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RESUMO

Materiais poliméricos sintéticos biodegradaveis apresentam-se como
uma alternativa na substituicdo de polimeros naturais, uma vez que
podem ser sintetizados de modo a apresentar as caracteristicas desejadas
para diversas aplicagdes finais. Estes materiais tém se mostrado
promissores para a liberacdo sustentada de farmacos e, dentre os
mecanismos de sintese, as polimerizagdes via reacGes de adico tiol-eno,
utilizando como base mondmeros com ligagdes a, w-dieno diéster de
origem renovavel, tém chamado a atengdo uma vez que permitem a
adicdo de grupos funcionais desejados na cadeia polimérica e ainda a
adicdo do grupo tiil ao dieno contribui para um maior grau de
degradabilidade do material. Neste contexto, nanoparticulas e filmes de
poli(tioéter-éster) foram obtidas e entdo avaliadas quanto ao seu
potencial de degradacdo & 37 °C em meio com &cido cloridrico (HCI)
(0,01 M, pH 2,8) e solucéo tampao fosfato (PBS) (0,2 M, pH 7,4) com e
sem adicdo da enzima lipase B de Candida Antarctica. As
nanoparticulas foram sintetizadas por polimerizacdo em miniemulséo
via tiol-eno utilizando dois monémeros: a, w-dieno diéster diundeca-10-
enoato de dianidro-D-glucitila (DGU) proveniente de fonte renovavel
(6leo de mamona e amido) e 0 mondmero derivado de 6leo vegetal a, o-
dieno diéster 1,3-propileno diundeca-10-enoato (Pd10e). Para as
particulas oriundas de DGU, obteve-se tamanho de particula em
intensidade de 190 nm e indice de polidispersdo (Pdl) de 0,18, Tm de 64
°C, com propriedades de polimero semi cristalino e massa molar
ponderal média de 20 kDa. As nanoparticulas oriundas do monémero
Pd10e revelaram tamanho de 150 nm e Pdl de 0,1, com uma Tm de 70
°C, apresentando comportamento de dupla fusdo cristalina e massa
molar de 38 kDa. A degradacéo destes materiais em meio enzimatico foi
acentuada para as nanoparticulas, comprovando a hidrolise através da
diminuicdo na intensidade da banda caracteristica da ligacdo éster por
andlises de grupos funcionais e a formacdo de alguns produtos. Analises
de massa molar mostraram que as nanoparticulas oriundas do monémero
Pd10e apresentaram uma degrada¢do mais rapida, reduzindo 90% o
valor da massa molar logo ao entrar em contato com a enzima, quando
comparado ao sintetizado com o DGU, que foi de 90% em 240 horas,
devido a sua estrutura molecular. Em meio &cido, também pdde-se
observar reducao de massa molar, sendo 14% maior a reducdo de massa
molar das nanoparticulas oriundas do Pd10e quando comparado com as
oriundas de DGU também degradadas em meio &cido, durante 3 meses.
Para 0 meio com PBS, ndo foram encontradas alteragcBes durante 3



meses de estudo, sendo necessarios maiores tempo de degradagdo. As
nanoparticulas de poli(tioéter-éster) provenientes de fontes renovaveis
mostraram-se biodegradaveis e promissoras para estudo na liberacdo
sustentada de fArmacos.

Palavras-chave: Poli(tioéter-éster), Nanoparticulas, biodegradacéo;
Hidrdlise; Hidrolise enzimatica.



ABSTRACT

Biodegradable synthetic polymeric materials are presented as a good
alternative in replacement of natural polymers, since it can be
synthetized in order to have desired characteristics to many final
applications. These materials have shown promising to sustained drug
release and, between mechanisms of synthesis, polymerizations via
thiol-ene, using a, w-diene diester monomers from renewable sources
have drawn attention. Its reactions allow the desired functional groups
addition into polymeric chain, i.e., ester, ether, amine groups; plus the
addition of thiyl group to diene contributes to a higher biodegradability
degree of synthetized material. In this context, nanoparticles and films
of poly (thioether-ester) were obtained in laboratory and then, evaluated
as its potential degradation at 37°C in acid medium with hydrochloric
acid (HCI) (0.01M, pH 2.8), phosphate buffer solution (PBS) (0.2M, pH
7.4) without and with addition of the lipase B enzyme of Candida
Antarctica. Nanoparticles were synthetized by polymerization in
miniemulsion via thiol-ene using two renewable monomers a, w-diene
diester diundec-10-enoate of dianidre-D-glucitile (DGU) from castor oil
and starch, and a monomer from vegetable oil o, ®-diene diester 1,3-
propilene diundec-10-enoate (Pd10e). Particle average size of the DGU
nanoparticles were 190 nm and polydispersity index (Pdl) of 0.18, with
a melting point of 64°C and thermic behavior of a polymer semi-
crystalline and molar mass of 20 kDa. Nanoparticles from Pd10e had a
particle size of 150 nm and Pdl of 0.1, with melting point of 70°C
showing double crystalline melting and molar mass of 38 kDa. In
formation of polymeric films was used bulk polymerization with DGU
monomer. The degradation of these materials was accentuated for
nanoparticles in enzymatic medium, showing the hydrolysis of ester
bonds and also the direct influence of surface area in polymeric material
degradation, in comparison to the polymeric films, which did not show
weight loss even after three months of degradation assay. Molar mass
analysis indicated that the polymer derived from Pd10e presented a
faster degradation, obtaining 90% of molar mass reduction in first
contact with the enzyme, when compared to polymer from DGU, which
had a mass loss of 90% in 240 hours, due its molecular structure. In acid
medium, also could be observed a molar weight reduction, which had a
higher reduction, around 14%, for Pd10e nanoparticles in comparison of
those from DGU, also in acid medium, during 3 months. In PBS
medium was not found alterations, with necessity of higher degradations
periods.



Key-words:  Poly(thioether-ester);  Nanoparticles;  Degradation,
Hydrolysis; Enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

Materiais poliméricos sintéticos degradaveis tém sido utilizados
em diferentes &reas como no tratamento de aguas residuais, produtos
biotecnoldgicos, alimenticios e na area médica, na engenharia de tecido
0sseo e em materiais de implante temporario (ZANETTI-RAMOS et al.,
2006; MAHAPATRO; SINGH, 2011). Nos ultimos anos, estes
polimeros tém sido extensivamente utilizados na &rea farmacéutica, na
qual sdo desenvolvidos para a liberacdo sustentada de farmacos, devido
as propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade que
apresentam (RYDHOLM; ANSETH; BOWMAN, 2007).

A biodegradabilidade de um material pode ser definida como a
decomposicdo gradual da cadeia polimérica, sob uma atividade
bioldgica especifica, com a formacdo de produtos que sdo facilmente
metabolizados e eliminados do corpo  humano  (LEJA;
LEWANDOWICZ, 2010; GONCALVES et al., 2015) ou ainda,
degradando em diferentes componentes, como dioxido de carbono, agua
e inorgéanicos pela acdo de processos enzimaticos (GOGOLEWSKI,
1992; LEJA; LEWANDOWICZ, 2010).

O conhecimento dos mecanismos de degradacdo do material
polimérico e a avaliagdo dos pardmetros que o afetam tem importancia
crucial para tornar o sistema de liberacdo mais eficaz (DUNNE;
CORRIGAN; RAMTOOLA, 2000; GONGCALVES et al., 2015). Entre
estes parametros, estdo a estrutura quimica do material, a area
superficial, 0 meio em que se processa a degradacdo, entre outros,
podendo o mecanismo de degradacdo ocorrer por hidrélise ou ainda ser
catalisado por enzimas, sendo dependente também do local de aplicacéo
desejado.

Diversos trabalhos tem relatado o uso de poliésteres alifaticos,
como o poli (acido latico), o poli (I-acido latico) e o poli (D-acido
latico), o copolimero poli  (&cido-latico-co-glicélico) e a
policaprolactona demonstrando seu potencial de degradabilidade
(PARK, 1995; DUNNE; CORRIGAN; RAMTOOLA, 2000; CHAWLA,
AMIJI, 2002; PANYAM; LABHASETWAR, 2003; ZWEERS et al.,
2004; MOHAMMAD; REINEKE, 2013; BAIER et al., 2014). Para isto,
diferentes meios como acido, basico, diferentes temperaturas (PARK,
1995; BELBELLA et al., 1996; WANG et al., 2013) e uso de enzimas
(biodegradagao) (CHEN; BEI; WANG, 2000; CHAWLA; AMIJI, 2002;
PENG et al., 2010; BAIER et al., 2014) tém sido estudados.

Na sintese de materiais poliméricos sintéticos degradaveis, o
processo de polimerizagdo via reagdes tiol-eno utilizando mondmeros
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renovaveis com ligagdes a,m-dieno diéster, como éster, éter e amida na
cadeia principal tem se destacado nos ultimos anos (RYDHOLM,;
ANSETH; BOWMAN, 2007; TURUNC; MEIER, 2013). Estas reacdes
consistem em uma polimerizag&o radicalar na qual ocorre a adigéo entre
um ditiol e um dieno e tém sido discutida na sintese dos polimeros por
aumentar a degradabilidade do material pelas ligacGes sulfeto formadas
e pela possibilidade de inclusdo de grupos funcionais na cadeia
polimérica (HOYLE; LEE; ROPER, 2004; LOWE, 2009; TURUNC;
MEIER, 2013).

Visando o encapsulamento na matriz polimérica e a liberacdo
sustentada de farmacos, o desafio do trabalho proposto estd em avaliar a
degradabilidade de dois materiais poliméricos sintetizados via reacfes
tiol-eno com diferentes areas superficiais em diferentes meios de
degradacdo, avaliando os principais pardmetros que influenciam este
processo e caracterizar o material quanto aos grupos funcionais
presentes, tamanho médio em intensidade (Dp), dispersdo (Pdl),
morfologia das particulas e massa molar.

1.1 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo degradar, em diferentes
condi¢des, nanoparticulas de poli(tioéter-éster) sintetizadas a partir da
polimerizacdo em miniemulsdo via reacOes tiol-eno e filmes de poli
(tioéter-éster) produzidos a partir de polimeros sintetizados pela
polimerizacdo em massa, também via reacdo de adicdo tiol-eno, tendo
como base mondmeros de origem renovavel sintetizados em laboratério.

1.1.1 Objetivos Especificos

1 — Sintetizar nanoparticulas (NPs) de poli (tioéter-éster) utilizando os
mondmeros o, o-dieno diéster diundeca-10-enoato de dianidro-D-
glucitila (DGU) proveniente de fonte renovavel (6leo de mamona e
amido) e 0 mondmero derivado de dleo vegetal a, o-dieno diéster 1,3-
propileno diundeca-10-enoato (Pd10e), ambos sintetizados pelo grupo
de pesquisa. Para tal, o processo de polimerizagdo em miniemulsdo foi
empregado via reacdes tiol-eno, utilizando formulacfes anteriormente
avaliadas e caracterizacdo das NPs.

2 — Preparar filmes de poli (tioéter-éster) a partir dos polimeros
sintetizados via reacfes de adicdo tiol-eno em massa utilizando como
mondmero 0 DGU.
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3 — Verificar se estes materiais poliméricos sdo degradaveis frente a
diferentes condicdes de degradacdo: meio &cido, basico e com adicdo de
enzimas.

4 — Comparar os resultados de degradagdo em termos de massa molar
para os filmes e nanoparticulas.

5 — Confrontar os resultados obtidos para os dois latices de poli
(tioéter-éster) sintetizados a partir do monémero DGU e do monémero
Pd10e degradados em funcdo de massa molar, tamanho de particula em
intensidade (Dp) e a sua dispersdo (Pdl), grupos funcionais presentes e
morfologia das particulas.

Para facilitar a compreensdo e ambientar o leitor com o assunto
proposto, o presente trabalho foi dividido em seis capitulos, sendo
apresentada no Capitulo I, uma breve introdugdo e os objetivos gerais e
especificos do tema proposto. O Capitulo Il traz a fundamentacdo
tedrica necessaria para o desenvolvimento da dissertacdo abordando a
degradagdo de materiais poliméricos, conceitos  sobre
biodegradabilidade, hidrélise e hidrdlise enzimatica, polimerizacdo via
reacdes de adicdo tiol-eno, bem como a degradacdo de polimeros
sintetizados por essa reacdo de adigdo, e ainda, 0s processos de
polimerizacdo em miniemulsdo e em massa. O Capitulo 111 apresenta os
materiais e métodos referentes a sintese das nanoparticulas e filmes
poliméricos de poli (tioéter-éster) bem como os resultados referentes a
caracterizacdo destes materiais. O estudo da degradagdo hidrolitica e
hidrélise enzimatica das NPs e filmes poliméricos, incluindo os
materiais e métodos utilizados e os resultados, sdo descritos no Capitulo
IV. O Capitulo V apresenta as conclusdes gerais e sugestbes para
trabalhos futuros que complementem o presente estudo. Por fim, o
Capitulo VI, traz as referéncias bibliograficas citadas ao longo do
trabalho.






CAPITULO 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo bibliografica sobre
0s assuntos relacionados ao presente trabalho. Inicialmente, serdo
abordados conceitos sobre degradabilidade, degradacdo hidrolitica e
hidrolise na presenca de enzimas (biodegradacdo) de filmes e
nanoparticulas, sendo feita uma breve revisdo sobre trabalhos de
degradacdo ja realizados com polimeros degradaveis. A polimerizagdo
em miniemulsdo via reacdes de adicdo tiol-eno utilizando mondmeros
com ligagcOes a, w-dieno diéster tem sido vista nos Ultimos anos como
uma ferramenta eficaz na obtencdo de materiais poliméricos
biodegradaveis, permitindo a insercdo de novos grupos funcionais, como
por exemplo, éter, éster, amida na cadeia polimérica e ligagdes sulfeto
advindas do grupo tiol, conferindo degradabilidade ao material.
Conceitos de nanoparticulas poliméricas (NPs), as técnicas de
preparacdo de sistemas poliméricos, dando énfase para polimerizacdo
em miniemulsdo e para e polimerizacdo em massa, ambas realizadas via
reacOes tiol-eno serdo ainda discutidos.

2.1 DEGRADACAO DE MATERIAIS POLIMERICOS SINTETICOS

Materiais poliméricos sintéticos degradaveis, como poliuretanas,
polianidridos, poliésteres, tém sido utilizados em diferentes areas nos
Gltimos anos como em tratamento de aguas residuais, produtos
biotecnoldgicos, alimenticios e na area medica, na engenharia de tecido
0sse0 e em materiais de implante temporario (TIARKS;
LANDFESTER; ANTONIETTI, 2001; ZANETTI-RAMOS et al., 2006;
MAHAPATRO; SINGH, 2011). Estes polimeros apresentam vantagens
frente aos naturais, podendo ser sintetizados por varias técnicas de
polimerizacdo (ex. em emulsdo, em suspensdo, em dispersdo, em
microemulsdo, em miniemulsdo, em massa ou interfacial),
possibilitando a inclusdo de grupos funcionais desejados ao polimero,
sendo possivel modular as caracteristicas finais do material e serem,
geralmente, biologicamente inertes (TIARKS; LANDFESTER,;
ANTONIETTI, 2001; NAIR; LAURENCIN, 2007; VALERIO, 2014).

Na sintese destes materiais, parametros como a degradabilidade e
0 grau de biocompatibilidade (auséncia de toxicidade) devem ser
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levados em conta na escolha do material polimérico a ser utilizado,
sendo estes dependentes da aplicacdo desejada.

De acordo com Mahapatro & Song (2011) e Gongalves et al.,
(2015) a degradacédo ¢ definida como a quebra hidrolitica ou hidrdlise
via enzimatica, também denominada de biodegradacdo, das ligacBes
poliméricas levando a formacdo de oligbmeros e em seguida,
mondmeros. Ainda, segundo a American Society for Testing and
Materials (ASTM) e outros autores, polimeros biodegradaveis sdo
aqueles capazes de serem decompostos em diferentes componentes,
como inorganicos, dioxido de carbono, metano, biomassa e agua
(GOGOLEWSKI, 1992; LEJA; LEWANDOWICZ, 2010;
GONCALVES et al., 2015) através da agdo de processos enzimaticos,
que sdo facilmente eliminados através das vias metabolicas do corpo
humano (GONCALVES et al., 2015).

Em aplicacbes biomédicas, o termo degradacdo designa uma
decomposicdo gradual, quebra das ligagdes do material polimérico, sob
uma atividade bioldgica especifica, onde estes materiais apresentam a
vantagem de funcionar por um determinado periodo e em seguida serem
degradados e eliminados do corpo humano através das vias metabdlicas
(ZWEERS et al., 2004; AZEVEDO; REIS, 2005; GONCALVES et al.,
2015). Neste caso, ndo deve ser causador de inflamagdes ou reacOes
toxicas no local de aplicagdo, o tempo de degradacdo do material deve
coincidir com o tempo de cura e/ou regeneracdo e os produtos de
degradacdo devem ser facilmente metabolizados e eliminados pelo
corpo humano (NAIR; LAURENCIN, 2007; GONCALVES et al.,
2015).

Muitas defini¢cbes sdo encontradas na literatura diferindo ainda
entre degradacdo e erosdo sendo o processo via erosdo frequentemente
definido como a perda de massa do material polimérico (GOPFERICH,
1996). A erosdo é ainda distinguida entre processo de erosdo de
superficie ou pelo mecanismo de degradacdo em massa (GOPFERICH,
1996; ZWEERS et al., 2004), processos dependentes da taxa de difuséo
da agua na matriz polimérica.

A erosdo de superficie ocorre a uma taxa constante e é comum
em polimeros altamente hidrofébicos, sendo limitada & camada
superficial, com a degradacdo do polimero sendo mais rapida que a
difuséo de agua na matriz (GOPFERICH, 1996; ZWEERS et al., 2004;
LUCAS et al,, 2008). A degradacdo em massa dos polimeros é
caracterizada pela hidrdlise das ligacfes quimicas no interior do
material, seguindo trés etapas: hidratacdo, degradacdo e solubilizacdo,
com a difusdo de agua na matriz polimérica sendo mais rapida que
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solubilizacdo dos oligbmeros (GONCALVES et al., 2015). Fragmentos
do polimero inteiro sdo quebrados e ocorrem mudancas na massa molar
(ZWEERS et al., 2004; LUCAS et al., 2008). Este processo ocorre
frequentemente para polimeros como o poli (acido lactico) (PLA) e poli
(&cido-lactico-co-glicolico) (PLGA) (GOPFERICH, 1996; LEMOINE et
al., 1996) os quais sdo degradados em &cido latico e glicolico. O
mecanismo de hidrélise para 0 PLGA e para o PLA é mostrado na
Figura 1.

Figura 1 - Esquema do mecanismo de hidrélise para o PLA e PLGA.
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Fonte: Adaptado de Gongalves et al. (2015).

Ja para a Policaprolactona (PCL), Chen et al., (2000) observaram
0 mecanismo de degradacdo por erosdo de superficie para
microparticulas maiores que 13 um degradadas em solucdo tampéo
fosfato (PBS) com e sem adicdo da enzima Lipase de Pseudomonas,
enquanto que Lemoine et al., (1996) e Musyanovych et al., (2008)
reportaram degradacdo ocorrendo em massa para nanoparticulas com
tamanho entre 130 nm e 250 nm degradadas em solu¢do de PBS em
diferentes temperaturas.

O estudo da degradacdo dos materiais poliméricos para
aplicacdes biomédicas e farmacéuticas sdo em sua maioria realizados in
vitro incubando o material em solucéo tampao fosfato (pH 7,4) a 37 °C
com o intuito de aproximar o maximo possivel as condicdes fisiologicas
de degradacdo. Porém, o uso de enzimas e outras espécies reativas sdo
também encontrados, favorecendo um melhor entendimento dos
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mecanismos de degradacao que ocorrem realmente in vivo (AZEVEDO,;
REIS, 2005).

Nas Ultimas trés décadas muitos poliésteres alifaticos, como o
PLA, incluindo o poli (I-4cido lactico) (PLLA) e o poli (D-4cido lactico)
(PDLA), o copolimero poli (acido-lactico-co-glicdlico) (PLGA), e a
PCL e seus copolimeros tém sido amplamente estudados e apresentam-
se cada vez mais promissores em diferentes aplicacdes devido as suas
propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
toxicidade (CHAWLA; AMUJI, 2002; SINHA et al., 2004; PENG et al.,
2010; BAIER et al., 2014). Estes polimeros apresentam ligacGes éster na
cadeia polimérica, que quando expostas a diferentes meios, sofrem
hidrolise, formando subprodutos que sdo metabolizados pelo corpo ou
entdo eliminados pelo mesmo (CHANDRA; RUSTGI, 1998;
RYDHOLM; ANSETH; BOWMAN, 2007). Eles apresentam tempo de
meio vida podendo variar de alguns dias para anos, sendo utilizados na
medicina em implantes, suturas reabsorviveis e liberacdo sustentada de
farmacos.

Entre os fatores que afetam os estudos in vitro de degradagdo do
polimero estdo a estrutura quimica que depende da escolha do
mondmero, método de sintese, composicdo, cristalinidade e
hidrofobicidade do polimero, a massa molar (GOGOLEWSKI, 1992), a
presenca de impurezas e as condi¢Ges do ambiente em que se processa a
degradacdo, podendo este ser em meio aquoso, acido, alcalino, em
condi¢des oxidativas e/ou ainda na presenca de enzimas, dependente
ainda da temperatura, do pH e das amostras serem mantidas incubadas
sob agitacdo ou ndo (ALEXIS, 2005; MUSYANOVYCH et al., 2008;
CAUICH-RODRIGUEZ et al., 2013; GONCALVES et al., 2015;
JASINSKI et al., 2016; AZEVEDO & REIS, 2005). A area de superficie
apresenta-se também como parametro crucial neste entendimento, e
estudos contraditorios para um mesmo polimero ja foram reportados
(SINHA et al., 2004).

2.1.1 Hidrdlise

A hidrélise é definida como a quebra das ligagdes poliméricas
pela difusdo gradual da agua na matriz polimérica (WILLIAMS;
ZHONG, 1994; AZEVEDO; REIS, 2005). A hidrolise de polimeros
ocorre facilmente em polimeros hidrofilicos com ligagdes hidrolisaveis,
e dificilmente em polimeros hidrofobicos sem ligacdes hidrolisaveis.
Inicialmente, a &gua difunde-se na matriz polimérica, o que leva a
pequenas alteragbes na massa e nas propriedades mecanicas, como
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resisténcia a tracdo, com aumento da rugosidade na superficie. Em
seguida, ocorre a quebra das ligacdes poliméricas facilmente
hidrolisaveis, formando oligdmeros e mondmeros, com reducdo da
massa molar e da porosidade (AZEVEDO; REIS, 2005).

Diversos trabalhos da literatura realizaram o estudo da
degradacdo, principalmente de nanoparticulas e microesferas
poliméricas, na presenca de solugdo tampao PBS, com pH 7,4. Porém, a
degradacéo dos polimeros pode também ser catalisada por acidos, bases,
enzimas e sais, uma vez que no corpo humano encontram-se diferentes
tipos de enzimas e diferentes valores de pH, dependendo do local de
aplicacdo desejado (PARK, 1995; PANYAM; LABHASETWAR,
2003; AZEVEDO; REIS, 2005).

Zweers et al., (2004) avaliaram o efeito da composicdo do
polimero na taxa de degradacdo das nanoparticulas, utilizando um
copolimero PEO-PLGA, PDLLA E PLGA, preparadas pela técnica
salting out com 138 nm, 248 nm e 230 nm, respectivamente. A
degradacéo foi avaliada em PBS, 37 °C, sendo estudada a quantidade de
acido latico e glicolico formados e a massa molar por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC). O copolimero PEO-PLGA foi o que
apresentou maior taxa de degradacdo, em 8 semanas, quando comparado
com o PLGA que degradou em 10 semanas e 0 PDLLA mostrou poucos
sinais de redugdo de massa molar em 2 anos. Isto ocorreu em razéo da
facil hidrdlise da ligacdo éster entre 0o PEO-PLGA, e a hidrofilicidade do
acido glicolico. O copolimero apresentou agregacdo das particulas
durante a degradagdo, com distribuicdo de tamanho multimodal, o que
ndo ocorreu para os outros dois polimeros estudados.

Em contrapartida, Park (1995), observou que nas microesferas, os
produtos 4cidos (acido latico e glicélico) de degradagdo necessitam um
maior tempo para serem difundidos para o meio, devido a espessura da
camada polimérica ocorrendo uma degradacdo autocatalitica. Ele
observou ainda diferentes temperaturas de degradacéo (5, 25, 37 e 45
°C) reportando que em temperaturas maiores, taxas de degradacdo mais
elevadas foram observadas, com um periodo de inducdo sendo
apresentado nas temperaturas mais baixas. O mesmo foi observado por
Dunne et al., (2000), avaliando diferentes tamanhos de particula de
PLGA (< 50 pum, < 20 pm e < 1 um), preparadas pela técnica de
evaporagdo de solvente, onde os autores observaram também este efeito
autocatalitico, onde as particulas com tamanho maior apresentaram uma
maior taxa de degradacdo quando comparadas as < 1 pm.

Park (1995) reportou ainda o efeito da composicdo de
copolimeros de PLGA em estudo da degradacdo durante 53 dias de



microesferas (<10 um) também em meio PBS (pH 7,4) e mantidas a 37
°C. O autor verificou a presenca de duas temperaturas de transicao vitrea
no copolimero durante a degradagdo, o que sugere dominios diferentes
na microesfera e observou que a degradagdo ocorreu preferencialmente
na regido amorfa. Apesar de o PLGA apresentar em muitos estudos
degradacdo em massa, alguns trabalhos mais recentes reportaram que
ocorre uma degradagdo heterogénea nestes polimeros, resultante de um
processo autocatalitico pelos produtos &cidos gerados durante
degradacdo. Através de analises de GPC foi observado ainda que com o
tempo de degradacdo, a curva de distribuicdo de massa molar é
deslocada para massas menores, indicando a degradacao pela redugdo da
massa molar do material. Microesferas de PLGA com relagdo molar
acido latico: glicolico 50:50 e 70:30 degradaram mais rapido que os
copolimeros 80:20 e 90:10, levando novamente & conclusdo que quanto
maior a fragdo de acido glicolico no copolimero, maior sera a taxa de
degradacdo da particula.

Contrariando o encontrado por Park (1995) e Dunne et al.,
(2000),Panyam et al., (2003) avaliaram a influéncia do tamanho,
nanoparticulas com 100 nm e microparticulas com 1 e 10 um, na
degradacdo in vitro (PBS, pH 7,4) de PLGA (50:50) com albumina de
Soro bovino encapsulada, através da técnica de
emulsificacdo/evaporacdo de solvente. Os autores observaram uma
degradacdo mais rapida ocorrendo para as nanoparticulas, o que foi
explicado como sendo resultado da neutralizacdo dos grupos acidos
formados como produtos da degradagdo pela albumina encapsulada. Da
mesma forma Leimann et al., (2013) observaram degradacéo
(caracterizada pela reducdo da massa molar) muito mais acentuada de
nanoparticulas poliméricas de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
(PHBV), com tamanhos iniciais de 91 nm e 151 nm, do que de
microparticulas do mesmo polimero, com tamanhos iniciais de 33 um e
58 um.

Mohammad & Reineke (2013) investigaram a degradac¢do in vitro
(solucdo de PBS, incubadas a 37 °C) e in vivo em figado, baco e
pulmdes, seguido pela administracdo intravenosa em ratos, de
nanoparticulas de PLGA (50:50), M,, 44 kDa, com tamanho médio de
200 e 500 nm preparadas por difusdo de solvente e nanoprecipitacéo,
respectivamente. Os autores observaram que a degradagdo ocorreu
através da quebra das ligacOes éster presentes, com decréscimo na massa
molar. As NPs menores tiveram uma maior degradacao in vivo no figado
e no bago, enquanto que as com 500 nm, apresentaram taxa de
degradacdo semelhante in vitro e in vivo no figado, sendo mais lenta nos
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pulmdes. Foi observada uma reducdo de massa molar de 36% no figado
e 30% no baco ao final da degradacdo para ambos os tamanhos de
particula.

Belbella et al., (1996) avaliaram as mudangas na massa molar e
na sua dispersdo na degradacdo de nanoesferas de PDLLA obtidas
através de nanoprecipitacdo com tamanho de particula de 100 nm, em
diferentes valores de pH: 2,2, 4,2, 6, 7,4, 8,4 e 10,1 e em diferentes
temperaturas: -18 °C, 4 °C e 37 °C, sendo este Ultimo estudo em solugéo
tampdo com pH 10,1. O grupo observou que a hidrélise foi muito mais
rapida em condigdes &cidas e alcalinas, quando comparado ao meio
neutro, propondo um mecanismo de hidrélise com quebra aleatoria das
cadeias poliméricas, levando a formagdo de oligbmeros insoliveis e
baixa producdo de &cidos. Para o meio alcalino, foi observada uma
quebra sequencial das ligacGes éster da cadeia polimérica, e formacéao de
uma maior quantidade de produtos &cidos liberados. Foi verificado
ainda, que as particulas permaneceram estaveis na temperatura de 4 °C,
sendo que altas temperaturas aceleraram o processo da degradacao.

2.1.2 Hidrolise Enzimética

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que afetam a degradagdo
dos polimeros através da hidrdlise das ligacbes presentes (TIETZ;
SHUEY, 1993; CHANDRA; RUSTGI, 1998; AZEVEDO; REIS, 2005).
Seu uso possui vantagens frente a catalisadores quimicos, como elevada
eficiéncia catalitica e alto grau de especificidade (CHAWLA; AMIJI,
2002; KRAJEWSKA, 2004), o que faz com que ndo sejam perturbadas
por reacOes paralelas, ndo ocorrendo & formacdo de subprodutos
indesejaveis, com a eliminagdo da necessidade de processos de
separacdo e purificacdo. Sua quimiosseletividade permite atuar somente
em um grupo funcional, ocorrendo catdlise enzimatica através da
ligacdo do substrato ao sitio ativo e devido a sua regioseletividade,
conseguem detectar grupos funcionais iguais em diferentes locais da
estrutura tridimensional (KRAJEWSKA, 2004; CHIARADIA, 2015).

Por mostrarem-se altamente seletivas, cada grupo de enzimas
possui diferentes agBes. Algumas, como hidroxilases e oxigenases
modificam os substratos através de um mecanismo via radicais livres
(oxidac@o bioldgica) enquanto outras, como proteases e hidrolases,
seguem um mecanismo com rotas alternativas, ocorrendo hidrdlise
bioldgica pela quebra de ligagdes dos grupos funcionais (CHANDRA;
RUSTGI, 1998).
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No grupo das hidrolases, destacam-se as lipases, utilizadas devido
a sua quimiosseletividade na hidrolise enzimatica de materiais
poliméricos.  Lipases sdo  glicoproteinas que  apresentam
aproximadamente 450 aminoacidos (UPPENBERG et al., 1994).
Apresentam-se como enzimas capazes de catalisar a hidrolise e a sintese
de ligacOes éster, amida, gorduras e dleos (GAN et al., 1997; HERZOG;
MULLER; DECKWER, 2006; PENG et al., 2010; CIPOLATTI et al.,
2014; WU et al., 2015a). No corpo humano estdo presentes em Vvarios
orgaos, principalmente no pancreas e estdmago.

Entre as lipases, apresenta-se a Lipase B de Candida antarctica,
produzida pela fermentagdo do microrganismo Candida sp. Esta
apresenta massa molar de 33 kDa (WIEMANN et al., 2009), pode atuar
em uma ampla faixa de valores de pH, apresenta alta estabilidade, opera
sob temperaturas brandas de reacdo, é altamente especifica e quando
utilizada como catalisadora de reacGes, apresenta vantagens como maior
eficiéncia e menor consumo de energia (UPPENBERG et al., 1994;
CIPOLATTI et al., 2014; CHIARADIA, 2015).

Nas reacOes de hidrdlise catalisadas enzimaticamente,
inicialmente tém-se a difusdo da enzima da solucéo para a superficie da
matriz polimérica, seguida pela ligacdo do substrato ao sitio ativo da
enzima. Ocorre entdo a hidrélise das ligagbes catalisadas
enzimaticamente e a difusdo dos produtos de degradacéo para a solugdo.
Isto se d& em etapas, formando inicialmente oligdmeros e em maiores
tempos de degradacdo a formacdo de unidades monoméricas
apresentando como subprodutos, no caso de poliésteres, acidos
caboxilicos, alcoois e hidroxiacidos. Para o caso de polimeros altamento
cristalinos, a degradacao segue principalmente o processo de degradacéo
por erosdo de superficie uma vez que enzimas possuem tamanho
relativamente grande o que dificulta a difusdo na matriz polimérica. O
mecanismo de degradacdo enzimatica depende ainda de fatores como a
composi¢do quimica do polimero, peso molecular, cristalinidade, &rea
de superficie e parametros de processo (AZEVEDO; REIS, 2005;
HERZOG; MULLER; DECKWER, 2006).

Suzuki e Tokiwa (1977) foram os pioneiros no ataque enzimatico
a poliésteres, observando que lipases comerciais e esterases sdo capazes
de degradar poliésteres alifaticos sintéticos, como por exemplo, a PCL.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido efetuados com
poliésteres alifaticos, varios deles utilizando lipases. Dentre as lipases
capazes de degradar o PCL, estdo a Rhizopus delemer, Rhizopus
arrhizus e de Pseudomonas (PENG et al., 2010), sendo ja reportado por
Chawla & Amiji (2002) e Musyanovych et al., (2008) que devido as
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propriedades de hidrofobicidade e alta cristalinidade, este polimero ndo
é passivel de degradacdo somente em meio com PBS. Em estudo de
degradacdo realizado por Chawla & Amiji (2002) com nanoparticulas
(100 a 300 nm) de PCL preparadas pela técnica de deslocamento de
solvente, com alta massa molar (>10 kDa), foi reportado que utilizando
a lipase de Pseudomonas a reducdo na massa molar foi de quase 100%
em 36 h e em meio com solugdo PBS ndo foi observada reducdo
significativa da massa molar em 140 dias de estudo. Foi observado
ainda, que a cristalinidade do polimero aumentou com o aumento da
massa molar.

Peng et al., (2010) estudaram a degradacdo de filmes do
homopolimero PCL e de filmes formados a partir de diferentes
copolimeros baseados em PCL, com massa molar entre 40 e 200 kDa. O
estudo da degradacdo ocorreu em meio com solugdo PBS (0,05 mol/L,
pH 7,4) com e sem adicdo da enzima lipase de pancreas de porco. Os
autores concluiram que copolimeros com estrutura porosa apresentaram
uma taxa de degradagdo maior que aqueles filmes obtidos por
compressao e que a lipase de pancreas de porco foi efetiva para degradar
copolimeros de PCL, porém ndo houve degradacdo do homopolimero
PCL.

Chen, em 1999, preparou microparticulas de PCL com tamanho
de 13,4 um através da técnica de emulsificacdo-evaporagdo de solvente
utilizando diferentes estabilizadores e comparou a degradacdo destas
com a degradacéo de filmes de PCL preparados por técnica de casting.
Foi utilizado meio com solu¢do PBS (pH 7,4) a 37 °C, com e sem
adicdo de lipase para as microparticulas e avaliadas mudancas na
morfologia das microparticulas e na massa molar. O autor observou
decréscimo na massa molar de ambas as amostras, sendo de 26,7%, para
as microparticulas na presenca da enzima, 11,8% maior que sem enzima
durante 7 semanas de estudo, sugerindo um processo de degradacao
homogéneo. A morfologia também foi avaliada e nas microparticulas
sem enzima, nao houve alteracdo mesmo ap6s 9 semanas de degradacéo,
confirmando a alta cristalinidade do PCL. Na presenca de enzimas, a
superficie polimérica ficou porosa ja na terceira semana de degradagé&o.

Baier et al., (2014) sintetizaram NPs de PLLA com tamanho na
faixa de 90-280 nm, estabilizadas com diferentes surfactantes e com o
agente antimicrobiano octenidina encapsulado. O grupo avaliou a
degradagdo in vitro em solucdo de PBS, pH 8, com e sem a adi¢do da
enzima Protease K. Apods 40 dias as particulas incubadas com a enzima
se encontravam completamente desintegradas.
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A degradacdo enzimatica destes materiais poliméricos €
fortemente afetada pelas condi¢bes de polimerizacdo e o tipo de
mondmero utilizado, parametros que definem a estrutura polimérica
formada (RYDHOLM; BOWMAN; ANSETH, 2005). Modifica¢des
quimicas realizadas comprometem a habilidade de a enzima reconhecer
0 substrato. A taxa de degradacdo enzimatica também é diretamente
afetada pelo ponto de saturacdo da enzima, concentracdo na qual
nenhum aumento da degradacdo é observado, mesmo quando mais
enzima é adicionada ao meio, decorrente do decréscimo da area
superficial do polimero quando degradado (AZEVEDO; REIS, 2005).
Outros dois fatores que definem a taxa com que o material é degradado,
incluem a incubacéo das amostras sob agitacdo ou ndo, o que permite
um maior contato enzima-substrato acelerando a hidrdlise enzimatica e a
area superficial do material, uma vez que quanto maior, maior sera a
guantidade de enzima por &rea de superficie polimérica (CHANDRA;
RUSTGI, 1998; AZEVEDO; REIS, 2005, HERZOG; MULLER;
DECKWER, 2006).

2.2 POLIMERIZAGAO VIA RECOES TIOL-ENO

Reacdes tiol-eno consistem na reacdo de adi¢do entre um ditiol e
um dieno via radicais livres. O mecanismo cinético da reacdo €
apresentado na Figura 2. As reagdes de polimerizagdo via adicéo tiol-
eno ocorrem seguindo trés etapas: iniciagdo, propagagdo e terminagéo.
Na iniciagdo, o tiol se decompdem em radicais tiil, pela perda de um
atomo de hidrogénio para um dos radicais livres gerados. Esta etapa
pode ser termo ou foto iniciada, com ou sem a presenga de um iniciador
(LOWE, 2009; JASINSKI et al., 2016). Na etapa de propagacéao (I), o
radical tiil gerado ataca uma das duplas ligacbes C=C do dieno,
formando um radical B-carbono, sendo este processo reversivel. Este
radical gerado pode retirar outro dtomo de hidrogénio de um tiol (II)
resultando em um tio éter e um novo radical tiil, propagando a cadeia.
Por fim, o nimero de combinacdes entre os radicais tiil e os radicais -
carbono levam a terminagdo. (HOYLE; BOWMAN, 2010; TURUNC;
MEIER, 2013; CARDOSO, 2015; MACHADO, 2015; JASINSKI et al.,
2016).
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Figura 2 - Mecanismo da reacdo de adig&o tiol-eno.
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Fonte: Adaptado de Machado (2015).

Estas reagOes tiol-eno destacam-se por apresentar altos
rendimentos, serem conduzidas em condi¢Oes brandas, geralmente em
dgua, com baixa formacdo de subprodutos, por apresentar uma
polimerizacdo rapida com melhores caracteristicas de degradabilidade e
por resultar em poli (tioéter-ester) com caracteristicas semicristalinas
(HOYLE; BOWMAN, 2010; JASINSKI et al., 2016).

Jasinski et al., (2014) reportaram a formacdo do primeiro latex
com nanoparticulas de poli (tioéter-éster) sintetizadas através da
fotopolimerizacao em miniemulséo via reacfes de adicdo tiol-eno. Os
autores obtiveram nanoparticulas semicristalinas (55% de cristalinidade)
com didmetro de 130 nm e temperatura de transicéo vitrea de -63 °C.

Machado et al., (2016) realizaram a sintese do monémero o,®-
dieno diéster diundeca-10-enoato de dianidro-D-glucitila (DGU),
estrutura molecular apresentada na Figura 3(a), proveniente de fontes
renovaveis (6leo de mamona e do amido). Foram realizadas reacdes de
polimerizacdo em miniemulsdo e em massa, copolimerizadas com 1,4—
Butanoditiol (Bu(SH),) testando diferentes condi¢cdes de reacdo como
tipo e quantidade de surfactante e de iniciador e temperaturas de reacéo.
Foi obtido um polimero linear semicristalino, com grau de cristalinidade
de 36%, T, de aproximadamente 62 °C, com M,, de 11 kDa, em reacao
termoiniciada com 1% mol AIBN em relacdo ao 1,4-butanoditiol, por 4
ha80°C.

Cardoso (2015) sintetizou o monémero 1,3 propileno-diundeca-
10-enoato (Pd10e) proveniente de 6leo vegetal e realizou reacGes de
polimerizacdo em miniemulséo via reacdes ADMET para obtencdo de
NPs. As reacdes foram realizadas em diferentes temperaturas, variando
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as concentracdes de iniciador, surfactantes e razdo dieno: tiol. A Figura
3(b) apresenta a estrutura molecular do monémero Pd10e.

Figura 3 - Estruturas moleculares dos mondémeros (a)DGU e (b)Pd10e

@) W

Fonte: MACHADO (2016) e CARDOSO (2015), respectivamente.

Dando sequéncia ao trabalho realizado por Machado (2016) e por
Cardoso (2015), o presente estudo focou na degradacdo in vitro das
nanoparticulas e filmes poliméricos obtidos utilizando estes mondémeros
a,o-dieno diéster sintetizados pelos autores. Estes polimeros
apresentam-se promissores na liberacdo sustentada de farmacos, devido
a sua potencial degradabilidade advinda da inser¢do do grupo funcional
éster e do grupo sulfeto inserido através da polimerizagdo com Bu(SH),.
Na literatura, ndo foram encontrados até o presente momento estudos da
degradacdo de poli(tioéter-éster) oriundos de mondmeros renovaveis.

2.3 DNEGRADA(;AO DE POLIMEROS SINTETIZADOS VIA
REACOES TIOL-ENO

Alguns trabalhos recentes tém realizado a degradacdo de
polimeros sintetizados a partir das reacfes de adicdo tiol-eno. WU et al.
(2015) sintetizaram nanoparticulas através de policondensacdo direta
catalisada com a enzima CalB, obtendo polimeros poli(B-tioéter-éster)
(PTE) e copolimeros poli(B-tioéter-éster-co-g-caprolactona) e ainda,
reportaram a degradacéo in vitro virando o pH do meio (pH 7,4, 5,0 e
3,8) a 37 °C. Foram avaliadas mudangas na massa molar numérica
média (Mn) e dispersdo do polimero com o tempo de degradacédo e dos
produtos de degradacdo por andlise de RMN. O grupo de pesquisa
identificou que a curva de distribuicdo de massas molares foi deslocada
para massas molares menores em condi¢Bes acidas e nos espectros de
RMN foi observado um aumento no sinal dos prétons referente ao grupo
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CH,OH nas extremidades da cadeia polimérica, sugerindo a hidrélise
das ligagcdes éster presentes. JA& em condices fisiologicas, estes
permaneceram estaveis. O grupo observou ainda que a degradacdo do
homopolimero PTE foi mais rapida em meio acido, devido a menor
cristalinidade quando comparado ao copolimero, sugerindo o potencial
destes materiais para aplicacdes biomédicas.

O grupo de pesquisas de Bowman tem se dedicado desde 2005 ao
estudo da degradacdo de polimeros tioéter-éster e tiol- acrilatos. Em
2005, Reddy, Anseth & Bowman avaliaram a polimerizacdo de
hidrogéis tiol-acrilatos observando que devido a dupla ligacdo carbono
dos grupos acrilato estas reacdes se processam de acordo com dois
mecanismos de polimerizagdo: em cadeia e em etapas. Comprovaram
ainda que é possivel obter polimeros com perfis de degradacdo
especificos variando a estequiometria tiol:grupos funcionais acrilato, o
gue possibilita um controle cinético da reagdo de degradagdo, a qual
ocorre pela facil hidrélise do grupo éster presente na cadeia polimérica.

Em 2007, Rydhlom, Anseth & Bowman avaliaram a influéncia
da distancia entre os grupos sulfeto e o grupo funcional éster em
acrilatos, concluindo que a diminuicdo do nimero de carbonos entre 0s
grupos de 2 para 1 e 0 aumento do pH do meio de degradacédo de 7,8
para 8, levou a um aumento na taxa de hidrolise da ligacdo éster em 4
Vezes.

Jasinski et al. (2016) reportaram a degradacdo de dois latex de
poli(tioéter-éster) com 20% em massa de polisulfeto, oriundos da
copolimerizacdo do dialil ftalato com 2,2-(etileno diéxido) etanoditiol
(EDDT), formando um polimero (P1) com grupo fenil e outro (P2) a
partir da copolimerizacdo do dialil adipato, com EDDT, para posterior
utilizagdo como nanocarreadores. A degradacdo foi estudada em
ambiente oxidativo com solucdo de peréxido de hidrogénio (10% wt) e
em solucdo de é&cido cloridrico (pH 2), através de analises de
espectrofotometria UV/Vis. Dependendo das condi¢fes oxidativas,
poli(tio éteres) hidrofébicos podem ser oxidados para sulfoxidos
polares, conduzindo a uma maior solubilidade da cadeia polimérica em
agua e quando em contato com solventes hidrofilicos, atuam como
6timos nanocarradores capazes de se decompor sob stress oxidativo,
liberando o farmaco encapsulado. Ambos os meios de degradacédo
mostraram-se efetivos na degradacdo dos latices formados, sendo a
hidrélise mais efetiva no caso do Pl e as condigbes oxidativas
favoreceram a degradacdo do polimero P2, obtendo-se uma solucdo
completamente transparente em um dia de estudo.
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Em suma, materiais poliméricos sintetizados via reacdes de
polimerizacdo tiol-eno mostraram boa degradabilidade decorrente da
quebra gradual das ligagdes sob atividade biolégica. Polimeros tiol-eno
ainda necessitam ser estudados, no que diz respeito a degradacdo e
biocompatibilidade para aplicacdes na area biomédica. O presente
trabalho apresenta-se como pioneiro no estudo da degradacdo de
materiais poliméricos sintetizados via reacdes tiol-eno utilizando como
base mondmeros renovaveis.

2.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas utilizando
uma variedade de materiais, como proteinas, polissacarideos, e
polimeros sintéticos. A escolha do polimero a ser utilizado é dependente
das caracteristicas finais desejadas, como a aplicacdo, o tamanho de
particula, distribuicdo do tamanho, do farmaco que se deseja encapsular,
do grau de biodegradacdo e compatibilidade do polimero para com o
farmaco (MAHAPATRO; SINGH, 2011).

Dependendo da maneira como sdo produzidas, o termo
nanoparticulas, pode designar segundo Landfester (2006) e Rezende et
al., (2003) nanoesferas e nanocapsulas as quais diferem entre si pela
estrutura organizacional que apresentam como pode ser visto na Figura
4.

Figura 4 - Diferenca entre nanocapsulas e nanoesferas
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Fonte: Adaptado de (BGE, 2013)

Nanoesferas sdo constituidas por uma matriz polimérica sélida,
na qual o farmaco pode ficar retido na superficie ou encapsulado na
particula, ndo havendo nucleo oleoso. Por outro lado as nanocapsulas
sdo formadas por uma membrana polimérica que possui um ndcleo de
liquido, podendo este ser oleoso ou aquoso, onde o farmaco encontra-se
uniformemente disperso ou ainda adsorvido na matriz polimérica.



(LANDFESTER, 2006; MOHANRAJ; CHEN, 2006; RAO;
GECKELER, 2011; PERES, 2012; GONCALVES et al., 2015).

Dependendo da area de aplicacdo, do polimero empregado e do
farmaco que se deseja encapsular as propriedades fisicas e quimicas das
nanoparticulas podem ser otimizadas pela selecdo do método e
condicbes de preparagio (MOHANRAJ; CHEN, 2006; RAO;
GECKELER, 2011; GONCALVES et al., 2015). Os métodos de preparo
das NPs mais usuais sdo: 1) dispersdo dos polimeros pré-formados,
utilizado  frequentemente na  preparacdo de  nanoparticulas
biodegradaveis nas técnicas de nanoprecipitagéo,
emulsificacdo/evaporacdo de solvente, emulsificacdo/difusdo do
solvente, salting out; 2) polimerizacdo dos mondmeros, processo no
gual os mondémeros sdo polimerizados em meio heterogéneo para
formagdo das nanoparticulas poliméricas como na polimerizagdo em
emulsdo, miniemulsdo e microemulsdo (MAHAPATRO; SINGH, 2011,
RAO; GECKELER, 2011; PERES, 2012); 3) Coacervagdo ou
gelificacdo idnica para polimeros hidrofilicos, método que envolve a
mistura de duas fases liquidas (MOHANRAJ; CHEN, 2006; RAO;
GECKELER, 2011). Recentes estudos tém focado na polimerizagcdo em
miniemulsdo via reacdes tiol-eno para formacdo de nanoparticulas e
hidrogéis como técnica robusta e versatii (REDDY; ANSETH;
BOWMAN, 2005; JASINSKI et al., 2014).

Neste trabalho, serd abordada a técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo, a qual oferece vantagens: como a possibilidade de
encapsulacdo de compostos simultaneamente com a sintese, além de
apresentar facil manipulacdo das propriedades, como tamanho de
particula e caracteristicas de superficie, obtengdo de morfologia definida
e flexibilidade em relagéo & escolha da matriz polimérica, que por sua
vez pode controlar as caracteristicas da degradacdo. Serd abordada
ainda, a técnica de polimerizacdo em massa para a sintese de poli
(tioéter-éster) para a preparacao de filmes poliméricos.

2.5 POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

Miniemulsdes sdo classicamente definidas como sendo dispersdes
de gotas de mondmero estabilizadas, formadas a partir de da utilizacdo
de um sistema de cisalhamento intenso, onde é possivel a obtencdo de
particulas com tamanho na faixa de 50 a 500 nm (ANTONIETTI;
LANDFESTER, 2002).

S&o sistemas heterofésicos, constituidos por uma fase aquosa
(continua), que contém &gua e surfactante, e uma fase organica dispersa,



na qual estdo presentes mondmero e 0 co-estabilizador ou também
chamado de agente de pressdo osmoética (TIARKS; LANDFESTER,;
ANTONIETTI, 2001; VALERIO, 2013; GONCALVES et al., 2015;
MACHADO, 2015). Nas reagdes via radicais livres o iniciador pode ser
adicionado tanto na fase continua como na fase dispersa. O esquema da
polimeriza¢do em miniemulsdo é mostrado na Figura 5.

Figura 5 - Esquema do procedimento da polimerizacdo em miniemulsdo
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Inicialmente, a fase organica e a fase aquosa sdo misturadas,
através de um sistema de agitacdo, formando uma macroemulsdo. Apds,
a miniemulsdo é obtida através de um sistema de cisalhamento,
utilizando, por exemplo, um ultrassonicador, evitando a formagdo de
micelas (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; RAO; GECKELER,
2011).

O surfactante tem o intuito de minimizar a coalescéncia das gotas
e sua concentracdo livre na fase aquosa deve ser acima da CMC. O co-
estabilizador age de forma a retardar a degradacao difusional (também
chamada “Ostwald Repening”) das gotas menores, resultando em uma
miniemulsdo cineticamente estavel (ASUA, 2002).

A polimerizagdo em miniemulsdo se diferencia da polimerizacdo
em emulsdo, uma vez que as gotas submicrométricas de mondémero
apresentam-se como o loécus da polimerizacdo, agindo como
nanoreatores da polimerizagdo e ndo requerendo transferéncia de massa
do mondmero através da fase continua (ANTONIETTI; LANDFESTER,
2002; PERES, 2012).
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2.6 POLIMERIZAGAO EM MASSA

A polimerizagdo em massa (bulk) consiste em uma reagdo
homogénea capaz de produzir polimeros com o minimo de
contaminacdo e com baixo custo no processo de sintese. Neste tipo de
polimerizacdo tém-se o uso de mondmero que pode ser iniciado
guimicamente, pelo uso de iniciadores, na presenca de radiagéo ou ainda
termicamente, sendo que neste Ultimo caso, tem-se apenas a presenca do
mondmero e do polimero. Nenhum solvente é adicionado ao processo.
Nesta reacéo, a viscosidade do sistema aumenta rapidamente, a medida
gue a conversdo aumenta, 0 que pode acarretar em problemas na
mobilidade das moléculas e afetar a polimerizagdo (ODIAN, 2004).

2.7 CONSIDERACOES REFERENTES AO ESTADO DA ARTE

A utilizacdo de materiais poliméricos sintéticos biodegradaveis
vem sendo cada vez mais estudada, com foco principalmente na area
biomédica para liberacdo sustentada de farmacos. A sintese de
nanoparticulas e filmes utilizando monémeros a,o-dieno diéster de
origem renovavel via reacfes de adicdo tiol-eno permite a inclusdo de
grupos funcionais na cadeia polimérica e a adicdo do grupo sulfeto,
tornando estes materiais com potencial biodegradavel e ainda,
biocompativeis.

O estudo da degradacdo destes materiais de origem renovavel
obtidos por estas reagdes de adigdo encontra-se ainda escasso, sendo
necessario um maior aprofundamento deste comportamento in vitro para
cada tipo de material polimérico. Assim, torna-se de extrema
importancia conhecer todos 0s parametros que possuem efeito direto no
mecanismo de degradacdo, como a area superficial, o tipo de polimero
utilizado e as condi¢cdes do meio em que se processa a degradacdo,
podendo esta ocorrer via hidrélise ou ainda na presenca de enzimas.

Neste sentido, este trabalho apresenta o primeiro estudo de
degradacdo in vitro realizado utilizando nanoparticulas e filmes oriundos
do mondmero DGU e nanoparticulas oriundas do mondmero Pd10e,
ambos de origem renovavel.






CAPITULO 111

3 SINTESE DE,NANOPARTI'CULAS E FILMES POLIMERICOS
DE POLI (TIOETER-ESTER)

3.1 INTRODUCAO

Nesta secdo serdo descritas as metodologias e as formulagdes
utilizadas nas reacbes de polimerizagdo em miniemulsdo via reacfes
tiol-eno, visando a formacdo de nanoparticulas de poli (tioéter-éster)
utilizando como monémeros a,w-dieno diéster diundeca- 10-enoato de
dianidro-D-glucitila (DGU) proveniente de fonte renovéavel (6leo de
mamona ¢ amido) ¢ mondmero derivado de dleo vegetal o,w-dieno
diéster 1,3-propileno diundeca-10-enoato (Pd10e). A polimerizacdo em
massa via reacOes tiol-eno também foi realizada, com intuito de obter
filmes de poli (tioéter-éster) oriundos do mondmero DGU. As
nanoparticulas obtidas via polimerizacdo em miniemulsdo foram
caracterizadas por analises de massa molar, didmetro médio em
intensidade e dispersdo das particulas, morfologia, temperatura de fuséo
cristalina e grupos funcionais presentes. Os filmes sintetizados a partir
da polimeriza¢do em massa foram caracterizados por massa molar.

A sintese de nanoparticulas utilizando processos de polimerizacéo
via reacdes de adicdo tiol-eno apresenta-se como uma area ainda pouco
explorada principalmente no que se refere a polimeros obtidos por estas
reacbes tendo como base mondmeros de origem renovavel. Estas
reacdes de adicdo apresentam-se promissoras nas areas farmacéutica e
biomédica uma vez que permitem a obtencdo de polimeros
biodegradaveis e biocompativeis pela inclusdo de grupos funcionais
desejados na cadeia polimérica e também do grupo sulfeto incorporado
ao material polimérico pela reacdo com o radical tiil (AMATO; FLYNT;
PATTON, 2014; JASINSKI et al., 2014; MACHADO; SAYER;
ARAUJO, 2016).

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1 Material

Nas reacdes de polimerizacdo via reacGes de adicdo tiol-eno
foram utilizados como mondmeros a,w-dieno diéster diundeca-10-

enoato de dianidro-D-glucitila (DGU) e 1,3-propileno diundeca-10-
enoato (Pd10e) os quais foram sintetizados em laboratério por Machado
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(2016) e Cardoso (2015), respectivamente. As estruturas moleculares
dos polimeros obtidos estdo apresentadas na Figura 6, sendo a Figura
6(a), o polimero Poli-co-dianidro-D-glucitila-diundeca-10-enoato-co-
1,4-butanaditiol, oriundo do DGU que sera chamado no presente
trabalho de P1 e representado na Figura 6(b) o polimero derivado do
mondémero Pd10e, Poli-co-1,3-propileno-diundeca-10-enoato-co-1,4-
butanoditiol, que serd mencionado como P2. Como iniciador, nas
reaces de polimerizacdo, foi utilizado 2,2-azo-bis-isobutironitril
(AIBN, 98%, Vetec) recristalizado com metanol e seco a vacuo em
laboratério. Lutensol AT80 (massa molar 3,8 kDa, BASF) e Lutensol
AT50 (massa molar 2,8 kDa, BASF) que consistem em um alcool graxo
etoxilado com 80 e 50 unidades de éxido de etileno, respectivamente,
foram utilizados como surfactantes nas reacdes em miniemulsdo. 1,4
Butanoditiol (Bu(SH),) foi utilizado em ambas as polimeriza¢des (raz&o
molar DGU — Bu(SH); 1:1). Tetrahidrofurano (THF, Vetec) foi utilizado
como solvente para formagdo dos filmes da polimerizacdo em massa e
para realizacdo das analises de cromatografia de permeacdo em gel
(GPC). Agua destilada foi utilizada em todos os experimentos. Todos 0s
solventes, com excecdo do AIBN, foram utilizados como recebidos.

Figura 6 - Estruturas moleculares do polimero oriundo do (a)DGU e (b) Pd10e.
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Fonte: MACHADO (2016) e CARDOSO (2015), respectivamente.
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3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Sintese das nanoparticulas de P1

As reacOes de sintese das nanoparticulas seguiram metodologia
proposta por Machado (2016). Inicialmente, para preparacdo da fase
aquosa, o surfactante Lutensol AT50 foi solubilizado em agua destilada
e agitado a 150 rpm por 5 min. A fase organica, composta de AIBN e
DGU, foi preparada com a dissolucdo do iniciador no monémero DGU
sob agitacdo magnética (150 rpm) por aproximadamente 15 min. Em
seguida, a fase aquosa foi misturada a fase organica e mantida sob
agitacdo magnética (300 — 400 rpm) para a formagdo de uma emulsdo
grosseira. Apos esta etapa, foi adicionado o Bu(SH), e o sistema foi
agitado por 5 min adicionais a 200 rpm. A formulacdo foi preparada
para obter uma estequiometria tiol-eno 1:1 e € apresentada Tabela 1.

Tabela 1 - Formulacdo da polimerizagdo em miniemulsdo utilizando como
mondémero DGU. Razdo molar DGU-BuU(SH), 1:1.

DGU (g) AIBN (g) Bu(SH),(mL) H,0(g) AT50(q)

1 0,0034 0,216 5 0,15

Em seguida, esta mistura foi sonicada utilizando um dispersor
ultrassdnico (Dispersor ultrassénico modelo 500 da marca Fischer
Scientific (400W) com uma ponteira de '2’”) durante 2 min, sendo usado
um regime de pulso de 10 s e 5 s de pausa, com uma amplitude de 70%.
Utilizou-se banho de gelo para minimizar o aumento de temperatura
durante o processo de dispersdo. A mistura foi entdo transferida para
tubos de ensaio e inserida em banho termostatico a 80 °C por 4 h para a
polimerizacdo. Um esquema simplificado do processo de preparo e
polimerizacdo em miniemulsao ¢ apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema do procedimento de preparo e polimerizacdo em
miniemuls&o.

Fase Organica Fase Aquosa
Monémero + AIBN Surfactante + H;0
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Fonte: Autor
3.2.2.2 Sintese das nanoparticulas de P2

As reagOes de sintese das nanoparticulas seguiram metodologia
proposta) e Cardoso (2015). A preparagdo da miniemulsdo utilizando o
mondmero Pd10e seguiu a mesma metodologia utilizada no
procedimento 3.2.1.1, modificando-se o surfactante utilizado, que neste
caso foi o Lutensol AT80 e as condigBes de sonicagdo, sendo 4 min,
com regime de pulso 10 s on e 2 s off e amplitude de 60%. A
formulagdo utilizada foi otimizada por Cardoso (2015) e estd
apresentada na Tabela 2.

Tabela 2- Formulacdo da polimerizacdo em miniemulsdo utilizando como
mondmero Pd10e. Razdo MolaR Pd10e-Bu(SH), 1:1.

Mondmero (g) AIBN (g) Bu(SH),(mL) H,O(g) AT80(g)

2,0 0,008 0,600 20,0 0,60

3.2.2.3 Formag&o dos filmes de P1

Inicialmente o mondmero DGU e o iniciador AIBN foram
adicionados em um béquer e submetidos a agitacdo magnética (300 rpm)
até completa solubilizagdo do iniciador no monémero. Em seguida, o
sistema foi polimerizado com Bu(SH), (razdo molar Bu(SH),-DGU 1:1)
e agitado (200 rpm) por 5 min. O produto formado foi transferido para
ampolas de vidro e inserido em banho termostatico a 80 °C, por 4 h, para
polimerizacdo. A formulacdo utilizada (Tabela 3) foi anteriormente
testada e otimizada por Machado (2016). Por fim, para formacdo dos
filmes, o polimero formado foi solubilizado em THF e entdo levado a
estufa de conveccdo forgcada, por 48 horas, em placas de petri.
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Tabela 3 - Formulagdo da polimerizacdo em massa utilizando como mondmero
DGU. Razdo molar DGU-Bu(SH), 1:1.

Mon6mero DGU (g) Iniciador AIBN (g) Bu(SH), (mL)

1 0,0034 0,240

3.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
3.3.1 Tamanho Médio das Particulas de Poli(tioéter-éster)

As medidas do tamanho de particula em intensidade (Dp) € a sua
dispersdo (Pdl) foram realizadas por espalhamento dindmico de luz
(DLS), utilizando equipamento da Malvern Instruments, Zetasizer Nano
S. Para realizacdo das leituras, 0,1 mL de amostra preparada pela técnica
de polimerizacdo em miniemulsdo foi adicionada em cubeta de vidro e
diluida com 1,5 mL de 4gua destilada. As medidas foram realizadas em
triplicata.

3.3.2 Massas Molares do Poli(tioéter-éster)

Para determinacdo das massas molares M, e M,, (massa molar
média numérica e ponderal, respectivamente) as amostras foram
analisadas por GPC (modelo LC-20A, Shimadzu). O equipamento conta
com um detector de indice de refracdo RID-10A, injetor automatico
SIL-20A, um forno CTO-20A e duas colunas recheadas com esferas de
copolimero estirenodivinilbenzeno PLgel Mini MIX 250 x 4,6 mm
dispostas em série, com uma pré coluna PLgel 5um Mini MIX-C Guard
50 x 4 mm. A calibracdo do equipamento foi realizada com padrdes de
poliestireno com massas molares de 580 até 9,8x10° g/mol.

Para realizacdo das analises, 20 mg da amostra seca foram
diluidos em 4 mL de THF e entdo a amostra foi filtrada com um filtro de
nylon (0,45um de didmetro de poro e 25 mm de didmetro). As amostras
foram levadas ao equipamento e as analises foram efetuadas a 40 °C,
utilizando como eluente THF, com uma vazdo volumétrica de 0,3
mL/min.

3.3.3 Propriedades Térmicas do Poli(tioéter-éster)
As andlises de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

foram efetuadas em equipamento (Perkin-Elmer, modelo 400)
disponivel no Laboratério de Propriedades Fisicas de Alimentos
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(PROFI), do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC. Foram utilizados 10 mg de amostra.
Primeiramente, foi removido o historico térmico através de um
aquecimento de -10 a 150 °C, com uma taxa de aquecimento de
20°C/min, seguido por um resfriamento de 150 a -10 °C, também a uma
taxa de 20 °C/min. As analises foram realizadas em atmosfera inerte,
com uma vazao de nitrogénio de 50 mL/min, de -10 a 150 °C, com uma
taxa agquecimento de 10 °C/min e a T, foi obtida na segunda corrida de
aquecimento, através dos picos endotérmicos encontrados.

3.3.4 Analise dos Grupos Funcionais do Poli(tioéter-éster)

Com o objetivo de verificar os grupos funcionais presentes nas
amostras foram realizadas analises por Espectroscopia no Infravermelho
por Refletancia Total Atenuada com Transformada de Fourier (ATR-
FTIR) em aparelho da marca Bruker, modelo TENSOR 27 disponivel no
laboratério de Materiais (LABMAT), do Departamento de Engenharia
Mecanica da UFSC. As amostras de polimero seco foram analisadas
com uma resolucdo de 4 cm™, em uma faixa de nimero de onda no
intervalo de 4000-600 cm™ com 32 varreduras, utilizando ponteira de
Seleneto de Zinco (ZnSe).

3.3.5 Morfologia das Nanoparticulas de Poli(tioéter-éster)

Para avaliar a morfologia das NPs e as modifica¢cBes ocorridas
nas mesmas durante o processo de degradacdo, analises de microscopia
eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em equipamento da
marca JEOL, modelo JSM-6390LV, com filamento de tungsténio,
alocado no Laboratdrio Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da
UFSC. Para esta andlise, as amostras foram diluidas em agua destilada a
uma concentragao de 0,05% de sélidos. Posterior a esta etapa, uma gota
da amostra ja diluida foi colocada em stub e deixou-se secar por 24 h a
temperatura ambiente. Entdo, os stubs foram recobertos com uma fina
camada de ouro e analisados.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Sintese das NP’s de P1

As nanoparticulas  sintetizadas pela polimerizacdo em
miniemulsdo via reagdes tiol-eno oriundas do monémero DGU,
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apresentaram massas molares M, e M,, (massa molar média numérica e
ponderal, respectivamente) apresentadas na Tabela 4. Mostraram ainda
tamanho médio das gotas em intensidade e sua dispersdo apresentadas
na Tabela 5 para reacfes de polimerizacdo em miniemulsdo realizados
em duplicata. Todas as reacGes de polimerizacdo em miniemulsdo foram
conduzidas a 80 °C por 4 horas.

Tabela 4 - Valores de massa molar média numérica e ponderal obtidos para dois
Iatices sintetizados a 80 °C por 4 h via polimerizagdo em miniemulséo.

Reacdo M, (kDa) My, (kDa)
Mo1 8,8 19,7
MO02 9,1 21,5

Tabela 5 - Tamanho de particula e dispersdo obtidos por DLS antes e ap6s
polimerizacdo a 80 °C por 4 horas. Relagdo DGU:Bu(SH), 1:1. Desvio obtido
do proprio equipamento, n= 3.

Reacdo Dpo (nm) Pdly Dp (nm) Pdl
Mo01 205+3 0,17 +0,01 197 +4 0,18+ 0,01
MQ02 215+ 2 0,19 +0,01 178+ 1 0,19 +0,01

A Figura 8 apresenta a distribuicdo de tamanho de particula dos
latices MO1 e M02. A curva de distribuicdo se apresentou unimodal para
ambas dispersfes, mostrando tamanho uniforme das nanoparticulas apés
polimerizacéo.

Este comportamento foi similar ao encontrado por Machado
(2015), porém as particulas mostraram-se com tamanho mais uniforme
guando comparado as obtidas pelo autor, pelo qual foram observadas
duas modas, sendo a segunda referente a macrogotas. O autor atribuiu
estas macrogotas a problemas durante a etapa de sonicag&o.

As NPs de P1 copolimerizadas com Bu(SH),, exibiram superficie
esférica, Figura 9, confirmando a morfologia encontrada nas primeiras
nanoparticulas de P1 em andlises de microscopia eletronica de
transmissdo (TEM) realizada por Machado (2015) e corroborando o
tamanho de particula encontrado por DLS, na faixa de 200 - 210 nm.



Figura 8- Distribuicdo do tamanho de particula para as polimerizagdes em
miniemulséo via reagdes tiol-eno para o P1. Razdo DGU:Bu(SH), 1:1.
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Figura 9 — Imagem de microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas
sintetizadas via reag0es tiol-eno para P1. Razdo molar DGU:Bu(SH), 1:1.

15kV  X15,000 1pm LCME-UFSC

Através da analise em FTIR-ATR foi possivel avaliar os grupos
funcionais presentes no polimero, como pode ser visto na Figura 10. A
banda caracteristica em 720 cm™ corresponde & vibracdo das ligacdes
sulfeto (S-C) formadas, provenientes da copolimerizacdo com o
Bu(SH),, adigéo do radical tiil & dupla ligagdo do dieno. Em 1098 cm™é
possivel identificar o estiramento das ligagdes C-O-C respectivas do
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grupo funcional éter. A ligac&o éster C-O-C esta presente em 1170 cm™
e a forte vibracdo presente em 1730 cm™ corresponde as ligagdes éster
C=0. Este espectro vai de acordo com o de Machado (2016) onde estdo
presentes 0s mesmos grupos funcionais ap6s reacdo de polimerizacdo
em miniemulsdo via reac¢des tiol-eno. O autor observou ainda antes da
reacdo de polimerizacdo, em 1640 cm™, um pico referente ao
estiramento C=C, sendo este caracteristico do mondémero residual DGU.
Apbs a polimerizacdo esta banda ja ndo é mais observada, confirmando
a adiacdo dos radicais tiil & dupla ligagdo, com formacéo em 720 cm™
das ligagdes sulfeto. Este mesmo comportamento é apresentado nos
espectros obtidos apos reacdo de polimerizagdo em miniemulséo.

Figura 10 — Espectros de FTIR-ATR para os polimeros M01 e M02. Reagédo
durante 4 horas, a 80 °C. Razdo DGU- Bu(SH), 1:1.
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A temperatura de fusdo cristalina da amostra M02 foi analisada
por DSC (Figura 11) apresentando uma T, = 64 °C. caracterizando-se
como um polimero semicristalino ligado ao seu comportamento de
dupla fuséo, no qual na temperatura mais baixa ocorre fuséo das regiGes
com cristais imperfeitos do polimero e préximo a 64 °C tem-se a fuséo
das regifes cristalinas. Mesmo comportamento de fusdo cristalina foi
encontrado por Machado et al. (2016), confirmando o valor encontrado.
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Figura 11 - Curva de DSC do polimero P1.
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3.4.2 Polimerizagdo em Massa

Inicialmente, foi efetuada a polimerizacdo em massa via reacoes
de adicéo tiol-eno obtendo-se um valor de massa molar M,, de 5,1 kDa.
Apos, os filmes foram formados pelo procedimento descrito no item
3.2.2.3 e inseridos nos meios de degradacdo. As Tabela 4 ,5 e 6 do
Apéndice A apresentam os valores de massa inicial, bem como final dos
filmes degradados.

3.4.3 Sintese das NP’s de poli(tioéter-éster) oriundas do monémero
Pd10e

Nanoparticulas sintetizadas pela polimerizagdo em miniemulséo
via reacOes tiol-eno, copolimerizadas com Bu(SH), utilizando o
mondmero Pd10e apresentaram tamanho de particula e dispersdo
apresentados na Tabela 6 para trés reacdes de polimerizacdo em
miniemulsdo. O valor de massa molar ponderal média encontrado (Mw)
do latice foi de 38 Kda. Estes valores corroboram com os encontrados
por Cardoso (2015).
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Tabela 6 - Valores do didmetro de particula e dispersdo, antes e ap0s
polimerizagdo a 80 °C por 4 horas. Relagdo Pd10e:Bu(SH), 1:1. Desvio obtido
do préprio equipamento, n= 3.

Reacédo Dpo (nm) Pdly Dp (nm) Pdl
RO1 171+1 0,17 +0,01 159+1 0,11+0,01
RO2 147+1 0,09 £0,01 144+ 1 0,09 £ 0,01
R0O3 147+1 0,11+0,01 146+ 1 0,08+ 0,01

A Figura 12 mostra as curvas de distribuicdo de tamanhos de
particulas unimodais, na qual pode-se ver particulas com tamanho
uniforme da mesma forma como observado para as nanoparticulas do
polimero derivado do DGU.

Figura 12 - Distribuicdo do tamanho de particulas para as polimerizagdes em
miniemulséo via reagdes tiol-eno do P2. Raz&o Pd10e:Bu(SH), 1:1.
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Estas NPs também apresentaram morfologia esférica,
demonstrada na Figura 13, em andlise realizada em MEV e
apresentaram uma temperatura de fusdo cristalina maior que as
sintetizadas com o mondmero DGU, obtendo-se um valor de T, = 70
°C, Figura 14. Este polimero caracteriza-se como um polimero
semicristalino ligado ao seu comportamento de dupla fusdo.
Inicialmente, na temperatura de 50 °C ocorre a fusdo dos cristais
imperfeitos e em 70 °C dos cristais com maior grau de organizacao.



Figura 13 — Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura das nanoparticulas
de P2 sintetizadas via reagdes tiol-eno. Razdo molar Pd10e:Bu(SH), 1:1.
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Figura 14 - Curva de DSC do polimero P1.
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Os grupos funcionais presentes no polimero seco foram avaliados
por andlise de FTIR-ATR, sendo o espectro mostrado na Figura 15.
Similar ao polimero sintetizado a partir do monémero DGU, o polimero
P2 possui em 720 cm™ a vibragdo caracteristica da ligagio S-C
caracterizada pela adicdo do grupo tiol ao dieno e em 1170 cm™ o
estiramento da ligacéo éster C-O-C e a vibracdo intensa em 1730 cm-1
correponde as ligacoes éster C=0.
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Figura 15 - Espectro ATR-FTIR do polimero P2.
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3.5 CONSIDERAGCOES FINAIS

Inicialmente, neste trabalho foram sintetizadas nanoparticulas de
poli(tioéter-éster) oriundas do monémero DGU (P1) e do mondmero
Pd10e (P2) por polimerizacdo em miniemulsdo via reacdes de adigdo
tiol-eno e filmes poliméricos obtidos a partir de polimeros sintetizados
pela polimerizagdo em massa. As formulagdes utilizadas foram
anteriormente testadas e otimizadas por Machado (2016) e Cardoso
(2015).

Para as nanoparticulas do P1, foram obtidas particulas esféricas
com 190 nm e dispersdo de 0,18, T, de 64 °C, massa molar ponderal
média de 20 kDa. Para as particulas do P2, o polimero apresentou uma
T de 70 °C, massa molar ponderal média de 38 kDa e um tamanho de
particula em intensidade de 150 nm, com um indice de dispersdo de 0,1.

As analises dos grupos funcionais demonstraram a adicdo do
grupo sulfeto ao dieno durante reacéo de polimerizacdo, em 720 cm™ e a
adicdo do grupo éster em 1170 cm™ evidenciando que as reagdes de
polimerizacéo tiol-eno apresentam-se como uma ferramenta versatil na
inclusdo dos grupos funcionais como o éster na cadeia principal. Com o
objetivo de avaliar a degradabilidade destes polimeros sintetizados, a
hidrélise e hidrolise via enzimatica destes materiais foi avaliada.






CAPITULO IV

4 DEQRADA(}AO DE NA!\IOPARTI'CULAS E FILMES
POLIMERICOS DE POLI (TIOETER-ESTER)

4.1 INTRODUCAO

Este capitulo abordard o método empregado para os ensaios de
degradacdo hidrolitica e hidrolise enzimatica das NPs e filmes
poliméricos produzidos, descritos no Capitulo 111, bem como as técnicas
utilizadas para a caracterizagdo destes materiais. De acordo com GREF
et al. (1994) e WU et al. (2005), o estudo da degradacéo de NPs e filmes
poliméricos é de suma importancia, uma vez que esses se apresentam
como biodegradaveis, biocompativeis e ndo téxicos ao organismo e sao
passiveis de atuacdo em aplicacdes biomédicas, como carreadores para
liberacdo sustentada de farmacos.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.2.1 Material

Para os ensaios de degradacdo das NPs e filmes poliméricos foi
utilizado tampédo fosfato (PBS), preparado a partir de agua destilada,
fosfato de sédio monobasico anidro (NaH,PO, P.A 99%, Vetec),
fosfato de sodio dibasico anidro (NaH,PO,4, P.A 98%, Vetec) e solugéo
acida preparada a partir de acido cloridrico (HCI) (Dinamica, P.A.
36,5%). Lipase B de Candida antarctica livre em estado liquido, a qual
foi cedida pela Novozymes Latin América Ltda (Araucéria, PR, Brasil)
foi previamente concentrada e utilizada para medida da atividade
enzimatica e nos ensaios de degradacdo. Para a concentracdo da enzima
Lipase B de Candida antarctica (CalB), realizada por didlise, foi
utilizada solucdo tampdo fosfato (0,2 M). Para medidas de atividade
enzimatica, foram utilizados palmitato de p-nitrofenila (Sigma-Aldrich,
M,, = 377,52 g/mol), Na,CO30,5 N e PBS 0,05 M (pH 7).
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4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Concentracdo da Lipase B de Candida antarctica

A concentragdo da Lipase B de Candida antarctica (CalB) foi
realizada seguindo método descrito por Chiaradia (2015). Esta etapa foi
necessaria para evitar possiveis interferéncias durante o estudo da
degradacdo uma vez que a enzima estava em um caldo contendo sorbitol
guando recebida. Assim, foi realizada dialise durante 48 h, com auxilio
de uma membrana de celulose e tampédo fosfato (pH 7,4; 0,2 M).
Posterior a essa etapa, as solugbes foram congeladas a -80 °C por 24 h e
entdo submetidas ao processo de liofilizacdo para remocdo de toda a
agua livre presente na solucéo enzimatica.

4.2.2.2 Medida da Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica da enzima CalB foi medida através de
metodologia descrita por Chiou & Wu (2004). Para isso, 0,1 g da
enzima Lipase CalB foi adicionado em uma mistura contendo 1 mL de
PBS 0,05 M (pH 7) e 1 mL de uma solugdo de p-nitrofenil palmitato
(pNFP) (5%). A amostra foi incubada em banho termostatico a 30 °C
durante 5 min. A reacao foi terminada com a adi¢do de 2 mL de Na,CO3
0,5 N, seguida pela centrifugacdo durante 10 min a 10.000 rpm. Em
seguida, 0,5 mL do sobrenadante foi diluido 10 vezes em agua destilada
e analisado em 400 nm em um espectrofotdbmetro UV/VIS marca
HITACHI, modelo U-1900. O valor da atividade da enzima foi realizado
em triplicata e o desvio padrdo entre as medidas foi calculado. Uma
unidade (U) da enzima foi definida como a quantidade de enzima capaz
de catalisar 1 umol de p-nitrofenol por minuto, nas condicGes
experimentais. Os dados foram calculados através de curva de
calibracéo realizada previamente.

4.2.2.3 Ensaios de Degradacdo das Nanoparticulas de Poli (tioéter-ester)

A degradacdo foi avaliada adicionando-se 1 mL do produto das
polimerizacbes em miniemulsdo (P1 ou P2) em trés meios de
degradacéo: 2 mL de uma solucéo de &cido cloridrico (pH 2,8, 0,01 M) e
em 2 mL de solucdo PBS (pH 7,4, 0,2 M) com e sem adicdo de 10 mg
de enzima CalB. Estes estudos foram realizados a 37 °C em estufa
Bacteriologica, modelo SP-101/42, SPLABOR. O comportamento da
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degradacdo em meio &cido e em solucdo PBS foi avaliado durante trés
meses e em meio enzimatico até completa degradacao das NPs.

4.2.2.4 Ensaios de Degradagdo dos Filmes de Poli (tioéter-ester)

Filmes foram preparados a partir do polimero obtido via
polimerizacdo via reagOes tiol-eno em massa, utilizando como
mondmero o DGU. Estes, foram cortados em tamanhos de
aproximadamente 1,5 x 0,7 cm e inseridos em trés meios de degradacao:
2 mL de HCI (pH 2,8; 0,01 M), 2 mL de PBS (pH 7,4; 0,01 M) com e
sem adicdo de 10 mg da enzima CalB. Os filmes foram inicialmente
pesados em balanca da marca MARTE (modelo AY 220, com uma
precisdo de 0,001 g) e inseridos nos meios de degradagdo. Os valores de
massa molar dos filmes encontram-se nas Tabelas 4 e 5 do Apendice A.

Em determinados intervalos de tempo (1, 2, 4, 5, 7, 8 e 12
semanas) de degradacdo para 0 meio com solucdo PBS e HCI e em
intervalor de tempo (6, 12, 24, 48, 336 384, 912 e 1176 h) em meio
enzimatico os filmes foram retiradas do meio de degradacéo, lavados
com agua destilada, secos com papel absorvente e entdo levados a estufa
de conveccdo forgada por 48 h. Determinou-se entdo a perda de massa,
calculada pela Equagdo 1, sendo W, a perda de massa em porcentagem,
W, a massa inicial das amostras e W; a massa final da amostra seca apds
a degradacéo.

W (%) = % x 100 Equacdo 1

4.2.3 Caracterizagdo das amostras

O estudo da degradacdo das NPs foi realizado através de analises
ja descritas no Capitulo 3, item 3.3. As técnicas de caracterizacdo
utilizadas foram de DLS, na qual acompanhou-se se haveria aumento do
tamanho das particulas e/ou da dispersao indicando desestabilizacdo do
sistema, andlises de GPC foram realizadas para avaliar a redugdo na
massa molar pela hidrélise do material polimérico, anélises de FTIR-
ATR foram feitas identificando quali- e quantitativamente a composi¢éo
das amostras ap6s degradadas. Analises de DSC foram realizadas para
conhecimento das propriedades térmicas antes e ap6s a degradagéo e
andlises de MEV foram efetuadas para identificar a morfologia final



destas particulas. A avaliacdo da degradacdo dos filmes poliméricos foi
realizada atraves da perda de massa em balanca.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Influéncia das condicbes de degradacdo no tamanho,
dispersao, massa molar e morfologia das nanoparticulas Oriundas
do Mondmero DGU

Os latices do P1, MO1 e M02, foram inseridos nos trés meios de
degradacéo: HCI e solu¢do PBS com e sem adi¢cdo de enzima. O valor
obtido para a atividade da enzima, determinada em triplicata, foi de 2 +
0,1 U/g. Os valores referentes aos graficos aqui mostrados, podem ser
encontrados nas Tabelas 1, 2 e 3 do Apéndice A da presente dissertagéo.
Na Figura 16 é possivel visualizar o comportamento do tamanho das
particulas e distribuicdo de tamanho com o tempo de degradacdo, em
relacdo ao meio de degradacao.

Figura 16 - Tamanho de particula e dispersdo em fungdo do tempo de
degradagdo para latices do P1 (a) M02 em meio enzimatico com CalB (5%
enzima em relagdo ao polimero) (b) M01 meio com PBS (0,2 M, pH 7,4) e HCI
(0,01 M; pH 2,8).
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Analises de microscopia eletrdonica de varredura das NPs
foram realizadas ap6s a degradacdo para analise da morfologia final
das NPs. Em solucédo tampao fosfato ndo foi possivel observar alteracéo
acentuada da morfologia das NPs, Figura 17(a), e ndo ocorreu aumento
no didmetro médio das particulas na analise de DLS, Figura 16b. Em
meio &cido, foi observado um ligeiro aumento do diametro médio das
particulas e dispersdo das mesmas, chegando a um Dp de 206 + 2 nm e
PDI de 0,22 £ 0,01, e poucas particulas puderam ser visualizadas nas
imagens de MEV, Figura 17(b). As andlises foram realizadas ao final de
12 semanas no meio de incubacao.

Em meio enzimatico, Figura 16(a), o diametro médio das
particulas e sua dispersdo aumentaram gradualmente, apresentando
valores de 387 = 11 nm e PDI de 0,43 + 0,01 em 240 h. Neste caso, a
enzima CalB hidrolisou a ligagdo éster disponivel e uma das possiveis
explicagdes para esse aumento esté ligada aos produtos &cidos formados
que favorecem a entrada de A&gua nas particulas polimérica
intumescendo-as.

A superficie levemente porosa e a morfologia alterada observada,
deve-se provavelmente aos produtos gerados durante a degradacdo
enzimatica, Figura 17(c). Mesmo comportamento foi encontrado por
CHEN et al. (2000), quando estudou a degradacdo de microparticulas de
PCL com enzima Lipase e por BAIER et al., (2014) ao degradar
nanoparticulas de poli (acido L-lactico) (PLLA) pela acdo da enzima
proteinase K.

Comparando os valores de massa molar, foi possivel observar
uma rapida degradacdo em meio enzimatico utilizando Lipase B de
Candida antarctica, sendo obtido 90% de redu¢do na massa molar (21,5
kDa para 2 kDa) ao final de 240 h de degradacdo, como mostrado na
Figura 18(a). O decréscimo acentuado observado em meio enzimatico
deve-se a rapida quebra das ligacGes éster do polimero devido a
hidrélise enzimética e os fragmentos de cadeia gerados dissolvem-se na
fase aquosa. Em meio acido, foi verificado um decréscimo gradual da
massa molar, chegando a 37% de reducdo em 12 semanas (19,7 kDa
para 12,0 kDa), enquanto que em solucdo PBS ndo foi detectada
alteracdo durante o estudo, Figura 18 (b). Os valores de massa molar
média ponderada (Mw) e numérica (Mn) em relacdo ao tempo de
degradacdo estdo disponiveis no Apéndice A.
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Figura 17 — Imagens de microscopia eletronica de varredura para as amostras do
P1 apds degradacdo (a) particulas em meio com PBS (12 semanas); (b)
particulas em meio com HCI (12 semanas); (c) particulas em meio enzimatico
(240h).
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Figura 18 - Decréscimo no valor da massa molar ponderal (Mw) do polimero P1
em (a) meio com enzima Lipase CalB (b) meio com PBS e HCI
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Comportamento similar é apresentado em um estudo de
degradacéo da Policaprolactona (PCL) por CHAWLA & AMIJI (2002),
no qual a degradagdo do PCL em meio enzimatico, utilizando a enzima
Lipase de Pseudomonas foi de quase 100% em 36 h e em meio bésico
ndo foi observada reducdo significativa de massa molar em 140 dias de
estudo, devido a alta hidrofobicidade e cristalinidade deste polimero.

As curvas de distribuicdo de massa molar podem ser observadas
na Figura 19 para meio enzimatico, Figura 20 para meio de degradacéo
com PBS e Figura 21 para o0 meio com HCI. Com a enzima CalB
atuando como catalisadora da reagdo, pode-se observar que ja nas 3 h
iniciais de degradacdo ocorreu deslocamento da curva de distribui¢do da
massa molar, sendo deslocada para massas molares molares menores, e
ap6s, um deslocamento gradual é observado com o tempo de
degradacdo. Em meio com PBS e HCI, o comportamento apresentado
foi similar ao encontrado para Wu et al. (2015) ao analisar a degradagédo
do poli(B-tioéter-éster) (PTE) e copolimeros poli(B-tioéter-éster-co-¢-
caprolactona) em diferentes valores de pH, observando que em
condicdes acidas houve um deslocamento gradual, como também pode
ser visto na Figura 21, com a quebra das ligagdes formando oligbmeros
e apds, mondbmeros e em meio PBS ndo foi observada alteragdo. Este
resultado mostrou-se também consistente com os valores encontrados de
massa molar e com as analises de FTIR-ATR.
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Figura 19 - Distribuicdo da Massa Molar (sinal normalizado) em funcdo do
tempo de retencdo do polimero inicial P1 e apés degradacdo. Meio de
degradacdo com enzima CalB (relagdo enzima/polimero 5%).
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Figura 20 - Distribuicdo da Massa Molar (sinal normalizado) em fungdo do
tempo de retengdo para polimero inicial, P1, e ap6s degradacdo. Meio de
degradagdo com PBS (0,2M, pH 7,4).
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Figura 21 - Distribuicdo da Massa Molar (sinal normalizado) em funcdo do
tempo de retengdo para polimero inicial, P1, e ap6s degradacdo. Meio de
degradagdo com HCI (0,01M, pH 2,8).
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Os espectros apresentados na Figura 22 mostram 0S grupos
funcionais presentes ao longo da degradacdo em meio enzimatico. Em
720 cm™ pode ser observado que a intensidade da ligacdo tioéter, S-C,
permanece constante durante a degradacéo enzimatica, porém, é visivel
uma diminuicdo na intensidade da banda em 1170 cm™, o que indica o
consumo das ligacbes éster disponiveis, resultante da hidrélise
provocada pela enzima CalB. Observa-se que um pequeno pico é
formado em aproximadamente 1610 cm™ ja em 3 h de degradacéo em
meio enzimatico o que, segundo Stuart (2004), pode ser atribuido a
acido carboxilico desprotonado, um dos possiveis produtos de
degradacgdo. Isso pode ser confirmado pela banda que fica mais intensa
em 3400 cm™ sendo relatada como formag&o de hidroxilas.

Nos espectros apresentados na Figura 23, pode-se observar as
bandas referentes aos grupos funcionais das particulas degradadas em
meio HCI e PBS. A ligacdo S-C em 720 cm™ permanece inalterada
durante a degradacdo e o pico referente a ligacéo éster, em 1170 cm™,
fica mais intenso em meio com HCI apés as 12 semanas de degradag&o.
Esta ligacdo ao ser hidrolisada, pode formar como produto alcool, que
também possui banda caracteristica nesta regido, o que explica seu
aumento de intensidade. Em meio PBS, ndo foi avaliada alteracdo nas
bandas caracteristicas citadas, o que corrobora as analises anteriores
feitas.
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Figura 22 - Espectros FTIR-ATR do polimero inicial P1 e apds degradacéo.
Degradacdo foi avaliada em 37 °C, pH 7,4, relacdo enzima/polimero 5% (m/m).
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Figura 23 - Espectros FTIR-ATR do polimero inicial P1 e apds degradacdo em
meio com HCI (pH 2,8) e PBS (pH 7,4). Degradacdo foi avaliada em 37°C.
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Através da andlise de DSC, curva apresentada na Figura 24, é
possivel ver que no polimero inicial tem-se duas regides cristalinas,
como ja discutido anteriormente na caracterizacdo das amostras, tipico
de polimeros semi cristalinos.



71

Figura 24 — Curvas de Calorimetria Diferencial de Varredura mostrando as
temperaturas de fuséo cristalina para o polimero P1 antes e apds degradacéo nos
diferentes meios estudados.
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Visualizando o polimero na 12% semana de degradacdo em meio
HCI é possivel ver que o primeiro pico referente aos cristais imperfeitos
desaparece, e o pico referente aos cristais organizados, que antes
encontrava-se em 65 °C, desloca-se suavemente para a direita, em 67
°C. lIsto indica claramente que o polimero sofreu hidrolise &cida,
ocorrendo inicialmente a degradacdo dos cristais imperfeitos. No meio
com PBS porém, é possivel visualizar um pequeno pico em
aproximadamente 43 °C, mostrando que a degradacdo ocorre mais
lentamente, sendo necessario mais de 12 semanas para total degradacéo
do material polimérico. J& com uso de enzimas, em 240 h, pode-se ver
que o primeiro pico referente a fase amorfa logo desaparece, restando
apenas um pico endotérmico de fraca intensidade em 67 °C, ocorrendo
neste caso, rapida hidrdlise via enzimdtica. Este comportamento
apresentado indica uma degradacdo heterogénea no material, o que €
confirmado por estudos de Park (1995).

4.3.2 Degradagcao dos filmes poliméricos oriundos do monémero
DGU

O estudo da degradacdo dos filmes poliméricos preparados a
partir do polimero sintetizado em massa foi realizado por perda de
massa em balanc¢a durante trés meses. Os valores estdo apresentados no
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Apéndice A, Tabelas 4, 5 e 6. Pode-se ver na Figura 25, que durante 0s
trés meses de degradacdo ndo houve variacdo no valor de massa para 0s
filmes degradados em PBS e HCI e nem para aqueles degradados no
meio com PBS e adicdo da enzima Lipase CalB. Comparando estes
resultados com a degradacdo das nanoparticulas de P1, pode-se ver uma
relacdo direta entre a area superficial e a velocidade com que a
degradacdo ocorre, sendo que quanto maior a area de superficie, mais
rapido ocorreu este processo.

Figura 25 - Perda de massa para os filmes de P1 degradados (a) Meio
enzimatico; (b) Meio com PBS e HCI
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4.3.3 Influéncia das condig¢des de degradacéo no tamanho, dispersao
e morfologia das particulas para o polimero oriundo do Pd10e

As nanoparticulas sintetizadas via polimerizacdo tiol-eno em
miniemulsdo utilizando o monémero Pd10e apresentaram tamanho de
particula e dispersdo mostrados na Figura 26. Os valores referentes aos
graficos aqui discutidos sdo apresentados nas tabelas 7, 8 e 9 do
Apéndice A desta dissertacdo. A morfologia final destas NPs também
foi verificada e estd mostrada na Figura 27. Pode-se observar que no
meio de degradacdo com PBS, Figura 27(a), ndo ocorreu diferenca na
morfologia e por analises de DLS, Figura 26(b), obteve-se um valor
constante durante todo o tempo de degradacdo para Dp e Pdl, mesmo
comportamento que para as NPs oriundas do monémero DGU. Em meio
acido, poucas particulas puderam ser observadas (Figura 27(b)), e da
mesma maneira que em meio PBS, teve-se um comportamento de Dp e
Pdl constantes demonstrado na Figura 26(b). J& em meio enzimaético, o
aumento no tamanho de particula e da dispersdo ocorreu muito mais
rapido do que para o polimero oriundo do monémero DGU descrito
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anteriormente, obtendo-se um valor de Dp de 409 + 62 e Pdl de 0,8 +
0,11 em 4,5 h de estudo mostrados na Figura 26(a). As particulas em
meio enzimatico apresentaram formacdo de agregados, alterando a
morfologia e obtendo superficie rugosa. O aumento no tamanho das
particula deve-se ao intumescimento das particulas e a degradacdo é
mais acentuada quando comparada as nanoparticulas de P1, devido a
cadeia polimérica possuir menos impedimentos, sendo mais aberta e de
maior acesso para ataque enzimatico.

Figura 26 - Tamanho de particula (Dp) e dispersdo (Pdl) em funcéo do tempo de
tempo de degradacédo para os latices de P2 (a) meio enziméatico com CalB (7%
enzima em relacdo ao polimero; atividade enzimética 2 U/g) (b) meio com PBS
(0,2 M, pH 7,4) e HCI (0,01 M; pH 2,8).
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Figura 27 — Imagens de microscopia eletronica de varredura para as amostras de
P2 ap6s degradacéo; (a) meio com PBS (12 semanas); (b) meio com HCI (12
semanas); (c) meio com CalB (48 horas)
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15kv  X1,000 10pm LCME-UFSC

Através das analises de massa molar, foi possivel comparar a sua
reducdo nestas nanoparticulas. Na Figura 28(a), em meio enzimético é
observada uma reducdo da massa molar de 90% ja nos primeiros 30 min
de degradacdo, enquanto que para o polimero P1, este decréscimo foi de
90% apenas em 240 h de estudo. Esta hidrolise enzimética rapida que
foi observada para as particulas de P2 deve-se a sua estrutura molecular
a qual possui menos impedimentos ao ataque enzimatico, confirmando o
discutido na presente revisdo, que a estrutura do polimero influencia
diretamente na taxa de degradacdo. Apds 5 h de degradacédo, nao foi
mais observada diferenca na massa molar do polimero, como mostrado
na Tabela 9, do apéndice A.

Para as amostras inseridas no meio com HCI, esta reducdo na
massa molar foi de 51% nos trés meses de degradagdo, demonstrado na
Figura 28(b), sendo 14% maior que para o polimero P1 degradado em
meio 4cido. Ja para 0 meio em PBS, ndo ocorreram altera¢des na massa
molar.
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Figura 28 - Decréscimo no valor da massa molar ponderal (Mw) para o P2 em
(a) meio com Calb e (b) HCI.
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A Figura 29 mostra o gréafico de distribuigdo de massa molar para
0 meio com enzima CalB (atividade 2 U/g). E possivel observar o
deslocamento das curvas de distribuicdo para massas molares menores,
indicando a degradacdo do polimero, 0 que mostra que ocorreu a quebra
das ligacdes poliméricas, com formagdo de oligdmeros e monémeros.
Para as amostras em meio com HCI, Figura 31, 0 mesmo
comportamento foi encontrado, o que também corrobora o
comportamento encontrado para o polimero P1. Para as particulas
degradadas em PBS, Figura 30, ndo foram observadas alteragoes.
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Figura 29 - Distribuicdo da massa molar (sinal normalizado) em fungdo do
tempo de retencdo do polimero P2 antes ap6s degradacdo. Meio de degradacéo
Enzima CalB (relagdo enzima/polimero 7%).
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Figura 30 - Distribuicdo da massa molar (sinal normalizado) em fungdo do

tempo de retencdo do polimero P2 antes ap6s degradacdo. Meio de degradacédo
com PBS (0,2 M; pH 7,4)
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Figura 31 - Distribuicdo da massa molar (sinal normalizado) em fungdo do
tempo de retencéo do polimero P2 antes ap6s degradacdo. Meio de degradacéo
com HCI (pH 2,8).
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Figura 32 - Espectros FTIR-ATR do polimero P2 antes e ap6s degradagdo em
meio com CalB. Degradacdo foi avaliada em 37 °C, pH 7,4, relagéo
enzima/polimero 7%.
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Através de analise dos grupos funcionais presentes, antes e apds a
degradacdo da amostra em meio enzimatico, Figura 32, é possivel
observar imediatamente em t = 0, quando o polimero entra em contato
com a enzima, que ocorre a diminuicdo da intensidade da ligagéo éster,
em 1170 cm™. Em 1610 cm™ um pico é formado, podendo este ser
caracteristico de acido carboxilico desprotonado, o que também pode ser
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confirmado pelo surgimento de uma banda mais larga em 3400 cm™
pela formacdo de hidroxila. A ligacao tioéter (S-C) esta presente em 720
cm™.

Figura 33 - Espectros FTIR-ATR do polimero P2 antes e apds degradacdo em
meio PBS e HCI. Ensaio realizado em 37°C.
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Figura 34 — Curvas de calorimetria diferencial de varredura para o polimero P2
antes e ap6s degradacdo nos diferentes meios estudados.
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Na Figura 33, apresentam-se 0s espectros obtidos para as NPs em
meio com HCI e PBS, nas primeiras e Ultimas semanas de degradacéo.
A ligacdo advinda da adi¢do do grupo tiol ao dieno permanece constante
em 720 cm™ enguanto que, para o meio com HCI na 122 semana, ocorre
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aumento da banda caracteristica em 1170 cm™ o que pode ser ligado a
formacgdo de alcool, que também possui comprimento de onda nesta
faixa. J& para a amostra em meio PBS, ndo foram visualizadas
alteracdes.

Nas curvas de DSC, Figura 34, determinadas para o polimero P2
é possivel ver comportamento similar ao encontrado para o P1. Para a
amostra degradada em HCI, tem-se a degradacdo da regido amorfa, em
50 °C mais acentuada quando comparado as particulas em meio PBS, o
gue é explicado pela rapida hidrélise acida que ocorre nas regifes com
cristais imperfeitos em meio com &cido cloridrico. Em meio enzimatico,
pode-se identificar que em 30 min de degradagdo, o polimero ja foi
totalmente degradado, restando apenas um pequeno pico em 36°C,
sendo a degradagdo enzimatica mais acentuada quando comparada ao
polimero P1.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

A reacdo de polimerizacdo em miniemulséo via reaces tiol-eno
utilizando como base monémeros de origem renovavel mostrou-se como
um processo versatil para a obtencdo de polimeros degradaveis.

A degradacdo foi avaliada em meio com &cido cloridrico (HCI)
(0,01M, pH 2,8) e em solugdo tampé&o fosfato (PBS) (0,2M, pH 7,4) com
e sem adicdo da enzima Lipase B de Candida antarctica. As
nanoparticulas oriundas dos dois monémeros mostraram-se suscetiveis a
hidrélise em meio &cido e sofreram rapida biodegradacéo na presenga da
enzima CalB, comportamento que ndo foi encontrado no material
degradado em solucdo PBS. O polimero P2 mostrou ainda, uma
degradagdo mais rapida quando comparado ao P1. No filme, ndo foram
observadas diferengas nos trés meios estudados, comprovando que a
area de superficie é fator determinante na degradacao.

Comprovou-se ainda para as nanoparticulas, a hidrolise das
ligacbes éster na presenca de enzimas, tornando este material
biodegradavel e a adicdo das ligac@es sulfeto, comprovada por aumentar
a degradabilidade de acrilatos, sugerindo seu potencial na liberagéo
sustentada de farmacos.






CAPITULO V
5 CONSIDERACOES FINAIS
5.1 CONCLUSAO

As particulas de Poli-co-1,3-propileno-diundeca-10-enoato-co-
1,4-butanoditiol apresentaram uma degradacdo mais acelerada em meio
enzimatico quando comparadas as nanoparticulas oriundas do Poli-co-
dianidro-D-glucitila-diundeca-10-enoato-co- 1,4-butanoditiol. Isto se
deve a estrutura do polimero, que mostra-se mais aberta e de acesso facil
para ocorrer a degradagdo. Para ambos ocorreu alteragdo da morfologia
inicial das NPs e aumento do tamanho das particulas ocasionado pelos
produtos formados com diminui¢do na intensidade da ligacdo éster,
comprovando a hidrdlise enzimatica pela quebra destas ligagdes

Em meio &cido, também observou-se uma perda de massa 14%
superior para as particulas do polimero oriundo do monémero Pd10e,
guando comparado as oriundas do DGU, durante 3 meses de estudo. Em
solucdo PBS ndo foi observada alteracdo para ambos materiais
poliméricos. As analises de distribuicdo de massa molar e de
comportamento térmico durante a degradacdo, corroboraram estes
resultados. Os filmes também derivados de DGU, ndo mostraram perda
de massa mesmo apds 3 meses em meio de degradacdo acido, basico e
com adi¢do de enzimas, indicando que a area de superficie é pardmetro
crucial na degradacdo destes materiais, necessitando maiores tempos de
estudo para a degradagéo.

As nanoparticulas de poli(tioéter-éster) derivadas de monémeros
de origem renovavel mostraram-se como polimeros com alto potencial
para uso na liberacdo sustentada de farmacos devido a degradabilidade
frente a meio enzimatico e &cido apresentada, sendo o primeiro trabalho
realizado com particulas de origem renovavel. Porém, estudos dos
produtos de degradacdo ainda devem ser efetuados para posterior
encapsulamento e estudo de liberacdo sustentada de farmaco.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar os produtos de degradagao obtidos por analise de HPLC;

- Realizar encapsulamento de farmacos nas nanoparticulas poliméricas;

- Testes de liberacdo in vitro dos farmacos encapsulados na matriz
polimérica.
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Tabela 1 — Valores de Didmetro de Particula (D,), indice de polidisperséo (Pdl)
e massas molares M, e M,, (massa molar média numérica e ponderal) das
nanoparticulas do P1 (reagdo M01) degradadas em PBS.

Tempo de

D, (nm)

PDI

M,,

M

n
Degradacéo (kDa) (kDa)
(semanas)
0 197 +4,2 0,18+ 0,01 19,7 8,8
1 195+2,7 0,19+0,01 18,2 5,7
2 190+09 0,18+0,01 19,7 7,9
4 197 +19 0,18+0,01 19,4 8,2
5 217 +0,3 0,25+0,01 19,3 8,4
7 199 +12 0,19+0,01 19,4 8,4
8 197 +10 0,19+0,01 21,0 8,8
12 202 +0,7 0,22+0,01 19,1 8,0

Tabela 2 — Valores de Didmetro de Particula (D), indice de polidisperséo (Pdl)
e massas molares M, e M,, massa molar média numérica e ponderal) das
nanoparticulas do P1 (reagdo M01) degradadas em HCI (0,01M; pH 2,8)

Tempo de D, (nm) PDI M, M,

Degradagdo (kDa)  (kDa)

(semanas)
0 197+42 0,18+0,01 19,7 8,8
1 192+09 0,18+0,01 19,0 8,4
2 193+10 0,18+0,01 182 8,6
4 193+14 0,18+x0,01 16,1 7,4
5 199+36 0,18+0,01 16,0 7,4
7 196+16 0,19+0,01 144 6,8
8 206 £1,7 0,21+£0,01 142 6,6
12 206 +20 0,22+0,01 120 57
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Tabela 3 — Valores de Didmetro de Particula (D), indice de polidisperséo (Pdl)
e massas molares M, e M,, (massa molar média numérica e ponderal) das
nanoparticulas do P1 (Reagdo MO02) - degradadas em PBS (0,02M; pH 7,4) +
Enzima CalB (5% relacéo polimero)

Tempo de D, (nm) PDI M, M,

Degradagao (kDa) (kDa)
(horas)

0 179 +0,8 0,19+ 0,01 21,5 9,1

3 183 +1,3 0,18+ 0,01 6,6 1,9

6 192 +0,3 0,20 £ 0,01 54 18

12 195 +1,2 0,21+0,01 58 18

24 216 +1,6 0,21 +£0,02 7,0 1,9

48 232 +2.2 0,23+0,01 51 1,7

72 250 £19 0,23+0,01 4,5 1,7

120 283 +3,6 0,27+ 0,01 2,4 15

240 387 +11 0,43+0,01 2,0 15

Tabela 4 — Valores da massa dos filmes de P1 inicialmente e apds determinados
tempos de degradagdo. Perda de massa foi calculada pela equacdo 1. Meio com
PBS.

Tempo de Wi (g) Wf(g) % Wl (g)
Degradacdo
(semanas)
1 0,2140 0,2110 1,40
2 0,1898 0,1880 0,95
4 0,1633 0,1602 1,90
5 0,1767 0,1732 1,98
7 0,2006 0,1963 2,14
8 0,1317 0,1200 8,88
12 0,0715 0,0708 0,98
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Tabela 5 — Valores dq massa dos filmes de P1 inicialmente e apds determinados
tempos de degradacdo. Perda de massa foi calculada pela equagdo 1. Meio com
HCI.

Tempo de Wi (g) Wf (g9) % WI(g)
Degradacao
(semanas)
1 0,0755 0,0745 1,32
2 0,0513 0,0513 1,35
4 0,1351 0,1351 0,07
5 0,1054 0,1054 -1,25
7 0,1644 0,1644 0,06
8 0,1581 0,1581 0,94
12 0,1086 0,1086 0,64

Tabela 6 - Tabela 4 — Valores da massa dos filmes de P1 inicialmente e ap6s
determinados tempos de degradagdo. Perda de massa foi calculada pela equagédo
1. Meio com PBS e enzima CalB.

Tempo de Wi (g) Wf (g) % Wl (g)
Degradacao
(horas)
6 0,0794 0,0789 0,62
12 0,0849 0,0836 1,53
336 0,1426 0,1613 -13,1
384 0,1573 0,1511 3,94
912 0,1667 0,1652 0,89

1176 0,1764 0,1682 4,64
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Tabela 7 — Valores de Didmetro de Particula (D,), indice de polidisperséo (Pdl)
e massas molares M, e M,, (massa molar média numérica e ponderal) das
nanoparticulas de P2, reacdo R01, degradadas em PBS (0,2M, pH 7,4).

Tempo de D,, (nm) PDI M, M, (kDa)
Degradacéo (kDa)
(semanas)

0 159+0,8 0,11+0,01 38,0 18,1
1 171+32 0,13+0,01 36,8 11,7
2 168+0,8 0,10+0,01 39,2 14,6
4 168+2,7 0,14+0,06 6,9 5,60
5 166+10 0,12+0,01 47,5 8,32
7 165+04 0,12+0,01 43,5 16,4
8 164 +05 0,10+0,01 52,0 16,9
12 166 £1,1 0,11+0,01 41,5 12,1

Tabela 8 — Valores de Dp, PDI e massas molares M, e M,, (massa molar média
numérica e ponderal) das nanoparticulas de P2, reagdo R01, degradadas em
HCI (0,01M; pH 2,8)

Tempo de D,, (nm) PDI M, M,, (kDa)
Degradagéo (kDa)
(semanas)

0 159+0,8 0,11+0,01 38,0 18,1
1 166 +0,4 0,11 +0,01 42,3 14,6
2 166 +0,8 0,13+0,01 35,4 13,1
4 167 +25 0,11+0,03 32,4 10,6
5 166 +1,8 0,11+0,01 25,9 9,6
7 168 +0,5 0,13+0,01 24,5 8,7
8 168 +14 0,11+0,02 22,0 10,0
12 174+04  0,13+0,02 18,6 5,9
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Tabela 9 — Valores de Dp, PDI e massas molares M, e M,, (massa molar média
numérica e ponderal) das nanoparticulas de P2, reacdo R02, degradadas em PBS

(0,02M; pH 7,4) +0,01g Enzima CalB

Tempo de

D,, (nm)

PDI

M

M

w n
Degradacdo (kDa) (kDa)
(horas)
0 159+0,8 0,11+0,01 38 18,1
0,5 186+ 0,4 0,27 £ 0,01 3,7 1,4
1 210+ 1,4 0,34 +£0,01 3,7 1,3
15 263+0,5 0,50 + 0,02 3,9 1,4
2 337 £ 29,6 0,60+ 0,03 2,7 11
2,5 372+ 30,9 0,64 + 0,06 3,9 15
3 408 * 26,9 0,64 £0,03 3,1 1,2
3,5 526 + 59,8 0,65+ 0,03 2,9 1,2
4 513 +49,51 0,53+0,04 3,5 1.3
4,5 409 + 62,94 0,80+0,11 2,9 1,2
48 2206 £424,9 1,00+ 0,00 3,4 1,4

Tabela 10 — Valores de Dp, PDI e massas molares M, e M,, (massa molar média
numerica e ponderal) das nanoparticulas de P2, reagdo R03, degradadas em PBS

(0,02M; pH 7,4) +0,01g Enzima CalB

Tempo de D,, (nm) PDI M, M,

Degradacdo (kDa)  (kDa)
(minutos)

Inicial 159+0,8 0,11+0,01 38,0 18,1

0 150+2,1 0,11+0,01 4,2 1,0

5 167+10 0,16+0,01 8,3 1,2

10 186+14  0,24+0,01 4,3 1,6

15 175+ 25 0,20+ 0,01 4,3 15

20 197 +2,2 0,29 £ 0,01 4,3 1,7

25 193+0,2 0,25+ 0,01 4,1 1,6

30 197 + 3,7 0,25+ 0,02 55 18
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