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RESUMO

Nos ultimos anos, a polimerizacéo por abertura de anel de macrolactonas
tem sido intensamente estudada como um novo método para a sintese de
poliésteres  biodegradaveis. A utilizacdo de enzimas como
biocatalisadores nestas reagdes é uma rota promissora. Polimeros
derivados de macrolactonas tém se mostrado eficazes para aplicacdes
biomédicas, devido as suas excelentes propriedades mecanicas e de
biocompatibilidade. Entre os polimeros produzidos a partir de
macrolactonas, a poli(w-pentadecalactona) ou poli(w-PDL) é um poliéster
semicristalino obtido a partir de um mondmero amplamente disponivel,
conhecido como 15-pentadecanolideo ou w-pentadecalactona (w-PDL).
O comportamento de cristalizagdo e as propriedades mecanicas da poli(w-
PDL) s&o semelhantes as do polietileno linear de alta densidade, mas com
a vantagem de serem degradaveis, devido & presenca de ligacOes éster
hidrolisaveis ao longo de sua cadeia polimérica. Contudo, a hidrolise da
cadeia de poliésteres alifaticos € um processo lento, devido a elevada
cristalinidade e hidrofobicidade destes materiais. Ainda, a maioria dos
trabalhos existentes na literatura relatando a sintese enzimatica de poli(c-
PDL), utiliza tolueno, um solvente toxico e com elevado ponto de
ebulicdo, como solvente para 0 meio reacional. Com base nisso, o
presente trabalho buscou estudar a polimerizacdo enzimética por abertura
de anel do mondmero w-pentadecalactona, funcionalizar o poliéster
obtido para aumentar sua reatividade, conjugar o polimero funcionalizado
com um poli(tioéter-fosfoéster) e utilizar o copolimero obtido na
preparacdo de scaffolds poliméricos para uso na area de engenharia de
tecidos. Desta forma, foi conduzida inicialmente a sintese enzimatica de
poli(w-PDL) utilizando solventes menos toxicos e mais faceis de serem
removidos do produto quando comparados ao tolueno, como
diclorometano e cloroféormio. Na segunda etapa deste trabalho a
polimerizagdo enzimatica de w-PDL foi estudada utilizando-se di6xido
de carbono supercritico (scCO2) como solvente. Na Gltima etapa deste
trabalho, realizou-se a funcionaliza¢do do homopolimero poli(w-PDL),
via método de iniciador, visando inserir grupamentos tiol na cadeia
polimérica, com a finalidade de copolimerizar este material com um
composto de interesse, como um fosfoéster, via reacbes de adicdo tiol-
eno. Para tanto, um poli(tioéter-fosfoéster) foi sintetizado e 0 mesmo foi
conjugado com a poli(w-PDL) funcionalizada com tiol, na presenga de
um fotoiniciador. Por fim, o material produzido foi utilizado para a
fabricacdo de scaffolds poliméricos pelo método de eletrofiagdo. Os
scaffolds foram entdo caracterizados em termos de viabilidade e



crescimento celular, degradacdo hidrolitica e enzimatica. Os resultados
obtidos indicam que o copolimero obtido é compativel com células do
tipo osteoblastos, é degradavel quando em meio enzimatico e é um forte
candidato para aplicacdo na area biomédica, principalmente para a
regeneracao de tecidos 0sseos e cartilaginosos.

Palavras-chave: Polimerizacdo enzimatica por abertura de anel. Poli(w-
pentadecalactona). Funcionalizacdo. Tiol-eno. Scaffolds. Biodegradacao.



ABSTRACT

In the last years, ring-opening polymerization of macrolactones has been
intensively studied as a novel method for synthesis of biodegradable
polyesters. The use of enzymes as biocatalysts in these reactions is a
promising route. Polymers derived from macrolactones are effective for
biomedical applications because of their excellent mechanical properties
and biocompatibility. Among the polymers produced from
macrolactones, poly(w-pentadecalactone) or poly(ow-PDL) is a
semicrystalline polyester obtained from a readily available monomer
known as 15-pentadecanolide or w-pentadecalactone (w-PDL). The
crystallization behavior and mechanical properties of poly(w-PDL) are
like those of linear high-density polyethylene but with the advantage of
being degradable due to the presence of hydrolysable ester linkages along
their main chain. Nevertheless, the hydrolysis of aliphatic polyester chain
is a slow process due to the high crystallinity and hydrophobicity of these
materials. Moreover, most of works in the literature reporting the
enzymatic synthesis of poly(w-PDL), uses toluene, a toxic solvent with
high boiling point as solvent for the reaction medium. Based on this, the
present work studied the enzymatic ring-opening polymerization of ®-
PDL, functionalized the obtained polyester to increase its reactivity,
conjugated the functionalized polymer with a poly(thioether-
phosphoester) and then the obtained copolymer was used in the
preparation of polymeric scaffolds for use in tissue engineering. Thus, we
first performed the enzymatic synthesis of poly(w-PDL) using solvents
that are less toxic and easier to remove from the product when compared
to toluene, such as dichloromethane and chloroform. In the second step
of this work the enzymatic polymerization of ®-PDL was studied using
supercritical carbon dioxide (scCOy) as solvent. In the last step, the
functionalization of the poly(w-PDL) homopolymer was conducted via
initiator method, aiming to insert thiol groups in the polymer chain, to
copolymerize this material with a compound of interest, such as a
phosphoester, via thiol-ene addition reactions. For this, a poly(thioether-
phosphoester) was synthesized and it was conjugated with the thiol-
functionalized poly(w-PDL) in the presence of a photoinitiator. Finally,
the material obtained was used to prepare polymeric scaffolds by
electrospinning method. The scaffolds were then characterized in terms
of viability and cell growth, hydrolytic and enzymatic degradation. The
results indicated that the obtained copolymer is compatible with
osteoblast cells, is degradable when in enzymatic medium and is a strong



candidate for application in the biomedical area, mainly for the
regeneration of bone and cartilaginous tissues.

Keywords:  Enzymatic  ring-opening  polymerization.  Poly(w-
pentadecalactone). Functionalization. Thiol-ene. Scaffolds.
Biodegradation.
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

O numero cada vez maior de consumidores buscando produtos
ambientalmente  favordveis que proporcionem seguranga €
sustentabilidade para o planeta, aliado ao esgotamento de recursos
naturais, tem acarretado em um aumento pela busca do uso de materiais
renovaveis nas inddstrias quimica e farmacéutica. Os polimeros
produzidos a partir de monémeros renovaveis, tais como lactonas e
macrolactonas, vém ganhando cada vez mais espaco na inddstria e isso
motiva o desenvolvimento de novas técnicas de producdo e novos
materiais a serem utilizados a nivel académico e industrial. Embora
existam muitas alternativas para substituir polimeros derivados de fontes
fosseis, muitas pesquisas ainda sao necessarias para o desenvolvimento e
aplicacdo destes polimeros oriundos de fontes renovaveis (ATES;
THORNTON; HEISE, 2011).

Poliésteres se destacam na area da biomedicina, onde tém sido
estudados principalmente para utilizacdo como carreadores de farmacos
e para regeneracao de tecido 6sseo, cartilaginoso e muscular (LIU et al.,
2009; KORZHIKOV et al., 2013; BAUDIS; BEHL; LENDLEIN, 2014).
Esta classe de polimeros possui repetidas ligagBes éster na cadeia
principal e estas sdo susceptiveis a degradacdo hidrolitica, fato que os
classifica como polimeros biodegradaveis. As vantagens da utilizacdo de
poliésteres para fins biomédicos incluem a sua elevada
biocompatibilidade e biodegradabilidade (SEYEDNEJAD et al., 2011).

Poliésteres alifaticos podem ser sintetizados por duas vias
principais: policondensacdo e polimerizacéo por abertura de anel (ROP)
de ésteres ciclicos (lactonas). Esta segunda via é amplamente utilizada,
uma vez que poliésteres com um elevado grau de polimerizacdo podem
ser obtidos. Além disso, durante a sintese de poliésteres por ROP
geralmente ndo ha formacdo de produtos secundarios (ATES;
THORNTON; HEISE, 2011).

A polimerizag&o por abertura de anel de lactonas pode ser realizada
utilizando diferentes tipos de catalisadores como, por exemplo,
catalizadores organicos, organometalicos e enzimaticos. O uso de
enzimas como catalisadores na polimerizagdo enzimatica por abertura de
anel (e-ROP) é uma alternativa promissora, pois enzimas s&o
consideradas catalisadores “verdes” que podem ser obtidos de fontes
animais, vegetais e microbioldgicas (KOBAYASHI et al., 2001;
KOBAYASHI, 2010). Além disso, enzimas possuem elevada quimio-,
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regio- e enantio-seletividade, o que as destaca dos demais catalisadores
organicos por serem altamente especificas para diferentes meios
reacionais (ZHANG et al., 2014). Lipases, como a lipase de fracdo B de
Candida antarctica, sdo altamente ativas na e-ROP de lactonas e
apresentam taxas de reacdo elevadas para a polimerizacdo de
macrolactonas (ésteres ciclicos constituidos por anel de 12 a 17 membros)
(BISHT etal., 1997; VAN DER MEULEN et al., 2008).

Comercialmente conhecida como Novozym 435, a lipase CALB
(imobilizada em resina macroporosa de poli(metacrilato de metila)) €
altamente estavel em uma ampla faixa de pH e temperatura, o que permite
sua aplicacdo em diferentes condi¢bes de polimerizagdo (IDRIS;
BUKHARI, 2012; MILETIC; NASTASOVIC; LOOS, 2012). Além
disso, ha a possibilidade de reuso do catalisador por diversos ciclos
reacionais, sem que este perca seu poder catalitico, propiciando a
diminuicéo do custo final do processo (SEYEDNEJAD et al., 2011).

Na e-ROP a enzima necessita de um nucleéfilo, uma molécula
pequena, como agua, &cido ou amina, que além de regenerar a enzima, ird
iniciar a polimerizacdo ligando-se ao mondémero aberto (THURECHT et
al., 2006; VAN DER MEE et al., 2006). A agua presente na superficie da
enzima, além de atuar como iniciador da reacdo de polimerizacdo ira
manter a estrutura conformacional da enzima. A auséncia de 4gua no meio
reacional resultard na desnaturacao da enzima. Em contraponto, 0 excesso
de agua esta relacionado a diversas desvantagens, como obtencdo de
polimeros de baixa massa molar, uma vez que uma maior quantidade de
cadeias serd iniciada, hidrolise das cadeias poliméricas formadas e
inibicdo reversivel da polimerizacdo (ZHANG et al., 2014).

Nos primeiros estudos para a sintese de poliésteres via e-ROP,
mondmeros ciclicos como a e-caprolactona e &-valerolactona foram
investigados (KNANI; GUTMAN; KOHN, 1993; UYAMA; TAKEYA,
KOBAYASHI, 1993). Os autores constataram que a presenca de enzima
no meio reacional induzia a abertura do anel das lactonas e as moléculas
de agua presentes na superficie da enzima eram responsaveis pela
iniciacdo da polimerizagdo. Em seguida, diversos trabalhos foram
desenvolvidos englobando a homo- e copolimerizagdo de lactonas com
diversos tamanhos de anel via e-ROP para producdo de materiais
poliméricos (JASINSKA-W et al., 2014; SARAZIN; CARPENTIER,
2015; WILSON et al., 2015a).

Apesar dos polimeros obtidos de lactonas e macrolactonas serem
suscetiveis a degradacéo hidrolitica, a hidrolise de poli(macrolactonas) de
cadeia alifatica é um processo bastante lento em funcdo da elevada
cristalinidade e alta hidrofobicidade destes materiais (WILSON et al.,
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2015b). Contudo, poliésteres derivados de macrolactonas sdo
biocompativeis e podem ser funcionalizados com o intuito de reduzir sua
cristalinidade e inserir grupos funcionais de interesse em sua superficie,
melhorando o desempenho destes biomateriais, ampliando assim sua
gama de aplicacdes.

Dentre as principais macrolactonas investigadas nos ultimos
anos, pode-se citar a 15-pentadecanolide, comumente conhecida como ®-
pentadecalactona (w-PDL). Esta macrolactona é considerada atoxica
(MCGINTY et al., 2011) e natural, pois pode ser obtida em abundéancia
no 6leo da raiz da planta Angelica archangelica. A ®-PDL é comumente
utilizada na industria de fragrancias, xampus, cosméticos, produtos para
limpeza e apresenta-se como uma alternativa em substituicdo a
mono6meros oriundos de fontes fésseis, sendo matéria-prima de interesse
para industria quimica e farmacéutica (DE GEUS et al., 2010).

Apesar da maioria dos trabalhos que relatam a sintese da poli(cw-
PDL) utilizarem enzimas na polimerizacdo, todos os trabalhos
relacionados na literatura reportam o uso de tolueno, um solvente com
elevado ponto de ebulicdo e que apresenta toxicidade (ALEXANDER;
MCCARTY; BARTLETT, 1978; KHIGIENA, 1986), como solvente
para 0 meio reacional (BISHT et al., 1997; KUMAR et al., 2000; VAN
DER MEE et al., 2006; SIMPSON; TAKWA; HULT, 2008; VAN DER
MEULEN et al., 2008; CAI et al., 2010; DE GEUS et al., 2010;
KORZHIKOV et al., 2013; WILSON et al., 2015¢; FERNANDEZ et al.,
2015; WANG; JIA; ZHU, 2017).

A polimerizagdo enzimatica da ®»-PDL vem sendo alvo de
interesse de estudos nos Gltimos anos, principalmente devido as
propriedades fisicas, mecanicas e de cristalizagdo que a poli(w-PDL)
apresenta e que sdo similares aquelas do polietileno linear de alta
densidade (PEAD), mas com a vantagem de a poli(w-PDL) ser
biodegradavel, uma vez que apresenta repetidas ligacdes éster, passiveis
de serem hidrolisadas, em sua cadeia (CAl et al., 2010).

Meulen e colaboradores (2008) estudaram a polimerizacdo das
macrolactonas ®-PDL, hexadecalactona e seus analogos insaturados
globalide e ambrettolide catalisados pela lipase Novozym 435. Os estudos
de degradagdo ndo mostraram degradagdo hidrolitica e enzimatica dos
poliésteres formados, o que esta relacionado a alta cristalinidade e
hidrofobicidade dos polimeros obtidos.

Com o objetivo de aumentar a biodegradabilidade e
biocompatibilidade da poli(w-PDL), a funcionalizagio da cadeia visa a
obtencdo de materiais com diferentes comportamentos e taxas de
degradacdo. A modificagdo das caracteristicas do poliéster pode ser
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realizada pela reducéo da cristalinidade e aumento da hidrofilicidade do
polimero, favorecendo a adesdo celular em superficies para fins de
engenharia de tecidos e facilitando a biodegradac¢éo do mesmo (WEBB et
al., 1998).

No caso de macrolactonas saturadas, como a ®-PDL, a
funcionalizagdo pode ser realizada utilizando um iniciador funcional
(nucleodfilo que possua um grupamento funcional além da hidroxila, como
tiol, amina, acrilato ou metacrilato, por exemplo), que ird iniciar a e-ROP
da macrolactona em substituicdo a agua utilizada usualmente. A hidroxila
desse iniciador ira atacar o intermediario formado entre a enzima e a
macrolactona, abrindo a molécula e, posteriormente, regenerando a
enzima. Desta forma, a molécula da macrolactona ficara aberta e possuira
o nucledfilo ligado a sua extremidade. Posteriormente, 0o grupamento
funcional do nucledfilo poderd reagir com outras moléculas de interesse,
formando um copolimero juntamente com a poli(w-PDL) funcionalizada
(TAKWA et al., 2006; TAKWA, 2008).

Diversos grupos de interesse podem ser adicionados a cadeia
polimérica da poli(w-PDL) com o intuito de, além da redugdo de sua
cristalinidade e hidrofobicidade, adicionarem propriedades que a torne
apta para futuras aplicacdes biomédicas especificas. Dentre os métodos
de interesse, a funcionalizacdo pelo método do iniciador, onde o
grupamento do nucledfilo utilizado podera reagir com um mondmero
contendo fosfato, por exemplo, é uma alternativa para a producdo de
materiais biodegradaveis, uma vez que a presenca de fosfato é essencial
durante a deposicdo mineral para o desenvolvimento de tecidos da pele e
dentes, tornando viavel a aplicacdo de materiais fosforados para
engenharia de tecidos e adesivos dentais (OHKAWA et al., 2009; DAS;
KAR; GUPTA, 2013).

Dentre os compostos contendo grupamento fosfato, o grupo dos
fosfoésteres é constituido de monémeros incorporados com fosforo. Com
0 intuito de agregar propriedades fisicas desejaveis, os poliésteres podem
ser funcionalizados ou copolimerizados com fosfoésteres e estes novos
materiais podem ser aplicados em quimioterapia, dispositivos de
liberacdo controlada de farmacos/DNA e scaffolds em engenharia de
tecidos. Associadas a estas aplicagdes, os fosfoésteres apresentam
flexibilidade quimica, similaridade a biomacromoléculas como é&cido
nucleico, produtos de degradagdo altamente biocompativeis e sua
degradagdo no organismo € rapida, uma vez que podem ser degradados
enzimatica- e hidroliticamente, o que os torna interessantes para uso in
vivo j& que ndo ha acimulo no organismo. Apesar das diversas vantagens
associadas, seu uso ainda é bastante limitado devido & complexidade de
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sintese (ULERY etal., 2011; TIAN et al., 2012; ALEXANDRINO et al.,
2014).

Nesse sentido, o presente trabalho propde inicialmente a sintese
enzimatica de poli(w-PDL) utilizando solventes menos toxicos e/ou que
possam ser mais facilmente separados do produto que o tolueno. Além
disso, sera estudada a posterior funcionaliza¢do do homopolimero poli(w®-
PDL), via método de iniciador, utilizando um nucleé6filo com um grupo
funcional que possa viabilizar a copolimerizacdo do material obtido. Em
uma etapa posterior, esse trabalho propde realizar a copolimerizacdo da
poli(w-PDL) funcionalizada com um fosfoéster e utilizar o copolimero
obtido na producéo de materiais porosos tridimensionais (scaffolds) para
posterior caracterizagdo visando seu uso na engenharia de tecidos.

1.1 OBJETIVOS

A partir do exposto acima, este trabalho de doutorado tem como
objetivo principal a criacdo de estruturas porosas poliméricas
tridimensionais (scaffolds) para uso em engenharia de tecidos, tendo
como material de partida a macrolactona saturada (w-PDL). Para tanto, o
material serd polimerizado enzimaticamente, funcionalizado com uma
molécula contendo tiol e copolimerizado/conjugado com uma molécula
contendo fosfoéster. Desta forma, sdo objetivos especificos deste
trabalho:

a) Sintese de poli(w-PDL) via polimerizagdo enzimética por
abertura de anel da macrolactona w-PDL na presenca da lipase
Novozym 435 utilizando diferentes solventes, como
diclorometano, cloroférmio e scCOy;

b) Avaliacdo da cinética de polimerizagdo da w-PDL em relacdo as
diferentes variaveis do sistema (razdo molar entre solvente e
mondmero, quantidade de 4gua no meio reacional);

¢) Sintese de um mondémero contendo grupamento fosfato para
futura funcionalizacdo dos poliésteres obtidos via e-ROP;

d) Sintese de ®w-PDL com grupamento funcional no final de sua
cadeia, usando um iniciador que, além de hidroxila, contenha tiol
em sua estrutura;

e) Copolimerizagdo/conjugacdo da o-PDL funcionalizada com
uma molécula que contenha grupamento fosfato;

f) Caracterizacdo dos materiais obtidos em relagdo a distribuicéo de
massas molares (GPC), estrutura quimica (RMN) e propriedades
térmicas (DSC);
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g) Avaliacdo da biocompatibilidade e biodegradabilidade dos
copolimeros obtidos;

h) Producdo de scaffolds utilizando o material biocompativel obtido
e sua avaliagdo em termos de viabilidade celular e degradacdo
hidrolitica e enzimatica.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Para facilitar a apresentacdo e compreensdo, este trabalho foi
estruturado em diferentes capitulos. Os procedimentos adotados,
resultados, discussbes e conclusdes foram divididos por assunto, e cada
tema é apresentado separadamente em capitulos. O Capitulo | faz uma
breve introducéo ao trabalho, enfatizando seus objetivos e ambientando o
leitor ao assunto abordado. O Capitulo Il traz uma revisdo da literatura
com relacdo aos poliésteres biodegradaveis, abordando a forma de
producdo dos mesmos, com destaque para a polimerizacdo enzimatica. A
revisdo ainda aborda o uso de fluidos pressurizados na polimerizacéo por
abertura de anel, a sintese de copolimeros a partir de -PDL, a sintese de
polifosfoésteres e a producédo de scaffolds poliméricos usando diferentes
técnicas. No Capitulo 11l é descrita a polimerizagdo enzimética por
abertura de anel da o-PDL em diferentes solventes. No Capitulo 1V ¢
abordada a polimerizagdo enzimatica por abertura de anel de w-PDL
utilizando dioxido de carbono supercritico como solvente e
diclorometano ou cloroférmio como cossolventes. O Capitulo V traz o
estudo da sintese de copolimeros a partir da w-PDL funcionalizada com
tiol e conjugada com poli(tioéter-fosfoéster) e a preparacdo de scaffolds.
As conclusdes gerais sdo apresentadas no Capitulo VI, bem como
algumas sugestdes para trabalhos futuros que complementem o estudo. E,
por Ultimo, sdo apresentadas as referéncias bibliograficas utilizadas ao
longo do trabalho.
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CAPITULO II
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste Capitulo serd apresentada uma breve revisdo da literatura
acerca dos assuntos pertinentes a este trabalho. Primeiramente, seréo
apresentados os conceitos de polimerizagéo de lactonas e macrolactonas,
as principais rotas utilizadas, incluindo a polimerizacdo enzimatica.
Também sera mostrada uma discussdo sobre a polimerizagdo da ®-PDL
e aplicacdo do polimero obtido. Por fim, sdo discutidas as informagdes
referentes & funcionalizagdo de macrolactonas e seu uso como materiais
na area biomédica e farmacéutica.

2.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Segundo a American Society for Testing and Materials (ASTM),
biodegradavel ¢ o material “capaz de sofrer degradacdo em didxido de
carbono, metano, 4gua, compostos inorganicos ou biomassa no qual o0 mecanismo
predominante é a acdo enzimatica de bactérias, fungos ou algas, que pode ser
medida por testes padronizados, em um periodo especificado de tempo...”.
(ASTM-D-883, 2011). Ainda, segundo Vert (2009), um polimero
biorreabsorvivel é um material polimérico sélido que pode se degradar,
reduzindo seu tamanho, diminuindo sua massa molar e gerando
compostos ndo toxicos que podem ser excretados pelo organismo no qual
estdo inseridos sem o surgimento de efeitos colaterais.

Recentemente, muitos estudos surgiram tendo como objetivo aliar
a biodegradabilidade de alguns polimeros, a seu uso na area biomédica e
farmacéutica, produzindo materiais que possam ser utilizados para seus
devidos fins e apds seu uso sejam descartados ou excretados do
organismo sem causar efeitos colaterais (OLIVEIRA et al.,, 2010;
EATEMADI et al., 2016; BAUER et al., 2017; ELSAWY et al., 2017).

2.2 POLIESTERES BIODEGRADAVEIS

Poliésteres sdo uma categoria de polimeros que contém grupos
funcionais éster em sua cadeia polimérica principal. A férmula quimica
geral para a representacéo da estrutura de um poliéster pode ser resumida
como -(COOR)-, onde R representa diferentes grupos funcionais que
trazem diferentes propriedades para os poliésteres finais. Por serem
materiais bastante versateis, poliésteres sdo normalmente utilizados para
uma ampla gama de aplicacdes, como vestuario e decoracdo, embalagens
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para alimentos e embalagens em geral, moveis estofados e tapetes, fibras
de uso industrial, fios e cordas, reforcos em pneus, material de
isolamento, revestimentos e tintas, etc.

O conceito de poliéster biodegradavel comegou a ser encontrado
na literatura a partir de 1930 (CAROTHERS; DOROUGH; VAN
NATTA, 1932), com trabalhos relatando a sintese de poli(acido lactico)
(PLA) derivado do lactideo, um éster ciclico composto por 6 carbonos. O
material obtido, PLA é um poliéster alifatico termoplastico, formado pela
polimerizacdo por condensacéo de &cido lactico, que geralmente é isolado
de amido fermentado. Para que 0 mondmero derivado de &cido lactico se
torne passivel de polimerizacdo, duas moléculas de &cido lactico séo
submetidas a uma esterificag&o e séo cataliticamente ciclizadas, formando
um éster ciclico. Este éster, ao ser polimerizado conduz a formacao de
produtos de alta massa molar, mas que apresentam possibilidade de
degradacdo  hidrolitica e enzimdtica (MARIN; BRICENO;
CABALLERO-GEORGE, 2013). Trabalhos recentes relatam que o PLA
é um material interessante para uso como revestimento de embalagens de
papel, sistemas de liberacdo de pesticidas e fertilizantes, embalagens para
adubo e produtos de uso na agricultura (GARLOTTA, 2001; GUZMAN-
LAGUNES et al., 2012), mas o PLA também possui propriedades que o
tornam atrativo para uso como material para liberacdo controlada de
farmacos, compositos implantaveis, pegas e proteses para fixagdo dssea
(MIDDLETON; TIPTON, 2000; SODERGARD; STOLT, 2002;
RAQUEZ et al., 2013), pois estudos histoldgicos indicam que o PLA néo
é toxico, ndo reage com tecidos celulares, é biodegradavel e os produtos
de degradacdo ndo sdo acumulados no organismo. PLA também é
adequado para suturas, enxertos vasculares e outros implantes cirirgicos
(EFTHIMIADOU et al.,, 2012; ELSAWY et al., 2017; GHALIA;
DAHMAN, 2017).

Outro poliéster considerado biodegradavel, biocompativel e com
muitos trabalhos na literatura relatando desde sua sintese até sua
aplicacdo, inclusive com usos comerciais ja estabelecidos é a
poli(caprolactona). A poli(caprolactona) é um poliéster alifatico,
semicristalino, com um grau de cristalinidade variavel, mas que pode
chegar até 70 %, e suas propriedades fisicas, quimicas e de cristalinidade
variam de acordo com sua massa molar (LABET; THIELEMANS, 2009;
XU; CHEN; WU, 2018). A poli(caprolactona) é um material altamente
soltvel em cloroférmio, diclorometano, benzeno e tolueno e, além disso,
¢ miscivel com muitos outros polimeros, como, por exemplo o
poli(cloreto de vinila), poli(estireno-acrilonitrila), policarbonatos,
nitrocelulose e também é mecanicamente compativel com polietileno,
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polipropileno, borracha natural, poli(acetato de vinila), entre outros,
caracteristica que, aliada a biodegradabilidade, a torna excelente para uso
como copolimero, aditivo para materiais poliméricos existentes e
plastificante compativel com uma ampla gama de materiais
(MIDDLETON; TIPTON, 2000). A poli(caprolactona) apresenta
diferentes comportamentos de degradagdo e geralmente é degradada em
um periodo de alguns meses até anos, dependendo da sua massa molar e
grau de cristalinidade (VERT, 2009). Outro fato que torna a
poli(caprolactona) um material versatil e com amplo uso nas inddstrias
quimica e farmacéutica é que este polimero pode ser facilmente obtido
por diferentes métodos de sintese, como a policondensacdo e
polimerizacdo por abertura de anel, que pode ser catalisada por acidos,
bases, complexos metalicos e enzimas (LABET; THIELEMANS, 2009).

2.3 POLIMERIZACAO POR ABERTURA DE ANEL

A rota de sintese tradicional para o preparo de poliésteres alifaticos
€ a policondensacdo de didis com di4cidos (ou diésteres) ou a
policondensacdo de hidroxiacidos. Apesar do seu baixo custo e
metodologia estabelecida, a policondensacdo direta apresenta varias
desvantagens, como a necessidade de altas temperaturas, a remogédo
continua de subprodutos (na maioria das vezes agua), e longos tempos de
reacdo, que favorecem reacOes laterais. Além disso, as massas molares
dos materiais obtidos sdo geralmente inferiores a 30.000 g mol?,
resultando em poliésteres com baixas propriedades mecanicas
(RAQUEZ; COULEMBIER; BUBOIS, 2012).

Em contraste com as limitagdes da policondensacdo, a
polimerizacdo por abertura de anel (ROP) de ésteres ciclicos pode
produzir poliésteres alifaticos de elevadas massas molares sob condi¢des
menos severas. A ROP é uma rota de sintese muito utilizada na indistria
e pode ser conduzida via polimerizacdo em massa, solugdo e
miniemulsdo, diversificando as opcdes de sintese e levando a obtencéo de
materiais com caracteristicas controladas (MOHANTY; MISRA;
HINRICHSEN, 2000; NUYKEN; PASK, 2013; PASCUAL,; LEIZA;
MECERREYES, 2013; SARAZIN; CARPENTIER, 2015). Muitos
polimeros de grande importancia industrial sdo produzidos através da
ROP, por exemplo, policicloocteno, polinorborneno, 6xido de polietileno,
polisiloxanos, polifosfazenos, polioximetileno (POM) e a maior parte dos
diois utilizados na sintese de poliuretanos, assim como Nylon 6 (poli-&
caprolactama) sdo também produzidos via ROP (NUYKEN; PASK,
2013).



34

Salvo algumas excegBes, a ROP ndo resulta na eliminagdo de
moléculas durante a polimerizacdo (dgua, alcoois e acidos, por exemplo),
como ocorre tradicionalmente na policondensacéo e esse fato resulta em
condicdes de polimerizacdo mais faceis de serem controladas e na
producdo de materiais com caracteristicas definidas (DUBOIS;
COULEMBIER; RAQUEZ, 2009). Além disso, uma grande quantidade
de mondémeros ciclicos, geralmente variando de 3 a 17 carbonos em sua
estrutura principal, pode ser utilizada como base para a ROP, uma vez
que diversos tipos de catalisadores e diferentes mecanismos reacionais
podem ser utilizados para esse tipo de polimerizacéo.

2.3.1 Polimerizacao radicalar por abertura de anel

A polimerizacdo radicalar por abertura de anel (RROP) é
especialmente utilizada para a producéo de polimeros que possuam uma
densidade muito parecida ou até menor que o monémero utilizado para
esta reagdo (NUYKEN; PASK, 2013). Isto torna esse tipo de
polimerizac&o interessante para aplicagdes em que é desejavel manter um
volume constante durante a polimerizacdo, tais como obturacdes
dentérias, revestimentos e moldagem precisa de componentes elétricos e
eletrdnicos. A RROP oferece novas rotas para a sintese de poliésteres e
policetonas usando mondémeros vinilicos ciclicos. Além disso, a RROP ¢
usada na producdo de polimeros com grupos funcionais incorporados na
cadeia principal, como éteres, ésteres, amidas e carbonatos (MORI;
MASUDA; ENDO, 2006; NUYKEN; PASK, 2013). O mecanismo da
RROP ¢ baseado na dissociagdo homolitica que a estrutura ciclica do
mondmero sofre durante o processo de polimerizacdo. Essa dissocia¢do
pode ocorrer de duas formas distintas: os grupamentos vinilicos terminais
do mondmero aceitam um radical, que sera transformado em um radical
de carbono estabilizado por grupos funcionais e isto conduzira a geracédo
de uma olefina interna, ou entdo, quando o grupo exo-metileno é o aceptor
de radicais, a reacdo de abertura de anel ira formar uma ligagéo éster, e 0
radical produzido é estabilizado por um grupo fenila (DUBOIS;
COULEMBIER; RAQUEZ, 2009). Esta é a principal técnica utilizada
para a obtencgéo de poliésteres a partir de monémeros como o ciclobutano,
ciclopropano e acetais ciclicos.

2.3.2 Polimerizagao catidnica por abertura de anel

A polimerizagdo catidnica por abertura de anel (CROP) ¢é
caracteristica por fazer uso de um iniciador catibnico e um anel
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intermediario. Esta técnica é utilizada para a producdo de varios
polimeros com importancia industrial, como, por exemplo, poliacetais,
copolimeros de 1,3,5-trioxano e oxirano, politetrahidrofuranos,
polissiloxanos, polimeros de etilenoimina e polifosfazenos
(MOTOKUCHO; SUDO; ENDO, 2007). O mecanismo em que a CROP
ird ocorrer depende do tipo de mondmero e iniciador utilizado, mas
geralmente envolve uma cadeia em crescimento, com um centro catidnico
no final da cadeia que contribuird para a formacdo de uma molécula via
mecanismo Sy1 ou Sn2. Os iniciadores mais utilizados séo os eletrofilicos
(&cidos, &cidos de Lewis, ésteres alquilicos, cidos organicos fortes como
sulfarico e cloridrico) e os monémeros capazes de sofrer ROP catinica
devem possuir ligagdes polarizadas, em que um dtomo ou grupo funcional
possui um par de elétrons isolado que possa atuar como base de Lewis
para reagir com o composto eletrofilico. O carbono reativo contido no
mondmero que ira se tornar um centro catiénico apés a CROP, deve estar
ligado a um grupo rico em elétrons. Desta forma, a CROP vai ser
desencadeada por um ataque nucleofilico do grupo funcional do
mondmero sobre o iniciador eletrofilico. As espécies catibnicas
resultantes, que tém uma estrutura ciclica, podem ser entdo atacadas por
outro grupo funcional de outra molécula do monémero para prosseguir a
CROP e formagéo do polimero.

2.3.3 Polimerizacgao anidnica por abertura de anel

A polimerizagdo por abertura de anel anidnica (AROP) é uma
espécie de polimerizacdo que utiliza reagentes nucleofilicos como
iniciadores para a abertura do anel. Mon6meros capazes de sofrer AROP
possuem ligacGes polarizadas de ésteres, carbonatos, amida, uretano ou
fosfato. Quando os mondmeros tém anéis de 3 membraos, a grande tensao
do anel permite que este seja aberto aniébnicamente. O grupo funcional
polarizado em mondmeros ciclicos € atacado pelas cargas do iniciador e
0 atomo de carbono se torna deficiente (doa) de elétrons devido a alta
afinidade do atomo do grupamento funcional com a carga negativa.
Assim, a AROP é desencadeada por um ataque nucleofilico do iniciador
ao atomo de carbono, liberando assim um outro &omo atrelado ao
carbono. A espécie nucleofilica recém-formada atacara o atomo de
carbono em outra molécula do mondmero, repetidamente formando o
polimero (LABET; THIELEMANS, 2009).

Na AROP os nucleéfilos mais comuns utilizados na iniciacdo sdo
compostos organometélicos, amidas metalicas, alcoxidos, alcoois e dgua.
A propagacdo ocorre através de um ataque nucleofilico de uma cadeia
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previamente ativada a outra cadeia, ainda ndo aberta, propagando assim a
polimerizacdo. A terminagdo ocorre quando existe a transferéncia de
cadeia entre as espécies ativadas e 0 mondmero ainda ndo aberto, desta
forma, os centros ativos de AROP, por exemplo, alcoolatos ou
carboxilatos ndo se tornam apenas nucleofilicos, mas agem também como
bases e podem abstrair prétons do mondmero(NUYKEN; PASK, 2013).

2.3.4 Polimerizac&o por abertura de anel via metatese

A polimerizacao por abertura de anel via metatese (MROP) ocorre
principalmente por meio da formacéo de complexos de metal-carbeno. A
formag&o do carbeno ocorre através de diferentes vias, podendo ser por
interacdo com o solvente, com substituintes ou com co-catalisadores.
Apos a formagdo das espécies de metal-carbeno, o carbeno ataca a ligagéo
dupla na estrutura do anel do mondmero, formando um intermediario
metalociclico altamente tensionado. O anel, entdo se abre dando o inicio
a cadeia polimérica: uma cadeia linear com dupla ligacdo com o metal e
outra dupla ligagdo terminal. Um novo carbeno reagird com a dupla
ligacdo no préximo monbmero, propagando assim a reagdo. A
polimerizacdo por abertura de anel via metatese é um tipo de reacdo em
cadeia e pertence, juntamente com polimerizacGes com catalisadores
Ziegler-Natta, ao conjunto de polimerizacdo por transferéncia de grupos
e poli insergdes (DUBOIS; COULEMBIER; RAQUEZ, 2009). Este tipo
de polimerizagdo pode ser conduzido em meio homogéneo ou
heterogéneo e faz uso de catalisadores a base de metais de transi¢do, como
Ruténio ou Molibdénio, geralmente carreados por acidos de Lewis. Uma
ampla variedade de materiais poliméricos comerciais, geralmente
plasticos de engenharia e materiais de alto desempenho, é produzida por
polimerizacdo por abertura de anel via metatese, dentre eles:
poli(norboreno), poli(ciclopenteno), poli(cicloocteno) e
poli(ciclopentadieno) (WILBON; CHU; TANG, 2013; TEATOR;
LASTOVICKOVA,; BIELAWSKI, 2016).

2.3.5 Polimerizagdo enzimatica por abertura de anel

Enzimas sdo consideradas catalisadores bioldgicos e sua principal
fungdo é catalisar reagGes dentro de organismos animais ou vegetais
(KOBAYAGSHI et al., 2001). Enzimas sdo tradicionalmente divididas em
diferentes classes: oxido-redutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases (GRISOLIA, 1965). Dentre a classe das hidrolases,
as lipases sdo enzimas capazes de catalisar reagdes de hidrélise e
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esterificagdo, normalmente em ambientes aquosos, e sdo utilizadas na
natureza para a hidrolise de acidos graxos. Quimicamente, lipases sdo
enzimas ativas na interface agua-lipideo das células, podendo atuar tanto
em reacGes de hidrélise como de condensa¢do em meios organicos (DE
GEUS, 2007).

Em meios organicos, lipases podem catalisar com eficiéncia a
formagcdo da ligacdo éster e por isso tém sido utilizadas extensivamente
em sinteses de poliésteres via policondensacdo ou polimerizacdo
enzimatica por abertura de anel (e-ROP) (DUBOIS; COULEMBIER;
RAQUEZ, 2009). O mecanismo de polimerizacdo enzimatica por
abertura de anel é uma forma de transesterificagdo e se baseia no fato de
gue o sitio ativo da lipase é formado por trés aminoacidos: serina,
histidina e aspartato, estabilizados eletronicamente. Durante a e-ROP,
uma molécula com funcgdo éster sofre um ataque nucleofilico do grupo
alcool primério da serina quando em contato com o sitio ativo da enzima,
formando uma espécie intermediaria, conhecida como primeiro estado de
transicdo (TS-1). Apds a entrada da molécula de monémero no sitio ativo
da enzima, ocorre uma reacgao de transesterificacdo, onde um grupo alcoxi
é liberado, formando um complexo ativado mondmero-enzima que é o
segundo estado de transicdo (TS-2). Subsequentemente, um nucleéfilo
pode atacar estas espécies ativadas mondmero-enzima, e com a formagéo
de novas espécies intermediarias, o produto final é liberado, regenerando
assim a enzima (UYAMA; TAKEYA; KOBAYASHI, 1993; DE GEUS,
2007). Este nucleofilo pode ser agua ou qualquer outra molécula pequena
(tal como alcoois, tidis e aminas) (BISHT et al., 1997; THURECHT et
al., 2006; TAKWA et al., 2008).

O esquema apresentado na Figura 1 mostra a representacdo dos
mecanismos envolvidos entre o sitio ativo da lipase e a lactona durante o
processo de polimerizacdo enzimatica por abertura de anel. Este
mecanismo é também reportado por Johnson e colaboradores (2011) para
a e-ROP da e-caprolactona. A etapa 1 corresponde ao ataque nucleofilico
do grupamento éster, proveniente da lactona ciclica, pelo grupamento
alcool primario da serina, no sitio ativo da lipase. O grupamento alcoxi
original € liberado pelas espécies intermediarias de enzima (etapa 2)
originando espécies de mondmero ativadas pela enzima (EAM), que
podem ser visualizadas na etapa 3. Em seguida, um nucleéfilo (agua,
alcool ou amina, por exemplo) pode atacar as espécies ativas formadas
(EAM) por novas espécies intermediarias (etapa 4) sendo o produto
liberado e o sitio ativo regenerado.
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Figura 1: Representacdo esquematica dos mecanismos envolvidos entre o sitio
ativo da lipase e a lactona e-caprolactona durante a e-ROP.

o
Lactona o
K K
ciclica © K “ K o 4 o

HO

Fonte: Adaptado de Heise e colaboradores (2009).

Na etapa de propagagdo, o complexo EAM é atacado
nucleofilicamente pelo grupamento hidroxila terminal de um polimero
em propagacdo para produzir a cadeia polimérica. As etapas de iniciacéo
e propagacdo envolvem a desacilacdo da lipase.

A etapa determinante para a taxa da reacdo é a formacdo do
complexo EAM, ou seja, a etapa de abertura do anel ciclico. Ainda, as
reacOes de transesterificacdo devem ser consideradas, uma vez que a
enzima ndo discrimina os grupamentos ésteres no mondmero e nas
cadeias poliméricas formadas (HEISE et al., 2009; YANG et al., 2011).

Os primeiros trabalhos relatando a sintese de poliésteres via e-ROP
datam de 1993, quando Uyama, Takeya e Kobayashi (1993) realizaram a
polimerizagdo de g-caprolactona catalisada por lipase de Pseudomonas
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fluorescens, usando temperatura de 60 °C, por um periodo de 10 dias de
reacdo. Os autores relataram a possivel viabilidade de realizar este tipo de
polimerizacdo, uma vez que materiais com massas molares de até 3.700
g mol* foram obtidos. Desde entéo, diversas lipases foram alvo de estudo
para reac@es de polimerizagdo, principalmente e-ROP.

Kobayashi e colaboradores (2001), apresentaram uma extensa
revisdo dos principais trabalhos que utilizaram lipases para rea¢Ges de
polimerizacdo, envolvendo diferentes tipos de monémeros ciclicos,
dentre eles lactonas como a B-propiolactona (anel com 4 membros), y-
butirolactona (anel com 5 membros), &-valerolactona (anel com 6
membros), e-caprolactona (anel de 7 membros), todas elas polimerizadas
por diferentes lipases, como a lipase de Candida antarctica, Candida
rugosa e de Pseudomonas sp.

Ao longo da ultima década, a maioria dos trabalhos que relatam a
e-ROP de lactonas envolve o uso da enzima Novozym 435. A Novozym
435 é a fracdo B da lipase de Candida antarctica, comercialmente
disponivel, imobilizada em uma resina macroporosa reticulada de
poli(metacrilato de metila), (Lewatit VP OC 1600, Bayer)(ZHANG et al.,
2014). A Novozym 435 é produzida pela Novozymes S/A e é a enzima
de maior aplicacdo em quimica organica, pois é um catalisador versatil,
estavel termicamente e possui atividade em ambiente aquoso e em varios
solventes organicos (DE GEUS, 2007). Essa enzima tem sido aplicada
com sucesso também na sintese de poliésteres derivados de
macrolactonas, que sdo lactonas contendo 12 ou mais carbonos em sua
estrutura principal (BISHT et al., 1997).

2.3.5.1 Polimerizagao enzimatica por abertura de anel de macrolactonas

Macrolactonas, com anéis de 12 a 17 membros sdo comumente
utilizadas na indUstria cosmética e farmacéutica, como desodorantes,
aromatizantes, xampus, entre outros (MCGINTY; LETIZIA; API,
2011b). Ao contrario de lactonas com anéis menores (3 a 8 membros),
macrolactonas ndo apresentam grande tensdo no anel, devido a
conformagdo espacial do mesmo (COULEMBIER; DUBOIS, 2009).

A polimerizacdo de lactonas com anéis menores utilizando
catalisadores metalicos, &cidos ou basicos ja é bem estabelecida na
literatura. Por sua vez, a polimerizagdo de macrolactonas utilizando
catalisadores quimicos convencionais gera somente materiais
oligoméricos, de baixa massa molar e com baixos rendimentos (BISHT
etal., 1997; COULEMBIER; DUBOIS, 2009).
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Dentre as principais macrolactonas investigadas nos ultimos
anos, 0 15-pentadecanolide ou w-PDL vem recebendo atengéo especial
dos pesquisadores. A ®-PDL é constituida por 15 carbonos, distribuidos
em uma cadeia alifatica saturada (DE GEUS et al., 2010; MCGINTY;
LETIZIA; API, 2011a).

A e-ROP de o-PDL comegou a ser estudada na década de 1990,
guando Bisht e colaboradores (1997) realizaram a sintese enzimatica de
poli(w-PDL) utilizando diferentes lipases (livres e imobilizadas em
suportes porosos) como catalisadores e avaliaram qual das enzimas
utilizadas foi mais eficiente na e-ROP. Os autores concluiram que 0 uso
da lipase de Pseudomonas sp. resultou em maiores rendimentos e em
polimeros com massas molares médias numéricas na faixa de 35.000 g
mol-. Ainda, a mesma enzima, quando imobilizada pdde catalisar reagdes
em temperaturas maiores (70 a 110 °C), resultando em materiais com
rendimentos similares, mas com massas molares médias numeéricas mais
elevadas, em torno de 65.000 g mol.

Namekawa e colaboradores (1998) também afirmaram que as
macrolactonas possuem uma tensdo no anel muito menor do que as
lactonas, provavelmente devido ao favorecimento termodindmico que o
estado de transi¢do do anel aberto possui sobre o anel fechado. Fazendo
uso dessa vantagem, os autores realizaram a e-ROP em meio aquoso de
varias lactonas e macrolactonas, incluindo a @-PDL, utilizando lipases de
Pseudomonas cepacia e de Pseudomonas fluorescens como catalisadores.
Em meio aquoso, a polimeriza¢ao de o-PDL ndo se mostrou eficiente,
gerando apenas oligbmeros mesmo apds 72 h de reagdo. Os autores
apontam que o principal impedimento para que a e-ROP ocorresse em
meio aquoso é o fato de que as enzimas utilizadas tém preferéncia por
reacOes de hidrolise ao invés de abertura de anel, quando em meio aquoso.

A partir destes trabalhos iniciais, surgiram varios trabalhos
realizando a polimerizagdo enzimatica por abertura de anel da w-PDL, em
massa (KUMAR et al., 2000), em solugdo (BISHT et al., 1997; KUMAR
et al., 2000; KUMAR; GROSS, 2000; FOCARETE et al., 2001; VAN
DER MEE et al., 2006; VAN DER MEULEN et al., 2008; SIMPSON;
TAKWA; HULT, 2008; CAI et al.,, 2010; DE GEUS et al., 2010;
KORZHIKOV et al., 2013; WILSON et al., 2015¢c; FERNANDEZ et al.,
2015), em emulsdo (PANLAWAN et al., 2013) e em miniemulsdo
(TADEN; ANTONIETTI; LANDFESTER, 2003; MALBERG; FINNE-
WISTRAND; ALBERTSSON, 2010). E importante notar que a maioria
dos trabalhos reporta a sintese de poli(w-PDL) em solucéo, obtendo
rendimentos geralmente maiores que 90 % e massas molares elevadas.
Porém, apesar do apelo do uso de enzimas como catalisadores verdes e
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gue nao deixam residuos toxicos nos materiais produzidos, todos os
trabalhos que relatam a e-ROP de o-PDL em solugdo utilizam tolueno
como solvente.

O tolueno é um solvente organico, incolor e com odor
caracteristico. E um derivativo do benzeno, monossubstituido, que
consiste em um grupo CHs ligado a um grupo fenil (WIN-SHWE;
FUJIMAKI, 2010). Uma possivel explicacdo para a utilizacao de tolueno
como solvente na e-ROP de w-PDL € que as enzimas imobilizadas,
normalmente utilizadas neste tipo de polimerizag&o, tém uma temperatura
6tima de acdo em torno de 60 °C a 80 °C, geralmente acima da
temperatura de ebulicdo da maioria dos solventes organicos, com excecao
de tolueno, que tem uma temperatura de ebulicdo em torno de 111 °C. Os
efeitos nocivos da exposicdo ao tolueno sobre o sistema nervoso central
(KISHI et al., 1993; WIN-SHWE; FUJIMAKI, 2010) e disfungdes
cerebrais (DELEU D, 2000; WIN-SHWE; FUJIMAKI, 2010), aliados a
dificuldade em remover completamente o solvente do polimero final
(devido a sua alta temperatura de ebulicdo), tornam de grande necessidade
encontrar um novo solvente, mais favoravel, compativel com o uso de
enzimas e que possa resultar em uma poli(w-PDL) sem qualquer traco de
solvente organico ou metal pesado em sua composicao, visando seu uso
para fins biomédicos e farmacéuticos.

2.3.5.2 Uso de fluidos pressurizados na e-ROP

Fluidos supercriticos sdo substancias que se encontram em
condicbes de temperatura e pressdo acima dos seus valores criticos,
passando a ter propriedades intermediarias entre um gas e um liquido
(YEO; KIRAN, 2005; VENERAL, 2014). A principal vantagem do uso
de um fluido supercritico (FSC) como solvente é a combinacdo das
propriedades das fases liquida e vapor que o FSC apresenta. Nas
vizinhangas do ponto critico o FSC possui massa especifica proxima a do
liquido, o que fortalece as suas propriedades de solvente. Por outro lado,
a viscosidade, a difusividade e a tensdo superficial apresentam valores
préximos aos do estado gasoso, 0 que torna as propriedades de transporte
desses fluidos bastante favoraveis, facilitando as transferéncias de massa
entre reagentes e catalisadores.

Os fluidos supercriticos tém atraido o foco de muitas pesquisas
como potenciais substitutos para solventes organicos convencionais, seja
na extracdo de compostos (TOMASKO etal., 2003; COMIM et al., 2010),
formacdo de micro e nanoparticulas (REVERCHON; ADAMI, 2006;
AGUIAR etal., 2016, 2017; DAL MAGRO etal., 2017) ou polimerizacao
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utilizando fluidos supercriticos como solvente (LOEKER et al., 2004;
THURECHT et al., 2006; KIRAN, 2016).

A maioria dos trabalhos encontrados até 0 momento na literatura,
reportam o uso de dioxido de carbono supercritico (scCO) como solvente
para a polimerizacdo em meio supercritico. 1sso se deve ao fato de que o
scCO; € um material barato, ambientalmente favoravel, ndo tdxico, ndo
inflamavel e seus parametros criticos sdo facilmente obtidos (T = 31°C,
P¢ = 73,8 bar) (COMIM ROSSO et al., 2013).

O scCO; possui propriedades de transporte que podem acelerar a
transferéncia de massa nas reagles enzimaticas (OLIVEIRA,
OLIVEIRA, 2000) e alguns trabalhos relatam que o uso de fluidos
supercriticos, como o scCO,, em uma etapa de pré-tratamento, pode
melhorar a atividade enzimatica e estabilidade da enzima em reagdes
organicas (KUHN et al., 2011; MANERA et al., 2011). Além disso, 0
scCO; pode ser facilmente separado do produto final, simplesmente por
despressurizagcdo do sistema, eliminando completamente tracos do
solvente.

Alguns trabalhos relatam a utilizagdo de scCO. na e-ROP de
lactonas. Loeker e colaboradores (2004) relataram pela primeira vez a
sintese de poli(e-caprolactona) via e-ROP em scCO-, utilizando a enzima
Novozym 435 como catalisador. Os autores obtiveram poli(e-
caprolactona) com massas molares (Mn) de 12.000 a 37.000 g mol?,
dispersidade (P) de 1,4 a 1,6 e rendimentos de até 98 % em 24 h de
polimerizacdo a 65 °C. Thurecht e colaboradores (2006) realizaram
estudos cinéticos da e-ROP de e-caprolactona em um reator de alta
pressdo, utilizando scCO, como solvente. Os autores obtiveram materiais
com elevadas massas molares (até 50.000 g mol?, My), rendimentos em
torno de 80 % e puderam concluir que a polimerizagéo segue uma cinética
de primeira ordem e as massas molares sofrem uma influéncia direta da
guantidade de agua no meio reacional. Adicionalmente, os autores
concluiram que a cinética da e-ROP de e-caprolactona em scCO;
apresentou um comportamento similar a e-ROP em condic¢des analogas,
mas utilizando tolueno como solvente.

Mais recentemente, alguns autores também realizaram a e-ROP de
g-caprolactona utilizando scCO», como solvente, em diferentes tipos de
reatores: de volume fixo, utilizando pressdes de 150 até 200 bar, a 65 °C
e com até 15 % de enzima (SANTOS et al., 2012), de volume variével,
usando 3 % de enzima a 65 °C e 120 bar (COMIM ROSSO et al., 2013)
e em reator continuo de leito empacotado (ROSSO COMIM et al., 2015),
podendo avaliar separadamente o efeito da concentracdo de enzima, da
relagdo de monbmero para scCO; e pressdo do sistema. Apesar dos
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resultados promissores apresentados nos trabalhos que realizaram e-ROP
de e-caprolactona em scCO., até o presente momento ndo foi possivel
encontrar na literatura aberta trabalhos que abrangessem a e-ROP de
macrolactonas, como a ®-PDL, por exemplo, utilizando scCO2 ou
qualquer outro fluido supercritico como solvente.

2.4 COPOLIMEROS DE POLI(0-PDL)

A poli(w-PDL) é um poliéster linear e biocompativel, com
temperatura de fusdo de 95 °C, temperatura de transicdo vitrea em torno
de -27 °C e cristalinidade em torno de 60 % (FOCARETE et al., 2001).
As propriedades mecénicas e de cristalizagdo da poli(w-PDL) séo
similares as do polietileno linear de alta densidade (PEAD), porém com a
vantagem de possuir ligagdes éster na sua cadeia polimérica, o que torna
este polimero biodegradavel, possibilitando seu uso em aplicagdes
biomédicas e farmacéuticas (CAI et al., 2010). Entretanto, a hidrélise de
poli(macrolactonas) de cadeia alifatica € um processo bastante lento em
funco da elevada cristalinidade e alta hidrofobicidade destes materiais
(VAN DER MEULEN et al., 2008; WILSON et al., 2015b). Contudo, 0s
materiais obtidos podem ser copolimerizados e/ou funcionalizados com o
intuito de reduzir sua cristalinidade e inserir grupos funcionais de
interesse em sua superficie, melhorando o desempenho dos biomateriais
e ampliando sua gama de aplicacdes.

Conhecendo as excelentes propriedades mecanicas da poli(w-PDL)
e sua afinidade pela polimerizacdo enzimética, varios grupos de pesquisa
comecaram a realizar a copolimerizacdo deste poliéster com o intuito de
agregar propriedades interessantes a este material. Ademais, a
copolimerizagdo permite a mudanca de pardmetros como hidrofilicidade
e cristalinidade, podendo ajustar o material obtido em termos de
biodegradabilidade e biocompatibilidade.

Kumar e colaboradores (2000) realizaram um dos primeiros
trabalhos buscando fazer uso da rapida cinética de polimerizacdo
enzimatica da ®-PDL e conduziram a copolimerizagdo de -caprolactona
com ®-PDL, utilizando a enzima Novozym 435 como catalisador da
polimerizacdo em solu¢do com tolueno como solvente. Os autores
determinaram a conversao de cada um dos mondmeros e investigaram a
influéncia do controle cinético e termodindmico na estrutura do
copolimero. Os autores relataram que a copolimerizagdo ocorreu a 70 °C
com taxas de reagdo bastante elevadas e que a ®w-PDL reagiu 13 vezes
mais rapido do que a g-caprolactona. Adicionalmente, a lipase Novozym
435 promoveu reagdes de transesterificacdo intermolecular, produzindo
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um copolimero aleat6rio, com massas molares numéricas médias de até
22.000 g mol* e dispersidade (D) em torno de 2,0.

Em 2001, o mesmo grupo de pesquisa realizou a copolimerizagéo de
®-PDL e trimetileno carbonato (um monémero que gera um
policarbonato geralmente amorfo, muito utilizado com material
biocompativel), catalisada por Novozym 435 e comparou a
copolimerizagéo enziméatica com a copolimerizagéo conduzida utilizando
catalisadores organometalicos. Os autores concluiram que, ao contrario
da copolimerizacdo com catalisadores organometalicos, que demandou
longos tempos de reacdo e altas temperaturas para gerar um copolimero
em bloco, a polimerizacdo catalisada por Novozym 435 ocorreu em
condi¢des mais brandas, gerando um copolimero aleatério, com 50 % em
mol de cada um dos mondmeros, M, de até 19.000 g mol-t, comprovando
a habilidade da enzima de catalisar reacbes de transesterificacdo e
transacilacdo entre as cadeias (KUMAR; GARG; GROSS, 2001).

O copolimero de w-PDL com p-dioxano foi outro material que foi
sintetizado enzimaticamente em condi¢bes brandas (80 °C e presséo
ambiente), gerando copolimeros em bloco com excelentes propriedades
térmicas, com massas molares ponderadas médias de até 30.000 g mol*
e rendimentos em massa de até 90 % para diferentes razdes de ®w-PDL e
p-dioxano avaliados (JIANG et al., 2007). O mesmo material foi testado
posteriormente frente a ensaios de biodegradacdo, biocompatibilidade e
para a liberacdo controlada de farmacos. Experimentos in vivo utilizando
camundongos mostraram que o copolimero é bem tolerado, gerando
resultados similares aqueles obtidos para o homopolimero poli(p-
dioxano). Os ensaios de biodegradacdo em condicGes fisioldgicas,
utilizando tampé&o fosfato, mostraram uma reducéo na massa molar em
duas etapas, havendo uma degradacéo bastante rapida nos primeiros trés
dias de ensaio (atribuida a degradacdo das fracbes amorfas do
copolimero), seguida de uma degradacdo mais lenta e uniforme nos 60 a
70 dias subsequentes (atribuida a degradacdo das fragBes cristalinas,
menos acessiveis). Adicionalmente, os autores utilizaram duas
formulagdes do copolimero, uma contendo 58 % e outra contendo 31 %
em mol de ®-PDL, para sintetizar nanoparticulas via técnica de emulséo
6leo em &4gua. O farmaco doxorrubicina foi encapsulado nas
nanoparticulas e sua liberacdo foi avaliada em condices fisioldgicas,
apresentando um perfil de liberagdo bifasico, com liberacéo de 30 a 40 %
do farmaco no primeiro dia e 30 a 40 % nos 20 dias seguintes. Os autores
também puderam verificar que quanto maior a fragdo molar de ®-PDL no
copolimero, mais lenta foi a liberagéo do farmaco (LIU et al., 2011).
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Recentemente, outros trabalhos foram publicados, realizando a
copolimeriza¢do de w-PDL com diferentes monémeros, como acrilatos
ou derivados de estireno (PFLUGHAUPT et al., 2016), dietil succinato e
1,4-butanodiol (LIU et al., 2009; MAZZOCCHETTI; SCANDOLA,;
JIANG, 2009), s-decalactona (FERNANDEZ et al., 2015), dialquil
carbonato e 1,4-butanodiol (JIANG, 2011), &-valerolactona, &-
caprolactona, m-caprilolactona e o-dodecalactona (WILSON et al,,
2015c), geralmente utilizando Novozym 435 como catalisador para essas
copolimerizacBes e obtendo materiais com caracteristicas fisicas, de
biodegradacdo e de liberacdo controlada de farmacos intermediarias as
dos dois homopolimeros.

Outra caracteristica encontrada por varios autores que realizaram a
copolimerizagdo de m-PDL com diferentes mondmeros é que copolimeros
aleatorios de ®-PDL exibem alta cristalinidade, indiferente da
composi¢cdo do copolimero, mesmo quando mondmeros altamente
amorfos sdo utilizados. Essa caracteristica tem relacdo com a orientacéo
das estruturas cristalinas de cada homopolimero e é conhecida como
sistema isodimorfico, uma vez que gera copolimeros com duas
temperaturas de fusdo diferentes (JIANG et al., 2007; LIU et al., 2009;
MAZZOCCHETTI; SCANDOLA,; JIANG, 2009).

2.5 FUNCIONALIZACAO DA POLI(0-PDL)

Poliésteres derivados de lactonas e macrolactonas s&o
biocompativeis e podem ter suas propriedades mecanicas facilmente
ajustadas, possuindo assim amplo uso como biomateriais, por exemplo,
em fios para sutura, engenharia de tecidos e liberacdo controlada de
farmacos. No entanto, a poli(w-PDL) é um poliéster de cadeia alifatica,
gue possui alta cristalinidade e alta hidrofobicidade, o que dificulta muito
0 seu processo de biodegradacdo (VAN DER MEULEN et al., 2008;
WILSON et al., 2015b).

Além da copolimerizacéo, ja referenciada no item anterior, outro
método que pode ser utilizado para o ajuste das propriedades finais de
poliésteres é a funcionalizacéo destes materiais com outras moléculas de
interesse. A funcionalizagdo tem como objetivo melhorar as
caracteristicas fisicas e quimicas do material, incluindo viscosidade,
solubilidade, hidrofilicidade, ades&o a certos tipos de tecidos, além da
capacidade de tornar as estruturas mais complexas para a sintese de novos
materiais (TAKWA, 2008).

Existem dois tipos de polimeros funcionais, classificados
dependendo da posicéo dos grupos funcionais: polimeros funcionalizados
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com grupamentos pendentes (grupos funcionais enxertados como grupos
laterais na cadeia de polimero) (YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2013;
CHEN et al., 2015) e polimeros com terminagfes funcionalizadas,
também chamados de polimeros telequélicos (grupos funcionais ligados
aos grupamentos finais do polimero) (GOETHALS, 1988; JEROME et
al., 1991).

No caso de macrolactonas saturadas, como a -PDL, a
funcionalizagdo para a obtencdo de um polimero ou oligbmero telequélico
pode ser realizada utilizando um iniciador funcional (nucledfilo que
possua um grupamento funcional adicional, além da hidroxila, como tiol,
amina, acrilato ou metacrilato, por exemplo), que iniciara a e-ROP da
macrolactona em substituicdo a dgua utilizada usualmente. A hidroxila
desse iniciador atacard o intermediario formado entre a enzima e a
macrolactona, abrindo a molécula e, posteriormente, regenerando a
enzima. Desta forma, a molécula da macrolactona ficara aberta e possuira
o nucledfilo ligado a sua extremidade. Posteriormente, 0o grupamento
funcional do nucledfilo podera reagir com outras moléculas de interesse,
produzindo um novo material, a partir da poli(w-PDL) funcionalizada
(TAKWA et al., 2006; TAKWA, 2008).

Até o presente momento, poucos trabalhos que relatam a
funcionalizagdo da poli(w-PDL) foram encontrados na literatura,
confirmando, desta forma, que esse € um ramo pouco explorado na sintese
e modificacdo de poliésteres provenientes de macrolactonas, mas que
merece grande atencdo, pois resulta em materiais com caracteristicas
excelentes a partir de reagdes relativamente simples.

Takwa e colaboradores (2006) relatam pela primeira vez a sintese de
macromondmeros funcionais derivados de ®-PDL, utilizando um método
em uma Unica etapa de reagdo, catalisada pela enzima Novozym 435,
gerando materiais com grupamentos finais funcionalizados com grupos
tiol-tiol ou tiol-acrilato. De uma forma geral, a e-ROP da w-PDL (1) foi
iniciada utilizando 6-mercapto-1-hexanol (um tiol que contém uma
hidroxila no final de sua cadeia) (2) em substituicdo a agua da enzima
(que foi previamente secada). Apo6s 20 horas de reacdo, a e-ROP foi
terminada utilizando y-tiobutirolactona (3) ou acrilato de vinila (4),
gerando um polimero funcionalizado em ambas extremidades, conforme
apresentado na Figura 2. Os autores verificaram que quanto maior foi o
tempo de secagem da enzima, maior foi a quantidade de cadeias iniciadas
por 6-mercapto-1-hexanol e quanto maior o tempo de terminagdo da e-
ROP, maior foi o nimero de terminacdo funcional. Analises de
ressonancia magnética nuclear (RMN) mostraram que 97 % das cadeias
foram iniciadas por 6-mercapto-1-hexanol e, quando utilizada -
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tiobutirolactona, 92 % das cadeias tiveram terminagdo funcional.
Adicionalmente, os materiais sintetizados apresentaram valores de M, de
até 1.500 g mol™.

Figura 2: Representacdo esquematica da sintese de o-PDL (1) funcionalizada
com 6-mercapto-1-hexanol (2) e y-tiobutirolactona (3) ou acrilato de vinila (4),
catalisada pela lipase Novozym 435.
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Fonte: Adaptado de Takwa (2006).

Posteriormente, o macromondmero de ®-PDL funcionalizado
utilizando 6-mercapto-1-hexanol como iniciador e terminado utilizando
y-tiobutirolactona, foi aplicado na sintese de redes poliméricas
semicristalinas, sintetizadas via reagdes tiol-eno (SIMPSON; TAKWA;
HULT, 2008). Filmes poliméricos reticulados foram obtidos apds a
reticulagio do macromondémero de ®-PDL com um mondémero
tetrafuncional a base de norboreno ou com um mondmero trifuncional a
base de éter dialilico de trimetilolpropano. Desta forma, os autores
puderam avaliar a reatividade do macromondmero de ®-PDL e comparar
as propriedades da rede polimérica resultante com materiais j& existentes
comercialmente. As redes poliméricas resultantes apresentaram
diferentes graus de cristalinidade (29 a 43 %) e temperatura de fusdo
variando de 71 a 79 °C, enquanto que o macromondmero de w-PDL
funcionalizado apresentou uma cristalinidade de 64 % e temperatura de
fusdo de 86 °C. Como conclusdo geral, os autores reportam a facilidade
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da sintese do macromondmero e sua afinidade por reacGes do tipo tiol-
eno, gerando materiais com alto rendimento e com propriedades fisicas
mais interessantes que 0s materiais ja existentes comercialmente,
tornando essas redes poliméricas excelentes candidatos para uso em
fotolitografia, revestimentos biodegradaveis e materiais biomédicos
como scaffolds, por exemplo.

Em outro trabalho, Takwa e colaboradores (2008), utilizaram 2-
hidroxietilmetacrilato (HEMA) como iniciador para a e-ROP de w-PDL,
obtendo poliésteres com diferentes estruturas e contendo nenhum, um ou
dois grupamentos metacrilato no final da cadeia. Essa diferenca
encontrada nas estruturas obtidas se deve ao fato de que a enzima utilizada
(Novozym 435) é capaz de clivar a ligacdo éster no grupamento HEMA
dos poliésteres obtidos, resultando em dois principais mecanismos de
transesterificacdo: transferéncia de cadeia entre o0s grupamentos
metacrilato e transesterificagdo entre os grupamentos éster. Os resultados
mostraram que iniciadores com grupos éster passiveis de clivagem
possuem utilizacdo limitada para a obtencdo de macromondémeros
funcionalizados. Essa dificuldade se da devido ao processo de
transesterificacdo catalisado pela enzima. Portanto, para evitar as reacfes
de transesterificacdo, os tempos de reacdo devem ser curtos o que acarreta
na geracdo de materiais com baixas massas molares e baixa conversgo.

Além da copolimerizacdo com outras lactonas, macrolactonas e
compostos ciclicos, relatada no item anterior, a funcionalizagdo da o-
PDL, relatada no presente item, é um método relativamente simples, que
pode ser feito em uma Unica etapa, ndo exigindo etapas adicionais de
purificagdo. Ainda, a funcionalizacdo de macrolactonas utilizando um
iniciador funcional em substituicdo a agua é um método relativamente
novo e pouco explorado, mas de grande potencial, pois permite, além da
modificagdo das propriedades fisicas e de biocompatibilidade da w-PDL,
a adicdo de grupos reativos ao final das suas cadeias (tiois, aminas,
acrilatos ou grupos vinilicos, por exemplo), tornando possivel sua
copolimerizagcdo com outros materiais de interesse que ndo possam ser
copolimerizados com a w-PDL pela polimerizacéo por abertura de anel.

2.6 REACOES DE ADICAO TIOL-ENO

No ano de 2001, Kolb e colaboradores descreveram um novo
conceito para a condugdo de reagBes organicas que visam conectar duas
ou mais moléculas, com altos rendimentos reacionais e formacdo de
subprodutos inofensivos que podem ser removidos por métodos néo-
cromatogréficos (KOLB et al., 2001). Estas caracteristicas, aliadas a
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possibilidade de sintese de moléculas funcionais e materiais organicos,
condi¢des simples de reacdo, materiais de partida de facil acesso,
exclusdo de solvente do meio reacional ou uso de solventes atdxicos e
facilidade de purificacdo do produto foram agrupadas para dar origem as
reaces click.

Reacdes de adigdo tiol-eno sdo consideradas reacgdes click por
atenderem diversos atributos desta classe de reagGes, como: altos
rendimentos, rapidas taxas de reacdo, necessidade de pequenas
concentracBes de catalisadores (para reacGes de adicdo de Michael),
reacdes em massa ou em solventes ndo-t6xicos, insensiveis ao oxigénio,
produtos puros e uma alta gama de tidis e enos acessiveis.

Reacdes de adigdo tiol-eno possuem diversas vantagens em relacéo
a reacOes tradicionais, uma vez que o0s produtos sdo formados
rapidamente em atmosfera ambiente, geralmente sdo conduzidas via
radicais livres, apresentam-se como um método simples, robusto e
insensivel a inibicdo por oxigénio e podem ser induzidas
fotoquimicamente (ATES e HEISE, 2014). Além disso, durante a reacdo
tiol-eno o 4tomo de hidrogénio é facilmente abstraido do grupo tiol
devido a fraca ligacdo covalente enxofre-hidrogénio (S-H). A facilidade
da quebra da ligacdo S-H independe do radical ligado ao atomo de
enxofre. Apds a quebra da ligacdo S-H, h a formagdo de radicais tiil
(RS¢), que podem ser facilmente adicionados a uma variedade de
compostos insaturados - ligagdes C=C ricas ou pobres em elétrons - para
formar novas ligagGes carbono-carbono. O sucesso da reacdo de adicao
depende de diversos fatores e, entre eles, pode se citar a posi¢do das
duplas -internas ou terminais-, mas, de uma forma geral, liga¢Ges duplas
terminais reagem mais rapidamente com tidis do que ligagBes duplas
internas (ROPER et al., 2004).

2.7 POLIFOSFOESTERES

Polifosfoésteres sdo materiais poliméricos que contém ligacdes P-O—
C em sua cadeia principal. Essas ligacdes fosfoéster sdo instaveis quando
em meio aquoso O que torna esses materiais biodegradaveis
(KRAICHEVA et al., 2014). Polifosfoésteres biodegradaveis tém sido
investigados como biomateriais nas Ultimas duas décadas, inicialmente
utilizados para a liberagéo controlada de fA&rmacos e, mais recentemente,
na liberacdo controlada de genes e em engenharia de tecidos (TIAN et al.,
2012). No entanto, polifosfatos, polifosfonatos e polifosfitos, materiais
gue d&o origem aos polifosfoésteres, vem sendo estudados ha muito mais
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tempo, mas para uso como materiais retardantes de chama (ZHAO et al.,
2003b).

O uso de polifosfoésteres tem sido proposto para aplicagdes
biomédicas devido sua potencial biodegradabilidade, biocompatibilidade
e versatilidade quimica. Fazendo uso de diferentes estruturas, que podem
ser incorporadas na cadeia principal do material, este pode ser
biodegradado a subprodutos néo téxicos (LI et al., 2006). Além disso,
polifosfoésteres sdo altamente versateis e permitem a insercdo de cadeias
laterais e grupos terminais para adequar sua funcionalidade e
solubilidade. Nenhum outro material polimérico possui essa elevada
versatilidade, que se da principalmente devido a capacidade de fésforo
em formar triésteres e de interagir com célcio. Ademais, a insercdo de
cadeias pendentes em polifosfoésteres gera materiais menos cristalinos e
biodegradaveis enzimaticamente e hidroliticamente, tornando esses
materiais interessantes para uso in vivo (ALEXANDRINO et al., 2014).

Recentemente, diversos grupos de pesquisa vém explorando o
potencial uso dos polifosfoésteres como materiais para a indUstria médica
e farmacéutica. Zhao e colaboradores (2003) realizaram um trabalho de
revisdo, focando na flexibilidade quimica e facilidade de adaptacdo das
estruturas desses materiais. Os autores relataram que polifosfoésteres
insoltveis em 4gua, na forma de microesferas, sdo eficientes para a
liberagdo controlada de farmacos quimioterdpicos. Estudos pré-clinicos
em animais e ensaios clinicos para cancer de ovario e de pulmao
confirmaram a liberacdo controlada de agentes quimioterdpicos. Os
materiais produzidos mostraram uma cinética de biodegradacéo favoravel
e boa biocompatibilidade nos tecidos testados. No mesmo trabalho, o0s
autores avaliaram uma familia de polifosfoésteres sollveis em &4gua, com
cargas positivas nas ramificacfes laterais, gerando materiais catidnicos
biodegradaveis, com grande flexibilidade no design molecular e
potenciais para uso na liberagéo controlada de genes e DNA.

Li e colaboradores (2006) desenvolveram um hidrogel com cadeia
principal de polifosfato e com ramificagbes conjugadas de polietileno
glicol e acrilato. Diferentes macromondmeros foram sintetizados,
variando as concentragbes de acrilato. A toxicidade dos materiais foi
estudada in vitro, bem como a taxa de degradacdo e propriedades
mecanicas dos hidrogéis obtidos. Os autores também encapsularam
células tronco Gsseas nos hidrogéis e obtiveram resultados de viabilidade
celular muito promissores.

Muitos outros trabalhos chamam a atencdo para as excelentes
propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade, semelhanca
estrutural com 4&cidos nucleicos e facil funcionalizacdo dos
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polifosfoésteres quando comparados a outros poliésteres. Diversas
metodologias e mecanismos para a sintese de polifosfoésteres e seus
mondmeros precursores tém sido estudadas, incluindo a ROP via
metatese (MARSICO et al., 2012; DING et al., 2013), poliadi¢do
(KOSEVA et al, 2008), policondensacdo, transesterificacdo e
polimerizacdo enzimatica (TIAN et al., 2012), produzindo polimeros
versateis, utilizados para a formagéo de micro e nanoparticulas e para a
encapsulacdo de farmacos, principalmente quimioterapicos (MARSICO
etal., 2012; ALEXANDRINO et al., 2014) e avaliando suas propriedades
mecanicas, antitumorais, de citotoxicidade e adesdo a tecidos Gsseos
(ALEXANDRINO et al., 2014; KRAICHEVA et al., 2014).

Fazendo uso das propriedades de biodegradacéo e do potencial para
conducdo de crescimento de tecidos dsseos dos polifosfoésteres,
alinhados a facilidade de reacdo do fosforo pentavalente presente na
estrutura desses polimeros, Yang e colaboradores (2009), realizaram a
sintese de um copolimero em bloco de L-lactideo com etiletileno fosfato.
A escolha de um polifosfoéster foi primordial na copolimeriza¢do, uma
vez que o poli(L-lactideo) possui boas propriedades fisicas e mecanicas,
adequadas para a producdo de scaffolds, porém sua superficie é inerte,
ndo apresenta interagdo com ambientes celulares e é dificil de ser
degradada, uma vez que o material é hidrofobico. Assim, os autores
sintetizaram um copolimero que apresentou capacidade de promover
adesdo e proliferacdo de células do tipo osteoblastos, favorecendo a
deposicdo de calcio mineral na superficie dos materiais sintetizados, pelo
fato de que um dos produtos da degradagdo dos polifosfoésteres
sintetizados é o acido fosférico, que dentro do organismo, atua na
captagdo de ions de célcio, auxiliando na formag&o de depdsitos de calcio
do tipo hidroxiapatita. Assim, os autores afirmaram que os copolimeros
sintetizados possuem grande potencial para uso em engenharia de tecidos,
principalmente como scaffolds.

Baseado nos trabalhos existentes na literatura, que relatam a
facilidade de sintese de w-PDL funcionalizada, via método de iniciador,
com as propriedades destacadas de biocompatibilidade, biodegradagéo,
afinidade por tecidos 6sseos e facilidade de interagdo com outras
estruturas que os polifosfoésteres possuem, surge a demanda pela possivel
criacdo de um material que possa unir as propriedades fisicas, mecanicas
e de biocompatibilidade da poli(w-PDL) com as propriedades de
biodegradacdo e afinidade por tecidos celulares dos polifosfoésteres,
produzindo um material de alto desempenho e com elevado potencial de
aplicacdo para liberagdo controlada de farmacos ou em engenharia de
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tecidos, como estruturas porosas ou semiporosas tridimensionais para a
conducdo de crescimento de células.

2.8 USO DE SCAFFOLDS NA ENGENHARIA DE TECIDOS

Scaffolds sdo materiais porosos ou Semiporosos que possuem
propriedades desejaveis ao crescimento e interagdo com células de
organismos vivos. As células de diferentes tipos de tecidos sdo
“semeadas” nos poros desses materiais para a formagao e regeneragéo do
tecido nativo. Scaffolds tém a fungdo de mimetizar a matriz extracelular
do tecido nativo, proporcionando um ambiente adequado que permita a
retencdo de celulas, ligacdo e migracdo celular e ativacdo da difuséo de
nutrientes celulares (COSTA-PINTO; REIS; NEVES, 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2017). Scaffolds poliméricos tridimensionais porosos
geralmente possuem uma rede de poros homogéneos interligados. Esses
materiais tém sido utilizados especialmente para o crescimento de tecidos
cartilaginosos, 6sseos e para a vascularizacdo de 6rgdos. Sua rede porosa
simula a arquitetura das matrizes extracelulares, permitindo que as células
interajam efetivamente com o material polimérico (CHEN et al., 2005;
SUN et al., 2014; DUQUE SANCHEZ et al., 2016).

Quando utilizados para regeneracdo de tecidos, os scaffolds podem
ser classificados em dois tipos: 0s que induzem a migrag&o e crescimento
celular, provenientes de tecidos vizinhos, que, geralmente sé&o
introduzidos diretamente no paciente, sem uma cultura celular
previamente implantada, necessitando desta forma, conter fatores de
inducdo e proliferacdo para gerar atracdo e adesdo celular para o tecido
em questdo ser reparado com eficiéncia (CHAN et al., 2009) e os
carreadores, nos quais células especificas do tecido ou érgédo em questéo,
sdo cultivadas in vitro sobre os scaffolds para entdo serem reinseridas no
tecido desejado do receptor (OLIVEIRA et al., 2010; HU et al., 2014).

As propriedades mecénicas e de degradacdo dos scaffolds estéo
diretamente relacionadas com o material que os compBe. Assim, as
interacdes bioldgicas, como adesdo entre proteinas e peptideos, adesdo
celular, migracéo, proliferagdo e diferenciacéo, sdo fun¢bes primarias das
propriedades de superficie do material do qual o scaffold é fabricado
(OLIVEIRA et al., 2010). Ainda, esses materiais devem possuir uma
porosidade elevada e um tamanho adequado de poros para facilitar o
crescimento e difusdo celular ao longo de toda sua estrutura
tridimensional. A biodegradabilidade também é uma caracteristica
fundamental, uma vez que os scaffolds devem, preferencialmente, ser
absorvidos pelo organismo sem a necessidade de remogdo cirurgica, 0s
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produtos de sua degradacdo ndo podem ser toxicos e a taxa em que a
degradacéo ocorre deve coincidir com a velocidade de formagéo do novo
tecido (AGRAWAL; RAY, 2001; COSTA-PINTO; REIS; NEVES,
2011).

Polimeros  sintéticos biodegradaveis apresentam  excelente
viabilidade na producéo de scaffolds, uma vez que as suas propriedades
como porosidade, tempo de degradacdo e caracteristicas mecanicas
podem ser moldadas para aplicacfes especificas. Scaffolds derivados de
polimeros sintéticos sdo normalmente mais viaveis comercialmente do
que os produzidos a partir de polimeros naturais, pois podem ser
produzidos em grande escala, com propriedades mais uniformes e
apresentam uma vida atil maior, além disso, muitos polimeros sintéticos
disponiveis comercialmente apresentam propriedades fisico-quimicas e
mecanicas comparaveis as dos tecidos bioldgicos
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Desde 1980, pesquisadores vem desenvolvendo diferentes técnicas
para a fabricacdo de polimeros de arquiteturas complexas, que apresentam
propriedades desejadas para aplicacfes especificas em engenharia de
tecidos. Scaffolds tipicos utilizados para a engenharia de tecidos incluem
malhas poliméricas, fibras, esponjas e espumas. A técnica utilizada para
a fabricacéo dos scaffolds depende majoritariamente das propriedades de
volume e de superficie do material a ser utilizado como matéria-prima e
a funcdo proposta para o material final. A maioria das técnicas para a
fabricacdo dessas estruturas tridimensionais envolve a aplicacéo de calor
e pressdo ou a dissolucdo do polimero em um solvente orgéanico
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Dentro das principais classes de scaffolds existentes, os mais
utilizados sdo aqueles produzidos a partir de matrizes poliméricas
tridimensionais porosas, principalmente os produzidos na forma de
espuma sélida, os hidrogéis e os baseados em fibras e em microesferas
poliméricas (JHON; ANDRADE, 1973; MORENO, 2014).

Existem diversas técnicas para a fabricacdo de scaffolds poliméricos,
e geralmente a técnica escolhida para a fabricacdo do material é baseada
nas propriedades do polimero matriz, como massa molar, cristalinidade,
orientacdo da cadeia e rigidez. Algumas das principais técnicas para
obtencdo de scaffolds poliméricos séo citadas a seguir.

2.8.1 Evaporacao de solvente e lixiviagdo das particulas formadas

Essa técnica permite a formacdo de estruturas com porosidade
regular, mas com espessura limitada. Inicialmente, o polimero é
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dissolvido em solvente organico adequado. Em seguida, essa solucdo €
injetada em um molde poroso, geralmente formado por algum sal
inorganico. Posteriormente, o solvente é evaporado e o sal inorganico é
lixiviado, restando a estrutura polimérica porosa (LIAO et al., 2002).

2.8.2 Formacéo de espumas pela saturacéo e evaporacao de gas

A técnica de formacdo de espumas a partir de um gas contorna a
necessidade do uso de um solvente orgéanico. Para a formac&o do material,
estruturas poliméricas em forma de disco sdo preparadas por técnicas de
moldagem tradicional. Esses discos sdo expostos ao CO; ou outro gas sob
alta pressdo e o sistema é entdo despressurizado, formando a estrutura
porosa. Durante este procedimento, 0s poros sdo formados pela acdo das
moléculas de gas que abandonam o polimero, resultando em uma
estrutura do tipo esponja. Gualandi e colaboradores (2010) utilizaram esta
técnica para a producdo de scaffolds porosos a base de um copolimero
aleatorio de poli(w-PDL-co-g-caprolactona), obtendo um material
altamente cristalino e com temperatura de fusdo em torno de 82 °C.
Conforme relatado pelos autores, os scaffolds apresentaram porosidades
na faixa de 42 a 76% e um didmetro de poros médio de 100 a 375 um,
obtidos através do ajuste dos parametros durante o processo de formagédo
de espuma. Adicionalmente, o estudo preliminar das propriedades
mecanicas dos scaffolds revelou que os materiais possuem aplicacédo
principalmente na regeneracéo de tecido cartilaginoso. A Figura 3 mostra
0 copolimero produzido antes e ap6s o processo de formacao de espuma
pela evaporagédo de COs.

Figura 3: Copolimero aleatorio de poli(m-PDL-co-¢-caprolactona) antes (A) e
apds (B) o processo de formacdo de espuma pela evaporacdo de CO..

(A) B)

Fonte: Adaptado de Gualandi et al.(2010).
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2.8.3 Separacdo de fases termicamente induzida (TIPS)

A técnica de separagdo de fases termicamente induzida requer o
uso de um solvente com um baixo ponto de ebuli¢do, que possa ser
facilmente evaporado. O polimero é solubilizado nesse solvente em uma
determinada temperatura e, em seguida, essa mistura é entdo resfriada e
para a precipitacdo do polimero e secada, geralmente sob vacuo, para a
retirada do solvente e formacdo da estrutura polimérica porosa.
Korzhikov e colaboradores (2013) utilizaram a técnica de separacdo de
fases termicamente induzida para produzir um scaffold de poli(w-PDL) e
poli(dioxano), com morfologia uniforme, poros interconectados e
diametro de poros na faixa de 10 um. A Figura 4 ilustra o esquema de
formac&o de uma matriz porosa utilizando a técnica TIPS.

Figura 4: Formagdo de matriz porosa tridimensional utilizando a técnica de
separacao de fases termicamente induzida.

Redugdo da  ——— Remogio do
Solvente temperatura solvente
— ——
Separagdo
— de fases
porosa
3D
Polimero

Fonte: Adaptado de Korzhikov et al. (2013).
2.8.4 Eletrofiacao (electrospinning)

Dentre as técnicas utilizadas para a construcdo de biomateriais
porosos tridimensionais a técnica de eletrofiacdo € a mais amplamente
estudada e a que apresenta os resultados mais promissores em termos de
aplicacdo. Embora a origem da eletrofiacdo seja datada de 1930, apenas
no final do século 20, avangos notaveis em termos de instrumentagéo e
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parametros de processo sdo relatados (BRAGHIROLLI; STEFFENS;
PRANKE, 2014).

Ap0s 0s anos 2000, muitos trabalhos foram publicados explorando
0 potencial da técnica (AGARWAL; WENDORFF; GREINER, 2009;
IMMICH et al., 2013, 2017; CHEN et al., 2017). Os motivos do crescente
interesse pela técnica de eletrofiagdo sdo principalmente devido a
facilidade de manuseio dos equipamentos utilizados, o baixo consumo de
solucdo polimérica, a facilidade de controlar o diametro das fibras
formadas, além de ser um processo rentavel, simples e reprodutivel,
principalmente no que tange o aumento de escala (THENMOZHI et al.,
2017). Além disso, a eletrofiagdo gera estruturas tridimensionais
altamente porosas e com grande area superficial, que podem imitar as
estruturas de matrizes extracelulares em termos de dimens@es e quimica
(dependendo da escolha do material) (AGARWAL; WENDORFF;
GREINER, 2009), tornando portanto, estas estruturas excelentes
candidatas para uso na engenharia de tecidos.

O processo de eletrofiacdo funciona pelo principio da eletrostatica.
De um modo geral, um equipamento para eletrofiacdo é composto de uma
seringa com uma agulha de metal (spinneret), uma placa metalica
coletora, com carga oposta, uma fonte elétrica de alta voltagem e uma
bomba para a injecdo da solucdo (BRAGHIROLLI; STEFFENS;
PRANKE, 2014). A alta voltagem € necessaria para criar um jato
carregado eletricamente com solucdo de polimero para fora da agulha,
sendo que um eletrodo ¢ fixado a essa agulha e outro eletrodo é fixado ao
coletor ligado ao aterramento.

Essa tensdo elétrica gerada pela fonte de alta voltagem provoca
uma repulsdo mitua de carga, causando uma contragdo das cargas
superficiais, criando uma forca diretamente proporcional a tenséo
superficial. A medida que a intensidade do campo elétrico é aumentada,
a superficie do fluido na ponta do tubo capilar se alonga para formar uma
forma conica chamada “Cone de Taylor” (TAYLOR, 1969; HUAN et al.,
2015). Apods essa formacdo, jatos de solucdo sdo expelidos e vao de
encontro a placa coletora, carregada com cargas opostas, formando
filamentos sdlidos, que sdo depositados na superficie de um coletor.
Existem diferentes tipos de coletores, dentre eles, o de placas, coletor
rotatorio, coletor tipo grade, coletor de banho de &gua, coletor continuo,
entre outros (EATEMADI et al., 2016).

O solvente da solucdo polimérica evapora no seu caminho até o
coletor e, no final do processo, filamentos solidos continuos séo
produzidos (AGARWAL; WENDORFF; GREINER, 2009; SUN et al.,
2014). Geralmente, a extensdo do fluido ocorre inicialmente através de
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filamentos uniformes e, em seguida, esses filamentos lineares sofrem
movimentos vigorosos de chicoteamento (whipping) e alongamento
adicional do jato, que pode ou ndo ser acompanhado da ramificacdo e
divisdo do jato; solidificagdo do jato em micro/nanofibras e deposi¢do no
coletor (SUN et al., 2014).

E conveniente notar que forcas gravitacionais ndo interferem no
processo, pois a aceleracdo da formacéo de fibras é de até 600 m s, o que
€ proximo a duas ordens de grandeza maior do que a aceleracéo das forcas
gravitacionais. Por isso, é possivel formar fibras de cima para baixo, de
baixo para cima ou em outras dire¢des (GREINER; WENDORFF, 2007).
A Figura 5 mostra um esquema simplificado de um equipamento de
eletrofiagdo.

Figura 5: Esquema ilustrativo simplificado do processo de eletrofiacéo.

Soluc¢io
polimérica

Agulha metilica

SO

o

Fonte de Alta
Voltagem

~ -

Fonte: Adaptado de Bhardwaj e Kundu (2010).

Embora o principio de funcionamento da técnica de eletrofiacdo
seja relativamente simples, existem diversos pardmetros que podem
influenciar no formato, densidade, didmetro e morfologia das fibras
obtidas. Entre eles podemos citar:
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a. Viscosidade da solugéo:

Geralmente, a viscosidade da solucéo esta relacionada ao grau de
emaranhamento das cadeias de polimero na solugdo. Quando a
viscosidade da solucdo for muito baixa, podera ocorrer a
eletropulverizacdo (formacdo de micro gotas) ao invés da formacao de
fibras. Além disso, em uma solucdo polimérica de baixa viscosidade,
existem maiores chances de ocorrer a producao de fibras frisadas no lugar
da formacdo de fibras lisas. Similarmente ao aumento da concentragdo da
solucdo polimérica, a massa molar do polimero utilizado tera influéncia
direta no entrelagcamento das cadeias poliméricas na solucdo, o que é
necessario para manter a continuidade do jato durante o processo de
eletrofiacdo (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

b. Tens&o superficial:

A tensdo superficial, desempenha um papel critico no processo de
eletrofiacdo, e é definida em funcdo da composi¢do dos solventes da
solucdo polimérica. Geralmente, a alta tensdo superficial de uma solucéo
inibe o processo de eletrofiacdo por causa da instabilidade dos jatos e a
geracdo de gotas pulverizadas, por sua vez, solventes com baixa tenséo
superficial facilitam a indugdo de um menor campo elétrico durante o
processo de eletrofiacdo, levando a producédo de fibras estaveis e sem a
formagéo de defeitos do tipo contas ou granulos (beads) (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010). Cabe, porém, ressaltar que uma tensao superficial mais
baixa ndo serd o Unico fator responsavel pela formacdo de fibras com
morfologia estivel e sem a formagao de beads, uma vez que a estabilidade
das fibras geralmente é relacionada a uma combinacéo de fatores.

¢. Condutividade elétrica

Quando uma diferenca de potencial é aplicada a uma determinada
solucéo, a intensidade da corrente sera proporcional a quantidade de ions
presentes. Geralmente, a condutividade elétrica da solucdo seré
determinada pelo tipo de polimero e solvente utilizados ou pela
disponibilidade de sais ionizaveis na solucdo. De um modo geral, com o
aumento da condutividade elétrica, haver4 uma diminuicéo significativa
no didmetro das fibras obtidas, enquanto que, solugdes com baixa
condutividade resultardo em alongamento insuficiente do jato e producéo
de fibras disformes (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).
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d. Tenséo aplicada

A aplicacdo de uma alta tensdo, proveniente de uma fonte de
alimentacdo, em uma solugéo fard com que a gota esférica se deforme,
formando o cone de Taylor e conduzindo a formacéo de fibras quando a
tensdo critica for atingida. Este valor de tenséo critica varia de polimero
para polimero. Geralmente, um aumento na tensdo ird favorecer a
formac&o de fibras com didmetro menor e esse fato pode ser atribuido a
um maior estiramento da solucdo polimérica em conjunto com a maior
repulséo de cargas dentro do jato formado. Porém, um aumento na tenséo
aplicada além do valor critico resultara na formacgéo de beads ou fibras
frisadas (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015).

e. Vazao

O controle sobre vazao de injecdo da solugdo polimérica durante o
processo de eletrofiacdo depende principalmente da volatilidade do
solvente utilizado. Quando o polimero é dissolvido em um solvente
altamente volétil, devem ser utilizadas vazdes mais elevadas. No entanto,
uma alta vazdo deve ser acompanhada por uma tensdo elevada, para
garantir uma correta formacdo do cone de Taylor. Alguns trabalhos
indicam que um aumento na vazdo leva a formacdo de fibras mais
espessas, devido a formulagdo de um jato mais espesso e que vazdes
elevadas podem levar a uma incompleta evaporacdo do solvente,
formando fibras fundidas e achatadas, reduzindo a area superficial e
modificando as propriedades mecénicas da estrutura porosa obtida
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; PELIPENKO; KOCBEK; KRISTL,
2015). Além disso, uma distancia minima entre a agulha metélica e a
placa coletora durante a eletrofiacdo é necessaria para que as fibras
produzidas tenham tempo suficiente para evaporar o solvente antes de
atingir o coletor, caso contrario ocorrera a formagdo de defeitos do tipo
beads ou fibras fundidas/achatadas.

Além dos parametros citados acima, inerentes aos parametros da
solucdo poliméricas e aos parametros de processamento, podem ainda ser
citados o0s pardmetros ambientais, os quais incluem a umidade e
temperatura ambiente, e que apresentam grande influéncia nas
propriedades dos materiais porosos tridimensionais obtidos (HUAN et al.,
2015).

Em face as técnicas para obtencéo de scaffolds poliméricos porosos
jareferidas acima, muitas outras ainda merecem destaque, pois produzem
estruturas de forma simples e com a possibilidade de ajuste das
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caracteristicas do material obtido. Entre elas, podemos citar a
estereolitografia e impressdo 3D (ELOMAA et al., 2011), lixiviamento
de particulas e liofilizacdo (AGRAWAL; RAY, 2001; LIAO et al., 2002).

2.9 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Os resultados promissores encontrados nos trabalhos publicados
recentemente englobando a sintese de poliésteres alifaticos via e-ROP de
lactonas e macrolactonas, os quais relatam a producdo de materiais
biocompativeis, biodegradaveis, versateis e com boas propriedades
mecanicas, contribuem para o aumento do interesse em pesquisas na area
de biomateriais, tanto para pesquisadores, quanto para as industrias
biomédica e farmacéutica. Estes atributos tornam os poliésteres alifaticos
fortes candidatos para aplicagbes como dispositivos de suporte
temporario (suturas e dispositivos de fixacdo 6ssea), barreira temporaria
(pele artificial), dispositivos de liberacdo controlada de farmacos (nano e
microparticulas), engenharia de tecidos (scaffolds) e dispositivos
multifuncionais (stents biodegradaveis) (ALBERTSSON; VARMA,
2003; MAHAPATRO; NEGRON, 2013).

Poliésteres alifaticos de poli(w-PDL) tém sido mostrados como
materiais com caracteristicas mecanicas semelhantes as do polietileno de
alta densidade, mas com a vantagem de ter um grupo éster na sua estrutura
principal, que pode ser degradado via hidrélise ou via enzimatica. Porém,
alguns estudos mostram que, devido a sua alta cristalinidade e
hidrofobicidade, esse material ndo pode ser degradado enzimaticamente
ou hidroliticamente. Uma forma de aproveitar as excelentes
caracteristicas mecanicas da poli(w-PDL) e torna-la mais biodegradavel
e compativel com tecidos celulares é realizar sua copolimeriza¢do com
um monémero que contenha afinidade a tecidos celulares e que seja
degradado facilmente quando em meio fisiol6gico.

Polifosfoésteres sdo materiais biodegradaveis, que vem recebendo
grande atencdo de pesquisadores devido a sua estrutura quimicamente
versatil e que permite sua modificacdo ou funcionalizacdo, tornando essa
classe de polimeros fortes candidatos para uso na area médica e
farmacéutica. Ainda, dentre as principais estruturas de regeneragao de
tecidos empregadas na biomedicina, scaffolds sdo estruturas
tridimensionais que mimetizam tecidos extracelulares, favorecendo o
crescimento e multiplicagdo celular, auxiliando na regeneracéo de tecidos
danificados.

Nesta breve revisdo, foram mostrados importantes resultados
publicados na literatura relacionados diretamente com o tema deste



61

projeto de doutorado. No entanto, ainda existe um elevado nimero de
parametros a serem explorados, principalmente no que diz respeito ao
estudo e selecdo das condigdes do processo de polimerizagéo, permitindo
a producdo de materiais com caracteristicas desejadas e a modificacdo das
propriedades dos poliésteres alifaticos obtidos, visando melhorar suas
caracteristicas de biodegradacdo e hidrofilicidade.

A producdo e estudo cada vez mais aprofundado de materiais
poliméricos biodegradaveis e biocompativeis tende a torna-los
competitivos economicamente frente aos materiais poliméricos (ndo
biodegradaveis) utilizados atualmente na indistria biomédica ou
farmacéutica. Neste cenario, visando a ampla acessibilidade para
tecnologias que supram a caréncia por materiais poliméricos
biodegradaveis e/ou biorreabsorviveis, ambientalmente corretos,
justifica-se o estudo aprofundado dos fendmenos relacionados a sintese e
funcionalizagdo da poli(w-PDL) via método de iniciador, utilizando um
nucledfilo com um grupo funcional que possa futuramente realizar a
copolimerizagdo ou conjugacdo da poli(w-PDL) com uma molécula de
fosfoéster, visando a aplicagdo do copolimero formado na criagdo de
estruturas  poliméricas porosas tridimensionais que  possuam
caracteristicas adequadas para uso no campo de engenharia de tecidos.
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CAPITULO 111

3 POLIMERIZAGAO ENZIMATICA POR ABERTURA DE ANEL
DE o-PDL EM DIFERENTES SOLVENTES UTILIZANDO UM
REATOR DE VOLUME VARIAVEL

A polimerizacdo enzimatica por abertura de anel (e-ROP) de -
PDL é uma técnica promissora pois apresenta alto rendimento e uma
répida cinética reacional (BISHT etal., 1997; FERNANDEZ et al., 2015).
No entanto, na maioria dos trabalhos encontrados até o momento na
literatura, que realizam a e-ROP de o-PDL em solucéo, usam tolueno
como solvente (BISHT et al., 1997; VAN DER MEE et al., 2006;
TAKWA et al, 2008; CAl et al., 2010; DE GEUS et al., 2010;
KORZHIKOV et al., 2013; FERNANDEZ et al., 2015; WILSON et al.,
2015c). Nenhum trabalho foi encontrado relatando sobre a sintese de
poli(w-PDL) utilizando um solvente menos toxico ou mais
ambientalmente favoravel, e isso vai contra o uso de enzimas como
catalisadores, uma vez que as enzimas sdo catalisadores que nao deixam
vestigios toxicos no polimero final nem formam subprodutos toxicos
(KOBAYASHI; MAKINO, 2009).

Para permitir a utilizacdo de solventes com pontos de ebuli¢do
inferiores a 70 °C na sintese de poli(w-PDL), um aparato ou reator que
mantenha o solvente na forma liquida, mesmo que a temperatura do meio
reacional seja superior ao seu ponto de ebulicdo deve ser utilizado. Este
tipo de reator, chamado reator de volume variavel, é baseado em uma
célula de equilibrio para determinacdes de equilibrio de fase (ROSSO
COMIM et al., 2010) e faz uso de altas pressdes para manter todo o
solvente na fase liquida. Esse aparato ja foi anteriormente utilizado para
polimerizagdo de g-caprolactona (COMIM ROSSO et al., 2013). O reator
possui um volume interno maximo de 27 mL, equipado com um pistdo
movel para permitir controle de pressdo e possui duas janelas de safira
para observacgdo visual do meio reacional. Assim, podem ser utilizadas
pressOes superiores a pressdo de vapor dos solventes na temperatura de
reacdo, uma vez que o pistdo pressuriza o interior da célula, evitando a
migracdo do solvente para sua forma gasosa (formagdo de headspace).
Este sistema permite um controle preciso da pressdao, temperatura e
relagdo solvente/mondmero durante a polimerizagdo, evitando volumes
mortos, normalmente produzidos por instrumentos ou dispositivos de
amostragem.

Em vista disso, este estudo teve como objetivo investigar a
vantagem de usar um reator pressurizado, de volume varidvel para
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conduzir a e-ROP de w-PDL a 70 °C usando diferentes tipos de solventes
incluindo diclorometano (DCM) e cloroférmio e variando as proporcdes
solvente/mondmero. Estes Ultimos solventes sdo menos tdxicos do que o
tolueno quando testados em camundongos (DL50 oral: 1600 mg kg™ e
695 mg kg para DCM e cloroférmio, respectivamente, em comparagao
com 636 mg kg para tolueno) (KHIGIENA, 1986), DCM apresenta
melhores resultados ecotoxicol6gicos quando comparado ao tolueno
(LC50 em peixes (96 horas): 310 mg L* para DCM e 31,7 mg L para
tolueno (ALEXANDER; MCCARTY; BARTLETT, 1978) e o
cloroférmio possui dados de toxicidade dérmica mais baixos em coelhos
do que tolueno (toxicidade dérmica LD50 > 20000 mg kg* para
cloroférmio e 12200 mg kg* para tolueno) (JR. et al., 1969). Sendo assim,
esta etapa inicial do trabalho relata pela primeira vez a sintese enzimatica
de poli(o-PDL) via e-ROP em solucdo usando diclorometano e
cloroférmio pressurizados como solventes.

3.1 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo descritos os reagentes e procedimentos adotados
para a sintese de poli(w-PDL) utilizando diferentes solventes em um
reator de volume varidvel, bem como as técnicas utilizadas para a
caracterizacdo dos materiais obtidos.

3.1.1 Materiais

O monoémero utilizado, ®-PDL, foi adquirido da Sigma-Aldrich
(98% de pureza), previamente seco a 100 °C em estufa a vacuo (0,1 bar,
48 h). O teor de agua da - PDL foi medido pelo método de titulagdo por
Karl-Fischer (Mettler Toledo, modelo DL 50, Columbus, EUA),
resultando em uma quantidade de agua de 0,56 + 0,06 % em massa. A
lipase imobilizada Novozym 435 (CALB, fracdo B da lipase comercial de
Candida Antarctica, com atividade de esterificacdo de 28 U g, medida
de acordo com um procedimento adaptado de trabalhos anteriores
(OLIVEIRA et al., 2006; CHIARADIA et al., 2016)) foi gentilmente
doada pela Novozymes S/A, Brasil e anteriormente ao uso foi secada em
uma estufa a vacuo (0,4 bar, 40 °C) por diferentes tempos. Diclorometano
(DCM, 99,8%, Vetec Quimica), cloroférmio (99,8%, Panreac),
tetrahidrofurano (THF, 99,0%, Vetec Quimica), tolueno (99,8%, Sigma-
Aldrich) e n-hexano (99,0%, Vetec Quimica) foram utilizados como
recebidos. O dioxido de carbono utilizado (99,9% de pureza) foi
comprado da White Martins S/A, Brasil.



65

3.1.2 Procedimento geral para a polimeriza¢do enzimética por
abertura de anel

As reacdes de polimerizagdo enzimatica foram conduzidas em um
reator de alta pressdo encamisado, de volume variavel, similar a aquele
utilizado em trabalhos conduzidos por Rosso e colaboradores (ROSSO et
al., 2009; COMIM et al., 2010; ROSSO COMIM et al., 2010; COMIM
ROSSO et al., 2013), conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6: Esquema representativo do reator de alta pressao e volume variavel.
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A agitacdo do meio reacional durante a polimerizacéo foi fornecida
por meio de uma barra de agitagdo magnética. A enzima Novozym 435
(0,4 g) previamente seca, o mondmero ®-PDL (4,0 g) e o solvente (8,0 g)
foram pesados em uma balanca de precisdo e adicionados ao interior do
reator de volume variavel, que foi imediatamente fechado. Para controle
da temperatura reacional, agua foi circulada na camisa do reator como
fluido de aquecimento. Uma vez que a temperatura desejada foi atingida,
com controle de £1 °C, a pressdo na parte de tras do pistdo do reator de
volume variavel foi aumentada pela injecdo de CO. até que nao
houvessem mais bolhas de gas no meio reacional. Essa pressdo
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geralmente variou entre 18 a 20 bar. Apds a estabilizagdo da temperatura
no interior e da pressdo no fundo do reator (em torno de 10 minutos), o
tempo de reacdo comecou a ser contado. Ap0s cada reagdo, a pressao no
fundo do reator foi diminuida e o reator foi cuidadosamente aberto. As
reacdes foram entdo terminadas pela adi¢do de excesso de cloroférmio e
retirada do catalisador enzimatico por filtracdo (filtro de vidro poroso, de
porosidade média). O residuo do filtro foi lavado varias vezes com
cloroférmio quente (40 °C) e os permeados combinados foram
concentrados em estufa de convecgdo (60 °C). O polimero contido na
fragdo permeada foi precipitado por adi¢do de etanol frio. O precipitado
foi isolado por filtracdo e seco em uma estufa de convecgéo (60 ° C, 24
h). O rendimento da reacdo foi determinado por gravimetria (massa final
de polimero em relacdo a massa de mondmero utilizada na reacao).

A Figura 7 mostra 0o mecanismo para a e-ROP de w-PDL,
resultando na macrolactona aberta e enzima regenerada (a) ou na hidrolise
de uma macrolactona aberta anteriormente (b). Este mecanismo baseia-se
na via cinética enzimatica para a polimerizacdo de lactonas e
macrolactonas descrito por Johnson e colaboradores (2011) e a estrutura
enzimatica se baseia no modelo proposto por Uppenberg e colaboradores
(1994).

Figura 7: Esquema do mecanismo para a e-ROP da w-PDL.
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Fonte: Adaptado de Johnson et al. (2011) e Uppenberg et al. (1994 b).
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3.1.3 Determinagdo das massas molares

As massas molares dos materiais obtidos foram determinadas por
cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) em um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (LC 20A, Shimadzu) equipado com um detector
de indice de refracdo (RID-10A), uma pré-coluna (PL gel, 5 pm
MINIMIX-C guard, 50 por 4 mm, Agilent, EUA) e um conjunto de duas
colunas de 250 por 4,6 mm em série (PL gel 5 um Mini MIX-C, Agilent,
USA). As massas molares foram calculadas em relacdo a padrdes de
poliestireno, em uma faixa de 580 a 3.000.000 g mol. Cloroférmio foi
utilizado como eluente a um fluxo de 0,3 mL min-t. Previamente a analise,
as amostras poliméricas foram dissolvidas em cloroférmio a 40 °C
durante 12 horas e as soluc¢des obtidas, com concentracdo de 0,5 % em
massa foram filtradas (filtro de nylon, 0,450 um) antes da injecao.

3.1.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlises de calorimetria diferencial de varredura foram
conduzidas no Laboratério de propriedades fisicas dos alimentos
(PROFI) do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da
UFSC. O equipamento utilizado foi o Perkin Elmer/Jade DSC
(Intracooler SP), calibrado com padrdes de indio e zinco. Para a analise
dos resultados foi utilizado o software Pyris Series da Perkin Elmer. As
medidas foram realizadas utilizando aproximadamente 9,0 mg de
polimero seco. As amostras foram aquecidas inicialmente de -30 °C até
150 °C a uma taxa de aquecimento de 20 °C min, sob atmosfera de N, a
20 mL min, de modo a eliminar o histérico térmico. Em seguida, as
amostras foram resfriadas a -30 ° C a uma taxa de resfriamento de 20 °C
min!, mantidas a esta temperatura durante 1 minuto e novamente
aquecidas até 150 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min?. A
temperatura de fusdo foi determinada a partir da segunda curva de
aquecimento. A cristalinidade dos materiais poliméricos foi determinada
utilizando a entalpia de fusdo (AHm) a partir da segunda curva de
aquecimento.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.2.1 Polimerizagdo em solugdo utilizando diferentes solventes

O uso do reator de volume variavel possibilitou que as reagdes de
polimerizagdo enzimética fossem conduzidas a 70 °C, mesmo quando
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foram utilizados solventes com temperatura de ebulicdo menores que essa
temperatura. A pressao produzida pela injecdo de CO; no fundo da célula
foi suficiente para mover o pistdo no interior da célula, comprimindo e
aumentando a pressdo no meio reacional (18 — 20 bar). Essa pressao
atingida foi suficiente para evitar a formacéo de bolhas ou de headspace
durante todo o tempo reacional. O uso do reator de volume variavel
pressurizado com CO; permitiu o uso de solventes que sdo amplamente
utilizados em polimerizacfes enziméaticas em temperaturas inferiores a 70
°C, utilizando reatores convencionais, como, por exemplo, cloroférmio,
diclorometano, THF e n-hexano (KUMAR; GROSS, 2000; LABET;
THIELEMANS, 2009).

Inicialmente, esses cinco solventes foram utilizados com o intuito
de determinar a influéncia do uso de diferentes tipos de solventes no
rendimento da reacdo e nas caracteristicas finais dos polimeros formados.
As polimerizagbes em solucdo foram conduzidas mantendo sempre uma
relacdo em massa de solvente para mondmero de 2:1 e de enzima para
mondmero de 1:10, 70 °C e em duas horas de reacdo. Essas condicdes
foram escolhidas com base nos resultados obtidos por outros grupos de
pesquisa que realizaram a sintese de poli(w-PDL) em solugéo utilizando
tolueno como solvente (BISHT et al., 1997; VAN DER MEULEN et al.,
2008).

Os rendimentos das polimerizaces em solugdo utilizando
diferentes solventes como meio reacional sdo mostrados na Figura 8, onde
é possivel observar que todas as polimeriza¢des realizadas resultaram em
rendimentos acima de 49 % em duas horas de reacdo. O maior
rendimento, 84 %, foi obtido quando se usou tolueno como solvente. Este
comportamento esté de acordo com a literatura para a e-ROP em solugédo
de ®-PDL, onde os autores realizaram a polimerizacéo utilizando tolueno
como solvente, em diferentes razdes massicas (sem solvente até 10:1), e
a razdo massica de 2:1 (tolueno:mondémero) resultou em um rendimento
de 82% (KUMAR et al., 2000). Os rendimentos das polimerizagdes
usando os demais solventes foram menores quando comparados com
rendimento obtido quando se utilizou tolueno, mas ndo existem na
literatura relatos da polimerizagdo de w-PDL utilizando solventes como o
cloroférmio, diclorometano, THF e n-hexano até o presente momento,
sendo assim, este é o primeiro trabalho a relatar a sintese de poli(w-PDL)
utilizando diferentes solventes.

As massas molares médias numérica e ponderada, M, e My
respectivamente, obtidas quando a poli(w-PDL) foi produzida utilizando
diferentes solventes a 70 °C em duas horas de reacdo sdo mostradas na
Figura 9, onde pode ser observado que as maiores massas molares foram
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obtidas quando se usou tolueno como solvente (M, = 17.000 g mol* e My,
= 49.300 g molt), cabe ressaltar que essa condi¢do também resultou no
maior rendimento. As massas molares estdo de acordo com resultados de
outros trabalhos encontrados na literatura, onde os autores obtiveram
poli(w-PDL) utilizando Novozym 435 como catalisador e tolueno como
solvente (2:1 solvente para monémero, em massa) (KUMAR et al., 2000;
KORZHIKOQV et al., 2013).

Figura 8: Rendimentos das reagdes de e-ROP da w-PDL a 70 °C apds 2 h de

reacdo em diferentes solventes (relagdo méssica de solvente para monémero =
2:1).
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Quando THF e n-hexano foram utilizados como solventes,
rendimentos menores e massas molares mais baixas foram obtidas em
comparagcao as reacOes nas quais se usou tolueno. Esses resultados podem
ser atribuidos a diferentes interacdes entre o solvente, a enzima e o
mondmero, afetando a velocidade de reacéo.
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Figura 9: Massas molares médias numérica e ponderada (M» e My) de poli(w-
PDL) obtida via e-ROP em solucdo a 70 °C em 2 h de reacdo, utilizando
diferentes solventes (razdo molar de solvente para monémero = 2:1).

50000 - | I M
22 M,

40000

30000

20000

Massa molar (g mol™)

10000 A

0_
Diclorometano Cloroférmio THF Tolueno  n-hexano

Solvente

Um fato que p6de ser observado quando se utilizou THF ou n-
hexano como solventes, foi que com o decorrer da rea¢do, 0 aumento da
massa molar do material obtido levou a formacdo de regides de maior
viscosidade e formacdo de precipitados ou agregados poliméricos e a
agitacdo do meio reacional parou completamente ap6s 30 min de reacéo.
Esse comportamento vem sendo relatado por alguns autores que apontam
gue ap6s uma hora de reacdo a viscosidade do meio reacional é tdo
elevada a ponto de parar completamente a agitacdo, fornecida pelo
agitador magnético (CAl et al., 2010), e este aumento na viscosidade pode
reduzir a interacdo entre os nucleéfilos e as cadeias abertas de w-PDL
com o sitio ativo da lipase, resultando em massas molares mais baixas €
em uma menor conversdo de mondmero para polimero. Quando
diclorometano e cloroférmio foram utilizados como solventes, o polimero
formado permaneceu sollvel até o final da reacdo (2 h) e a agitagdo do
meio reacional permaneceu constante, pois ndo houve a formacdo de
precipitado polimérico.
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Para estudar mais detalhadamente a polimeriza¢do da w-PDL, dois
solventes (diclorometano e cloroférmio) foram selecionados para avaliar
a influéncia da quantidade de agua no meio reacional sobre a massa molar
e o rendimento das polimerizagdes. Estes solventes foram escolhidos
devido ao menor ponto de ebulicdo em compara¢do com o tolueno,
facilitando sua remocdo do polimero formado. Além do tolueno,
diclorometano e cloroférmio foram os solventes que resultaram em
poli(w-PDL) com maiores valores de massa molar (Mn e Mw) em 2 h de
reacdo. Uma vez que outros autores relataram problemas tais como
dificuldade de agitacdo, gradientes de temperatura e de transferéncia de
massa, devido & elevada viscosidade do meio reacional conforme a massa
molar da poli(w-PDL) aumenta com o decorrer da reacdo (CAl et al.,
2010; MEULEN et al., 2011; BOUYAHY!I et al., 2012), cloroférmio foi
escolhido como solvente pois € o Unico capaz de solubilizar
completamente o polimero formado, conforme relatado em outros
trabalhos na literatura (MAZZOCCHETTI; SCANDOLA; JIANG, 2009;
DE GEUS et al., 2010; WILSON et al., 2015c). Por sua vez,
diclorometano foi escolhido como solvente devido a sua elevada pressao
de vapor (350 mmHg a 20 °C) e baixa temperatura de ebuli¢do (39,6 °C),
0 que o torna um excelente solvente para a producdo de materiais
biodegradaveis, tais como scaffolds poliméricos (KEUN KWON;
KIDOAKI; MATSUDA, 2005; XIE etal., 2009; ELOMAA et al., 2011),
uma vez que o diclorometano pode ser facilmente separado do material
obtido por um leve aumento na temperatura ou mesmo em temperatura
ambiente sob vacuo.

3.2.2 Influéncia do teor de 4gua no rendimento e massa molar da
poli(w-PDL)

Conforme ja relatado na literatura (DE GEUS, 2007) em reacdes
de esterificacdo e transesterificacdo, o sitio ativo de uma lipase é
geralmente formado por uma triade catalitica de aminoacidos que consiste
em serina, histidina e aspartato, estabilizados eletronicamente. As
moléculas com funcdo éster sofrem um ataque nucleofilico do grupo
alcool primério da serina no sitio ativo das lipases. Na e-ROP, ésteres
ciclicos (lactonas) sdo usados como substrato e o anel ciclico é aberto pela
enzima. Diversos autores (BISHT et al., 1997; LEE et al., 1998;
MATSUMOTO; ODACHI; KONDO, 1999; DE GEUS et al., 2010)
mencionam que a dagua, que esta intrinsecamente ligada ao meio
reacional, atua como um nucledéfilo (iniciador) eficiente na polimerizagéo
enzimatica. Assim, diferentes quantidades de 4gua na enzima e no meio
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reacional como um todo, tendem a influenciar a cinética de
polimerizacdo. Baseado nisso, e com o intuito de controlar a taxa de
iniciacdo da polimerizacdo, uma etapa prévia de secagem da enzima e do
mondmero foi realizada. Desta forma, o teor de agua (% em massa) no
mondmero e na enzima antes e ap6s o procedimento de secagem, foi
obtido por analises em Karl Fischer realizadas pela Central de Analises
do Departamento de Quimica da UFSC. Os teores de agua, € as condicles
operacionais das secagens como: temperatura, pressao e tempo sdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Condigdes de secagem para o mondémero w-PDL e para a enzima
Novozym 435 (CALB) e resultados em termos de contetdo final de agua.

Amostra Tempo (h) Temperatura Presséo Conteldo final de 4gua

(°C) (bar) (% em massa)
CAL-B 16 70 0,4 1,24
CAL-B 20 70 0,4 0,99
CAL-B 24 70 0,4 0,77
®-PDL 48 100 01 0,56

Conteudo de &gua na enzima CAL-B sem secar = 1,74 % em massa.
Contetido de agua no mondémero ®-PDL sem secar = 2,10 % em massa.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da quantidade de agua no
meio reacional na e-ROP em solugio de w-PDL utilizando diclorometano
e cloroférmio como solventes, as reaces foram conduzidas no reator de
volume variavel a 70 °C utilizando o mon6mero previamente seco e
enzima com diferentes contetidos de agua.

Como pode ser observado na Figura 10, utilizando diclorometano
como solvente em uma razdo massica de 2:1 (solvente para monémero),
a 70 °C em 2 h de reagdo, quando a quantidade de 4gua da enzima foi
reduzida de 1,74 % para 1,24 % (em massa), 0 rendimento de
polimerizacdo diminuiu de 85 % para 79 %. Novamente, quando a
guantidade de agua foi reduzida para 0,99 % e 0,77 %, o rendimento
diminuiu para 70 % e 56 %, respectivamente. Um comportamento
semelhante pode ser observado quando cloroférmio foi utilizado como
solvente, apesar de uma maior reducdo no rendimento quando o teor de
agua foi reduzido de 0,99 % para 0,77 %, (72 % e 36 % de rendimento,
respectivamente) Os resultados obtidos para o rendimento da e-ROP em
solucdo estdo de acordo com resultados descritos por outros grupos de
pesquisa, em que a o-PDL foi polimerizada em solugdo, utilizando
tolueno como solvente a 70 °C, para o0s quais a reducdo do teor de agua
na enzima imobilizada de Pseudomonas sp.de 5,6 para 0,2 %, em trés
horas de reagdo, resultou numa diminuigdo no rendimento de 67 % para
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10 %. Da mesma forma, quando utilizada a enzima ndo imobilizada de
Pseudomonas sp. nas polimeriza¢cdes com tempo reacional de 1 hora, a
diminuicéo do teor de agua de 0,5 % para 0,2 % diminuiu a conversao de

mondmero de 95 % para 35 % (BISHT et al., 1997; KORZHIKOV et al.,
2013).

Figura 10: Rendimento das reagdes em funcédo da quantidade de agua na enzima
(% em massa) para a e-ROP de o-PDL em solugdo, utilizando diclorometano ou
cloroférmio como solventes a 70 °C.
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Figura 11: Massa molar média numérica e ponderada (M, e M) de poli(w-PDL)
em funcdo da quantidade méssica de agua na enzima Novozym 435 durante a
polimerizagdo em solugdo utilizando diclorometano (a) ou cloroférmio (b) como

solventes, a 70 °C.
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O decréscimo na quantidade de cadeias de propagacdo durante a
polimerizacdo pode levar a um aumento na massa molar do produto
formado. Desta forma, os resultados em termos de massa molar média
numérica e ponderada, M, e My, respectivamente, sdo mostrados na
Figura 11, onde pode ser observado que, tanto quando diclorometano (a)
ou quando cloroférmio (b) foram usados como solvente, reduzindo o
conteido de &gua na enzima obteve-se poli(w-PDL) de maior massa
molar, porém esse aumento na massa molar ndo foi tdo pronunciado em
comparacdo com resultados obtidos por outros autores (BISHT et al.,
1997). Quando diclorometano foi utilizado como solvente (razdo massica
de 2:1 de solvente para mondmero), a diminui¢do da quantidade de agua
da enzima de 1,74 % em massa para 1,24 %, levou a um aumento na
massa molar de 9800 g mol* para 17.500 g mol* (M,). DiminuicGes no
contetido de agua da enzima para 0,99 % e 0,77 % levaram somente a
leves aumentos na massa molar dos materiais obtidos.

Da mesma forma, quando cloroférmio foi utilizado como solvente,
uma diminuicdo no contetido de dgua da enzima de 1,74 % em massa para
1,24 % resultou em um aumento em M, de 15.900 g mol para 23.200 g
mol-. Quando a quantidade de dgua na enzima foi novamente reduzida
para 0,99 % uma diminui¢do na massa molar do polimero obtido foi
encontrada e quando a reagdo foi conduzida utilizando a enzima com
conteildo de agua de 0,77 % uma massa molar de 24.200 g mol* foi
encontrada. Bisht e colaboradores (1997) encontraram um
comportamento similar quando realizaram a e-ROP de o-PDL utilizando
tolueno como solvente e enzima de Pseudomonas sp. ndo imobilizada
como catalisador. Os autores puderam observar que reduzindo o contetido
de 4gua da enzima de 0,99 % para 0,50 %, houve um aumento na massa
molar do polimero produzido de 6200 g mol? para 9300 g mol?. Os
mesmos autores utilizaram também a enzima de Pseudomonas sp.
imobilizada e quando o teor de agua foi reduzido de 5,6 % para 0,3 %
houve um aumento na massa molar numérica média de 9100 g mol* para
15.300 g molL.

Com base nos resultados obtidos nesta etapa do trabalho,
utilizando diclorometano e cloroférmio como solventes na e-ROP de o-
PDL, em duas horas de reacdo e também em resultados obtidos na
literatura para as mesmas condicdes de reacdo, mas utilizando tolueno
como solvente, um estudo cinético foi realizado, com o intuito de
correlacionar o rendimento da reagdo e a massa molar da poli(w-PDL)
com o tempo de reacdo, levando em consideracdo que maiores tempos
reacionais geralmente favorecem a formacéo de polimeros com massa
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molar mais elevada, mas podem também favorecer reacdes secundarias,
como a hidrolise das cadeias, gerando materiais de baixa massa molar.

3.2.3 Influéncia do tempo reacional no rendimento e na massa
molar da poli(e-PDL)

Para o estudo da influéncia do tempo reacional no rendimento e
massa molar, poli(w-PDL) foi sintetizada a 70 °C, com uma razdo méssica
de solvente para monémero de 2:1, utilizando como solvente
diclorometano e cloroférmio, enzima e mondmero previamente secos
(0,77% e 0,56% em massa de agua, respectivamente). Os resultados em
termos de rendimento sdo mostrados na Figura 12.

Figura 12: Efeito do tempo reacional no rendimento (% em massa) para a e-ROP
de o-PDL em solugdo, utilizando diclorometano ou cloroférmio como solventes
a70 °C.
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A Figura 12 mostra uma rapida cinética reacional, com rendimento
em torno de 60 % em uma hora de rea¢do quando diclorometano foi usado
como solvente. O rendimento aumentou para 73 e 75 % em 2 e 3 horas de
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reacdo, respectivamente. Com um novo aumento no tempo reacional para
6 horas de reacdo um rendimento de 88 % foi observado e em 12 horas de
reacdo o rendimento se manteve estavel. Estes resultados mostram que,
sob estas condigdes de reacdo, utilizando diclorometano como solvente,
0 maior rendimento foi obtido em 6 horas de reacdo (cerca de 90%).
Observou-se um comportamento semelhante quando cloroférmio foi
usado como solvente. Rendimentos de 56 % em 1 hora de reacdo a 76 e
79 % em 2 e 3 horas de reagdo com um maximo de 87 % em 6 horas.
Novamente, um aumento adicional no tempo reacional para 12 horas ndo
levou a um aumento no rendimento.

Os resultados em termos de massa molar sdo mostrados na Figura
13, onde pode ser observado que quando diclorometano foi utilizado
como solvente (Figura 13-a), os valores de M, e My respectivamente
foram de 10.200 g mol e 28.000 g mol-.
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Figura 13: Massa molar média numérica e ponderada (M, e M) da poli(w-PDL)
em funcdo do tempo reacional para a e-ROP em solugdo, utilizando
diclorometano (a) ou cloroférmio (b) como solventes a 70 °C.
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Aumentando o tempo reacional para 2 horas de reacdo, M, e My
aumentaram para 15.950 e 42.350 g mol. Estes valores estdo de acordo
com os obtidos por outros autores, que realizaram a e-ROP nas mesmas
condi¢des, porém utilizando tolueno como solvente (BISHT et al., 1997;
KUMAR et al., 2000). Um aumento adicional no tempo de reacéo para 3,
6 e 12 horas ndo levou a um aumento pronunciado na massa molar. Isto
pode ser explicado pelo fato de que em tempos mais elevados do que 2
horas, o polimero produzido formou agregados que, juntamente com a
enzima precipitaram em torno do agitador magnético, parando a agitacéo.
Alguns autores relatam que, em sistemas de polimerizacdo de ®w-PDL, a
alta viscosidade do meio reacional aliada a agitacdo ineficiente pode
aumentar a concentracdo de agua na superficie da enzima, conduzindo a
reacOes enzimaticas secundarias, como a hidrélise, por exemplo. Reagdes
de hidrdlise em poliésteres podem degradar a cadeia do polimero, gerando
materiais de baixa massa molar e aumentando a dispersidade das amostras
(DE GEUS et al., 2010).

Conforme ja mencionado, o reator de volume variavel possui duas
janelas de safira, as quais possibilitam a visualizacdo do meio reacional
durante a reacdo, mesmo quando altas pressGes sdo empregadas. A
formacdo de um precipitado polimérico na parte inferior do reator pode
ser verificada na Figura 14.

Figura 14: Vista interior do reator de volume variavel no inicio da polimerizagio
(@) e apds 3 h de reacdo (b) para a e-ROP de ®-PDL a 70 °C utilizando
diclorometano como solvente.

Na Figura 14-a, pode-se observar que no inicio da reacdo a 70 °C,
utilizando diclorometano como solvente e 10 % de Novozym 435
previamente seca (0,77 % em massa de dgua), a agitacdo é eficiente e a
enzima imobilizada esta completamente dispersa no meio reacional. A
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Figura 14-b mostra a mesma reacao apds 3 horas, onde pode ser observada
a sedimentacdo do polimero e da enzima e a formacéo de agregados na
parte inferior do reator, cessando completamente a agitacdo do sistema,
fato que dificulta a transferéncia de massa e a solubilizacdo do sistema
reacional (polimero, monémero, solvente e H0).

Quando cloroférmio foi utilizado como solvente (Figura 13-b), as
massas molares obtidas apresentaram valores mais elevados, mas
mantiveram um comportamento semelhante ao observado quando
diclorometano foi usado como solvente. Em 1 hora de reacdo, os valores
de M, e M, obtidos foram de 16.700 e 42.900 g mol~, respectivamente.
Ap6s 2 horas de reacdo, aumentaram para 17.800 e 51.900 g mol. Mais
uma vez, tempos de reacdo mais longos ndo conduziram grandes
diferencas de massa molar.

Nas polimerizages realizadas usando cloroférmio como solvente,
a agitacdo fornecida pelo agitador magnético se tornou mais lenta apos 2
horas de reacdo, devido ao possivel aumento da viscosidade do meio
reacional, mas, ao contrario do que foi observado quando diclorometano
foi usado como solvente nas mesmas condigdes, a agitacdo ndo parou
completamente. A Figura 15 mostra o inicio da reacdo, utilizando
cloroférmio como solvente (15-a) e depois de 3 horas de reacéo (15-b).
Este comportamento ja era esperado uma vez que o cloroférmio foi o
unico solvente capaz de solubilizar poli(w-PDL) apds as etapas de
purificacdo e secagem da mesma.

Figura 15: Vista interior do reator de volume variavel no inicio da polimerizagdo
(@) e apds 3 h de reacdo (b) para a e-ROP de ®-PDL a 70 °C utilizando
cloroférmio como solvente.
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3.2.4 Propriedades térmicas da poli(e-PDL)

Para a realizacdo das analises térmicas da poli(o-PDL), as
amostras com diferentes massas molares, foram produzidas utilizando
diclorometano e cloroférmio como solventes (sempre em uma razao
maéssica de 2:1 (solvente para mondémero)), 70 °C e 10 % de enzima
Novozym 435 previamente seca (0,77 % em massa de dgua) em relagéo
ao mondmero. As amostras 1 e 3 foram produzidas em 1 hora de reacdo
e as amostras 2 e 4 em duas horas. A Tabela 2 resume os resultados em
termos de massa molar (M, e My), entalpia de fusdo (AHm), temperatura
de fusdo (Tm) e cristalinidade (Xc). Pode ser observado que para as
amostras sintetizadas utilizando diclorometano como solvente, com o
aumento da massa molar de 28.000 para 42.350 g mol* (My), a entalpia
de fusdo aumentou de 123,8 para 131,7 J g*. A temperatura de fusdo das
duas amostras ndo sofreu grandes variacbes com o aumento da massa
molar e a cristalinidade calculada apresentou um leve aumento de 53,1
para 56,5 %. Um comportamento similar foi encontrado para as amostras
produzidas utilizando cloroférmio como solvente, com todas as outras
condig¢des mantidas iguais. Quando a massa molar das amostras aumentou
de 42.900 para 51.900 g mol* (M) a entalpia de fusdo aumentou de 117,8
para 126,7 J g'. Novamente, a temperatura de fusdo ndo variou
substancialmente e a cristalinidade do polimero aumentou de 50,5 para
54,4 %. Comparando as amostras 2 e 3, que apresentam valores de massa
molar semelhantes, mas foram sintetizadas utilizando diclorometano ou
cloroférmio como solventes, pode-se observar que a utilizacdo deste
Gltimo solvente resultou em um polimero ligeiramente menos cristalino.

Tabela 2: Propriedades térmicas da poli(w-PDL) produzida via e-ROP em
solucéo, utilizando diclorometano ou cloroférmio como solventes a 70 °C com
diferentes valores de massa molar, obtidas da segunda curva de aquecimento via
DSC.

Amostra Solvente M, (g mol?) Muw (g mol™) AHn(J g%  Tm(°C)  Xc(%)?
1 Diclorometano 10200 28000 123,8 94,2 53,1
2 Diclorometano 15950 42350 131,7 94,9 56,5
3 Cloroférmio 16700 42900 117,8 93,4 50,5
4 Cloroférmio 17800 51900 126,7 94,2 54,4

2 Calculado a partir de uma amostra 100 % cristalina da literatura (LEBEDEV;
YEVSTROPQV, 1984).

Os resultados em termos de entalpia de fusdo, temperatura de fuséo
e cristalinidade das amostras estdo em concordancia com resultados
encontrados na literatura, para a poli(w-PDL) produzida em massa ou em
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solucdo utilizando tolueno como solvente, com massas molares na mesma
faixa das obtidas no presente trabalho (FOCARETE et al., 2001; CAI et
al., 2010). Na literatura, os autores relatam também que a poli(w-PDL)
possui uma temperatura de transi¢do vitrea (Ty) em torno de -27 °C, que
ndo pode ser detectada pela analise de DSC, devido ao elevado grau de
cristalinidade do polimero. A curva de resfriamento conduzida no
equipamento ndo é répida o suficiente para produzir uma fracdo
consideravel do polimero no estado amorfo e ndo pode ser descrita em
uma curva de DSC (FOCARETE et al., 2001).

3.3 CONCLUSOES

Polimeros produzidos a partir de mondmeros renovaveis, tais
como as macrolactonas, vém ganhando cada vez mais espago na industria
e isso tem motivado o desenvolvimento de novos materiais e métodos
para a producdo de polimeros. Nesta etapa do presente trabalho, foi
relatado pela primeira vez a e-ROP de w-PDL utilizando diclorometano,
cloroférmio, THF e n-hexano como solventes. O uso de um reator de
volume varidvel tornou possivel um controle preciso da pressao interna,
temperatura e razao massica de solvente e monémero durante as reacGes
de polimerizagdo, permitindo a utilizagdo de uma pressdo maior do que a
pressdo de vapor dos solventes na temperatura utilizada durante a
polimerizacdo, mantendo os mesmos em sua fase liquida.

As polimerizagBes realizadas utilizando diclorometano e
cloroférmio como solventes apresentaram os melhores resultados em
termos de rendimento e massa molar. Amostras de poli(w-PDL) com
massas molares numéricas médias de 28.000 g mol* até 42.350 g mol*
foram obtidas quando se utilizou enzima com o0 menor teor de &gua (0,77
% em massa), resultando em rendimentos de 80 a 90% em massa, quando
se utilizou diclorometano e cloroférmio como solventes, respectivamente.
O estudo cinético mostrou uma taxa de polimerizagdo enzimética rapida
com elevadas massas molares, obtidas em 2 horas de reacéo.

Cabe ressaltar que os dados referentes a este capitulo foram
publicados no periddico “Journal of Polymer Science Part A: Polymer
Chemistry ”, volume 55, pdginas 1219-1227, 2017.
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CAPITULO IV

4 POLIMERIZACAO ENZIMATICA POR ABERTURA DE ANEL
DE o-PDL UTILIZANDO DIOXIDO DE CARBONO
SUPERCRITICO

Ao longo dos ultimos anos, a polimerizagdo de macrolactonas tem
sido intensamente estudada como um novo método para a sintese de
poliésteres biodegradaveis (BISHT et al., 1997; JIANG et al., 2007;
COULEMBIER; DUBOIS, 2009; CAl et al., 2010; MEULEN et al.,
2011; PANLAWAN et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2017). A e-ROP
de macrolactonas pode ser conduzida utilizando diferentes catalisadores,
tais como catalisadores organicos, organometalicos e enzimaticos. O uso
de enzimas como biocatalisadores nas polimerizacGes é uma técnica
promissora, uma vez que as enzimas sao consideradas biocatalisadores e
a reacdo enzimatica geralmente ocorre sob condi¢des brandas de reacéo
resultando em produtos sem vestigios de catalisadores metalicos toxicos
(KOBAYASHI et al., 2001; VAN DER MEULEN et al.,, 2008;
KOBAYASHI, 2010).

Como pontuado nos capitulos anteriores, a grande maioria dos
trabalhos relacionados na literatura relataram o uso de tolueno solvente
na e-ROP de lactonas e macrolactonas (BISHT et al., 1997; KUMAR et
al.,, 2000; VAN DER MEE et al., 2006; SIMPSON; TAKWA; HULT,
2008; VAN DER MEULEN et al., 2008; MAZZOCCHETTI;
SCANDOLA; JIANG, 2009; CAl et al., 2010; DE GEUS et al., 2010;
KORZHIKOV et al., 2013; WILSON et al., 2015¢; FERNANDEZ et al.,
2015). Isso pode ser explicado pelo fato de que, em geral, a polimerizagdo
enzimatica usando Novozym 435 é realizada em temperaturas que variam
de 60 a 80 °C (MEI; KUMAR; GROSS, 2003), que sdo maiores que 0S
pontos de ebulicdo da maioria dos solventes organicos, enquanto que a
temperatura de ebulicdo do tolueno é acima de 110 °C (sob condi¢Bes
normais de temperatura e pressdo - CNTP).

O didéxido de carbono supercritico (scCO,) vem se mostrando
como um forte substituto para diversos tipos de solventes nas mais
variadas condigdes reacionais. O scCO2é um solvente de baixo custo, ndo
toxico e ndo inflamavel que apresenta propriedades de transporte que
podem acelerar a transferéncia de massa em reagGes enzimaticas
(OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000; COMIM ROSSO et al., 2013), ainda,
alguns trabalhos apontam que o uso de fluidos supercriticos, como o
scCO2, pode melhorar a atividade enzimatica e a estabilidade enzimética
apo6s um pré-tratamento antes da reagdo (KUHN et al., 2011; MANERA
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et al., 2011). Além disso, o scCO, pode ser facilmente separado do
produto final, simplesmente por despressurizacdo do sistema.

Nesta etapa do trabalho, para a e-ROP de o-PDL, juntamente com
0 scCO, como solvente, dois diferentes cossolventes (diclorometano e
cloroférmio) foram estudados, visando melhorar a solubilizagcdo do
sistema, reduzindo as pressGes necessarias e a viscosidade do meio
reacional. Ambos os solventes foram escolhidos com base nas suas
temperaturas de ebuli¢do (39 - 40 °C para diclorometano e 61 - 62 °C para
o cloroférmio) abaixo da temperatura de fusdo (Tm) da poli(w-PDL), em
torno de 95 °C (FOCARETE et al., 2001).

Embora alguns autores ja relatem a solubilidade do monémero w-
PDL emscCO; (MISHIMA et al., 2001), a sintese de poli(w-PDL) usando
um fluido supercritico como solvente ainda nao foi relatada na literatura
aberta. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo investigar e-ROP
de w-PDL utilizando scCO2 como solvente e diclorometano e cloroférmio
como cossolventes, avaliando sua influéncia nas propriedades finais do
poliéster obtido.

4.1 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo descritos 0s reagentes e procedimentos
experimentais utilizados para a sintese do polimero poli(w-PDL) em um
reator de volume varidvel, utilizando scCO, como solvente e
diclorometano ou cloroférmio como cossolventes. Serdo também
descritas as técnicas empregadas para a caracterizagdo dos materiais
obtidos.

4.1.1 Materiais

O mondmero ®-PDL e a enzima utilizados nesta etapa do trabalho
sdo iguais aos descritos no item 3.1.1 do capitulo anterior. Antes de cada
experimento, secou-se a quantidade de mondmero necessaria para efetuar
a reacdo. Apos a secagem, o mondmero foi armazenado em um frasco
selado. Dioxido de carbono, utilizado como solvente (99,9%) foi
adquirido da White Martins S/A, Brasil, e 0s cossolventes cloroférmio
(99,8%, Panreac) e diclorometano (DCM, 99,8%, Vetec Quimica) foram
utilizados tais como recebidos. Etanol (99,5%, TecLab) foi utilizado sem
purificacdo adicional.
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4.1.2 Aparato experimental

Para a e-ROP da o-PDL utilizando scCO, como solvente, um
reator de alta presséo e de volume variavel, ja descrito anteriormente e
também em outros trabalhos na literatura (para a polimerizacao de e-
caprolactona (COMIM ROSSO et al., 2013) e para a aquisi¢do de dados
de equilibrio de fases (ROSSO et al., 2009; BENDER et al., 2010;
COMIM et al., 2010; ROSSO COMIM et al., 2010; PINTO et al., 2012;
REBELATTO et al., 2015)), foi utilizado, com o objetivo de verificar a
influéncia do uso de scCO, em diferentes relagbes de solvente,
cossolvente e mondmero, avaliando independentemente o efeito da razéo
massica entre mondmero e cossolvente, monémero, cossolvente e scCO,
conteido de agua na enzima e tempo de reacdo, avaliando a influéncia
dessas variaveis nas caracteristicas do produto final, como o rendimento
da polimerizacdo (% em massa), a massa molar (M, e My) e as
propriedades térmicas da poli(w-PDL) produzida.

4.1.3 Procedimento experimental para a e-ROP utilizando scCO;
como solvente

A enzima Novozym 435, o mondmero w-PDL (previamente seco)
e 0 cossolvente (quando usado) foram pesados em uma balanga de
precisdo (Shimadzu, Modelo AY220, 0,0001 g) e colocados no interior
do reator que foi imediatamente fechado. Em seguida, o reator foi
carregado com CO; utilizando uma bomba de seringa até que a
composicdo desejada (massa de scCO2 em relagdo a massa de mondémero)
fosse alcangada. Uma vez que a temperatura desejada foi atingida (fixada
em 70 °C, com base em trabalhos anteriores (BISHT et al., 1997; CAl et
al., 2010; DE GEUS et al., 2010; LIU et al., 2011)), a pressdo do sistema
foi aumentada, com a injecéo de CO; no fundo do reator, movimentando
0 pistdo até a formagdo de uma Unica fase entre 0 mondmero, scCO; e
cossolvente (quando usado) (200 bar), em seguida (ap6s
aproximadamente 10 min), comegou-se a contar o tempo reacional. Apos
o final da polimerizacdo, o reator de volume varidvel foi lentamente
despressurizado e o material produzido foi recolhido, solubilizado em
cloroférmio quente (aproximadamente 40 °C) e a enzima foi separada por
filtracdo com o uso de um funil sinterizado de porosidade média. Apds
filtracdo, a enzima foi novamente lavada com cloroférmio quente. Em
seguida, o material filtrado foi precipitado em etanol frio (proporcéo
volumétrica de etanol para solugdo polimérica = 10:1). O precipitado
obtido foi seco em estufa de conveccdo a 60 °C até massa constante. O
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rendimento da polimerizacdo (% em massa) foi calculado levando em
consideracdo a massa final de polimero seco obtido em relagdo a massa
inicial de monémero utilizado para a e-ROP.

4.1.4 Determinacao das massas molares

As massas molares dos materiais obtidos foram determinadas
segundo metodologia ja descrita no item 3.1.3 do capitulo anterior.

4.1.5 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlises de calorimetria diferencial de varredura foram
conduzidas de acordo com a metodologia descrita no item 3.1.4 do
capitulo anterior.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 e-ROP de o»-PDL utilizando scCO, como solvente

As polimeriza¢des enzimaticas de -PDL usando didxido de
carbono supercritico como solvente foram realizadas em um reator de
volume variavel a 200 bar e 70 °C, utilizando a enzima Novozym 435,
sem secagem prévia, como catalisador (10% em massa em relacdo ao
mondmero) e diferentes razdes massicas entre m-pentadecalactona e
scCO». As razdes méssicas, 0 rendimento da reagdo, as massas molares
médias numérica e ponderal (M, € My), bem como a dispersidade das
amostras obtidas (D) sdo mostradas na Tabela 3, onde pode ser visto que
o0s rendimentos das reagdes se mantiveram na faixa de 59 a 64 % em
massa.

Na Tabela 3, também pode ser observado que o aumento da
concentracdo de monémero em relagdo ao solvente de 1:2 para 2:1 (em
massa), gerou um aumento na massa molar do material obtido (My) de
20.700 g mol™ (experimento 1) para 33.000 g mol (experimento 3), da
mesma forma, a dispersidade da amostra produzido aumentou de 2,5 para
3,8. O mesmo comportamento ja foi relatado na literatura para o e-ROP
de e-caprolactona usando scCO; (LOEKER et al., 2004; SANTOS et al.,
2012), e um comportamento similar também foi observado quando a o-
PDL foi polimerizada utilizando tolueno como solvente (KUMAR et al.,
2000). Tais resultados indicam que a concentracdo de monémero no meio
reacional influencia a massa molar da poli(w-PDL) produzida.
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Tabela 3: Resultados para a e-ROP de o-PDL usando scCO, como solvente, a 70
°C catalisada pela enzima Novozym 435 (10 % em massa em relacdo ao

mondémero) em 2 h de reagéo.
Razdo massica  Rendimento da

Exp. entre mondmero reagdo (% em M (g mol?) Muw (g mol?) (dispersidad:;
e scCO2 massa)

1 1:2 64 8300 20.700 2,5

2 11 59 8400 23.300 2,8

3 2:1 61 8600 33.000 38

Cabe também ressaltar que, quando a e-ROP ocorre usando scCO;
como solvente a 200 bar e 70 °C, para todas as razGes massicas de
solvente para mondmero, a viscosidade do meio reacional aumenta
visivelmente apds 30 min de reagdo e, juntamente com a formacao de
precipitados poliméricos, leva a uma paralisacdo completa na agitacdo do
meio reacional, fornecida pelo agitador magnético. Dando seguimento a
esta etapa do trabalho, com o intuito de reduzir a viscosidade do sistema
e a formacdo de precipitados poliméricos durante a reacdo e buscando
aumentar o rendimento da reagdo ¢ a massa molar da poli(w-PDL)
produzida por e-ROP, o uso de diclorometano e cloroférmio como
cossolventes foi avaliado, buscando aumentar as interacGes
intermoleculares entre monémero e enzima e favorecendo a transferéncia
de massa no meio reacional.

4.2.2 Avaliacdo do uso de diclorometano e cloroférmio como
cossolventes na e-ROP de -PDL utilizando scCO, como solvente

Baseado nos resultados de massa molar e rendimentos obtidos
utilizando somente scCO, como solvente para 0 meio reacional e em
dados da literatura que relatam que poliésteres, principalmente com
elevada massa molar, apresentam uma solubilidade muito baixa em
scCO; (CANELAS; DESIMONE, 1997; COOPER, 2000; LOEKER et
al., 2004), esta etapa desse estudo faz uso de dois diferentes cossolventes,
diclorometano e cloroférmio, com o intuito de promover a
homogeneizacdo do meio reacional, evitando a formacdo de precipitados
e aglomerados poliméricos, favorecendo a transferéncia de massa durante
a e-ROP.

Para avaliar a influéncia do uso de diclorometano e cloroférmio
como cossolventes na e-ROP, os experimentos foram realizados
utilizando diferentes raz6es massicas entre 0 mondmero e o cossolvente
e em diferentes razdes massicas de mondmero e cossolvente em relacdo
ao scCO,. As condicGes experimentais para a polimeriza¢éo enzimatica e
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0s resultados em termos de rendimento da polimeriza¢do sdo mostrados
na Tabela 4. A partir dos resultados, pode-se observar que 0s
experimentos 4 a 12, realizados utilizando diclorometano como
cossolvente, apresentaram rendimentos variando de 67 a 82 % em massa.
Os rendimentos obtidos foram superiores aos encontrados quando
somente scCO, foi usado como solvente (58 a 64 % em massa). Esse
aumento no rendimento das rea¢des, mesmo quando a concentragao mais
baixa de diclorometano foi utilizada (2:1 de mon6mero para cossolvente,
experimentos 10, 11 e 12) pode ser atribuido ao fato de que o uso de
diclorometano como cossolvente auxiliou na reducdo da viscosidade do
sistema, impedindo a formacéo de precipitados poliméricos durante todo
tempo reacional (2 h). Observou-se 0 mesmo comportamento quando
cloroférmio foi utilizado como cossolvente (experimentos 13 a 21), onde
um ligeiro aumento no rendimento de polimerizagdo, de 71 a 87 % em
massa foi verificado, novamente atribuido & reducéo da viscosidade e a
ndo formacdo de precipitados poliméricos e agregados de polimero e
enzima no interior do reator quando cloroférmio foi utilizado como
cossolvente.

As massas molares das amostras de poli(w-PDL) obtidas via e-
ROP, utilizando diclorometano e cloroférmio como cossolventes sdo
mostradas na Figura 16. Para as determinagdes de massa molar, utilizou-
se 0 mesmo conjunto de experimentos descritos na Tabela 4. Quando
diclorometano foi utilizado como cossolvente (experimentos 4 a 12),
valores de massa molar molecular de 24.300 até 52.400 g mol* (M)
foram obtidos. Nos experimentos 13 a 21, onde cloroférmio foi utilizado
como cossolvente, as massas molares obtidas (Mw), permaneceram na
faixa de 25.600 a 48.000 g mol%. Novamente, um maior valor de M,, foi
obtido quando razdo massica 2:1 de mondmero para cossolvente foi
usada, confirmando a influéncia da concentracdo de mondmero e de
enzima na massa molar da poli(w-PDL) obtida.



Tabela 4: Condic8es experimentais e rendimento das rea¢des de e-ROP de w-
PDL, utilizando scCO, como solvente e diclorometano ou cloroférmio como
cossolventes a 70 °C, com 10% em massa em relagcdo ao mondmero de
Novozym 435 em 2 horas de reagéo.

Razéo Razdo méssica de Rendimento

Exp. méssica de monémero  (monémero + diclorometano) da reacdo (% em
para diclorometano para scCO2 massa)

4 1:2 1:2 7
5 1:2 11 80
6 1:2 2:1 78
7 11 1:2 76
8 11 11 68
9 11 2:1 76
10 2:1 1:2 82
11 2:1 11 82
12 2:1 2:1 67
Razédo Razdo méssica de Rendimento

Exp. massica de monémero (mondémero + cloroférmio) da reacdo (% em
para cloroférmio para scCO2 massa)

13 1:2 1:2 71
14 1:2 11 80
15 1:2 2:1 83
16 11 1:2 86
17 11 11 87
18 11 2:1 84
19 2:1 1:2 73
20 2:1 11 81

21 2:1 2:1 72
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Figura 16: M, e M, obtidas na e-ROP de »-PDL utilizando scCO como solvente
e diclorometano ou cloroféormio como cossolventes, em diferentes razdes
massicas de mondmero para cossolvente e mondmero + cossolvente para scCO5,
70 °C, em 2 h e com 10% de CALB.
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4.2.3 Influéncia do contetido de agua na e-ROP de »-PDL utilizando
scCO, como solvente e diclorometano ou cloroférmio como
cossolventes

De acordo com Thurecht e colaboradores (2006), na e-ROP de
lactonas e macrolactonas, a presenca de uma elevada quantidade de agua
no meio reacional conduz a formacéo de cadeias de baixa massa molar.
Por outro lado, um teor muito baixo de agua no meio reacional pode
promover a deshaturacdo da enzima (OLIVEIRA et al., 2006; COMIM
ROSSO et al., 2013). Portanto, para o estudo da influéncia da quantidade
de 4agua no meio reacional, as razfes massicas de monbémero para
cossolvente e de mondmero e cossolvente para scCO; foram fixadas em
2:1 em massa. As reacdes foram conduzidas a 70 °C, durante 2 h a 200
bar utilizando Novozym 435 (10 % em massa em relagdo ao mondmero)
com diferentes quantidades de agua, obtidas ap6s a secagem e titulacdo
por Karl Fischer. As condicGes experimentais para a secagem da enzima,
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para a e-ROP, bem como os resultados em termos de rendimento das
reacOes sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Tempo de secagem da Novozym 435 (70 °C e 0,4 bar) e rendimento da
e-ROP de w-PDL usando scCO, como solvente e diclorometano ou cloroférmio
como cossolventes a 70 °C, catalisadas pela Novozym 435 com diferentes
quantidades de 4gua em 2 h de reacéo.

Conteldo final de Rendimento da
Tempo de secagem da . . %
Exp. _ agua na enzima (% Cossolvente reacdo (% em
enzima (h)

em massa) massa)

22 Enzima sem secar 1,74 Diclorometano 67
23 20 0,99 Diclorometano 65
24 24 0,77 Diclorometano 59
25 Enzima sem secar 1,74 Cloroférmio 72
26 20 0,99 Cloroférmio 66
27 24 0,77 Cloroférmio 63

Razdo massica de monbmero para cossolvente de 2:1 e de monémero +
cossolvente para scCO; de 2: 1.
10 % em massa de enzima em relagdo ao monémero

Como pode ser observado na Tabela 5, para a e-ROP realizada
utilizando diclorometano como cossolvente, no experimento 22,
conduzido sem secagem prévia da enzima (teor de agua de 1,74 % em
massa), um rendimento de polimerizagdo de 67 % em massa foi obtido,
enquanto que nos experimentos 23 e 24, realizados utilizando enzima com
contelido de agua de 0,99 e 0,77 % em massa, 0s rendimentos encontrados
foram de 65 e 59 %, respectivamente. Esta ligeira reducdo no rendimento
da polimerizacdo obtida quando se reduziu o contelido de agua da enzima
(1,74 para 0,99 e 0,77 % em massa) foi ja demonstrada na literatura
(BISHT et al., 1997; KORZHIKOV et al., 2013), uma vez que a agua
funciona como iniciador na e-ROP, diminuindo o teor de agua, havera
uma consequente diminuicdo no ndmero de cadeias iniciadas e
propagadas, diminuindo o rendimento da reagdo. Resultados de
rendimento similares foram encontrados para as rea¢fes conduzidas
utilizando cloroférmio como cossolvente (reacfes 25, 26 e 27, Tabela 5).

As massas molares obtidas nas reagdes conduzidas utilizando
enzimas com diferentes teores de agua sdo mostradas na Figura 17. Nas
amostras sintetizadas usando diclorometano como cossolvente
(experimentos 22, 23 e 24) a 70 °C e 2 h de reacdo, observou-se uma
influéncia direta do teor de 4gua na massa molar dos polimeros obtidos.
Ao reduzir o contetdo de agua da enzima de 1,74 para 0,77 % em massa,
a massa molar (My) aumentou de 52.400 para 66.600 g mol. As reacoes
conduzidas utilizando-se cloroférmio como cossolvente (experimentos
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25, 26 e 27) exibiram o mesmo comportamento. A massa molar média
ponderada aumentou de 48.000 para 62.700 g mol?, reduzindo a
guantidade de 4gua na enzima de 1,74 para 0,77 % em massa. Resultados
semelhantes foram relatados na literatura para e-ROP de w-PDL usando
a enzima ndo imobilizada NI-PS-30 de Pseudomonas sp., onde os autores
relataram que a massa molar do polimero obtido aumentou de 9000 para
35.000 g mol* quando a quantidade de 4gua do meio diminuiu de 5,60
para 0,20 % em massa (BISHT et al., 1997). Adicionalmente, Mei e
colaboradores (2003), mostraram que, na e-ROP de lactonas catalisada
por Novozym 435, as massas molares obtidas s&o inversamente
proporcionais ao contetddo de 4gua no meio reacional.

Figura 17: Massas molares médias (M, e M,) obtidas na e-ROP de »-PDL
utilizando scCO, como solvente e diclorometano ou cloroférmio como
cossolventes®, a 70 °C, catalisadas pela enzima Novozym 435® com diferentes
conteidos de 4gua em 2 h de reagdo.
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@ Razdo massica de monbmero para cossolvente de 2:1 e de mondmero +
cossolvente para scCO; de 2:1.
® 10 % em massa de enzima em relagio ao mondmero.

A Figura 18 mostra a distribuicdo de massas molares das amostras
produzidas utilizando diclorometano como cossolvente (experimentos 22,
23 e 24). Como pode ser observado, na rea¢do na qual a enzima néo foi
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seca (experimento 22; 1,74 % em massa de agua na enzima), uma
distribuicio mais larga foi encontrada, além disso a distribui¢do
apresentou uma cauda com cadeias de massa molar mais baixas. Como ja
descrito anteriormente, um contetdo de 4gua mais elevado na enzima leva
a uma etapa de iniciacdo mais rapida, reduzindo a etapa de propagacéo,
fato que conduz a formacéo de espécies de baixa massa molar (TAKWA
et al., 2008) e uma maior quantidade de &gua presente no meio reacional
também pode favorecer a hidrolise, levando & formagéo de uma cauda de
produtos de baixa massa molar. Além disso, nas reacdes de e-ROP,
podem ser produzidos dois tipos de moléculas: estruturas lineares e
ciclicas, (KORZHIKOQV et al., 2013). Quando a cicliza¢do ocorre, esta
conduz & producdo de compostos ciclicos, com massas molares
relativamente baixas.

Figura 18: Distribuicdo das massas molares obtidas na e-ROP de w-PDL
utilizando scCO, como solvente e diclorometano como cossolvente®, a 70 °C,
catalisada pela enzima Novozym 435® com diferentes contetidos de 4gua em 2 h
de reacéo.
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@ Razd3o massica de monbmero para cossolvente de 2:1 e mondmero +
cossolvente para scCO; de 2:1.

® Contetido de 4gua na enzima: 1,74, 0,99 e 0,77 % em massa, (respectivamente,
exp. 22, 23 e 24) e 10 % em massa de enzima em relagcdo ao monémero.
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A Figura 19 mostra a distribuigdo das massas molares das amostras
produzidas utilizando-se cloroférmio como cossolvente (experimentos
25, 26 e 27). Pode-se observar que um comportamento similar aquele
obtido quando diclorometano foi utilizado como solvente foi encontrado.

Figura 19: Distribuicdo das massas molares obtidas na e-ROP de w-PDL
utilizando scCO, como solvente e cloroférmio como cossolvente® a 70 °C,
catalisada pela enzima Novozym 435® com diferentes contetidos de 4gua em 2 h
de reagéo.
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® Contetido de 4gua na enzima: 1,74, 0,99 e 0,77 % em massa, (respectivamente,
exp. 25, 26 e 27) e 10 % em massa de enzima em relagcdo ao monémero.

4.2.4 Influéncia do tempo de reacdo na e-ROP de ®-PDL utilizando
scCO, como solvente e diclorometano ou cloroférmio como
cossolventes.

A sintese de poli(w-PDL) em diferentes tempos de reagdo foi
conduzida usando as melhores condicGes obtidas nas se¢des anteriores do
presente trabalho: razdo méssica de mondmero para cossolvente de 2:1 e
de mondmero e cossolvente em relagdo ao scCOzigual a 2:1, 70 °C, 200
bar e 10 % em massa da enzima Novozym 435 em rela¢do ao mondmero
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(enzima com conteldo de 0,77 % em massa de agua). As condigdes
experimentais e os resultados em termos de rendimento das reagdes séo
apresentados na Tabela 6. Quando diclorometano foi utilizado como
cossolvente, o rendimento de polimerizagdo aumentou de 62 para 82 %
em massa quando o tempo de reacdo foi aumentado de 1 para 3 h. Um
aumento adicional no tempo de reagdo ndo conduziu a um aumento
relevante no rendimento da reacéo, provavelmente devido ao fato de que,
apos 3 h de polimerizacdo, o meio reacional se tornou altamente viscoso
e foi possivel observar a formagdo de precipitados poliméricos, que
acarretaram na total paralisacdo da agitacdo magnética.

Tabela 6: CondicOes experimentais e rendimento das reagdes de e-ROP de »-
PDL utilizando scCO, como solvente e diclorometano ou cloroférmio como
cossolventes®, a 70 °C, catalisadas por 10 % de enzima® em diferentes tempos
de reacéo.

Rendimento da reagéo

Exp. Cossolvente Tempo de reacdo (h) (% em massa)
28 Diclorometano 1 62
29 Diclorometano 2 67
30 Diclorometano 3 82
31 Diclorometano 6 84
32 Diclorometano 12 85
33 Cloroférmio 1 71
34 Cloroférmio 2 72
35 Cloroférmio 3 86
36 Cloroférmio 6 89
37 Cloroférmio 12 89

@ Razdo massica de monbémero para cossolvente de 2:1 e de mondmero +
cossolvente para scCO;de 2:1.

® Novozym 435, contelido de agua de 0,77 % em massa, 10% em massa de
enzima em relagdo ao mondmero.

Um comportamento similar pode ser verificado quando
cloroférmio foi utilizado como cossolvente. Rendimentos mais elevados
foram obtidos em tempos de reacdo de 3 h (86 % em massa) e um aumento
no tempo de polimerizacéo para 6 e 12 h ndo resultou em um aumento
relevante no rendimento das polimerizagfes. Estes resultados estdo de
acordo com valores encontrados na literatura (VAN DER MEULEN et
al., 2008), onde os autores realizaram a e-ROP de diferentes
macrolactonas, incluindo ®-PDL, usando tolueno como solvente e
Novozym 435 como catalisador e obtiveram conversdes mais elevadas
gue 80 % em massa em 3 h de reacdo a 60 °C.

A Figura 20 mostra os resultados de massa molar média numérica
e ponderada das reagdes realizadas utilizando diclorometano como
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cossolvente. Como pode ser visto, quando o tempo de reacdo foi
aumentado de 1 para 2 h, a massa molar (My) aumentou de 42.500 para
66.600 g mol. Também pode ser observado que um aumento no tempo
de reacédo para 3, 6 e 12 h conduziu a formacdo de produtos com menor
massa molar (M), 58.000, 45.900 e 41.600 g mol, respectivamente.
Este comportamento pode ser explicado levando em consideragéo o fato
de que, apés 3 h de reagdo, a viscosidade do sistema aumentou
visivelmente e surgiram precipitados de polimero e enzima em torno do
agitador magnético, cessando a agitagdo, reduzindo a mobilidade do
sistema e a transferéncia de massa, criando micro regides com elevada
concentracao de dgua e resultando em reagdes secundarias que conduzem
a formacdo de compostos ciclicos ou hidrdlise das cadeias existentes,
diminuindo a massa molar dos materiais formados (MEI; KUMAR,;
GROSS, 2003; LOEKER et al., 2004; THURECHT etal., 2006; TAKWA
etal., 2008; COMIM ROSSO et al., 2013).

A mesma tendéncia foi observada quando cloroférmio foi usado
como cossolvente (experimentos 33 a 37, Figura 21). Apo6s 1 h de reagéo,
massa molar de 25.700 g mol? (M) foi obtida. Em 2 horas de
polimerizacdo o valor de My, aumentou para 62.700 g mol*. Um novo
aumento no tempo de reagdo para 3, 6 e 12 h, provocou uma diminuicdo
nas massas molares para 41.400, 45.000 e 48.220 g mol?,
respectivamente.
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Figura 21: Massas molares médias obtidas na e-ROP de o-PDL utilizando scCO,
como solvente e cloroférmio como cossolvente® a 70 °C, catalisadas pela enzima
Novozym 435® em diferentes tempos de reagéo.
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@ Razdo massica de monbmero para cossolvente de 2:1 e de monbémero +
cossolvente para scCO; de 2:1.

® Conteldo de agua na enzima de 0,77 % em massa e 10 % em massa de enzima
em relagdo ao mondmero.

As distribuicGes das massas molares médias ponderadas obtidas
utilizando diclorometano como cossolvente em 1 e 2 h de reacdo
(experimentos 28 e 29) sdo mostradas na Figura 22, onde pode ser
observado que, em 1 h de reacdo, um maior nimero de cadeias com baixa
massa molar é produzido, gerando uma distribuicdo mais ampla e a
formag&o de uma cauda composta por material de baixa massa molar. Um
comportamento semelhante pode ser observado quando cloroférmio foi
usado como cossolvente (experimentos 33 e 34, Figura 23), onde €
possivel verificar uma maior produgdo de cadeias de baixa massa molar
em 1h de reacdo e a formacdo de cadeias com massas molares mais
elevadas em 2 h de reacdo. Além disso, as distribuicdes bimodais
encontradas podem ser atribuidas & formacdo de compostos ciclicos, que
possuem massas molares diferentes dos compostos lineares ou até mesmo
a propria evolucdo da reacdo, formando inicialmente oligdmeros que sdo,



99

com o passar do tempo, propagados, se tornando cadeias de elevada
massa molar.
Figura 22: Distribuicdo das massas molares média ponderadas obtidas nas

reacOes de e-ROP de w-PDL usando scCO; com solvente e diclorometano como
cossolvente® a 70 °C, catalisadas pela enzima Novozym 435® em 1 h (exp. 28)

e 2 h (exp. 29) de reagdo.
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Figura 23: Distribuicdo das massas molares média ponderadas obtidas nas
reagBes de e-ROP de o-PDL usando scCO, com solvente e cloroférmio como
cossolvente® a 70 °C, catalisadas pela enzima Novozym 435® em 1 h (exp. 33)
e 2 h (exp. 34) de reagdo.
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@ Razdo massica de mondmero para cossolvente de 2:1 e de mondmero +
cossolvente para scCO; de 2:1.

® Conteddo de agua na enzima de 0,77 % em massa e 10 % em massa de enzima
em relacdo ao mondmero.

4.2.5 Propriedades térmicas

A analise térmica da poli(w-PDL) foi realizada por DSC. A entalpia
de fusdo (AHm), cristalinidade (%) e temperatura de fusdo (Tm) foram
determinados a partir da segunda curva de aquecimento. A Tabela 7
resume 0s resultados obtidos para as amostras com diferentes massas
molares, dispersidades e diferentes condi¢des de polimerizagdo (tempo, o
uso de cossolvente, razdo massica entre mondmero e cossolvente e entre
monodmero e cossolvente em relacdo ao scCOz, e contelido de agua na
enzima). Conforme ja reportado na literatura, a poli(w-PDL) é um
polimero semi-cristalino com T de cerca de 97 °C, Ty de -27 °C
(determinada por dispersdo de raios X de grande angulo) e com
cristalinidade de 64 % (FOCARETE et al, 2001). Os resultados
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apresentados neste trabalho estdo de acordo com os valores descritos na
literatura para a e-ROP de o-PDL sintetizada via polimerizacdo em massa
ou em solugdo, utilizando tolueno como solvente (FOCARETE et al.,
2001; CAl et al., 2010).

Tabela 7: Propriedades térmicas da poli(ow-PDL) produzida via e-ROP em
solugdo, utilizando scCO, como solvente e diclorometano ou cloroférmio
(quando usados) como cossolventes, a 70 °C, 200 bar e Novozym 435 como
catalisador.

Amostra® Mn Mw b Tm AHm  Cristalinidade

(g molt) (g molt) (dispersidade) (°C)  (ghH (%) ®
3 8.600 33.000 38 94 121 52
28 11.900 42.500 3,6 94 128 55
29 23.000 66.600 29 96 122 52
33 5.200 25.700 4,9 93 114 49
34 14.500 62.700 4,3 95 131 56

@ As amostras utilizadas para a analise de DSC foram descritas nas secdes
anteriores.

® Calculado a partir de uma amostra 100 % cristalina, obtida da literatura
(LEBEDEV; YEVSTROPOV, 1984).

4.3 CONCLUSOES

Diferentemente dos trabalhos disponiveis na literatura, os quais
utilizam tolueno como solvente do meio reacional, no presente trabalho,
poli(w-PDL) foi sintetizada pela primeira vez usando scCO, como
solvente e diclorometano ou o cloroférmio como cossolventes. As reacoes
conduzidas usando scCO, como solvente sem o0 uso de cossolvente
resultaram em rendimentos de até 60 % e em polimeros com massas
molares de 20.700 a 33.000 g mol™. Quando diferentes razdes massicas
entre monémero e cossolvente e entre monémero e cossolvente para
scCO; foram avaliadas, os melhores resultados em termos de rendimento
e massas molares foram obtidos, atingindo rendimentos na faixa de 90 %
e massas molares em torno de 50.000 g mol*. Em relacéo ao efeito da
guantidade de agua na enzima, observou-se uma forte relacdo inversa
entre o teor de 4gua no meio reacional e as massas molares dos polimeros
obtidos. Quando a influéncia do tempo de reacdo da e-ROP de w-PDL foi
estudada, rendimentos mais elevados e maiores massas molares foram
obtidas em 2 h de reacdo. Por fim, as propriedades térmicas do poliéster
obtido foram avaliadas e os resultados apresentados neste trabalho estéo
de acordo com dados da literatura.
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Esta etapa do trabalho mostrou uma rota alternativa e promissora para
a sintese de novos materiais poliméricos via e-ROP com potenciais
aplicacdes para a area biomédica. Os resultados apresentados neste
capitulo foram publicados no periddico “Journal of Supercritical Fluids”,
volume 119, paginas 221-228, 2017. Complementarmente, os dados de
equilibrio de fases obtidos a partir das reacGes de polimerizacdo em
scCO, foram publicados no peridodico “The Journal of Chemical
Thermodynamics” sob o titulo “High-pressure phase equilibrium data for
systems containing carbon dioxide, w-pentadecalactone, chloroform and
water”, volume 122, paginas 125-132, 2018.
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CAPITULO V

5FUCIONALIZAGAO DE «-PDL, CONJUGAGAO COM
POLI(TIOETER-FOSFOESTER) E  PREPARAGAO  DE
SCAFFOLDS

A sintese de poliésteres com diferentes funcionalidades nas suas
terminagdes (telequélicos) visa melhorar ainda mais as propriedades
fisicas e quimicas desses materiais, incluindo a viscosidade, solubilidade,
hidrofilicidade, adesédo e a capacidade de criar estruturas mais complexas
para a sintese de novos materiais.

A catalise enzimatica oferece um novo caminho para a sintese de
poliésteres telequélicos via polimerizacdo enzimatica por abertura de
anel, fazendo uso da seletividade enzimatica, para que diferentes grupos
funcionais possam ser inseridos no material a ser funcionalizado durante
o ciclo de abertura de anel (SIMPSON; TAKWA; HULT, 2008).

A iniciacdo enzimatica regioseletiva ja foi relatada por Cordova e
colaboradores (1998), que utilizaram uma enzima para combinar a
polimerizacdo por abertura de anel de e-caprolactona com a acilagdo
regiosseletiva da hidroxila primaria do grupo metila de B-D-
glicopiranosideo, produzindo metil  6-O-poly(caprolactona)-p-D-
glicopiranosideo. Por sua vez, iniciagbes quimiosseletivas, utilizando
tioalcoois como iniciadores, por exemplo, ja vem sendo relatadas por
Hedfors e colaboradores (2010) e por outros grupos de pesquisa
(SIMPSON; TAKWA,; HULT, 2008; TAKWA et al., 2008). Dessa forma,
grupos funcionais podem ser introduzidos enzimaticamente em uma
cadeia de poliéster usando um iniciador que carregue um grupo funcional
(a-funcionalizagdo) ou com o uso de um agente terminador de cadeia (w-
funcionalizagdo). Além disso, a adi¢do de grupos funcionais a ambas as
extremidades de uma cadeia de poliéster (a, w-difuncionalizacdo) pode
também ser feita enzimaticamente (TAKWA et al., 2006).

Poli(fosfoésteres) sdo materiais que detiveram aplicac@es iniciais
como retardantes de chama. Porém, nos Gltimos anos, grande atencdo vem
sendo dada a esses materiais e seu uso como polimeros altamente
degradéaveis e biocompativeis, pois possuem repetidas ligacGes fosfoéster
ao longo de sua cadeia polimérica principal. Além disso, a versatilidade
guimica do fosfato permite que materiais com estruturas complexas
possam ser sintetizados, pois a pentavaléncia do atomo de fésforo na
cadeia principal do polimero permite conjugar grupos funcionais,
incluindo grupos eletricamente carregados (ZHAO et al., 2003b;
ALEXANDRINO et al., 2014; MALZAHN et al., 2014).
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Ultimamente, os polifosfoésteres tém atraido o interesse de grupos
de pesquisa por serem materiais promissores para sistemas de entrega de
farmacos. Por exemplo, na potencial substituicdo de poli(etilenoglicol)
(PEG) como agente de liberacdo controlada de farmacos e para entrega
de RNA, uma vez que o PEG ndo é degradavel. Além disso, essa classe
de polimeros apresenta caracteristicas fisico-quimicas favoraveis, além
de possuir propriedades interessantes para aplicacdes em termos de
regeneracao 6ssea (BAUER et al., 2017).

Trabalhos recentes afirmam que moléculas sintéticas que contém
fosforo podem ser utilizadas para ligar os ions de célcio e melhorar a
formagdo Ossea, catalisando a deposicdo de hidroxiapatita. Em uma
revisdo publicada em 2014, Mikos e colaboradores abordam a sintese de
polimeros contendo grupos fosfatos e fosfonatos em sua cadeia principal
0u como grupos enxertados. Esses materiais apresentam uso nao somente
para regeneracgao 0ssea, mas também para medicina regenerativa em geral
(WATSON; KASPER; MIKQOS, 2014).

Os procedimentos apresentados nesse trabalho até o presente
momento se mostraram eficientes, levando a obtenc¢ao de poli(w-PDL)
sintetizada via e-ROP sem fazer uso de catalisadores metélicos e toxicos
e fazendo uso de solventes mais ambientalmente favoraveis e mais faceis
de serem removidos do produto final, como diclorometano, cloroférmio
e scCO,. O material produzido apresentou massas molares elevadas, na
faixa de até 66.000 g mol* (My) e propriedades térmicas favoraveis (Tm
em torno de 96 °C e cristalinidade de 49 a 56 %), mostrando que esse €
um material com potencial uso nas areas biomédicas e farmacéuticas,
principalmente para a formagdo de estruturas porosas tridimensionais,
scaffolds.

Sendo assim, nesta etapa do trabalho, 0 mondémero ®-PDL foi
polimerizado enzimaticamente na presenca de um iniciador que contenha
grupamento tiol ligado a uma hidroxila, para a sintese de um oligbmero
de o-PDL com funcionalidade tiol no final de cada cadeia produzida.

Simultaneamente, um mondmero contendo a funcdo fosfoéster e
duas duplas ligacdes terminais foi polimerizado juntamente com um ditiol
na presenca de um iniciador, gerando um poli(tioéter-fosfoéster). Apds a
sintese desses materiais, 0 oligdmero de w-PDL funcionalizada com tiol
reagiu com o poli(tioéter-fosfoéster) na presenca de um fotoiniciador,
produzindo um material conjugado, o copolimero de bloco de poli(w-
PDL-b-tioéter-fosfoéster) que ser4 denominado poli(w-PDL-b-TEPE).
Como ultima etapa deste trabalho, esse material obtido foi utilizado para
a preparacdo de scaffolds poliméricos e os scaffolds obtidos foram
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analisados em termos de viabilidade e proliferagdo celular, degradacéao
enzimatica e hidrolitica.

As sinteses, caracterizacdo e andlises conduzidas no presente
capitulo foram realizadas no laboratério de quimica (Chemistry
laboratory) do instituto Royal College of Surgeons in Ireland, em Dublin,
Irlanda, sob supervisdo do professor Andreas Heise.

5.1 MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Sintese do oligdmero o-PDL funcionalizado com tiol

A sintese do oligbmero de o-PDL monofuncionalizado com tiol se
deu através da abertura de anel do mondmero w-PDL por via enzimatica.
O procedimento seguido neste trabalho foi adaptado de Takwa e
colaboradores (2006). O catalisador, Novozym 435 (0,4 g), foi seco em
um frasco de Schlenk, sob vacuo constante, a 50 °C por 24 h. O
mondmero w-PDL (4,0 g) foi seco em frasco de Schlenk, sob vacuo, a 70
°C por 24 h. O iniciador, uma molécula contendo uma hidroxila em uma
extremidade e um grupo tiol em outra, 6-mercapto-1-hexanol, foi
adicionado a um terceiro frasco de Schlenk e mantido sob vacuo, a 50 °C
por 24 h. Diferentes quantidades de iniciador em relagdo ao mondémero
foram testadas com o objetivo de se obter a maior quantidade de cadeias
iniciadas por 6-mercapto-1-hexanol possivel. Apds a secagem, 0
mondmero e o iniciador foram transferidos com o uso de uma seringa para
o frasco contendo a enzima. Este frasco foi entdo purgado com argbnio, a
temperatura foi fixada em 70 °C e a reacdo ocorreu por 24 ou 48 h. Ap6s
a reagdo, o material obtido foi solubilizado em cloroférmio quente (40
°C), a enzima foi retirada do meio reacional por filtragem utilizando um
funil sinterizado de porosidade média e o filtrado foi precipitado em
metanol gelado (10 partes de metanol para uma de filtrado). Ao final, o
precipitado obtido foi seco sob vacuo até massa constante. Os materiais
obtidos foram caracterizados via espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear de 'H, calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
por cromatografia de exclusdo de tamanhos (SEC - GPC).

Todas as andlises de 'H-RMN foram conduzidas em cloroférmio
deuterado (99,8% - CDCl3) a temperatura ambiente, em um
espectrdometro da marca Bruker de 400 MHz com deslocamentos
quimicos relatados em partes por milh&o (ppm).

A temperatura de fusdo (Tm) e a entalpia de fusdo (AHm) das
amostras foram determinadas em um equipamento de calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) da marca TA Instruments - Q200 DSC.
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Para essas determinagdes as amostras foram inicialmente aquecidas de -
30 °C a 120 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min! sob atmosfera
de nitrogénio, para eliminagdo do historico térmico. Em seguida, foram
resfriadas até -30 °C a uma taxa de resfriamento de 10 °C min-t, mantidas
a esta temperatura durante 1 min e aquecidas novamente até 120 °C a uma
taxa de aquecimento de 10 °C min%, sempre sob atmosfera de nitrogénio.
As entalpias e temperaturas de fusdo foram determinadas a partir da
segunda curva de aquecimento.

As andlises de GPC foram realizadas utilizando um equipamento
Agilent 1200 equipado com software de controle. As medidas foram
realizadas utilizando uma coluna da marca Polymer Laboratories Gel 5
um Mixed-C 300 x 7.5 mm, a 40 °C com detecg¢do por indice de refracdo
- RID. Como eluente, foi utilizado cloroférmio a uma vazéo de 1 mL min
1. Os valores de massas molares obtidas foram calculados com base em
padrdes de poliestireno em uma faixa de 500 — 1.000.000 g mol. A figura
24 apresenta um esquema geral para a sintese da ®-PDL
monofuncionalizada com tiol. tH-RMN (400 MHz, CDCls, & (ppm)): 4.10
- 4.04 (t, CH,0(C=0)), 3.69 - 3.61 (t, CH,OH) 2.57 - 2.50 (q, CH.SH),
2.33-2.28 (t, CH2(C=0)0), 1.69 - 1.54 (m, CH>), 1.50 - 1.25 (m, CH>).

Figura 24: Esquema da e-ROP de ®-PDL (1) com o iniciador 6-mercapto-1-
hexanol (2) para a sintese do oligdmero de ®-PDL monofuncionalizado (3).
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Fonte: Adaptado de Takwa e colaboradores (2006).
5.1.2 Sintese do monémero contendo grupamento fosfoéster
A sintese do mondémero fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato foi

adaptada de um procedimento descrito anteriormente na literatura
(MARSICO et al., 2012). Diclorofosfato de fenila foi esterificado na
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presenca do alcool 10-undecen-1-ol e trietilamina foi utilizada como
catalisador bésico. Dessa forma, um frasco de Schlenk de 250 mL,
equipado com um funil de gotejamento, foi purgado com arg6nio e depois
carregado com diclorofosfato de fenila (7,08 mL, 0,047 mol) e
diclorometano, previamente seco sob peneiras moleculares, (40 mL). A
solucdo foi resfriada a 0 °C com o uso de um banho de gelo. Adicionou-
se entdo a trietilamina, previamente seca com hidreto de célcio e destilada
sob presséo reduzida, (11,8 mL, 1,8 eq.), 10-undecen-1-ol (16,90 mL, 1,8
eq.) e diclorometano seco (20 mL) ao funil de gotejamento (mantendo a
atmosfera de argdnio). Apds a mistura destes componentes, 05 mesmos
foram gotejados sob a solugdo contendo o diclorofosfato de fenila durante
uma hora a 0 °C. Apds a completa adi¢do, a mistura foi deixada sob
agitacdo em temperatura ambiente por 12 h. A mistura obtida foi
concentrada sob pressdo reduzida, dissolvida em éter dietilico e filtrada
em filtro de celulose com diametro de corte de 2 - 3 um. O procedimento
de filtragem foi repetido por mais trés vezes, até a obtencao de um liquido
claro, sem presenca de particulas sélidas. Apds isso, o solvente foi
removido com 0 uso de um rotaevaporador e o produto resultante foi
purificado por cromatografia com alumina neutra utilizando
diclorometano como eluente (aproximadamente 2 L), resultando em um
liquido levemente amarelado. O rendimento em massa apds a coluna de
alumina foi em torno de 70 % e o produto obtido foi caracterizado por
RMN e armazenado sob refrigeracdo para uso nas sinteses futuras. A
Figura 25 mostra um esquema da sintese do monémero. *H-RMN (400
MHz, CDCls, & (ppm)): 7.32 (t, J = 7.7 Hz = 2H), 7.21(d, J = 7.7 Hz, 2H),
7.16(t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.83-5.77 (ddt, J = 16.8Hz, J = 10Hz, J = 3.5 Hz,
2H), 5.00-4.97 (ddt, J = 10Hz, ) =3.5 Hz, J = 1.4 Hz, 2H), 4.93-4.91 (ddt,
J = 10Hz, J = 1.4 Hz, 2H),4.16-4.09 (m, 4H), 2.04-2.01 (m, 2H), 1.69-
1.65 (m, 4H), 1.39-1.32 (m, 8H), 1.26 (m, 18H).
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Figura 25: Esquema da esterificagdo de diclorofosfato de fenila (1) com 10-
undecen-1-ol (2) na presenca de trietilamina (3) para a formacdo do mondmero
fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato (4).
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Fonte: Adaptado de Marsico e colaboradores (2012).
5.1.3 Sintese do poli(tioéter-fosfoéster)

Ap6s a obtencdo do mondmero contendo duas duplas ligacdes
terminais, fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato, 0 mesmo foi polimerizado
com um ditiol, 1,5-pentanoditiol, na presenca de um iniciador. A
polimerizacdo foi conduzida utilizando 0,25 g do monémero contendo
fosfato (0,525 mmol) e 70 pL do ditiol (0,525 mmol). A quantidade de
iniciador utilizada foi de 1 ou 5 % em massa em relacéo a quantidade de
fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato. As reacBes foram conduzidas em
massa ou em solucdo utilizando diclorometano ou cloroférmio como
solventes. Quando 2,2'-azobis(2-metilpropionitrila) (AIBN) foi utilizado
como iniciador, as reagdes foram conduzidas a 80 °C por 8 ou 24 h.
Quando foi utilizado o fotoiniciador 2,2-dimethoxy-2-fenil acetofenona
(DMPA) as reagdes foram conduzidas em massa ou em solugdo, sob
temperatura ambiente, com o uso de um equipamento de emisséo de luz
ultravioleta — “UV light Hammer® 6 com sistema de emissdo UV LC6E
da empresa Fusion UV Systems Inc.® O equipamento utiliza uma
lampada tipo H que opera a 200 W cm quando ajustada em 100% de
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intensidade. As amostras foram colocadas em frascos de vidro
transparente, selados, e os frascos passaram pela zona de emisséao de luz
UV com o uso de uma esteira automatica, ajustada com a velocidade de
3,5 m min. O processo foi repetido por 6 vezes, resultando em um total
de 5 min de exposi¢do a luz UV.

Posteriormente ao processo de polimerizagdo, as amostras foram
dissolvidas em diclorometano e precipitadas em metanol gelado, filtradas
e secas sob vacuo. Apos a completa secagem, foram caracterizadas via
GPC, 'H-RMN e DSC. A Figura 26 apresenta um esquema da sintese do
poli(tioéter-fosfoéster). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 7.38 -
7.30 (t, CeHs0), 7.22 - 7.19 (d, CeHs0), 7.18 - 7.14 (t, CeHs0), 4.19 -
4.09 (m, CH»0), 2.71 - 2.66 (t, CH2(HC=C)), 2.58 - 2.48 (m, CH.S).

Figura 26: Esquema da polimerizacdo dos mondmeros fenil di(undec-10-en-1-il)
fosfato (1) e 1,5-pentanoditiol (2) na presencga de um iniciador para formagéo do
segmento poli(tioéter-fosfoéster) (3).

UVouT Iniciador
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5.1.4 Conjugacao do poli(tioéter-fosfoéster) com w-PDL
funcionalizada com tiol

Apos a sintese do polimero poli(tioéter-fosfoéster), o mesmo foi
conjugado com a w-PDL funcionalizada com tiol, na presen¢a do
fotoiniciador DMPA, para que a ®-PDL com funcionalidade tiol em uma
das extremidades da cadeia agisse como um terminador da polimerizacédo
tiol-eno, se ligando ao segmento poli(tioéter-fosfoéster) formando o
copolimero em bloco poli(w-PDL-b-TEPE). As reacbes foram
conduzidas em solucdo, utilizando cloroférmio como solvente, a
temperatura ambiente, utilizando como fonte emissora de luz UV o
mesmo equipamento descrito no item anterior, sob as mesmas condigdes
de operacgdo. Apos a sintese, o material foi dissolvido em diclorometano
e precipitado em metanol gelado, filtrado e seco sob véacuo até massa
constante. Finalmente, o material foi caracterizado por GPC, 'H-RMN e
por DSC. A Figura 27 mostra o esquema da sintese do copolimero. *H-
RMN (400 MHz, CDCls): 8 (ppm) =7.38 - 7.30 (t, C¢HsO), 7.22 - 7.19
(d, CeHs0), 7.18 - 7.14 (t, CsHs0), 4.19 - 4.09 (m, CH,0), 2.58 - 2.48 (m,
CH3S), 2.31 - 2.22 (t, CH;0).

Figura 27: Esquema da conjugacdo entre a o-PDL funcionalizada com tiol (1)
com poli(tioéter-fosfoéster) (2) na presenca de fotoiniciador para formagdo do
copolimero em bloco (3).
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5.1.5 Producao dos scaffolds poliméricos

A produgdo de scaffolds poliméricos foi realizada pelo método de
eletrofiacdo, em um equipamento similar ao descrito por Oliveira e



111

colaboradores (2017). O equipamento é composto basicamente por uma
fonte de alimentacéo de alta tensdo, uma bomba de seringa, uma seringa,
uma agulha de ago inoxidavel (didmetro interno 1,02 mm — 18 Gauge)
conectada ao eletrodo da fonte de alimentacdo e um coletor de aluminio
conectado ao aterramento.

As condigdes para a eletrofiacdo foram adaptadas das existentes na
literatura para a eletrofiagdo de amostras de poli(m-PDL) (LETIZIA
FOCARETE et al., 2010). De uma maneira geral, a amostra de polimero
foi solubilizada em uma mistura de solventes (cloroférmio,
diclorometano e 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol) nas razdes massicas
de 5:4:1. Uma série de solugdes poliméricas foi preparada, tanto para o
homopolimero poli(w-PDL) quanto para o copolimero em bloco. Para o
preparo das solugBes de poli(w-PDL-b-TEPE), o0 mesmo foi misturado
com o homopolimero poli(o-PDL) em uma razdo massica de 1:1. A
concentracdo das solucgdes poliméricas variou de 10 a 30 % em massa em
relacdo ao solvente.

As eletrofiagGes foram conduzidas em temperatura ambiente, com
umidade relativa de 40 a 50 %. Os pardmetros de operagdo do
equipamento foram otimizados para cada amostra e cada concentracao,
mas, usualmente, a voltagem variou de 8 a 15 kV, a vazdo de injecdo da
solucdo de 50 a 150 uL min e a distancia da agulha para o coletor foi
variada entre 8 a 15 cm.

A caracterizacdo da topografia da superficie dos scaffolds foi
investigada pelo uso de microscopia eletronica de varredura (SEM),
utilizando um microscépio Hitachi SU 6600 Fe-SEM (Hitachi high
Technologies Europe GMBH, UK). As amostras foram colocadas em
stubs condutores de carbono e revestidas com Pt/Pd, gerando um
revestimento de 5 nm. Foi utilizada uma tensdo de aceleragéo de 2 kV,
distancia de trabalho de 10 mm e corrente de 20 pA para todas as amostras
analisadas. As andalises de microscopia confocal foram realizadas em um
microscopio Carl Zeiss - “LSM 710 confocal microscope” e as imagens
de microscopia éptica foram obtidas em um microscépio Nikon Eclipse
“90i Fluorescence microscope”. As imagens obtidas no microscépio
optico foram utilizadas para a contagem do didmetro das fibras. Para
tanto, o aplicativo de tratamento digital de imagens “ImageJ - Fiji” foi
utilizado (SCHINDELIN et al., 2012) e aproximadamente 150 fibras de
cada amostra foram contadas.
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5.1.6 Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular pode ser monitorada por varios métodos
como: integridade da membrana plasmatica, sintese de DNA, contelido
de DNA, atividade enzimatica, presenca de ATP, condicfes de reducdo
celular, entre outros. O teste de viabilidade celular AlamarBlue®
funciona como um indicador para medir quantitativamente a proliferacdo
de células humanas, de animais, bactérias, plantas e fungos, permitindo
estabelecer uma citotoxicidade relativa de agentes dentro de varias classes
guimicas. Quando as células estdo vivas, a resazurina, o ingrediente ativo
do reagente AlamarBlue®, um composto ndo toxico e permeavel as
células, possui coloracdo azul. Ao penetrar na membrana celular, a
resazurina é reduzida a resorufina, um composto de cor vermelha e
altamente fluorescente.

Para estes ensaios, utilizou-se uma linhagem celular precursora de
osteoblastos de camundongos da subfamilia Murinae. As fibras obtidas
de poli(w-pentadecalactona) e da mistura 1:1 de poli(w-pentadecalactona)
com poli(w-PDL-b-TEPE) foram cortadas em discos de 8 mm,
esterilizadas com etanol a 70%, hidratadas com lavagens sucessivas com
tampado fosfato salino e colocadas em placas de 24 pocos. As fibras foram
incubadas em meio de cultura - meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS; Hyclone) e
1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, Irlanda) - por 30 min
em atmosfera umidificada com 5% de CO; a 37 ° C antes da adicdo de
células. Ao final, as células foram tripsinizadas e cultivadas em um lado
dos scaffolds a uma densidade de 2 x 102 células por amostra (8 mm). Os
scaffolds foram mantidos em meio DMEM por 7 dias e durante esse
periodo o meio foi trocado duas vezes. Posteriormente, 0 reagente
AlamarBlue® foi adicionado as amostras, em uma razdo de 10:1,
conforme instrucdes do fabricante. Os discos poliméricos foram entdo
incubados por 4 h a 37 °C. A absorbancia (570 nm) resultante foi lida em
um espectrofotdmetro de placas.

Imagens da quantidade de células vivas/mortas foram utilizadas
para avaliar qualitativamente a viabilidade celular. Os scaffolds foram
corados com 4 mM de calceina-AM (verde = vivo) e 2 mM de
homidimero-1 de etidio (vermelho = morto) em PBS durante 15 min a 37
°C, protegidos da luz (Live/dead viability/ cytotoxicity assay, Invitrogen),
conforme a orientagdo do fabricante. As amostras foram examinadas em
um microscopio confocal a uma excitacdo e comprimentos de onda de
515 e 615 nm, respectivamente.
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Para avaliacdo da proliferagdo celular, os scaffolds com as células
semeadas foram coletados nos dias 1, 4 e 8, secos e armazenados a -80
°C. Posteriormente, uma sequéncia de congelamento e descongelamento
foi repetida por 3 vezes, a fim de romper a membrana celular e expor o
conteudo genético, e 0 DNA foi quantificado através do ensaio Picogreen
(Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit, Invitrogen) de acordo com o
protocolo do fabricante. A intensidade de emissédo de fluorescéncia foi
medida a 528 nm em um leitor de placas (BioTek).

5.1.7 Ensaios de degradacao enzimatica e hidrolitica

Para avaliar a degradacdo hidrolitica das fibras produzidas,
amostras com dimens@es de 1 x 1 cm foram cortadas e pesadas em uma
balanca analitica. Estas foram incubadas em 10 mL de uma solucéo
tampdo fosfato (0,01 M, pH 7,4) durante 90 dias a 37 °C. Pontos
experimentais foram retirados em determinados intervalos de tempo (5,
10, 30, 40, 50, 60 e 90 dias). Cada ponto experimental foi estudado em
triplicata. Apos 0s ensaios de degradacéo, as amostras foram rinsadas com
50 mL de agua destilada, secas com papel absorvente e posteriormente
sob vacuo durante 48 h. O nivel de degradacéao foi medido pela diferenca
de massa (comparando a massa inicial seca das amostras com a massa
final seca apds incubadas em tampéo fosfato) e de massa molar (GPC)
das amostras.

Para 0s ensaios de degradacdo enzimética, amostras com
dimensfes de 1 x 1 cm foram colocadas em 10 mL de solugdo tampé&o
fosfato juntamente com 1 mg da lipase B de Candida antarctica em seu
estado livre, previamente concentrada por dialise de acordo com
procedimento descrito por Chiaradia e colaboradores (2016) (atividade de
esterificacdo da enzima = 22 U g). Novamente, ao final de cada tempo
especificado (5, 10, 30, 40, 50, 60 e 90 dias) trés amostras foram retiradas,
lavadas com agua destilada, secas e avaliadas em termos de perda de
massa e diferenca de massa molar.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2.1 Sintese do oligbmero de w-PDL funcionalizado com tiol

Nesta etapa do trabalho, a @-PDL funcionalizada em uma das
extremidades com um tiol foi produzida, baseada em uma metodologia

desenvolvida em 2006 por Takwa e colaboradores (TAKWA et al., 2006).
Como j& comentado anteriormente, o polimero poli(o-PDL) é um
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material semicristalino com propriedades mecanicas muito interessantes,
porém, justamente pelo fato de ter uma alta cristalinidade, esse poliéster
apresenta uma taxa muito baixa de degradacao hidrolitica ou enzimatica
(VAN DER MEULEN et al., 2008). Desta forma, a funcionalizagéo da o-
PDL com um tiol tem dois objetivos principais: diminuir a cristalinidade
do material obtido, modificando de forma indireta suas propriedades de
hidrofilicidade e degradacao, e tornar esse material passivel de reagir com
uma molécula contendo uma dupla ligacéo, através de reagdes de adi¢do
tiol-eno.

A Tabela 8 mostra as condi¢des reacionais utilizadas na sintese da
®-PDL funcionalizada com 6-mercapto-1-hexanol (6M1H) e o0s
resultados em termos de massa molar dos materiais obtidos e quantidade
de cadeias funcionalizadas. Todas as rea¢6es foram conduzidas utilizando
a enzima Novozym 435, seca, na quantidade de 10 % em massa em
relacdo a w-PDL.

Tabela 8: Condicdes reacionais e resultados da sintese de w-PDL funcionalizada
com tiol. As reacOes foram conduzidas em solucéo, em uma razdo méssica de 1:1
de cloroférmio para o-PDL.

Razao molar Temperatura Tempo Cadeias funcionalizadas Mn b
entre o-PDL e (°C) (h) com tiol (% via RMN) (g molY)

6M1H

11 70 24 72+2,3 1400 2,2
2:1 70 24 63+28 900 1,4
5:1 70 24 52+1,3 1400 2,2
10:1 70 24 88+0,9 3050 1,6
50:1 70 24 30+34 1200 4,2
100:1 70 24 10+0,8 1600 2,3
11 70 48 90+2,3 930 1,3
11 80 24 92+28 1050 1,4
10:1 70 48 53+1,7 4550 2,2
10:1 80 24 85+27 4300 2,1

Como pode ser verificado na Tabela 8, o percentual de cadeias
funcionalizadas variou de 10 a 92 %, dependendo das condicOes
reacionais utilizadas. De uma maneira geral, quanto maior a quantidade
de tiol na reagdo, maior foi o rendimento da iniciacdo, com excec¢do da
condi¢do em que uma razdo molar de 10:1 entre o-PDL funcionalizada e
6-mercapto-1-hexanol foi utilizada, a qual resultou nos rendimentos mais
elevados de iniciacdo por tiol. Essa condicdo também é reportada por
Takwa e colaboradores em 2006, para esse mesmo tipo de reagdo, como
sendo a que levou a uma maior taxa de iniciacdo por tiol. Cabe ressaltar
que a funcionalizagdo com o grupamento tiol ocorre pelo fato da hidroxila
da molécula de 6M1H ser utilizada pela enzima como um iniciador para
a abertura do anel da »-PDL, dessa forma, a presenga de 4gua no meio
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reacional deve ser evitada ao maximo, uma vez que a agua ira competir
diretamente com o0 6M1H, produzindo cadeias iniciadas pela hidroxila da
molécula de agua. Por outro lado, a agua é fundamental para a
estabilidade da enzima, pois a enzima possui agua ligada quimica e
fisicamente a sua estrutura, que ndo pode ser totalmente retirada, pois
comprometeria a conformagdo estrutural da enzima. Dessa forma,
convém ressaltar que, teoricamente, é muito dificil obter 100 % das
cadeias iniciadas unicamente por tiol, pois uma quantidade minima de
agua sempre estara presente no meio reacional.

A quantidade de cadeias iniciadas por 6M1H pode ser verificada
pela analise de 'H-RMN, utilizando cloroférmio deuterado como
solvente. Os sinais levados em consideragdo na avaliagdo das estruturas
foram aqueles em 3,65 ppm, relativos aos prétons inerentes a cadeia
principal de o-PDL (CH2OH), presentes em 100 % das cadeias, e em 2,52
ppm, relativos aos protons do segmento HSCH2CHy, que estdo presentes
somente nas cadeias funcionalizadas/iniciadas com tiol. A Figura 28
mostra o espectro de H-RMN da condicdo reacional que gerou um
material com 85 % das cadeias iniciadas por tiol e M, de 4300 g mol*.

Figura 28: Espectro de ‘H-RMN (400 MHz) do oligbmero de w-PDL

funcionalizada com 6M1H em cloroférmio-d. Reagdo conduzida a 80 °C por 24
h, resultando em 85 % das cadeias funcionalizadas com tiol.
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A Tabela 8 também mostra as massas molares médias numéricas e
a dispersidade das amostras produzidas. E possivel observar que a
abertura de anel da w-PDL iniciada por um tiol ocorre de forma bem mais
lenta do que a abertura do anel iniciada pela agua presente na superficie
da enzima. Ainda, os produtos finais apresentam massas molares menores
do que quando a mesma reacdo ocorre utilizando somente dgua como
iniciador (vide capitulos anteriores). Assim, pode-se observar desde a
formagdo de trimeros, com massas molares na faixa de 900 g mol!, até
oligdmeros com massas molares em torno de 4550 g mol. De uma forma
geral, nas condic@es reacionais com uma relagdo molar de 10:1 de v-PDL
para 6M1H maiores massas molares foram encontradas. Estudadas as
condicBes de funcionalizagdo da ®-PDL, a amostra produzida usando
10:1 de »-PDL para 6M1H, a 80 °C por 24 h, resultou em um material
com 85 % das cadeias funcionalizadas com tiol e com massa molar
numérica média de 4300 g mol™. Esta amostra foi escolhida para as
reacOes futuras de copolimerizacdo da w-PDL funcionalizada com tiol
com o poli(tioéter-fosfoéster).

Os resultados de andlise térmica da amostra com 85 % das cadeias
funcionalizadas com tiol sdo mostrados na Figura 29, onde se pode
observar uma temperatura de fusdo em torno de 56 °C, bem abaixo da Trm
do homopolimero poli(w-PDL) produzido nos capitulos anteriores deste
trabalho (em torno de 93 °C). Da mesma forma, a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) ndo pdde ser detectada pela analise de DSC, pois a
mesma é baixa e a taxa de resfriamento conduzida no equipamento nao é
rapida o suficiente para produzir uma fragéo consideravel do polimero no
estado amorfo.
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Figura 29: Curva de fusdo da o-PDL funcionalizada com 6M1H - reagéo
conduzida a 80 °C por 24 h, resultando em 85 % das cadeias funcionalizadas com
tiol.

»-PDL funcionalizada com tiol

Endotérmico
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5.2.2 Sintese do poli(tioéter-fosfoéster)

Os polifosfoésteres sdo materiais que vem ganhando grande
importancia na area biomédica, pois sdo quimicamente versateis e
biodegradaveis (ALEXANDRINO et al., 2014). Além disso, estudos
recentes mostram que esses materiais podem ser facilmente
polimerizados via reacGes de ADMET (Acyclic diene metathesis) ou via
reacdes de metatese cruzada (MARSICO et al., 2012; MALZAHN et al.,
2014), porém, até o presente momento, ndo foram encontrados relatos de
polimerizagdo via radicalar de fosfoésteres que contenham duplas
ligacGes terminais.

Para produzir um material que possa reagir com a ®-PDL
funcionalizada com tiol, produzida conforme mostrado no item anterior,
a olefina terminal, fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato, foi inicialmente
sintetizada. Apds passar por purificagio em coluna de alumina, o
rendimento do material foi de aproximadamente 70 %, e a amostra foi
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armazenada sob refrigeracdo o0 que garante uma estabilidade deste
material por varios meses (MARSICO et al., 2012). A Figura 30 mostra
o espectro de *H-RMN do fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato.

Figura 30: Espectro de *H-RMN (400 MHz) do fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato
em cloroférmio-d.
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Apos a sintese e purificagdo do fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato,
0 mesmo foi polimerizado com um ditiol comercial, via rea¢6es de adi¢do
tiol-eno. As condices para a sintese, tipo de iniciador e os resultados em
termos de massa molar dos poli(tioéter-fosfoésteres) produzidos sdo
mostrados na Tabela 9. Como ja mencionado anteriormente, em todas as
reacdes, uma razdo molar de 1:1 entre o fenil di(undec-10-em-1-il) fosfato
e 0 1,5-pentanoditiol foi adotada. O objetivo desta sintese foi produzir
cadeias com elevadas massas molares, e que possuam uma dupla ligacdo
terminal em uma das extremidades dessa cadeia, para futura reacdo com
a o-PDL monofuncionalizada com tiol.

Como pode ser observado na Tabela 9, quando AIBN foi utilizado
como iniciador, o material resultante apresentou massas molares
numéricas médias que variaram de 4100 a 10.100 g mol? e tanto o
aumento do tempo reacional quanto o uso de um solvente resultaram em
aumentos na massa molar. Cabe ainda observar que a dispersidade das
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massas molares se manteve em torno de 2,0. Para tornar as reacdes ainda
mais eficientes, o fotoiniciador DMPA foi estudado, nas mesmas razdes
massicas que 0 AIBN (1 e 5% em relacdo ao fenil di(undec-10-em-1-il)
fosfato). Visivelmente, as rea¢Bes conduzidas sob luz UV aconteceram de
maneira muito mais rapida do que quando utilizado AIBN e ainda, sob
temperatura ambiente, gerando materiais com massas molares numéricas
médias que variaram de 6650 a 17.200 g mol?. Adicionalmente, a
utilizacdo de solvente favoreceu a polimerizacéo, reduzindo a viscosidade
do meio reacional, favorecendo a transferéncia de massa e a dispersdo do
fotoiniciador durante o periodo de reacdo. De uma forma geral a
utilizacdo de diclorometano levou a producdo de materiais com massas
molares ligeiramente mais elevadas. Esse fato, aliado com a baixa
temperatura de ebulicdo do DCM, o que torna esse solvente facil de ser
removido do produto, fez com que a amostra PTP 12 fosse escolhida para
a etapa seguinte deste trabalho, que consiste na conjugacdo do
poli(tioéter-fosfoéster) com a w-PDL funcionalizada com tiol.

Tabela 9: Condigdes reacionais e resultados em termos de massa molar para a
polimerizacdo radicalar de fenil di(undec-10-en-1-il) fosfato com 1,5-
pentanoditiol.

Amostra Iniciador® Solvente® T?::i%c)) Temperat(l;lée)l @gm 0’:('1; 5)
PTP 01 AIBN 1% Em massa 480 80 4.100 19
PTP 02 AIBN 1% Em massa 1440 80 5.600 2,2
PTP 03 AIBN 1% Cloroférmio 480 80 6.200 2,3
PTP 04 AIBN 5% Em massa 480 80 5.500 2,2
PTP 05 AIBN 5% Em massa 1440 80 8.800 2,0
PTP 06 AIBN 5% Cloroférmio 480 80 10.100 2,1
PTP 07 DMPA 1% Em massa 5 Ambiente 6.650 1,9
PTP 08 DMPA 1% Cloroférmio 5 Ambiente 12.700 2,4
PTP 09 DMPA 1% Diclorometano 5 Ambiente 13.200 2,3
PTP 10 DMPA 5% Em massa 5 Ambiente 6.700 1,9
PTP 11 DMPA 5% Cloroférmio 5 Ambiente 15.650 2,3
PTP 12 DMPA 5% Diclorometano 5 Ambiente 17.200 2,2

@ A quantidade de iniciador foi calculada em massa, em relacdo ao fenil
di(undec-10-em-1-il) fosfato utilizado nas reagoes.

® Nas reagbes em solucio, os solventes foram utilizados em uma raz&o massica
de 1:1 em relacéo ao fenil di(undec-10-em-1-il) fosfato.
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A Figura 31 mostra o espectro de RMN da amostra produzida
utilizando 5 % em massa de DMPA em relacdo ao fenil di(undec-10-en-
1-il) fosfato, em temperatura ambiente e como diclorometano como
solvente (PTP 12).

Figura 31: Espectro de *H-RMN (400 MHz) do poli(tioéter-fosfoéster) (reacdo
PTP 12) em cloroférmio-d.
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Figura 32: Curva de fusdo do poli(tioéter-fosfoéster) - reagdo PTP 12.
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Analises térmicas das amostras de poli(tioéter-fosfoésteres) foram
conduzidas por DSC. De uma forma geral, as temperaturas de fuséo,
extraidas da segunda curva de aquecimento, variaram de 17 a21 °C, e a
variagdo da T foi proporcional ao aumento de massa molar, sendo que a
amostra PTP 12 apresentou a maior Tm, em torno de 21 °C, conforme
mostrado na Figura 32. Apesar desta ser a primeira vez que esse tipo de
material, produzido via adicdo tiol-eno, € descrito na literatura, os
trabalhos que relatam a sintese de polifosfoésteres apontam materiais com
temperaturas de fusdo variando entre -5 a 40 °C (MARSICO et al., 2012;
DING et al., 2013). Da mesma forma, esses autores relatam que a
temperatura de transicao vitrea (Ty) desses mesmos materiais permanece
na faixa de -30 a -50 °C, sendo que essa faixa de temperatura é dificil de
ser detectada por DSC devido as limitagGes de temperatura e velocidade
de resfriamento do equipamento.

5.2.3 Conjugacdo do poli(tioéter-fosfoéster) com a «-PDL
funcionalizada com tiol

Esta etapa do trabalho envolveu a jungdo das estruturas produzidas
nos itens anteriores, com o objetivo de aproveitar as caracteristicas
desejaveis dos materiais obtidos: a -PDL funcionalizada com tiol possui



122

uma Tm ideal para uso na area biomédica (em torno de 56 °C) e o
poli(tioéter-fosfoéster) conta com a flexibilidade das ligagdes P-O-C, alta
taxa de degradacdo e biocompatibilidade e afinidade por tecidos 6sseos
(ZHAO et al., 2003; LI et al., 2006; ALEXANDRINO et al., 2014;
KRAICHEVA et al., 2014).

A concepcdo original para a obtengdo desse material consistia em
misturar 0 mondmero fenil di(undec-10-em-1-il) fosfato com um ditiol
(1,5-pentanoditiol) e com a w-PDL funcionalizada com tiol ao mesmo
tempo, na presenca de um iniciador. Algumas tentativas foram realizadas,
mas, apos a solubilizacdo e precipitagdo do material obtido em metanol,
era possivel observar a formacdo de dois materiais distintos, um deles
oriundo da reacao entre o fenil di(undec-10-em-1-il) fosfato com o ditiol
e 0 outro a ®-PDL ndo reagida. Essa abordagem de sintese foi
posteriormente abandonada, uma vez que, teoricamente, a reatividade do
dieno com o ditiol € muito mais elevada quando comparada a reatividade
com a o-PDL funcionalizada com tiol, principalmente devido a0 menor
tamanho da cadeia do ditiol e sua maior mobilidade no meio reacional. A
Tabela 10 mostra as condi¢des reacionais e os resultados de massa molar
das tentativas de sintese em uma Unica etapa do copolimero em bloco
entre 0 mondmero fenil di(undec-10-em-1-il) fosfato com 1,5-
pentanoditiol e com a w-PDL funcionalizada com tiol.

Tabela 10: Condices reacionais e resultados em termos de massa molar (GPC)

para a tentativa de sintese do copolimero em bloco.
Raz&o molar

Tempo Mn

Y -
dieno:ditiol:-PDL® Iniciador®  Temperatura (°C)  (inve  (gmoly) D
1:1:50 DMPA (5%) Ambiente 5 5300 19
1:1:10 DMPA (5%) Ambiente 5 5600 25
115 DMPA (5%) Ambiente 5 5200 23

@ M, da o-PDL funcionalizada com tiol utilizada = 4300 g mol .

® A quantidade de iniciador foi calculada em massa, em relagdo ao fenil
di(undec-10-em-1-il) fosfato utilizado nas reagoes.

© Todas as reagbes foram conduzidas no equipamento emissor de luz UV Light
Hammer® 6” operando a 200 W cm™.

Pode-se observar na Tabela 10 que mesmo utilizando uma
quantidade relativamente elevada de fotoiniciador (5 % em massa em
relacdo ao fenil di(undec-10-em-1-il) fosfato) ndo houve um grande
aumento na massa molar dos materiais obtidos. Este fato, aliado a clara
separacdo dos materiais obtidos ap6s a precipitacdo, fez com que o
trabalho seguisse uma abordagem diferente para a sintese do material
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final, conforme o que foi apresentado nos itens anteriores deste capitulo:
producdo do poli(tioéter-fosfoéster) e sua posterior copolimerizagdo com
a o-PDL funcionalizada com tiol.

A Tabela 11 mostra as condi¢des reacionais e 0s resultados em
termos de massa molar das amostras do copolimero poli(w-PDL-b-TEPE)
produzido via adicdo tiol-eno entre o poli(tioéter-fosfoéster) e a w-PDL
funcionalizada com tiol, sob luz UV, usando o iniciador DMPA.

Tabela 11: Condices reacionais e resultados em termos de massa molar para a
sintese do copolimero poli(w-PDL-b-TEPE).

Amostra® Razdo molar Iniciador (em massa, M (g mol?) b

®-PDL:poli(tioéter- em relacéo ao

fosfoéster)® poli(tioéter-

fosfoéster))
PCJ 01 2:1 1% 14.500 21
PCJ 02 11 1% 16.550 1,8
PCJ 03 1:2 1% 21.400 24
PCJ 04 2:1 5% 27.400 2,2
PCJ 05 11 5% 28.500 21
PCJ 06 1:2 5% 31.200 2,2

@ Todas as amostras foram produzidas no equipamento UV Light Hammer® 6”
operando a 200 W cm, em temperatura ambiente e usando cloroférmio como
solvente (1:1 em massa em relagdo aos componentes da reagcdo) com 5 min sob
exposicédo a luz UV.

® M, da o-PDL funcionalizada com tiol utilizada = 4300 g mol™* e M, do
poli(tioéter-fosfoéster) (PTP 12) = 17.200 g mol ™.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, pode ser
verificado que quando se aumentou a quantidade de poli(tioéter-
fosfoéster) em relacdo a ®-PDL funcionalizada com tiol, as massas
molares aumentaram, variando de 14.500 a 21.400 g mol?. Também se
pode observar uma clara influéncia da quantidade de iniciador utilizado
nas conjugagdes: quando 1 % em massa em relacdo ao poli(tioéter-
fosfoéster) foi utilizado, as massas molares ndo foram maiores do que
21.500 g mol* e quando utilizou-se 5 % em massa, as massas molares
(My) ficaram na faixa de 31.000 g mol?, com a maior massa molar
observada quando a razdo molar entre w-PDL funcionalizada com tiol e
poli(tioéter-fosfoéster) foi 1:2 (reacdo PCJ 06).

Apesar deste copolimero, derivado de w-PDL ser novo, a literatura
acerca de conjugac0es utilizando o mecanismo de adicéo tiol-eno diz que,
geralmente, as conversdes desse tipo de conjugacao variam drasticamente
dependendo das condicGes reacionais utilizadas, mas de uma forma geral,
iniciadores termais do tipo “azobis” ndo sdo eficientes para esse tipo de
conjugacdo. Por outro lado, fotoiniciadores, como 0 DMPA, sdo 0s mais
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efetivos, geralmente levando a eficiéncias de conjugacao acima de 90 %
(FAIRBANKS; LOVE; BOWMAN, 2017).

A literatura recente afirma que o produto de uma conjugacao entre
diferentes tipos de polimeros ira, a0 menos parcialmente, apresentar as
caracteristicas fisicas dos materiais de partida, o que torna dificil uma
completa separacdo dos materiais reagidos e ndo reagidos, dificultando a
caracterizacdo destes materiais. Nesse contexto, Koo e colaboradores
(2010) sintetizaram dois  precursores, poliestireno  contendo
funcionalidade tiol e um poli(acetato de vinila) contendo uma dupla
terminal. Os autores acoplaram/conjugaram esses materiais sob luz UV,
testando varias razdes de tiol para eno e concluiram que apesar de o
produto final possuir uma massa molar maior do que as dos precursores,
os resultados de 'H-RMN mostraram que as conjugacdes s6 foram
eficientes quando uma maior quantidade de tiol em relagdo ao eno foi
utilizada e, mesmo assim, conjugagdes com eficiéncia de, no maximo 25
% foram encontradas. Ainda, os autores atribuem essa baixa eficiéncia de
conjugacdo ao fato de que reacdes de terminagdo bimoleculares podem
ocorrer durante a exposicao a luz UV, competindo com as adi¢des tiol-
eno e que essas reagdes laterais dependem da estrutura dos materiais
precursores utilizados.

Complementarmente, alguns autores apontam que a conjugagao
via tiol-eno de moléculas pequenas ocorre, geralmente, com uma elevada
eficiéncia e rapidez, porém, para moléculas maiores, o sistema se torna
menos eficiente, muito provavelmente devido ao menor controle
difusional das moléculas (COLAK et al., 2016).

A luz dessas afirmac@es, ap6s a conjugacdo das duas estruturas
para a obtencdo do poli(w-PDL-b-TEPE), 0 mesmo foi precipitado em
metanol gelado, para a retirada de material ndo reagido e de fotoiniciador
ndo dissociado. Apos isso, 0 material resultante foi seco sob vacuo até
massa constante e, uma vez seco, foi dissolvido em diclorometano para a
remogdo do poli(tioéter-fosfoéster) ndo conjugado, filtrado e seco
novamente sob vacuo. Rendimentos em massa na ordem de 60 % foram
obtidos para todas as reacdes e a Figura 33 mostra o espectro de *H-RMN
da amostra PCJ 06 (M, de 31.200 g mol e dispersidade (D) de 2,2).
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Figura 33: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) do poli(w-PDL-b-TEPE) (amostra

PCJ 06), em cloroférmio-d.
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Como pode ser observado na Figura 33, os picos referentes aos
hidrogénios inerentes ao carbono ligado ao grupamento fosfato do
poli(tioéter-fosfoéster) estdo presentes nas regides de 4,19 a 4.09 ppm.
Por sua vez os hidrogénios ligados aos carbonos adjacentes ao
grupamento éster no precursor o-PDL funcionalizada com tiol sédo
mostrados nas regifes de 2,33 a 2,23 ppm. Essas duas regides de
deslocamento foram levadas em considera¢do na hora da integracéo dos
resultados e calculo da eficiéncia da conjugacao, conforme pode ser visto
no quadrado superior da Figura 33, o qual apresenta uma aproximacao da
regido onde os deslocamentos s@o mostrados. Conforme pode ser visto
nessa regido, a eficiéncia da conjugacao também se manteve na faixa de
21 %, valor similar a aqueles reportados anteriormente na literatura para
a conjugacdo tiol-eno de outros precursores, mas com O mMesmo
mecanismo de conjugacdo (KOO; et al., 2010) Essa eficiéncia de
conjugacdo relativamente baixa pode ser justificada pela falta de
mobilidade de ambos precursores no meio reacional, devida a elevada
massa molar de ambos componentes (o-PDL funcionalizada com tiol =
4300 g mol? e poli(tioéter-fosfoéster) = 17.200 g molt). Além disso,
reacbes de terminagdo bimoleculares, principalmente entre as
extremidades tiol e dupla ligacdo de algumas moléculas do poli(tioéter-
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fosfoéster), podem também ter acontecido, competindo diretamente com
a conjugacdao tiol-eno entre os dois precursores.

Figura 34: Curva de fusdo do copolimero poli(w-PDL-co-TEPE) (amostra PCJ
06).

—— PCJ06
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A Figura 34 mostra a curva de fusdo do poli(w-PDL-b-TEPE)
(amostra PCJ 06). Como pode ser observado, dois picos de fusdo
distintos, um em torno de 25 e outro em 85 °C sdo observados. A primeira
impressdo é de que se trata de dois materiais distintos, com duas
temperaturas de fusdo diferentes, mas, conforme j& relatado
anteriormente, quando 0s precursores possuem estruturas cristalinas
diferentes, os copolimeros resultantes muitas vezes passam a possuir
ambas as estruturas cristalinas (isodimorfismo), tendo assim diferentes
temperaturas de fusdo e cristalizacdo para cada uma dessas estruturas.
Baseados nesse conceito, Ceccorulli e colaboradores (2005) investigaram
a copolimerizagéo enzimética de o-PDL com g-caprolactona. Os autores
concluiram que quando os mondmeros foram utilizados para a
copolimerizacdo enzimatica, o copolimero obtido apresentou uma Unica
temperatura de fusdo, intermediaria & dos homopolimeros de referéncia,
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porém, quando os precursores da copolimerizacdo foram o0s
homopolimeros de ®-PDL e e-caprolactona previamente formados, os
copolimeros obtidos mostraram diferentes temperaturas de fusdo, cada
uma delas atribuida a estrutura cristalina de um dos componentes do
material formado. O mesmo grupo de pesquisa investigou também a
copolimerizacdo de w-PDL com poli(etileno glicol), onde os autores
relataram que a longa estrutura da macrolactona possui a capacidade
incomum de induzir a cristalizacdo do bloco de PEG ligado
covalentemente na rede cristalina da poli(w-PDL) (KALRA et al., 2004).

Mais recentemente, outros autores ainda afirmam que poliésteres
alifaticos, derivados da copolimerizagdo de 1,6-hexanodiol com
diferentes diacidos possuem a propriedade de isodimorfismo,
apresentando dois picos de fusdo cristalina, os quais puderam ser
verificados via DSC (YU etal., 2017).

Assim sendo, a amostra PCJ 06, que apresentou uma massa molar
numérica média (Mn) em torno de 31.200 g mol, com dispersidade de
2,2, eficiéncia de conjugacédo de 21 % e duas temperaturas de fusdo, 25 e
85 °C, mostrando a caracteristica de isodimorfismo, foi escolhida para ser
eletrofiada e produzir fibras em uma conformacdo espacial
tridimensional, formando os scaffolds poliméricos oriundos deste
copolimero em bloco.

5.2.4 Producéo dos scaffolds poliméricos

Inicialmente o homopolimero poli(w-PDL) com massa molar
numérica média de 30.700 g mol- e dispersidade de 3,4. foi utilizado para
a producédo de fibras via eletrofiagdo. As condi¢Bes para operacdo do
equipamento foram adaptadas das existentes na literatura para a
eletrofiacdo de amostras de poli(w-PDL) (LETIZIA FOCARETE et al.,
2010). Para isso, a poli(w-PDL) foi dissolvida em uma mistura de
solventes (cloroférmio, diclorometano e 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol nas raz6es massicas de 5:4:1). Trés diferentes concentracdes de
solucdo polimérica foram estudadas e as condices de operacdo do
equipamento sdo mostradas na Tabela 12. Cabe ressaltar que a
concentracao de 20 % em massa € a concentracdo mais elevada possivel
de homopolimero que pode ser solubilizada na mistura de solventes
utilizada.
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Tabela 12: Pardmetros utilizados para a otimizacdo da eletrofiagdo das solugdes
do homopolimero poli(w-PDL).

Amostras® Voltagem Distancia do Vaz&o de alimentacéo

(kV) coletor (cm) (uL min%)
Al Bl C1 8 8 100
A2 B2 c2 8 12 100
A3 B3 Cc3 12 8 100
A4 B4 C4 12 12 100
A5 B5 C5 10 8 50
A6 B6 C6 10 12 50
A7 B7 c7 10 8 150
A8 B8 c8 10 12 150
A9 B9 Cc9 8 10 50
A10 B10 C10 12 10 50
All B11 C11 8 10 150
Al12 B12 C12 12 10 150
Al13 B13 C13 10 10 100

@ As amostras poliméricas foram dissolvidas em uma mistura de cloroférmio,
diclorometano e 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol e a concentragdo é expressa
em massa de amostra por volume de solugdo. A1-A13 =10 %, B1-B13=15%
e C1-C13 =20 %.

As trés diferentes concentragdes de solucdo de poli(w-PDL) foram
submetidas aos parametros estabelecidos na Tabela 12. Inicialmente 1 mL
de cada amostra foi eletrofiado sobre uma lamina de vidro para a
visualizacdo das fibras formadas com o uso de um microscopio éptico.

A Figura 35 mostra as estruturas produzidas quando a
concentracdo de 10 % em massa foi utilizada, onde é possivel verificar
somente a formacéo de particulas (possivel eletroaspersdo) com formato
irregular ao invés de fibras, indiferente dos parametros experimentais
usados no equipamento, indicando que esta concentra¢do é muito baixa
para produzir uma solu¢do com tensdo superficial e emaranhamento de
cadeias suficiente para a produgéo de fibras (GUPTA et al., 2005).

Figura 35: Particulas produzidas utilizando as amostras Al (8 kV, 8 cm e 100 pL
mint) (barra = 50 um), A6 (10 kV, 12 cm e 50 pL min?) (barra = 50 um) e A13
(10 kV, 10 cm e 100 pL min) (barra = 10 um), todas com concentracdo de 10 %
em massa. Magnltude'gle ampllagao |gual a 20 vezes.
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As amostras produzidas utilizando uma solugdo do homopolimero
poli(w-PDL) com concentracdo de 15 % em massa sdo mostradas na
Figura 36, onde pode ser observada a formagdo de fibras néo
homogéneas, quebradicas e com a presenca de contas ou granulos
“beads”, indiferente das condi¢Bes operacionais utilizadas, fato que
indica que a concentracédo utilizada (15 % em massa) ainda nao é ideal,
pois geralmente 0 aumento da concentragdo da solucdo polimérica leva a
um aumento no didmetro das fibras formadas e a reducdo ou
desaparecimento de regides com defeitos. Alguns autores afirmam que a
formacdo de beads em fibras eletrofiadas estd diretamente relacionada
com a viscosidade da solugdo, mas também pode ser influenciada pela
condutividade elétrica e pela tensdo superficial desta mesma solucéo. De
uma maneira geral, quanto maior for a viscosidade, a condutividade e a
tensdo superficial maior sera a probabilidade de se obter fibras sem
defeitos (LEE et al., 2002; LIANG; HSIAO; CHU, 2007; JANIK;
MARZEC, 2015; RAJZER; MENASZEK; CASTANO, 2017).

Figura 36: Fibras produzidas utilizando as amostras B1 (8 kV, 8 cm e 100 pL
min't), B6 (10 kV, 12 cm e 50 puL mint) e B13 (10 kV, 10 cm e 100 yL min),
todas com concentracdo de 15 % em massa. Magnitude de ampliacéo igual a 20

vezes

Por fim, a terceira concentracdo de solugdo polimérica testada, 20
% em massa em relacdo a mistura de solventes resultou em fibras mais
homogéneas e sem a formacao aparente de beads, embora, em algumas
condicdes operacionais testadas foi possivel verificar uma evaporacdo
incompleta do solvente, resultando em fibras irregulares e quebradicas.
De uma maneira geral, as condi¢fes onde se utilizou 8 kV foram as que
resultaram em fibras mais estaveis. A vazao de injecdo da solucédo e a
distancia da agulha ao coletor também influenciaram a morfologia das
fibras, pois quando uma vazéo mais elevada e uma distancia menor foram
utilizados, ndo houve a completa evaporagdo do solvente. A Figura 37
mostra as fibras de poli(w-PDL) produzidas a partir da solu¢gdo com
concentracao de 20 % em massa.
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Figura 37: Fibras produzidas utilizando as amostras C1 (8 kV, 8 cm e 100 pL
mint), C6 (10 kV, 12 cm e 50 puL mint) e C13 (10 kV, 10 cm e 100 yL min),
todas com concentracdo de 20 % em massa. Magnitude de ampliacéo igual a 20
vezes.

A amostra C13, produzida a partir da eletrofiagdo do
homopolimero com concentragdo de 20 % em massa e com condigdes
operacionais de 10 kV de voltagem, 10 cm de distancia da agulha para o
coletor e vazéo de injecdo de solucéo de 100 puL min foi eletrofiada sobre
uma folha de papel aluminio e esta amostra foi utilizada para as analises
de microscopia eletrdnica de varredura (SEM). Ainda, esta mesma
amostra foi eletrofiada sobre um coletor antiaderente, recoberto com
teflon e foi utilizada nos ensaios de degradacgdo hidrolitica e enzimética.

A Figura 38 mostra as imagens de microscopia eletrbnica de
varredura da amostra C13, onde pode ser verificada a formacao de fibras
altamente entrelacadas, porém, com a presenca de defeitos do tipo beads
com didmetros na faixa de 10 a 40 um. Cabe ressaltar que a formagédo
desses defeitos ocorre apenas em regides pontuais da amostra e pode ser
atribuida a dificuldade de estiramento do polimero. Isso pode ocorrer
devido as condigdes operacionais utilizadas e pelas caracteristicas da
solucdo polimérica.

Figura 38: Imagens de microscopia eletronica de varredura da amostra C13.

SU6600 2.0kV 10.8mm x250 SE 200um SU6600 2.0kV 11.0mm x500 SE 100um
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Figura 39: Histograma de frequéncia do diametro médio das fibras da amostra
C13 obtido a partir das imagens de SEM.
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A partir das imagens de microscopia eletronica de varredura foi
possivel realizar a contagem do diametro médio das fibras produzidas.
Conforme pode ser observado na Figura 39, aproximadamente 45 % das
fibras possuem um diametro médio de 4 um, enquanto que 39 % possuem
didmetro de até 6 pum. Didmetros maiores que 6 e menores que 4 pum
foram também encontrados, porém em quantidades menores, nao
passando de 10 % do total das fibras contadas.

Os valores médios de diametro das fibras apresentados neste
trabalho encontram-se um pouco acima de valores reportados na literatura
para a eletrofiacdo de poli(w-PDL). Focarete e colaboradores (2010)
realizaram a eletrofiacdo de poli(m-PDL) com massa molar numérica
média de 64.000 g mol e com uma concentracdo em solugéo de 7 % em
massa, utilizando uma voltagem de 16 kV e vazdo de injecdo variando de
50 a 200 pL min! e obtiveram fibras com diametro médio de 150 a 610
nm. Essa diferenga no diametro das fibras pode ser explicada pelas
diferentes condicGes operacionais do equipamento de eletrofiacdo, massa
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molar dos polimeros utilizados e também pelo didmetro da agulha
utilizada no equipamento de eletrofiacéo.

Ap0s a otimizagdo dos parametros de operacao para a produgdo de
scaffolds a partir do homopolimero poli(w-PDL), o copolimero poli(w-
PDL-b-TEPE), produzido no item anterior desse capitulo (amostra PCJ
06, M, de 31.200 g mol, D de 2,2 e eficiéncia de conjugacdo de 21 %),
foi misturado em uma razdo massica de 50:50 com o homopolimero
poli(w-PDL) (M, =30.700 g mol e b = 3,4), dissolvido em uma mistura
de cloroformio, diclorometano e 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (5:4:1
em massa) e as solugdes com diferentes concentragdes foram eletrofiadas
sob as condi¢des apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13: Pardmetros utilizados para a otimizacéo da eletrofiagdo das solucdes
contendo a mistura de poli(o-PDL-b-TEPE) (PCJ 06) com a poli(w-PDL).

Amostras® Voltagem Distancia do Vazao de alimentagdo

(KV) coletor (cm) (UL minh)
D1 E1l F1 8 8 100
D2 E2 F2 8 12 100
D3 E3 F3 12 8 100
D4 E4 F4 12 12 100
D5 E5 F5 10 8 50
D6 E6 F6 10 12 50
D7 E7 F7 10 8 150
D8 E8 F8 10 12 150
D9 E9 F9 8 10 50
D10 E10 F10 12 10 50
D11 E11 F11 8 10 150
D12 E12 F12 12 10 150
D13 E13 F13 10 10 100

@ As amostras de copolimero PCJ 06 foram misturadas com o homopolimero
poli(o-PDL) e dissolvidas em uma mistura de cloroférmio, diclorometano e
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol, resultando em concentragdes expressas em
massa de amostra por volume de solu¢do. D1-D13 = 10 %, E1 - E13=20 % e
F1-F13 =30 %.

Para a eletrofiacdo das misturas de poli(w-PDL-b-TEPE) com o
homopolimero, aproximadamente 1 mL de solugdo polimérica foi
eletrofiado sob uma lamina de vidro e os resultados foram avaliados,
inicialmente, com o uso de um microscopio éptico.

Quando as amostras D1 a D13, com concentragdo de 10 % em
massa foram eletrofiadas, somente particulas ndo homogéneas, com
didmetros variando de 20 a mais de 50 pum foram obtidas, conforme pode
ser observado na Figura 40. Cabe ressaltar que em todos os parametros
operacionais testados somente particulas foram obtidas e as particulas
menores e mais homogéneas foram obtidas quando se utilizou voltagem
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de 12 kV, distancia da agulha para o coletor de 10 cm e fluxo de injecédo
de solucéo de 50 pL min (amostra D10).

Figura 40: Particulas produzidas utilizando as amostras D1 (8 kV, 8 cm e 100 pL
min't) (barra = 50 pm), D6 (10 kV, 12 cm e 50 pL min) (barra = 50 um) e D10
(12 kV, 10 cm e 50 pL min't) (barra = 10 um), todas com concentracdo de 10 %
em massa. Magmtude de ampliagdo igual a 20 vezes.
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A Figura 41 mostra os resultados obtidos quando a solugédo com
concentracdo de 20 % em massa foi eletrofiada (amostras E1 a E13).
Conforme pode ser observado, o aumento na concentracdo levou a
producdo de particulas mais estaveis, com didmetros médios variando de
10 a 15 um, indicando uma melhora nas propriedades da solucdo, porém
essa concentracdo ainda ndo € elevada o suficiente para a producéo de
fibras estaveis da mistura do poli(w-PDL-b-TEPE) com o homopolimero
poli(w-PDL).

Figura 41: Particulas produzidas utilizando as amostras E1 (8 kV, 8 cm e 100 pL
mint), E6 (10 kV, 12 cm e 50 pL min) e E10 (12 kV, 10 cm e 50 pL min™),
todas com concentracdo de 20 % em massa (barra = 10 um). Magnitude de

ampliacdo igual a 20 vezes. )
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Por fim, as amostras provenientes da solugdo com concentracao de
30 % foram eletrofiadas e a Figura 42 mostra as imagens das fibras
obtidas. Diferentemente do que aconteceu quando o homopolimero
poli(w-PDL) puro foi eletrofiado, quando a mistura de poli(w-PDL-b-
TEPE) com a poli(o-PDL) foi eletrofiada, a concentracdo méaxima que
pode ser solubilizada na mistura de solventes utilizada chegou a 30 % em
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massa. Isso se deve provavelmente ao fato de que o poli(tioéter-
fosfoéster) incorporado no copolimero apresenta uma solubilidade
elevada nos solventes utilizados, ao contrario da poli(w-PDL) que, em
concentragBes mais elevadas, é somente sollvel em cloroférmio. Dessa
forma, verificou-se que essa concentracdo de 30 % em massa foi
suficiente para a formagdo de fibras estaveis e que os parametros de
operacdo do equipamento influenciaram a estabilidade e morfologia das
fibras obtidas. Por exemplo, quando a voltagem de 8 kV foi utilizada,
como na amostra F1 da Figura 42, pode-se observar uma acentuada
formacéo de defeitos do tipo beads nas fibras, todavia, quando essa
voltagem foi aumentada para 10 e 12 kV pode ser observado o
desaparecimento dos defeitos do tipo beads e a formacéo de fibras mais
homogéneas.

Figura 42: Fibras produzidas utilizando as amostras F1 (8 kV, 8 cm e 100 pL min°
D, F6 (10 kV, 12 cm e 50 uL min) e F10 (12 kV, 10 cm e 50 uL min), todas
com concel % em massa. Magnitude de a

b, AONIT o BB

Ap0s a obtencdo desses resultados, a amostra F10, com condicoes
operacionais de 12 kV de voltagem, 10 cm de distancia da agulha para o
coletor e fluxo de injecdo de 50 uL min-* foi eletrofiada sobre uma folha
de papel aluminio (aproximadamente 1 mL de solucdo) e a amostra foi
utilizada para as analises de microscopia eletronica de varredura (SEM).
Da mesma forma, a amostra foi eletrofiada sobre um coletor antiaderente,
e foi utilizada para a realizacdo dos ensaios de degradacdo hidrolitica e
enzimatica.
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Figura 43: Imagens de microscopia eletronica de varredura da amostra F10.

SU6600 2.0kV 11.0mm x250 SE 200um SU6600 2.0kV 11.1mm x1.00k SE

A Figura 43 mostra as imagens de microscopia eletrnica de
varredura da amostra F10 (12 kV, 10 cm e 50 pL mint), com
concentracdo de 30 % em massa, onde pode ser observada a formagao de
fibras altamente entrelacadas e sem a presenga de beads.

Figura 44: Histograma de frequéncia do didmetro médio das fibras da amostra
F10 obtido a partir das imagens de SEM.
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A partir das imagens de microscopia eletrnica de varredura foi
possivel realizar a contagem do didmetro médio das fibras produzidas
qguando a amostra F10 foi eletrofiada. Conforme pode ser observado na
Figura 44, 31 % do total das fibras contadas possuiam didmetro médio de
até 5 um, 36 % das fibras didmetro de 5a 10 um, 19 % de 10 a 15 ume
14 % das fibras possuiam diametro médio de 15 até 20 um.

Quando comparadas com as fibras do homopolimero poli(w-PDL)
¢ possivel observar a formacdo de fibras com didmetros maiores.
Enquanto que a maioria das fibras de homopolimero possuem didmetros
na faixa de 4 a 6 um, na amostra F10 foi possivel observar uma faixa mais
elevada de distribuicdo de didmetros, com maior concentragdo de fibras
na faixa de 10 um, mas com uma quantidade relativamente elevada de
fibras de até 20 um de didmetro. Essa diferenca de diametros pode ser
justificada pela maior concentragdo da solucdo eletrofiada, pela vazéo de
eletrofiacdo utilizada e pelo fato de que o poli(tioéter-fosfoéster) utilizado
na conjugacgéo apresenta uma solubilidade e interacdo com a mistura de
solventes empregada diferente da poli(m-PDL). Complementarmente,
alguns autores pontuam que, ao aumentar a concentracdo e
consequentemente a viscosidade de uma solucdo polimérica a ser
eletrofiada, a0 mesmo tempo em que diminui a tensdo superficial
favorece a formagdo de fibras sem beads, porém, as fibras formadas
tendem a possuir diametros maiores (MCKEE et al., 2004; GUPTA et al.,
2005)

5.2.5 Viabilidade celular dos scaffolds

Polimeros derivados de macrolactonas sdo conhecidos por
geralmente ndo apresentarem grande toxicidade. Em 2008, Van Der
Meullen e colaboradores testaram a biocompatibilidade de uma série de
macrolactonas, incluindo a poli(w-PDL), utilizando um ensaio de
citotoxicidade padrdo (MTT - um ensaio colorimétrico que avalia a
atividade metabdlica celular). Resumidamente, a atividade metabdlica de
uma linha celular de fibroblastos primarios provenientes de camundongos
(3T3 — indculo com 3 x 10° células) foi testada frente a solugdes com
diferentes concentragBes de polimero. As células 3T3 foram cultivadas
durante 96 h na presenca de meio de cultura contendo poli(w-PDL). Ap6s
estes testes preliminares, os autores puderam verificar que a poli(w-PDL)
ndo foi toxica para as células quando se utilizou alta densidade de células
(1 x 10 células por ensaio) e existiu uma toxicidade negligenciavel para
0s ensaios com baixa densidade de células (5 x 102 células por ensaio —
placas com pogos). Os autores puderam concluir que os filmes do
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homopolimero poli(w-PDL) ndo apresentaram citotoxicidade detectavel
perante aos ensaios MTT.

A viabilidade celular de scaffolds do homopolimero poli(w-PDL)
foi também reportada através de ensaios de citotoxicidade indireta
(FOCARETE et al., 2010). As avaliacdes de citotoxicidade dos scaffolds
eletrofiados foram realizadas in vitro perante células cardiacas
embriondrias de camundongos (H9c2). Os resultados obtidos pelos
autores indicaram a auséncia de toxicidade para este tipo de células,
indicando que a biocompatibilidade da poli(w-PDL) é mantida apos a
fabricacdo dos scaffolds por eletrofiacdo, um procedimento que envolve
0 uso de solventes.

No presente trabalho, a citotoxicidade dos scaffolds produzidos a
partir do homopolimero e daqueles resultantes da mistura da poli(w-PDL)
com o copolimero poli(w-PDL-b-TEPE) foi avaliada perante células do
tipo MC3T3, uma linhagem celular de calvaria de camundongo,
especializada na producdo de matriz celular 6ssea. A verificacdo da
guantidade de células vivas/mortas foi realizada com o uso de um
microscopio confocal de varredura e os resultados sdo mostrados na
Figura 45.

Figura 45: Viabilidade e proliferacdo celular (células vivas: verde e mortas:
vermelho) nos scaffolds de (A) poli(o-PDL) - 100 vezes de magnificacdo e (B)
poli(w-PDL) misturada com poli(w-PDL-b-TEPE) - 100 vezes de magnificagéo.
A imagem C é uma regido ampliada da imagem B - 200 vezes de magnificacéo.

Conforme pode ser verificado na Figura 45-A, quando as células
foram semeadas nos scaffolds produzidos a partir da eletrofiagdo do
homopolimero poli(ow-PDL) as mesmas permaneceram viaveis apos 24 h,
porém, com alguns pontos coloridos em vermelho, indicando regiGes de
morte celular. Cabe ressaltar que as células coloridas em vermelho estdo
distribuidas homogeneamente por toda a extensao do scaffold analisado.
Por outro lado, quando as células foram semeadas nos scaffolds obtidos a



138

partir da mistura do homopolimero com o poli(w-PDL-b-TEPE), pode-se
notar um predominio de células coloridas em verde, indicando uma
viabilidade celular mais elevada (Figura 45-B). Finalmente, a Figura 45-
C mostra uma regido ampliada da Figura 45-B, onde é possivel se
observar a predominancia de células vivas (verdes) em relacdo as células
coloridas em vermelho/mortas. Apesar de ser um resultado qualitativo,
este é representativo por ter sido observado por toda a extensdo dos
scaffolds.

Essa indicagdo de maior concentracdo de células vivas no scaffold
gue contém o poli(w-PDL-b-TEPE) pode ser atribuida ao fato de que o
fosfoéster, presente na fracdo poli(tioéter-fosfoéster) do copolimero
possui uma afinidade muito elevada a esse tipo de célula, favorecendo
assim a adesdo e proliferacdo celular (ZHAO et al., 2003a; WANG et al.,
2009). Em contrapartida, o surgimento de regides pontuais em vermelho,
indicando morte celular, pode ser atribuido a alguma remanescéncia de
fotoiniciador ndo dissociado ou de tiol residual, que ndo foram
completamente retirados do material produzido ap6s as precipitacfes
conduzidas em metanol. Por fim, deve-se notar que, apesar de a analise
ser apenas qualitativa, esse comportamento de distribuicdo de células
coloridas em verde e em vermelho pode ser observado por toda a extensao
de ambos os scaffolds analisados.
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Figura 46: Viabilidade e proliferacéo celular em 1, 4 e 8 dias de acordo com 0s
resultados obtidos no ensaio Alamar Blue para os scaffolds produzidos a partir de
(o) poli(w-PDL) e (e) poli(w-PDL) + poli(w-PDL-b-TEPE).
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A Figura 46 mostra os resultados em termos de quantidade de
células, calculadas a partir da reducéo do reagente Alamar Blue e medidas
por espectroscopia para os dois diferentes tipos de scaffols produzidos.
Conforme pode ser observado na quantificacdo das células no scaffold
produzido utilizando somente o homopolimero poli(w-PDL) (o), ocorre
um crescimento na quantidade de células do primeiro ao quarto dia,
partindo de aproximadamente 5 x 102 células para em torno de 6,2 x 10°
células, finalizando com aproximadamente 1 x 10* células ap6s 8 dias.
Esse crescimento celular corrobora com os resultados de células
vivas/mortas, obtidos por microscopia confocal, indicando que o
homopolimero é um material que néo apresenta toxicidade pronunciada
para esse tipo de célula. Nos pontos que mostram o crescimento celular
no scaffold produzido utilizando a mistura do homopolimero com o
poli(w-PDL-b-TEPE) (e), pode ser verificado um crescimento mais
elevado entre o primeiro e o quarto dia, partindo de 5 x 10° para
aproximadamente 1 x 10* células e estabilizando esse nimero de células
apos 8 dias de avaliacdo. Esse resultado mostra que, além do material
obtido ndo apresentar citotoxicidade para este tipo de célula nos testes in
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vitro, o scaffold é altamente compativel com as células, levando a um
crescimento mais rapido das mesmas nos primeiros quatro dias.

5.2.6 Ensaios de degradacéo

A degradacdo hidrolitica das amostras obtidas a partir da
eletrofiacdo do homopolimero poli(w-PDL) pode ser observada na Figura
47-A. Pode-se perceber que mesmo ap6s 60 dias de degradacdo a 37°C
em tampdo fosfato as amostras ndo apresentaram perda de massa
relevante. Esses resultados estdo em concordancia com os dados da
literatura que mostram que fibras de poli(o-PDL) ndo apresentam
degradacdo hidrolitica. Van der Meulen e colaboradores (2008)
estudaram a degradacéo hidrolitica de fibras de poli(w-PDL) em 10 mL
de tampao fosfato e verificaram que em até 2 anos nao foi detectada perda
de massa nem reducdo da massa molar do polimero. Além disso, a
cristalinidade das amostras ndo mudou ao longo do periodo estudado.

Os resultados de degradacéo hidrolitica dos scaffolds obtidos pela
eletrofiacdo da mistura de poli(w-PDL) com o copolimero em bloco
poli(w-PDL-b-TEPE) sdo mostrados na Figura 47-B, onde também pode
ser observado que ndo houve reducdo da massa das amostras mesmo apés
60 dias de estudo. Isto sugere que a hidrofobicidade do homopolimero
poli(w-PDL) ainda é o principal motivo para a estabilidade hidrolitica
encontrada, pois a entrada e contato com moléculas de agua sao
dificultados, o que desfavorece o inicio da degradacéo.

Cabe ressaltar também que a massa molar das amostras estudadas
ndo apresentou variacao durante o periodo de degradacdo. A massa molar
numérica média das fibras do scaffolds de poli(w-PDL) era de 30.700 g
mol* com dispersidade em torno de 3,4 e apds o periodo estudado as
massas molares apenas apresentaram leves diferencas, muito
provavelmente devido a varia¢@es do equipamento e ndo a uma mudanca
efetiva de massa molar das amostras. A massa molar numérica média das
fibras obtidas a partir da mistura de poli(w-PDL) com o poli(w-PDL-b-
TEPE) era de 31.200 g mol, com dispersidade de 2,2 e esses valores ndo
variaram substancialmente ap6s os ensaios de degradacgdo hidrolitica.
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Figura 47: Degradagdo hidrolitica dos scaffolds de (A) poli(w-PDL) e (B) poli(w-
PDL) + poli(o-PDL-b-TEPE) em tampao PBS a 37 °C. Massa remanescente em
funcéo do tempo de degradacéo.
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A degradacdo enzimatica dos scaffolds de poli(w-PDL) e dos
produzidos a partir da mistura de poli(w-PDL) + poli(w-PDL-b-TEPE) ¢é
mostrada na Figura 48. A Figura 48-A mostra a perda de massa da
amostra produzida a partir do homopolimero, onde é possivel verificar
gue a amostra se manteve estavel até o trigésimo dia. Uma perda de massa
efetiva ocorreu somente a partir do quadragésimo dia, resultando em
aproximadamente 18% de redugdo da massa ao final de 60 dias. Esses
resultados diferem daqueles obtidos por VVan der Meulen e colaboradores
(2008) onde os autores estudaram a degradacdo enzimatica de fibras de
poli(w-PDL) e ndo verificaram alteragdes na massa das amostras mesmo
apos 100 dias de estudo. Cabe ressaltar que para a degradacéo enzimatica
0s autores utilizaram a lipase de Pseudomonas cepacia em tampdo PBS,
enquanto que no presente trabalho a lipase B de Candida antarctica com
atividade de 22 U g* foi utilizada. Além disso, as fibras do homopolimero
apresentaram um didmetro na faixa de 4 a 6 um, gerando um scaffold
poroso e com uma elevada area de contato, favorecendo a troca de massa
entre enzima e fibras, facilitando inclusive a remocao de espécies de baixa
massa molar e compostos degradados.

A degradacédo enzimética do scaffold produzido a partir da mistura
de poli(w-PDL) com o poli(w-PDL-b-TEPE) é mostrada na Figura 48-B,
onde pode ser observada uma variacdo bastante pronunciada na massa do
scaffold ap6s 40 dias de degradacdo, resultando em uma perda de massa
em torno de 90% apds 60 dias de ensaio. Esta € a primeira vez que a
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degradacdo desse tipo de material é estudada e os resultados obtidos
mostram que o material é promissor para ser utilizado na éarea de
engenharia de tecidos, uma vez que apresenta uma degradagéo acentuada
ap6s um periodo inicial de 40 dias.

Figura 48: Degradagdo enzimatica dos scaffolds de (A) poli (w-PDL) e (B)
poli(w-PDL) + poli(w-PDL-b-TEPE) em tampdo PBS a 37 °C, contendo 0,1 mg
de lipase por 10 mL de tamp&o. Massa remanescente em fungdo do tempo de
degradagdo.
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Em relacdo as massas molares das amostras apés o periodo de
degradacdo enzimatica, os resultados ndo foram considerados confiaveis,
uma vez que a quantidade de amostra restante ap6s a degradacgdo era
muito pequena, resultando em amostras muito diluidas, gerando sinais
pouco pronunciados, praticamente na regido de ruido do equipamento.
Essa mesma tendéncia foi observada tanto para os scaffolds produzidos a
partir do homopolimero, quanto para aqueles produzidos da mistura de
poli(w-PDL) com o copolimero em bloco, poli(w-PDL-b-TEPE).

Por fim, a Figura 49 mostra os scaffolds obtidos (49-A) a partir do
homopolimero e (49-B) a partir da mistura de homopolimero com o
poli(w-PDL-b-TEPE) antes da degradacdo enzimatica e apds o periodo de
degradagdo enzimética com a lipase B de Candida antarctica em tampé&o
PBS com pH de 7,4, onde pode ser visualizada a degradacdo de ambos 0s
tipos de scaffolds. Seguindo a tendéncia de perda de massa indicada na
Figura 48. Cabe ressaltar que na imagem 49-A é possivel verificar uma
retracdo dos scaffolds de homopolimero, com perda de massa de no
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maximo 20 %, enquanto que a Figura 49-B mostra os scaffolds onde a
perda de massa chegou a até 90 % apds 60 dias.

Figura 49: Scaffolds obtidos a partir de (A) poli(w-PDL) e (B) a partir da mistura

de poli(w-PDL) com o poli(w-PDL-b-TEPE) em diferentes tempos de degradacédo
enzimatica.
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5.3 CONCLUSOES

No presente capitulo, a poli(w-PDL) foi funcionalizada com tiol,
resultando em eficiéncias de funcionalizagdo de até 90 %.
Concomitantemente, um monémero contendo um grupamento fosfoéster
e duas ligacbes duplas terminais foi produzido e reagido com um ditiol
para a formagcdo de um poli(tioéter-fosfoéster). A poli(w-PDL)
funcionalizada com tiol foi entdo reagida com esse material, formando
um copolimero em bloco, que apresentou em torno de 21% de
incorporacéo do poli(tioéter-fosfoéster). Finamente, esse copolimero foi
utilizado para a producdo de scaffolds poliméricos pela técnica de
eletrofiagdo. Da mesma forma, o homopolimero poli(w-PDL) foi também
eletrofiado e ambos os tipos de scaffolds produzidos foram comparados.
Apos otimizadas as condigdes para a eletrofiacdo de ambos materiais,
puderam ser obtidas fibras estaveis, com didmetros variando de 5 a 25 um
e sem a presenca de defeitos do tipo beads. Os scaffolds produzidos a
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partir da mistura do homopolimero com o poli(w-PDL-b-TEPE)
apresentaram uma aderéncia celular maior do que aqueles obtidos do
homopolimero, provavelmente pelo fato de o copolimero possuir
grupamentos fosfoéster, que apresentam grande afinidade ao tipo de
células estudadas. Ainda os ensaios de degradacdo puderam sugerir que
ndo foi verificada degradacao hidrolitica em ambos os tipos de scaffolds.
A degradacdo enzimatica nos scaffolds de poli(w-PDL) levou a uma
reducdo de massa de até 20 % ao final de 60 dias de estudo enquanto que
a degradacdo dos scaffolds produzidos a partir da mistura do
homopolimero com o poli(w-PDL-b-TEPE) resultou em uma perda de
massa de até 90 % ap06s 60 dias de degradagdo.

Dessa forma, essa etapa deste trabalho mostrou a sintese de um
material novo, agregando propriedades interessantes de viabilidade
celular e de degradacdo a poli(w-PDL), uma vez que este poliéster e
conhecido por possuir excelentes propriedades mecéanicas, porém, por ter
uma cristalinidade elevada, ndo possui boas propriedades de degradacao.
Adicionalmente, a biocompatibilidade dos scaffolds obtidos a partir do
copolimero em bloco aumentou em relagdo a& do homopolimero,
mostrando que esse material ¢ um forte candidato para aplicacdes
biomédicas.
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CAPITULO VI
6 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho teve como objetivo principal estudar a polimerizacdo
por abertura de anel da macrolactona w-pentadecalactona e aplicar o
poliéster obtido na area de engenharia de tecidos, para a construcdo de
estruturas porosas tridimensionais - scaffolds. Os resultados aqui
discutidos sdo divididos em trés capitulos, os quais envolvem: o estudo
da sintese do homopolimero poli(w-PDL) utilizando diferentes solventes
em um reator pressurizado, a sintese da poli(w-PDL) utilizando dioxido
de carbono supercritico como solvente e a funcionalizacdo da poli(w-
PDL) com tiol e posterior conjugacdo com um poli(tioéter-fosfoéster)
para a formacéo de scaffolds via técnica de eletrofiacéo.

Polimeros produzidos a partir de mondmeros renovaveis séo
excelentes candidatos para uso na area biomédica. Na etapa inicial do
presente trabalho, foi relatado pela primeira vez a polimerizagdo por
abertura de anel da macrolactona o-PDL utilizando diclorometano,
cloroféormio, THF e n-hexano como solventes. As polimerizacdes
realizadas utilizando diclorometano e cloroférmio apresentaram o0s
melhores resultados em termos de rendimento e massa molar.
Adicionalmente, o estudo cinético mostrou uma polimerizacéo
enzimatica eficiente e rapida, resultando em materiais com elevadas
massas molares em apenas 2 horas de reagao.

Diferentemente dos trabalhos disponiveis na literatura, os quais
utilizam tolueno como solvente do meio reacional, na segunda etapa deste
trabalho, poli(w-PDL) foi sintetizada pela primeira vez usando didxido de
carbono supercritico como solvente e diclorometano ou o cloroférmio
como cossolventes. As reagdes conduzidas usando scCO2 como solvente
resultaram em rendimentos de até 60 % e em massas molares até 33.000
g mol. Quando cossolventes foram utilizados, massas molares de até
50.000 g mol* e rendimentos de até 87 % em massa puderam ser obtidos.
Também pdde ser verificada a relacdo inversa entre o teor de dgua na
enzima e as massas molares dos polimeros obtidos. Esta etapa do trabalho
comprovou que o uso de scCO, é uma alternativa vidvel e promissora para
a sintese de novos materiais poliméricos via e-ROP com potenciais
aplicacdes para a area biomédica.

A Ultima etapa deste trabalho, descrita no capitulo V, mostra a
possibilidade de funcionalizagdo do homopolimero de poli(w-PDL)
utilizando um tiol. Uma vez funcionalizado, o polimero apresentou a
habilidade de conjugacdo, via reacGes radicalares tiol-eno, com uma
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molécula contendo duplas ligagdes e grupamentos fosfoéster,
viabilizando a sintese de um copolimero em bloco. Ap6s a obtencdo do
copolimero, pode ser verificado que o mesmo resultou em fibras estaveis
quando submetido ao processo de eletrofiacdo para formacdo de um
scaffold. Por fim, foi demonstrado a afinidade que esse material
produzido possui por células do tipo osteoblastos.

Dessa forma, essa etapa deste trabalho agregou caracteristicas de
biocompatibilidade e degradacéo ao poliéster poli(w-PDL), comprovando
gue o material obtido é um forte candidato para aplicacGes biomédicas,
como por exemplo em dispositivos de regeneracdo temporaria de tecidos
0sseos ou cartilaginosos.

Tendo em vista os resultados obtidos ao final deste trabalho, pode-
se sugerir como perspectivas futuras, para a melhora ou continuacdo deste
trabalho:

- Estudar a polimerizacdo da ®-PDL em um reator continuo,
utilizando scCO, como solvente e usando ou ndo cossolventes, visando o
aumento de escala e viabilidade econdmica da producéo deste poliéster;

- Utilizar um reator que permita o empacotamento do catalisador
enzimatico, facilitando a separacéo do catalisador e do polimero formado;

- Estudar os diferentes parametros de eletrofiacdo do copolimero
em bloco obtido, modificando, por exemplo, a mistura de solventes
utilizada, o diametro da agulha do equipamento e outros possiveis
pardmetros de operagdo, como temperatura, tensdo e distancia da agulha
para o coletor;

- Estudar a producdo de fibras utilizando diferentes tipos de
coletor, como por exemplo, coletor rotatdrio, coletor com solucéo para
precipitacdo das fibras, etc;

- Realizar a caracterizagdo mecanica dos scaffolds obtidos - de fato
esta parte do trabalho esta sendo realizada em parceria com o professor
Andreas Heise nos laboratdrios do RCSI;

Durante a execucdo deste trabalho, um material que chamou a
atencdo foi o mondmero fenil di(undec-10en-1-il) fosfato. Esse composto
foi inicialmente sintetizado em 2012, apresentando excelentes
propriedades de biocompatibilidade e degradacdo (MARSICO et al.,
2012). No presente trabalho, esse composto foi reagido com um ditiol
para a formacéo de um poli(tioéter-fosfoéster). Uma das principais classes
de polimeros estudada pelo grupo do professor Andreas Heise sdo 0s
polipeptidios, que sdo polimeros que possuem repetidas cadeias de
aminoacidos em sua estrutura principal, unidas por ligacdes peptidicas. A
grande atracdo de pesquisadores por polipeptidios surgiu nos ultimos anos
devido a versatilidade quimica desses materiais, aliada & sua conhecida
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biocompatibilidade e biodegradacdo. Sendo assim, surgiu, como uma
etapa complementar deste trabalho, a ideia de aliar o monémero fenil
di(undec-10en-1-il) fosfato com um polipeptidio que possua grupamentos
tiol em sua estrutura, produzindo um copolimero linear (no caso de o
polipeptidio possuir dois grupamentos tiol em sua estrutura) ou um
copolimero reticulado, no caso de conter trés ou mais tidis, para produzir
um material com propriedades mecanicas, de biocompatibilidade e
degradacdo interessantes e que possa ser utilizado, por exemplo, para a
impressdo 3D e aplicacdo na regeneracdo de tecidos. Esta etapa do
trabalho também ja esta sendo estudada em parceria com o grupo do
professor Andreas Heise.
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