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“So understand

Don’t waste your time always searching for those wasted years
Face up, make your stand

And realize you’re living in the golden years”

(IRON MAIDEN, 1986)

IRON MAIDEN. Wasted Years. Hilversum: EMI: 1986. 5:08.



RESUMO

Os biofilmes orais s&o comunidades de microrganismos que se formam na cavidade
bucal através da fixagao gradual deles na superficie dos dentes e mucosa bucal. Suas
estruturas sdo complexas contando com cavidades para fixacdo de mais células e
canais para circulagdo de agua nutrientes e secregdes. Conforme os biofiimes se
maturam os microrganismos secretam uma matriz extracelular composta por
substéncias poliméricas extracelulares (SPE) que tem a funcdo de proteger os
microrganismos da agado do sistema imune, ataques antibiéticos e alteragdes no
ambiente a sua volta, além de funcao estrutural. Por ser composta, principalmente,
por biopolimeros secretados pelas células, a SPE tem carga resultante negativa. Os
biofiimes podem levar ao desenvolvimento de diversos problemas de saude como
aterosclerose, artrite reumatoide, diabete de tipo 2, doenca de Alzheimer e alguns
tipos de cancer como o bucal. Devido aos problemas causados por essas
comunidades e dificuldade de tratamento, sdo necessarias estratégias eficientes para
a erradicagdo desses microrganismos. Dessa forma, este trabalho propde e avalia
nanoparticulas micelares do copolimero anfifilico PEI-b-PEGMA-b-PCL para liberacéo
de farmacos. O copolimero PEGMA-b-PCL ja é estudado no contexto de carreamento
de farmacos, sendo ele uma espécie quimica atdxica e biodegradavel. Assim, foi
adicionado ao copolimero a poliamina catiénica PEI em sua estrutura para fazer com
que a particula tenha carga de superficie positiva e sofra atragao eletrostatica com o
biofi Ime. O trabalho focou na caracterizagao estrutural e fisico-quimica do material. A
sintese foi realizada, primeiramente, por polimerizagao por abertura de anel e,
posteriormente, por adicdo de aza-Michael para funcionalizar PEGMA-b-PCL com PEI
e foi confirmada por analises de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho. A adicao de PEI a estrutura fez com que as particulas, antes com carga
negativa, adquirissem potencial-¢ positivo na faixa de pH de 4,5 a 7,0. Por fim, foram
obtidas particulas com aproximadamente 100 nm de didmetro hidrodinamico. A
interpretacao dos resultados obtidos leva a conclusao de que o material tem potencial

para a aplicacao.

Palavras-chave: biofilmes orais; nanoparticulas poliméricas; micelas; PEI-b-PEGMA-
b-PCL; PEG-b-PCL.



ABSTRACT

Oral biofilms are communities of microorganisms that are formed in the oral cavity
through their gradual attachment to the surface of the teeth and oral mucosa. Its
structures are complex, with cavities for the attachment of more cells and channels for
the circulation of water, nutrients, and secretions. Biofilms are formed through the
secretion of the extracellular matrix composed of extracellular polymeric substances
(EPS), which have the function of protecting microorganisms from the action of the
immune system, antibiotic attacks, and changes in the environment around them, in
addition to their structural function. As it is mainly composed of biopolymers secreted
by cells, EPS has a negative net charge. Biofiims can lead to the development of
various health problems such as atherosclerosis, rheumatoid arthritis, type 2 diabetes,
Alzheimer's disease, and some types of cancer, such as oral cancer. Due to the
problems caused by these communities and the difficulty in treatment, efficient
strategies are needed to eradicate these microorganisms. Therefore, this work
proposes to evaluate micellar nanoparticles of the amphiphilic copolymer PEI-b-
PEGMA-b-PCL for drug release. The PEGMA-b-PCL copolymer has already been
studied in the context of drug delivery, as it is a non-toxic and biodegradable chemical
species. Thus, the cationic polyamine PE| was added to the copolymer to make the
particle have a positive surface charge and suffer electrostatic attraction with the
biofilm. The work focused on the structural and physical-chemical characterization of
the material. The synthesis was carried out, firstly, by ring-opening polymerization and,
subsequently, by aza-Michael addition to functionalize PEGMA-b-PCL with PEI and
was confirmed by spectroscopy analyses in the infrared region. The addition of PEI to
the structure caused the particles, previously negatively charged, to acquire positive (-
potential in the pH range of 4.5 to 7.0. Finally, particles with approximately 100 nm in
hydrodynamic diameter were obtained. The interpretation of the results obtained leads

to the conclusion that the material has potential for application.

Keywords: oral biofilms; polymeric nanoparticles; micelles; PEI-b-PEGMA-b-PCL;
PEG-b-PCL.
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1 INTRODUGAO
1.1 BIOFILMES

Doencas orais figuram entre os maiores desafios de saude hoje. E estimado
que estas enfermidades acometem 3,5 bilhdes de pessoas no mundo, sendo a carie
a doenga mais comum dentre elas’ 2. Aliado a isto, sdo gastos 298 bilhGes de ddlares
em tratamentos das doencas orais comuns3. Grande parte dessas condigbes tem uma
causa em comum: os biofilmes orais. Também conhecidos como placa, consistem em
complexas comunidades de microrganismos fixados na superficie dos dentes e
mucosa oral*. Sua estrutura tridimensional conta com cavidades que auxiliam a
fixagdo de mais células e canais para transporte de sais, nutrientes, agua e
substancias secretadas pelas células® 6. Os biofilmes orais se formam através da
fixagdo gradual de microrganismos, antes em estado planctonico, a superficie dos
dentes e mucosa bucal. Processo regulado por comunicagéo célula-célula, também
chamada de quorum-sensing® 7. Conforme se fixam, as células passam a secretar a
matriz extracelular, composta de substancias poliméricas extracelulares (SPE), que
tem a funcao principal de ser o material de coesdo das células®. A SPE é uma mistura
altamente  hidratada de  biomoléculas composta, principalmente, por
exopolissacarideos, proteinas, RNA e DNA extracelular (eDNA). Os
exopolissacarideos e as proteinas, geralmente, tem funcdo de adesao a superficie,
estrutural, como fixacdo das células e coes&o do biofilme, e retencdo de agua® °. As
proteinas também recai a fungao de realizar atividade enzimatica e comunicacgio entre

as células®s.

Além de fungdo estrutural, a matriz garante aos microrganismos grande
protecéo. E sabido que microrganismos abrigados em biofilmes adquirem resisténcias
até mesmo contra ambientes extremos, como resisténcia contra radiacdo UV,
temperatura e pH extremos etc'®. Além disso, no ambiente oral a matriz melhora as
resisténcias dos microrganismos contra acdo do sistema imune, variagbes no
ambiente a sua volta e a ataques antibidticos. A resisténcia a antibidticos € um dos
maiores desafios no tratamento dessas comunidades, haja visto que a matriz trabalha
como uma barreira fisica e quimica contra eles impedindo, em parte, sua difusdo no
biofiime. Por serem estruturas altamente hidratadas, a utilizacdo de farmacos
hidrofobicos € dificultada e a carga resultante aniénica impossibilita certos antibiéticos

e atrapalha o trabalho do sistema imune'’-'3. Assim, a dosagem minima para
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erradicagao dos microrganismos nao é alcangada e, devido a grande capacidade de
comunicagao das células dentro da estrutura, os individuos resistentes conseguem

compartilhar material genético com células menos resistentes facilmente® 10. 13,

Figura 1 - Esquema representando a complexidade estrutural de um biofilme.

+ Agentes Antibidticos Meio 1: Matriz carregada negativamente

Sistema de Carreamento Meio 2: Oxigénio e nutrientes escassos
de Farmacos

Meio 3: Microrganismos de crescimento lento

Fonte: Adaptado de MALAEKEH-NIKOUEI, B. et al (2020)2.

Os biofilmes maduros sdo comunidades vivas e complexas e as atividades
metabdlicas realizadas pelos microrganismos residentes podem induzir a diversas
complicagdes de saude no hospedeiro. Os biofiimes podem ser a causa de doenca
periodontal, infeccdes endodbnticas e caries, em parte em razdo do baixo pH no
interior das comunidades, que pode chegar a 4,5% 4. Porém, estudos mostram que
existem ligagbes entre os biofiimes e enfermidades como aterosclerose, artrite
reumatoide, diabete de tipo 2, doencga de Alzheimer e alguns tipos de cancer como o
bucal* 15-18, Desta forma, em vista de todas as possiveis complica¢des e da dificuldade
de tratamento associados aos biofilmes orais, se fazem necessarias estratégias para
a erradicagao desses microrganismos de forma eficiente. Neste sentido, este trabalho
teve como objetivo avaliar uma nanoparticula polimérica para futura aplicacédo na

liberacdo de um farmaco hidrofdbico para tratar os biofilmes.
1.2 PLATAFORMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

A utilizagdo de plataformas de liberagdo de farmacos é vantajosa quando

comparada a solugdes de farmacos. O carreador de farmacos € utilizado para
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aumentar a biodisponibilidade da molécula ativa e melhorar sua absorcéo celular. As
propriedades fisico-quimicas do carreador podem ser modificadas de acordo com uma
estratégia especifica para que a liberagdo seja mais seletiva’ 20, Existem diversas
plataformas estudadas atualmente como hidrogéis, nanoparticulas revestidas,
micelas etc. Hidrogéis sao estruturas poliméricas reticuladas capazes de absorver
agua e podem ser utilizados para liberagao de farmacos por serem biocompativeis e
atoxicos. Sao muito utilizados para aplicagdes topicas, ou seja, na pele, liberando
farmacos para cicatrizagdo de ferimentos. Materiais inorganicos também séao
utilizados. Brandt et al (2021)%? utilizou nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe3Oa)
revestidas com PEGMA-b-PCL funcionalizado com acido fdlico para liberacido de
metotrexato em um sistema core@shell, conseguindo uma eficiéncia de incorporagao
de 95%. Neste trabalho a plataforma explorada foi a micela polimérica, uma estrutura
de associagéo formada por copolimeros anfifilicos'® 2'-22, A utilizacdo de solucdes de
farmacos necessitaria de concentracoes elevadas da molécula ativa, visto a protecao
gue a matriz extracelular garante as células, e somente parte do farmaco entraria em
contato com o biofilme. Ademais utilizacdo deste método poderia levar a intoxicacboes
sistémicas'?. Assim, a utilizagdo de carreadores protege, também, o usuario enquanto

se aproveita da liberagao controlada para tratar os biofilmes com maior eficiéncia.
1.3 MICELAS POLIMERICAS

Dentre os diversos materiais que podem ser utilizados, os polimeros
apresentam a vantagem de serem versateis gragas a facilidade de modificagcdo em
sua estrutura?!. Muitas vezes sdo aplicadas estruturas de associagdo, chamadas
micelas, para a funcao de carreadores de farmacos. Essas estruturas sdo formadas
por polimeros que tem parte de sua cadeia hidrofdbica e a outra parte hidrofilica, ou
seja, uma molécula anfifilica. Dessa forma, esses polimeros tém a propriedade de
formar micelas quando estdo acima da concentragdo micelar critica (CMC). As
micelas, em agua, sédo estruturas com um centro lipofilico e superficie externa
hidrofilica. Assim, a porgao hidrofilica protege o centro hidrofébico e o farmaco de
degradagédo e aumenta a biodisponibilidade da molécula ativa'? 2" 22, Também se
formam em meios organicos lipofilicos, nesse caso sdo nomeadas micelas inversas,
consistindo em um nucleo hidrofilico e superficie hidrofébica. Existem trés modelos
para explicar a formacao de micelas em solugdo com moléculas surfactantes ou

polimeros anfifilicos. A primeira hipotese leva em consideragéo a interagao repulsiva
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entre grupos alquila, hidrofébicos, presentes na molécula e a 4gua. Segundo a qual,
a agua no entorno de um grupo alquila se organiza em clatratos e as moléculas de
surfactante se agregam formando micelas e liberando as moléculas de agua antes
organizadas. Este modelo havia sido usado para explicar o grande aumento de
entropia na formacdo de micelas, estruturas organizadas. Porém, experimentos
posteriores levaram ao desenvolvimento de outros dois modelos, de associacao
fechada e de separagéo de fase. O primeiro descreve que assim que a CMC é atingida
as moléculas anfifilicas entram em um equilibrio entre as estruturas micelares e as

moléculas na superficie do solvente.
nP = Pn

Sendo “n” o numero de moléculas, “P” o polimero e “Pn” a micela. O segundo
considera que, na formacao das micelas, € formada uma nova fase na solugdo. Desta
forma, a solugao € composta por uma fase aquosa e fases hidrofébicas constituidas

no nucleo das micelas.
NP < Pat+yP

Sendo “y” o nUmero de moléculas na solugao?®. As particulas podem ter suas
superficies facilmente modificadas funcionalizando a porc¢ao hidrofilica do polimero,
como ¢ descrito por Brandt, J. V. et al’® que adicionou acido félico ao copolimero
polietilenoglicol metacrilato-bloco-policaprolactona (PEGMA-b-PCL) para o
carreamento de metotrexato. Nesse sentido, sdo empregados copolimeros em bloco
que consistem em um polimero formado por dois ou mais homopolimeros ligados por

ligagbes covalentes?’.
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Figura 2 - Esquema representativo de um sistema copolimérico antes e depois da
CMC.

CMC

Fonte — Elaborado pelo autor (2023).
1.4 ESTABILIDADE COLOIDAL

A estabilidade em sistemas coloidais pode ser discutida tanto na tendéncia de
sedimentagao por agédo da gravidade quanto na tendéncia de agregacao. Visto que
coloides, em geral, ndo sdo termodinamicamente estaveis a estabilidade coloidal se
refere a cinética, mais especificamente, o tempo que o sistema em questao leva para
perder a estabilidade?®. Desta forma, a tendéncia de sois, ou dispersdes coloidais, é
a agregacdo?®. Neste sentido estabilidade de agregacgéo € estudada e explicada a
partir do potencial de par coloidal. Este potencial € uma energia livre calculada através
da somatdria das componentes relacionadas com as interagdes entre duas particulas
coloidais isoladas. Assim, o balangco entre as interagcdes repulsivas e atrativas
determina a estabilidade cinética de um sistema coloidal. Sendo essa a base para a

teoria de estabilidade coloidal de Derjaguin, Landau, Verwey e Overbeck (DLVO)?.

A primeira contribuicdo a ser citada sdo as interacbes atrativas. Moléculas
apolares tem a capacidade de adquirir dipolos instantaneos devido a movimentagao
dos seus elétrons, fenbmeno descrito por London. Por serem constituidas por varios
atomos e/ou moléculas as particulas coloidais em uma dispersao tem, também, essa
capacidade de adquirir dipolos instantdneos e dessa forma sao atraidas umas as

outras por interacdes de van der Waals. Devido as particulas serem formadas por
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diversos atomos/moléculas, os dipolos somados resultam em uma interagao de longo

alcance, comparavel ao raio da particula>.

Por outro lado, ha a repulséo eletrostatica. Neste caso a repulsao se da pela
sobreposicao das duplas camadas elétricas de duas particulas. Com a aproximagao
das duas particulas, as camadas entram em sobreposicdo e gera uma maior
concentragao de ions entre as particulas fazendo com que haja uma pressédo osmaética

forcando essas particulas a se repelirem?5.

Desta forma, com a soma dessas contribuigdes € construido um grafico de
potencial por distancia das particulas. Como pode-se perceber, € como se houvesse
uma barreira de potencial entre as particulas, porém, uma vez que estas figuem
préximas o suficiente ha agregagao?® 2. A andlise dos graficos presentes na Figura 3
ajuda a entender o balango de forgas repulsivas e atrativas e como ele influencia a
estabilidade. Quando as forgas repulsivas superam as atrativas o coloide apresenta
alta estabilidade cinética. E quando acontece o contrario a tendéncia € que as

particulas se agreguem facilmente.

Figura 3 - Exemplo de grafico de energia potencial pela disténcia entre duas particulas
coloidais.
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Fonte: COSGROVE, T. (2010).25
1.5 O PAPEL DA CARGA

Neste trabalho é estudada a adi¢éo da polietilenoimina (PEI), uma polamina,

ao PEGMA-b-PCL. Assim, o copolimero anfifilico tem como sua por¢ao hidrofébica a
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policaprolactona (PCL), polimero originado da ¢ (épsillon)-caprolactona (CL), um
poliéster biodegradavel e semicristalino muito utilizado em pesquisas de engenharia
de tecidos e liberagdo de farmacos?®3'. Ja o polietilenoglicol (PEG) é um poliéter
hidrofilico muito utilizado tanto em materiais ndo aplicados a biomedicina,
principalmente para aumentar a estabilidade coloidal desses materiais, processo
denominado PEGylation®?, e é empregado para diminuir a imunogenicidade de
biomoléculas como proteinas e aumentar a biodisponibilidade de particulas e
farmacos, através de plataformas de carreamento3' 34, Por fim, adiciona-se a PEI ao
dibloco com o objetivo de modificar a superficie das particulas alterando o
comportamento de potencial-{ (zeta) da mesma, visto que as aminas tém a
caracteristica de serem protonadas em seu orbital sp® preenchido, obtendo, assim,
carga catidnica34. E devido a esta carga positiva que a PEI é utilizada em pesquisas
de terapia génica®® e é utilizado neste trabalho para que a sua adigido promova atragao
eletrostatica entre as particulas carreando o farmaco e o biofiime carregado

negativamente.

Figura 4 - Esquema da protonagdo de aminas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
1.6 O ESPALHAMENTO DE LUZ

O espalhamento de luz foi uma técnica de analise central neste trabalho. Esta
técnica se baseia na interacao entre a luz e material particulado que espalha esta luz.
O fenbmeno de espalhamento havia sido observado através do efeito Tyndall e foi
descrito matematicamente por Rayleigh, a principio. Existem duas modalidades dessa
técnica: o espalhamento de luz estatico (SLS) e o espalhamento de dinamico (DLS).
A diferenca entre os dois é basicamente que o primeiro utiliza a intensidade de luz
média espalhada em fungdo do tempo, enquanto o segundo mede esta intensidade
de maneira diferencial em relagcdo ao tempo*'. Isto se deve ao fato de que cada uma

das técnicas utiliza um tratamento matematico diferente.
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O SLS é geralmente mais utilizado para medigdo da média de massa molar
(Mw) de macromoléculas como polimeros. Isto é realizado através do plot de Debye

que consiste em um grafico linear baseado na equagéo de Rayleigh (Eq. 1).

K.C 1

= (W+2A2.C)P(9) (1)
Sendo Re o raio de Rayleigh, Mw a média da massa molar, A2 o segundo

coeficiente de virial, C a concentragéo, P®) a dependéncia angular e K a constante

optica.
_ 4m? dn\?
K= /Yg.—NA(nO'E) (2)

Sendo Na a constante de Avogadro, Ao 0 comprimento de onda do laser, no é 0

indice de refracdo do solvente e dn/dC o incremento diferencial do indice de refracao.

. , ;g K.C ~
Desta forma, é construido o grafico de Debye - bor concentragao, no qual o
7]

1

ponto de interseccdo é o inverso da média da massa molar (M ) e a inclinacao,

w

proporcional ao Az. Por sua vez, o Az diz respeito a qualidade de interagédo do polimero

com o solvente.

Ja o DLS mede a mobilidade Browniana de particulas dispersas. Particulas
menores se movem mais rapido que as maiores e assim sao quantificadas populagdes
de diametro hidrodinamico. Isto &, a luz espalhada pela amostra ira sofrer, no caminho
até o detector, interferéncias construtivas e destrutivas. E utilizada a equacdo de
Stokes-Einstein para relacionar a mobilidade Browniana medida com o diametro
hidrodindmico. Para tal, é utilizado o sinal obtido pela luz espalhada para determinar
uma funcdo de correlagdo (Figura 6) e esses dados sao usados para calcular a
distribuicao de didametro hidrodinamico. Existem trés distribuicées: por intensidade, por
volume e por numero. Intensidade se refere a intensidade de luz espalhada e como
particulas maiores espalham mais que as menores, estas sdo mais evidenciadas (na
ordem de 106, para uma particula de tamanho 10x comparada a uma particula de
tamanho x). Ja o volume é obtido através da teoria de Mie e se refere ao volume das
particulas e as particulas maiores também sdo mais evidenciadas (10* utilizando a

mesma comparagao). Por fim, nimero mantem a proporgao das particulas dispersas,
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logo se ha uma particula de tamanho x e uma de tamanho 30x, elas apareceriam com
a mesma proporgéo*’.

Figura 5 - Esquema de detecc¢éo da luz espalhada.

Luz incidente

Luz espalhada

Detector

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 6 - Funcado de correlagdo de uma medida de DLS.
09
08

\
0.7

o
@

05 '

|I
04

Correlation Coefficient

03 '
\I
02 \

01

0.1 10 1000

100000 10000000 1000000000
Time (ps)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Por DLS também pode ser medido o potencial-. Uma particula dispersa em
um liquido afeta o ambiente quimico ao seu redor e é formado a sua volta uma dupla
camada elétrica, composta por uma camada ligada e coesa (camada de Stern) na

superficie da particula e uma camada dispersa, na qual os ions ainda sofrem a agao
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da carga da particula, porém nao se organizam de forma coesa. A interface entre a
camada de Stern e a camada dispersa € chamada de superficie de cisalhamento
hidrodindmico e o potencial dessa interface é o potencial-{% 4'. O potencial-{ é
geralmente utilizado para aferir estabilidade coloidal, pois € préximo do potencial de
Stern e de mais simples determinag&o?®4'. Desta forma, particulas carregadas sofrem
acao de efeitos eletrocinéticos como eletrosmose e eletroforese. No caso do DLS ele
determina a mobilidade eletroforética das particulas para o calculo do potencial-C a
partir da equac&o de Henry. E utilizada uma cubeta capilar equipada com eletrodos,
na qual é aplicado um potencial e as particulas se movem para o eletrodo de
polaridade oposta. Assim o equipamento registra a mobilidade eletroforética delas e

calcula o potencial-Z*'.

Tendo em vista o que foi discutido acima, este trabalho propde a modificagao
da superficie das micelas do copolimero PEGMA-b-PCL para que elas tenham um
comportamento catiénico realizando a adigdo da poliamina PEI na insaturacdo do
carbono alfa (a) da carbonila do metacrilato presente na extremidade hidrofilica do
copolimero, ou seja, PEGMA. Assim tendo uma maior estabilidade coloidal e visando

que as micelas sofram atracao eletrostatica pelos biofilmes.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral a avaliagédo do copolimero tribloco PEI-
b-PEGMA-b-PCL.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Sintetizar o copolimero tribloco PEI-b-PEGMA-b-PCL;

-Avaliar os efeitos da adigdo da poliamina PEI nas caracteristicas fisico-
quimicas do dibloco PEGMA-b-PCL,;
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesta sec¢do serdo descritas as sinteses utilizadas bem como os métodos de
caracterizagdo empregados.

3.1 REAGENTES UTILIZADOS

Os polimeros e mondmeros utilizados nas sinteses foram o polietileno glicol
metacrilato M= 500 g/mol (PEGMA, Sigma-Aldrich), a e-caprolactona (CL, Sigma-
Aldrich) e a polietileno imina ramificada Ma=600 g/mol (PEI, Sigma-Aldrich). Os
catalisadores utilizados foram o 2-etilhexanoato de estanho (ll) (Sn(Oct)2, Sigma-
Aldrich) e a trietilamina (TEA, Sigma-Aldrich). Os solventes utilizados em
caracterizagdes, purificagcbes e sinteses foram o cloroférmio (Neon Reagentes
Analiticos), hexano (Labsynth), cloroférmio-d (deuterado, Sigma-Aldrich),
tetraidrofurano (THF, J. T. Baker), N, N-dimetilformamida (DMF, Applichem), tolueno
(Sigma-Aldrich), etanol (Dinédmica Quimica Contemporanea) e metanol (Sigma-
Aldrich). Foi também utilizado gas argbénio (Ar) comercial para substituir o ar
atmosférico na sintese de PEGMA-b-PCL no meio reacional. Todos os reagentes
utilizados apresentavam pureza analitica e, desta forma, nao foi necessario nenhum

processo de purificagao.
3.2 SINTESE DO DIBLOCO PEGMA-b-PCL

A sintese foi realizada por polimerizagao por abertura do anel da e-caprolactona
utilizando PEGMA como iniciador e Sn(Oct)2 como catalisador da reacdo. Foi
respeitada a proporcao de 1 PEGMA:4 CL de forma a obter uma formulagao proxima
a 1 PEGMA:1 PCL em massa. Foi utilizado 0,34 mL de catalisador. Devido a ambos
os precursores e o catalisador serem liquidos, ndao foi necessaria utilizacido de
solvente e 0 meio reacional foi mantido a 120°C sob agitagdo magnética constante e
atmosfera inerte de argbénio. O produto da sintese era entdo solubilizado com
cloroférmio e precipitado com hexano gelado para purificagéo?s: 3.

Figura 7 - Esquema de reagao entre PEGMA e CL para sintese do dibloco.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
3.3 ADICAO DA PEI AO DIBLOCO

A sintese foi realizada por uma adi¢cao de aza-Michael. Desta forma as aminas
secundarias ou primarias da PEI se ligam a insaturagédo presente no carbono a da
carbonila do metacrilato presente na cadeia de PEGMA. A sintese foi realizada em
uma proporcdo de 1 PEI:1 PEGMA-b-PCL utilizando a massa de dibloco medida
determinada por RMN. A sintese foi feita em solucdo aquosa de etanol e trietilamina
(TEA) para manter o pH em torno de 9. O dibloco, insoluvel na solugao, foi disperso
através de banho de ultrassom, entdo a PEI foi adicionada e a solugdo foi mantida a
65°C por 24h e agitagdo magnética contante3®. O produto foi purificado de duas
formas: primeiramente foram realizadas dialises, mas passou-se a utilizar lavagens
sucessivas com agua ultrapura e centrifugagéo, para poupar tempo, e o produto era,
entéo, liofilizado. Apos a liofilizag&o, foi percebido, pelo espectro vibracional na regido
do infravermelho, que ainda havia dibloco e o produto se tratava de uma mistura.
Portanto, foram realizadas lavagens com cloroférmio, porém este procedimento

diminui muito o rendimento.

Figura 8 - Esquema da funcionalizagéo do dibloco com PEI.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
3.4 CARACTERIZACOES
3.4.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros foram obtidos em um equipamento Perkin Elmer Frontier por
reflectancia difusa (Drift). As amostras foram diluidas em brometo de potassio (KBr)
seco utilizando gral e pistilo de agata. A aquisi¢ao dos espectros foi realizada em 128

varreduras de 4000 a 400 cm™.
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3.4.2 Ressonancia magnética nuclear de 'H (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Bruker Avance
HD600. As amostras foram preparadas diluindo os polimeros em cloroférmio

deuterado (CDClz3) e, portanto, o pico localizado em 7,23 ppm corresponde a ele.
3.4.3 Tenséao de superficie

A curva de tensao interfacial por concentragao foi obtida em um goniémetro
Angulo de Contato OCA 15. O método utilizado foi o de gota pendente, no qual se tira
uma foto de uma gota de solugédo na iminéncia de queda e o equipamento mede seus
parametros através do perfil da mesma. A tensao de superficie € entdo determinada

pela equagao de Young-Laplace.
3.4.4 Potencial-C

O potencial-C foi adquirido utilizando um equipamento Malvern Zetasizer Nano
ZS. O potencial-¢ é calculado através do movimento eletroforético das particulas
dispersas. Os polimeros foram dispersos em solugao aquosa 0,001 mol/L de cloreto
de sédio (NaCl) e a titulagao se deu variando o pH do meio de 2,5 a 10.0, medido a
cada 0.5 unidade de pH.

3.4.5 Diametro hidrodinamico

O diédmetro hidrodinadmico foi determinado utilizando um equipamento Malvern
Zetasizer Nano ZS. As amostras foram preparadas dispersando o polimero em
solucdo aquosa 0,001 mol/L de NaCl. A titulagao foi adquirida variando o pH do meio
de 2,5 a 10.0, medido a cada 0.7 unidade de pH.
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4 RESULTADOS E DICUSSOES
4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A sintese do copolimero foi realizada em duas etapas. Primeiramente, foi
sintetizado o PEGMA-b-PCL, o qual foi funcionalizado com o PEI na segunda etapa
da sintese. Para a sintese do dibloco, podem ser utilizados métodos como sinteses
“click”, condensacgédo e polimerizacdo por abertura de anel®® 3'. A sintese utilizada
neste trabalho foi a polimerizacdo por abertura do anel da CL pelo mecanismo de
insercdo por coordenagdao. Neste mecanismo é utilizado um composto de
coordenacédo, com ligantes oxigenados, como catalisador. O monémero se coordena
no nucleo metalico através do oxigénio da carbonila e o carbono da carbonila se liga
a um oxigénio do catalisador, o que abre o anel da CL e inicia a propagagao da
reacédo38. A funcionalizagédo do dibloco com o PEI foi realizada utilizando uma adicéo
de aza-Michael. Essa sintese se baseia em um ataque nucleofilico de uma amina,
chamado de doador de Michael, em uma ligacdo dupla eletrodeficiente, receptor de
Michael®”- 38 No caso deste trabalho ocorre o ataque das aminas da PEIl na
insaturacdo do carbono a do metacrilato presente no PEGMA. Dessa forma, é
produzida um polimero anfifilico composto em sua porc¢éo hidrofébica por PCL e em
sua porcado hidrofilica por PEGMA e PEIl, sendo PEI utilizado para formar

nanoparticulas micelares catiénicas.
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Figura 9 - Espectros de RMN dos polimeros. Em preto PEGMA-b-PCL; em vermelho
PEI-b-PEGMA-b-PCL.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise do espectro de RMN 'H (Figura 9), obtido do produto da sintese do
dibloco, confirma a formacdo do copolimero. Nota-se os picos pertencentes a
insaturagdo do metacrilado, aos hidrogénios do éter e aos grupos metilenos da PCL.
Foi estimada através das integragdes dos picos do espectro de RMN do dibloco uma
massa molar de 963,02 g/mol, confirmando que a proporgédo de CL no meio controla
a massa. Porém, o espectro do tribloco ndo é conclusiva. Por ser uma poliamina é
dificil notar algum pico caracteristico, a ndo ser a proposta de que o deslocamento

” H ”

quimico dos hidrogénios ligados aos carbonos (“k”, "I") da PEI estdo sobreposto ao
pico do dibloco localizado em 2,28 ppm?°. Nao ha muitas diferencas entre os dois
espectros, o que leva a conclusdo de que o tribloco nao é soluvel no CDCls, utilizado
para preparagdo da amostra. Assim, este segundo espectro também representa a

estrutura do dibloco que n&o fora completamente separado do tribloco na purificagao
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com cloroférmio. Contudo, além de CDCls, outros solventes também foram avaliados,

Sem SucCesso.

Por outro lado, o espectro vibracional na regido do infravermelho para os
polimeros é conclusivo. Fica claro pela analise do espectro do dibloco que este foi
sintetizado com éxito, assim como no RMN. Facilmente se localizam as bandas de
C=0 das carbonilas na regido de 1727 cm™!, um pouco deslocada devido a conjugagdo
com a ligacéo dupla no carbono a da carbonila do metacrilato que, por sua vez, tem
sua sutil banda localizada em 1639 cm™! e as bandas de C-O presentes entre 1164 e
1111 cm™'. Apds a funcionalizacdo, percebe-se que a sintese do tribloco ndo é
completa. Ha certas diferengas entre os espectros (“Dibloco” e “Di-Tribloco”), porém
sutis. Entdo procedeu-se com uma limpeza do produto com cloroférmio (espectro
“Tribloco (CHCI3)”) e as diferengas ficam mais evidentes. Uma banda de dobra N-H
em 1568 cm™' e uma banda de dobra fora do plano de N-H em 931 cm™'. A banda da
insaturacao do metacrilato, mesmo apds a limpeza com cloroférmio, ndo esta ausente
no terceiro espectro o que leva a conclusao de que os dois polimeros ndo foram
completamente separados e corrobora com a interpretacédo de que o espectro de RMN

do tribloco, na verdade, é outro espectro do dibloco.
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Figura 10 - Espectro vibracional na regido do infravermelho dos polimeros
sintetizados. Em preto PEGMA-b-PCL; em vermelho PEI-b-PEGMA-b-PCL; em azul a
mistura dos dois polimeros.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 1 - Atribuicdo das bandas do espectro vibracional na regido do

infravermelho.

NUmero de onda (cm-") Atribuicao

2936 - 2860 Est. C-H sp?3
1727 Est. C=0
1639 Est. C=C
1568 Dobra N-H
1463 Dobra CH2
1357 Dobra CHs

1164, 1111 Est. C-O
931 Dobra F. do P. N-H
736 B. C.C. CHz
553 Est. C-ClI

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Foram realizados experimentos através de duas técnicas com o objetivo de
determinar a média de massa molar dos polimeros sintetizados, porém sem sucesso.
Foram elas a cromatografia por separagao de tamanho (SEC) e o espalhamento de
luz estatico (SLS). A SEC é uma técnica de separagdo de espécies quimicas. A
separagao ocorre baseado no volume hidrodinAmico das moléculas em colunas
empacotadas com microparticulas porosas. Desta forma, as moléculas maiores
acabam sendo excluidas dos poros e eluem mais rapido que as moléculas menores.
Esta técnica se utiliza de um detector de espalhamento de luz para determinar uma
populagcdo de massa molar e, assim, determinar a média de massa molar de

polimeros*> 43, E a determinagdo por SLS é realizada através do Debye plot que

consiste em um grafico baseado na equacédo de Rayleigh (Eq. 1), ou seja, % por
6
concentragdo, onde o ponto de intersecgéo (concentragdo igual a zero) corresponde

. T 1 . . . .
ao inverso da meédia da massa molar (M—)‘”. Porém, para ambas as técnicas é
w

necessario que o polimero em questao seja minimamente liofilico, isto &, ter afinidade
pelo solvente utilizado na diluicdo de forma que o polimero ndo forme agregados
grandes o suficiente para que as analises ndo sejam possiveis. No caso da SEC foi
utilizado tetrahidrofurano (THF) para diluir o tribloco, porém foi observada formacao
de agregados do polimero que nao passariam da filtragem. Entdo procedeu-se com a
utilizacdo de N, N-dimetilformamida (DMF) que, a principio, parecia ter diluido o
polimero. Assim, a amostra foi filtrada e a corrida foi realizada, porém néo foi possivel
fazer a calibragdo da curva por incompatibilidade dos padrbées com o solvente em
questdo. Ja para o caso da SLS, foram testados etanol, metanol, acetona e
cloroférmio. Em todos os casos o tribloco ndo foi diluido adequadamente, formando
agregados. E, por fim, para o caso da DMF no SLS, a principio parecia que o tribloco
havia sido diluido corretamente e foram preparadas cinco solugcdes de concentragcdes
deferentes, porém o equipamento ndo obteve leitura. Submetendo as amostras a
passagem de um laser, posteriormente, foi observado efeito Tyndall, ou seja, havia
agregados, ainda que muito pequenos. Esta dificuldade de encontrar um solvente
adequado para tais analises se deve a estrutura do tribloco contar com dois extremos:
em uma extremidade a PCL, polimero hidrofébico, e do outro, PEI, uma poliamina
altamente hidrofilica. Assim, é possivel que seja necessaria uma mistura de solventes.
Todos esses testes realizados e sem sucesso corroboram com a hipétese de que o

tribloco n&o foi solubilizado pelo CDCIs, utilizado para a caracterizagéao estrutural do
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polimero por RMN. Desta forma, o conteudo do segundo espectro, apresentado neste

trabalho, diz respeito ao dibloco, assim como o primeiro.
4.2 ESTABILIDADE COLOIDAL

Foi realizada a determinacdo de CMC dos polimeros para determinacédo da
concentragado na qual as micelas se formam, no meio aquoso. Para tal foi utilizado o
método de gota pendente. Este método se baseia na determinagdo dos parametros
de uma gota na iminéncia de queda através do perfil dessa gota adquirido em uma
foto tirada pelo equipamento OCA 15. Estes parametros sao, entao, utilizados para o
calculo e determinagédo de tensdo de superficie da solugéo polimero + agua, com
diferentes concentragbes do polimero. Foram obtidas trés curvas de tensdo de
superficie em fungdo da concentragéo (g/L), uma para cada amostra. As CMC dos
sistemas poliméricos foram: 0,482 g/L para o dibloco, 0,371 g/L para o produto da
segunda sintese e 0,930 g/L para o tribloco. Houve grande diferenga em cada sistema.
Sendo a mistura entre os dois polimeros o sistema com maior atividade na superficie
e o tribloco, o com menor. A maior CMC, comparando com os outros dois valores, se
da devido a proporcao hidrofilica da cadeia, devido a adicao da PEI. A interagao entre

os dois polimeros favorece a formacao das micelas, devido a menor CMC.
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Figura 11 - Determinagdo da CMC do dibloco (em preto), do produto da sintese (Di-
Tribloco, em azul) e do tribloco (em vermelho), a partir da variacdo de tenséo de
superficie em relagado a concentracao de polimero.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Para medigdo da carga de superficie da particula, foi realizada uma titulagao
de potencial-C para determinar o comportamento das cargas de superficie das micelas
variando o pH do meio a cada 0,5 unidade de pH, na faixa de 2,5 a 10,0. Essa técnica
se baseia na medicdo da mobilidade eletroforética das particulas quando o
equipamento varia o sentido da corrente a qual o meio é submetido. Foi obtida a curva
apresentada na Figura 12. Naturalmente, era esperado que em solugdo aquosa a
adicao de um polimero hidrofilico catiénico a estrutura fosse alterar consideravelmente
o perfil de potencial-C das particulas, tornando-as catidénicas na faixa de pH préximo
ao pH oral: 4,5 (aproximadamente o minimo alcangado por biofilmes cariogénicos) a
7,216, Além disso, o ponto isoelétrico do tribloco, e da mistura entre os polimeros,
ocorre em um pH consideravelmente mais alto que o determinado para o dibloco, 8,20,
7,18 e 4,13, respectivamente. O ponto isoelétrico € o valor de pH no qual uma
determinada molécula ou particula tem sua carga resultante igual a zero. Neste

sentido, o resultado obtido foi satisfatério, de tal forma que o potencial-¢ do dibloco
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nesta faixa se apresenta aniénico e com a adicdo da PEI oscila de 17,02 mV a 5,75
mV, positivos. A mistura entre os dois polimeros também apresenta um resultado
adequado, visto que este sistema € catibnico na maior parte da faixa citada. A partir
deste resultado, optou-se por realizar as analises seguintes com a mistura entre os
dois polimeros, devido a grande perda de rendimento da sintese na execugao da

limpeza com cloroférmio.

Figura 12 - Variag&do do potencial-¢ das micelas em fungc&o do pH. Em preto PEGMA-
b-PCL; em vermelho PEI-b-PEGMA-b-PCL; em azul a mistura dos dois polimeros.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Foi, também, realizada uma titulagdo variando o didmetro hidrodinamico das
micelas dispersas. E uma analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) na qual é
medida a intensidade de luz espalhada pelas particulas em movimento Browniano.
Deste dado, gerado um grafico chamado fungédo de correlagdo no qual € medido o
tempo que determinada particula demorou para parar de ser detectada e, a partir da
funcao de correlacao é obtida uma populacéo de didmetro hidrodindmico da particula,

ja que particulas menores se movimentam mais rapido que as maiores, por movimento
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Browniano. O equipamento utilizado tem dois angulos de deteccao e na titulagdo o
angulo utilizado foi o de 173°*', angulo recomendado pelo fabricante. Foi medido o
diametro hidrodindmico das particulas de dibloco variando em torno de 200 nm e da
mistura entre os dois, 100 nm. Isto se deve a maior repulsdo eletrostatica gerada pela
carga de superficie mais intensa do segundo devido a presenga da PEI na estrutura.
A varredura de pH foi feita de 2,5 a 10,0. Nota-se que para ambas as amostras, assim
que o pH do meio ultrapassa o ponto isoelétrico de cada sistema polimérico (4,13 para
o “Dibloco” e 7,18 para o Di-Tribloco) a disperséo perde a estabilidade coloidal, visto
que, ha grande variacao nos valores de diametro hidrodindmico e aumento expressivo
do desvio padrao das particulas. Isto pode ser explicado pela Teoria DLVO de
estabilidade coloidal. Esta teoria descreve a agao das forgas repulsivas e atrativas
entre as particulas durante colisbes. Desta forma, devido as particulas no sistema
terem carga resultante zero, ou muito proxima a zero, durante a titulagdo, as
interacoes atrativas de Van der Waals superaram as repulsdes eletrostaticas entre as
particulas que colidiram e elas se agregaram fazendo com que a estabilidade coloidal
fosse perdida.

Figura 13 - Variagao do didmetro hidrodindmico em fungéo do pH. Em preto PEGMA-

b-PCL; em vermelho PEI-b-PEGMA-b-PCL; em azul a mistura dos dois polimeros.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Na Figura 14 sao dispostos quatro graficos de didmetro hidrodindmico. Dois
deles sé&o graficos de intensidade (%) e os outros dois de numero (%), um para cada
sistema polimérico. “Intensidade” e “numero” sdo dois tipos diferentes de distribuigao
de didmetro hidrodindmico. O primeiro, intensidade, diz respeito a intensidade de luz
espalhada pelas particulas. Desta forma, como particulas maiores espalham mais luz
que as menores elas terdo maior proporgcao nas distribuicdes por intensidade. Ja a
distribuicdo por numero busca representar as populagdes na proporgdo em que elas
se apresentam em solugdo, em outras palavras, se ha uma particula de tamanho “x”
€ uma outra de tamanho “20x”, ambas terdo as mesmas proporgdes nas populacoes
representadas no grafico*'. Observando os graficos abaixo, pode-se notar que os dois
angulos analisados apresentam popula¢des de diametro hidrodinamico. Isto € uma
evidéncia de que as particulas que se formam neste sistema sdo nao esféricas, visto
que as intensidades de luz espalhadas pelas particulas diferem em cada angulo.
Contudo, esta evidéncia ndo é conclusiva. A observacao das distribuicbes levanta
algumas duvidas sobre a presencga de populagdes na distribuicdo por intensidade e
auséncia dessas populagdes na distribuicdo por numero. Como explicado acima, a
distribuicdo por intensidade leva em consideracdo a intensidade de luz espalhada
pelas particulas, desta forma, como particulas maiores espalham mais luz que as
menores, populagcdes de maiores diametros hidrodindmicos sao mais evidenciadas.
Assim, as populagbes detectadas no angulo de 173° no grafico “Di-Tribloco” por
intensidade, que se misturam com as populag¢des detectadas no angulo de 12,8°,
poderiam ser apenas algumas poucas bolhas de ar presente na hora da analise, visto

que nao sao verificadas na distribuicao por numero.
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Figura 14 - Didmetro hidrodindmico das micelas formadas pelos respectivos

polimeros medidos nos angulos de deteccao de 12,8° e 173°.

Intensidade (%)

Numero (%)

40 -
Dibloco —-=1-173°
1 —2-12,8°
—-=3-173°
304 —4-12,8°
—-=5-173°
—6-12,8°
20 4 ~
/e
A
10 i',\“?‘\
1 \ )
i\
) ) \_\ _
0 ya L :
T L
10 100 1000 10000
Diametro Hidrodinamico (d.nm)
40
Dibloco —-=1-173°
—2-12,8°
—-—3-173°
304 A —4-12,8°
A —-=5-173°
—6-12,8°
204
\
10 \ \
-\'\
o y . N
10 100 1000 10000

Diametro Hidrodinamico (d.nm)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Intensidade (%)

Numero (%)

40
Di-Tribloco —-=1-173°
—_—2-12,3°
\ 3-173°
304 ( \ 4-12,8°
Al —-=5-173°
—6-12,8°
204
104
N
RN
AR
/o
0 4 T T
10 100 1000 10000
Diametro Hidrodinamico (d.nm)
40
Di-Tribloco —-=1-173°
—2-12,8°
3-173°
304 /l 4-12,8°
Y —-=5173°
N —6-12,8°
Mat
20 it
Hiat
il
10 N
Nt
oA
AN
0 I‘ T
10 100 1000 10000

Diametro Hidrodinamico (d.nm)



35

5 CONCLUSAO

O trabalho se concentrou na sintese, caracterizacdo estrutural e coloidal do
polimero PEI-b-PEGMA-b-PCL. As sinteses foram confirmadas pelas analises das
técnicas de RMN e, principalmente, FTIR. Os polimeros foram analisados em um
gonidbmetro para determinacédo de suas CMC através da variagao da tensdo de
superficie da agua em fungdo da concentragéo. Os sistemas apresentaram CMC de
0,482 g/L para o dibloco, 0,371 g/L para a mistura entre os dois polimeros e 0,930 g/L
para o tribloco. O maior CMC determinada para o tribloco se deve a sua maior
hidrofilicidade contando com a PEIl em sua porg¢ao hidrofilica, também. A adi¢cao da
poliamina na estrutura do polimero alterou consideravelmente o comportamento das
micelas no sistema coloidal. Por ser um polimero catidnico e se situar na porgao
hidrofilica da cadeia, a PEI confere as particulas carga positiva na faixa de pH de 4,5
a 7,2. Esta carga mais intensa também garante as particulas maior repulsédo
eletrostatica entre elas, aumentando a estabilidade coloidal do sistema por prevenir
que as micelas se agreguem. Por causa da maior carga e da maior cadeia hidrofilica,
foi observado que as micelas formadas pelo tribloco apresentam menor diametro
hidrodindmico, em torno de 100 nm enquanto o dibloco formou particulas maiores que
200 nm. Ademais, ha evidéncias que as particulas formadas sao nao esféricas devido
as populagdes de dois diametros hidrodinamicos médios diferentes determinadas em
em dois angulos diferentes, tal interpretacdo se deve as interagcbes construtivas e
destrutivas entre os feixes de luz espalhada detectada pelo equipamento que podem
ser causadas pelas diferentes distancias percorridas por essa luz espalhada. Por fim,
a baixissima solubilidade do polimero sintetizado dificultou sua analise através das
técnicas SEC, SLS e RMN, desta forma, nao foi possivel medir a média de massa
molar do polimero tribloco e obter informacdes mais detalhadas acerca de sua

estrutura molecular.

6 PROPOSTAS FUTURAS
-Estudo de incorporagao e liberacdo de farmaco dos dois polimeros.
-Estudo aprofundado da morfologia das micelas.
-Estudo térmico dos polimeros.

-Estudo de liberacéo in vitro.
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