f, k; e [I]y sdo valores conhecidos e, obtendo-se
valores de conversdo em fungdo do tempo, x(t), torna-se possivel estimar o valor da
constante kp/k,o’5 através da regressio dos dados da curva de In(1-x) versus — (8/[]o/ka)™
[(1-exp(-k4t/2)].

Considerando-se a representacdo classica da cinética de polimerizacdo radicalar,
onde a velocidade de reagdao em um processo batelada ¢ dada pela equacao A.5, percebe-se
que a hipdtese subjacente a esta equacdo (estado quasi-estacionario para a formagao de
radicais e independéncia da concentra¢do inicial de mondémero nas constantes de
velocidade) leva a uma expressdo na qual a conversao de monomero em funcao do tempo ¢
independente de [M],. Para examinar esta hipotese, o valor da pseudo-constante de
velocidade, kp/k[O’S, foi estimado para cada concentragdo inicial de NVCL e, para este
proposito, foi necessario estimar os valores dos parametros f ¢ k;. Sabe-se que a eficiéncia

de iniciagdo, f, ¢ fungdo do tipo de iniciador e dos parametros de sintese (MCKENNA et
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al., 1999; MCKENNA; VILLANUEVA, 1999). No entanto, ndo existe uma informagao
totalmente confidvel sobre os exatos valores de f para o sistema estudado no presente
trabalho e o consenso geral foi o de utilizar o valor de /=0,6, apesar de algum erro poder
ser introduzido ao incorporarmos este valor ao céalculo de kp/kto’s. Para a estimativa de &y
para o AIBN e escolha do valor que melhor se adapta as condi¢des experimentais aqui
estudadas, dados de k; em tolueno, benzeno e em uma mistura de 1,4-dioxanO e agua, no
caso das polimerizagdes em 1,4-dioxano (Equagdo A.6); acido acético, isobutanol, n-
butanol e n-ftalato de dibutila, no caso do etanol (Equagdo A.7) e, finalmente, alcool terc-
amilico, isobutanol, n-butanol e n-ftalato de dibutila, no caso do isopropanol (Equagdo
A.8) foram utilizados. Todos os dados foram extraidos do (BRANDRUP et al., 1999),
plotados em fun¢ao do valor inverso da temperatura absoluta, dentro da faixa de 40 a 105
°C (Figura A.4) e regressados visando a obten¢do de uma estimativa razoavel. O resultado

da regressao foi:

—15824

k, =4.032*10" exp( ] Equacio A.6

7> =0.996

-15379

k, =127150*10" exp( j Equacio A.7

> =0.9905

-15193

k, =7.9392*10" exp( j Equacio A.8

7> =0.991
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Figura A.S. Curva de regressao a partir das constantes de decomposi¢ao do AIBN em

funcao da temperatura.

Dessa forma, obteve-se um valor k; a 70 °C igual a 3,789x107 s (2,273)(10'3 min’
1) em 1,4-dioxano, 4,370){10'5 s (2,622)(10"3 min'l) em etanol e, finalmente, 4,692)(10"55'1
(2,815x10min"") em isopropanol. Estes valores sdo proximos aqueles citados no Brandrup
et al. (1999) (3,20x10°s™" em uma mistura de 1,4-dioxano/agua = 80/20 (v/v) e 1,67x10™* s
" em isobutanol) e, por este motivo, parecem ser razoaveis.

Os valores de f'e k; foram, entdo, utilizados para resolver a equagdo A.5 e para a
obten¢dao dos valores de /’cp/kto’5 para as diferentes concentragdes iniciais de mondmero,

como pode ser visto na Figura A.6.
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Figura A.6. Determinacao dos valores das pseudo-constantes kp/kto’5 para as diferentes
concentragdes iniciais de NVCL, através das curvas de In(1-x) em fun¢do de f{t) = —

(8]‘[1]0/kd)0‘5 [(1-exp(-kat/2)]. (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.

De forma contraria ao esperado da Equagao A.5, porém em concordancia com as
Figuras A.2 e A.3, parece razoavel afirmarmos que o valor kp/kt0’5 depende da concentragdo
inicial de NVCL. Estes valores obtidos foram, entdo, plotados em fun¢do da concentragdo
inicial de NVCL, podendo-se notar a linearidade da variagao de kp/k,0’5 em funcao de [M], (
Figura A.7).
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Figura A.7. Homopolimeriza¢gdoes da NVCL com diferentes concentragdes iniciais de
monomero: mudancgas na pseudo-constante kp/kto’5 . (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C)

isopropanol.

Em todos os solventes estudados, o valor de k,/k aumentou com o aumento da
concentracdo inicial de NVCL. Russel (1995) sugeriu que, uma vez que o valor de k; para
um macro-radical é controlado pelo seu centro de difusdo de massa, a presenga de cadeias
mais longas leva a uma diminui¢do de k; e, consequemente, ao aumento de /’cp//’cto’5 .
Partindo-se deste conceito, espera-se, entdo, que em casos onde o aumento da concentracao
de solvente leva a um aumento da transferéncia de cadeias a moléculas menores, uma
quantidade significante de populagdes de cadeias curtas e com alta mobilidade, levardo a
um aumento do valor global de ;.

Resultados similares foram obtidos por McKenna et al. (1999) para a
polimerizacdo em solucdo do acrilato de butila (AB). Nesse trabalho, os autores também
observaram uma dependéncia de k,/k’ na concentragio inicial de AB. O aumento de
I’cp/k,o’5 em funcdo da concentra¢dao inicial de mondmero foi explicado em termos da

diminui¢do da concentracdo de solvente no meio reacional. Os autores mencionaram,
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ainda, que este efeito pode estar relacionado a diminuicao da razdo mondmero/solvente
com o consumo de mondmero, levando a uma situacdo similar aquela da variagdo da
concentracdo inicial de monomero.

Dessa forma, pode-se assumir que a velocidade de terminagdo na polimerizacao
da NVCL ¢ controlada pelo tamanho das cadeias em crescimento, principalmente em
conversoes baixas. Em outras palavras, a constante de terminagdo dos macro-radicais ¢
fun¢do das velocidades de difusdo e, por consequéncia, do crescimento das cadeias
(COUTINHO; OLIVEIRA, 2006; MATYJASZEWSKI; DAVIS, 2002) e,

consequentemente, a concentragio inicial de NVCL tem influéncia em k,/k.””.

A.5. Influéncia da concentra¢ao de iniciador

A influéncia da concentracdo de iniciador na velocidade de polimerizagdo foi
estudada, variando-se [I] em 1,6 x 10'2, 2,3 x 102 e 3,1 x 10 mol/L. As concentracoes de
monomero ¢ CTA foram mantidas constantes em 1,6 x 10" e 6,4 x 10° mol/L,
respectivamente. A Figura A.8 mostra as curvas de conversdo em funcdo do tempo para as
polimerizacdes realizadas com diferentes concentragdes de iniciador. Os perfis de

velocidade de polimerizacao estdo apresentados na Figura A.9.
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isopropanol.
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Figura A.9. Dependéncia da velocidade de polimerizagdo na conversao da NVCL para as

reacdes realizadas com diferentes concentragdes de iniciador. (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e

(C) isopropanol.

As Figuras A.8 ¢ A.9 mostram o aumento da conversao com o aumento da

concentracdo de iniciador, o que pode ser, obviamente, explicado pelo aumento da

concentracdo de radicais no meio reacional. O fato de que a velocidade de polimerizacdo

depende da raiz quadrada da concentragdo de iniciador, [AIBN]"?, foi demonstrado, para

todos os solventes estudados, plotando-se In R, em fun¢do de In [AIBN], (Figura A.10).
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Figura A.10. Velocidade de polimerizacao em fun¢do da concentragdo de iniciador. (A)

1,4-dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.

Em todos os casos, R, aumentou linearmente com a concentragdo de iniciador. Os

valores de R, foram obtidos da regido linear (até 20 minutos, com baixas conversoes) das

curvas plotadas na Figura A.8. A inclinagdo obtida foi igual a 0,52 para 1,4-dioxano, 0,49

para o etanol e 0,59 para o isopropanol, com coeficientes de correlacdao iguais a 0,999,

0,998 e 0,875, respectivamente. Estes resultados indicam a ocorréncia de terminacao

através de interagdes bimoleculares das cadeias em crescimento (BEHARI; TAUNK,

1998). Dessa forma, a dependéncia da velocidade de polimerizagdo com relagdo a

concentracdo de iniciador € consistente com a teoria classica da cinética de polimerizacgdo e

foi, igualmente, indicada em trabalhos anteriores (COLLINSON et al., 1957; DAINTON;

TORDOFF, 1973).
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A.6. Influéncia da temperatura de polimerizagao

A influéncia da temperatura na velocidade de polimerizacao foi estudada a 60, 70
e 80 °C, como mostrado na Figura A.11. As concentracdes de monomero, iniciador e CTA
foram mantidas constantes a 1,6x10'1, 2.3x107% ¢ 6,4)(10'3 mol/L, respectivamente. A

Figura A.11 mostra que a velocidade de polimerizagdo ¢ fortemente dependente da

temperatura.
1m 1m A
- = .
/i///;___:_j%-“" f/j:j__ __l.—P;/
—_ - i /ﬁ_ﬂl/ /i//-d —_ - //éf/ - J 1/// }
£ Py s £ v A
3 N K / l///* = B a e ' o
& !/ i T e /* //1 /)
g e o A . S e [ A
2 s 2 A o
= o —+—70°C S e
;:L, —a—60°C 3 —=—60°C
£ o
tempo {minntos) tempo (minntos)
A B
p e U I
= J’/ 1///1 o
3 .»/1/'1 e
= s 4 ,!//
$7 /4
% o 1 I//T ,.'!,
= A5 Fid e eno
g i, 280
O r i"--’ — e —T0C
&F — = 60°C

ternpo (minutos)

C

Figura A.11. Efeito da temperatura de polimerizagdo na conversdo da NVCL. [M]y =
1,6x10™, [I]o = 2,3x10 and [CTA] = 6,4x10~ mol/L. (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C)

isopropanol.

A influéncia da temperatura de polimeriza¢gdo na R, também pode ser vista na

Figura A.12.
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Figura A.12. Dependéncia da velocidade de polimeriza¢do na conversao da NVCL em

diferentes temperaturas de polimerizagao. (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.

Como ja ¢ conhecido, a influéncia da temperatura na cinética das polimerizagoes
radicalares ¢ descrita pela equagdo de Arrhenius, a qual relaciona as constantes k,, k; e k"
(SCOTT; PEPPAS, 1997). Obviamente, as polimerizagdes se iniciam mais rapidamente em
temperaturas mais elevadas e atingem conversdes mais altas em intervalos de tempo
menores. A Figura A.13 apresenta os valores de R, obtidos da regido linear das curvas

mostradas da Figura A.11 em funcdo dos valores inversos da temperatura.



Apéndice A — Estudo cinético da polimerizagdo radicalar da NVCL em diferentes solventes

203

- .. ‘- " -,
T e - e
. .
- e 5- -
- -
. : .
~. -,
. \\\J EE ».\\
a- o -
CE}' Iy C%' 50— i\\\
g sz- \\\ E= - A
. sa_ \\
o4 ™~ ™
- S S
. +- T
=5 - ol
T T T T e T T T T
opoaze ooi2co oo12ce 0 aozo0 opoaze ooi2co oo12ce 0 aozo0
14T (1K) 14T (1K)
52
=4 L
.
-
e
GG
\_\\
\-\
554 B
£ o
=5 Y
g s "
\\
e
gad \-\_
L
o \l
C ﬂl:lﬂis C.0o220 I'I.III:IQQS o HHII:I
0y
1T (LK)

Figura A.13. Dependéncia de R, na temperatura de polimerizagao. (1,4-dioxano), (B)

etanol e (C) isopropanol.

A Figura A.13 mostra a dependéncia linear de In R, na temperatura de

polimerizacao (1/T), em todos os solventes estudados. Estes resultados ja eram esperados,

uma vez que estdo de acordo com a teoria de Arrhenius. A energia de ativagdo £, ¢ dada

pela inclinacdo das curvas mostradas na Figura A.13 e os valores obtidos neste estudo

foram de 53,6, 52,5 e 48,6 kJ/mol nas polimerizagdes realizadas com 1,4-dioxano, etanol e

isopropanol, respectivamente. Estes valores sdo inferiores aqueles tipicos de energia de

ativacdo em polimerizagdes iniciadas através da decomposi¢do térmica do iniciador

(BRANDRUP et al., 1999). Tinker et al. (2003), por exemplo, encontraram um valor de £

para o AIBN em 1,4-dioxano igual a 84,0 kJ/mol. Se compararmos estes valores, ¢ obvio

que as energias de ativacdo obtidas neste estudo sdo menores que muitos valores

encontrados na literatura. No entanto, ¢ conhecido que a E4 pode ser alterada pela etapa de

formagdo dos radicais monoméricos, ou seja, quanto mais rapidamente estes radicais se

formam, maior serd a energia de ativacdo. Além disso, devido a proximidade entre os
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radicais gerados, alguns deles podem ficar presos na gaiola de solvatagcdo (efeito gaiola),
retardando, assim, a sua reagao com moléculas de monomero. De acordo com a teoria do
efeito gaiola, alguns radicais primarios podem auto-terminar ou, ainda, reagir com
moléculas monoméricas vizinhas antes de difundirem para fora da gaiola.

Nao foram encontrados na literatura resultados de £, para a NVCL nas mesmas
condi¢des experimentais deste trabalho. No entanto, os resultados obtidos neste estudo sdo
similares aqueles encontrados por Lin (2001) e Mahdavian et al. (2004) para a

polimerizacao da acrilamida.

A.7. Influéncia da concentracdio de CTA na cinética de
polimerizacdo, nas massas moleculares e nas distribuicdes de

massas moleculares (MWD)

A influéncia da concentragdo de um agente de transferéncia de cadeia (CTA)
(4cido 3-mercaptopropidnico) na velocidade de polimerizagdo, massas moleculares e MWD
foi estudada variando [CTA] em 0, 1,6x107, 3,2x107, 6,4x10° ¢ 16x10~ mol/L. As
concentracdes de mondmero e iniciador foram mantidas constantes em 1,6)(10'1 e 2,3x10'2
mol/L, respectivamente. A Figura A.14 mostra a influéncia da adicdo de CTA na

conversao da NVCL. Todas as polimeriza¢des foram realizadas a 70 °C.
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Figura A.14. Efeito da concentra¢do de CTA (acido 3-mercaptopropidnico) na conversao
da NVCL. [M] = 1,6x10™" mol/L, [I]o = 2,3x10?mol/L ¢ T = 70 °C. (A) 1,4-dioxano, (B)

etanol e (C) isopropanol.

A Figura A.14 mostra que a adi¢ao de CTA afetou a velocidade de polimerizacao
da NVCL. Tradicionalmente, acredita-se que a presenca de CTA afeta somente a massa
molecular dos polimeros (JOVANIC; DUBE, 2004). No entanto, considerando-se a
dependéncia da constante &, no crescimento de cadeias, algum efeito em R, ¢, igualmente,
possivel. Para confirmar a influéncia da concentracdo de CTA em 4, a Equagao 3.3 foi

usada para obter os valores de kp/kto’5 para diferentes concentragoes de CTA (Figura A.15).
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Figura A.15. Efeito da concentragdo inicial de NVCL na pseudo-constante kp/kto’s. (A) 1,4-

dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.

A Figura A.15 mostra o aumento de kp/kto’5 com a concentragcdo de CTA. Sabe-se
que existe uma combinacao entre as concentracdes de CTA e solvente na qual o efeito
destes pardmetros em R, torna-se significante. Em outras palavras, para as polimerizacoes
realizadas com concentragdes mais altas de CTA, observa-se a formagdo de uma
quantidade maior de cadeias curtas. Este aumento se torna significante ao ponto do efeito
CTA se expressar ndo somente nas massas moleculares como também em £;.

O efeito da concentragdo de CTA nas massas moleculares e distribuicao de
massas moleculares para os polimeros de NVCL sintetizados em 1,4-dioxano, etanol e
isopropanol estdo apresentados nas Tabelas A.1, A.2 e A.3, respectivamente. Como
esperado, a adi¢do de CTA reduziu significantemente as massas moleculares dos
polimeros. No entanto, ndo foram observadas varia¢des significantes nas distribuicdes de

massas moleculares.
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Tabela A.1. Efeito da concentragao de CTA nas massas moleculares e polidispersidade

dos polimeros de NVCL sintetizados em 1,4-dioxano.

[CTA]x 10° Massa molecular
Conversao (%) _ ; MWD
mol/L M ) x 10~ g/mol
) ’ g

0 100 59,03 1,81
1,6 100 52,03 1,67
3,2 100 47,47 1,79
6,4 100 34,11 1,65
16 95,8 24,87 1,98

Tabela A.2. Efeito da concentracao de CTA nas massas moleculares e polidispersidade

dos polimeros de NVCL sintetizados em etanol.

[CTA]x 10° Massa molecular
Conversao (%) _ 3 MWD
(mol/L) (M,)x 107 (g/mol)
0 100 28,71 1,53
1,6 100 23,05 1,93
3,2 98,07 21,03 1,95
6,4 97,42 16,03 2,27

16 96,04 12,51 2,21
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Tabela A.3. Efeito da concentragdao de CTA nas massas moleculares e polidispersidade

dos polimeros de NVCL sintetizados em isopropanol.

[CTA] x 10° Massa molecular
Conversao (%) _ 3 MWD
(mol/L) (M,)x 107 (g/mol)

0 100 16,66 1,61
1,6 100 11,89 1,54
3,2 100 10,91 1,95
6,4 98,8 7,07 1,55
16 93,4 5,86 2,24

A Figura A.16 apresenta a sobreposi¢do dos cromatogramas de GPC referentes
aos resultados apresentados nas Tabelas A.1, A.2 e A.3, podendo-se confirmar através

destas figuras a diminuicdo da massa molecular da PNVCL, com o aumento na

concentracao de CTA.
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Figura A.16. Sobreposicao dos cromatogramas de GPC das amostras de PNVCL

sintetizadas em (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol, com diferentes

concentracoes de CTA.

Plotando-se a razao (kp/kto’s)/(kp/k,O’S)CTAZO e a razdo M,/M,cra-0, ambos em

funcdo da razdo [CTA]/[M] (Figura A.17), observa-se que, em todos os solventes, as

curvas seguem a mesma tendéncia, o que significa que kp/kt 2

varia de forma quase linear

com a massa molecular da PNVCL. Este comportamento pode, ainda, ser confirmado

através da Figura A.18.
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Figura A.17. Efeito da razdo [CTA]/[M], nas razdes (k,/k;")/((ky/ki>>)crazo € Mo/ M, crazo.
(A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.
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Figura A.18. Efeito da massa molecular em kp/k[0’5. (A) 1,4-dioxano, (B) etanol e (C)

isopropanol.

A partir das analises dos dados mostrados nas Tabelas A.1, A.2 e A.3, foi possivel

estimar os valores das razdes entre a constante de transferéncia de cadeia ao CTA e as

constantes de velocidade de propagagdo, C=ksk,. Estes valores foram obtidos da inclinacdo

da curva do valor inverso da massa molecular em funcao da razao [CTA]/[M]o. A Figura

A.19 apresenta estas curvas, a partir das quais foram estimados os valores de C = ky/ k, =

2,0 x 10'4, para as polimerizagdes realizadas em 1,4-dioxano, C = kr/ k, = 4,37 x 10'4, em

etanol e, finalmente, 1,07 x 10, para o isopropanol.
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Figura A.19. Inverso das massas moleculares em fun¢do da razao [CTA]/[M]. (A) 1,4-

dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.

Através das Tabelas A.1, A.2 e A.3, observa-se que a medida que varia-se o
solvente, a faixa de massas moleculares obtidas foi significantemente diferente. Este
resultado esta relacionado com o coeficiente de transferéncia de cadeia ao solvente, ou
seja, a medida que este aumenta, massas moleculares menores sao obtidas. Os valores das
constantes C = k/ k, obtidos da Figura A.19 confirmaram a influéncia da transferéncia ao
solvente. Isopropanol foi o solvente que apresentou o maior valor de C = k;/ k,, seguido do
etanol e 1,4-dioxano. Isopropanol foi, também, o solvente cujas massas moleculares
obtidas foram menores. E conhecido que, no caso de solventes proticos, as moléculas de
NVCL podem formar pontes de hidrogénio com o solvente. Estas pontes de hidrogénio
aumentam a polaridade do grupo vinil devido a conjugacdo com grupos C=0 através dos
atomos de nitrogénio (KIRSH, 2002). Dessa forma, isopropanol e etanol sdo capazes de
formar pontes de hidrogénio com as moléculas de NVCL e, como resultado, eles podem
ser usados como agentes de transferéncia de cadeia, devido ao alto coeficiente de

transferéncia de cadeia e, consequentemente, a reducdo nas massas moleculares dos
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polimeros. Este fato foi observado por Kudyshkin et al. (2002), que estudou a influéncia da
variacao da concentracdo de isopropanol nas massas moleculares da PNVCL, e explica as
massas moleculares menores obtidas neste estudo, em comparagdo com os outros solventes

utilizados.

A.8. Efeito da massa molecular na LCST

E conhecido que a LCST da PNVCL aumenta com o decréscimo da massa
molecular do polimero (MEUSSEN et al., 2000). Este fendmeno ¢ atribuido ao fato de que
o comportamento da PNVCL em solu¢do aquosa corresponde a teoria de Flory-Huggins
(SHTANKO et al.,, 2003). De acordo com as Tabelas A.1, A2 e A.3 maiores
concentragcdes de CTA resultam em polimeros com massas moleculares mais baixas. A
Figura A.20 mostra o efeito da massa molecular na LCST da PNVCL em solugdo aquosa
na concentragdo de 5g/L. Como pode ser observado, a LCST diminuiu com o aumento da
massa molecular, para todos os solventes estudados. Os valores variaram entre 34 e 36 °C,
no caso dos polimeros sintetizados em 1,4-dioxano, 35 e 37 °C, no caso do etanol e,
finalmente, entre 37 e 38,5° no caso do isopropanol. Esta variagdo pode ser, obviamente,
explicada em termos da variagdo das massas moleculares obtidas para cada solvente
estudado. O decréscimo da massa molecular ocasiona um aumento das interagdes entre o

polimero € o meio aquoso.
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Figura A.20. Efeito da massa molecular na LCST da PNVCL sintetizada em (A) 1,4-

dioxano, (B) etanol e (C) isopropanol.

O aumento da hidrofilicidade da PNVCL pode, ainda ser explicado pela
contribuicdo dos grupos carboxilicos presentes na molécula do 4cido 3-
mercaptopropionico (CTA), como foi previamente discutido por Inoue et al. (1997). Estes
autores sintetizaram polimeros de NVCL com massas moleculares entre 650 e 6040 g/mol.
No entanto, como as massas moleculares obtidas, no presente estudo, foram maiores que
aquelas obtidas por Inoue et al. (1997), obviamente, o efeito dos grupos carboxilicos, neste
caso, ¢ menos evidenciado. Dessa forma, o aumento da massa molecular da PNVCL parece

ter um efeito efetivo na sua LCST.

A.9. Conclusoes

Neste trabalho, foi demonstrado que a cinética de polimerizacio da N-

vinilcaprolactama em 1,4-dioxano, etanol e isopropanol foi influenciada pelas condi¢des de
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polimerizacao. A cinética da polimerizagao em solugdo da NVCL depende fortemente das
concentracoes de mondmero, de iniciador e, ainda, da temperatura de polimerizagao.
Observou-se que kp/kto’5 depende ndo somente da concentracdo inicial de NVCL, a uma
concentracdo fixa de iniciador, como, também, da concentracdo de CTA. O aumento das
reacoes de transferéncia de cadeia, quando concentracdes maiores de CTA foram
utilizadas, levou a obtencao de polimeros com massas moleculares mais baixas. A variagao
do solvente também influenciou a massa molecular da PNVCL. Isopropanol foi o solvente
que apresentou maior coeficiente de transferéncia de cadeia e, portanto, foi aquele no qual
os polimeros possuiam as menores massas moleculares.

A velocidade de polimerizagdo teve ordem de dependéncia, em relagdo ao
monomero, superior a uma unidade, e este resultado foi atribuido a influéncia do
crescimento de cadeias em k; e, embora exista um desvio do modelo classico de cinética de
polimerizacao, esta de acordo com alguns trabalhos da literatura. A ordem de dependéncia
com relagdo a concentragdo de iniciador, por sua vez, seguiu a teoria classica.

As polimerizagdes foram mais rapidas com o aumento da temperatura de reacao.
As energias de ativacdo obtidas foram de 53,6, 52,5 e 48,6 kJ/mol nas polimerizagdes
realizadas com 1,4-dioxano, etanol e isopropanol, respectivamente.

As razdes entre as constantes de transferéncia de cadeia ao CTA (4&cido 3-
mercaptopropidnico) e as constantes de velocidade de propagacao foram equivalentes a C
=krl k,=2,0x 107, para as polimerizagdes realizadas em 1,4-dioxano, C = ky/ k, = 4,36 x
10'4, em etanol e, finalmente, 1,07 x 10'3, para o isopropanol, o que explica as massas
moleculares menores obtidas nas sinteses realizadas em isopropanol.

Finalmente, observou-se que a LCST da PNVCL aumentou com o decréscimo na
massa molecular do polimero. Este fato foi, principalmente, atribuido ao aumento da
interacdo da PNVCL com o meio aquoso, com o decréscimo da sua massa molecular.
Algum efeito foi também relacionado a presenca de grupos carboxilicos nas moléculas de
CTA. No entanto, como, em geral, altas massas moleculares foram obtidas neste estudo,

este efeito ndo foi muito evidenciado.
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Résumé

MEDEIROS, S. F. L’obtention de nanoparticules magnétiques stimulables pour les
applications médicales, 2010. 292 p. These (Doctorat en Ingénierie des Materiaux) —
Ecole d’Ingénierie de Lorena, Université de Sdo Paulo, Lorena/Sao Paulo.

Les particules des polymeres avec des propriétés magnétiques sont utilisées dans des
applications thérapeutiques in vivo, comme des agents de libération contrdlée de principes
actifs, pour des applications ex vivo, dans 1'extraction de cellules cancéreuses dans le corps,
et finalement pour le diagnostic in vitro. La necessit¢ de matériaux biocompatibles et
intelligents, comme agent d'encapsulation de nanoparticules magnétiques, conduit a
l'utilisation de polymeres hydrophiles, biodegradables, biocompatibles et dans certain cas
stimulables. Dans les applications thérapeutiques, cette technologie est basée sur le
déplacement des particules en appliquant un champ magnétique et sur la concentration du
médicament dans la zone d'intérét. Cette étape est suivie par la libération du médicament,
en utilisant les propriétés des polymeres stimulables. Ainsi, cette thése est consacrée a
I'é¢tude de la préparation de nanoparticules composées d'une matrice polymere sensible aux
stimuli et des particules d’oxyde de fer (y-Fe,O; et Fe;04). Tout d’abord, nous avons étudié
I’obtention de nanogels a base de poly(NVCL-co-AA) en utilisant la polymérisation par
précipitation. La poly(N-vinylcaprolactama) (PNVCL) est un polymeére qui possede une
température critique inférieure de Solubilit¢ (LCST), proche de la température
physiologique (35-38°C). Ce polumeére est connu pour avoir une bonne biocompatibilité
plus haute, par rapport a des autres polymeres sensibles a la temperature. En plus, le
poly(acide acrylique) (PAA) est un polymeére qui présente la sensibilité¢ au pH. Dans cette
¢tape, on a ¢étudi¢ I’influende de quelques parametres de synthése sur les diametres des
particules, la distribution de la taille des particules et la sensibilité¢ a la température des
nanogels. La sensibilité¢ au pH a été également évalué en fonction de la concentration d’AA
ajouté dans les synthéses. Ensuite, nous avons effectu¢ 1'étude de l'incorporation de
nanoparticules magnétiques stabilisées par le dextran dans les nanogels de PNVCL réticulé
en utilisant la technique de polymérisation en miniémulsion inverse. Les nanogels
magnétiques thermosensibles ont été caractérisées en terms de taille (DP), distribution de
la taille des particules (DTP) en utilisant la diffusion de la lumicre. Le caractére
thermosensible des nanogels magnétiques a également ¢té étudiée en measurant le
diametre hydrodynamique en fonction de la température. Les proprietés magnétiques
(aimantation spécifique et la magnétisation) ont été examinées en utilisant un
magnétometre a échantillon vibrant (VSM). L’analyse par infrarouge (FTIR) et par
diffraction des rayons X ont montré qualitativement l'incorporation des nanoparticules
magnétiques dans la matrice polumere. L'efficacité d'encapsulation de nanoparticules
d'oxyde de fer a été étudiée par I’analyse thermo-gravimétrique (TGA) et par les mesures
d’aimantation. Les caractéristiques morphologiques des nanogels magnétiques et
stimulables ont été examinées par la microscopie électronique en transmission (TEM).

Mots-clé : N-vinylcaprolactama, LCST, cinétique de polimérisation, miniémulsion,
nanoparticules magnétiques, applications biomédicales.
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1. L’Etude Bibliographique

1.1. Les polymeres thermo-sensibles

Les polymeéres thermo-sensibles sont solubles dans 1'eau a basse température, mais
ils précipitents séparent de ces solutions a des températures supérieures a la température de
transition de phase, connue sous le nom LCST (Low Critical Solution Temperature). Cette
transition de phase est a I’origine d’utilisation de ces polymeéres dans les systémes de
libération controlée de principes actifs (YANUL et al., 2001).

Au-dessous de la LCST, des interactions de type hydrogéne entre les molécules
d'eau et ces chaines macromoléculaires sont dominants par rapport aux interactions
polymeére-polymeére. Ainsi, ces chaines polymeéres sont trés solvatées en milieu aqueux.
L'augmentation de la température favorise la rupture des liaisons hydrogéne entre le
polymére et ’eau, ce qui induit sa précipitation et généralement une separation de phase
est observée.

Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAam) est le un polymere thermosensible le
plus étudié dans la littérature. Cependant, la plupart des études décrivent son utilisation
dans des applications in vitro. En revanche son utilisation dans des applications in vivo
reste trés prospéctive et hesitante suite a des divergences sur sa toxicité.

Dans ce contexte, un autre polymere thermosensible et biocompatible (la poly(/N-
vinylcaprolactama), PNVCL) est actuellement ¢tudié pour des fins thérapeutiques

(VIHOLA et al., 2005).

La sensibilité a la température de poly(N-vinylcaprolactama)

Actuellement, il y a de nombreuses études décrivant principalement la transition
de phase de PNVCL dans I’eau (MAKHAEVA et al., 2003; LOZINSKII et al. 2006;
PENG ; WU, 2000; LAU; WU, 1999). Le PNVCL est un polymére sensible a la
température et biocompatible, ce qui la rend un bon candidat pour les applications in vivo
(MAEDA et al, 2001). La LCST de ce polymére est proche de la température
physiologique (35-38 °C) et cette transition est modulable en fonction de son masse

moléculaire et de son composition chimique (SHTANKO et al., 2003).
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Le monomere utilisé pour la préparation de PNVCL est la N-vinyl-caprolactam
(NVCL), une molécule soluble dans un mileu organique polaire, comme 1’éthanol, ou dans
un milieu non polaire, comme le 1,4-dioxane (LOZINSKY et al., 2000). La
biocompatibilit¢é de PNVCL, combinée avec sa capacité a complexer d'autres molécules
permet son utilisation dans des domaines divers et variés. En effet, ce polymére est
actuellement utilis¢ dans les produits cosmétiques et commercialisé par BASF sous la
dénomination Luviskol®Plus, pour des applications cappilaires. Cependant, de
nombreuses études sont menées sur son utilisation pour la stabilisation des protéases et en

tant que transporteur de principes actifs (GILLIES et al., 1994; LU et al., 2004).

1.2.  L’utilisation  des  polymeres  stimulables en

bionanobiotechnologie

Les nanomatériaux sont des matériaux avec des propriétés particulieres et qui sont
utilisés dans des domaines direct avec les nanotechnologies. Ils peuvent varier en terms de
la taille, la composition chimique, la forme, la surface et les propriétés intrinseques
(optique, ¢€lectronique et photophysique) et par conséquent, ils sont fondamental pour la
création de nanostructures a trés haute valeur ajoutée. Dans le domaine de la
nanotechnologie, la nanobiotechnologie peut étre définie comme I'étude, la transformation,
la fabrication et la conception de nanomatériaux pour applications dans les sciences de la
vie. Le défi majeur de la nanobiotechnologie est d'obtenir un diagnostic précoce et précis
des maladies et d'accroitre ainsi l'efficacité des divers traitements thérapeutiques.

L'industrie utilise déja la nanotechnologie dans la préparation de nombreux
produits, tels que les particules métalliques pour augmenter la briance des couches de
maquillage, la nanoémulsion pour I’hydratant cheveux et effet cappilaire, I'encapsulation
de la vitamine C, des systémes capables de liberer des actifs anti-rides et des crémes de
protection solaire.

La science de I'encapsulation des médicaments a émergé ces dernicres décennies
en raison de la possibilité de réduire la toxicité de certains médicaments, la libération
contrélée, 1’augmentation de I’efficacit¢ de la drogue et de réduire les quantités
thérapeutiques nécessaires. Les stratégies pour l'obtention des molécules actives et de

réduire les quantités thérapeutiques nécessaires. Les stratégies pour 1’obtention de tel
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systemes comprennent, en général, l'utilisation de colloides, sous ses diverses formes (les
émulsions multiples, les micro et nanogels, les liposomes, les nanocapsules, les micro et
nanoparticules, etc). Ces matériaux nanostructurés présentent des proprietés intéressantes
en raison de la possibilité de passage a travers les barriéres cellulaires par I’endocytose et
la phagacytose des leucocytes, des monocytes, des macrophages et d’autres cellules

endothéliales.

1.3. L’obtention de gels stimulables et utilisables pour la

libération controlée des principes actifs

Des nombreux auteurs ont étudi¢ différents systémes a base de polymeres
sensibles aux stimuli pour la libération controlée de principes actifs. Un gel d’un polymere,
par exemple, se compose de chaines de polymeres assemblées de réticulation. les gels
sensibles a la température et au pH sont des particules réticulées qui peuvent gonfler ou
rétracter selon les conditions environnementales, en réponse aux stimuli. Ces systémes ont
¢té développés pour de nombreuses applications thérapeutiques, destinés principalement a
I'administration parentérale, orale ou ophtalmique.

Pour préparer des gels, microgels et nanogels sensibles a la température et le pH,
par exemple, la polymérisation radicalaire est souvent utilisée. L'utilisation d'agents de
réticulation est nécessaire pour maintenir la cohesion des chaines. Il existe plusieurs
méthodes reportées dans la littérature décrivant la préparation de nanogels qui sont utilisés
comme systémes de libération controlée de principes actifs. Ces méthodes incluent en
général les procédés de polymérisation ou les techniques de préipitations de polymeres
préformés. Parmi les méthodes de polymérisation, nous pouvons citer la polymérisation en
émulsion, la miniémulsion, la microémulsion (direct ou inverse), la polymérisation en
dispersion ou par précipitation. Concernant les méthodes utilisant les polymeres préformés,
I’émulsion-évaporation de solvant, I’émulsion-diffusion de solvant et la précipitation sont
fréquemment utilisés. Le principe de base de ces méthodes est relativement similaire, car il
implique tout simplement la préparation d’un polymeére (ou un mélange de polymeres)

dans un bon solvant et sa précipitation par la suite dans un mauvais solvant.
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1.3.1. La polymérisation en milieu dispersé

La polymérisation en mileu dispersé¢ est fréquemment utilisées industriellement
pour obtenir une grande varieté de produits comme les peintures, les adhésifs, les additifs
pour I'industrie textile et du papier, des additifs pour le traitement du cuir, etc. La
polymérisation en milieu dispersé est également utilisée pour 1’encapsulation des principes
actifs dans D’industrie thérapeutique et cosmétique. Actuellement, ces procédés de
polymérisations sont a I'é¢tude pour I’obtention de systémes particulieres de liberation

controlé des actifs pour les applications pharmaceutiques et biomédicales.

1.3.1.2. La polymérisation en émulsion

Parmi les méthodes de polymérisation en milieu dispersé, la polymérisation en
émulsion est un procédé efficace pour la syntheése des différents types de matériaux
hybrides (WIECHERS ; SCHMIDT-NAAKE, 2008). Cette technique est un processus
hétérogene dans lequel les monomeres sont dispersés dans une phase continue
(habituellement de l'eau), avec ou sans tensioactif, et en présence d'un amorceur de
polymérisation radicalaire. La formation des particules dans une polymérisation en
émulsion, peut se produire principalement par trois mécanismes différents: par la
nucléation micellaire ou hétérogeéne, par la précipitation d'oligomeres dans la phase
aqueuse ou par la nucléation homogene et l'entrée des radicaux dans les gouttelettes de
monomere. Toutefois, dans une polymérisation en émulsion classique, la polymérisation se

fait préférentiellement par nucléation micellaire.
1.3.1.3. La polymérisation en miniémulsion

La polymérisation en miniémulsion est un procédé relativement plus metrisé que
les autres et largement exploit¢ des deux dernieres décennies (QI et al., 2007). La
miniémulsion est définie comme une dispersion de gouttelettes organiques stabilisées par
un tensioactif dans I’eau. La taille des gouttelettes est comprise entre 50 et 300 nm.
Théoriquement, la taille moyenne et le nombre de particules finales sont de méme ordre de
grandeur que pour les gouttelettes de monomere utilisées. Ceci se traduit par le fait que le
mécanisme prédominant de la formation des particules est la nucléation de gouttelettes de

monomere.
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La préparation d’'une miniémulsion est divisée en deux étapes. La premicre étape
consiste a preparer la miniémulsion via la dispersion de monomere (en présence d’un
tensioactif) dans une phase continue en utilisant une forte energie de sicaillement comme
un homogéniseur ou les ultrasonds (ASUA, 2002; LANDFESTER, 2001). La taille des
gouttelettes dépend principalement de la formation utilisée, nature de monomere, le type de
tensioactif et co-tensioactif, ainsi que des conditions de disperson. La deuxieme étape
consiste a transformer les gouttelettes de monomeére en particules solides via la
polymerisation. Dans la polymérisation en miniémulsion, les gouttelettes de monomere
sont considerées comme des «nanoréacteurs» et conduisent a 1’obtention d’un systéme
relativement monodisperse en taille.

La différence de potentiel chimique entre le monomeére dans les petites
gouttelettes et le monomere dans les grosses gouttelettes force les molécules de monomeére
a diffuser dans les grosses gouttelettes, ce qui provoque la déstabilisation colloidale des
émulsions. La dégradation diffusionnelle (maturation d'Ostwald) et la coalescence peuvent
conduire & la déstabilisation de 1'émulsion (ASUA, 2002). Pour créer une miniémulsion
stable, les gouttelettes doivent étre stabilisées contre le mourrissement d’Ostwald et contre
la coalescence simple. En ce qui concerne le miirissement d’Ostwald, il peut étre réduit via
l'utilisation d'un co-tensioactif, qui s’agit comme un agent osmotique. En résumé, le rdle
d’un co-tensioactf dans la polymérisation en miniémulsion est de réduire ou méme
d’¢éliminer le marissement d’Ostwald via l'introduction d’une pression osmotique afin de
maintenir la stabilit¢é des gouttelettes de monomeére au cours du processus de
polymérisation (PRICHANONT et al., 2000). D’autre part, la coalescence de la dispersion
peut étre réduite par 1’addition de quantités appropriées de tensioactifs dans la formulation
afin de renforcer la stabilisation électrostatique ou stérique des gouttelettes
(ANTONIETTI ; LANDFESTER, 2002 ; GILBERT, 1995; LANDFESTER, 2003). Ainsi,
la stabilité colloidale est liée a la nature et la quantité de tensioactif utilisé. Apres le
processus d'homogénéisation (i.e. fragmentation), la taille des gouttelettes dépend
enticrement de la quantit¢ de tensioactif. En effect, plus la quantit¢ de tensioactif est
importante, plus la taille des particules est réduite. L'utilisation de cette technique de
polymérisation a plusieurs avantages: (i) relativement simple a mettre en oeuvre, (ii) la
bonne metrise de la taille finale et de la distribution en taille, (iii) la polymérisation est
rapide, car elle est généralement localisée dans les gouttelettes, (iv) une distribution plus

homogene de la taille finale des particules de polymére, (v) 1’élimination de la concurrence
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en tensioactif dans 1’étape de nucléation et de la croissance des particules, qui fait que le
nombre final de particules doit moins dépendent des variations dans la composition du
systeme, tels que le type d’amorceur, et (vi) I'utilisation por I’encapsulation et I’obtention
de particules hybrides organique/inorganiques (TIARKS et al., 2001; MORAES et al.,
2006; FAUCHER et al., 2010) et organiques/biologiques (LANDFESTER, 2003; LOPEZ
et al., 2008; RODRIGUES et al., 2007).

1.3.1.4. La polymérisation en miniémulsion inverse

Pour la polymérisation de monomeres hydrophiles, comme c'est le cas de
monomere utilis¢é dans notre éstide, le NVCL, le procédé de polymérisation en
miniémulsion inverse est utilis¢ (YANG et al.,, 2008). Ceci consiste de realiser des
gouttelettes de monomeres hydrophiles stabilisées par des tensioactifs et dispersées dans
une phase organique. (ANTONIETTI ; LANDFESTER, 2002). Ce procédé est largement
utilisé¢ pour I’¢laboration de particules dispersées dans une phase organique comme ilustré
pour les nombreux articles publiés dans ce domaine (MACKOVA ; HORAK, 2006 ; LIN,
2001 ; LANDFESTER et al., 2000) ; .

Pour éviter le mirissement d'Ostwald en miniémulsion inverse, 1’utilisation des
co-tensioactifs, tels que le chlorure de sodium (NaCl) est plus d’usage (TIARKS et al.,
2001). L'augmentation de la force ionique dans les gouttelettes de monomere conduit a une
réduction significative de marissement d’Ostwald (KOROLEV ; YURTOV, 2003). Une
attention croissante est dédiée a la préparation des particules de polymere via la
polymérisation en miniémulsion inverse en raison de la possibilit¢ d’encapsuler des

nanoparticules inorganiques dans les matrices de polymeres hydrophiles.

1.4. La combinaison des propriétés magnetiques et stimulables

Ces dernieres années, une attention particuliere est dedi¢e a 1’¢laboration des
particules hybrides et stimulables via des stimuli exterieurs tel que le pH, la température, le
champ magnétique, le champ électrique, etc (KHAN, 2008). Dans ce cas, les hydrogels
stimulables et les nanoparticules (organiques et inorganiques) avec des propriétés
magnétiques ont été développés ((MACKOVA ; HORAK, 2006; LIN, 2001).

L'incorporation de nanoparticules magnétiques (I’oxyde de fer) dans des matrices de
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polymeéres est un domain intéressant pour la préparation de matériaux hybrides a finalités
bionano. Cependent, le développement de gels stimulables reste un challange en raison des
propriétés et des potentialités que ces materiaux offrent pour les applications ciblées et en
particulier dans le domaine biomédical.

Le champ magnétique est I'un des stimuli le pratique en termes de contrdle. Les
nanoparticules incorporées dans des gels de polymeres sont caractérisées par de fortes
interactions avec les chaines de polymeéres et sont capables de répondre rapidement aux
champs magnétiques externes. En général, ces systémes sont caractérisés en terms de taille
et distribution en taille des particules, les propriétés magnétiques, la cristallinité, l'efficacité
d'encapsulation, la composition chimique, la morphologie, la stabilité colloidale, etc. Les
techniques couramment utilisées sont la microscopie électronique a balayage et a
transmission (MEB et MET), la diffraction des rayons X, la densit¢ de charge de surface,
I’analyse thermo-gravimétrique (TGA), I’infrarouge (FTIR), la magnétométrie, la diffusion
la lumiére (LS), etc.

A la recherche de noveaux matériaux plus appropriés pour la livraison de
médicaments pour traitement du cancer, la recherche doit prendre en considération que ces
systemes visent a réduire les éffets indiserables des fortes doses de médicament injecté
dans l'organisme. Par conséquent, le ciblage localis¢ d’une dose optimal de molécules
atives reste la solution incontournable pour éliminer des effets secondaires (GUPTA ;
HUNG, 1994; CHUNFU et al., 2004). Quand les systémes constitués de nanoparticules
magnétiques et de matériaux polyméres sont administrés en intraveineuse, un champ
magnétique externe de haute fréquence est utilisé afin de concentrer le médicament a un
endroit précis dans le corps. Ce processus de guidage et de concentration localisée depend
principalement des propriétés magnétiques des nanoparticules utilisées en générale et des
propriétés magnétiques résultants des hydrides en particulier. Lorsque les forces
magnétiques dépasseent la vitesse du flux sanguin dans les artéres (10 cm/s) ou dans les
capillaires (0,05 cm/s), les particules magnétiques s'accumulent dans la cible et peuvent
étre internalisés par les cellules endothéliales des tissus. Le médicament peut étre alors
libéré des particules, en pénétrant dans les cellules cancéreuses via 1’activité enzymatique
ou par des changements dans les conditions physiologiques tels que le pH et la température
(ALEXIOU et al., 2000).

Tout comme les nanoparticules polymériques et les nanogels, la polymérisation en

mileu dispersé et 'utilisation de polymeéres préformés sont des voies différentes pour la
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préparation de matériaux hybrides constitués de nanoparticules magnétiques (ELAISSARI
et al., 2009). La polymérisation en milieu dispersé¢ comprend 1’utilisation de procédés de
polymérisation classiques, comme la suspension, 1’émulsion, la miniémulsion, la
microémulsion, I’émulsion ou la miniémulsion inverse, et encore 1’utilisation de techniques
multiples ou combinées.

Malheureusement, certaines techniques, comme la polymérisation en
miniémulsion, par exemple, ont des limitations liées a la distribution en taille hétérogéne
des nanoparticules magnétiques dans les matrices polymériques, la présence de particules
de polymere sans I’oxyde de fer et la presence de nanoparticules d’oxyde de fer sans le
polymere (non encapsulées).

Comme mentionné précédemment, les nanoparticules magnétiques a base de
polymeéres peuvent €¢galement étre obtenues a partir de polymeres préformés en utilisant
plusieurs procédés : (i) I’émulsion-évaporation du solvant, (i1) 1’émulsion-diffusion du
solvant, (iii) la coacervation-diffusion et (iv) la précipitation. Le procédé le plus utilisé
implique généralement la préparation d’une émulsion contenant le polymeére. Les
nanoparticules d’oxyde de fer sont dispersées dans la méme phase que le polymere et ce
mélange est émulsioné dans une phase continue contenant un tensioactif ou un polymere
stabilisant, tel que le poly(alcool vinylique) (PVA) ou le Pluronic®, dans le cas des
émulsions de type d'huile dans I'eau.

Concernant la méthode de I’émulsion-diffusion du solvant, cette technique est
basée sur l’utilisation d'un solvant partiellement miscible avec l'eau, tel que l'acétate
d'é¢thyle, par exemple. La phase organique contenant le polymére et les nanoparticules
magnétiques est ensuite emulsionée dans une solution aqueuse contenant un agent
stabilisant. Cette étape est ensuite suivié¢ d’une dilution avec un exces d’eau, afin d’induire
la précipitation du polymere et, par conséquent, la formation des nanospheres. Cette
méthode est reproductible et facile a appliquer pour production de nanoparticules a grande

échelle (BRIGG et al., 2002).

1.5. Applications des nanoparticules magnetiques stimulables

La premicre publication décrivant les applications biomédicales des ferrofluides a
¢té publi¢ dans les années 60, lorsque Meyers et al. (1963) ont décrit 1’utilisation d’une

méthode espérimentale pour la préparation de particules magnétiques comme agents de
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contraste pour les applications in vivo. Quatre ans plus tard, une sonde magnétique pour le
traitement stéréotaxique d'accident vasculaire cérébral causé par un anévrisme cérébral a
¢té propos¢ par Alksne et al.(1967). Ainsi, une série de traveaux remarquables est cours de
I'évolution et revolutionne tous les jours le monde biomédical ou ces matériaux sont
utilisés aussi in vitro que in vivo.

Actuellement, les nanoparticules magnétiques sont utilisées dans une grande
variété d'applications biomédicales. Parmi les applications biomédicales in vivo, il semble
opportun de souligner l'imagerie par résonance magnétique (IRM) et la détection du
cancer.

Dans le cadre des applications biomédicales in vivo, le systéme idéal magnétique,
biocompatible et sensible aux stimuli, est celui qui permet une surveillance non invasive de
la cinétique de biodistribution du principe actif dans le corps humain en utilisant 1'I[RM.
Puis on commence le traitement de la maladie, qui peut étre fait soit via une hyperthermie
soit par la libération localisée et controlée de médicaments, en utilisant la propriété de
sensibilité du polymeére, préservant ainsi les cellules et les tissus sains.

Actuellement, le cancer est une cause majeure de mortalité dans le monde, pres de
sept millions de personnes tuées chaque année, ce qui correspond a environ 12,5% des
déces dans le monde entier (Source: Site de 'OMS). Pour cette raison, différentes
stratégies sont proposées pour le traitement de cancer et en général comprent la
chimiothérapie et la radiothérapie. La radiothérapie peut étre réalisée de différentes fagons:
(1) par I’irradiation externe, (2) ’embolisation artérielle (3) la radiothérapie métabolique,
(4) l'immuno-radiothérapie et (5) la curiethérapie (CHAKAROV et al., 2005;
ALEVIZAKI et al., 2006; RIVERA et al., 2006; ANDRATSCHKE et al., 2007;. HACKER
et al., 2007). Malheureusement, la radiothérapie externe détruit les tissus sains
environnants et provoque de nombreux effets secondaires et des complications (BUONO et
al., 2007). Toutefois, des études récentes ont été menées afin de ne traiter que la tumeur en
libérant localement la radioactivité. Visant a réduire la mortalité des rats soumis a une
radiothérapie conventionnelle et l'intensification des effets sur les tumeurs malignes,
I’action localisée de la radiothérapie limitée dans le domaine de la tumeur est trés
souhaitable (HAMOUDEH et al., 2007). Dans ce contexte, les études progressent vers
l'utilisation de nanoparticules magnétiques.

De nouveaux types de traitements anti-canceux, qui réduisent considérablement

les risques d'effets secondaires sont de plus en plus étudi¢ dans le domaine biomédical. La
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petite taille des nanoparticules associées a d'autres propriétés, peut &tre trés utile en
oncologie, et en particulier pour I'RM. Ces derni¢res années il y a eu une tendance a
développer des systémes qui vectorisent des médicaments dans les cellules cancéreuses
sous une forme active plutdt que passive (accumulation dans la tumeur en raison de sa
perméabilité accrue et sa capacité de rétention). Le développement de systémes
multifonctionnels contenant des nanoparticules pour le contraste, I’agent thérapeutique et
un ligand (anticorps) capable de reconnaitre d’une maniere spécifique les cellules
cancéreuses, augmente la spécifité du traitement et, par conséquent, réduit les effets

secondaires.



Chapitre 2






Chapitre 2 — Partie expérimentale 237

2. Partie expérimentale

2.1. La synthese des nanogels a base de poly(NVCL-co-AA) en

utilisant la polymérisation par précipitation

Toutes les polymérisations ont été effectuées dans un réacteur a double enveloppe
avec une capacité de 200 mL sous I’atmosphére de N,. La quantité de NVCL a été
maintenue constante a 3,0792 g pendant toute l'é¢tude. Les montants correspondants a I’AA,
le MBA et le SDS ont ensuite été pondérés en fonction de la composition désirée. Puis la
NVCL, ’AA ou SDS, et le MBA ont été dissous dans 190 mL d'eau déminéralisée et
filtrée sous 1’agitation magnétique pendant environ 20 minutes, pour obtenir une solution
tout a fait homogéne. Dans les réactions tamponnées, 0,2 g de bicarbonate de sodium ont
¢galement été dissous dans le mélange pour obtenir un pH de 5,0. Cette solution a été
transféré au réacteur de 200 mL sous la vitesse d’agitation de 250 tours/minute, pendant 15
minutes, sous flux d'azote. Apres ce temps, le milieu réactionnel a été chauffé a I'aide d'un
bain thermostaté a 70 °C. Par ailleurs, des quantités appropriées de KPS ont été dissous
dans 10 mL d'eau déminéralisée et filtrée. Apres avoir atteint 70 °C, nous avons attendu
pendant 5 minutes pour bien homogénéiser le milieu réactionnel a la température désirée,
puis on a injecté une solution d'amorceur pour commencer la polymérisation. Le début de
la réaction peut étre vu par la turbidité du milieu.

Afin d’évaluer l'effet des paramétres de synthése sur les propriétés des nanogels,
les réactions ont été effectuées dans les mémes conditions réactionnelles, ne variant que le
parametre en question. Toutes les réactions ont été réalisées sous flux d'azote et 1'agitation
mécanique de 250 tour/min pendant 4 heures. Apres ce temps, les nanogels ont été refroidi
a la température ambiante, centrifugé a 26.000 tour/min pendant 1 heure, le surnageant a
été écarté et le précipité redispersée dans I'eau pour une autre étape de centrifugation. Cette
procédure a été répétée trois fois et une partie a ensuite €té¢ remis en dispersion dans I'eau
déminéralisée et filtrée pour I'analyse du diamétre des particules (diffusion de la lumiére)

et de TEM. L'autre partie a été séchée a température ambiante pour I'analyse FTIR.

2.1.1. La caractérisation des nanogels a base de poly(NVCL-co-AA)

obtenus en utilisant la polymérisation par précipitation
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2.1.1.1. La détermination des diamétres des particules

Les mesures du diameétre des particules (DP) des nanogels a base de poly(NVCL-
co-AA) ont été obtenues par la diffusion de la lumiere en utilsant un équipement Malvern,
modele Zetasizer 1000, engagé au Laboratoire de Polymeres de I’EEL/USP. Ces mesures

ont été prises apres la redispersion des nanogels dans 1'eau déminéralisée et filtrée.
2.1.1.2. La sensibilité a la température

La thermo-sensibilité des nanogels a également été étudiée par les analyses de
diffusion de la lumiére, avec des mesures de DP en fonction de la température, qui se
situaient entre 25 et 70 °C. Les mesures ont été effectuées a des intervalles de 2,5 °C .
Entre chaque mesure, nous avons attendu un temps de stabilisation des échantillons a la

température désirée équivalent a dix min.
2.1.1.3. La Sensibilité au pH

Tout comme la thermo-sensibilité, la sensibilit¢é au pH a été observée par la
diffusion de la lumiere a travers l'acquisition des valeurs de DP en fonction de la

température et du pH (4,0, 6,5 et 10,0).

2.1.1.4. La détermination qualitative de la composition chimique des

copolymeres

Les compositions chimiques des nanogels a base de poly(NVCL-co-AA)
synthétisés avec différentes quantités initiales d’AA ont ét¢ obtenues d'une manicre
qualitative, en analysant les spectres infrarouge (FTIR). Les matériaux ont été analysés
dans I'état solide et exempt d'humidité. Les analyses FTIR ont été réalisées, a l'aide de
pastilles de KBr sur un appareil Perkin Elmer modele Spectrum GX, situ¢ au Laboratoire

de FTIR du Département de Biotechnologie (LOT) de ’EEL/USP.
2.1.1.5. La morphologie

La morphologie des nanogels a base de poly(NVCL-co-AA) a été caractérisé en
utilisant la microscopie é€lectronique en transmission (TEM). Ces tests ont été effectués
dans un appareil Philips, modéle Tecnai 10 fonctionnant a 80kV, situé¢ au centre de

microscopie de I'Hospital das Clinicas (HC), Faculdade de Medicina, USP, Sao Paulo.
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2.2. La synthese des nanogels a base de PNVCL par la

polymérisation en miniémulsion inverse

2.2.1. Coefficient de partage de la PNVCL entre l'eau et le n-

hexadécane

Les coefficients de partage ont ét¢ déterminés expérimentalement en utilisant la
chromatographie gazeuse. Premicrement, l'eau (1 g) et le n-hexadécane (8 g) ont été
mélangés. Différentes quantités de NVCL ont été pesées et ajoutées a ces mélanges sous
I’agitation et sous température contrélée (25 ou 70 °C) pendant une heure. Apres cette
période d’incucation, les émulsions ont ét¢ placées dans une ampoule a décanter, jusqu'a
une séparation claire des deux phases. La phase aqueuse a ¢été ensuite retirée et la
concentration du monomere dans cette phase a été déterminée par la chromatographie en
phase gazeuse. La concentration du monomere dans le n-hexadécane a été¢ déterminée par

différence. Ainsi, le coefficient de partage de la NVCL, K a ¢t¢ défini comme le

NVCL

rapport entre la concentration de NVCL dans la phase aqueuse ([ M a) et la

NVCL ]

concentration de NVCL dans la phase organique ([ A ... ]o, selon I'équation 2.3.

NVCL
2.2.2. La synthese des nanogels thermo-sensibles

Les polymérisations de la NVCL en utilisant la technique de miniémulsion
inverse ont été realisées a 70 °C, dans un réacteur a double enveloppe avec une capacité de
50 mL Tout d'abord, des quantités appropriées de NVCL (100 mg), MBA (8 mg) et
d'amorceur, KPS (10 mg) ont été dissous dans une solution de NaCl (50 mg) dans de I'eau
dionisée et filtrée (3 ou 8 g). NaCl a été ajouté afin de maintenir la stabilité¢ des gouttelettes
de monomere apres ’agitation. Cette solution de monomere a été ensuite ajoutée a une
solution de Span 80 dans le n-hexadécane, faisant varier la quantité de tensioactif entre 3 et
8% en poids, par rapport a la phase continue. Le mélange a été maintenu sous agitation
(500 rpm) pendant une heure. Apres cette période, la min-émulsion a été préparée en
utilisant une sonde Biolock scientifique, modele 75042, avec 500 watts de puissance et
amplitude de 90% pendant cinq minutes. Le milieu réactionnel a été ensuite chauffé a 70 °©
C pour commencer la polymérisation. Pour assurer la conversion totale du monomére, la

réaction a été conduite pendant trois heures.
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2.2.3. La purification des nanogels de PNVCL

A la fin des polymérisations en miniémulsion inverse, les nanogels thermo-
sensibles ont été lavées avec 50 mL de chloroforme, puis le solvant a été évaporé dans
'évaporateur rotatif de marque Fisatom, modéle 802. Cette procédure a été répétée trois

fois, visant a I'¢limination compléete de la phase continue.

2.2.4. La caractérisation des nanogels de PNVCL obtenus par la

polymérisation en miniémulsion inverse

2.2.4.1. L’étude de la cinétique de la polymérisation en miniémulsion inverse

La conversion de la NVCL au cours des polymérisations en miniémulsion a été
obtenue par la chromatographie en phase gazeuse en utilisant un chromatographe Agilent,
modéle 4890D (avec le détecteur FID et la colonne ID RTX-624, 30 m X 0,32 mm). Lors
de la polymérisation, des échantillons du milieu réactionnel ont été retirés, immédiatement
placés dans un bain de glace et soumisent a 1’analyse. Isopropanol a été utilis€ comme

¢talon externe pour la construction de la courbe d'étalonnage.
2.2.4.2. La détermination de la taille des particules et du potentiel zéta

Dans ce type de caractérisation, un équipement Malvern Zetasizer modele
1000, situé¢ au Laboratoire de polymeéres de I’EEL/USP et un Malvern Zetasizer modele
V510, situé au Laboratoire d'Automatique et Génie des Procédés (LAGEP) de I’Université
Claude Bernard, Lyon 1 (Lyon - France) ont ét¢ utilisés. Pour suivre 1'évolution de la taille
des particules avec la conversion de polymérisation, les échantillons ont été¢ prélevés du
milieu réactionnel, dilués dans le solvant (n-hexadécane) et soumisent a I’analyse. Pour les
mesures de la taille finale des particules (DP) et la distribution de la taille des particules
(DTP), les analyses ont été effectuées apres 1’extraction de la phase organique et la
redispersion des particules dans l'eau dionisée et filtrée. Les tailles des particules ont
¢galement été obtenues en fonction de la température, entre 25 et 60 °C, avec un pas de 2,5
°C et un temps de stabilité de la température de six minutes.
Les mesures du potentiel z&ta ont été réalisées dans un équipement Malvern Zeta
Sizer V510, situé¢ au LAGEP, Universit¢ Claude Bernard Lyon 1. Pour ces analyses, les

¢chantillons ont été séchés et redispersés dans une solution aqueuse de NaCl (3 mM).
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2.2.4.3. L’Infrarouge (FTIR)

Pour la caractérisation par infrarouge (FTIR), un équipement Perkin Elmer
modele Spectrum GX, situ¢ au Laboratoire de Biotechnologie de I'EEL/USP a été utilisé.
Pour ces analyses, les échantillons ont été séchés et déposés sur les pastilles de KBr et les
analyses ont ¢été effectuées en mode de transmission, dans une bande de fréquence

comprise entre 400 et 4000 em™.
2.2.4.4. La morphologie des nanoparticules

Pour la caractérisation des nanoparticules par la microscopie €électronique en
transmission (MET), nous avons utilis¢ deux appareils différents: un Philips mod¢le
CM120 avec une tension de 80kV, situ¢ au Centre de la Technologie de la Microstructure
(CTp) de I’Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon, France, et un autre Philips modéele
Tecnai 10, fonctionnant a 80kV, situ¢ au Centre de la Microscopie de 1'Hospital das
Clinicas (HC) de la Faculdade de Medicina de I’'USP, Sdo Paulo. Pour ces analyses, les
¢chantillons séchés ont été dilués et redispersés dans I'eau dionisée et filtrée. Pour une
meilleure visualisation des particules, une solution aqueuse d'acide phosphotungstique (1

g/L) a été utilisé comme un agent de contraste.
2.2.4.5. La diffraction des rayons X

Le diffractométre a rayons X utilisé est un Shimadzu modele XRD-6000, situé au
laboratoire de diffraction des rayons X de 1'EEL/USP, avec une radiation CuKqg (A =
1,5406 A) filtré par Ni, fonctionnant a 40 kV et 30 mA avec une vitesse de balayage égale
a 1° (26/min). Ces ¢études de diffraction des rayons X (DRX) ont été réalisées pour les
¢chantillons secs des nanogels de PNVCL, et nous avons pu obtenir des mesures de

l'intensité en fonction de 1'angle de diffraction, qui a varié entre 5 et 80°.
2.2.5. L’encapsulation des nanoparticules magnétiques

Pour I'encapsulation des nanoparticules magnétiques, nous avons utilisé un
ferrofluide précédemment synthétisé dans le laboratoire LAGEP de 1'Université Claude
Bernard-Lyon 1, Lyon, France (MOUAZIZ et al., 2009). Ce ferrofluide est constitué¢ de

particules d'oxyde de fer complexé avec le dextran polymére. Les polymérisations en
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miniémulsion inverse de la NVCL ont ensuite été¢ effectuées en présence de différentes
concentrations du ferrofluide.

Dans cette phase de la recherche nous avons fait varier certains parametres de
synthese, tels que le solvant utilisé comme la phase continue, les concentrations de Span 80
et MBA, ainsi que le type et la concentration d'amorceur, afin d'étudier l'influence de ces
parametres sur la taille finale des particules et la distribution de la taille des particules
magnétiques.

Les nanoparticules polyméres et magnétiques ont ensuite €été caractérisées par les
mémes méthodes utilisées dans le cas des nanogels de PNVCL. Cette étude est completée

par les mesures de 1'aimantation et les analyses thermo-gravimétriques.

2.2.6. La caractérisation des nanogels magnétiques sensibles a la

température

2.2.6.1. La diffusion de la lumiére

Pour ces analyses, nous avons utilis¢ un Malvern Zeta Sizer modele V510, situé
au Laboratoire d'Automatique et Génie des Procédés (LAGEP), de I’Université¢ Claude
Bernard Lyon 1 (Lyon - France) et un autre équipement LM20 NanoSight mod¢le, situé
dans le laboratoire de nanoparticules d'Institut de Chimie de 1I’Université Fédérale de Rio

Grande do Sul (UFRGS) a Porto Alegre (RS).
2.2.6.2. Les mesures d'aimantation

Les mesures d'aimantation ont été effectuées a 300K, pour les échantillons des
particules polyméres et magnétiques secs, en utilisant un magnétometre a échantillon
vibrant (VSM) Lake Shore modele 7404, situ¢ au Département de Physique et Chimie de

'Université de Itajubd, en faisant varier le champ magnétique entre 11,8 et 21,7 kOe.
2.2.6.3. Les analyses thermo-gravimétriques (TGA)

Pour les analyses thermo-gravimétriques (TGA) nous avons utilisé un équipement
TG/DTA marque SII nanotechnologie, mode¢le EXSTAR 6200 avec un régulateur
automatique de gaz, situé¢ dans le laboratoire des analyses thermiques du Département des

Matériaux et de la Technologie de la Faculté de Génie de Guaratingueta, FEG/UNESP.
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La détermination de la quantité de nanoparticules d'oxyde de fer incorporées dans
les nanogels thermosensibles de PNVCL a ¢été réalisée par ces analyses thermo-
gravimétriques. Les échantillons secs des particules polymeéres et magnétiques ont ¢été
soumis a I’analyse, qui a été effectuée avec des températures comprises entre 25 et 600 °C
et un taux de chauffage de 5 °C/min sous I’atmosphere de N,. Premic¢rement, le contenu
des nanoparticules magnétiques a été défini comme le pourcentage de matire restant apres
le procédé de calcination. Les pourcentages de nanoparticules d'oxyde de fer incorporées
aux nanogels ont été ensuite estimés en utilisant I'équation 2.4. Dans cette équation, COFF
est le pourcentage d'oxyde de fer restant apres la calcination et le COFI est le pourcentage

d'oxyde de fer ajouté au systéme au début de la polymérisation.
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3. La syntheése des nanogels sensibles a la température et le

pH en utilisant la polymérisation par précipitation
3.1. Introduction

Ce chapitre décrit la préparation des nanoparticules de poly(N-vinilcaprolactama-
co-acide acrylique), poly(NVCL-co-AA), sensibles aussi a la température que le pH, en
utilisant la polymérisation par précipitation. L'effet de paramétres tels que la concentration
d'acide acrylique (AA), I’amorceur (KPS) et l'agent de réticulation (MBA) sur les
diametres des particules (DP) et la sensibilité¢ a la température des nanogels a été étudié.
Nous avons évalué¢ également I'ajout d'un tensioactif ionique (SDS). En plus, I’étude de la
sensibilit¢ au pH des nanogels synthétisés avec des différentes concentrations en AA est

aussi présentée dans ce chapitre.

3.2. La synthese des nanogels a base de poly(-NVCL-co-AA) en

utilisant la polymérisation par précipitation

Les nanogels constitués de poly(NVCL-co-AA) ont été synthetisés en utilisant la
polymérisation par précipitation sans tensioactif et ’influence de certains parameétres de
réaction sur la sensibité a la températue a été examiné. En outre, nous avons étudié la
sensibilité¢ au pH des nanogels en fonction de la concentration en AA. La polymérisation a
¢galement été réalisée en remplacant 1'acide acrylique par un agent tensioactif anionique
(dodécylsulfate de sodium ou SDS) en vue d'obtenir une étude comparative de l'influence
des segments d’AA sur la stabilisation des nanogels.

Pour évaluer l'effet d’AA sur la stabilité colloidale des nanoparticules en fonction
du pH, quelques polumérisations on été realisées en présence d’une solution tampon, afin
d’ajuster la valeur du pH en 5,0.

Le tableau 3.1 présente les formulations utilisées dans les synthése des nanogels a
base de poly(NVCL-co-AA) en utilisant la polymérisation par précipitation.

En ce qui concerne l'effet du pH, en comparant les réactions P2 et P8, il est
possible d'observer une augmentation de la stabilité¢ colloidale du nanogel obtenu dans la

réction P8. Pour expliquer ce résultat, il est nécessaire de prendre en considération que
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dans le pH 5,0, c’est a dire, au-dessus du pKa d’AA (4,17), les unités d’AA sont sous la
forme ionisée, ce qui favorise les interactions entre les groupes carboxyles présents dans
les nanoparticules et les molécules d'eau depuis le début de la polymérisation,. En
conséquence, on peut voir une augmentation de la stabilité du systéme en fonction du
temps (Tableau 3.2).

Pour vérifier l'effet de I'ajout d'un tampon sur la sensibilité a la température des
nanogels, les mesures des diamétres de particules des produits des réactions P2 et P8 ont
¢galement été obtenues en fonction de la température. La figure 3.1 montre les valeurs de
DP en fonction de la température pour les nanogels a base de poly(NVCL-co-AA) obtenus
dans ces réactions.

A partir de la Figure 3.1, on peut observer que le nanogel obtenu dans la réaction
P8 a présenté une valeur plus élevée de diametre de particules. Ce fait peut €tre attribué a
la répulsion életrostatique résultant de 1’ionisation des groupes carboxyles d’AA, quand le
pH ¢ plus ¢élevé que le pKa de ce monomeére. Cependent, le nanogel obtenu dans la réaction
P8 a présenté une stabilité plus élevée en fonction du temps. En plus, comme on le voit, la

thermo-sensibilité n'a pas été touchée par la solution tampon.
3.3. L’influence de la concentration en acide acrylique

Dans cette étape, on a fait varier la concentration en AA en 3, 6,5 et 10% en
poids, par rapport a NVCL. Les concentrations en MBA et KPS ont ét¢é maintenue
constante et égale a 8% et 1% en poids, par rapport a NVCL, respectivement. La Figure 3.2
montre les courbes des diametres des particules en fonction de la température pour les
nanogels synthétisés avec différentes concentrations en AA. A partir de cette figure, nous
pouvons observer la réduction du diamétre des nanogels a mesure que la température
augmente, ainsi que déterminer la LCST pour chaque copolymere.

La Figure 3.2 montre que l'augmentation de la concentration en AA a conduit a
une diminution du diamétre des nanogels. Ce résultat peut étre expliqué par la contribution
d’acide acrylique dans 1’étape de formation des particules. C’est important rappeler que ces
réactions ont été réalisées sans l'utilisation de tensioactifs classiques, afin d'étudier 1'effet
de stabilisation d'acide acrylique. Une fois que le principe de base de la formation des
particules en utilisant la polymérisation par précipitation est la précipitation des oligomeres

dans la phase aqueuse, plus élevée est la concentration en AA, plus est la quantité de
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molécules qui stabilisent les oligomeres formés sous la forme de particules. En d'autres
termes, I'augmentation de la quantité de groupes carboxyles dans les chaines des polymeéres
conduit a une augmentation de l'efficacité de stabilisation colloidale des oligomeres de
PNVCL. Des résultats similaires ont été rapportés précédemment (KRATZ et al., 2000),
avec copolymérisation d’acide acrylique avec la N-isopropylacrylamide.

Toutes les réactions ont été effectuées a 70 °C, c’est a dire, au-dessus de la LCST
de la PNVCL. Par conséquent, la plupart des segments hydrophobes de PNVCL sont
probablement a I’intérieur des particules, tandis que les unités hydrophiles d’AA sont
situés préférentiellement a la surface des particules, c'est a dire, a l'interface entre les
nanoparticules et I'eau, favorisant ainsi la stabilisation des nanogels (LEE et al., 2008).

Les valeurs de LCST ont été établies comme la température correspondant au
point d'inflexion dans la courbe de diamétre des particules en fonction de la température
(Figure 3.2). On observe que l'augmentation de la concentration en AA a conduit a une
augmentation de la LCST. Cela peut étre attribué a la présence des segments hydrophiles
d’AA, qui favorisent les interactions physiques (liaisons de hydrogene) entre les macro-
chaines et l'eau, augmentant ainsi la température requise pour que les interactions
physiques type polymere-polymére devient dominantes et pour produire la séparation de
phase. Il est bien connu que la masse moléculaire influe la LCST de la PNVCL, comme on
peut verifier avec I’étude de la homopolymérisation de la NVCL dans des solvants
différents et avec différents concentrations en agent de transfer de chaine, décrit dans
I’appendice A. En plus, le phénomene de la LCST est aussi dépendent de la quantité de
comonomere ajouté dans les copolymérisations. Les comonomeéres hydrophiles, comme
I’AA, augmentent la LCST, qui peut venir a disparaitre, si la quantit¢ du comonomeére est
trés élevée (KRATZ et al., 2000). Les valeurs de LCST obtenues dans cette étude ont été
égals a 37,5, 42,5 et 50 °C, pour les nanogels synthétisés avec 3, 6,5 et 10% en poids
d’AA, respectivement.

Pour la réaction réalisée avec 1,8 % en poids d’AA, par rapport a NVCL (P13),
nous avons observé la formation d'agglomérats lors de la polymérisation, ce qui indique
une instabilité¢ du systeme. En outre, avec 10% en poids d’AA, par rapport 8 NVCL (P12),
on n'a pas observé la turbidit¢ du systeme, qui a été probablement causée par
I'augmentation significative du caractére hydrophile du copolymeére en solution aqueuse.

Afin d'étudier, qualitativement, I'incorporation d’AA dans les nanogels a base de

poly(NVCL-co-AA), des analyses de spectrométric FTIR ont été¢ effectuées pour les
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réactions avec différentes concentrations en AA (P1, P2 et P3). Dans les spectres FTIR les
bandes d'absorption caractéristiques des deux monomeres ont €té analysées. La Figure 3.3
montre les spectres FTIR des nanogels synthétisés avec différentes concentrations en AA.

D'apres la Figure 3.3, on peut identifier les bandes d'absorption caractéristiques de
la liaison C=0 d’AA a 1718 cm™ et de la déformation axiale de la liaison C-O-H a 1190
cm™. En plus, nous pouvons attribuer la présence des bandes 4 1540 cm™ 4 la vibration des
groupes COO™ (WU et al., 2008). Ces bandes, peuvent confirmer la présence d’AA dans le
nanogels et montrent l'augmentation de I’incorporation de ce monomere dans les
copolymeres, car elles augmentent en fonction de la quantité d'AA ajouté dans la syntheése.
Nous voyons également, & 1660 cm™, la bande caractéristique de la liaison C=0 de la
NVCL.

Comme on a déja mentionné, les copolymérisations réalisées ont a eu 1’objectif
d’étudier l'effet de la concentration en AA sur la stabilit¢ des nanogels a base de
poly(NVCL-co-AA). 1l a été observé a travers les valeurs des diamétres des particules et la
polydispersité, que les nanogels ont présenté une grand stabilité colloidale, ce qui conduit a
I'hypotheése de que la stabilisation par les unités d’AA a été efficace. Cependant, pour
confirmer cette hypothese, la réaction P11 a été effectu¢ sans I’AA, mais en utilisant le
dodécyle sulfate de sodium (SDS) (2,5% en poids, par rapport a NVCL) comme le
tensioactif, qui est couramment utilis¢ dans les travaux décrits dans la littérature. Les
concentrations en KPS et MBA ont été encore maintenues constants a 8 et 1%,
respectivement. Le tableau 3.2 présente ['évolution des valeurs de DP et de la
polydispersité en fonction du temps de stockage des produits des réactions P2, P8 et P11,.

En comparant 1’effet d’AA et du SDS dans les réactions P8 et PII,
respectivement, nous observons, dans un premier moment, une réduction du diametre des
particules quand SDS a été utilisé comme un tensioactif. Le dodécyle sulfate de sodium est
un tensioactif consistant d’une molécule amphiphile, qui présente une région polaire e
d’autre non polaire et qui s’associe spontanément dans une solution aqueuse, a
concentrations plus élevés que sa concentration micellaire critique (CMC), et, par
conséquent, des micelles sont formées. La valeur de CMC du SDS dans une solution
aqueuse est égale a 0,24 % en poids. Ainsi, il a une haute efficacit¢ de formation des
micelles et, par conséquent, de stabilization des émulsions. Pour ce motif, le SDS est

fréquemment utilisé dans les polymérisations en miniémulsion, en raison de s’éfficacité de
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stabilisation des particules de petites tailles, ce qui peut expliquer I’obtention, dans cette
étude, des particules plus petites en utilisant le SDS comme tensioactif.

Cependent, si nous observons les polydispersités des produits des réctions P8 et
P11, nous pouvons verifier que les valeurs sont similaires. En plus, tous les diamétres et les
polydispersités presque n’ont pas varié¢ en fonction du temps de stochage. Ainsi, nous
pouvons affirmer que des dispersions stables ont ét¢ obtenues en utilisant aussi le SDS que
I’AA pour stabiliser les nanoparticules. Ces résultats montrent 1’efficacité d’AA dans
I’stabilisation colloidale des nanogels, quand les réactions sont realisées en pH supérieur
au pKa d’AA. Cependant, en 1’absence de la solution tampon, les polydispersités ont

augmenté de maniere significative en fonction du temps de stockage.
3.4. L’influence de la concentration en agent de réticulation

Dans cette étape, nous avons fait varier la concentration en réticulant (MBA) a 4,
8 et 12% en poids, par rapport a NVCL, afin d'évaluer s’influence sur les propriétés des
nanogels a base de poly(NVCL-co- AA). La Figure 3.4 montre l'effet de la concentration
en réticulant sur les diametres des nanogels.

I1 est possible de constater que, en général, I'augmentation de la concentration en
MBA conduit a une augmentation significative de la taille moyenne des particules et la
différence plus marquée a été observée en utilisant 12% de MBA. Ce résultat peut étre
attribué a réactivité plus élevée du MBA, par rapport a NVCL et I’AA, lequel est
consommé de préférence lors de l'initiation de la polymérisation. Ce fait, conjugué a
solubilit¢ accrue du MBA dans l'eau, par rapport a NVCL et I’AA, conduit a
I’augmentation de la taille critique des chaines pour avoir la précipitation des oligomeéres
formés dans la phase aqueuse. La Figure 3.4 montre également qu’au-dessus de la LCST,
la différence entre les diametres des particules est moins marquée. Ce résultat peut étre
associ¢ a I’augmentation du volume des particules, au cours de la synthése des nanogels,
avec l'augmentation de la concentration en MBA, ce qui permet de retenir une quantité
plus grande des molécules d'eau a l'intérieur des nanoparticules. D’autres études
concernant ’effet du MBA dans les systemes constitués de PNVCL ou PNIPAam,
décrivent I’obtention de résultats similaires (IMAZ ; FORCADA, 2009; DURACHER et
al., 1999). Ces auteurs ont également expliqué 1’augmentation des diamétres des particules

en termes de la différence de reactivité entre le MBA et les autres monomeres. En ce qui
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concerne la réction P5, la variation de DP peut étre liée aussi a I'augmentation de la taille
critique des chaines dans le processus de précipitation et de formation des particules, que la
faible stabilité colloidale de ces particules. En d’autres termes, 1” haut degré de réticulation
peut aboutir a ’augmentation des groups carboxyles d’AA dans ’intérieur des particules,
ce qui diminue la concentration de ces groupes ionisables a la surface des particules.

En ce qui concerne la LCST, nous pouvons observer que ce phénomene a été
moins marqué pour le produit de la réaction realisée avec 2 % en poids de KPS, par rapport

aNVCL.
3.5. L’influence de la concentration en amorceur

La Figure 3.5 montre les diameétres des particules en fonction de la température
pour les nanogels synthétisés avec différentes concentrations en amorceur (KPS) (0,5, 1 ou
2% en poids, par rapport a NVCL). A partir de cette figure, nous pouvons voir, dans un
premier moment, que l'augmentation de la concentration en amorceur de 0,5 pour 1 %, a
abouti & la diminuition des diamétres des nanogels. Evidament, l'augmentation de la
concentration en amorceur conduit & une concentration accrue des radicaux libres, ce qui
réduit les diametres des particules, en raison de I’augmentation du nombre des particules
formées au début de la polymérisation. Cependent, quand la concentration en amorceur a
¢été¢ augmentée a 2 % en poids, par rapport a NVCL, I’effet opposé a été observé. Au début
de la polymérisation, la croissance des particules est principalement due a la réaction des
radicaux avec les molécules de MBA en raison de sa réactivité plus élevée, par rapport a
NVCL et I’AA. Si la concentration des radicaux croissants est trés élevée, la probabilité de
ces radicaux a réagir avec les molécules d'agent de réticulation est plus grande et, par
conséquent, des diameétres des particules plus grands sont obtenus. Un comportement
similaire a ét¢ vérifi¢ par Imaz et Forcada (2009), qui ont constat¢ une diminution
significative du temps de la consommation de MBA avec I’augmentation de la
concentration en amorceur. Cependent, Mackova et Horak (2006) expliquent ce résultat
inattendu en termes de la concentration instantanée des oligomeéres croissantes. Selon ces
auteurs, I'augmentation de la concentration en amorceur conduit a une augmentation de la
vitesse de précipitation des oligomeéres et de la vitesse de coagulation des noyaux instables

qui vont survenir des particules plus grosses. Cependant, pour confirmer ces hypothéses,
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d’autres expériences et d’autres analyses sont requises, en vie d’obtenir une étude plus

approfondie de la cinétique de tels systémes.
3.6. L’effet du pH

Le gonflement du nanogel a base de poly(NVCL-co-AA) en réponse a la variation
du pH a été étudiée, en utilisant le produit de la réaction P2, c'est a dire, le copolymere
synthétisé avec 6,5% d’AA, 8 % de MBA% et 1 % de KPS en poids, par rapport a NVCL.
La Figure 3.6 présente les diamétres des particules obtenus en fonction de la température et
le pH.

Les résultats montrent le gonflement du nanogel a mesure que le pH augmente. A
pH 6,5 et pH 10,0, la présence de forces €lectrostatiques de répulsion dans les unités d’AA,
provoque l'expansion des chaines des polymeéres et, par conséquent, le gonflement des
nanogels. L’effet inverse se produit au-dessous du pKa d’AA, c'est a dire, a pH 4,0, la
forme non ionisée des groupes carboxyles favorisent les interactions entre les macro-

chaines, conduisant a la contraction des particules (ZHANG et al., 2007).
3.7. La morphologie des nanoparticules

La morphologie du nanogel synthétisé avec 6,5% d’AA, 8% de MBA et 1% de
KPS en poids, par rapport a NVCL (réaction P2) a été obtenue par la microscopie
¢lectronique a transmission (Figure 3.7). Cette figure présente la morphologie sphérique
des nanoparticules avec un diamétre moyen d’environ 200 nm, lequel est inférieure a celui
obtenu par la diffusion de la lumicre, présent dans le Tableau 3.2 (281,6 nm). Cette
différence peut €tre attribuée au procédé de séchage pendant la préparation d’échantillons
pour I’analyse de TEM. En ce qui concerne la polydispersité, les images montrent la
présense des particules avec des diametres différents, ce qui confirme la valeur de
polydispersité de 0,208, obtenue par la diffusion de la lumiere. Cependant, nous ne voyons
pas la présense d’agrégats de nanoparticules, ce qui confirme la contribution d’AA sur la
stabilit¢ des particules pendant la synthése du nanogel. Il est encore possible de voir que
les particules ne présentent pas les surfaces bien définies, ce qui peut s'expliquer par la

présence des segments d’AA sur la surface, tandis que le noyau est plus riche en PNVCL.
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4. La syntheése des nanogels magnétiques de PNVCL via

la polymérisation en miniémulsion inverse

4.1. Introduction

Ce chapitre décrit la synthése des nanogels a base de PNVCL et de nanoparticules
magnétiques d'oxyde de fer en utilisant la miniémulsion inverse comme procédé de
polymérisation. L'effet de la concentration en Span 80 sur la cinétique de polymérisation,
la stabilisation et la sensibilité a la température des nanogels elaborés a été étudié. Des
analyses thermo-gravimétriques (TGA), la diffraction des rayons X et les mesures
d’aimantations ont confirmé l'incorporation des particules d'oxyde de fer dans la matrice
des nanogelss. La morphologie des nanoparticules a été étudiée par la microscopie

¢lectronique en transmission (TEM).
4.2. L influence de la concentration de tensioactif

Pour étudier I'effet du Span 80 sur les propriétés colloidales des nanogels a base
de PNVCL, une série de polymérisations a €té réalisée en faisant varier la concentration de
tensioactif. Les diamétres hydrodynamiques (DH) des nanogels thermo-sensibles en
fonction de la concentration de Span 80 sont présentés dans le Tableau 4.1. Dans ce
tableau, on remarque une légeére diminution dee diameétres hydrodynamiques des nanogels
avec I’augmentation de la concentration de Span 80. Toutefois, lorsque la concentration en
Span 80 dépassait 6% en poids, le résultat inverse a été observé. Ce comportement a été
observé non seulement pour les nanogels synthétisés avec 3 g d’eau mais aussi pour ceux
synthétisés avec 8 gau. Avec I’augmentation de la concentration de tensioactif, I'amorcage
ne se produit pas simultanément dans toutes les gouttes de monomere et, par conséquent,
les radicaux sont formés uniquement dans quelques gouttelettes de monomere. La présence
des macro-radicaux, a son tour, tend a augmenter la taille des gouttelettes, ce qui conduit
au marissement d'Ostwald ce qui favorise 1’obtention de particules avec des diametres plus
importants. Il est a noter que la probabilité de formation de micelles est elévée quand la
concentration de tensioactif est trés importante. La solubilit¢ du NVCL dans le n-
hexadécane favorise sa diffusion des gouttelettes de monomere vers les micelles afin de

maintenir 1'équilibre.
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Comme discuté plus haut, lw tensioactif n’a pas d’effet notable sur la taille
moyenne et des résultats similaires ont été obtenus par Hashimoto et al. (2008). Ces
auteurs ont étudi¢ l'effet de I'addition de Span 80 dans la phase continue et d’autres co-
tensioactifs dans la phase dispersé. L'addition de tensioactif modifie 1'affinité¢ entre les
surfaces solides et la phase liquide, par des changements de tension interfaciale. Ainsi, ils
ont not¢ que l'influence de la concentration de Span 80 sur l'angle de contact est
significative lorsque la quantit¢ d’un co-tensioactift de fort HLB (Tween 20) est
suffisamment importante. Ils ont ensuite suggéré que les gouttelettes aqueuses ont
probablement une plus grande affinité avec la surface hydrophobe, quand les deux phases
contenaient des hautes concentrations de tensioactifs.

Nous pouvons ¢galement observer a travers le Tableau 4.1, I’ensemble des
résultats relatifs a D’effet de la quantité de phase aqueuse sur la polymérisation et
I’obtention des nanogels. Les polymérisations effectuées avec 3 g d'eau donnent des
nanogels stables et de taille moyenne faible.

En ce qui concerne la synthése des nanogels de PNVCL pour des applications
biomédicales in vivo, l'élimination complete du solvant organique est extrémement
importante et les nanogels doivent présenter les mémes propriétés aprés 1'élimination du
solvant et redispersion dans l'eau. Ainsi, nous avons conduit une étude d’inversion de
phase. Pour ce faire, le n-hexadécane a été ¢éliminé en utilisant trois lavages avec du
chloroforme suivies de séchage sous vide et redispersion. La Figure 4.4 montre I'effet de la
concentration du Span 80 sur le diamétre hydrodynamique moyen des nanogels obtenus
dans les réactions MN1-MN4, apres avoir enlevé le n-hexadécane et redispersé dans I'eau.
Cette figure montre que la variation de diametre hydrodynamique en fonction de la
concentration de tensioactif, aprés la redispersion dans I'eau, suit le méme comportement
par rapport a les analyses effectuées dans les solutions diluées de n-hexadécane. Lorsque la
méthode d'inversion de phase a été appliquée, les valeurs de diametre hydrodynamique ont
été généralement inférieures aux valeurs obtenues dans le n-hexadécane. Cette différence
peut €tre attribuée a la déshydratation des particules pendant le proessus de séchage et que

le gonflement dans I'eau n’est pas forcement le méme dans le solvant organique utilisé.
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4.3. L étude cinétique

Pour I’étude cinetique, le diametre des nanogels ont été mesurées immédiatement
apres le procédé d'homogénéisation et en fonction du temps pour des syntheses réalisées
avec des différentes concentrations de Span 80. Les résultats obtenus pour des
polymérisations effectuées avec 8 g d'eau sont présentés dans la Figure 4.6 et montrent que
la variation du diameétre hydrodynamique est négligeable au cours de la polymérisation, et
ceci lorsque la concentration de Span 80 utilisée est inférieure a 8% en poids, par rapport a
NVCL. Toutefois, une légére augmentation a été observée en utilisant 8% en poids de Span
80.

La Figure 4.7 montre 1’augmentation de DH avec le temps de polymérisation pour
les nanogels synthetisés avec 3g d’eau. Comme déja mentionné plus haut, lors de la
polymérisation en miniémulsion, il est important de maximiser le nombre des particules
formées par le mécanisme de nucléation des gouttelettes de monomeére. Toutefois,
certaines micelles peuvent également €tre présentes en raison de la quantité importante de
tensioactif utilisé et du processus d'homogénéisation. Par conséquent, certaines particules
peuvent étre aussi formées par la nucléation micellaire. Ainsi, pour augmenter la quantité
des particules formées par la nucléation des gouttelettes de monomeres, on doit adapter les
conditions d'homogénéisation, d’une fagcon que le tensioactif est complétement adsorbé a la
surface de ces gouttelettes.

Pour étudier la cinétique de polymérisation du NVCL en miniémulsion inverse,
des mesures de la conversion ont également été obtenues en fonction du temps, en utilisant
la chromatographie en phase gazeuse, pour les synthéses réalisées avec 3 g d'eau. Les
résultats sont présentés dans la Figure 4.8 et montrent que dans toutes les synthéeses, la
conversion est complete apres 150 minutes de polymérisation et que 1'augmentation de la
concentration de tensioactif a conduit a une diminution de la vitesse de polymérisation. Ce
résultat peut étre attribué¢ a la diminution de la concentration de monomere et des radicaux
par particule lorsque les concentrations plus élevées de Span 80 sont utilisées. Pour
expliquer ce résultat, I'équation de vitesse de polymérisation en milieu dispersé (équation
4.1) (GILBERT, 1995) a été clairement analysée. Dans cette équation £, est la constante de
vitesse de propagation, /M], est la fraction en volume de monomere au sein de la particule,
71 est le nombre moyen des radicaux par particule et N4 est le nombre d'Avogadro. Comme

toutes les réactions ont été réalisées a la méme température, la valeur de k, doit rester
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constante. En autre, le nombre de particules, N, decrait augmenter avec la concentration de
Span 80. Par conséquent, la diminution de la vitesse de polymérisation avec 1'augmentation
de la concentration en tensioactif ne peut s'expliquer que par 7i ou /M],. 1l est connu que le
nombre moyen des radicaux par particule dépend du nombre de particules. Ainsi, si la
concentration de particules augmente proportionnellement avec 1'augmentation de Span 80
et comme les autres parametres de réaction ont ¢t¢ mantenus constants, le nombre de
radicaux par particule diminue et, par conséquent, la réaction est de plus en plus lent. Des
facteurs tels que le transfert de chaine par le tensioactif, la difficulté d'entrée des radicaux
en raison de la présence de tensioactif a la surface des particules et I'effet cage sont d'autres

facteurs qui pourraient expliquer cette diminution de R,.
4.4. Le potentiel z€ta des nanogels

Le potentiel zéta des nanogels de PNVCL synthétisés en utilisant différentes
concentrations de Span 80 a été mesuré en fonction du pH aprés la redispersion des
nanoparticules dans une solution aqueuse (3 mM NaCl). La Figure 4.9 montre que le
potentiel z&éta des nanogels varie légeérement en fonction du pH et de la concentration en
Span 80 (utilisé dans la formulation). En général, des valeurs négatives ont été obtenues et
attribuées a la présence des groupes persulfate originaires d'amorceur (KPS). Il est a noter
¢galement que le Span 80 est composé d'un mélange d'acides gras (oléique, linoléique,
linolénique, palmitique, etc). Ainsi, la présence des groupes carboxyles a la surface des
nanogels peut également expliquer les valeurs négatives du potentiel zéta et la 1égere
augmentation de la charge négative en fonction de la concentration croissante du Span 80

et du pH.

4.5. L’¢évaluation de la thermo-sensibilité¢ des nanogels a base de

PNVCL

La sensibilit¢ a la température des nanogels obtenus dans les réactions MNI,
MN2 et MN3, a été étudiée par mesure de diametre hydrodynamiques en fonction de la
température. Toutes les mesures ont €té réalisées en solution aqueuse, apres 1’¢limination
du n-hexadécane et redispersion dans l'eau. La Figure 4.10 confirme bien le carater
thermosensible des nanogels synthétisés dans cette étude. En effet, le diametre

hydrodynamique réduit avec 1’augmentation de la température comme attendue. Nous
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avons observé que la LCST obtenue est de 42,5, 40,0 et 37,5 °C, pour les nanogels
synthétisés avec 3, 4 et 6% en poids de Span 80, respectivement. Ceci montre que
I'augmentation de la concentration en tensioactif dans la formulation induit une diminution

de la LCST des nanogels.
4.6. Les caractéristiques morphologiques

La Figure 4.11 montre la forme sphérique des particules du nanogel ontenu dans
la réaction MN1 et également une taille comprise entre 150 et 200 nm, ce qui est en accord
avec les résultats obtenus par la diffusion dynamique de la lumicre. La présence des
particules plus grandes et 1égerement déformées peut étre attribuée a des imperfections
dans le processus de sonication et a 1'ajout de NaCl comme un stabilisateur osmotique
(LANDFESTER et al., 1999) ou également a une possible affaissement des nanogels lors

de I’analyse.

4.7. L'incorporation de nanoparticules d'oxyde de fer complexées

avec le dextran

Dans cette ¢tude, nous avons utilisé un ferrofluide constitué de nanoparticules
d'oxyde de fer complexé avec le dextran, elaboré par le Laboratoire d'Automatique et
Génie des Procédés, LAGEP (Universit¢ Claude Bernard - Lyon 1) et qui a été préparé
selon la méthodologie décrite par Mouaziz et al. (2009).

Tout d’abord, une série de paramétres comme la concentration d'agent de
réticulation, le type de solvant, la quantité de ferrofluide, la concentration de Span 80 et,
enfin, la nature d'amorceur, a ét¢ examinée. Une attention particuliére est dédiée a I’effet
de ces parametres sur le diamétre hydrodynamique des nanogels magnétiques finaux. Le
tableau 4.2 présente les conditions de synthese et les diametres hydrodynamiques obtenus a
25 °C. D'apres ce tableau, certaines observations importantes peuvent étre faites:

- La concentration en MBA (I’agent de réticulation) n'a pratiquement pas

d’influence sur le diametre hydrodynamique des nanogels;

- En ce qui concerne la variation de la concentration en tensioactif, nous

avons observé un comportement similaire a la syntheése des nanogels de

PNVCL, c'est a dire, au-dessous de la CMC du Span 80, le diametre
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hydrodynamique diminue avec l'augmentation de ce dernier.
Cependant, au-dessus de la CMC, I'effet inverse a été observe;

- La nature d'amorceur a également une influence sur la valeur de
diamétre hydrodynamique des nanogels, et le diamétre le plus faible a
¢té obtenu en utilisant AIBN comme amorceur, en raison de sa
propriété non chargé. Quand des amorceurs chargés sont utilisés, la
taille hydrodynamique augmente suite a un gonflement di a la charge
apportee;

- L’augmentation de la quantit¢ de ferrofluide dans la formulation a
conduit a une diminution de diameétre hydrodynamique des nanogels.
Ce résultat est di a la diminution du caractéer hydrogel des
nanoparticules formées ;

- Le solvant utilisé pour I’¢laboration de ces nanogels hybrides n’a pas
d’effet drastique sur le diamétre hydrodynamique des nanogels. Le
cyclohexane c’est revélé un bon milieu de polymérisation permettant
I’obtention de nanogels hybrides. Ce solvant a un point d'ébullition de
81 °C ce qui rend facile son élimination, tandis que le n-hexadécane a
un point d’ébullition de 287 ° C.

Apres 1’élimination du solvant et transfert dans 1’eau, les synthéses suivantes

MP15, MP16 et MP17 ont été caractérisés. L'efficacité d’encapsulation des nanoparticules
d'oxyde de fer complexées avec le dextran dans les nanogels thermosensibles a été évaluée,
en utilisant 1’analyse thermo-gravimétrique (TGA), FTIR, la diffractions des rayons X, les
mesures d'aimantation, et enfin, les images de la microscopie électroniquee en transmission
(TEM).

La Figure 4.12 montre l'histogramme présentant la distribution des diamétres
hydrodynamiques des nanogels magnétiques (MP17) aprés 1’évaporation du cyclohexane
et la redispersion dans 1'eau en utilisant un équipment Nanosight LM20.

Une large distribution de la taille des particules est observée, ce qui peut étre
attribué a la présence des nanoparticules d'oxyde de fer non encapsulées et des particules

de PNVCL sans I’oxyde de fer.

4.7.1. Le caractére thermosensible des nanogels magnétiques de

PNVCL
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Comme mentionné plus haut, 'augmentation de la quantité de ferrofluide conduit
a une diminution notable de diameétre hydrodynamique, en raison des interactions entre les
nanoparticules magnétiques et les groupes amide présents dans le NVCL. La Figure 4.14
montre que l'augmentation de la quantit¢ de ferrofluide conduit également a une
diminution du caractére thermosensible des nanogels hybrides, Le degré de gonflement des
nanogels a une température inférieure a la LCST est plus élevé quand la quantité en
ferrofluide utilisée est faible. Intuitiement, plus la quantité en ferrofluide est importante,
plus le cceur des particules ¢€laborées est faiblement sensible a la temperature et par

conséquent le degré de gonflement diminue.
4.7.2. L’étude spectroscopique FTIR

Afin d’évaluer de fagon qualitative l'incorporation des nanoparticules d'oxyde de
fer dans les nanogels de PNVCL, les produits des réactions MP15, MP16 et MP17, ainsi
que un échantillon des nanoparticules magnétiques complexés avec le dextran ont été
caractérisés par l’infrarouge (FTIR). L’objectif de ces analyses est de confirmer la
présence de liaison Fe-O des nanoparticules de Fe,Os et Fe;Os4. Ainsi, la Figure 4.15
montre une comparaison entre les spectres des nanoparticules d'oxyde de fer et des
nanogels magnétiques synthétisés avec des quantités différents d’oxyde de fer.

Tout d’abord, a partir de 'analyse des bandes d’absorption caractéristiques des
vibrations Fe*'~0” e Fe’'~O% 4 494 ¢ 623 cm’, respectivement, il y a été possible
d’observer I’augmentation de la concentration de Fe;O4 dans le produit de la synthése avec
une quantité plus grande de ferrofluide. En plus, la présence de la bande de la liaison C=0
a partir des groupes amides peuvent &tre observés a 1650 cm™ dans les spectres des
produits des réactions MP15, MP16 et MP17. Ces bandes ne sont pas observées dans le
spectre des nanoparticules pures d’oxyde de fer, ce qui démonstre la présence des

molécules thermo-sensibles de PNVCL.
4.7.3. Les analyses thermo-gravimétriques (TGA)

Apres calcination, les masses résiduelles obtenues (Figure 4.16) et des
pourcentages de Fes;Oj, initialement introduits lors de la préparation des miniémulsions,
permettent de déduire le pourcentage massique des nanoparticules magnétiques

incorporées dans les nanogels thermosensibles et les résultats sont récaptulés dans le
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tableau 4.3. Nous pouvons observer que l'augmentation de la quantité de ferrofluide dans le
milieu réactionnel conduit a une augmentation du pourcentage d'incorporation des

nanoparticules de Fe;O4 dans la matrice polymere PNVCL.
4.7.4. La diffraction des rayons X

La Figure 4.17 montre la présence de cinq pics caractéristiques des nanoparticules
d'oxyde de fer dans tous les échantillons contenant des nanoparticules magnétiques. Ces
pics, qui ne sont pas présents dans le diffractogramme d'échantillon du nanogel seul (100
% PNVCL), sont marqués par leurs indices (220), (311), (400), (333) et (440), et révélent
la présence des structures cristallines de Fe;O4 dans ces échantillons. En outre, pour les
nanogels de PNVCL synthétisés avec des différentes quantités de ferrofluide, on peut
observer une réduction de ces respectifs pics caractéristiques avec la diminution de la
quantité des nanoparticules de FesO4, ce qui confirme la présence de la PNVCL a la

surface des nanoparticules magnétiques.
4.7.5. Les mesures d'aimantation

Les valeurs d'aimantation a saturation des nanoparticules d'oxyde de fer sont
généralement supérieures a 60 emu/g. Cependant, dans notre cas, nous avons observé une
valeur de 4,3 emu/g pour l'aimantation a saturation des nanoparticules magnétiques
complexées avec le dextran polymere. Il est connu que 1'énergie magnétique d'une particule
dans un champ externe est proportionnelle a sa taille et ses caractéristiques de surface. La
présence des molécules de dextran réduit de manicre significative I'aimantation a saturation
en raison de I’augmentation de la quantité organique (dextran) par rapport a la partie
magnétique. Cette réduction a été encore plus significative pour les nanogels synthétisés
avec des différentes quantités de ferrofluide. Les valeurs d'aimantation de saturation de 3,4,
2,7 et 2,5 emu/g ont été obtenues pour les nanogels synthétisés avec 300, 200 et 100 L de
ferrofluide, respectivement, ce qui confirme la présence de la PNVCL sur la surface des
nanoparticules. Avec ces résultats, nous avons pu également estimer ['efficacité
d'incorporation d'oxyde de fer dans les nanogels synthétisés avec des différentes
concentrations des particules magnétiques. Les résultats obtenus sont égals a 79,1, 62,8 et
58,1% pour les nanogels synthétisés avec 300, 200 et 100 pL de ferrofluide,

respectivement.
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4.7.6. La morphologie des nanogels magnétiques de PNVCL

La morphologie a été examinée par TEM. Sur la Figure 4.19, nous pouvons voir
les nanoparticules d'oxyde de fer complexés avec le dextran, tandis que sur la Figure 4.20
on observe la structure des nanogels magnétiques et thermosensibles. L'image B de la
Figure 4.20, montre une région plus foncée, qui peut étre attribuée au noyau plus riche en
nanoparticules d’oxyde de fer. L'autre région, plus claire, peut étre attribué¢e au revétement

par le PNVCL.
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5. Conclusions

Les nanogels de poly(NVCL-co-AA), sensibles aussi a la température que le pH,
peuvent étre obtenus en utilisant la polymérisation par précipitation. Les résultats ont
montré 1’effet des concentrations d’AA, MBA et KPS sur les diamétres de particules, le
gonflement et la sensibilité a la température des nanogels.

A partir de cette étude, il a été possible de confirmer que, ainsi comme la masse
moléculaire, I'utilisation d’AA comme un comonomeére dans les copolymérisations ont
influence sur la LCST de la PNVCL, en raison de la présense des goupes hydrophiles,
lequels resultent a 1’augmentation de la hydrophilicité du copolymeére. En plus, en raison
des groupes carboxyles ionisabes d’AA, les nanogels ont présenté une stabilité plus élevé
quand les réactions sont réalisées a pH 5,0, c’est a dire, au-dessus de la valeur de pKa
d’AA.

L’augmentation de la concentration de MBA a conduit a une augmentation de la
taille moyenne des particules. Ce résultat peut étre attribué a la plus grande réactivité du
MBA, par rapport a NVCL et AA, lequel est principalement consommé pendent de début
de la polymérisation. Ce fait, associé a la solubilité¢ plus élévé du MBA, par rapport a
NVCL et AA, conduit a une augmentation de la taille critique des chaines pour lesquelles il
y a la précipitation des oligomeres formés dans la phase aqueuse.

L'augmentation de la concentration d'amorceur de 0,5 pour 1 % en poids a conduit
a une légere diminution des diametres des nanogels. Cependant, en augmentant encore la
concentration de KPS, I’effet opposé a été observé, ce qui peut étre attribué¢ a
I’augmentation de la probabilité¢ des radicaux formés de réagir avec des molécules du
MBA. Ce résultat peut étre également attribué a 1’augmentation de la vitesse de
précipitation des olygomeres et de la vitesse de coagulation des noyaux instables, qui vont
resulter en particules plus grosses.

Le procédé de polymérisation en miniémulsion inverse est une méthode efficace
pour la préparation de nanogels thermo-sensibles a base de PNVCL. Nous deduisons de
cette étude, que le NVCL peut étre émulsionnée dans les solvants non polaires comme le n-
hexadécane et le cyclohexane. Pour la stabilité osmotique des gouttelettes de monomere et

pour éviter le mirissement d’Ostwald, l'ajout de NaCl dans la phase aqueuse contenant le
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monomere est une alternative efficace, ce qui augmente considérablement la stabilité de las
miniémulsion.

Des particules de diametre entre 150 et 700 nm ont été¢ obtenues en utilisant
différentes concentrations de Span 80 et des différentes quantités d'eau. Pour des
concentrations de Span 80 au-dessus de sa CMC, une augmentation des diamétres
hydrodynamiques des nanogels a été¢ observée avec une diminution de la vitesse de
polymérisation lorsque la concentration en Span 80 augmente.

L’analyse de diamétre hydrodynamique en fonction de la température a montré la
sensibilit¢ a la température des nanogels et les micrographies de TEM ont montré la
morphologie sphérique des nanoparticules.

Les résultats montrent que l'utilisation du procédé¢ de polymérisation en
miniémulsion inverse a permis l'obtention des nanoparticules de PNVCL avec des
morphologies homogenes.

La polymérisation en miniémulsion inverse c’est révelé étre une méthode efficace
pour l'encapsulation des nanoparticules magnétiques afin d'obtenir des systémes multi-
stimulables. Le diametre hydrodynamique des nanogels magnétiques peuvent E&tre
controlés par des parametres de la synthése comme quantité de ferrofluide, le type
d'amorceur, la concentration d'agent de réticulation et de tensioactif. L'incorporation des
nanoparticules d'oxyde de fer dans les nanogels thermo-sensibles de PNVCL a été
confirmée par FTIR, la diffraction des rayons X, I’analyse thermo-gravimetrique (TGA), le
TEM et les mesures d’aimantation. L'efficacité d’incorporation a été obtenue par les
analyses de TGA et par les mesures d’aimantation, qui ont également montré les propriétés
magnétiques des nanogels finaux. Enfin, l'analyse de TEM a confirmé la morphologie
sphérique des nanogels contenant des nanoparticules d’oxyde de fer dispersées dans la

matrice de PNVCL avec une domination de distribution surfacique.
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6. Perspectives

A partir des résultats obtenus dans ce travail, nous proposons:

» L'incorporation des nanoparticules magnétiques dans les nanogels a base de
poly(NVCL-co-AA) en utilisant la polymérisation par précipitation.
Certaines réactions ont été déja realusées pendant le dévelopmement de ce
travail, en utilisant le ferrofluide aqueux constitué de nanoparticules d'oxyde
de fer complexés avec le dextran polymere. Cependant, apres le début de la
polymérisation, la formation d'oligoméres dans la phase aqueuse a conduit a
l'agrégation des nanoparticules magnétiques, qui ont perdu sa stabilité et ont
sédimenté au fond du réacteur. Une fois que 1’obtention de ces particules
polymeéres avec des proprietés magnétiques pour pour des applications
biomédicales, principalement, in vivo, la taille des particules, dans 1'échelle
nanométrique, est d'une importance fondamentale, et la formation d'agrégats
doit étre évité. Ainsi, pour optimiser la technique de polymérisation par
précipitation et pour obtenir tels systémes, d’autres expériences sont
nécessaires, principalement, en faisant varier la composition des
nanoparticules d'oxyde de fer afin de changer l'interaction entre les

nanoparticules magnétiques et les chaines de polymére.

» Le remplacement du réticulant (N, N'-méthyléne-bis-acrylamide ou MBA),
utilisé dans la synthése des nanogels magnétiques a base de PNVCL en
utilisant la polymérisation en miniémulsion inverse, par un agent de
réticulation biocompatible, tel que le diméthacrylate d'éthyléne glycol
(EGDMA).

» L'utilisation d'une molécule fluorescente soluble dans I'eau dans la synthése
des nanogels magnétiques a base de PNVCL en utilisant la polymérisation
en miniémulsion inverse, qui permet une visualisation rapide et facile de la
taille et polydispersité aussi des gouttelettes de monomeére que des particules

de polymeére.
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» Le remplacement du dextran par une autre molécule biocompatible, comme
par exemple, I'éthyléne glycol, dans le revétement des nanoparticules

magnétiques d'oxyde de fer.

» La complexation des nanoparticules d'oxyde de fer avec des agents de
polymérisation radicalaire contrdlée, permettant la polymérisation de la
NVCL a partir de la surface de ces nanoparticules, afin d'augmenter
l'efficacité d'encapsulation et d’obtenir des particules de polymére avec des
propriétés magnétiques, avec une fine polydispersité de la taille des

particules.

» Le encapsulgdo d'un principe actif soluble dans 1'eau, apres le remplacement
du MBA par ’EGDMA, en utilisant la polymérisation en miniémulsion
inverse, et la réalisation d’une étude de sa cinétique de libération in vitro a

partir des nanoparticules thermo-sensibles.

» L'étude de l'encapsulation des nanoparticules magnétiques dans les
homopolymeres de NVCL précédemment synthétisés avec des différents
masses moléculaires, ainsi que l'effet de la masse moléculaire sur les

propriétés du matériau magnétique obtenu.

» L'encapsulation d'un principe actif dans les particules de PNVCL avec des
propriétés magnétiques obtenues par des techniques qui utilisent des

polymeéres préformés.
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A. L’¢tude cinétique de la polymérisation radicalaire de la

NVCL dans différents solvants

A.1. Introduction

La détermination des valeurs élémentaires des coefficients cinétiques de la
polymérisation radicalaire du NVCL est d'une importance fondamentale pour la
compréhension des propriétés du PNVCL et de ses applications. En raison de I'influence de
la LCST sur la cinétique de libération d'un actif, la connaissance des paramétres qui
affectent la température de transition est d'un grand intérét pour mieux controler la
libération des agents actifs. Ainsi, I'objectif principal de cette étude est d'évaluer I'influence
des concentrations de monomere, d'amorceur, de CTA, et la température sur la cinétique de
polymérisation de ce systeme. L'effet de la masse moléculaire sur la LCST de la PNVCL a

¢galement été évalué.
A.2. La synthese radicalaire des PNVCL en solution

Dans cette étape, les homopolymeres de NVCL ont ¢ét¢ synthétisés par la
polymérisation radicalaire a 70 ° C, en utilisant le 1,4-dioxane, 1'é¢thanol ou l'isopropanol
comme des solvants. Les polymérisations ont été effectuées dans un réacteur avec une
capacité de 50 mL sous I’atmospheére d'azote (N,). La température du mileu a été controlée
par un bain thermostaté. Tout d'abord, une quantité fixe de NVCL, ainsi que des quantités
appropri¢es d'étalon interne (trioxane) et 1’agent de transfert de chaine (I’acide 3-
mercaptopropionique) sont introduits dans le réacteur. Puis, une quantité de solvant
(environ 75%) est ajouté et la solution purgée sous azote pendant vingt minutes pour
¢liminer I'oxygeéne présent, ce qui peut inhiber la polymérisation. Une solution d'amorceur
(AIBN) préparée dans le 25% de solvant résiduel purgée sous azote pendant vingt minutes
est ajoutée au mileu réactionnel. Lorsque la temperature du milieu atteint 70 ° C, la
polymérisation est alors amorcée par 1’addition de la solution d'AIBN. Des échantillons
sont prélevés afin de suivre la polymérisation para RMN 'H. La duré totale de la

polymérisation est de trois heures et chaque polymerisation a été reproduite.

2.1.1. La détermination de la masse de 1'étalon interne
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La masse d'étalon interne (trioxane), utilisé dans les réactions a été déterminée par
le nombre de moles du monomere et le nombre de protons de I'étalon interne, selon
'équation A.1, pour I’obtention de pics uniformes dans les spectres RMN 'H. Dans cette
équation, Np; est le nombre de moles de 1'étalon interne; Ny, est le nombre de moles du

monomere et Hpy est le nombre de protons de 1'étalon interne (6, dans le cas du trioxane).
2.2.2. La purification des homopolyméres de NVCL

Pour les analyses par UV-visible et la détermination de la LCST des polymeéres
des PNVCL synthétisés par la polymérisation en solution, ces polymeéres ont été purifiés
par la méthode de précipitation dans I'eau chaude (45 ° C, supérieure a la LCST de la
PNVCL) sous agitation. Apres la sédimentation du précipité, la phase aqueuse a été
¢liminée et les polymeéres sont par la suite dissous dans I'eau froide, en utilisant un bain de
glace. Cette procédure a été répétée trois fois pour enlever complétement le monomere
résiduel et des autres réactifs et, enfin, les polyméres ont été séchées sous vide a 45 °C

pendant 24 heures (VAIDYA et al., 2001; ZHANG et al., 2004).

2.2.5. Caractérisation des homopolymeres obtenus par la

polymérisation de NVCL en solution

2.2.5.1. L’étude de la cinétique de polymérisation par RMN 'H

L'équipement utilisé dans la caractérisation chimique par RMN 'H est un Varian,
modele Oxford 300, situé dans le Laboratoire de Chimie Fine de ’EEL/USP. La cinétique
de polymérisation a été étudiée en utilisant des échantillons prélevés a différents temps de
réaction. Ces échantillons ont été introduits dans un bain de glace, et de petites aliquotes
ont été dissouts dans le chloroforme deutéré avant II’analyse.

Dans les spectres RMN 'H, le signal li¢ au déplacement correspondant a 1’étalon
interne (5,2 ppm) a été intégré et la valeur 1 lui est attribuée. Avec cette zone de référence,
nous avons intégré les signaux correspondants aux déplacements des protons de la double
liaison de la NVCL (7,2 ppm) (Figure A.l). Les valeurs des zones obtenues par
I’intégration des protons de la double liaison diminuent au cours de la réaction, ce qui
indique la consommation du monomere et, par conséquent, la formation du polymeére.
Ainsi, il a été possible de calculer la conversion de la réaction de polymérisation, en

utilisant 1'équation A.2. Dans cette équation, X(%) est la conversion de la réaction; Ay est
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la surface du signal liée au déplacement correspondant au proton de la double liaison a
l'instant zéro et A; est la surface du signal en fonction du déplacement correspondant au

proton de la double liaison dans un temps connu.
2.2.5.2. La détermination de la LCST

La technique utilisée est basée sur I’analyse de la turbidité¢ de la solution de
polymeére en fonction de la température. Pour ce faire, un spectrophotometre UV/visible
Thermo Scientific Spectronic Genesys modéle 10 avec un régulateur de température a
’effet Peltier, situé¢ dans le Laboratoire de Polymeres de ’EEL/USP, a été utilisé. Apres le
procédé de purification des polymeres, les solutions aqueuses de PNVCL (5 g/L) ont été
caractérisées par la spectrophotométrie UV/Visible, afin de déterminer sa température
critique inférieure de solubilité (LCST). La turbidité¢ des solutions de polymeéres ont été
mesurées a une longueur d'onde constante de 570nm, pour des températures comprises
entre 28 et 42 °C. La LCST des solutions de polymeres a été établie comme la valeur

correspondant au point d'inflexion de la turbidité versus la température.

2.2.5.3. L’obtention des masses moléculaires absolues et les distributions

des masses moléculaires (MWD)

Les masses moléculaires ont ét¢ déterminées en utilisant la technique de
chromatographie sur gel perméable (GPC) avec un équipements de marque Waters, équipé
d’un détecteur a indice de réfraction (RI) modele 2414, un échantillonneur automatique
modéle 717 et un détecteur de viscosité Viscotek modele TDA 302. Une série de trois
colonnes Phenogel (Phenomenex), avec des porosités correpondants a 10°, 10* et 10°A a
été utilisée.

Pour la caractérisation des masses moléculaires des homopolymeres de NVCL
synthétisés via la polymérisation en solution, les solutions des polyméres dans le
tétrahydrofuranne (THF) ont été préparées a une concentration de 10 mg/mL. Ces solutions
ont été préalablement filtrées en utilisant des filtres pour solvants organiques (0,45 pm)
avant d'étre injecté pour 1’analyse. Le volume de solution de polymere injecté était de 100
uL. Une solution a 0,25% (m/v) de bromure de tétrabutylammonium dans le THF a été
utilisé comme ¢éluant a une vitesse de 1 mL/min, et une température de 35 ° C. Le dn/dC du
PNVCL trouvé égale a 0,1349 g/mL a été précédemment calculé, en utilisant des solutions

de concentrations différentes du polymere.
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3.2. L’influence de la concentration initiale de monomeére

L'influence de la concentration initiale du NVCL sur la cinétique de
polymérisation en utilisant le 1,4-dioxane, I'éthanol ou l'isopropanol, comme solvant, a été
¢tudiée. Les concentrations de CTA et d'amorceur ont été maintenues constantes a 2,3 x 10
® et 6,4 x10” mol/L, respectivement. La Figure A.2 montre la courbe de conversion en
fonction du temps pour les différentes valeurs de [M], et solvants étudiés.

Les Figures A.2 et A.3 montrent que, dans tous les solvants étudiés, la valeur de la
concentration initiale de NVCL affecte fortement la cinétique de polymérisation. En effet,
dans toutes les polymérisations, la conversion augmente en fonction du temps de réaction
et les vitesses de polymérisation instantanées sont plus élevées dans la premiére heure. Ce
fait peut étre attribué a l'accélération de formation des radicaux en raison du rapport
concentration de monomere sur solvant plus élevé. Ceci conduit ainsi @ une augmentation
de la vitesse d'initiation (KUDYSHKIN et al., 2002). La relation entre le taux de formation
des radicaux et la concentration du monomere, en utilisant I'AIBN comme amorceur, a déja
été étudiée par Szatko et Feist (1995). Ceci est interpretée sur la base de la théorie de
solvatation des molécules de monomeére. En plus, la vitesse de polymerisation dépend
¢galement de la viscosité du milieu réactionnel et le changement significatif de la diffusion
lorsque la valeur de [M]o est augmenté (Scott et Pepper, 1997) est un autre facteur
important en considération.

La Figure A.4 montre les courbes de vitesse de polymerisation en fonction de la
concentration initiale en monomeére. Nous pouvons voir que Rp augmente linéairement
avec la concentration initiale de monomeére. Dans ce cas, 1’ordre de réaction obtenue est de
1,32 pour les réactions effectuées dans le 1,4-dioxane, 1,51 dans 1’éthanol et 1,46 dans
l'isopropanol. Ces résultats différent de ceux obtenus par Kalugin et al. (2008). Ces auteurs
ont observé que la polymérisation est de premier ordre en ce qui concerne la concentration
de monomere. Toutefois, 1'ordre de dépendance de la vitesse de polymérisation supérieure
a une unité peut étre associée a la dépendance du rapport amorceur sur [M]o. Par ailleur,
selon Scott et Pepper (1997), 1'impact causé par l'effet de gel est plus prononcé a des
concentrations plus élevées de monomere. Si la concentration d'amorceur ne varie pas au
cours de la polymérisation et I'efficacité de l'initiation est indépendante de la concentration
de monomere, la cinétique de polymérisation doit étre de premier ordre (en ce qui concerne

la concentration de monomere) (KALUGIN et al., 2008). Cependant, la polymérisation en
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solution de certains monomeres est accompagnée d'un changement marqué de la cinétique
classique et ce comportement inhabituel est di a 'effet de la vitesse de réaction plus élevé
et la masse moléculaire, appelé d’effet de 1'auto-accélération ou d’effet de gel. Cet effet est
dépendant de la nature et la concentration d'amorceur et est due a l'influence de la diffusion
sur les réactions de termination. En d'autres termes, une diminution de la vitesse a laquelle
les macromolécules diffusent dans le milieu visqueux conduit a une diminution de la
capacité de deux macro-radicaux de terminer la réaction de polymérisation. La diminution
de la termination provoque donc une augmentation du taux global de polymérisation et des
masses moléculaires. Ces résultats sont en 'accord avec des études reportées par Riggs et
Rodiguez (1967), en utilisant l'acrylonitrile et le méthacrylate de méthyle comme
monomeres et Ishige et Hamielec (1973) en utilisant I'acrylamide. Lin (2001) explique
cette anomalie par des réactions possibles de transfert au solvant et par la théorie de «l'effet
de cage».

Dans tous les solvants étudiés, la valeur de kp/ks”” augmente avec la concentration
initiale du NVCL. Des résultats similaires ont été obtenus par McKenna et al. (1999) pour
la polymérisation en solution d'acrylate de butyle (BA). L’augmentation de kp/kt0’5 en
raison de la concentration initiale de monomeére a été expliqué en termes de diminution de
la concentration du solvant dans la réaction. Les auteurs ont mentionné ¢galement que cet
effet peut étre lié a la diminution du rapport entre le monomeére et le solvant, avec la
consommation de monomere, conduisant a une situation semblable a la variation de la
concentration initiale de monomere. Ainsi, on peut supposer que le taux de termination de
la polymérisation est controlée par la croissance des chaines de PNVCL, en particulier
pour les faibles taux de conversion. En d'autres termes, le coefficient de termination des
macro-radicaux dépend de la vitesse de la diffusion et, par conséquent, de la croissance des
chaines (COUTINHO ; OLIVEIRA, 2006; MATYJASZEWSKI ; DAVIS, 2002) et donc la

concentration initiale du NVCL aura effet sur le rapport kp/kt””.
3.3. L influence de la concentration d'amorceur

L'influence de la concentration d'amorceur sur la vitesse de polymérisation a été
étudiée en utilisant des concentrations constantes de monomere et du CTA a 1,6 x 107" et
6,4 x 107 mol/L, respectivement. La Figure A.8 montre les courbes de conversion en

fonction du temps pour les polymérisations effectuées avec différentes concentrations
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d’amorceur et les profils de vitesse sont présentése dans la Figure A.9. Ces figures
montrent 1'augmentation de la conversion avec une concentration croissante d'amorceur,
qui peut évidemment étre expliqué par la concentration accrue des radicaux dans le milieu
réactionnel. La Figure A.10 montre que dans tous les solvants utilisés, la vitesse de
polymérisation augmente linéairement avec la concentration d'amorceur. L’ordre de
réaction obtenue par rapport a la concentration d’amorceur est é¢gal a 0,52 pour le 1,4-
dioxane, 0,49 pour 1’éthanol et 0,59 pour l'isopropanol. Ces résultats indiquent la présence
de couplage par des interactions bimoléculaires des chaines en croissance (BEHARI ;
TAUNK, 1998). Ainsi, la dépendance de la vitesse de polymérisation par rapport a la
concentration d'amorceur est en accord avec la théorie classique de la cinétique de
polymérisation comme reportée dans des études antérieures (COLLINSON et al., 1957;
DAINTON ; TORDOFF, 1973).

3.4. L’influence de la température de polymerisation

L'influence de la température sur la vitesse de polymérisation a été étudiée avec
des concentrations du monomére, l'amorceur et le CTA constants a 1,6 x10™, 2.3x107 et
6,4 x10” mol/L, respectivement. La Figure A.11 montre que la vitesse de polymérisation
est fortement dépendante de la température. En effet, l'influence de la température sur la
cinétique de polymérisation radicalaire est décrite par 1'équation d'Arrhenius, qui contient
les constantes k,, k; et ks (SCOTT ; PEPPER, 1997). De toute évidence, les polymérisations
sont amorcées plus rapidement a des températures plus élevées et des conversions
relativement importantes sont rapidement obtenues. La Figure A.13 montre I’effet de la
temperature sur la vitesse de propagation et les résultats obtenus sont en accord avec la
théorie d'Arrhenius. Les valeurs d'énergie d'activation E,4 obtenues sont de 53,6, 52,5 et
48,6 kJ/mol dans les polymérisations effectuées avec le 1,4-dioxane, 1'éthanol et
l'isopropanol, respectivement. Ces valeurs sont inférieures a celles typiques de 1'énergie
d'activation dans les polymérisations initiées par la décomposition thermique d'amorceur
(BRANDRUP et al., 1999). Toutefois, il est connu que I’énergie d’ativation, E4, peut étre
modifiée par I'étape liée a la formation des radicaux monoméres, c’est a dire, plus rapide
ils sont formés, plus élevée est I'énergie d'activation. En plus, en raison de la proximité
entre les radicaux générés, certains peuvent étre prisonniés dans la cage de solvatation

(effet de cage), ce qui tarde la réaction avec les molécules de monomére. Selon la théorie
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de l'effet de cage, certains radicaux peuvent s'auto-terminer, ou méme réagir avec des
molécules de monomeres voisins avant de diffuser a I'extérieur de la cage. Les résultats de
cette étude sont semblables a ceux reportés par Lin (2001) et Mahdavian et al. (2004) pour

la polymérisation de 'acrylamide.

3.5. L’influence de la concentration de CTA sur la cinétique de
polymérisation, les masses moléculaires et les distributions des

masses moléculaires (MWD)

L'influence de la concentration d'un agent de transfert de chaine ou CTA (I’acide
3-mercaptopropionique) sur la vitesse de polymérisation, les masses moléculaires et les
distributions des masses moléculaires a été en conservant les concentrations de monomeére
et d’amorceur constantes et égales a 1,6 x 10" et 2,3 x107 mol/L, respectivement. La
Figure A.14 montre que I'ajout de CTA affecte la vitesse de polymérisation de la NVCL.
Traditionnellement, on pense que la présence du CTA affecte uniquement la masse
moléculaire des polyméres (JOVANIC ; DUBE, 2004). Toutefois, I’effet de la croissance
des chaines sur la constante 4; peut expliquer ce résultat.

La Figure A.15 montre I'augmentation de kp/kz”” en fonction de la concentration
du CTA. Pour des polymérisations effectuées avec des concentrations plus élevées de
CTA, on observe la formation d'une plus grande quantité de chaines courtes. Quand cette
augmentation est significative, le CTA a également un effet notable sur ;.

Les résultats de I'effet de la concentration de CTA sur les masses moléculaires et
les distributions des masses moléculaires des PNVCL synthétisées dans le 1,4-dioxane,
I'éthanol et I'isopropanol sont présentés dans les tableaux A.1, A.2 et A.3, respectivement.
Comme prévu, l'ajout de CTA a conduit a des masses moléculaires plus petites.

A partir de I'analyse des résultats présentés dans les tableaux A.1, A.2 et A3,ila
¢été possible d'estimer le rapport entre la constante de transfert de chaine pour le CTA et la
vitesse de propagation, C = kyk,. La Figure A.19 montre les courbes, a partir de laquelle
nous avons estimé les valeurs de C = kyk, = 2,0 x 107, pour les polymérisations effectuées
dans le 1,4-dioxane, 4,37 x 10‘4, dans 1'éthanol, et enfin 1,07 x 10'3, dans l'isopropanol.

Sur les tableaux A.1, A.2 et A.3, on peut observer qu’en faisant varier la nature de
solvant, la gamme des masses moléculaires obtenues sont différentes. Ce résultat est li¢ au

coefficient de transfert des chaines au solvant. Plus il est élevé, plus petites sont les masses
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moléculaires. Les valeurs des constantes C = k/k, obtenues a partir de la Figure A.19
confirment l'influence du transfert au solvant. Isopropanol est le solvant qui a la plus
grande valeur de C = kyk,, suivie par I'é¢thanol et le 1,4-dioxane. Isopropanol est le solvant
qui donne des masses moléculaires les plus petites. L'isopropanol et 1’éthanol peuvent
former des liaisons hydrogene avec les molécules de NVCL et, par conséquent, ils peuvent

étre utilisés comme des agents de transfert de chaine.

3.6. L’effet de la masse moléculaire sur la LCST

Les tableaux A.1, A.2 et A.3, montrent que des concentrations plus élevées de
CTA aboutissent a de petites masses moléculaires et la Figure A.20 montre 1'effet de la
masse moléculaire sur la LCST de la PNVCL dans une solution aqueuse a concentration de
5 g/L. Comme montré sur la Figure A.20, la LCST diminuée avec l'augmentation de la
masse moléculaire, pour tous les solvants étudiés. En général, les valeurs obtenues de la
LCST sont entre 34 et 36 °C pour les polymeres synthetisés dans le 1,4-dioxane, 35 et 37 °
C dans le cas d'éthanol, et enfin entre 37 et 38,5 © dans le cas d'isopropanol. Cette variation
peut étre expliquée en termes des variations des masses moléculaires obtenues pour chaque
solvant étudié. La diminution de la masse moléculaire provoque une augmentation des
interactions entre le polymere et milieu aqueux. En plus, la presence des groupes
carboxyles dans la molécule d’acide 3-mercaptopropionique (CTA) peut expliquer
I’augmentation de la hydrophilie des polymeres, comme discuté également par Inoue et al.
(1997). Ces auteurs ont synthétis¢é des polymeéres a base de NVCL avec des masses
moléculaires entre 650 et 6040 g/mol. Toutefois, les masses moléculaires obtenues dans la
presente étude sont plus élevées que celles obtenues par Inoue et al. (1997) et, par
conséquent, l'effet des groupes carboxyles dans notre cas, est donc moins évidente. En
résumé, l'augmentation de la masse moléculaire de la PNVCL semble avoir un effet réel

sur sa LCST.

3.7. Conclusions

Dans cette étude, nous avons démontré que la cinétique de polymérisation du N-
vinylcaprolactama dans le 1,4-dioxane, I'¢thanol et l'isopropanol est principalement
influencée par des conditions de polymérisation. La cinétique de polymérisation en

solution du NVCL dépend fortement de sa concentration dans le mileu, d'amorceur utilisé,
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et également de la température de polymérisation. Nous avons observé que le rapport
kp/kt0’5 dépend de la concentration initiale du NVCL et de la concentration du CTA.
Lorsque que la concentration en CTA dans le mileu réactionnel est importante des
polyméres de faibles masses moléculaires ont été obtenus suite & une des réctions de
tranfert de chaines. Le changement du solvant a également une influence notable sur la
masse moléculaire de PNVCL. Lors de cette étude, I’isopropanol se trouve étre le solvant
avec le plus grand coefficient de transfert de chaine et, par conséquent, la polymérisation
dans ces conditions donne lieu a des polymeres de faibles masses moléculaires.

Une attention particuliere a été dédiée a la cinetique de croissance des chaines et a
I’effet de cette croissance sur la constante k; et sur la vitesse de polymeérisation. L'ordre
cinétique par rapport a I’amorceur utilisé est en bon accord avec les prédictions théoriques.
La vitesse de polymérisation est rapide quand la température de réaction augmente et
I’énergie d’activation obtenue est de 1’ordre de 53,6 kJ/mol dans le cas de 1,4-dioxane,
52,5 kJ/mol dans 1’éthanol et 48,6 kJ/mol dans I’isopropanol. Le rapport entre la constante
de transfert de chaine au CTA (I’acide 3-mercaptopropionique) et la constante de vitesse
de propagation (C = kyk,) est de 2,0 x 107, pour les polymérisations réalisées dans le 1,4 -
dioxane, 4,36 x 10'4, dans I'éthanol, et enfin 1,07 x 102 , dans l'isopropanol, ce que explique
les masses moléculaires plus faibles obtenues en utilisant 1’isopropanol dans les syntheses.

Enfin, nous avons observé que la LCST des PNVCL synthetisés augmente avec la
diminution de la masse moléculaire du polymeére. Cette augmentation est attribuée a des
intéractions plus fortes entre les molécules de PNVCL et le mileu aqueux et également a la

présence des groupes carboxyles dans les molécules du CTA.
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