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RESUMO

No desenvolvimento de biomateriais poliméricos, os poliésteres recebem destaque
em decorréncia das suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e
bioreabsor¢cdo. A polimerizagdo enzimatica por abertura de anel (e-PAA) emerge
como uma rota ambientalmente mais favoravel para a obtencdo de poliésteres,
permitindo a sintese de polimeros com massa molar elevada e sem necessitar de
catalisadores organometalicos. Entretanto, o poliéster sintetizado possui aplicacao
limitada devido a sua alta cristalinidade e hidrofobicidade. Deste modo, a fim de alterar
essas propriedades, pode-se incorporar biomoléculas nas insaturacdes da cadeia
linear do poliéster através de modificacdes via reacdes de tiol-eno. Desta forma, o
presente trabalho possui como objetivo a sintese do copolimero poli(globalide-co-¢-
caprolactona) por e-PAA e a modificacdo via reacao tiol-eno com o aminoacido
cisteina. A presenca de grupos funcionais caracteristicos foi avaliada de modo
qualitativo por Espectroscopia de Infravermelho, onde h& a confirmacgéo da ligacao C-
S entre o copolimero e 0 aminoacido, além da presenca dos grupos éster, aminas e
C=C. Os resultados obtidos por Espectroscopia de Ressonancia Magnética de
Hidrogénio demonstraram um acoplamento de 18% de aminoé&cido, avaliado pelo
consumo das insaturagcbes do copolimero. Ainda, na andlise de Calorimetria
Diferencial de Varredura foi observado uma reducéo de 9% no grau de cristalinidade
do copolimero, verificado pela reducdo da temperatura e entalpia de fusdo. A
molhabilidade e energia superficial dos copolimeros demonstram o maior carater
hidrofilico do PGICLCys em comparacdo ao PGICL. Os estudos biolégicos
preliminares certificaram a biocompatibilidade do material em células de fibroblastos
L929. Sendo assim, a modificacdo do PGICL com cisteina contribui para a reducao da
cristalinidade e aumento da biocompatibilidade e hidrofilicidade, possibilitando a
utilizacao deste copoliéster modificado como um biomaterial para diversas aplicacdes

biomédicas.

Palavras-chave: biomateriais, poli(globalide-co-¢-caprolactona), modificagéo tiol-eno,

cisteina, biocompatibilidade.



1 INTRODUCAO

Devido a crescente demanda por biomateriais para o uso como dispositivos
biomédicos, novas estratégias tém sido desenvolvidas para se obter um material com
propriedades requeridas na aplicacdo. Os polimeros se destacam nessa area,
principalmente aqueles que apresentam caracteristicas de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e bioreabsorcdo. Uma classe de polimeros que ganha visibilidade
sdo o0s poliesteres pois apresentam boas propriedades mecéanicas, sao
biocompativeis e bioreabsorviveis. Estes poliésteres sdo empregados na regeneracao
de tecidos e oOrgaos, como carregadores para liberacdo de farmacos e nas
embalagens biodegradaveis na industria alimenticia. *

Os poliésteres biodegradaveis ganham atratividade na biomedicina, com
destaque ao copolimero poli(globalide-co-g-caprolactona) (PGICL), derivado de uma
lactona (g-caprolactona) e uma macrolactona insaturada (globalide) em virtude de
suas propriedades mecanicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Os polimeros
obtidos a partir da copolimerizacédo tem a vantagem de somar a caracteristica de dois
mondmeros em uma cadeia polimérica. Ainda, o uso de mondémeros que mantém a
insaturacao na cadeia principal do copolimero apresentam a vantagem de serem pos-
modificados via reacdes de click chemistry propondo um melhor direcionamento do
biomaterial a ser confeccionado.

A rota mais empregada para a sintese do PGICL € a polimerizagéo enzimatica
por abertura de anel (e-PAA).? Esta ndo necessita de temperaturas elevadas, ao
contrario das polimerizacdes por abertura de anel que utilizam catalisadores
organometalicos. Temperaturas mais brandas permitem que o copolimero preserve
as insaturagfes da unidade monomérica. Na e-PAA o uso de solventes organicos é
reduzido e seus catalisadores enzimaticos, além de serem considerados fontes
renovaveis e reutilizaveis, sdo preferiveis para o uso biomédico por serem atoxicos.
Por conta disso, esta rota é considerada ambientalmente favoravel. 3

As modificacbes apO0s a polimerizacdo dos copolimeros podem alterar
caracteristicas que limitam a aplicagdo desses poliésteres, como a hidrofobicidade e
a cristalinidade. Reagbes de tiol-eno, um método click chemistry, permitem a
modificacdo nas insaturacdes da lactona, incorporando grupos funcionais na estrutura

linear do copolimero de forma rapida e seletiva, descartando o uso de mdultiplas etapas
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de sintese para a obtencdo de um biomaterial com fungées especificas.* Estudos
relatam que a modificacédo do poliéster que emprega biomoléculas como aminoacidos
e derivados, permitem o melhoramento das propriedades fisico-quimicas do
copolimero, o que contribui para 0 aumento da biocompatibilidade do biomaterial final.
5

No estudo realizado foi utilizado a cisteina, um aminoacido que contém um
grupo tiol em sua estrutura e que concede caracteristica hidrofilica e
biocompatibilidade desejavel, quando usado como grupo pendente na cadeia de um
polimero.

Posto isso, o0 presente trabalho teve como objetivo a sintese do copoliéster
poli(globalide-co-¢e-caprolactona) por e-PAA e sua modificag&o via reagao tiol-eno com
0 aminoacido cisteina a fim de obter-se um biomaterial para aplicagdes biomédicas.

12



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomateriais

A demanda por biomateriais vem crescendo continuamente nos ultimos anos,
aumentando o incentivo ao desenvolvimento de novas estratégias para obtencéo de
materiais mais eficientes.® Um biomaterial deve possuir biocompatibilidade, baixa
toxicidade e dependendo da sua aplicacdo precisa ser biocompativel, biodegradavel
e bioreabsorvivel. Ao exercer sua funcao, o biomaterial ndo deve causar perturbactes
nos processos fisioldgicos e nem danos indesejaveis para as células.”® Caso a
biodegradabilidade seja uma propriedade deste material, deve-se verificar que 0s
produtos de degradacdo gerados sejam atoxicos e biocompativeis. Dentro dos
biomateriais, os poliméricos ganham destaque pois podem ser sintetizados de forma

relativamente facil, barata e com um amplo conjunto de propriedades.®

2.1.1 Aplicacdes de biomateriais poliméricos

Algumas das principais aplicacbes dos biomateriais poliméricos sdo na
engenharia de tecidos, como nanocarregadores para diagnostico, terapia e sistemas
de entregas de droga.®*! Para regeneracéo de tecidos o biomaterial deve apresentar
uma estrutura de suporte, constituido de uma matriz tridimensional temporéaria que
seja idéntica ao meio natural e sua principal funcdo é atuar como plataforma de
suporte que propicie o desenvolvimento do novo tecido.*? As propriedades como
porosidade, degradacao, rigidez, definem a qualidade estrutural final do biomaterial.
A degradacédo controlada do biomaterial implantado é outro ponto relevante, pois o
suporte deve permanecer tempo suficiente até a regeneracéao total da area desejada.*?

Outra aplicacdo dos polimeros € como revestimentos para a estabilizagdo de
nanoparticulas magnéticas. As nanoparticulas sdo muito utilizadas em aplicacbes
biomédicas como nanocarregadores, podendo exercer funcdes de diagnéstico de
cancer e liberacdo de drogas.'41® Para que estas particulas se tornem biocompativeis,
estaveis e atuem como suporte de biomoléculas é necessario que possuam um

revestimento organico ou inorganico.'%7 Esses revestimentos, em conjunto com o
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meétodo de sintese, influenciam no diametro, cristalinidade, propriedades magnéticas
e estabilidade coloidal da nanoparticula. Os polimeros se tornam uma alternativa para
esta aplicacdo, estabilizando a nanoparticula e permitindo uma modificacado posterior
de superficie, para atender melhor a funcédo do dispositivo.'® Os polimeros também
sdo essenciais para dispositivos de liberacdo de farmaco. O encapsulamento de
farmacos permite maior controle do tempo de circulacdo na corrente sanguinea, reduz
possiveis efeitos colaterais e evita degradacgéo antes do tempo essencial e direcionar

melhor para o local alvo.®2°

2.1.2 Polimeros biodegradéaveis

Alguns biomateriais tem acao temporaria no organismo, dada a necessidade
momentanea para sustentar, orientar e propiciar o crescimento celular. Sendo assim,
os polimeros biodegradaveis e bioreabsorviveis possuem significativa relevancia, e
podem ser bioabsorvidos pelo organismo apds exercida a funcdo. Os polimeros
considerados biodegradaveis sdo aqueles que sofrem a quebra de ligagcbes, por
enzimas ou reacées de hidrélise, o que propicia a sua degradacdo.?! O que viabiliza
0 emprego destes polimeros na area da biomedicina é devido sua facilidade de sintese
e ajustes nas propriedades fisico-quimicas, térmicas e mecanicas.??> Os principais
polimeros biodegradaveis que séo utilizados na fabricacdo desses dispositivos sdo os
polianidridos, poliamidas, poliuretanos, polifosfatos e poliésteres.?? Estudos se voltam
para a utilizacdo dos poliésteres, pois estes sdo considerados polimeros versateis,

biocompativeis, bioreabsorviveis e com boas propriedades mecanicas. 3

2.2 Poliésteres

Os poliésteres possuem na sua estrutura a repeticdo de grupos éteres na
cadeia principal e sua férmula quimica pode ser representada como —(COOR)x-, com
o R correspondendo a diferentes grupos funcionais. O grupamento éster presente na
estrutura do polimero é o que o torna propenso a degradacdo hidrolitica. Ao ser
hidrolisado, o poliéster é fragmentado em unidades menores e pode ser reabsorvido
por vias metabdlicas.?*2?® Os poliésteres biodegradaveis mais comumente
empregados séo poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(e -
caprolactona), poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA).?® Sendo assim, um copoliéster

14



(copolimero formado por monémeros com grupos ésteres) que vem ganhando
atencdo é o poli(globalide-co-e-caprolactona) (PGICL), apresentado na Figura 1,
sintetizado a partir dos mondmeros de e-caprolactona e globalide. Estudos relatam
sua sintese, modificacéo e biocompatibilidade para aplicacdes biomédicas. 52728

Figura 1. Estrutura do copolimero PGICL

WLW\)O‘NW ™

Poli(globalide-co-¢-caprolactona) (PGICL)

Fonte: Adaptado de Guindani et al. (2017) 2°

A e-caprolactona é o monémero utilizado na sintese do poliéster linear alifatico
poli(e-caprolactona) (PCL) (Figura 2). Este poliéster € considerado biodegradavel,
semicristalino e biocompativel, muito presente na literatura, com sinteses e aplicacdes

bem estabelecidas, dentre elas na area biomédica.30:31

Figura 2. Estrutura da e-caprolactona e do polimero poli(e-caprolactona)
0
O
7 M
N

g-caprolactona Poli(e-caprolactona)

Fonte: Adaptado de Guindani et al. (2017) 2°

A globalide (Gl) € uma macrolactona insaturada com grande aplicacdo na
industria de perfumes e cosméticos. E comumente utilizada como monémero na
sintese do homopolimero poliglobalide (PGI) (Figura 3), um poliéster alifatico

biocompativel, hidrofébico, semicristalino e ndo toxico. O PGl se destaca por

15



apresentar uma insaturacdo na sua estrutura, permitindo crosslinking e modificacéo

apos a polimerizagdo.®?

Figura 3. Estrutura da globalide e do polimero poli(globalide)

HO AN ot"

Globalide Poli(globalide)

Fonte: Adaptado de Guindani et al. (2017) 2°

Estes mondmeros sao semicristalinos quando polimerizados sozinhos,
contudo, quando se realiza a polimerizagéo por abertura de anel (e-PAA) entre eles
para a formacédo do PGICL, o copolimero obtido possui maior mobilidade nas cadeias,
tornando-o menos cristalino. Entretanto, ainda mantém propriedades importantes

como excelentes propriedades mecéanicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade.33

2.3 Polimerizagdo enzimética por abertura de anel (e-PAA)

A principal rota empregada para obtencdo de copoliésteres é a polimerizacédo
por abertura de anel (e-PAA). A polimerizacdo ocorre a partir da abertura do anel do
mondmero, de modo que modifica-o para uma estrutura polimérica linear, e entdo o
grupo terminal deste polimero atua como um centro reativo e os monémeros se
adicionam consecutivamente, para formar uma cadeia polimérica maior.3*

Uma etapa importante da reacéo € a selecdo do catalisador, visto que ele ira
determinar o método sintese e purificacdo, e a partir dos residuos gerados, determinar
as aplicacdes seguintes do polimero sintetizado.®®> Os mais usados em reacées de
PAA (polimerizagdo por abertura de anel) sdo catalisadores organometalicos,
organicos e enzimaticos. Nas rotas sintéticas com uso dos organometalicos, se faz
necessaria o uso de temperaturas elevadas para a polimerizacdo.3¢3” Mas, quando
se deseja obter um polimero com insaturagdes na cadeia principal, € preciso uma
polimerizacdo em temperaturas mais brandas para que ndo ocorra a degradacao

térmica das insaturacdes.3® Sendo assim, a polimerizacdo enzimatica por abertura de
16



anel é uma rota utilizada para a obtencéo destes polimeros.3° Além de nédo necessitar
de temperaturas altas, a e-PAA reduz o uso de solventes organicos e possui a
particularidade de obtencdo de polimeros mais uniformes e com altas massas
molares?®°, pois as enzimas apresentam apenas um sitio ativo, ndo gerando produtos
secundarios durante a sintese.*

Ademais, os catalisadores enzimaticos sao considerados naturais, podendo ser
obtido por bactérias, fungos ou plantas, o que os torna uma fonte renovavel.
Apresentam fungdes de quimioseletividade, regiosseletividade e estereosseletividade,
tornando-as fortemente especificas. Sao preferiveis em relacdo aos organometalicos
devido a sua ndo-toxicidade para o uso biomédico*®4?, podendo também serem
reutilizadas em diversas reacfes, sem que perca seu poder catalitico, tonando o
processo com um custo final menor. Sendo assim, a e-PAA é considerada uma técnica
promissora e indispensavel no desenvolvimento de sinteses mais verdes para

obtencdo de poliésteres.?

2.3.1 Lipases (Novozym 435)

Lipases sdo enzimas muito utilizadas como catalisadores biolégicos em
reacoes de transesterificacdo, policondensacéo, polimerizacdo de abertura de anel e
modificacdes de polimeros e podem ser aplicadas em reacdes de hidrélise de ésteres.
4344 A lipase B de Candida antarctica imobilizada em resina polimérica macroporosa
de metacrilato de metila (Lewatit VP OC 1600, Bayer), comercialmente conhecida
como Novozym 435, é altamente ativa e apresenta notavel eficacia na e-PAA de
lactonas, com uma alta taxa de reacdo na polimerizacdo de macrolactona.®® Esta
enzima é considerada um catalisador altamente versatil, podendo ser aplicada em
diversas condicbes de reacdo. Isto se deve a caracteristica de possuir uma
imobilizacdo estavel em temperaturas e pH diferentes, com atividade sobre uma

grande variedade de substratos em varios solventes organicos.*®

2.3.2 Mecanismo catalitico

Na Figura 4 é possivel observar o mecanismo catalitico da e-PAA. Na etapa 1

ocorre a ativagdo da lactona, onde a enzima faz a abertura do anel do monémero
17



formando um complexo entre monémero-enzima, também chamado de intermediario
acil-enzima. ApOs a abertura do anel, ocorre o ataque nucleofilico no complexo
formado, onde a 4gua (iniciador) atua como o nucledfilo, ocasionando a desacilagcédo
do complexo. Essa desacilagdo gera um oligdmero (o0 acido w-hidréxi-carboxilico) e
libera o sitio ativo a enzima para abertura de um novo anel. A propagacdo da
polimerizacdo ocorre na etapa 3, de modo que os oligdbmeros sao adicionados por
policondensacdo. Nesta etapa o ataque nucleofilico ocorre a partir do grupo hidroxi-
terminal do acido w-hidroxi-carboxilico, liberando a enzima e formando a cadeia

polimérica como produto final.44°

Figura 4. Mecanismo e-PAA de lactonas catalisadas por lipase

Etapa 1: Abertura do anel pela enzima e formag&o do complexo enzima-mondémero

o]
O
Lipase - OH + ( o 7T, MOJ\
Lipase—o H

Etapa 2: Ataque nucleofilico e regeneragéo do sitio ativo da enzima

o} O
) o ) o
Lipase—0 H + HO0 =——= |Lipase-OH + o H
1

acido w-hidréxi-carboxilico (i)

Etapa 3: Propagacgado por policondensagdo

o] fe] le]
fo) + - Lipase-OH + 0
Lipase—0 H HO © H a HO H
]

i J

acido w-hidréxi-carboxilico (j)

Fonte: Adaptado de Johnson et al. (2011) 46

2.4 Modificagéao via reacao tiol-eno

A reacao de click chemistry tiol-eno consiste em uma estratégia de modificacao
da cadeia de polimeros pré-sintetizados que altera as suas propriedades fisico-
quimicas. Esta reacdo amplia as possibilidades de aplicacdo e garante um melhor
direcionamento para o0 uso na area biomédica. Os poliésteres apresentam certa
limitacdo na sua aplicacéo devido a sua hidrofobicidade e cristalinidade, sendo assim,

€ possivel realizar a modificacdo nas insaturacdes da lactona presente na cadeia
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polimérica, aumentando a biocompatibilidade com o meio hidrofilico. Este método
pode ser realizado de forma direta utilizando um iniciador térmico ou
fotoluminescente*’, conjuga as moléculas com grupos tiol de maneira rapida, seletiva
e possui um alto rendimento, dispensando a utilizacao de procedimentos em multiplas
etapas, 0 que o torna uma importante ferramenta.

As reac0es tiol-eno fotoluminescentes (Figura 5) consistem em reacfes em que
o fotoiniciador, ap6s absorver um foton de luz, gera um radical tiol pela abstracéo
direta do hidrogénio do tiol (ou ele é adicionado a uma dupla que gera um radical e
entdo abstrai um hidrogénio do tiol). O radical tiol formado se liga ao carbono da dupla
ligacdo gerando um radical intermediario, que novamente abstrai um hidrogénio de

outro grupo tiol gerando um novo radical e segue este ciclo. 484°

Figura 5. Mecanismo tiol-eno

®

hv : . RS ; : RS :
RSH — g R 2 "Ry i g S N N\ RS

Fonte: Adaptado de Fairbanks et al. (2017)4°

Além da hidrofilicidade, outras propriedades que podem ser ajustadas séo a
viscosidade, adesdo, cristalinidade e solubilidade.* As modificacbes permitem a
conjugacéao de estruturas mais complexas como proteinas e anticorpos aos polimeros,
trazendo uma interagcdo mais especifica com as células.>%-53

Os aminoacidos por serem moléculas biocompativeis podem fornecer maior
biocompatibilidade e hidrofilicidade ao copoliéster, devido as possiveis ligacdes de
hidrogénio com os grupos &cido carboxilico e amina.>® Estudos relatam a
biocompatibilidade desses copolimeros modificados com aminoacidos e derivados,

como a bioconjugacgdo com a N-acetilcisteina (NAC) (Figura 6). 527,55
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Figura 6. Modificacdo do polimero PGICL com NAC via reacao tiol-eno
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PGICL NAC PGICL-NAC

Fonte: Guindani et al. (2018) 5

A cisteina (Cys) € um aminod&cido essencial que apresenta em sua estrutura 0s
grupos funcionais amina, acido carboxilico e tiol (Figura 7). Desenvolve indmeras
funcdes biolégicas e quimicas no nosso organismo, sendo importante na sintese,
estrutura e atuacdo de proteinas e enzimas, manutencdo da homeostase redox? e

precursor metabdlico de compostos bioguimicamente importantes. 56:57.58

Figura 7. Estrutura do aminoécido cisteina (Cys)
o}

HS OH
NH;

Fonte: Adaptado de Hayashi et al. (2016)%°

a A homeostase redox representa um equilibrio entre as espécies oxidantes e antioxidantes nas
células.58
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo a sintese enzimatica do copolimero
poli(globalide-co-¢-caprolactona) e sua modificagdo com o aminoacido cisteina via

reacdo tiol-eno visando aplica¢des biomédicas.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar o copolimero poli(globalide-co-g-caprolactona) (PGICL) via reacéo de
polimerizacao enzimatica por abertura de anel;

¢ Modificar o copolimero PGICL via reacao tiol-eno com o aminoacido cisteina
(Cys);

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica e angulo de contato dos copolimeros
PGICL e PGICLCys;

e Realizar ensaio in vitro de viabilidade celular em células de fibroblasto L929.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Diclorometano P.A. 99,8% (DCM), cloroférmio P.A. 99,8%, tetrahidrofurano
P.A. 99,9% (THF), etanol P.A. 99,8% (EtOH), tolueno P.A. 99,8% foram adquiridos da
Vetec Quimica (Brasil). Dimetilformamida (DMF) (NEON). O fotoiniciador 2,2-dimetoxi-
2-fenilacetofenona (DMPA) CAS: 24650-42-8 foi doado por IGM resinas. Cisteina
99,8% (Cys) foi comprada da Gemini (Brasil). Novozym 435 (lipase B comercial de
Candida antarctica imobilizada em granulos de poliacrilato reticulado) foi doada por
Novozymes, Brasil, A/S. Globalide (Gl) foi doado da Symrise. A ¢-caprolactona (CL)
(Sigma Aldrich Brasil), O globalide e a e-caprolactona (CL) serdo secos sob vacuo por
24 horas e mantidos em um dessecador sobre silica e peneiras moleculares de 4 A
(Sigma Aldrich — Brasil). O meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA)
utilizado para estimular o crescimento celular possui uma formulacéo baseada e utiliza
sistema tamponamento com bicarbonato e determinada concentracéo de aminoacidos
e vitaminas. O Soro fetal bovino (10%), penicilina (100 U/mL) estreptomicina (100
pg/mL) e Glutamina 2mM foram adquiridas da Thermo Fisher Scientific - GIBCO. Sall
de tetrazdlio (MTT) (Brometo de [3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio])
adquirido da Sigma-Aldrich. Cloreto de cobalto imitador de hipoxia (CoCl2) e corante
azul de tripan Células L929. A agua utilizada para as reacdes sera purificada por um

sistema de purificacdo de agua Milli-Q.

4.2 Sintese do copolimero poli(globalide-co- g-caprolactona) por e-PAA

A sintese do PGICL foi realizada pela técnica e-PAA utilizando os monémeros
globalide (Gl) e e-caprolactona (CL) na propor¢ao de massa 50:50 (GI:CL) (Figura 8),
adaptado de Guindani et al. (2017)%° . O tolueno foi usado como solvente e o sistema
mantido a uma temperatura de 65°C durante 4 horas. O teor de enzima foi fixado em
5% (massa) em relacdo a quantidade de mondmero total, e a relacdo massa de
solvente:mondmeros fixada em 1:2. Apos a polimerizacdo, o material foi disperso em
diclorometano (DCM), seguida da separacdo das enzimas. Apds, precipitou-se o
polimero em uma mistura de etanol:acetona 70:30 (v:v) gelada. O polimero foi entdo

filtrado a vacuo e seco em estufa a 50°C por 48 horas.
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Figura 8. Mecanismo de polimerizacéo enzimatica por abertura de anel
o o]
O]
-+ o —}A 0 & fe) O\
[ NZ - 435 o
Tolueno m n

Globalide (GI) e-Caprolactona (CL) Poliglobalide-g-caprolactona (PGICL)

Fonte: Adaptado de Guindani et al. (2017)%°

4.3 Modificagdo do PGICL com Cisteina via reacéo Tiol-eno

A modificacdo via tiol-eno do PGICL com a Cisteina para a sintese do
PGICLCys (Poli(globalide-co-g-caprolactona)-cisteina) foi realizada com o método de
fotopolimerizagcdo  utilizando o iniciador fotoluminescente  2,2-dimetoxi-2-
fenilacetofenona (DMPA) (Figura 9), adaptado de Ates e Heise (2014)*. Juntamente
em um frasco foi adicionado 0,300g de PGICL, 0,224g de Cys (100% em excesso em
relacdo as insaturagdes) e 0,016g do fotoiniciador DMPA, usando uma mistura de
cloroférmio:Dimetilformamida (2:1 v:v) como solvente. Deixou-se reagir em camara
ultravioleta por um periodo de 4 horas, sob agitacdo magnética continua. Apos esse
tempo, foi realizado a purificacdo do polimero. A purificacdo consistiu em lavagens
com agua gelada, precipitando o polimero modificado e a cisteina e DMPA que néo

reagiram ficaram sollUveis, sendo separados por decantacao.

Figura 9. Mecanismo de modificagdo do copolimero via reagéo tiol-eno

C o]
hv
o = o O+ Hs’\A)LoH —
r R, DMPA

m n DMF, CHCl,

PGICL Cisteina (Cys) PGICLCys

Fonte: Adaptado de Ates e Heise (2014)*
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4.4 Caracterizacédo Fisico-Quimica dos Copolimeros

4.4.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

Para a identificacdo dos grupos funcionais presentes na estrutura do polimero
foi utilizado a analise de Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR) no modelo Shimadzu IR Prestige 21 com janela de ZnSe. Os espectros
de infravermelho foram registrados em uma faixa de nimero de onda de 400-4000
cm?, 32 ndmeros de scans e resolugcdo 4,0 cm? utilizando aparato de ATR
(Reflectancia Total Atenuada) para as amostras dos polimeros e pastilha de KBr para
amostra de cisteina. Esta analise foi realizada no Laboratorio de Controle e Processos
de Polimerizacédo (LCP/UFSC).

4.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
1H)

A andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) foi realizada no
equipamento Bruker AC-200F, na Central de Analises do Departamento de Quimica
— UFSC, operando em 200 MHz. O Deslocamento quimico séo relatados em ppm em
relacdo ao padréo tetrametilsilano (TMS) 0,01% (vol%) (6=0.00). Todas as amostras
foram solubilizadas em CDClz (d = 7.27 ppm para RMN 1H).

Poli(globalide-co-e-caprolactona) RMN 'H (CDClz 200 MHz): d(ppm) 5,49-5,32 (m,
CH=CH); 4,10-4,04 (m, CH20(C=0)); 2,35-2,26 (m,CH2(C=0)0O); 2,07-1,97 (m,
CH2(CH=CH); 1,71-1,62, 1,29 (m, CH>).

Poli(globalide-co-g-caprolactona)-Cys RMN *H (CDCls 200 MHz): 3(ppm) 5,49-5,32
(m, CH=CH); 4.10-4.04 (m, CH20(C=0)); 2.90-2.70 (m, S-CH2); 2.41-2.28 (m,
CH2(C=0)0); 2.11-1.94 (m, CH2(CH=CH); 1.73-1.56, 1.27 (m, CH>).
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4.4.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As temperaturas de fuséo e cristalinidade dos polimeros foram determinadas
por calorimetria diferencial de varredura (DSC) (Jade DSC, Perkin-Elmer). A anélise
foi realizada com amostras de aproximadamente 5mg do polimero seco sob atmosfera
de nitrogénio (20 mL.min1), com temperatura variando de - 20 a 150°C a uma taxa de
aquecimento de 10°C.mint. O histérico térmico foi removido antes das analises (para
amostras de polimero puro) a uma taxa de aquecimento de 20°C.min! de -20 a 150°C
e uma taxa de resfriamento de 10°C.min até — 20°C, este procedimento é realizado
a fim de retirar o historico de processamento e sintese das amostras e garantir um
valor verdadeiro dos parametros a serem determinados. Esta andlise foi realizada na

Central de analise da Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA/UFSC).

4.4.4 Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

A massa molecular média numérica (Mn) e a massa molecular média ponderal
(Mw) foram determinados por Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC). Para essa
andlise 0,020g do polimero foi dissolvido em 4 mL de Tetrahidrofurano (THF). A
solucao obtida é filtrada utilizando um filtro de poro 0,45 um. As distribuicdes de peso
molecular foram obtidas usando equipamento de Cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC, modelo LC 20-A, Shimadzu) e colunas Shim Pack da série
GPC800 (GPC 801, GPC 804 E GPC 807), também de Shimadzu. Como eluente, o
THF foi usado em fluxo volumétrico de 1 mL.min! a 40°C e a calibracéo realizada
usando padrdes de poliestireno. Esta analise foi realizada no Laboratério de Controle

e Processos de Polimerizacédo (LCP/UFSC).

4.5 Angulo de contato

Para a determinacao da molhabilidade e energia de superficie dos copolimeros
PGICL e PGICLCys mediu-se o angulo de contato entre o copolimero e solvente. Os
copolimeros foram dispersos na forma de filmes (100 mg/mL) em laminas de vidro e
o angulo de contato entre os filmes de polimero e as gotas de solvente foi medido em

um goniémetro (Rame-Hart Instrument” 250). Os solventes de 3 polaridades diferentes
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utilizados foram: agua, formamida e diiodometano. Todas as medidas foram

realizadas em temperatura ambiente com volume de gotas constante (5 uL).

4.6 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio bioldgico foi realizado com linhagem celular normal de fibroblastos
L929. As células L929 foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO,
Baltimore, EUA) suplementado com soro fetal bovino (10%), penicilina (100 U/mL)
(GIBCO, Baltimore, EUA), estreptomicina (100 ug/mL) (GIBCO, Baltimore, EUA) e
Glutamina 2mM. Todas as células foram mantidas em condi¢Bes controladas (37°C
em atmosfera de 5% CO2 com 95% de umidade do ar) durante o periodo estudado
(24 e 72h). Os resultados foram expressos como uma média de trés experiéncias
independentes e andlise estatistica realizada usando ANOVA one-way.

A viabilidade celular in vitro do copolimero PGICL e PGICLCys em normoxia e
hipoxia foi avaliada através do método de coloracdo pelo sal de tetrazélio MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) e quantificada por
espectrofotometro. As células foram entdo incubadas durante 24 e 72 h com 100 pL
de meio completo ou meio completo contendo 100 uM do cloreto de cobalto imitador
de hipoxia (CoCl2) com os materiais.®® Este ensaio foi realizado em parceria com o
Laboratorio de Bioquimica Experimental (LABIOEX/UFSC).

4.7 Seguranca no laboratdrio e tratamento/destino dos residuos gerados.

No laboratoério a utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPI) é
obrigatéria. Sempre que necessario, 0 manuseio de reagentes foi feito na capela com
sistema de exaustdo. Os solventes descartados apdés as purificacbes foram
armazenados no laboratério e serdo coletados por uma empresa contratada pela

UFSC, que realiza o devido tratamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacé@o dos copolimeros PGICL e PGICLCys foi realizada através das
técnicas de FT-IR, RMN 'H, DSC e GPC. Na andlise de FT-IR foi possivel detectar
qualitativamente grupos funcionais presentes nas amostras e verificar a modificacao
do copolimero. No RMN !H determinou-se o grau de acoplamento de cisteina as
insaturagbes da cadeia polimérica. O DSC foi utilizado para verificar o grau de
cristalinidade antes e apds a modificacdo. Pelo GPC a massa molecular do polimero
foi determinada. O angulo de contato foi medido para verificar a molhabilidade e a
energia de superficie dos copolimeros. Para ser utilizado como um biomaterial, este
polimero ndo deve causar nenhuma perturbacdo as células, sendo assim, a

viabilidade celular foi analisada pelo ensaio de MTT.

5.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

Na Figura 10 esté apresentado o espectro de infravermelho para os copolimeros
PGICL, PGICLCys e para a cisteina pura (Cys).

Com relacéo ao espectro do PGICL, foi possivel verificar a presenca de bandas
caracteristicas do grupamento éster pelo estiramento C-O-C em 1295 cm? e
estiramento do grupo carboxila (C=0) em 1731 cm™.%1 O estiramento -C=C-, referente
a ligacao dupla presente na cadeia linear do copolimero pode ser observada em 1635
cm1.62

No espectro do PGICLCys, as bandas referentes ao grupo éster (1295 e 1731
cml) sdo mantidas sem sofrer alteracées. As bandas referentes aos grupos COO, C-
N e N-H provenientes do aminoacido acoplados se apresentaram em 1624, 1584 e
1396 cm'!, respectivamente. E observado também o surgimento da banda em 674 cm-
! referente a ligacéo -C-S.53 No PGICLCys nédo é observada a banda em 2554 cm
referente a ligagdo S-H. Isto evidencia o consumo da cisteina na reacdo de
modificacao tiol-eno, onde ocorre a formacgédo da ligacdo C-S entre o carbono da
insaturacao e o enxofre do aminoacido na etapa de modificacdo entre a Cys e PGICL.
Ainda, essa auséncia demonstra que nao ha cisteina livre na amostra do copolimero.

A cisteina possui a féormula molecular H2N-CH(CH2SH)-COOH. No seu espectro

foi possivel identificar uma banda de baixa intensidade em 2554 cm™!, caracteristica
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do grupo tiol livre -S-H.%* Bandas em 1620 e 1396 cm referentes ao alongamento
assimétrico e simétrico grupo COO e em 1574 cm™ banda do estiramento C-N e
dobramento N—H no plano.® Outras duas bandas largas e intensas sédo apresentadas,
uma em 2982 cm referente a ligacdo C-H% e uma 3400 cm?, que representa a soma

das ligacdes de hidrogénio intermoleculares resultantes de NH2 e OH.%’

Figura 10. Espectro de FT-IR para o PGICL, PGICLCys e Cys, respectivamente.

PGICL

(=
g
(=]

~ 1731 cm’’ » 1635 cm'1\1295 cm”’
'S | PGICLCys

a
«

~—
.é

= 1584 cm

-1

= 1731 om 4 ko4 o 21396 om”
—_
~ [ Cys

554 o \1396 cm’!
3400 cm'! s "N 2982 cm” 1620 cm ' 1574 om”

I 1 I | 1 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: Do autor.
5.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN !H)

Na analise de RMN de *H foi possivel avaliar a reatividade da reacéo e o grau de
modificacdo do PGICL com o aminoacido. Os espectros dos copolimeros PGICL e
PGICLCys estao apresentados na Figura 11 e os resultados na Tabela 1.

O grau de modificacdo ou acoplamento € uma caracteristica que se relaciona
a quantidade de insaturacdes presentes na cadeia linear do copolimero. Portanto, o

grau de modificacdo foi estimado a partir do consumo das ligagdes duplas do PGICL.
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Neste trabalho nédo foi avaliado a variacdo da quantidade de modificacdo de acordo
com o grau de insaturacao do copolimero.

Ao comparar os dois espectros é possivel observar que ocorre uma diminuicdo
da &rea do sinal em 5,40 ppm e o surgimento do sinal em 2,90-2,70 ppm. O sinal em
5,40 ppm corresponde as insaturacdes na cadeia polimérica, ja o sinal entre 2,90-2,70
ppm é referente ao grupo S-CH2 da cisteina.® Assim, quantificou-se que em 18%
houve a conversao das ligacdes duplas. Durante a integracao dos sinais de RMN, o
sinal em 4,06 ppm, referente ao grupo metileno do éster, foi usado como referéncia

uma vez que a quantidade de metileno permanece constante.

Tabela 1. Converséo da modificagéo do PGICLCys calculado a partir do espectro de RMN

Conversao de

Polimero Integragédo do sinal correspondente (ppm) _
ligacédo dupla
Ligacédo dupla Referéncia Cisteina %)
(5,40 ppm) (4,06 ppm) (2,90-2,70 ppm)
PGICL 1,00 1,00 - -
PGICLCys 0,82 1,00 3,00 18
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Figura 11. Espectro de RMN 1H para o PGICL e PGICLCys
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Fonte: Do autor.

5.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Pela técnica de calorimetria diferencial de varredura determinou-se a
cristalinidade das estruturas dos copolimeros PGICL e PGICLCys, onde os resultados
de temperatura de fusédo (Tm), entalpia de fusdo (AH) e grau de cristalinidade (Xc) estéo
apresentados na Tabela 2. Para o célculo do grau de cristalinidade uma amostra de
Policaprolactona 100% cristalina foi utilizada como referéncia e seu valor relacionado
com o AH de cada amostra.®® Ao analisar o termograma (Figura 12) e os dados da
tabela temos que o ponto de fusédo do PGICL puro é de 38°C e 0 AH 59,2 J/g. Apos a
modificacdo com a cisteina os valores passaram para 35°C o ponto de fuséo e o AH
47,7 J/g. O valor de reducéo do grau de cristalinidade observado apés a modificagédo

e de 9%, de modo que a presenca desse grupo lateral na cadeira polimérica eleva a
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mobilidade do polimero fazendo com que o empacotamento regular das cadeias seja
mais dificultado, desfavorecendo a cristalizacdo. Isso contribui para a reducao das
forcas intermoleculares, tornando o arranjo cristalino mais fragil e consequentemente,
reduz a quantidade de energia necesséria para desfazé-las. Justificando a reducao
da temperatura e entalpia de fusdo do PGICL para o PGICLCys, observada na

analise.?8.69
Tabela 2. Propriedades térmicas dos polimeros
Tm1 Tm2 AH
Polimero Xe (%)
G (G  (9)
PGICL 38 - 59,2 44
PGICLCys 35 - 47,7 35
Figura 12. Termograma dos polimeros PGICL e PGICLCys
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Fonte: Do autor
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5.4 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Pela técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) foi possivel
determinar a massa molecular média e ponderal (Mn € Mw) do copoliéster PGICL.
Como pode ser observado na Tabela 3, a massa molecular média apresentou um
valor de 24,5 kDa e a ponderal de 57 kDa. Esse valor de comprimento da cadeia
polimérica se encontra em uma faixa satisfatéria para a utilizacdo como suporte para
a criacdo e estabilizacdo de materiais. Apés a modificacdo do PGICL com o
aminoacido Cys a amostra se torna anfifilica e a solubilizacdo em solventes apolares
é dificultada para a realizacéo do GPC.% Porém, assumindo que a modificacédo permite
que as moléculas de cisteina estejam ligadas como pendentes ao longo da cadeia
linear do copolimero e que ndo h& destruicdo da estrutura polimérica primaria,
realizou-se um calculo tedrico da Mn € Mw do copolimero modificado (PGICLCys). Para
isso, admitiu-se a massa molar obtida no GPC e, somou-se a essa, a quantidade de
moléculas de cisteina adicionada levando em consideracéo a conversao de ligacdes
duplas determinada por RMN de 'H (Tabela 1, tépico 5.1). O valor teérico da massa
molar do PGICLCys encontrado foi de 26,2 kDa, ou seja, um aumento de 7%. Isso
demonstra que a modificacdo do PGICL com as moléculas de cisteina ndo altera de
modo significativo a massa molar, mas propicia o remanejamento das propriedades

fisico-quimicas do copolimero.

Tabela 3. Valores de Massa Molar média (Mn) e ponderada (Mw) para os copolimeros
Mn Mw
(kDa) (kDa)

Polimero

PGICL 24,5 57

PGICLCys 26,2* 60,8*

*Valores tedricos calculados com base no consumo da dupla ligacéo

5.5 Angulo de contato

O angulo de contato entre a superficie dos filmes de copolimeros e os solventes

foram determinados para a analise da molhabilidade e energia de superficie de ambos
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copolimeros. Para isso foi utilizado solventes de polaridades diferentes (agua,
formamida e diiodometano) e a diferenca da interacdo de cada polimero com os
solventes foi avaliada. As imagens das gotas estdo apresentadas na Figura 13,
juntamente com os respectivos valores de angulo de contato. E possivel verificar a
mudanca na superficie do copolimero modificado (PGICLCys) através da diferenca
obtida nas leituras. Para o PGICL, os valores de angulo de contato obtidos foram
81,25°, 40,82° e 41,28° para agua, formamida e diiodometano, respectivamente. J&
para o PGICLCys os valores para os mesmos solventes foram de 61,58°, 26,68° e
33,63°. Sendo assim, € possivel verificar que os filmes de PGICLCys apresentaram
valores menores de angulo de contato em todos os trés solventes analisados (agua,
formamida e diiodometano), quando comparado ao copolimero PGICL. Verificando ao
PGICLCys uma maior interacdo com o0s solventes e um carater de maior

molhabilidade.

Figura 13. Andlise do &ngulo de contato

AGUA FORMAMIDA DIIODOMETANO

81,25° 40,82° 41,28°

PGICL

61,58° 26,68° 33,63°

PGICLCys -

Fonte: Do autor.

Na Tabela 4 esta disposto os valores do angulo de contato e o desvio padrao
amostral das leituras, juntamente com os valores de energia superficial de cada
copolimero. A energia da superficie esta relacionada a capacidade que a superficie
possui de interagir de forma espontanea com outros materiais afim de formar novas
ligacbes. Superficies que possuem alta energia superficial sdo hidrofilicas e possuem
maior adeséao celular do que as superficies de baixa energia superficial, que sdo mais
hidrofébicas.”® Para o PGICL obteve-se um valor de 41,80 mJ/m? + 10,04, ja para o

PGICLCys 49,02 mJ/m? + 7,50. Desta maneira, a incorporacdo da cisteina na cadeia
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polimérica propiciou uma reducéao da hidrofobicidade do copolimero, pois a presenca
de grupos hidrofilicos na estrutura da cisteina na superficie, como os grupos amino e
acido carboxilico, possibilita uma maior interagdo entre o copolimero e o material
através de ligagcbes de hidrogénio, aumentando a hidrofilicidade em comparacao ao
PGICL.

Tabela 4. Valores de angulo de contato e energia de superficie dos copolimeros

Angulo de contato Energia de
Amostra Agua Formamida Diiodometano superficie
(mJ/m?)
PGICL 81,25°+0,09 40,82°+0,18 41,28°+0,06 41,80+ 10,04

PGICLCys 61,58°+0,05 26,68°+0,12 33,63°+0,05 49,02 +7,50

Os valores de angulo de contato e energia superficial estdo de acordo entre si,
evidenciando o carater hidrofilico concedido ao PGICL pelo acoplamento da cisteina.
Resultados semelhantes foram observados por Guindani et al (2019)°> em estudos de

modificacdo do PGICL com o derivado de aminoacido N-acetilcisteina.

5.6 Ensaio de viabilidade celular

Para que o copolimero sintetizado seja viavel para aplicacdes biomédicas, este
deve apresentar biocompatibilidade e ndo deve causar nenhuma perturbacao
indesejada as células. Uma avaliacdo preliminar foi realizada para verificar a
biocompatibilidade dos copolimeros PGICL e PGICLCys por meio do ensaio MTT em
células de fibroblastos L929. O Ensaio de viabilidade por MTT avalia o dano celular
através da capacidade redox da enzima desidrogenase mitocondrial. Essas enzimas
quando ativas reduzem o regente MTT (coloracdo amarela) ao composto formazan
(coloragcéo roxa), sendo assim, é possivel relacionar a quantidade de cristais de
formazan gerado com a viabilidade celular do material. Esta analise é quantificada por
espectrofotdometro.’”* A Tabela 5 apresenta o resultado em porcentagem de células
viaveis para as amostras de PGICL e PGICLCys, em relacdo ao controle (100%).
ApoOs 24 e 72 horas de incubacéo, os copolimeros PGICL e PGICLCys apresentaram
uma porcentagem acima de 100%, demonstrando que as amostras ndo apresentaram
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nenhum efeito citotdéxico para as células em até 72 h de incubacéo. Ainda, pode-se
observar também que para um mesmo periodo de incubacéo, o polimero modificado
com cisteina obteve valores de viabilidade celular superior ao ndo modificado,
podendo ser justificado pela maior molhabilidade que este polimero possui, verificado
pela analise do angulo de contato. Esse resultado demonstra o aumento da

biocompatibilidade que o aminoacido fornece ao material.

Tabela 5. Resultado da andlise de MTT

% viabilidade celular
Amostra 24 h 72 h

PGICL 113,0+1,1 99,7+0,9

PGICLCys 1248 £+ 2,5 1089+ 1,6

Na Figura 14 esta apresentado a representacdo grafica destes resultados
obtidos. A analise estatistica dos resultados de viabilidade indicou diferenca estatistica
em comparacao ao controle para as amostras de PGICL em 24 h e PGICLCys em 24
e 72h (**** (p < 0,0001)). Neste ensaio preliminar de viabilidade celular foi possivel
confirmar a auséncia de toxicidade no material em até 72 h de incubacéo, conferindo
ao PGICLCys seu potencial para ser empregado em dispositivos para aplicacdes

biomédicas.

Figura 14. Viabilidade celular dos copolimeros usando ensaio de MTT (**** (p < 0,0001))
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Fonte: Do autor.

35



6 CONCLUSAO

Neste estudo foi apresentado a sintese de um copoliéster por e-PAA, partindo
dos mon6émeros de globalide e g-caprolactona. O copolimero PGICL sintetizado foi
modificado, via reacdo de tiol-eno, com o0 aminoacido cisteina. O objetivo da
modificacdo é o acoplamento de moléculas de cisteina nas insaturacdes presentes na
cadeia linear polimérica, formando o copolimero PGICLCys. Os copolimeros PGICL e
PGICLCys foram caracterizados por FT-IR, RMN 'H, DSC e GPC. A andlise do FT-IR
demonstrou o aparecimento de bandas referente aos grupos amina e C-S,
caracterizando a modificacdo do copolimero. Com o espectro de RMN H foi
determinado o grau de 18% de acoplamento de cisteina nas insatura¢des do PGICL,
calculado através da reducdo do sinal dos hidrogénios da dupla ligacdo. Essa
guantidade de aminoacido na estrutura garante maior mobilidade as cadeias
poliméricas, reduzindo a cristalinidade do copolimero em 9%, verificado pela andlise
de DSC. O angulo de contato do copolimero verificou a mudanca da superficie apds
a modificagdo, onde o PGICLCys apresentou maior molhabilidade e carater hidrofilico.
Testes preliminares de viabilidade celular, realizado pelo ensaio de MTT, confirmaram
a auséncia de toxicidade no material em até 72 h de incubacéo.

Os resultados de caracterizacdo aqui apresentados evidenciam que a
modificacado do PGICL com cisteina foi bem sucedida e que a adicdo destas moléculas
as insaturacdes do copolimero forneceu uma menor cristalinidade, maior
hidrofilicidade e biocompatibilidade ao material, além de consistir numa estratégia
para obtencdo de grupos laterais para uma possivel nova modificacdo de superficie.
Portanto, o PGICLCys demonstra grande potencial para a construcdo e
desenvolvimento de novos biodispositivos para aplicacdes biomédicas.
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