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RESUMO

Dentre as diversas aplicacdes dos hidrogéis, este trabalho se concentra na sua
atuacado para a determinacao da estrutura tridimensional de moléculas orgéanicas por
meios de alinhamento fraco em Ressonancia magnética nuclear (RMN). Utilizaram-se
equipamentos de RMN com frequéncias variando de 400 a 600 MHz. Os hidrogéis
sintetizados foram preparados por copolimerizagdo dos monémeros vinilicos N,N-
dimetilacrilamida (DMMA), 1-vinil-2-pirrolidona (NVP) e acetato de vinila (VA) em
diferentes proporgdes, com o 2,2'-azobis(2-metilpropionitrila) (AIBN) atuando como
iniciador radicalar e o 1,4-butanodiol diacrilato (BDA) como agente reticulante. Os
copolimeros sintetizados foram avaliados quanto ao seu intumescimento em agua e
capacidade de compressao dos hidrogéis resultantes, sendo considerado inicialmente
a homogeneidade e grau de ordem presentes no gel mediante espectroscopia de
RMN 2H. Os acoplamentos dipolares residuais (RDCs) D¢y para as moléculas de
sacarose e N-Oxido de brucina foram obtidos mediante experimentos de tipo HSQC.
Um estudo dos efeitos dos mondmeros nos parametros avaliados determinou o VA
como o mais positivamente significativo em todos, incluindo na obtencéo de Dch. De
modo geral, embora 0s experimentos apresentassem um aspecto limpo, os valores
obtidos para os RDCs foram excessivamente pequenos para serem de utilidade
pratica. O copolimero PDMMAVPVA sintetizado requer, portanto, aprimoramentos
para sua aplicacdo em moléculas pequenas assim como deve ser avaliado para a sua
aplicacdo a obtencdo de RDCs em moléculas de maior tamanho como peptideos

ciclicos ou outras.

Palavras-chave: RMN; elucidacdo estrutural; hidrogel; copolimero; meio de

alinhamento fraco.



ABSTRACT

Among the various applications of hydrogels, this work focuses on their role in
determining the three-dimensional structure of organic molecules through weak
alignment in Nuclear Magnetic Resonance (NMR). NMR equipment with frequencies
ranging from 400 to 600 MHz was used. The synthesized hydrogels were prepared by
copolymerization of the vinyl monomers N,N-dimethylacrylamide (DMMA), 1-vinyl-2-
pyrrolidone (NVP), and vinyl acetate (VA) in different proportions, with 2,2'-azobis(2-
methylpropionitrile) (AIBN) acting as a radical initiator and 1,4-butanediol diacrylate
(BDA) as a cross-linking agent. The synthesized copolymers were evaluated for their
swelling in water and compressive capacity of the resulting hydrogels, initially
considering the homogeneity and degree of order present in the gel through 2H NMR
spectroscopy. Residual Dipolar Couplings (RDCs) 1Dch for sucrose and brucine N-
oxide molecules were obtained through HSQC experiments. A study of the effects of
monomers on the evaluated parameters determined VA as the most positively
significant in all aspects, including obtaining Dcn. Overall, although the experiments
presented a clean appearance, the values obtained for the RDCs were excessively
small for practical utility. Therefore, the synthesized PDMMAVPVA copolymer requires
improvements for its application in small molecules, and it should be assessed for its

application in obtaining RDCs in larger molecules such as cyclic peptides or others.

Keywords: NMR; structural elucidation; hydrogel; copolymer; weakly-alignment

media.
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1 INTRODUGAO

A funcdo biolégica de uma molécula organica esta intimamente associada a sua
estrutura tridimensional e seus grupos funcionais, desempenhando um papel crucial
na investigacao e compreensdo mais aprofundada de suas propriedades biolégicas.
Na farmacologia, esse conhecimento € de extrema importancia para a garantia da
funcionalidade de medicamentos e para conhecer seus efeitos colaterais associados
(Moro; Invernizzi, 2017).

Entre as técnicas capazes de realizar essa tarefa, é possivel citar a Difracdo de
raios-X (DRX). No entanto, embora sua eficicia na identificagdo, determinacdo e
ordenacdo dos atomos seja comprovada, a sua aplicacdo a determinagéo estrutural
de compostos moleculares esta restrita a monocristais (Holder; Schaak, 2019).

Adicionalmente, € comum utilizar as técnicas convencionais de RMN. Por meio de
métodos que exploram o acoplamento escalar (J), o deslocamento quimico (8) e 0s
experimentos bidimensionais, como o efeito Nuclear Overhauser (NOE), torna-se
possivel realizar a elucidagéo estrutural e estereoquimico de moléculas em solucao
(Cavalli et al., 2007; Makriyannis; Pavlopoulos, 2017; Markwick; Malliavin; Nilges,
2008). Entretanto, € importante observar que a aplicacdo dessa abordagem apresenta
também limitacBes: o NOE se restringe a correlacao entre nucleos com distancias de
até =5 A (Gryk; Hoch, 2008); e o J apresenta baixa magnitude e é um parametro de
dificil extracdo, em alguns casos, por causa da sobreposi¢ao de sinais (Lin, Y. et al.,
2018). Atuando de forma complementar, a espectroscopia de infravermelho e a
espectrometria de massas permitem obter informacdes estruturais importantes, que,
quando combinados, auxiliam o processo.

Para moléculas pequenas, a técnica de meios de alinhamento fraco em RMN
permite solucionar problemas estruturais de dificil resolucdo mediante técnicas
convencionais (Sanchez-Pedregal; Santamaria-Fernandez; Navarro-Vazquez, 2009).
Nela, o meio indutor de alinhamento gera uma anisotropia no meio (i.e., a dependéncia
das propriedades magnéticas dos nucleos com a direcéo) a partir do alinhamento das
moléculas em relacdo ao campo magnético externo. A partir desse processo, €
possivel extrair parametros anisotropicos de RMN, principalmente o0s acoplamentos
dipolares residuais, (RDCs, do inglés Residual Dipolar Couplings), os quais séo
responsaveis por informagdes quanto a orientacao dos vetores internucleares (Venturi
et al., 2023; Yan et al., 2004).
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Além dos RDCS, outro parametro anisotropico recentemente empregado em
elucidacdo estrutural de moléculas organicas € a anisotropia do deslocamento
residual (RCSA, do inglés Residual Chemical Shift Anisotropy), sendo obtido a partir
dos dados de deslocamento quimico dos nucleos em relagcdo a um composto de
referéncia — geralmente tetrametilsilano (TMS). O RCSA atua de forma complementar
ao RDC, possibilitando a obtencao de informac¢des quanto a orientacdo relativa dos
tensores de blindagem de cada nucleo, principalmente 3C (Hallwass et al., 2011) mas
também *H (Nath et al., 2020) da molécula.

Os meios de alinhamento fraco classificam-se em duas familias: a primeira
formada por diversos cristais liquidos liotropicos (LLCs), os quais se orientam
espontaneamente na presenca de um campo magnético externo; e géis poliméricos,
preparados por intumescimento em diferentes solventes de polimeros reticulados,
onde o ordenamento acontece por meio de forcas mecanicas que causam a
deformacéo do gel (Thiele, 2008).

Os meios de alinhamento baseados em géis poliméricos, denominados SAG, do
inglés Strain-induced Alignment Gel, requerem a aplicagéo de tensdo mecanica para
induzir a anisotropia. Esse processo pode ser realizado através de dispositivos de
compressdo ou estiramento, permitindo o ajuste do grau de alinhamento das
moléculas conforme a variacdo da forca aplicada. Diferentes polimeros e solventes
podem ser empregados na preparacao desses géis (Deloche; Samulski, 1981; Luy et
al., 2005; Luy; Marino, 2001).

Nesse contexto, destacam-se 0s polimeros de intumescimento em agua,
conhecidos como hidrogéis, devido a sua relevancia em diversas aplicacfes além da
RMN (Goding et al., 2019). Esses hidrogéis podem ser homopoliméricos ou
copoliméricos, sendo uma categoria especial representada pelos géis de cadeias
interpenetrantes (IPNs), nos quais as cadeias estdo intricadamente interligadas
(Madduma-Bandaragea; Madihally, 2021).

Os hidrogéis vém ganhando espaco entre as pesquisas das diversas areas gracas
a sua biocompatibilidade, em especial no tratamento de doencas crénicas, como 0
cancer e diabetes, por sua efichcia como drug delivery, garantindo a reducdo da
exposicdo dos medicamentos a areas paralelas ao tratamento (isto €, evitando que
outras partes saudaveis sejam afetadas) e mantendo a liberagéo da droga por longos
periodos de tempo, como horas, dias e até semanas (Correa et al., 2021).
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No presente estudo focaremos na sintese de novos hidrogéis como meios de
alinhamento fraco em RMN, com aplicacdo na elucidacdo estrutural de moléculas

pequenas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hidrogéis

Os hidrogéis sao notéveis pela alta capacidade de retencao de agua, que pode
alcancar até cerca de 20% do seu peso. Esta capacidade baseia-se na natureza e
arranjo dos monémeros constituintes, bem como no método sintético empregado. A
classificacdo destes materiais leva em consideracao a presenca de cargas idnicas e
o tipo de reticulacdo envolvida, seja ela quimica ou fisica. Enquanto processos como
cristalizacao e ligacdes de hidrogénio caracterizam a reticulagéo fisica, a reticulacéo
guimica ocorre por meio de ligacdes covalentes, muitas vezes facilitadas por agentes
reticulantes (Mehta; Sharma; Devi, 2023).

Os hidrogéis com reticulacdo quimica podem ser sintetizados por duas rotas de
polimerizagdo. A rota por cadeia envolve a ativagdo dos mondmeros por iniciadores
radicais, utilizando luz ou calor para gerar radicais reativos, resultando em uma rapida
producao de alta massa molar. Por outro lado, a rota por etapas implica que 0s grupos
funcionais dos mondémeros reajam entre si para formar ligagdes covalentes (Dhand;
Galarraga; Burdick, 2021).

No caso dos IPNs, eles apresentam dois caminhos de producdo: a rota
sequencial, cujas cadeias poliméricas sao sintetizadas separadamente e,
posteriormente colocadas em contato; e a rota simultdnea, na qual as cadeias séao
produzidas ao mesmo tempo, no mesmo recipiente. Esses métodos requerem o uso
de um agente reticulante, pois, com sua auséncia, 0 uso da rota sequencial resulta
em um semi-IPN — duas ou mais cadeias que estdo entrelacadas no espaco, mas nao
conectadas (Madduma-Bandarage; Madihally, 2021).

Um exemplo dessa abordagem é o trabalho de Wang et al., publicado em 20186,
no qual foi sintetizado um semi-IPN de poli(vinilalcool) e poli(acido acrilico-co-amida
acrilica) por meio da polimerizacdo por radical livre, utilizando banho ultrassénico. O
hidrogel produzido demonstrou sensibilidade ao pH, revelando um aumento em sua
capacidade de retencdo a medida que este aumentava, atingindo seu valor maximo
em um meio neutro. Esse padrao foi observado de maneira semelhante durante a

transicéo do solvente em estudo para solugdes salinas (Wang, Xiaohong et al., 2016).
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Pouco tempo depois, em 2019, Chen e sua equipe produziram geéis de
reticulacéo fisica envolvendo poli(vinilalcool) e acido tanico (PVA-TA). Para além do
processo de sintese, a biocompatibilidade desses géis foi validada por meio de sua

aplicacao na sutura do coracéo de um rato (Chen et al., 2019).

2.2 Meios Fracamente Alinhados

Na espectroscopia de ressonancia magnética, as propriedades estudadas sao
obtidas em conjunto dos dados isotrépicos e anisotrépicos. No entanto, quando em
meio isotropico, as propriedades magnéticas ndo variam com a direcdo, e as
informacdes de RMN provindas da anisotropia igualam-se a zero. Para a recuperacao
parcial das propriedades anisotropicas, € necessario primeiro aplicar um meio de
alinhamento, de forma que as moléculas de interesse tenham um alinhamento

preferencial a respeito do campo magnético externo (Figura 1).

Figura 1 — llustracdo de meios isotropico (vermelho) e anisotrépico (azul).

aniso
R—=g
=4
=

is
2
r 4

Fonte: Fuentes Monte-Verde et al. (2023)

Em 1963, Saupe et al. realizaram o alinhamento de moléculas por meio da
utilizacao de cristais liquidos em fase nematica. Contudo, a aplicacdo desse material
resultou em um elevado grau de alinhamento, gerando um espectro com multiplos
sinais, e de dificil interpretacdo. Assim, a técnica ficou principalmente limitada ao
estudo de moléculas pequenas e simétricas (Saupe; Englert, 1963).

Para a aplicagdo a problemas comuns de elucidacdo estrutural em
biomoléculas e moléculas pequenas foi necessaria a aparicdo dos meios de
alinhamento fraco, cujo grau de alinhamento reduz os parametros anisotropicos

obtidos de MHz a dezenas de Hz, denominando-se estes valores “residuais”. Algumas
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caracteristicas sdo desejadas em um bom meio de alinhamento fraco em RMN, s&o
elas: ser compativel com determinado solvente, se possivel ter um grau de
alinhamento ajustavel; interagir sem reagir com a amostra; ndo possuir sinais de RMN
que interfiram na extragdo dos parametros (Schmidts, 2017).

Os géis poliméricos apresentam estas caracteristicas, mas o seu uso requer a
aplicacdo de uma tensdo no material (Deloche; Samulski, 1981). A direcdo de
aplicacéo de forca resulta na categorizacao dos géis em dois tipos distintos: géis de

compresséao-relaxacdo, preferivelmente reversivel, e géis de estiramento.

2.2.1 Alinhamento por compressao-relaxacao reversivel

O uso destes géis é comumente feito colocando-os em um tubo de vidro de 5
mm de diametro — especifico para RMN e compativel com o dispositivo de compressao
New Era — junto com a solucdo contendo a molécula de interesse (Figura 2). Dessa
forma, o gel absorve o liquido, promovendo o intumescimento do material e permitindo

a penetracdo da molécula em solugcao em sua estrutura reticular (Thiele, 2008).

Figura 2 — Tubo de 5mm com o dispositivo New Era instalado.

Fonte: A autora (2024)



19

Para obter os parametros de RMN, RDCs ou RCSAs, as analises devem ser
feitas primeiro no o gel relaxado, quando a amostra se encontra exclusivamente no
meio isotrépico, eliminando diferencas entre as amostras contidas na matriz do gel e
na solucdo externa; em seguida, no meio comprimido onde os parametros de RMN
provenientes do analito no interior do gel apresentam uma contribuicéo anisotrépica.

Nestes géis compressiveis deve-se destacar a presenca de uma camada de
solvente isotrépico mesmo no estado comprimido (Figura 3) (Hellemann et al., 2016).
A coexisténcia desses meios, isotropico e anisotrépico, pode introduzir complexidade
na medicdo, mas também possibilita a medicdo dos parametros anisotropicos em um
anico experimento. Este fenbmeno possibilita a aplicacao destes géis compressiveis
a medida de RCSAs de '3C mediante correcdo das mudancas induzidas pela
compressdo do gel na parte isotropica do deslocamento quimico (Hallwass et al.,
2011).

Figura 3 — llustragéo de um gel indutor de alinhamento comprimido, apresentando os

pacotes de solucao isotropica presente entre a parede do vidro e o gel.

i

Fonte: Hellemann et al. (2016)
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2.2.2 Alinhamento por alongamento

A técnica de alongamento pode ser aplicada mediante esticamento do gel em
um tubo de RMN convencional, porém este método precisa de tempos de equilibracdo
mecanico do gel. O estiramento pode ser realizado também com um tubo cujas
extremidades sdo abertas, utilizando uma mangueira de silicone. No tubo, adiciona-
se a mangueira e em seguida o gel seco e o0 solvente para intumescimento, quando
finalizado, estica-se a mangueira, resultando no estiramento gradual do polimero

(Figura 4) até atingir o grau de ordem desejado.
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Figura 4 — Aparato utilizado para deformacéo dos géis polimeéricos por meio do
estiramento. E constituido por uma mangueira de silicone (A), um tubo de RMN de 5

mm aberto nas duas extremidades (B), uma tampa (C) e um plastico com pregos (D)

para manter a posigao.

Fonte: Kummerlowe et al. (2008)

O esticamento do gel dentro da mangueira ndo modifica a relagdo solvente/
polimero permitindo portanto a medicéo direta de RCSAs uma vez que toda a solucao
se encontra dentro do gel, independentemente do grau de estiramento. No entanto,
sua maior desvantagem é o baixo valor da razéo sinal-ruido dos espectros (Liu et al.,
2019).

2.3 Parametros Anisotropicos

Quando uma molécula é analisada por espectroscopia de RMN, seus nucleos
interagem com o0 campo magnético gerado pelo equipamento. O deslocamento
quimico varia de acordo com a densidade da nuvem eletrdnica do a&tomo em questao.
Nucleos associados a uma nuvem eletrénica densa sao "blindados”, ou seja, menos
afetados pelo campo magnético, enquanto aqueles com uma nuvem eletrbnica mais
dispersa sédo "desblindados" e experimentam uma influéncia mais intensa desse
campo (Saitd; Ando; Ramamoorthy, 2010).

Além do deslocamento quimico, outra propriedade observavel é o acoplamento
spin-spin. Esse fenbmeno ocorre quando dois nucleos com spins diferentes de zero
interagem, resultando em interferéncias mdtuas nos campos magnéticos. Existem
dois tipos principais de acoplamento: escalar e dipolar. Essa interacdo entre spins
contribui para a complexidade dos espectros de RMN, fornecendo informagdes
valiosas sobre a conectividade e a estrutura molecular.

O acoplamento escalar ocorre quando 0os momentos magnéticos de dois

ndcleos interagem nado diretamente, mas através dos elétrons presentes na molécula
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e é a interacdo presente até mesmo em liquidos isotropicos, resultando no
desdobramento dos diferentes sinais, Figura 5. Ja o acoplamento dipolar € resultado
da interferéncia entre 0 momento de ndcleos proximos no espaco, Figura 6 e s6 pode

ser visualizado no estado s6lido ou em meios orientados.

Figura 5 — Representacédo do acoplamento escalar entre nucleos, representados por

meio dos subindices numéricos.
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Fonte: Elliott et al. (2019)

Figura 6 — Representacdo do acoplamento dipolar entre nucleos, representados por

meio do subindice atdbmico.

Fonte: Brunner (2001)

2.3.1 Acoplamento Dipolar Residual (RDC)
O acoplamento dipolo-dipolo ocorre quando as moléculas contendo spins

heteronucleares acoplados (i e j), ficam parcialmente ordenadas. A equacéo 1 define

a férmula para o célculo, medido em Hertz ou s™.

Dij ==

_ HoYiYih [3cos? 6 — 1 [1]
(2m)3 ZrS’- ’

onde rjj € a distancia interncular, yie yiSao as constantes giromagnéticas dos spins, Ho
€ a permissividade do meio, h é a constante de Planck e 6 € o angulo entre o vetor
internuclear e o campo magnético (Figura 7).
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Figura 7 — Representacado do acoplamento dipolar entre dois nucleos (i € j),

explicitando a relacdo com o campo magnético externo.
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Fonte: Adaptado de Li, G. W. et al. (2018)

Sabendo que o acoplamento escalar tem uma dependéncia pequena com o
grau de orientacdo, particularmente para ndcleos leves, o acoplamento dipolar (D)
pode-se determinar mediante a diferenca entre o desdobramento total (T) no meio

orientado e o desdobramento J no meio isotrépico (Equacao 2) (Kramer et al., 2004).
T=]+D [2]

O conjunto de acoplamentos dipolares medidos permite — para moléculas
rigidas e, se houver um nimero minimo deles, a determinacdo do chamado tensor de
alinhamento e a partir dele os acoplamentos dipolares D esperados —, a comparacao
entre os valores esperados e 0s experimentais para diversas estruturas. Dessa forma,
permite determinar a estrutura molecular partindo de uma série de possiveis
geometrias moleculares pertencentes a determinada constituicdo, configuracdo ou
conformacao (Chen, K.; Tjandra, 2012).

Para uma molécula pequena (rigida ou semirrigida), apenas o uso do DcH —
RDCs das ligacGes saturadas entre carbono e hidrogénio — é suficiente; e séo
facilmente obtidos por meio do espectro de 'H acoplado Heteronuclear Single
Quantum Correlation (HSQC) (Trigo-Mourifio et al., 2011). No entanto, caso nao seja
possivel realizar a elucidacdo estrutural, adiciona-se os dados das medidas de
ligagdes duplas (2Dch) e triplas (*Dc).

No caso de moléculas semirrigidas € possivel ainda considerar que existe um
anico tensor de alinhamento molecular comum as diferentes conformacdes da
molécula — esta é a chamada aproximacgdo de tensor Unico (Sanchez-Pedregal,

Santamaria-Fernandez; Navarro-Vazquez, 2009). Poréem em moléculas de maior
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flexibilidade — ou quando existem uma mudanca drastica entre a forma espacial das

diferentes conformacdes — esta aproximacao pode nao ser valida (Sun et al., 2011).

2.3.2 Anisotropia do Deslocamento Residual (RCSA)

Embora sua obtencao requeira apenas o espectro desacoplado !D-13C, o RCSA
passou a ser utilizado apenas recentemente. I1Sso porque a extragao dos seus valores
é dificultada com a aplicacdo dos meios alinhados, visto que este causa uma variagao
no deslocamento quimico iso- e anisotropico (Nath et al., 2016). Diversos trabalhos
buscam métodos que possam ser aplicados em conjunto com a técnica de meios de
alinhamento para obtencéo dos valores de RCSA de forma precisa, uma vez que esse
parametro tem alta sensibilidade e pode ser aplicado para o estudo de carbonos
guaternarios ou ligacdes C-H que estao aproximadamente paralelos, cujos valores de
RDCs extraidos sao insuficientes (Liu, Y. et al., 2017).

Entre as formas de obter esse parametro pode-se mencionar a utilizacdo do
RMN contendo rotacdo de angulos variaveis (VASS) e angulos variaveis (VA) (do
inglés variable-angle spinning e variable-angle, respectivamente), as quais embora
praticas, sdo custosas. No entanto, Hallwass e colaboradores desenvolveram um
método de obtencdo das medidas de RCSA, cujo efeito do meio aplicado é
minimizado. Para isso, utilizam-se dois graus de alinhamento cuja dupla diferenca é
chamada de AARCSA. Isto €, considera-se o deslocamento quimico nestes dois graus
de alinhamento (&' e §?), fazendo a subtracdo destes pelo deslocamento quimico de
um referencial (dref), escrita matematicamente por meio da Equacéo 3 (Hallwass et al.,
2011).

AARCSA, (ppm) = (60 — §QreN) — (5§20 — 5@2ref))

(1) (2) CSAx _ CSAref
Z Z (AP — AP) (655 — 6771,

i=X,y,Z jJ=X,y,Z

onde k é um spin-nuclear, 1 e 2 sdo os dois graus de alinhamento escolhidos para
molécula e ref o grau de alinhamento referencial.

Atualmente, a aplicacdo da técnica de meios fracamente alinhados carece de
materiais abrangentes, sendo notavel a escassez dos hidrogéis nesse contexto —uma

vez que a aplicagdo de liquidos cristalinos para moléculas hidrofilicas mostra-se
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comum (Knoll et al.,, 2022). A necessidade urgente reside na definicdo de uma
metodologia de sintese reprodutivel, capaz de proporcionar resultados consistentes.
Essa abordagem € vital para a identificacdo de estruturas hidrofilicas,

desempenhando um papel crucial no avango da ciéncia e na promoc¢ao da inovacgao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar hidrogéis aptos para aplicacdo como meios fracamente alinhados

para refinamento e elucidacéo estrutural de moléculas.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar hidrogéis indutores de alinhamento;

¢ Realizar o planejamento e otimizagéo dos hidrogéis;

e Analisar os materiais utilizando a Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear;

e Avaliar os hidrogéis quanto a sua taxa de compressao e intumescimento;

e Validar a aplicacdo como meio fracamente alinhado por meio dos RDCs da

sacarose e N-6xido de brucina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese

Em um eppendorf contendo 1,5 mg de AIBN adicionaram-se 250 pL de acetona.
Em seguida, adicionaram-se os mondémeros VA, DMMA e NVP com proporc¢des entre
0-90% do volume total, previamente filtrados com 6xido de aluminio. A mistura foram
acrescentados o agente reticulante BDA e o recipiente foi agitado. A solugéo final foi
transferida para um tubo de 3 mm de diametro, previamente silanado com
Sigmacote®, utilizando uma pipeta Pasteur. O tubo foi selado a fogo e levado a estufa
em 60 °C por 12 horas, contido dentro de um béquer contendo areia para uniformizar
a temperatura (Esquema 1). Apés esse periodo, o vidro foi quebrado para retirada do
gel sintetizado.

Esquema 1 — Processo de sintese dos hidrogéis.
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Fonte: A autora (2024)

4.2 Analise

Cortou-se um cilindro de 2,5 cm de comprimento de cada gel sintetizado e o
mesmo foi transferido para um tubo de analise de RMN de 5 mm de didmetro. Uma
solugéo contendo 15 mg do composto a ser analisado em 500 uL de agua deuterada
foi acrescentada ao tubo e aguardou-se até o completo intumescimento do material.
O tubo foi entédo levado para anélise de RMN dos nucleos de *H, ?H, *3C e aquisicdo
dos experimentos de HSQC acoplados na dimenséo direta (F2) ou indireta (F1). Em
seguida, instalou-se no tubo um dispositivo de compressdo com o dispositivo New
Era® para compressdo maxima do gel, e os mesmos experimentos foram repetidos

na condigdo comprimida (Esquema 2).
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Esquema 2 — Preparacdo das amostras para analise por RMN.

k-1 15 mg de
5 sacarose 500 pL

D:0

Fonte: A autora (2024)

4.3 Processamento Dos Dados

Utilizou-se o software MestReNova para processamento dos espectros, assim

como para a obtengdo dos parametros isotropico e anisotropico.

4.4 Planejamento Fatorial Completo

Realizou-se um planejamento fatorial completo 23 para a sintese do hidrogel de
poli(dimetilacrilamida-co-vinilpirrolidona-co-acetato de vinila) (PDMMAVPVA)cujos
parametros e niveis estdo apresentados na Tabela 1. O processamento dos dados
obtidos foi realizado por meio do software Minitab 19.

Tabela 1 — Parametros e niveis definidos para a realizacédo do planejamento 22 do
hidrogel de PDMMAVPVA.

Parametros  Nivel inferior  Nivel Superior

DMMA 100 L 300 pL
NVP 100 L 300 pL
VA 100 pL 300 pL

Fonte: A autora (2024)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A sintese dos hidrogéis seguiu a metodologia previamente aplicada por
(Carvalho, 2019) para produzir os copolimeros indutores de alinhamento de
poliacrilonitrila  (PAN) e polimetiimetacrilato (PMMA). Como o0 processo de
copolimerizagcdo é uma forma de obter-se diferentes propriedades quimicas e fisicas
a partir da combinacdo de duas ou mais unidades base (Scott; Penlidis, 2017), a
selecdo dos monémeros deu-se, em grande parte, pela vantajosa interacdo entre os

compostos e a agua.

5.1 Géis de N,N-dimetilacrilamida e 1-vinil-2-pirrolidona

Os primeiros experimentos visaram a sintese do poli(vinilpirrolidona-co-
dimetilacrilamida) (Figura 8) em diferentes proporces de volume (Tabela 2). Essa
combinacédo de mondémeros foi escolhida por apresentar alta capacidade de retencao
de agua, sendo essa uma das principais caracteristicas por trds da sua utilizacdo na
medicina para substituicdo do corpo vitreo do olho (Lai; Valint, 1996).

Figura 8 — Estrutura quimica do poli(dimetilacrilamida-co-vinilpirrolidona).
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Fonte: A autora (2024)

Tabela 2 — Volumes utilizados em cada experimento, definidos a partir da
porcentagem volumétrica de acordo com a solucao final de 500 pL.
% viv DMMA DMMA NVP % v/iv DMMA DMMA NVP

5 475l 25 pL 50 250 uL 250 pL
10 450 L 50 pL 60 200 uL 300 pL
15 425 L 75 L 70 150 pL 350 pL
20 400 uL 100 pL 80 100 L 400 uL
30 350 uL 150 pL 90 50 UL 450 L
40 300 uL 200 pL

Fonte: A autora (2024)
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O método de avaliagdo dos geéis sintetizados deu-se pela taxa de
intumescimento, seguindo a Equacéao 4; e a taxa de compressao, sendo definido como
a razéo entre o tamanho no estado comprimido pelo relaxado, subtraindo-o do inteiro
(Grafico 1).

Massagel intumescido — Massagel seco

Taxa de Intumescimento(%) = ( > -100 [4]

Massagel intumescido

Grafico 1 — Taxas de compresséao e intumescimento referente aos geéis sintetizados
de DMMA/NVP, considerando % v/v do DMMA.
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Fonte: A autora (2024)

Assim como observado por Alencar de Queiroz e colaboradores, o0 aumento da
proporcao de vinilpirrolidona (VP) na composi¢ao resulta na reducao da hidrofilicidade
do material (Alencar de Queiroz; Gallardo; San Roman, 2000). Adicionalmente, pode-
se observar que o menor valor obtido para a taxa de compresséo (TC= 0%) refere-se
a composi¢do com 80% NVP, e, convém mencionar também que os géis com ainda
mais quantidade deste reagente apresentaram maior rigidez quando secos, mas
grande fragilidade ao serem intumescidos — resultando em sua quebra durante o

processo de compressao, especificamente para os géis de 5, 10 e 15% v/v de DMMA.
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Embora o gel de 90% DMMA tenha se mostrado um material promissor
considerando as taxas obtidas, ndo foi possivel estuda-lo, visto que o hidrogel se
partiu apos o teste de compressao. Assim, o foco foi o gel de 80% DMMA, por seu
alto valor de intumescimento perante os outros materiais.

Sabe-se que em virtude da utilizacdo de um meio alinhado, ao realizar-se a
aquisicdo do espectro de RMN 2H, espera-se obter o desdobramento do sinal do
solvente — nesse caso, a agua — como resultado da anisotropia no meio. Todavia,
esse fendbmeno néo se fez presente no espectro do gel de 80% (Figura 9), indicando
gue, caso o alinhamento esteja ocorrendo, a intensidade € extremamente pequena,
de forma que a anisotropia ndo seja observavel. Para evidenciar essa suposicao, a

molécula de sacarose (Figura 10) foi submetida a anélise bidimensional HSQC.

Figura 9 — Espectros de RMN de 2H da sacarose no hidrogel de PDMMAVP 80%

com 0,7% reticulante nos estados comprimido (cinza) e relaxado (preto).
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Fonte: A autora (2024)

Figura 10 — Molécula de sacarose com os carbonos identificados, com subindice

g (glicose) e f (frutose).
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Fonte: A autora (2024)

A andlise por HSQC correlaciona o deslocamento quimico de dois tipos de

nlcleo que estdo a uma ligacdo de distancia, geralmente *H-13C, com os eixos F2 e
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F1, respectivamente (Emwas et al.,, 2013). Entre as diversas vantagens em sua
utilizacdo, menciona-se a diferenciacédo entre os acoplamentos por coloracao, isto é,
CH e CHs apresentam-se em vermelho e CH2 em azul. Em um meio anisotrépico, este
espectro apresenta os sinais desdobrados, isto €, duplicados. Quando acoplados em
F1, este desdobramento é apresentado na vertical, quando em F2, na horizontal.
Assim, o espectro de HSQC da molécula de sacarose contida no gel de PDMMAVP

(Figura 11) apresenta esse fend6meno.

Figura 11 — Espectro de RMN HSQC acoplado em F1 da molécula de sacarose no
(A) meio isotrépicono e (B) hidrogel de DMMA/NVP com 0,7% de reticulante,

intumescido em D20 no estado comprimido.
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Fonte: A autora (2024)

Observa-se que todos os acoplamentos C-H e C-H2 apresentaram uma boa
resolucéo, fazendo-se possivel a obtencéo de seus valores tanto no estado relaxado
quanto no comprimido, e permitindo assim a determinacdo dos acoplamentos
dipolares residuais (Tabela 3). Percebe-se ainda a presenca do sinal da agua em 4,65
ppm (Weitzel et al., 2020) e a existéncia de poucos sinais referentes ao material.

Mesmo assim, considerando a auséncia do desdobramento no espectro de °H — e
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conseguentemente da anisotropia no meio —, ndo houve surpresa quanto aos valores
de RDCs extraidos serem extremamente baixos, principalmente quando comparados
aos obtidos anteriormente (Carvalho, D. S. et al., 2023). Apesar disso, a comparacao
permite identificar algumas semelhangas entre os resultados, como: os valores de
RDCs de maior e menor valor serem para o acoplamento entre o C5+H5¢ e C6+-H6t,
respectivamente; e a proximidade em magnitude e igualdade na orientacdo da dipolar
do 3g. Esta ultima observacdo tem baixa confiabilidade, visto que todos os outros
resultados difereriam drasticamente. De fato, a molécula de sacarose é bastante
rigida, resultando em erros nas medicdes (Effemey; Lang; Kowalewski, 2000). Assim,
percebendo-se o potencial desse material, buscou-se aprimora-lo e descartou-se a

utilizacdo desse acucar para as validacoes.

Tabela 3 — Valores experimentais das constantes dos acoplamentos escalar (J) e
total (T) da sacarose e de RDCs (D) obtidos por meio da aplicacao do gel de
DMA/NVP 80% intumescido em D20.

indice 1Jcn (Hz) Ten (Hz) Dy (Hz)
Experimental Literatura
1g 171,2 169,2 -2,0 -8,0
29 143,1 141.,6 -1,5 -4,3
39 144 4 141.,6 -2,8 -2,9
49 1442 1425 -1,7 -3,0
5g 144,0 143,4 -0,6 -3,0
69 144,0 144,9 0,9 -1,6
1f 1441 1454 1,3 0,7
3f 149,4 151,4 2,0 7,4
4f 156,2 155,3 -0,9 3,5
5f 152,9 157,6 4,7 10,7
o6f 144,0 143,7 0,3 -0,2

Fonte: A autora (2024)

Nota: A coluna literatura refere-se aos dados obtidos por Carvalho et al. (2023)

Diante dos resultados obtidos, hipotetizou-se que ao aumentar a reticulagao do
material a rede apresentaria uma maior habilidade de aprisionamento da molécula,

dificultando sua saida e melhorando a entrada; analogamente, propds-se que a
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reducao resultaria na facilitacdo do adentramento das moléculas. De forma a testar
ambas as hipoteses, realizou-se experimentos com o volume de reticulante em 0,5%
e 0,9%.

Perante a reducédo da reticulagdo, a resisténcia mecanica do hidrogel foi
severamente comprometida e o material se partiu durante o teste de compresséo —
sendo a hipotese descartada. Felizmente, o hidrogel com 0,9% de agente reticulante
ndo apresentou tais desvantagens e o espectro de ?H do gel no estado comprimido
foi obtido (Figura 12). No entanto, ndo foi observado o desdobramento ou indicios do

fendmeno, visto que o pico se apresentou alto e estreito.

Figura 12 — Espectro de RMN 2H do hidrogel de DMMA/NVP com 0,9% de

reticulante intumescido em D20.
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Fonte: A autora (2024)

T

Por fim, durante o processo de estudo dessa combinacdo monomérica, 0s
polimeros apresentaram capacidade de intumescimento ndo s6 em &gua, mas
também solventes organicos como metanol e cloroférmio, embora em menores

proporcoes.

5.2 Géis de 1-vinil-2-pirrolidona e Acetato de Vinila

Os hidrogéis sintetizados variaram na composicao em % v/v de NVP de 40 a
60, mantendo o agente reticulante em 0,7% e a sua estrutura molecular € apresentada
na Figura 13. A utlizacdo dessa combinacdo aparentava ser uma grande
oportunidade para obter maiores magnitudes de RDC, visto que o poli(acetato de
vinila) apresenta altos valores de desdobramento quadrupolar (Freudenberger et al.,
2005).
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Figura 13 — Estrutura molecular do polimero poli(vinilpirrolidona-co-acetato de vinila)

(PVAVP).
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Fonte: A autora (2024)

Embora esse material seja vendido mundialmente e haja comprovacao quanto
a sua utilizacao para dispersao de medicamentos hidrofébicos (Wu; Mooter, 2023), os
géis sintetizados apresentaram diversos aspectos negativos para sua utilizacdo como
meio indutor de alinhamento fraco, como alta elasticidade e adsortividade, se
assemelhando bem mais a uma gelatina (Figura 14). Essas caracteristicas
dificultaram a remocéo do hidrogel do tubo de sintese, sendo impossivel o corte do
material para realizar a analise, visto que ele estava completamente grudado ao vidro.
Afim de testar as condi¢cbes experimentais, aumentou-se a reticulacao para 0,9%, mas

nao houveram diferengas significativas nestes aspectos.

Figura 14 — Hidrogel de NVP/VA, com 0,7% de reticulante, durante o processo de

remocao do tubo de sintese (3 mm).

Fonte: A autora (2024)

5.3 Géis de N,N-dimetilacrilamida e Acetato de Vinila

De forma anéloga, a sintese dos hidrogéis de poli(dimetilacrilamida-co-acetato
de vinila) (PDMAVA) foi realizado variando a porcentagem volumétrica de DMMA em

40 a 60%. Entretanto, diferentemente do ocorrido na seg¢éo anterior, os polimeros
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foram sintetizados efetivamente e ndo apresentaram obstaculos na sua remoc¢éao do
tubo de sintese. Mas, durante a realizacdo do teste de compressdo, observou-se
grande rigidez do material, tornando-o incompressivel, e causando danos na
extremidade superior do gel, o qual estd em contato direto com o dispositivo
responsavel pela tensdo mecanica.

Para os testes seguintes, utilizou-se uma menor porcentagem de reticulante,
cerca de 0,5%, de forma a reduzir a proximidade entre as cadeias poliméricas da rede
e permitir a compressdo. O polimero apresentou um crescimento de 1,3 cm e
compresséo até 0,6 cm, podendo ser submetido a aquisicdo de RMN ?H em ambos
estados necessarios. Todavia, ndo apresentou desdobramento do pico da agua
(Figura 15). ou indicagéo de sobreposicdo de sinal, logo, ndo se mostrou necessario

realizar a analise bidimensional.

Figura 15 — Espectro de RMN de ?H do hidrogel DMA/VA 40% intumescido em D20

no estado comprimido.
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Fonte: A autora (2024)

5.4 Géis de N,N-dimetilacrilamida, 1-vinil-2-pirrolidona e Acetato de Vinila

ApoOs consideracdo das interagcdes anteriormente estudadas entre 0s
mondmeros selecionados para o processo, notou-se a possibilidade de unir as
vantajosas caracteristicas descobertas: a Otima taxa de intumescimento e alta
capacidade de reticulacdo alcancada com o gel de PDMMAVA; com a clareza dos
espectros e sua taxa de deformacdo reversivel proveniente do hidrogel de PDMMAVP.
Todavia, como visto previamente, a combinacdo de PVPVA néo se provou frutifera,
demandando cautela na realizagéo dessa tarefa.

A combinacdo desses trés mondmeros deu-se por meio de um planejamento

fatorial completo 23, cujos parametros foram seus volumes, sendo os niveis inferior (-
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1) e superior (+1) equivalente a 100 pL e a 300 pL, respectivamente (Tabela 4). Para
estes, foram mantidos a porcentagem de agente reticulante em 0,5 (%n/n), de forma
que seja possivel a realizacdo de novos experimentos variando este parametro. Os
valores dos niveis estao diretamente relacionados ao volume suportado no tubo de
sintese, o qual é 750 uL, do qual 250 pL refere-se ao solvente, restando, portanto, 500

ML para ser distribuidos entre os géis.

Tabela 4 — Planejamento 23 para sintese dos hidrogéis de DMMA/NVP/VA,

mantendo a porcentagem de reticulacdo em 0,5%.

Gel Parametros
DMMA  NVP VA
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Fonte: A autora (2024)

As respostas foram dadas de acordo com o tamanho final do crescimento e da
compressdo do material. O seu processamento foi feito por meio do software Minitab
21, o qual produziu graficos que apresentam os efeitos dos parametros e de suas
interacdes. A interpretacdo destes é feita de forma diferente do comum, isto é, no
gréafico de pareto, considera-se significativo aquele que ultrapassar a linha vermelha
— a qual marca o inicio do intervalo de confianca. Ja no grafico das interacfes, a
significancia € avaliada de acordo com a inclinagéo da reta, assim como o seu sentido
— positivo ou negativo.

Almejava-se estudar os paradmetros em funcdo dos valores de RDCs da
molécula de N-6xido de brucina (Figura 16), mas por causa de problemas com a
manutencdo do equipamento, apenas dois géis foram submetidos para aquisicéo de
HSQC (Figura 17).



Figura 16 — Molécula de N-6xido de brucina.

Fonte: A autora (2024)

Figura 17 - Espectro de HSQC da sacarose nos géis (A) 3 e (B) 5do
planejamento de PDMMAVPVA com 0,7% de reticulante, intumescido em D20,

no estado comprimido.
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Por meio do Gréfico 2, observa-se que o gel com excesso de DMMA e VA (gel
6) apresentou o melhor crescimento, chegando a aumentar 56,8% do tamanho inicial.
Nota-se também que o hidrogel com as menores taxas foi o gel 4, o qual apresenta
excesso dos mondmeros de DMMA e NVP, um resultado inesperado ao
considerarmos o comportamento dos géis de PDMMAVP estudados. No entanto, é
provavel que este resultado esteja associado com a menor guantidade de agente
reticulante adicionado, assim como a de iniciador radicalar — o qual foi mantido 1,5
mg, independente do volume total.

Esse resultado € esperado quando se estuda os efeitos dos monémeros, visto
gue tanto o crescimento (Figura 18) quanto a compresséao (Figura 19) sédo afetados
positivamente por esses reagentes. Adicionalmente, outro fator importante é a
reducdo no volume de NVP, visto que ele afeta negativamente o crescimento do

material.
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Gréfico 2 — Resposta do planejamento 22 quanto ao tamanho maximo de

Crescimento (cm)

crescimento e compresséo.
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Fonte: A autora (2024)

Figura 18 — Efeito dos mondmeros e suas interacdes para o crescimento dos géis

produzidos. Os termos A, B e C referem-se aos monémeros DMMA, NVP e VA,
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respectivamente.
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Fonte: A autora (2024)

Figura 19 — Efeito dos monémeros e suas interacdes para a compressao dos géis

produzidos. Os termos A, B e C referem-se aos mondmeros DMMA, NVP e VA,
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Fonte: A autora (2024)

Adicionalmente, é possivel notar que o gel 6 obteve a melhor taxa de

compressédo, o qual pode ser explicado pela presenca de VA em excesso. Ainda, €
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possivel observar como a interacdo entre NVP e VA afetaram negativamente o
crescimento e a compressao, assim como obtido durante a sintese do gel de PVPVA.
Ademais, o comportamento do VA condiz com o esperado, dado que ele € o maior
responsavel pelo crescimento do material e também de sua compressao (Brunel et
al., 2024).

Os espectros de 2H RMN foram adquiridos para todos os géis — exceto para o
primeiro, por ndo ter produzido material suficiente para analise. A partir de seus
espectros (Figura 20) pdde-se inferir que os géis 5, 6 e 7 apresentaram os melhores
sinais visualmente, destacando-se a presenca de pequenos indicios de
desdobramento, isto €, uma leve divisdo em seu sinal ou um aspecto largo —
caracteristico de sobreposicdo de sinais. Observou-se ainda que, embora tenha
apresentado os melhores valores de RDC, o espectro do gel 3 ndo foi um dos géis
destaques mencionados, assim como também ndo obteve a melhor taxa de

compressdo nem a de intumescimento.

Figura 20 — Espectros de 2H RMN nos estados relaxados (vermelho) e
comprimido (azul) para os hidrogéis (A) 2, (B) 3, (C) 4, (D)5, (E) 6 e (F) 7.
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Os valores de RDCs para os hidrogéis 3 e 5 (Tabela 4) foram bastante
diferentes entre si, com este primeiro apresentando as melhores magnitudes. E de
fato, € possivel inferir isto pela clareza dos sinais no seu espectro de HSQC. De fato,
este comportamento pode estar associado tanto a reducao do acetato de vinila quanto
ao excesso de 1-vinil-2-pirrolidona, no entanto, ndo ha resultados suficientes para

considera-lo confiavel.

Tabela 3 — Valores dos acoplamentos dipolares extraidos dos espectros
bidimensionais de HSQC.

Acoplamentos Dipolares (Hz)

Gel

C7-H7 C10-H10 C15-H15 C29-C30 C23-H34
3 6,3 5,6 2.8 14,4 0
5 1,2 -4.8 -3,6 -1,1 -4.2

Fonte: A autora (2024)

Na realidade, como nenhum dos parametros ultrapassou a linha pontilhada em
vermelho presente nos graficos de Pareto assim como suas interacdes, eles ndo sdo
significativos para a resposta final, seja no crescimento, compressdo ou nhas
magnitudes de dipolares. Todavia, é possivel observar que alguns afetam mais que
outros, como no caso do VA, o qual manteve-se entre 0s trés monémeros que mais
influenciam positivamente nas respostas.

Dessa forma, entre as composicdes estudadas, admite-se que o mais
promissor € o hidrogel 6, tendo obtido resultados positivos tanto nas taxas de

intumescimento e compressdo quanto nos espectros de 2H RMN.
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6 CONCLUSAO

A combinagdo, em duplas, dos mondomeros de NVP, DMMA e VA,
apresentaram bons resultados, com excecdo do hidrogel PVPVA. Mesmo assim, as
andlises de °H desses materiais revelaram a auséncia de desdobramento e, por
conseguinte, anisotropia. Logo, evidencia-se a necessidade de aprimoramentos para
otimizar sua aplicabilidade como meio indutor de alinhamento e a validacdo dos géis
utilizando macromoléculas.

A criacdo de um planejamento para a sintese dos hidrogéis de
poli(dimetilacrilamida-co-vinilpirrolidona-co-acetato de vinila) foi realizada visando a
obtencao das melhores taxas de intumescimento e compressibilidade, assim como de
magnitudes de RDCs. Todavia, o processo de otimizacdo nédo foi finalizado, mas,
apenas com a primeira etapa, ja foi possivel obter notaveis resultados quanto a suas
capacidades: 82% de crescimento maximo e 24% de compressibilidade reversivel
méaxima. Além disso, o estudo de suas interagdes permitiu identificar os mondémeros
gue influenciam positivamente e negativamente no crescimento, na compressao e nos
valores de RDCs. Os espectros de deutérios do hidrogel intumescido em &gua
deuterada foram bastante promissores

Ao explorar a analise HSQC das moléculas de sacarose e n-6xido de brucina,
ficou claro que os hidrogéis sintetizados, mesmo nao resultando em valores elevados
de RDCs, exibem boa resolucdo e minima interferéncia em seus sinais. Sendo

materiais promissores, com destaque ao hidrogel de PDMMAVPVA.
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