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Resumo: Neste trabalho, a termossensibilidade dos hidrogéis do tipo semi-IPN baseados em rede de alginato-Ca*com
poli(N-isopropil acrilamida) (PNIPAAm) entrelacado, com diferentes teores de alginato e de PNIPAAm, foi caracterizada
por meio de medidas de grau de intumescimento (Q), microscopia eletronica de varredura (MEV) e propriedades mecanicas
[tensdo médxima de compressdo (0), densidade aparente de reticulagdo (v, ) e médulo de elasticidade (E)]. Os valores de Q
variam inversamente com Vv . Para o pardmetro v_contribuem as concentragdes de reticulos alginato-Ca** e de cadeias de
PNIPAAm. Hidrogéis com maiores valores de Q possuem maiores poros. Resultados de propriedades mecanicas demonstra-
ram que hidrogé€is com maior v_ apresentam maior rigidez e resisténcia a compressao, sendo este efeito mais intenso acima
da LCST do PNIPAAm. O controle dessas propriedades nesses hidrogéis termos-sensiveis torna esses materiais potencial-
mente vidveis para aplicacdo em sistemas carreadores para liberagdo controlada e/ou prolongada de formacos e substratos
para crescimento e cultura de célula.
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Semi-IPN Hydrogels Based on Alginate-Ca?* Network and PNIPAAm: Hydrophilic, Morphological and Mechanical Properties

Abstract: In this study, the thermosensitivity of semi-IPN hydrogels based on alginate-Ca** network and having PNIPAAm
entangled was characterized by swelling degree (Q), scanning electron microscopy (SEM) and mechanical properties [com-
pressive stress (0), apparent cross-linking density (v, ) and modulus of elasticity (E)]. The Q values change inversely to the
v, ones. The concentrations of the alginate-Ca* cross-linking and of the PNIPAAm chains contribute to the v, parameter.
Higher values of Q correlate to larger pores size in the hydrogel. Hydrogels richer in alginate and PNIPAAm were more
rigid, highly resistant to deformation because of their higher compressive modulus of elasticity. This is more intense at
temperatures above the LCST of PNIPAAm in water (32-35 °C). The control of thermosensitive properties by tailoring
the alginate-Ca’>*/PNIPAAm ratio and temperature allows the hydrogels studied in this paper to be applied as drug delivery
devices and/or as substrate for cell growth.

Keywords: Hydrogels, alginate, PNIPAAm, LCST, mechanical properties.

ros. Os hidrogéis podem ser ambientes responsivos, ou seja,
podem variar seu volume por alteracdo do pH, forca idnica
e temperatura do meio externo de intumescimento®.

Os hidrogéis, em geral, apresentam propriedades me-
cénicas pobres, quando comparados aos demais materiais
poliméricos!”. Porém, € possivel a obtencdo de hidrogéis
com boas propriedades mecanicas a partir da formagdo de
redes interpenetrantes (IPN) ou redes semi- interpenetrantes
(semi — IPN)!'121, Um hidrogel do tipo rede semi-IPN pode
ser formado pela combinagdo de dois polimeros diferentes,
um na forma reticulada e outro na forma linear.

O N-isopropil acrilamida (NIPAAm) € um mondmero

Introducao

Estruturalmente, os hidrogéis sdo constituidos por uma
ou mais redes poliméricas tridimensionais, formadas por
cadeias macromoleculares interligadas'?. Os hidrogéis
caracterizam-se por apresentar forte afinidade pela dgua
devido a presenca de grupos hidrofilicos, tais como: -OH,
-COOH, -CONH, ,-SO H, entre outros.

Os hidrogéis podem ser formados por polimeros
naturais®! tais como dcido hialurdnico, alginato, quito-
sana; por polimeros naturais modificados'®, por exemplo
dextrana reticulada, galactomanana metacrilatada; e por
polimeros sintéticos!” tais como poliacrilamida (PAAm),

poli(hidroxietil metacrilico) (HEMA), poli(N-isopropil acri-
lamida) (PNIPAAm), entre outros. Os hidrogéis podem ser
classificados como neutro ou i6nico, dependendo da nature-
za dos grupos lateralmente ligados as cadeias poliméricas.
A rede pode ser formada por homopolimeros ou copolime-

que ao ser polimerizado forma o PNIPAAm, um polimero
ndo toéxico e hidrofilico a baixas temperaturas. O PNIPAAm
apresenta, em dgua, diagrama de fase tipo LCST (do inglés
Lower Critical Solution Temperature) cuja temperatura con-
soluta inferior € de cerca de 32 °C!'*!41, Ou seja, a separacio
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de fases situa-se entre 32-35 °C. Nessa transicdo, a estrutura
hidrofilica do PNIPAAm passa para uma estrutura hidrofébi-
ca, tornando-se um material insolivel em agua!'>!",

Neste trabalho foram sintetizados hidrogéis termo-sensi-
veis baseados em rede de alginato-Ca* e tendo o PNIPAAm
entrelacado. O controle da hidrofilicidade dos hidrogéis por
ajuste da razdo alginato-Ca**/PNIPAAm e da temperatura
tornam os materiais extremamente atrativos para aplicag@o
em sistemas carreadores para liberacio controlada e/ou pro-
longada de farmacos e substratos para crescimento e cultura
de célula.

Experimental

Sintese do PNIPAAm

Inicialmente, o mondmero NIPAAm (Aldrich) foi recris-
talizado em hexano (Sigma). Em um béquer contendo 100 mL
de dgua destilada/deionizada foram adicionados 44,2 mmols
de NIPAAm e 0,4 g de persulfato de sédio (Aldrich), utiliza-
do como iniciador. Esta mistura permaneceu sob agitagdo até
a completa dissolugdo. Em seguida, a solugéo foi desoxige-
nada borbulhando N, por 30 minutos. Apés, foi adicionado
0,7 mL de tetrametiletilenodiamina (TEMED 0,57 mmol/mL,
Aldrich), utilizado como catalisador. O frasco foi fechado e
permaneceu sob agitacdo por mais 24 horas, a temperatura
ambiente. O PNIPAAm assim obtido foi purificado por pre-
cipitacdo em 4gua, a 60 °C.

Preparagéo dos hidrogéis tipo semi-IPN

Em um béquer, contendo solugido aquosa de PNIPAAm,
foi adicionado alginato de sédio (AS) (M, = 1,3 x 10° g.mol"',
Aldrich) até atingir a concentragdo de 1 ou de 2% (m/v).
Ap6s a dissolucao do alginato, a solugao foi transferida para
uma placa de vidro quadrada (12 x 12 cm) com bordas de
borracha de 1,5 cm de largura e com espessura de aproxi-
madamente 0,3 cm. O sistema (placa + solucdo polimérica)
foi imerso em solugdo de cloreto de cdlcio (CaCl,) (Synth-
Brasil), sendo a concentracdo de Ca®* mantida em 1% (m/v).
Desta forma ocorre reticulac@io do alginato, formando a rede

Tabela 1. Concentracdes de alginato de sédio (A), cloreto de cdlcio
(C) e PNIPAAm (P) utilizadas nas diferentes formulagdes designa-
das como (A-C-P).

Hidrogéis  Alginato Cloreto de PNIPAAm
(x10°mol  €alcio (umol (1,161 1)
mL'l) mL")

(1-1-0) 7,7 90,1 0
(1-1-1,3) 7,7 90,1 220,9
(1-1-2,5) 7,7 90,1 441,8
(1-1-5,0) 7,7 90,1 883,7
(2-1-0) 15,4 90,1 0
(2-1-1,3) 15,4 90,1 220,9
(2-1-2.5) 15,4 90,1 441,8
(2-1-5,0) 15,4 90,1 883,7
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alginato-Ca>*. ApGs 24 horas a membrana formada foi trans-
ferida para um béquer contendo 500 mL de dgua destilada/
deionizada, para remover o excesso de fons Ca’*. A membra-
na permaneceu imersa por 24 horas a temperatura ambiente.
A notacdo (A-C-P) foi utilizada para identificar os hidrogéis
de alginato-Ca** contendo PNIPAAm sendo A, C e P as con-
centracdes nominais (em % m/v) de AS, CaCl2 e PNIPAAm,
respectivamente. Na Tabela 1 s@o apresentados os valores de
AS, CaCl, e PNIPAAm utilizados nas diversas formulagoes
preparadas neste estudo.

Medidas de grau de intumescimento (Q)

Para medir o grau de intumescimento (Q), cada hidrogel
foi colocado em contato com dgua e deixado intumescer até
equilibrio, nas temperaturas de 25, 30, 35, 40, 45 e 50 °C.
Neste trabalho, o grau de intumescimento (Q) foi determina-
do por meio da Equacio:

W,

0= W, ey

onde W e W sdo, respectivamente, a massa do hidrogel in-
tumescido, em equilibrio, e a massa do hidrogel seco.

Propriedades morfoldgicas dos hidrogéis

Membranas dos hidrogéis foram imersas em dgua nas
temperaturas de 25, 30 e 40 °C, durante 24 horas. Apds esse
periodo, as membranas foram removidas e em seguida fo-
ram congeladas em nitrogénio liquido. As membranas con-
geladas foram liofilizadas utilizando o equipamento Christ
gefriertrocknungsanlagen. Durante a liofilizagdo a tempera-
tura foi mantida em -55 °C. O processo de liofiliza¢do durou
cerca de 24 horas. As micrografias foram obtidas utilizando
um microscopio eletrénico de varredura Shimadzu, mode-
lo SS-550 Superscan. Todas as micrografias foram obtidas
da superficie de fratura dos hidrogéis liofilizados. O tamanho
médio de poros foi determinado utilizando como referéncia a
barra indicativa da ampliacdo, inserida em cada micrografia
medindo-se o tamanho de 10 diferentes poros, para que uma
média de tamanho fosse calculada.

Determinagao das propriedades mecanicas dos hidrogéis

A tensdo de compressdo de hidrogéis foi determinada em
texturometro (Stevens-L.F.R.A) mantendo-se a profundidade
de indentacdo de 1 mm e com velocidade descendente do cor-
po de prova de 0,2 mm seg'. A tensdo maxima de compres-
sdo, o, , foi obtida por meio da Equacgio 2, e foi considerada
como a forca maxima requerida para que haja a deformagdo
elastica do gel fixada em 1 mm.

czg—ozE(x—xz) )

onde G € a tensdo aplicada, em Pa m?, f é o valor da forga
exercida, S_ € a drea do corpo de prova que comprime o hi-
drogel e A € a deformacdo relativa A = (L, + AL)/L < 1,10.

133



Moura, M. R. et al. - Hidrogéis semi-IPN baseados em rede de alginato-Ca?* com PNIPAAm entrelagado

O médulo de elasticidade (E) de cada hidrogel foi deter-
minado com base na Equagdo 2, em diferentes temperaturas.
A densidade aparente de reticulagdo, v , foi determinada uti-
lizando a seguinte Equagdo 318,

2

0,0 /7 ,
G=RT( " o, L (k_}L 2) 3)

onde d)pioe ¢p sdo, respectivamente, as fragdes volumétricas
de polimero no gel no estado relaxado (logo apds a polime-
rizag¢do) e no estado intumescido. A fracdo volumétrica do
polimero, ¢, foi obtida a partir da Equacao 4:

O=[1+8,8," (mey.m"H-8,8,"1" 4

onde § € a densidade do polimero, 8S densidade do solvente,
m_ massa do hidrogel em equilibrio (intumescido) e m_€ a
massa do hidrogel seco.

Resultados e Discussao

Na Figura 1 € apresentada a dependéncia do grau de in-
tumescimento em fungdo da temperatura para hidrogéis com
formulagdo geral (1-1-P). Pode ser observado que os hidro-
géis tornam-se gradativamente menos hidrofilicos a2 medida
que a temperatura ¢ aumentada de 25 °C para 40 °C. Pode
ser observado em torno de 32-35 °C uma transi¢cio na curva
de Q vs. T para o hidrogel (1-1-5,0) indicando a LCST do
PNIPAAm. O decréscimo do grau de intumescimento torna-se
mais acentuado devido a transicao de fase (de hidrofilica para
hidrofébica) do polimero PNIPAAm. Apesar do decréscimo
nos valores de Q ser maior no hidrogel com menor quantidade
de PNIPAAm, (1-1-1,3), a transi¢do € mais evidente no hidro-
gel (1-1-5,0). Este fato € devido a menor compactagao do hi-
drogel (1-1-1,3). O hidrogel (1-1-1,3) apresentou maiores va-
lores de Q quando comparado aos demais hidrogéis (1-1-P),
em temperaturas abaixo e acima da LCST do PNIPAAm. Isto
significa que o aumento da concentracio de PNIPAAm nas
solugdes precursoras dos hidrogéis conduz a materiais menos
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Figura 1. Dependéncia do grau de intumescimento de hidrogéis (1-1-P),
tipo semi-IPN, em fun¢do da temperatura.
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hidrofilicos. Em temperaturas abaixo da LCST do PNIPAAm,
o hidrogel (1-1-0), constituido somente de alginato-Ca**, apre-
senta menores valores de Q do que os respectivos hidrogéis
semi-IPNs. A partir dessas observacdes, pode-se inferir que o
PNIPAAm, abaixo da LCST, € mais hidrofilico que o alginato.
Ainda, observa-se aumento nos valores de Q com aumento da
temperatura para o hidrogel (1-1-0). Isto representa evidente
aumento da hidrofilicidade das cadeias de alginato-Ca* com
0 aumento da temperatura.

Na Figura 2 ¢ apresentada a dependéncia do grau de in-
tumescimento em fungdo da temperatura para hidrogéis com
formulagao geral (2-1-P).

A partir das curvas da Figura 2, pode-se verificar que a
redug@o em Q para os hidrogéis semi-IPN to tipo (2-1-P) €
menor que a observada para os respectivos hidrogéis (1-1-P)
(compare com as curvas da Figura 1). Esse comportamento
pode ser interpretado baseando-se na mobilidade das cadeias
de PNIPAAm. Devido a formacdo da rede com maior quan-
tidade de alginato-Ca® nos hidrogéis (2-1-P), a mobilidade
das cadeias de PNIPAAm ¢ diminuida e a contragdo do hi-
drogel ndo ocorre com tanta intensidade como em uma ma-
triz com menor quantidade de alginato (1-1-P). Esse fato &
comprovado pois os hidrogéis (1-1-P) apresentam maiores
valores de grau de intumescimento se comparados com 0s
hidrogéis (2-1-P) em todas as temperaturas analisadas. Os
valores de Q do hidrogel (1-1-1,3) nas temperaturas abaixo
(de 25 a 35 °C) e acima da LCST do PNIPAAm (40 a 50 °C)
estdo em torno de 65 e 60, respectivamente. Para o hidrogel
(2-1-1,3) os valores correspondentes de Q para as faixas de
temperaturas acima reportadas sdo 35 e 31. Em adicdo, os
valores de Q para hidrogéis (1-1-0) e (2-1-0) sdo, aproxima-
damente, 54-60 e 29-34.

Na Figura 3 ¢ apresentada a micrografia da superficie
do hidrogel com formulagdo (1-1-5,0) liofilizado a 25 °C.
Pode-se observar que a matriz do hidrogel composto de
alginato-Ca?*/PNIPAAm, do tipo semi-IPN, apresenta uma
morfologia folheada, semelhante a apresentada pelo hidrogel
constituido somente pela rede de alginato de calcio, mostrado
na Figura 4, porém pouco menos folheada. Pode ser observa-
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Figura 2. Dependéncia do grau de intumescimento de hidrogéis (2-1-P),
tipo semi-IPN, em fun¢@o da temperatura.
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Figura 3. Micrografia, obtida por MEV, da supertficie do hidrogel (1-1-5)
semi-IPN, liofilizado apds intumescimento na temperatura de 25 °C. A mi-
crografia possui magnitude de 500x.
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Figura 4. Micrografia, obtida por MEV, da superficie do hidrogel (1-1-0)

semi-IPN, liofilizado ap6s intumescimento na temperatura de 25 °C. A mi-
crografia possui magnitude de 1.000x.

do também que a matriz € extremamente porosa e seus poros
possuem formas bem definidas, com uma estreita distribui-
¢do de tamanho de poros.

A morfologia observada para hidrogéis semi-IPN pode
ser assim interpretada: na formacdo dos hidrogéis do tipo
semi-IPN as cadeias do PNIPAAm , que ndo possuem ra-
mificagdes, permanecem entrelacadas na rede de alginato,
ndo influenciando na estrutura dessa rede. O tamanho médio
dos poros, &, para os hidrogéis semi-IPN do tipo (1-1-P) foi
calculado selecionando diversas dreas e sdo mostrados em
funcdo da temperatura na Tabela 2.

De acordo com os dados da Tabela 2 pode-se afirmar que
os hidrogéis do tipo semi-IPN ndo apresentam variacao sig-

Tabela 2. Valores de tamanho médio de poros, &, nas temperaturas de 25, 33
e 40 °C, para diversos hidrogéis do sistema (1-1-P), semi-IPN, constituidos
de alginato-Ca*" e PNIPAAm. Os valores de & sdo dados em pm.

Temperatura (°C)
25 33 40
Semi-IPN(1-1-1,3) 67,8 +£3,2 659+4,0 63,8+4,1
Semi-IPN(1-1-2,5) 62,0+5,2 61,2+4,5 593+39
Semi-IPN(1-1-5,0) 56,0+44 550%+32 55,1+£3,6

Hidrogéis
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nificativa no tamanho de poros com a temperatura. Ainda,
ao serem aquecidos acima da LCST esses hidrogéis ndo se
contraem significativamente, portanto a porosidade perma-
nece praticamente constante. Como o valor do grau de in-
tumescimento decresce com o aumento da temperatura, se-
ria de esperar que houvesse também significativa contracdo
nesses hidrogéis. A reducdo na hidrofilicidade dos hidrogéis
é explicada pela formacdo do complexo que ocorre entre os
grupos carboxilicos, do alginato, e os grupamentos amidas,
do PNIPAAmM"™. A formagdo do complexo é mais favora-
vel acima da LCST, pois nessas condi¢des a exposi¢dao dos
grupamentos isopropilicos, apolares, do PNIPAAm passam
a revestir os poros do hidrogel, diminuindo a sua interagdo
com a dgua.

Na Figura 5 € apresentada a dependéncia da tensdo ma-
xima de compressdo (G, . ) com a temperatura para os hidro-
géis com formulacdo geral (1-1-P). Pode-se observar que os
hidrogéis do tipo (1-1-P) praticamente ndo apresentam va-
ria¢do nos valores de G_. com a temperatura. Assim, como
discutido anteriormente, esses hidrogéis ndo apresentam
contragdo significativa com o aumento da temperatura exter-
na do meio de intumescimento, mesmo acima da LCST do
PNIPAAm. A tensdo maxima de compressdo aumenta com
a concentracao de PNIPAAm. Diferentemente dos outros hi-
drogéis tipo (1-1-P) o hidrogel (1-1-1,3), que possui baixa
concentrac¢do de cadeias de PNIPAAm, apresentou um leve
aumento nos valores de 6, com o aumento da temperatura:
o . =386%03kPa(25°C);0c 10,7+ 0,4 kPa (40 °C).
Os hidrogéis (1-1-2,5) e (1-1-5,0), apresentaram G___iguais a
16,1 £ 0,2 kPa e 20,7 £ 0,6 kPa, respectivamente, na faixa de
temperatura analisada. Os hidrogéis compostos apenas por
alginato apresentam propriedade mecanica muito pobre. Isso
é prejudicial, uma vez que os hidrogéis estdo sendo aplicados
em larga escala na drea médica®”, necessitando de um mate-
rial com propriedade mecanica satisfatoria.

O moédulo de elasticidade (E) ¢ a medida da rigidez do
material, ou seja, para grandes valores de E menores sdo as
deformagdes, para um mesmo nivel de tensdo. A dependén-
cia de E com a temperatura para os hidrogéis semi-IPN &
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Figura 5. Dependéncia da tensfio médxima de compressdo (o, . ) com a tem-
peratura para diferentes hidrogéis semi-IPN do sistema (1-1-P).
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mostrada na Figura 6. Hidrogéis com maiores concentragdes
de PNIPAAm s3o mais rigidos, o que € refletido nos valo-
res de E. Assim, os hidrogel (1-1-5,0) possui £ maior que o
hidrogel (1-1-2,5) mas a maior diferenca ocorre entre este
hidrogel e o hidrogel (1-1-1,3). Ainda, dentre os hidrogéis do
tipo (1-1-P), o hidrogel (1-1-1,3) foi o que apresentou maior
variacdo nos valores de E quando a temperatura passa de
25,0 °C (10,9 £ 0,4 kPa) para 40,0 °C (15,4 £ 0,7 kPa). Essa
grande variacdo nos valores de E pode ser atribuida ao colap-
so das cadeias de PNIPAAm acima da LCST (32-35 °C). E
importante ressaltar que as cadeias de PNIPAAm colapsadas
sdo suportadas mecanicamente pela rede de alginato-Ca**.

A densidade aparente de reticulagdo (v,) foi determinada
através do mddulo de elasticidade e das fracdes volumétricas
de polimero no gel intumescido, utilizando a Equacdo 3. Na
Figura 7 € apresentada a dependéncia de v_com a temperatu-
ra para hidrogéis semi-IPN, tipo (1-1-P).

Pode ser observado que os maiores valores de v sdo obti-
dos para os hidrogéis com maiores quantidades de PNIPAAm.
Também observa-se que ha incremento em v, com o acrésci-
mo da temperatura, em todos os semi-IPNs. Isto foi obser-
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Figura 6. Dependéncia do médulo de elasticidade (E) com a temperatura
para diferentes hidrogéis semi-IPN do sistema (1-1-P).
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Figura 7. Dependéncia da densidade aparente de reticulagdo (v ) com a tem-
peratura para diferentes hidrogéis semi-IPN do sistema (1-1-P).
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vado também por Muniz e Geuskens?!" para hidrogéis semi-
IPN de poliacrilamida (PAAm) contendo PNIPAAm e pode
ser correlacionado com a rigidez do material, manifestada
pelos maiores valores de E, como ja mencionado anterior-
mente. Dois fatores contribuem primordialmente para que os
hidrogéis semi-IPNs se tornem mais rigidos: 1) o colapso das
cadeias de PNIPAAm em temperaturas superiores a LCST;
2) as contracdes, embora pequenas, apresentadas pelo hidro-
géis semi-IPN devido ao colapso da cadeias do PNIPAAm.
No entanto, pode-se inferir que a contribui¢do deste tltimo ¢
menor que o do primeiro fator.

Conclusoes

Foi possivel obter hidrogéis semi-IPN termo-sensi-
veis constituidos de PNIPAAm suportadas em matrizes de
alginato-Ca?*. Medidas de grau de intumescimento mostra-
ram que o grau de intumescimento (Q) varia inversamente
com a concentracdo de cadeias de alginato e/ou PNIPAAm no
hidrogel. Hidrogéis do tipo semi-IPN, contendo PNIPAAm,
apresentaram reducdo do valor de Q com a temperatura.
Ao correlacionar as micrografias dos hidrogéis, obtidas por
MEYV, com os dados de intumescimento conclui-se que 0s
hidrogéis mais porosos apresentam, também, maior afinida-
de pela dgua. Ainda, resultados de propriedades mecanicas
demonstraram que hidrogéis com maior concentracdo de
alginato-Ca?* e de PNIPAAm apresentam maior resisténcia
a compressdo, ou seja, maior rigidez. O controle dessas pro-
priedades tornam esses hidrogéis semi-IPN, termo-sensiveis,
potencialmente, vidveis para diferentes aplicacdes, por exem-
plo, como sistemas carreadores para liberagdo controlada e/
ou prolongada de farmacos e substratos de crescimento de
cultura de células.
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