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RESUMO

Terapia Génica € a introdugcdo de um gene através do uso de um vetor viral
ou nao viral em tecidos somaticos, cujo produto pode aliviar o defeito causado
pela perda ou mau funcionamento de um gene vital ou de seu respectivo produto.

O uso de vetores nao-virais consiste em utilizar polimeros ou lipideos
catibnicos que irdo interagir com os grupos fosfatos do DNA (acido
desoxirribonucleico), formando um complexo que realizara a introducdo do gene
na regiao desejada. Varios polimeros de caracteristicas catibnicas, os quais
podem ser sintetizados via radical livre “viva”, estdo sendo empregados como
vetores nao-virais. Dentre eles, destaca-se o Poli(dimetilaminoetilmetacrilato) -
PDMAEMA e seus copolimeros, que, de acordo com a literatura poderiam ser
empregados como vetores ndo-virais. Uma das principais vantagens de se utilizar
o PDMAEMA ¢é a possibilidade de sintetiza-lo por varios mecanismos de
polimerizacao, inclusive por um novo mecanismo de polimerizagdo via radical livre
“viva”, 0 mecanismo RAFT (transferéncia, fragmentacdo e adicao reversiveis), o
qual permite o controle da massa molar do polimero e a sua polidispersidade,
permitindo também, a construcdo de copolimeros complexos e funcionais
(copolimeros em bloco). Neste caso poderia ser de fundamental importancia, pois
a citotoxicidade do PDMAEMA ¢é uma funcdo da sua massa molar assim como da
possibilidade de sua polimerizacdo com outros monémeros de menor
citotoxicidade.

Com isso, neste trabalho esta sendo estudada a sintese de um polimero
catibnico, o poli(dimetilaminoetilmetacrilato) - PDMAEMA funcionalizado, que
podera ser utilizado como vetor ndo-viral na aplicacdo em Terapia Génica ou na
funcionalizacao de particulas biodegradaveis de aplicacdo na liberagao controlada
de farmacos. Este polimero esta sendo sintetizado por dois mecanismos
diferentes: polimerizagdo via radical livre, empregando como iniciador a azo-bis-
isobutironitrila (AIBN) e como agente de transferéncia de cadeia convencional
(CTA;), o acido 3-mercaptopropibnico, o qual sera responsavel pela
funcionalizacdo do PDMAEMA ao final da sintese. O segundo mecanismo € um

mecanismo via radical livre “viva”, o RAFT (transferéncia, fragmentacdo e adicao



reversiveis), o qual utiliza um agente de transferéncia de cadeia (CTARaeT), do tipo
ditioéster, que permite o controle da massa molecular do polimero e a
polidispersidade das macro-cadeias. O CTAgart que foi utilizado neste trabalho é o
acido 2-((2-fenil-1-tioxaetil)tio)-propandico, o qual foi sintetizado no Laboratério de
Quimica Fina DEQUI/FAENQUIIL, e que ao final da reacdo de polimerizacao
também permite a funcionalizacdo das extremidades das macro-cadeias com
grupos carboxilicos. O polimero sintetizado serd caracterizado por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN 'H) e Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC). Uma
caracteristica importante do PDMAEMA sintetizado neste trabalho é a presenca
dos grupos funcionais (grupos carboxilicos) na extremidade das macro-cadeias.
Estes grupos funcionais permitirdo reacdes de acoplamento (esterificacdo ou
amidacao) do PDMAEMA com outros polimeros que apresentarem em sua
estrutura hidroxilas ou grupos aminicos livres, formando copolimeros ramificados
ou em bloco. Este tipo de reacao é utilizado no caso em que o segundo polimero
nao pode ser sintetizado pela mesma via do PDMAEMA, como por exemplo, 0s

polimeros naturais.



ABSTRACT

Gene therapy is the introduction of a gene by means of viral or non-viral
vector in a somatic tissue which product can overcome the damage caused by the
1055 or bad working of a vital gene or its respective product.

The use of non-viral vectors consists in the utilization of polymers or cationic
lipids that will interact with the phosphate groups of the DNA (deoxyribonucleic acid),
forming a complex that will introduce the gene into the desired region.

Many cationic polymers that have been synthesized by living free-radical
polymerization have been used as non-viral vectors. Between these new
methacrylate polymers we can mentioned the poly(dimethylaminoethylmethacrylate)
- PDMAEMA and they copolymers which, according to the literature, could be
used as non-viral vectors.

One of the main advantages in using PDMAEMA is the possibility of its
synthesis by specific mechanisms of polymerization including a new mechanism of
living free-radical polymerization called RAFT (reversible additionfragmentation
chain transfer) that offers exceptional versatility in providing polymers of
predetermined molecular weight and very narrow polydispersity and the formation of
complexes and functional copolymers (block copolymers). The control of such
molecular weight of PDMAEMA is very important because its cytotoxicity is of
molecular weight dependent.

This work presents the synthesis of a functionalized cationic polymer, the
poly(dimethylaminoethylmethacrylate) - PDMAEMA that shall be used as non-
viral vector in gene therapy or in the functionalization of biodegradable particles
utilized in the drugs control delivery.

Two mechanisms of free-radical polymerization was used, using 2,2' azobis-
isobutyronitrile (AIBN) as initiator and 3-mercaptopropionic acid as classic chain
transfer agent (CT Ac) that will be responsible to the side chain functionality of the
PDMAEMA in the end of the synthesis.

The second mechanism via living free radical polymerization, RAFT, which
uses an RAFT agent (CT ARAFT) dithio compounds which acts as highly efficient
reversible addition-fragmentation chain transfer agent. This mechanism



allows the molecular weight of the polymer as well as the polydispersity of the macro
radicais.

The RAFT agent used in this work was the 2-«2-phenyl-1-tioxethyl)thio)-
propanoic acid, synthesized at FAENQUIL. This agent, at the end of the reaction,
allowed the functionalization of macro-chain end by carboxylic groups. These
groups allowed the coupling reactions (esterification or amidation reactions) of
PDMAEMA and PHBYV - poly(hidroxybutyrate-co-valerate).

This reaction is specific to the synthesis of a second polymer that cannot be

formed by the same reaction of PDMAEMA, for example, the natural polymers.

PDMAEMA was characterized by 1H NMR and GPC techniques.



1- INTRODUGAO

Na area farmacéutica, a micro/nanoencapsulacdo assume, na atualidade,
uma das alternativas viaveis para o desenvolvimento de novas formulagdes, uma
vez que possibilita, de maneira racional e efetiva, aumentar a eficiéncia
terapéutica de substancias ja utilizadas no tratamento de uma grande variedade
de doencgas. Sistemas micro/nanoparticulados tém sido produzidos para direcionar
sistemas coloidais para sitios especificos de agédo farmacolégica, proporcionando
alta concentragao do farmaco no 6rgao ou tecido pretendido.

A aplicacdo de sistemas micro/nanoparticulados na area farmacéutica esta
sendo amplamente estudada e tem sido utilizada para a obtencdo de formas
sélidas de éleos, no mascaramento do sabor e odor desagradaveis de substancias
ativas (alcal6ides e sulfas), na diminuicdo da volatilizacao de farmacos liquidos
(vitaminas, &cido acetilsalicilico, enzimas e horménios), na prevencao de
incompatibilidades entre substancias ativas contidas na mesma formulacao, para
tornar materiais téxicos manipulaveis de maneira segura, para aumentar
caracteristicas de fluxo de materiais sélidos em processos de compressao, para
liberacao controlada de farmacos (antibacterianos, antineoplasticos, analgésicos e
imunossupressores), isolamento de tecidos (encapsulacao de hemacias e ilhotas
de Langerhans), conservacdao de sélidos em liquidos (6leos, aromatizantes e
vitamina A) e em biotecnologia (diagnésticos, terapia génica e biossintese)
(FILHO, 1999; DONBROW et al. 1991; KREUTER, 1992; LUZZI, 1985; OLIVEIRA,
1992).

O principio basico subjacente a Terapia Génica (TG), consiste
simplesmente na introducdo de um material genético no interior da célula para que
0 produto da sua expressao possa curar ou retardar a progressao de doencas.
Mas para tal, € necessario faze-lo chegar até as células defeituosas, surgindo
assim o conceito de transfeccéo, processo de entrega e expressdao de material
genético com sucesso. A funcdo da administracdo do gene correto é a de
compensar o gene defeituoso que a célula contém, para deste modo conseguir

recuperar a funcao celular. O tratamento da doenca é feito em nivel molar



eliminando o foco da doenca enquanto a maior parte dos farmacos cura
simplesmente os sintomas (VERMA et al.1997; SIMOES et al. 2001; MOUNTAIN,
2000; ANDONY et al. 2001)

O sistema de transfecg¢é@o do gene consiste de um transportador (vetor) e do
DNA (plasmideo). O transportador viral é muito eficiente na introducdo de genes
no interior das células. Entretanto, estes vetores podem entregar seu material
genético, agravando o estado imunoldgico do ser vivo (WETERING et al. 1997).

Para contornar esta limitacado dos vetores virais, os polimeros catibnicos
sollveis em agua surgem como uma alternativa de sistemas de transfeccao de
gene nao-viral. Estes polimeros quando ligados ao plasmideo de DNA, o qual
codifica as proteinas terapéuticas por interacoes eletrostaticas, gera complexos de
polimero-plasmideo chamados de poliplexos (WETERING et al. 2000). Embora
apresente facilidade e versatilidade na producdo, uma caracteristica comum dos
polimeros catibnicos € a sua citotoxicidade. Entretanto, a toxicidade depende da
composicao quimica e da massa molar do polimero. Um fator interessante para
diminuir essa toxicidade pode ser a reducao da densidade de carga dos polimeros
catibénicos (WETERING et al. 2000).

Este trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar um polimero
catibnico, o poli(dimetilaminoetilmetacrilato) - PDMAEMA funcionalizado, que
podera ser utilizado futuramente na aplicacdo em Terapia Génica ou na
funcionalizacao de particulas biodegradaveis de aplicacao em liberagao controlada

farmacos.



2- REVISAO BIBLIGRAFICA

2.1- Micro/nanoencapsulacao na Industria Farmacéutica

Durante a ultima década, o desenvolvimento de carreadores poliméricos de
agentes ativos tem sido importante campo de pesquisa na area farmacéutica.
Varios materiais podem ser utilizados na preparacdo de nanoparticulas, nas quais
o0 agente ativo pode estar adsorvido na superficie da nanoparticula ou
encapsulado pela mesma. Um sistema carreador de drogas eficiente e versatil
deve atender aos seguintes requisitos: (a) tamanho das particulas inferior a 1 um;
(b) superficies passiveis de modificacdo, (c) alta capacidade de carrear agente
ativo; (d) estabilidade coloidal do latex em meio biologico; (e) auséncia de
toxicidade, provocada pelo carreador polimérico ou aditivo (WETERING et al.
2000; HENNINK et al. 2001).

Um problema associado com a liberacado controlada de agentes ativos via
oral é a sensibilidade das propriedades da forma de dosagem com a variacao de
pH e passagem pelo trato gastrointestinal humano. Conseqiientemente, em alguns
casos, é dificil o encaminhamento do agente ativo para regides especificas, como
por exemplo o colon. Para superar estes problemas, nanoparticulas sensiveis a
estimulos estdo sendo utilizadas. Existem diferentes tipos de estimulos, tais como:
temperatura, pH, pressao ou campo elétrico (THROMBRE, 1990).

Para a nanoparticula adquirir estas propriedades sensiveis, realizam-se
reacdbes de modificacdo quimica em sua superficie, visando a obtencao de
particulas com polaridades diferentes (anibnica e catibnica) e até mesmo
particulas com morfologia casca-nucleo (core-shell), do tipo cabeleira (hairy-layer),
com propriedades especificas tais como sensibilidade ao pH e a variacao de
temperatura (particulas termosensiveis) (WETERING et al. 2000).

2.1.1- Liberacao controlada de principios ativos

Quando uma dose de um principio ativo € administrada, por via parenteral

ou enteral, em um organismo vivo a concentragao do principio ativo no 6rgao alvo



aumenta até um valor maximo e depois decresce devido ao processo de excrecao
ou pela conversdo metabdlica. Para conseguir um nivel de concentragdo de
principio ativo terapeuticamente efetivo e por um tempo maior, sdo necessérias
altas doses do mesmo o que leva a concentragdo do principio ativo para um nivel
préximo da toxicidade (THROMBRE, 1990).

Convencionalmente, os principios ativos sdo administrados periodicamente
na forma de pilulas, liquidos ou injecdes, ndo visando uma regiao especifica onde
o principio ativo teria que atuar. A figura 1 apresenta possiveis respostas de varias
vias de administracdo de uma droga. Nesta figura, a condicdo ideal seria a
liberacdo controlada e gradativa da droga (d), ou seja, numa concentracao
constante que fosse efetiva, ndo toxica e mantida por um longo tempo
(THROMBRE, 1990).

Varios sistemas de liberagdo controlada estdo sendo testados para o
tratamento de doencgas, tais como: glaucoma, angina, cancer, diabetes, malaria,
etc (YOSHIDA et al. 1992).

— ﬁ e Mivel Téxico

Mivel para efeito
minimo

Concentragdo de droga no sangue

Tempa

Figura 1: Possiveis respostas de vias de administracao de um principio ativo: (a) dose
oral; (b) overdose oral; (c) intra venosa; (b) liberacao controlada ideal  THROMBRE,
1990).



Algumas das vantagens da utilizacao dos sistemas de liberacado controlada
de principios ativos sdao (THROMBRE 1990; Yoshida et al. 1990; LANGER et al.
1990; SAMOUR et al.1978)

v Pontencializacao da atividade pela unido de uma ou mais drogas com um

mesmo polimero;

v Melhor interacao com a parede celular de bactérias e virus;

v Nao absorcao do principio ativo, nos casos em que o tratamento é localizado

(ex: infeccao na pele);

v’ Baixa toxicidade, dependendo do principio ativo e do polimero utilizado;

v Reducgao dos efeitos colaterais, tais como: irritagao, ndusea e vémito;

v Aumento do conforto do paciente;

v Atividade prolongada do principio ativo.

KIM et al. (2000) prepararam nanoparticulas com morfologia casca-nucleo,
constituidas respectivamente de poli(l-4cido latico) (nucleo) e poli(N-
isopropilacrilamida)- PNIPAAm (casca), para utilizacdo na liberacao controlada de
indometacina. Inicialmente os autores sintetizaram PNIPAAmMm com grupos
aminicos terminais em meio de cloreto de 2-aminoetanotiol. Em seguida,
sintetizaram o copolimero, em meio organico, por meio da reacao entre 0s grupos
aminicos terminais do PNIPAAmM com os grupos carboxilicos do poli(l-acido latico)
utiizando como agente ativador a N,N’diciclohexila carbodiimida (DCC).
Finalmente, as nanoparticulas foram preparadas pelo método de diafiltracao,
utilizando um saco de diélise para troca do solvente organico pela agua.

KIM et al. (2001), estudaram a liberagdo controlada de uma droga modelo, a
hidrocortizona, utilizando  homopolimeros de  dimetilaminoetilmetacrilato
(DMAEMA) ou copolimeros de DMAEMA e etilacrilamida (EAAm). Os copolimeros
sintetizados apresentavam caracteristicas de sensibilidade a variacbes de pH e
temperatura devido a presenca do DMAEMA e do EAAm, respectivamente. Neste
trabalho os polimeros foram preparados empregando-se uma mistura binaria de
etanol/agua como solvente, azo-bis-isobutironitrila (AIBN) como iniciador a uma
temperatura de 75°C durante 15 horas. Os polimeros ou copolimeros preparados
foram purificados por didlise a 4°C. Com este trabalho, os autores apresentaram



resultados interessantes com relagdo a “inteligéncia” das nanoparticulas, pois de
acordo com os resultados apresentados, quando as nanoparticulas, em meio
aquoso, eram aquecidas de 35°C para 40°C (temperatura acima da temperatura de
transicdo do polimero) observava-se a liberacdo da droga pelas nanoparticulas.
Por outro lado, quando o sistema era resfriado de 40°C para 35C cessava-se a
liberacdo da droga, controlando desta forma a liberacao da hidrocortizona para o
meio aquoso. Este comportamento também foi observado com relagdo a variacéo
de pH do meio aquoso, pois de acordo com os resultados apresentados pelos
autores, as nanoparticulas liberavam a droga apenas em pH’s baixos (pH=4).
Caso o pH do meio aquoso aumentasse, as nanoparticulas impediam a difuséo da
droga, permitindo o controle da liberacao.

HU et al. (2005), estudaram a formacdo de particulas a partir de
copolimeros de DMAEMA e poli(estireno) — PS, miscelizadas em 20 mL de agua e
20 mL de agua/acetona na razao 10:10. Os homopolimeros foram sintetizados via
radical livre “viva”, empregando o mecanismo ATRP. Na polimerizacdo do
PDMAEMA utilizaram como iniciador o AIBN e como solvente o tetrahidrofurano
(THF) durante 15 horas a 60°C. Apds o tempo de reacdo, o PDMAEMA foi
precipitado em hexano gelado e seco em estufa a vacuo. Na polimerizacao do PS,
foi empregado como solvente 50ml de uma solucao de cloreto de cobre durante 10
horas a 120°C. Apds o esse periodo de reacido, o polimero foi dissolvido em THF,
precipitado em metanol e seco a 55°C durante 48 horas em estufa a vacuo. Apds a
purificacdo do PDMAEMA e do PS, esses polimeros foram empregados como
macroiniciadores para a formagdo dos copolimeros de PDMAEMA-b-PS. Os
copolimeros formados foram sintetizados a 60°C durante 10 horas, precipitados
em etanol e filtrados. Para a formacado de particulas, os copolimeros foram
solubilizados em dimetilformamida (DMF) na temperatura ambiente. Em um
béquer com agitacdo mecanica contendo agua deionizada, foi adicionada
lentamente a solucao de copolimeros, obtendo assim, a formacao de particulas. O
mesmo procedimento foi empregado para a formacdo de particulas em

agua/acetona.



De acordo com os autores, foi possivel verificar a formacao de particulas
miscelizadas em agua e agua/acetona. As particulas obtidas tanto em agua como
na mistura de agua/acetona apresentaram didmetros de particulas da ordem de
100 a 200 nm e polidispersidades entre 0,20 e 0,50. Além da técnica de
espalhamento de luz, as particulas formadas foram caracterizadas por
miscroscopia eletronica de transmissao (TEM).

RAVI et al. (2005), pesquisaram a formacdo de particulas a partir de
copolimeros formados de PDMAEMA e azo metacrilatos, como por exemplo, o 6-
[4-fenilazo]fenoxiexilmetacrilato - (PPHM), miscelizadas em 4&gua. Na
polimerizacdo do PDMAEMA utilizaram como iniciador o AIBN e como solvente o
THF durante 15 horas a 60°C. Apds o tempo de reagdo, o PDMAEMA foi
precipitado em hexano e seco em estufa a vacuo. Na polimerizacdo do PPHM, foi
empregado como solvente 25ml de uma solucéao de cloreto de cobre durante 12
horas a 85°C. Apds o periodo de reagdo, o polimero foi diluido com THF e
precipitado em metanol, filtrado e seco a 30°C durante 24 horas em estufa a
vacuo. Apés a purificacdo do PDMAEMA e do PPHM, esses polimeros foram
empregados como macroiniciadores para a formacdo dos copolimeros
PDMAEMA-b-PPHM. Os copolimeros formados foram sintetizados a 85°C durante
10 horas e sob atmosfera de argbnio. Apés o tempo de reagédo, os copolimeros
formados foram precipitados em hexano e secos a 30C em estufa a vacuo
durante 15 horas. Para a formacdo de particulas, os copolimeros foram
solubilizados em THF. A miscelizacdo foi realizada em um béquer contendo 20 ml
de agua deionizada aos quais 1 ml da solug¢do foi adicionado gota a gota sob
agitacao mecénica. A reacao foi conduzida por um periodo de 24 horas para a
formacao de particulas.

Segundo os autores, foi possivel verificar a formagdo de particulas
miscelizadas em agua por meio da técnica de cromatografia de permeacao em gel
(GPC) e por miscroscopia eletrbnica de transmissao (TEM). Por meio do
cromatograma, foi possivel identificar os copolimeros formados de PDMAEMA-b-
PPHM verificando a ligagao quimica entro o PDMAEMA e o PPHM. Ja com as

micrografias foi possivel visualizar a morfologia e o tamanho das particulas.



2.1.2- Polihidroxialcanoatos (PHAs)

Os polimeros bacterianos, denominados polihidroxialcanoatos (PHASs),
constituem uma categoria de poliésteres de acidos hidroxi-alcandicos,
biodegradaveis, que podem ser obtidos a partir de fontes de carbono renovaveis,
sendo produzidos por diversas bactérias, como material de reserva, na forma de
granulos intracelulares (KREUTER, 2001). O seu acumulo se da no citoplasma da
célula sob a forma de granulos de 0,2-0,5 um de didmetro e sua fungcdo se
assemelha ao glicogénio sintetizado e estocado pelos mamiferos (CHANDRA et
al. 1998). As diferentes propriedades dos PHAs derivam do seu grupo constituinte
R, podendo variar de um material duro e quebradico até amorfo ou elastomérico,

como é apresentado na figura 2.
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Figura 2: Estrutura dos polihidroxialcanoatos.

A primeira observacdo de polihidroxialcanoatos da qual se tem
conhecimento foi no inicio do século XX (MEYER, 1903), acumulados em
bactérias Azotobacter chroococcum, na forma de inclusdes lipidicas, soluveis em
cloroférmio (MEYER, 1903). S6 mais tarde, a composicdo quimica dessas
inclusoes foi determinada por (LEMOIGNE et al. 1926) e identificada como poli-3-
hidroxibutirato (PHB). A estrutura do PHB é mostrada na figura 3.
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Figura 3: Estrutura do poli-3-hidroxibutirato (PHB) (LEMOIGNE et al. 1926).



Até o final dos anos 50, alguns estudos com bactérias produtoras dessas
inclus6es mostraram que o PHB era estocado como fonte de reserva de carbono e
energia (WILLIAMSON et al. 1958; MACRAE et al. 1958). Na sequéncia dos
estudos que se intensificaram para o entendimento das fungdes do PHB no
metabolismo das células produtoras, foi publicada a primeira revisdo cientifica
sobre esse biopolimero, comparando a sua fungdo a da gordura nos seres
humanos (DAWES et al. 1973). Até aquele momento, PHB era o U(nico
polihidroxialcanoato conhecido WALLEN et al. (1974) reportaram a identificacéo
de outras unidades HA, dentre elas, a unidade 3-hidroxivalerato (3HV). Desta
forma, foi identificado o copolimero poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato
(PHBV). A estrutura do PHBV é mostrada na figura 4.
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Figura 4: Estrutura do poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHBV).
(WALLEN et al. 1974).

Aplicagcées dos PHAs em liberag&o controlada

No desenvolvimento de sistemas de liberacdao controlada, o polimero
utilizado tem uma funcdo muito importante na disponibilidade ou liberacdo da
droga que pode ocorrer por diferentes mecanismos, como por exemplo: sistemas
difusivos, onde a liberacao da droga é feita pela sua difusao através da membrana
polimérica; sistemas erosivos, onde a liberagdo € baseada na erosdo ou
biodegradacao do polimero ou por uma combinagdo de ambos 0s mecanismos —
difusdo e erosao ou biodegradacédo (PORTE et al. 1994).

A diferenca entre erosdo e biodegradacao é estabelecida com base no
mecanismo de degradacao da macromolécula. A erosdo da matriz polimérica
resulta em perda de massa em nivel macroscopico, sem alteracdo das unidades

macromoleculares, que pode ocorrer de dois modos diferentes: por quebra de



ligagdes inter-moleculares em sistemas reticulados, onde a matriz é gradualmente
erodida a partir da superficie externa ou pela hidrélise de grupos laterais a cadeia
principal, resultando em dissolu¢cdo do polimero sem reducdo de seu peso
molecular (PORTE et al. 1994).

Polimeros biodegradaveis sao aqueles em que a quebra das cadeias
resulta em unidades monoméricas com peso molecular suficientemente pequeno
para serem eliminadas pelas vias metabdlicas normais e essa quebra das cadeias
pode ocorrer por acdo de hidrélise (degradacao hidrolitica) ou de enzimas
(degradacao enzimatica). Sistemas erosivos ou degradaveis e, mais
particularmente, aqueles que se degradam em meio biolégico (biodegradaveis)
tém encontrado grande utilidade no desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada. (LIMA et al. 1999).

A eliminacdo natural do polimero apos liberacdo total do ativo tem a
vantagem de dispensar o inconveniente da intervencao cirdrgica para a remogao
de implantes. Sendo assim, sistemas micro e nano-estruturados biodegradaveis e
biocompativeis (microesferas, microcapsulas, nanocapsulas, nanoesferas) tém
sido desenvolvidos para liberacao controlada de drogas (SOPPIMATH et al. 2001;
BENOIT et al. 1996)

O papel do polimero na formulacdo (modulagdo) desses sistemas de
liberacdo controlada é muito diferente do papel de um excipiente inerte em
formulacdes farmacéuticas. O polimero influencia ndo apenas na cinética de
liberacdo do agente ativo como esperado, mas também na estabilidade da droga,
na toxicidade e na compatibilidade entre o biopolimero e o organismo vivo
(ANDERSON et al. 1997).

Trabalhos recentes encontrados na literatura ja apresentam aplicagdes do
PHBV na veiculacdo de antibiéticos. SENDIL et al. (1999) utilizou PHBV para
encapsular e veicular tetraciclina na forma acida e na forma neutra. Segundo o
autor, a encapsulacao da tetraciclina na forma neutra foi mais eficiente que na
forma acida. Entretanto, nas duas formas em que a tetraciclina foi encapsulada a
liberacado foi rapida e as particulas de PHBV sofreram degradacdo durante a
liberacao da droga.



2.1.3- Terapia Génica

Desde o século XIX que Gregor Mendel descobriu que algumas
caracteristicas poderiam ser herdadas de individuo para individuo, muitas foram
as descobertas relacionadas com os genes e sua funcdo na manutencao e
regulacdao do organismo. De especial relevo sdo as descobertas que relacionam
doenca com o gene. Sabendo-se que a origem da doenca estaria no gene,
facilmente se ascendeu a idéia da utilizacdo de terapias com intuito de usar o
gene como agente ou alvo terapéutico. Assim, surge a Terapia Génica (TG), a
préxima grande revolucao da medicina moderna (VERMA et al. 1997).

Atualmente a Terapia Génica pode incluir outros tipos de estratégicas para
o tratamento de doencas. O gene transfectado pode nao estar necessariamente
em falta, mas o seu emprego ser terapéutico ou a administracdo exdégena do
produto da sua expressao ser dificil, como por exemplo sdo as citocinas anti-
tumorais. Esta forma de TG tem como objetivo a producao in vivo de proteinas
potencialmente terapéuticas (VERMA et al. 1997; SIMOES et al. 2001).

Deste modo é facil concluir que as possibilidades que se abrem para a
aplicacdo da TG sao inumeras. Dentre as quais podemos realcar o tratamento de
doencas hereditarias, doengas neurodegenerativas, cancro e AIDS (Sindrome da
Imuno Deficiéncia Adquirida (SIMOES et al. 2001; MOUNTAIN, 2000). Para que se
possa fazer expressar DNA exdgeno numa populagéo celular é necessario fazer
com que este seja levado, ja que, via de regra, poucas células recebem e
expressam DNA exégeno. Assim sdo necessarios os veiculos, chamados de
vetores. Ao longo do tempo foram surgindo vetores que se encaixam em duas

familias, os vetores virais e os vetores nao-virais (VERMA et al. 1997).

Vetores virais
Como se pode imaginar, quem melhor que os virus para promover a
entrega genética as células. Esses pequenos organismos possuem como objetivo

unico de sua existéncia a entrega de seu material genético as células e promover



a sua replicacdo de modo a iniciar um novo ciclo. Deste modo, os virus assumem-
se como os melhores candidatos para promover a entrega genética. Quase todas
as classes de virus tém sido experimentadas para testar a sua eficacia para
mediar a transfeccdo (VERMA et al. 1997; SIMOES et al. 2001; MOUNTAIN, 2000;
ANDONY et al. 2001).

Em todos os virus pode-se encontrar uma componente genética que é
essencial para sua propagacao. Os vetores virais sdao derivados de virus por
substituicdo dessa componente genética por genes terapéuticos. No entanto, essa
manipulacéo é morosa e dispendiosa, € nunca segura de um modo completo, pois
se encontra sempre presente o risco de 0s genes virais e potencialmente

patogénicos ndo serem completamente removidos.

Vetores ndo-virais

Tradicionalmente, os métodos de entrega genética por vetores nao-virais
podem ser classificados nas seguintes categorias: fisicos ou mecéanicos e
quimicos. Contudo existem outros métodos que nao se “encaixam” bem nesta
classificacao, como € a utilizagdo de DNA livre. A adicdo de DNA livre ndo resulta
em transfeccdo de células in vitro, embora aparecam resultados surpreendentes
apos a injecao de DNA livre em varios tecidos in vivo, especialmente musculo e
pele. Existem algumas descricoes da expressao do transgene passados varios
meses apos a injecao de um plasmideo em musculo esquelético de rato, enquanto
gue na pele a expressao s é detectavel durante alguns dias. Por conseguinte, a
vacinacdo através deste método parece ser a aplicagcdo mais promissora desta
técnica de entrega genética (MOUNTAIN, 2000; ANDONY et al. 2001).

Métodos Fisicos

Dos métodos fisicos, aqueles que se afiguram com uma concepcado mais
simples e mais apelativa sdo: a microinjecao, p6 “gene gun”, “intraject” ou “jetgun”,
bombardeamento de particulas e a eletroporacdo. No entanto, a maior e

derradeira desvantagem destes métodos consiste na morosidade, o que implica



um trabalho laborioso que nao se torna praticavel para a entrega de DNA in vivo
(VERMA et al. 1997; SIMOES et al. 2001).

A microinjeg&o consiste em injetar DNA livre diretamente no ndcleo celular
que s6 pode atingir uma célula de cada vez. Apesar das contrariedades, varias
técnicas tém sido apresentadas com o mesmo objetivo sem que seja necessaria a
aplicacdo de microinjecdo. Uma das mais avancadas, designada p6 “gene gun”,
utiliza um fluxo de alta pressao de hélio para introduzir no citoplasma particulas de
ouro envolvidas por DNA. Um procedimento semelhante chamado de “intraject” ou
“jetgun”, utiliza um liquido sob alta pressao para a entrega genética nos espacos
intersticiais. O bombardeamento com particulas, também designado como
“‘entrega balistica de particulas”, pode introduzir DNA em muitas células
simultaneamente. Nesta técnica, particulas revestidas com DNA (compostas por
metais como ouro ou tungsténio) sdo aceleradas a alta velocidade para penetrar
as membranas celulares. Este tipo de procedimento é aplicado em vacinagéao de
DNA, onde uma expresséao local do DNA administrado (em células epidermais ou
musculares) é o bastante para desencadear uma resposta imunitaria primaria. No
entanto, devido a dificuldade de controlar a via de entrada do DNA, este
procedimento é aplicado em células aderentes em cultura, ndo sendo ainda usado
de um modo sistematico (SIMOES et al. 2001; MOUNTAIN, 2000).

A eletroporacédo é outro método fisico usado para a entrega de DNA. Este
método baseia-se na aplicacdo de impulsos elétricos para permeabilizar a
membrana celular de um modo transiente, o que permitira a incorporacdo de
macromoléculas pelas células. Este método foi usado pela primeira vez em 1982
para a entrega de DNA em células de mamifero. A incorporacao intramuscular de
DNA feita por este método resulta de expressdo de um gene “repoérter” varias
vezes acima daqueles conseguidos com simples injecao intramuscular e cuja
expressdo pode ir até 9 meses. Comparada com outros métodos de entrega
genética, a eletroporagao é mais simples, segura e econémica. No entanto a sua
aplicacao in vivo é dificil, embora algum processo ja tenha sido feito em varios
tecidos: pele, endotélio da cérnea e musculo. Neste contexto salientam-se os

resultados obtidos por KIM et al.(2000) que conseguiram a recuperagao de ratos



diabéticos com a administracdo de genes percursores da insulina por
eletroporacgao.

Meétodos Quimicos

Os métodos de entrega genética quimica operam fundamentalmente em
trés niveis: condensacdo ou complexagdo do DNA, endocitose e
enderecamento/entrada para o nucleo. As moléculas carregadas negativamente
de DNA sao normalmente condensadas e/ou complexadas com reagentes
catibnicos antes da entrega genética. Esses complexos sé@o incorporados pelas
células, usualmente por endocitose, 0 que implica na subsequente libertacdo do
endossoma e trafego do DNA até ao nucleo. A endocitose € um processo com
varios passos que envolvem ligacdo, internalizacdo, formacao do endossoma e
posterior fusdo com o lisossoma onde se verifica a degradacdo completa do seu
conteudo. O pH baixo e as enzimas presentes no endossoma, mas com maior
incidéncia no lisossoma leva a degradacdo do DNA que se encontra associado
com os complexos. Finalmente, o DNA que consegue escapar do endossoma e
resistir as nucleases presentes no citoplasma, devera conseguir dissociar-se do
agente condensante, antes ou depois da entrada no nucleo. A entrada é feita
através do poro nuclear ou durante a divisdo celular. Uma vez dentro do nudcleo, a
eficiéncia da expressdo dever-se-a4 fundamentalmente ao sistema de expressao
(VERMA et al. 1997; MOUNTAIN, 2000; ANDONY et al. 2001).

Dos métodos quimicos mais usados in vitro para a entrega de DNA em
células ou mesmo a bactérias, destaca-se a precipitacdo do DNA com fosfato de
célcio (Casz(POy).). Este é o método mais versatil e facil no conjunto de métodos
de entrega de DNA, como tem sido demonstrado ao longo dos ultimos 30 anos.
No entanto, devido a formacéo dos precipitados, este sistema nao € efetivo para
ser utilizado in vivo.

O principio geral dos métodos quimicos mais utilizados se baseia na
formagdo de um complexo entre as cargas positivas existentes geralmente em
polimeros ou lipideos catibnicos e as cargas negativas dos grupos fosfato do DNA.

Outros protocolos para a transfecgao in vitro, incluem a utilizacao de polieletrélitos.



Entre os polieletrélitos mais utilizados incluem-se os seguintes compostos:
o dextrano-DEAE (Simdes, et al. 2001; Wetering, et al. 2000) a poli-lisina
(SIMOES et al. 2001; WETERING et al. 2000; VERON et al. 2004), polietilenimina-
(PEl) (WETERING et al. 2000; VERON et al. 2004), e os dendrimeros (WETERING
et al. 2000; VERON et al. 2004). Todos eles apresentam a capacidade para
condensar o DNA por interagdes eletrostaticas entre os seus grupos carregados
positivamente com as cargas negativas dos grupos fosfato das cadeias de DNA. O
fosfato de calcio tal como o dextrano-DEAE foram utilizados para mediar a
transfeccdo in vitro. No entanto, a transigcdo da aplicagédo in vitro para in vivo
destes métodos tornou-se inviavel devido a citotoxicidade revelada. Assim, outros
polieletrélitos mereceram a sua aplicagdo e estudo em TG. A poli-lisina comegou a
ser usada devido ao seu poder de condensar DNA, levando a uma diminuicao do
tamanho final do complexo para valores entre 30-100nm de diametro, indo assim
ao encontro a descricdo de vetor ideal (tamanho reduzido). Mas por outro lado, a
poli-lisina, e outros poli-peptideos utilizados (por exemplo, poli-arginina e poli-
histidina) sdo em geral téxicos. Entretanto, a poli-L-lisina, em contraste com a poli-
D-lisina, & biodegradavel e logo menos téxica. Mas com o advento de novos
polimeros com maior densidade de carga, e logo, com maiores capacidades de
condensacao, a utilizacdo da poli-lisina foi sendo pouco a pouco abandonada. A
polietilenimina (PEI) possui uma das maiores densidades de carga apresentadas
por polimeros catidénicos. Assim, em geral, a complexacao de DNA com polimeros
catibnicos com uma elevada densidade de carga, resulta na formacédo de
particulas com tamanhos reduzidos, o que podera influenciar a eficiéncia na
transfeccdo. Além do mais, pensa-se que o aumento na transfeccao mediada por
PEI esta de alguma forma relacionado com a capacidade que este polimero
catibnico possui em se comportar como uma “esponja protdnica” em condicdes
acidicas. O perfil de protonacdo do PEI envolve um aumento de 20% para 45%
entre o pH 7 e 5, condicbes semelhantes as encontradas no processo de
maturagcdo do endossoma. Este efeito resulta numa maior dificuldade de
acidificacao tanto do endossoma como do lisossoma. Deste modo, os complexos

podem permanecer durante um tempo maior no endossoma apds a endocitose,



evitando uma rapida degradacdo pelo lisossoma, favorecendo deste modo a
liberacdo do material genético destas organelas. A capacidade que o PEl
apresenta para tamponar o meio do endossoma foi recentemente relacionada com
a sua capacidade de conduzir o DNA plasmidico através da membrana nuclear,
ultrapassando assim uma das principais barreiras para a entrega genética com
sucesso (WETERING et al. 2000; VERON et al. 2004; SIMOES et al. 2001).

Outra classe de polimeros catiénicos que estao sendo implementados como
sistemas de entregas genéticas sdo os dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM),
compostos por polimeros catiénicos altamente ramificados (VERON et al. 2004).
Os dendrimeros de PAMAM apresentam na sua superficie aminas primarias que
tém a capacidade de associar, condensar e transportar DNA para uma grande
variedade de tipos celulares, sem que com isso induzam citotoxicidade
significativa in vitro. A grande vantagem demonstrada por este sistema, é a
facilidade de producdo e a versatilidade apresentada na sua manufatura,
podendo-se produzir polimeros desta natureza com varios tamanhos e densidades
de carga superficial, o que simplifica o processo de transfeccdo. A figura 5
apresenta a complexagao do DNA por polimeros catiénicos.
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Figura 5. Complexacdo do DNA através das interagdes eletrostaticas entre

o polimero catiénico e os grupos fosfatos do DNA (VERON et al. 2004).
Além do mais, o “efeito esponja”’ referido para a PElI também é
caracteristica destes polimeros. Esta potencialidade dos dendrimeros faz com que
estes se comportem como bases fracas, o que retarda a acidificacao do



endossoma, impedindo a maturacdo para o lisossoma. A redugcdo do pH pode
levar também ao “inchamento” (swelling) do dendrimero, provocando a ruptura da
membrana do endossoma, uma das barreiras a entrega genética, permitindo a
passagem do DNA para o espago citoplasmatico (VERMA et al. 1997; SIMOES et
al. 2001).

Por apresentar ramificacbes de grupos aminas terciarias passiveis de
protonagdo as quais geram cargas positivas efetivas, o PDMAEMA esta sendo
muito estudado como vetor nado-viral no campo da Terapia Génica, devido as
interacdes eletrostaticas entre as cargas positivas do PDMAEMA e das cargas
negativas dos grupos fosfatos do DNA. O plasmideo de DNA é complexado
diminuindo o seu volume, sendo assim transportado para o interior da célula com
maior eficiéncia. A figura 6 representa a estrutura quimica do PDMAEMA (VERON
et al. 2004).
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Figura 6. Estrutura quimica do PDMAEMA.

WETERING et al. (1997), estudaram a citotoxicidade de homopolimeros de
DMAEMA com massas molares diferentes na transfeccado de plasmidio de DNA
(PCMV-LACZ) em duas culturas de células padroes diferentes do tipo: COS-7 e
células cancerigenas do tipo OVCAR 3. Os polimeros foram sintetizados via

radical livre convencional empregando a AIBN como iniciador e tolueno como



solvente. As reacdes foram conduzidas sob atmosfera de nitrogénio a 60°C
durante 22 horas. Apds este periodo de reacdo, os polimeros formados foram
precipitados em éter etilico e seco a vacuo. A condensacao do plasmideo (PCMV-
LACZ) com o PDMAEMA consistiu na mistura fisica do plasmideo e o polimero
catibnico durante um periodo de 30 minutos. O primeiro experimento de
transfeccado consistiu na adicdo de células do tipo COS-7 em varias placas, sendo
rinsadas com a solucdo de poliplexos e incubadas durante 24 horas. Apos este
tempo as culturas celulares foram “alimentadas” com glicose e novamente
incubadas por mais 48 horas a 37°C sob atmosfera contendo 5% de diéxido de
carbono (COy). O segundo experimento de transfecgéo foi realizado na adicéo de
células do tipo OVCAR-3, cuja metodologia de transfeccao foi realizada como
descrita anteriormente.

Segundo os autores, o homopolimero de DMAEMA com baixa massa molar
(4 KDa), apresentou menor citotoxicidade e maior eficiéncia de transfecgéo,
viabilizando a atividade celular do tipo COS-7 em 79%. Entretanto, a citotoxicidade
deste polimero, na cultura de células OVCAR-3, foi maior, visto que 68% dessas
células permaneceram “vivas”. Quanto ao homopolimero de DMAEMA com alta
massa molar (309 KDA), este apresentou maior citotoxicidade que aquele de
menor massa molar (4 KDa), pois na trasfec¢do do plasmidio (PCMV-LACZ) em
células COS-7, 56% das células permaneceram em atividade, porém no segundo
experimento empregando as células OVCAR-3, o PDMAEMA apresentou uma
citotoxicidade maior destruindo 52% da cultura celular.

Com este trabalho os autores puderam afirmar que a massa molar do
PDMAEMA influenciou na eficiéncia da transfeccéo e neste caso quanto menor a
massa molar do polimero, menor sera a citotoxicidade. Outra conclusao foi com
relacdo a eficiéncia de transfeccdo em tipos diferentes de células, pois como
demonstrado pelos autores, o mesmo poliplexo poderia apresentar diferentes
citotoxicidades conforme o tipo de célula na qual estava sendo realizada a
transfecgao.



WETERING et al. (2000) estudaram a citotoxicidade do PDMAEMA,
copolimeros constituidos de etoxitrietilenoglicolmetacrilato (tiEGMA) ou ainda,
DMAEMA e a N-vinilpirrolidona (NVP) na transfecgéo de plasmideo de DNA.

Neste trabalho os autores avaliaram a influéncia da massa molar e a
composicao quimica dos polimeros na sua citotoxicidade. Os polimeros foram
sintetizados por polimerizagdo radicalar empregando-se AIBN como iniciador e
tolueno como solvente. As reacdes foram conduzidas sob atmosfera de nitrogénio
a 60°C durante 22 horas. Apds este periodo de reacdo, o polimero formado foi
precipitado em éter dietilico a 4'C e seco a vacuo. A complexacdo do plasmideo
(PCNV-LACZ) com os polimeros de DAMEMA foi realizada em meio de solucédo
de NaCl em pH 7,4. Esta complexacéo consistiu na mistura fisica do plasmideo e
do polimero catibnico durante um periodo que variou de 30 a 75 minutos. O
experimento de transfecg¢ao consistiu na adicado de células do tipo OVCAR 3 em
varias placas, sendo rinsadas e incubadas com solugdo de polimero-plasmideo
(poliplexos) durante 24 horas. ApOs este tempo as colbnias celulares foram
“alimentadas” com glicose e novamente incubadas por mais 48 horas. Este
trabalho permitiu aos autores afirmarem que o PDMAEMA de alta ou baixa massa
molar apresentava um alto grau de toxicidade durante a transfeccao do gene.
Entretanto, os copolimeros formados de DMAEMA e triEGMA ou NVP
apresentaram menor citotoxicidade do PDMAEMA e com isso aumentou a
eficiéncia de transfec¢ao do polimero, viabilizando a atividade celular.

Segundo os autores, quanto maior a massa molar do homopolimero do
PDMAEMA menor foi o didmetro do poliplexo, no entanto maior foi a sua
citotoxidade. De acordo com os autores o menor diametro de poliplexo foi obtido
empregando o copolimero de DMAEMA E NVP na propor¢cado de 46/54. Assim,
concluiram que copolimeros de DMAEMA e triEGMA ou copolimeros de DMAEMA
e NVP diminuem significativamente o grau de toxicidade do DMAEMA. A reducao
de densidade de carga de DMAEMA é um dos atrativos para otimizar a razao
entre eficiéncia/toxicidade dos polimeros como agentes transfectantes.

TAKEDA et al. (2004) pesquisaram a eficiéncia de transfecgdo in vitro de
homopolimeros de DMAEMA ou copolimeros de DMAEMA, N-isopropilacrilamida



(NIPAAmM) e butilmetacrilato (BMA). Os polimeros foram sintetizados utilizando a
AIBN como iniciador e como solvente o tetrahidrofurano (THF). A temperatura de
reacdo foi de 60°C durante 15 horas. Os copolimeros formados foram precipitados
em éter etilico e seco sob vacuo. Apds a secagem, foram dispersos em agua a 4 C
e dialisados por 24 horas. Para o homopolimero de DMAEMA, foi utilizado como
solvente o dimetilformamida (DMF). Segundo os pesquisadores, todos os
polimeros preparados apresentaram baixa citotoxicidade e o melhor resultado de
transfeccao foi obtido utilizando homopolimero de DMAEMA, o qual obteve 98%
de viabilidade celular apos a transfecgao.

Dessa maneira € possivel verificar que o tratamento de gene consiste em
utilizar como vetor um polimero catiénico de baixa ou nula toxicidade para
aumentar a eficiéncia de transfeccdo. Esse polimero deve apresentar baixa massa
molar, pois diminui a toxicidade, viabilizando a atividade celular e conseguindo
substituir o gene causador da doenca, retardando ou até mesmo curando as
doencas relacionadas as imperfeicées ou ao mau funcionamento do DNA.

FUNHOFF et al. (2005) estudaram a eficiéncia de transfeccao in vitro de
copolimeros em bloco formados por dimetilaminoetilmetacrilato e butilmetacrilato -
PDMAEMA-b-PBMA e o copolimero butilmetacrilato e etilenoglicol - PBMA-b-PEG.
Os polimeros foram sintetizados por polimerizagdo via radical livre “viva”,
empregando o mecanismo ATRP. Nas polimerizagbes utilizaram como iniciador o
AIBN e como solvente o THF durante 15 horas a 60°C. Apds a purificacdo do
PDMAEMA, do PBMA e do PEG, esses polimeros foram empregados como
macroiniciadores para a formag¢ao dos copolimeros de PDMAEMA-b-PBMA e dos
copolimeros de PBMA-b-PEG. Os copolimeros formados foram sintetizados a
90°C, empregando Cu(l)Br e N-(n-propil)-2-Piridiimetanimina como metal e agente
ligante, e tolueno como solvente. Apds o tempo de reacdo, os copolimeros foram
colocados na estufa para a evaporacao do solvente e seco sob vacuo durante 8
horas.

Segundo os autores, os copolimeros de PDMAEMA-b-PBMA apresentaram o
menor diametro de particula devido a complexacdo das cargas positivas do
PDMAEMA com as cargas negativas dos grupos fosfatos presentes na estrutura



quimica do DNA. Todos os polimeros sintetizados apresentaram baixa
citotoxicidade e o copolimero de PDMAEMA-b-PBMA apresentou 95% de
viabilidade celular apés a transfeccéo.

2.2- Polimerizacao via radical livre convencional.

As polimerizacbes radicalares sdo reagdes em cadeia iniciadas pela adicao
de um radical livre a um mondmero que contenha uma ou mais duplas ligacées
primarias apresentando quatro diferentes componentes reacionais: a iniciacao, a
propagacao, a transferéncia de cadeia e a terminagéo, todas com velocidade e
mecanismos diferentes. A forma mais corrente de obter os radicais consiste na
decomposicdo térmica de um iniciador que deve ter uma ligacdo quimica
suficientemente fragil para se decompor homoliticamente, mas deve, por outro
lado, ser suficientemente estavel a temperatura ambiente para poder ser
armazenado em seguranca (SZWARC, 1956).

Os principais tipos de iniciadores quimicos usados sdao os compostos
azoicos, dos quais o mais conhecido é o AIBN que se decompde com a perda de
N2 e dois radicais livres. Os peréxidos, hidroperoxidos e peroxiésteres além dos
organometalicos que contém um oxidante e um redutor que formam radicais
intermediarios capazes de iniciar a polimerizagdo. Alguns desses iniciadores
liberam radicais livres somente acima de determinadas temperaturas, enquanto
outros se decompbdem sob a agédo da luz ultravioleta. Do conhecimento desse
comportamento decorre a sua escolha, bem como as condi¢cées de polimerizacdo
(SZWARC, 1956).

O esquema abaixo apresenta as reacdes envolvidas a cada etapa em uma

polimerizacao via radical livre convencional.

4+ Iniciacdo: decomposicao do iniciador
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Ka...coeficiente de dissociacdo do iniciador.
Kpi...coeficiente de propagacéo do iniciador.

+ Propagacéo: é a fase do crescimento da macromolécula, o radical monomérico
formado na iniciagdo se adiciona a molécula do monémero, formando-se um novo

radical monomérico, de cadeia maior, e assim sucessivamente (SZWARC, 1956).
) k
RM +M —2> RMM*
) k
RMM™ + M —2> RMMM

Kp...coeficiente de propagagéo

+ Transferéncia de Cadeia: essa etapa envolve a transferéncia do atomo do
radical com outras moléculas finalizando o sitio ativo da cadeia polimérica, por
exemplo, a transferéncia de um atomo da molécula do solvente, do iniciador, do
préprio radical polimérico ou de uma molécula colocada no meio reacional
propositadamente, a qual € chamada de agente de transferéncia de cadeia
(SZWARC, 1956).
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K:s...coeficiente de transferéncia por meio da molécula do solvente.
Kt m...coeficiente de transferéncia por meio da molécula do monémero.
K p-..coeficiente de transferéncia por meio do radical polimérico.

K:cta...cO€ficiente de transferéncia por meio do agente de transferéncia de cadeia.



+ Terminacdo: quando ocorre a desativacdo de uma macromolécula em
crescimento chamamos de terminacdo, podendo ocorrer de duas maneiras
distintas:

A por acoplamento ou combinacdo: quando a terminagdo ocorre pela
reacdo de dois radicais livres, o processo é chamado de terminacdo por
acoplamento ou combinacao (SZWARC, 1956).

k
RMMM *+ "MMMR —> RMMMMMMR

K:a...co€ficiente de terminacao por acoplamento.

Apor desproporcionamento: quando é causada pela transferéncia de um
atomo de hidrogénio de uma cadeia para outra cadeia em crescimento, saturando-
se uma extremidade e criando-se uma dupla ligacdo na extremidade da outra
cadeia, esse processo é chamado de desproporcionamento (BILLMEYER et al.
1962).

. k
RMMM  + Ml\lﬂMR—td> RMMMH + M=MMR
H

K: q...coeficiente de terminacao por desproporcionamento.

BOYER et al. (2004) estudaram a sintese de homopolimeros de DMAEMA
empregando uma mercaptana como agente de transferéncia de cadeia. Os
homopolimeros de DMAEMA foram sintetizados via radical livre classica
empregando AIBN como iniciador, 2-mercaptoetanol como agente de transferéncia
de cadeia e como solventes, foram estudados quatro tipos: agua, uma mistura
contendo 25% de agua e 75% de acetonitrila, acetonitrila e benzeno. A reacgdes
foram conduzidas a 70°C durante 14 horas. Ap6s o periodo de reacdo, 0s
polimeros sintetizados foram precipitados em hexano e secos a vacuo.

Segundo os autores, foi possivel verificar que os homopolimeros
sintetizados em agua apresentaram uma massa molar de 11500 e indice de
polidispersidade de 11,5. Ja os homopolimeros sintetizados empregando como



solvente o benzeno, apresentaram uma massa molar de 860 e indice de
polidispersidade de 1,6. De acordo com os autores, empregando solventes
organicos, como o benzeno, € possivel obter polimeros bem distribuidos com
massa molar e polidispersidade bem menores quando comparados com polimeros
obtidos a partir de solventes polares como a agua.

2.3- Polimerizacao via radical livre “viva”

A polimerizacgao via radical livre “viva” foi descoberta por (SZWARC, 1956;
SZWARC et al. 1956) Segundo o autor, uma polimerizacao para ser considerada
viva deve obedecer aos seguintes requisitos:

v O processo de polimerizacado devera ter 100% de conversao. A adigao de
uma nova carga de monémero devera dar continuidade a polimerizacao, ou
seja, ndo existe a terminacao das cadeias poliméricas;

v A massa molar média é linearmente dependente da conversao;

v" O nimero de cadeias poliméricas é constante durante a polimerizacao;

v" A massa molar pode ser controlada pela relacido entre as concentracoes de
iniciador e de monémero;

v" A polidispersao (distribuicdo de massas molares) do polimero é baixa;

v" A funcionalidade das extremidades das cadeias poliméricas pode ser obtida
quantitativamente;

Portanto, por defini¢do, pela técnica de polimerizacao via radical livre “viva”
€ possivel preparar macromoléculas complexas de maneira controlada. O grau de
polimerizacao pode ser previamente definido pela razdo entre a concentragdo de
monomero e de iniciador.

A polimerizacao via radical livre “viva” pode ser iniciada e controlada por
varios mecanismos: polimerizacao por radical estavel (SRP) (SENDIL et al. 1999),
polimerizacao por transferéncia reversivel de atomo (ATRP) (MOES, 1989),
polimerizacao por transferéncia, fragmentacdo e adicdo reversiveis (RAFT)
(CAMMAS et al. 1992), etc. O mecanismo de RAFT é utilizado na polimerizagéo

de varios tipos de mondémeros, podendo ser conduzida em diferentes solventes e



sob varias condicoes de reacdo. Neste mecanismo, um agente de transferéncia de
cadeia (CTARgarT), do tipo ditioéster, S=C(Z)-SR, reage com um radical primario
proveniente da decomposicdo de um iniciador ou com um macroradical (Pm®),
dando origem a um novo CTARgarT € @ um radical (R*), o qual é capaz de reiniciar a
polimerizacdo. A reacdo € entdo controlada pelo equilibrio existente entre os
estados de dorméncia e de atividade do CTAgarr na extremidade da cadeia
polimérica. O controle da massa molar pode ser feito pela monitoracdo da
quantidade de monémero adicionada no meio reacional. J4 a funcionalizagao das
extremidades das cadeias poliméricas dependera da natureza dos substituintes Z
e R, presentes no CTAgarr. O mecanismo a seguir apresenta as reacdes
envolvidas a cada etapa em uma polimerizacao RAFT (YOSHIDA et al. 1992;
SERRES et al. 1996; OKATATA et al. 1982; KOWOLLIK et al. 2001).
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Atualmente, varios pesquisadores estdo sintetizando agentes de
transferéncia de cadeia com grupos R e Z diferentes (KOWOLLIK et al. 2001). A
figura 7 representa a estrutura genérica do CTARgarT Utilizado nas polimerizagdes.
De acordo com a literatura (CHIEFARI et al. 2003) a escolha das funcionalidades
do CTAgarr € de fundamental importancia para o sucesso da polimerizagao via
RAFT.

Outra caracteristica importante do CTAgarT € a sua afinidade quimica com
determinados monémeros em relagéo a outros, como por exemplo, CTAsgarT que
apresentam como grupos R e Z o fenil e o benzil sdo muito eficientes nas
polimerizacbes de mondmeros do tipo acrilatos. Com isso, varios trabalhos da
literatura estudaram a sintese de diferentes CTAsgarT, testando sua eficiéncia com

diversos monémeros.
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Figura 7. Agente de transferéncia de cadeia utilizado nas polimerizagées RAFT.
CHONG et al. (1999) prepararam copolimeros em bloco de metacrilato de
benzila e DMAEMA em duas etapas em meio de acetato de etila, empregando

como CTAgarr uma molécula que apresentava Z = Fenil e R = -C(CHj3)2Fenil. O



poli(metacrilato de benzila) foi sintetizado primeiro, apresentando massa molar de
1800 com polidispersidade 1,13 e em seguida foi polimerizado o DMAEMA, com
massa molar de 3500 e polidispersidade de 1,06.

THANG et al. (1999) sintetizaram varios agentes de transferéncia de cadeia
(CTA) do tipo ditioéster empregados nas polimerizacbes “vivas”. Segundo os
autores, foram sintetizados CTA’s substituindo o grupo R e o grupo Z por
diferentes estruturas quimicas. O grupo R foi substituido por varios radicais como
por exemplo: fenil, -C4H4N, -(CH3):N, -CH3CH.O e -CH3S e o grupo Z foi
substituido por -C(CHz)(CN)(CH>CH>.COOH), -
C(CH3)(CN)(CH2CH.CH>0OH) e -C(CHgz)2(CN). Na sintese dos CTA’'s com o
substituinte R, foi empregado como solvente o acetato de etila em refluxo a 70°C
durante 18 horas e para os agentes com o substituinte Z, foi empregado como
solvente o benzeno em refluxo a 70°C durante 24 horas. De acordo com o0s
autores, esses agentes foram sintetizados para reagirem com diferentes
monOmeros em polimerizag¢des via radical “viva”, controlando a massa molar das
cadeias poliméricas.

Dentre os trabalhos encontrados na literatura destaca-se o trabalho de
CHONG et al. (2003). Neste trabalho os autores sintetizaram agentes de
transferéncia de cadeia, substituindo o grupo R da extremidade por diferentes
radicais, como por exemplo: -C(Alquil)oCN, -C(Me).Ar, -C(Me).C(=O)O(Alquil), -
C(Me)2C(=O)NH(Alquil), -C(Me).CH>C(Me)s, -C(Me)HFenil, -C(Me)s, -CHoFenil, -
C(Me)zFenil, -C(Me)>CN. Apoés a sintese desses agentes, foi estudada a eficiéncia
desses grupos funcionais no controle da massa molar e da polidispersidade
durante a polimerizacdo via radical livre “viva”. Para efetuar este estudo, os
autores utilizaram o metacrilato de metila- (MMA), estireno-(Sty) e o acrilato de
butila-(BA) como monémeros. As polimerizagdes foram realizadas a 60°C durante
8 horas sob atmosfera de nitrogénio, utilizando AIBN como iniciador e benzeno
como solvente. De acordo com os autores, na polimerizacdo do MMA, apenas 0s
CTAsgarT que continham como radical R os grupos -C(Me).Fenil e -C(Me).CN
apresentaram bons resultados de controle de massa molar e polidispersidade. Os
CTASRarFT que continham 0S grupos C(Me)C(=0)O(Alquil), -



C(Me).C(=O)NH(Alquil), -C(Me).CH>C(Me)s, -C(Me)HFenil, -C(Me); e -CH.Fenil
apresentaram baixo coeficiente de transferéncia e por este motivo ndo foram
eficientes na polimerizacdo do MMA. No caso da polimerizacao do Sty e do BA, de
acordo com os autores, todos os CTAsgarr apresentaram alto coeficiente de
transferéncia polimerizando com eficiéncia estes monémeros.

Em um outro estudo, CHIEFARI et al. (2003), sintetizaram varios agentes
de transferéncia de cadeia, substituindo o grupo Z da extremidade por diferentes
grupos funcionais, a fim de verificar a eficiéncia destes na polimerizagao via
radical livre “viva”. Os grupos Z utilizados por estes autores foram: -Fenil, -
SCHxFenil, -SMe, -Me, -N-pirrolo, -OCgFs, -N-lactam, -OCgHs, -O(Alquil), -
N(Alquil),. Para avaliar a reatividade dos CTAsgart 0S autores utilizaram estireno
(Sty) como mondbmero e AIBN como iniciador. As polimerizacbes foram
conduzidas em massa na temperatura de 110°C. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram que o desempenho dos CTAsgarr Na polimerizagdo via
radical livre “viva” do STy decresce conforme a seguinte série de grupos Z:
ditiobenzoatos > tritiocarbonatos > ditioalcanoatos > ditiocarbonatos >
ditiocarbamatos.

Ja existem alguns trabalhos encontrados na literatura que empregaram o
mecanismo RAFT para polimerizar o DMAEMA. No entanto, o objetivo maior
destes trabalhos néo foi o estudo detalhado da sintese do PDMAEMA, mas sim o
estudo da sintese de varios polimeros, tais como: Poli(metacrilato de metila)-
PMMA, Poli(metacrilato de butila)-PBA, Poli(acido acrilico)-PAA, Poli(estireno)-
PSty, Poli(estireno sulfonato de s6dio)-STySOsNa, Poli(benzoato de vinila), e
copolimeros em bloco de Sty e N,N-dimetilacrilamida (DMA); BA e (acido acrilico)-
AA; Metacrilato de benzila e DMAEMA. Com estes trabalhos ja foram possiveis
obter informagdes importantes sobre, como primeiramente, a possibilidade da
sintese deste polimero pelo mecanismo RAFT, o solvente empregado na
polimerizacao (acetato de etila) e o mais importante, os resultados encontrados
por estes autores na polimerizacdo do DMAEMA via RAFT.

CHIEFARI et al. (2003) obtiveram uma conversdo de 62% em 16 horas de

reacdo, formando um polimero com massa molar média igual a 21.500 e



polidispersidade de 1,13. Neste trabalho os autores utilizaram um CTAgarr cOm as
seguintes funcionalidades: Z = Fenil e R = G(CHgz)(CN)CH>CH>CO2H.

D’AGOSTO et al. (in press), estudaram a sintese do PDMAEMA via
polimerizacdo via radical livre “viva”, empregando o mecanismo RAFT. Os
homopolimeros de DMAEMA foram sintetizados utilizando AIBN como iniciador,
dioxano como solvente e como agente de transferéncia de cadeia o 2-cianopropil
ditiobenzoato (CPDB). As reagdes foram conduzidas sob atmosfera de nitrogénio
a 90°C durante 6 horas. Apds o periodo de reacéo, o dioxano foi evaporado sob
pressao reduzida e o polimero foi solubilizado em 20 ml de dicloroetano. A solugcéao
de polimero foi entao precipitada em 600ml de éter etilico gelado por 4 horas. O
sobrenadante foi removido e o polimero viscoso foi re-solubilizado por 3 vezes em
20 ml de dicloroetano. O solvente foi evaporado a baixo vacuo e o polimero foi
seco por 8 horas a 0'C. De acordo com esta metodologia, foram sintetizados
varios homopolimeros de DMAEMA, variando a concentragcdo de mondémero e a
razdo de agente de transferéncia de cadeia/iniciador (CTAgrart/AIBN) verificando a
influéncia destes parametros na sintese do PDMAEMA.

Segundo os autores, quanto menor for a razdo entre CTAgarr/monémero,
maior sera a conversdo das reacdes considerando que a relacao entre
CTAgarT/AIBN permanega constante. De acordo com os resultados obtidos pelos
autores, em duas horas de reacao € possivel obter um rendimento de 80%, apesar
de existir um tempo de inibicao apresentado por todas as polimerizacées.

Os autores utilizaram a técnica MALDITOF para determinar as massas
molares dos polimeros. Segundo eles, os valores das massas molares reais foram
proximos dos valores das massas molares teo6ricos e todas as polimerizacoes
apresentaram baixo indice de polidispersidade. Com esta analise, os autores
puderam concluir que, empregando o CPDB como agente de transferéncia de
cadeia, este controla o crescimento dos polimeros garantindo o sucesso da

polimerizacao.



3- OBJETIVOS
3.1- Objetivo geral

Este projeto tem como objetivo sintetizar e caracterizar um polimero
catibnico, o poli(dimetilaminoetilmetacrilato)-PDMAEMA que podera ser utilizado
como vetor nao-viral para utilizacdo em tratamento em Terapia Génica ou na
funcionalizacao de particulas biodegradaveis de aplicacdo na liberacéo controlada

de farmacos.

3.2- Objetivos especificos

Para cumprir o objetivo geral foram realizadas as seguintes etapas:
v' Purificacdo dos reagentes (mondémero, iniciador)
v' Sintese do PDMAEMA funcionalizado, via radical livre classica empregando
como CTA., o acido 3-mercaptopropidnico;
v" Sintese do PDMAEMA funcionalizado, via radical livre “viva” usando o acido 2-
((2-fenil-1-tioxaetil)tio)-propandico como CTA 1;
v" Sintese do PDMAEMA funcionalizado, via radical livre “viva” usando o acido 2-
((2-fenil-1-tioxa)tio)-propandico como CTA 2;
v Sintese de um novo agente de transferéncia de cadeia, o acido 4-ciano-4-
tiobenzoilsulfanilpentandico — CTA 3;
v" Sintese do PDMAEMA funcionalizado, via radical livre “viva” usando o acido 4-
ciano-4-tiobenzoilsulfanilpentanéico — CTA 3;
v’ Sintese de copolimeros em bloco do DMAEMA e do poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) - PHBV;
v' Formacgao de particulas a partir de copolimeros em bloco de PDMAEMA-b-
PHBV;
v’ Caracterizagdo da funcionalidade do PDMAEMA por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN 'H)
v Determinacdo das massas molares dos polimeros e copolimeros sintetizados

por meio da técnica de Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC);



v' Andlise por Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) das particulas
formadas.
4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Materiais

O mondmero utilizado na sintese do polimero catidénico funcionalizado foi o
2-dimetilaminoetilmetacrilato (DMAEMA) (Aldrich, 98%).

Na sintese do polimero via radical livre convencional foi utilizado um CTA.,
o acido 3-mercaptopropibnico (Sigma, 99%), que promove a funcionalizagdo
carboxilica das extremidades das cadeias do PDMAEMA e o 2,2’-azo-bis-
isobutironitrila (AIBN) como iniciador. A reagédo foi realizada em meio organico
utilizando o solvente 1,4-dioxano (Carlo Erba).

O PDMAEMA, foi sintetizado via radical livre “viva” empregando o
mecanismo (RAFT). Nessa sintese foram utilizados trés CTA’sgarr
funcionalizados: o &cido 2-((2-fenil-1-tioxaetil)tio)-propandico — CTA+, o &cido 2-
((2-fenil-1-tioxa)tio)-propandico — CTA,, ambos sintetizados no Laboratério de
Quimica Fina do DEQUI-FAENQUIL. O terceiro agente de transferéncia de cadeia,
o0 4acido 4-ciano-4-tiobenzoilsulfanilpentandico — CTAs, foi sintetizado no
Laboratério de Polimeros do DEQUI-FAENQUIL. Nessa sintese foram utilizados
0s seguintes reagentes: dissulfeto de carbono (Merck), acido 4,4’-azobis(4-
cianopentandico) (Dupont) e brometo de benzil magnésio. O brometo de benzil
magnésio (Agente de Grignard) foi sintetizado utilizando magnésio metalico e
brometo de benzila (Aldrich). Estas reacdes foram realizadas em meio de
tetrahidrofurano (THF) anidro. O THF (Carlo Erba) de grau HPLC foi seco
utilizando s6dio metalico e benzofenona como indicador. Na etapa de purificacdo
do CTA; foram utilizados acetato de etila e hexano na razdo 2:3 (Anidrol), sulfato
de magnésio (Merck), silica 70/230 mesh (Aldrich) e metanol (Carlo Erba). Apds a
purificacdo, o CTA; foi caracterizado utilizando a técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN "H).



Ao final das polimerizacdes os agentes de transferéncia de cadeia RAFT
(CTA4, CTA2 ou CTA3), funcionalizam as extremidades das cadeias dos polimeros
com grupos carboxilicos. Na sintese do polimero via radical livre “viva”, foi
empregado AIBN como iniciador e como solvente o 1,4dioxano (Anidrol), o
tetrahidrofurano (THF) (Carlo Erba 99%), o etanol absoluto (Anidrol), o acetato de
etila (EtOAc) (Anidrol), e o metanol (Anidrol).

Para a preparacao das nanoparticulas foi utilizado como comonémeros, 0
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) — PHBV com massa molar de 15672 e
indice de polidispersidade — IP - igual a 1,85 e o PDMAEMA purificado e
sintetizado anteriormente pelas técnicas de polimerizagdo via radical livre
convencional e via radical livre “viva”. O solvente empregado nesta sintese foi o
cloroférmio — CHCI; (Anidrol), e como agentes ativadores o 1.1-
carbonildiimidazole (CDI) e o 4-dimetilaminopiridina (DMAP).

Na caracterizacdo dos polimeros por andlises de Cromatografia de
Permeagdo em Gel (GPC) foi utilizado como eluente THF HPLC (Mallinckrodt-
Baker). E na caracterizacdo por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi
utilizado como solvente cloroférmio deuterado (CDCI3) (Aldrich 99%) e agua
deuterada (D,0O) (Aldrich 99%).

4.2- Métodos
4.2.1- Purificacdo do monémero

O DMAEMA foi purificado por destilagdo simples a 60°C sob pressédo

reduzida.
4.2.2- Purificacao de 2,2’ azo-bis-isobutironitrila (AIBN)

O AIBN foi purificado por recristalizacdo em etanol absoluto, de acordo com
a seguinte metodologia: 7g de AIBN foram dissolvidas em 70mL de etanol

absoluto e a mistura foi colocada sob agitacéo e refluxo (45°C) por 30 minutos. Em



seguida a solucdo foi resfriada a 0'C e apds 1 hora de resfriamento os cristais
foram filtrados em filtro de vidro sinterizado (Porosidade 0) e secos sob vacuo
durante 11 horas a temperatura ambiente.

4.2.3- Secagem do 1,4-Dioxano

O 1,4-dioxano foi primeiramente deixado sob refluxo na presenca de hidreto
de litio e aluminio (AlLiH4) por 30 minutos e posteriormente destilado sob pressao
atmosférica local, ainda na presenca deste hidreto, para remoc¢éo da agua.

4.2.4- Sintese do acido 4-ciano-4-tiobenzoilsulfanilpentandico - CTAs;.

Secagem do THF

O THF utilizado nesta sintese foi submetido a um processo de secagem
utilizando so6dio metalico e benzofenona. A secagem do THF foi realizada de
acordo com a seguinte metodologia: em um baldo de 1000 mL foram colocados
500 mL de THF, sbédio metélico e benzofenona. O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética e aquecimento na temperatura de ebulicdo do THF. O sistema
ficou em refluxo, até que ocorresse a mudanca de coloracdo do indicador,
passando de incolor para azul. Ap6s a mudanca de coloracdo o THF foi destilado
sob pressdo atmosférica local e transferido para o meio reacional utilizando

seringa de vidro.

Sintese do agente de Grignard

O brometo de benzil magnésio foi obtido através da reagéo entre o brometo
de benzila e magnésio metalico. Esta sintese foi realizada em meio de THF anidro
em um baldo de 100 mL. Neste baldo foram colocados 40 mL de THF e 1,24g de
magnésio metalico; em seguida, com o auxilio de um funil de adicdo, foram
adicionados 8,7g (6,1 mL) de brometo de benzila diluidos em 20 mL de THF
anidro. Esta adicao foi realizada gota a gota, sob agitacdo magnética e banho de
gelo. A reacao foi conduzida por 16 horas a temperatura ambiente e ao final deste



tempo, o magnésio metalico que nao reagiu foi filtrado e o produto transferido para
um segundo baldo de 100 mL, onde foi realizada a sintese do CTAs.

Sintese do CTA3

O &cido 4-ciano-4-tiobenzoilsulfanilpentandico foi sintetizado de acordo com
a metodologia descrita por D’Agosto, et al. (2003). Em um baldo de 100 mL, foram
adicionados 10 g do agente de Grignard e 5,80g (4,60 mL) de dissulfeto de
carbono, lentamente, sob agitacado e em banho de gelo. Apds a adi¢ao, o sistema
reacional ficou sob agitacdo até o aparecimento de uma coloracdo vermelha.
Decorrido este tempo, foram adicionados 7,839 (4,60 mL) de &cido 4,4’-azobis(4-
cianopentandico), lentamente, sob agitacdo e em banho de gelo. Apds a adi¢cao do
acido, a reacao foi conduzida por 18 horas em éter etilico e ao final deste tempo, o
produto da reacdo foi submetido a um processo de purificagdo. A figura 8
representa o esquema da sintese do CTAs;.
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Figura 8. Esquema representativo da sintese do CTAs.



Purificagcdo do CTAs

Este processo de purificacao consistiu na diluicdo do produto em 200 mL de
acetato de etila. Apds esta diluicdo, o acetato de etila e o éter etilico foram
evaporados utilizando um rota-vapor. A reacdo foi acompanhada utilizando-se a
técnica de Cromatografia de Camada Delgada.

Separacdo do CTA; utilizando coluna cromatografica

O CTA; foi separado dos subprodutos de reacdo por meio de uma coluna
cromatografica de silica utilizando uma mistura na razdo de 2:3 de acetato de etila
e hexano como eluente. A coluna foi preenchida com silica com granulometria de
70/230 mesh, numa proporcao de 30g de silica por grama de amostra e deixada
em repouso por uma noite. Decorrido este tempo, 3g de amostra purificada, foi
colocada na coluna e uma primeira fracdo de produto foi separada, com o auxilio
de uma mistura de acetato de etila’/hexano (2:3) como eluente. As fracbes foram
concentradas utilizando rota-vapor e submetidas a andlise de RMN 'H para
identificar a estrutura quimica do produto obtido. A figura 9 representa o esquema
de purificacao do CTAs.
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Figura 9. Esquema representativo da purificacdo do CTAs.

4.2.5- Sintese do PDMAEMA funcionalizado via radical livre convencional

O PDMAEMA foi sintetizado via radical livre convencional em meio ao 1,4-
Dioxano, utilizando o acido 3-mercaptopropiénico como agente de transferéncia de
cadeia e como iniciador o AIBN. A figura 10 apresenta o esquema de reacdo. As
polimerizagdes foram conduzidas a 70°C durante 5 horas em um reator com trés
bocas, de vidro e encamisado, de 100 mL de capacidade. Este reator foi equipado
com um sistema de agitacdo magnética, um condensador de refluxo, e um
borbulhador de nitrogénio (todas as reacdes foram realizadas em atmosfera inerte,
ou seja, livre de oxigénio, que é um forte inibidor). O controle da temperatura foi
realizado por intermédio de um banho termostatico (figura 11).



@]
I
N

X,

I
Q
|
(@]
+

(@]
|
o

z—o0—o0—o—__ "
& &

/
HsC CHy

/

DMAEMA

o)
/
HS—CH,—CH,—CT

OH

acido 3-mercaptopropiénico

homopolimerizagao via radical livre em
solvente organico

CHg 0
CH,—C S—CH,—CH,—C”
C=0 "o
/
j
N
1
N
7\
Hsc CH3
PDMAEMA

Figura 10. Sintese do PDMAEMA via radical livre convencional

Figura 11. Sistema de polimerizacao que esta sendo utilizado na sintese do

PDMAEMA.



4.2.6— Sintese do pDMAEMA funcionalizado via radical livre “viva”

Nessa etapa, utilizou-se como iniciador o AIBN e como agentes de
transferéncia de cadeia (CTAgarr), Oou o0 (acido 2-((2-fenil-1-tioxaetil)tio)-
propandico), (acido 2-((2-fenil-1-tioxa)tio)-propandico) e o (acido 4-ciano-4-
tiobenzoilsulfanilpentandico) que reagiram com as unidades de monémero
DMAEMA de acordo com os esquemas descritos nas figuras 12, 13 e 14
(mecanismo RAFT).

As polimerizagbes foram realizadas em um reator de vidro encamisado, de
capacidade igual a 100mL (figura 11). As reagdes foram conduzidas sob
atmosfera de nitrogénio e agitagdo magnética a uma temperatura de 70°C.
Primeiramente, o reator foi carregado com o mon6émero, CTA e o padrao interno
(trioxano), e em seguida foi adicionado aproximadamente 75% do volume total de
solvente e purgado com nitrogénio durante 20 minutos. Enquanto isso, o iniciador
(AIBN) foi pesado separadamente e solubilizado nos 25% restantes do volume
total de solvente e purgado com nitrogénio durante 20 minutos. Atingida a
temperatura desejada, a reagao foi entdo iniciada pela adicdo da solucdo de
iniciador ao meio reacional. A quantidade de iniciador utilizada nas reagdes foi
calculada em funcao da quantidade de CTARarr.
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Calculo da Massa Molar Tedrica
A massa molar teorica foi calculada empregando-se a seguinte equacao
(CHONG et al. 1999):

— [M]‘MMM

Mn = [CTA]

+ MMCTA (Equagéo 1)

onde:

Mn = Massa Molar tedrica;

[M] = concentracdo molar do monémero (mol/L);
[CTA] = concentracdo molar do CTA (mol/L);
MMy = massa molar do monémero (g/mol);
MMcTa = massa molar do CTA (g/mol).



Determinagdo da massa de padr&o interno

A determinacédo da massa de padrdo interno empregado em cada reacao foi
determinada em fungdo do numero de moles do monémero e o numero de protons
do padrao interno, para uma equivaléncia de area de picos nos espectros de RMN
1H.

Np = — (Equacéo 2)

onde:
Np; = Numero de moles do padréao interno;
Nm = NUmero de moles do monémero;

Hp; = NUumero de prétons do padrao interno (6 para o trioxano)

Metodologia de estudo da Cinética de reacdo por RMN "H

A cinética das reacdes de polimerizacao foram estudadas empregando-se a
técnica de RMN 'H, por meio de amostras coletadas em diferentes tempos de
reacdo. Ao serem retiradas das reacdes, as amostras foram introduzidas em um
banho de gelo para finalizar a reacdo, e pequenas aliquotas destas amostras
foram solubilizadas em um solvente adequado (CDCI3) e submetidas as analises.

Nos espectros de RMN 'H das amostras, o deslocamento correspondente
ao trioxano (5,1 ppm) foi integrado e a sua area foi atribuido o valor 1,00. Este
valor permanece constante ao longo de toda reagao, pois o trioxano n&o participa

da reagdo. Com este valor de area como referéncia, foram integrados os



deslocamentos correspondentes aos prétons da dupla ligacdo do monémero (5,6-
6,2 ppm) (figura 15). Os valores das areas obtidas por integracdo dos prétons da
dupla ligagao diminuem ao longo da reacao, indicando assim o consumo dos
monémeros e formagdo dos polimeros. Dessa forma foi possivel calcular a
conversao da reacao, utilizando a seguinte equacéo:

X[%] A=A 00 (Equacio 3)

0

Onde:
X[%] = conversao da reacao de polimerizacao;
Ao = Area do deslocamento do préton da dupla ligagdo no tempo zero (0);

A: = Area do deslocamento do préton da dupla ligagdo num tempo conhecido (t).

H CH,

Figura 15: Estrutura quimica genérica do monémero, a= préton cujo
deslocamento foi integrado nos espectros de RMN "H.
4.2.7- Purificacao do PDMAEMA

O polimero sintetizado foi purificado por precipitacdo em éter etilico por trés
vezes e em banho de gelo, para garantir a purificacdo total do polimero
sintetizado. Apds a purificacdo, o polimero precipitado e purificado foi seco em
estufa de circulagao de ar a 40°C.



4.2.8- Sintese dos copolimeros em bloco do PDMAEMA-b-PHBYV.

Na sintese dos copolimeros em bloco foi empregado o poli(hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) — PHBV e os homopolimeros de PDMAEMA sintetizados via
radical livre convencional ou o PDMAEMA sintetizado pelo mecanismo RAFT.

Em um reator de vidro encamisado com capacidade de 100ml e sob
agitacdo magnética (figurai1), foram adicionados 8ml de cloroférmio (CHClIs),
0,100g de PDMAEMA purificado, e 0,0100g de 1,1’carbonildiimidazole (CDI) para
ativacao dos grupos carboxilicos presentes na estrutura quimica do PDMAEMA.
Apés a adicao, a reacgao ficou agitando por 1 hora a temperatura ambiente e fluxo
de nitrogénio para a ativacdo. Decorrido o tempo de ativacao, a temperatura foi
elevada para 55°C e foi adicionado no sistema reacional uma solugdo contendo 7
ml de CHCI;, 0,050g de PHBV, 0,005g de 4-dimetilaminopiridina (DMAP). O
DMAP foi usado para a ativagao das hidroxilas que constituem a estrutura quimica
do PHBV. O tempo de reacao apds a adi¢do da solucdo de PHBYV foi de 24 horas.

4.2.9- Miscelizacdo dos copolimeros em bloco do PDMAEMA-b-PHBV.

Os copolimeros em bloco de PDMAEMA-b-PHBV, foram miscelizados em
agua e em uma mistura de agua e acetona (1:1). Em um béquer e sob forte
agitacao magnética, foram adicionados 20 ml de agua deionizada e 1 ml da
reacao de copolimeros foi gotejado lentamente. Apds a adicdo dos copolimeros, o
sistema ficou agitando por 24 horas para a evaporacdo do CHCIl;. O mesmo

procedimento foi realizado na miscelizagdo com agua e acetona.

4.2.10- Caracterizacao do PDMAEMA

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN "H)

As amostras de PDMAEMA sintetizadas via RAFT foram caracterizadas

empregando a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H) em um



equipamento da marca Varian, modelo Oxford 300 do Laboratério de Quimica Fina
do DEQUI/FAENQUIL. A preparacdo das amostras foi feita do seguinte modo:
50uL de cada amostra foram adicionadas a um tubo especifico para RMN 'H e
diluidas em 400 uL de cloroférmio deuterado (CDCL3).

Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

As massa molares do PDMAEMA foram determinadas utilizando a técnica
de Cromatografia de Permeacao de Gel (GPC) em um equipamento da Waters,
modelo Breeze com detector Rl modelo 2414 e injetor automatico 717 do
Laboratério de Polimeros/DEQUI/FAENQUIL e as curvas de calibragdo foram
realizadas empregando padrées de poli(metacrilato de metila) - PMMA. Foram
preparadas solucdées poliméricas com THF HPLC a uma concentragdo de
10mg/mL, usando filtros para solventes organicos com membrana PTFE
modificada 0,45um (Millipore). As amostras foram filtradas e adicionadas em
frasco de 2ml antes de serem injetadas no aparelho. A quantidade injetada de
solucao polimérica foi de 100uL durante 40 minutos. Utilizou-se como eluente THF

HPLC num fluxo de 1ml/min e temperatura interna das colunas de 35C.

Microscopia Eletrénica de Transmisséao (TEM)

As andlises de microscopia eletrbnicas foram realizadas na faculdade de
medicina da USP em um equipamento marca JEOL, modelo JEM — 1010. As
amostras foram diluidas e gotejadas sob uma grade de cobre e colocadas em uma
estufa para secagem durante 10 minutos. Apds o tempo de secagem, a amostra
foi colocada no porta-espécime do microscépio eletrénico de transmisséo, pelo

qual foi possivel visualizar a morfologia das particulas.



5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Sintese do PDMAEMA funcionalizado via radical livre convencional

Nesta etapa do projeto foi realizada uma série de experimentos nos quais
procurou-se variar 0s seguintes parametros: quantidade monomérica, quantidade
de CTA. e quantidade de AIBN.

O objetivo desse trabalho como ja mencionado foi sintetizar e caracterizar o
PDMAEMA via radical livre “viva”, empregando o mecanismo RAFT e comparar
com o PDMAEMA sintetizado e caracterizado pelo mecanismo convencional.

A primeira fase desse trabalho foi avaliar a influéncia da quantidade
monomeérica e da quantidade de CTA; no meio reacional. Primeiramente, foram
realizadas 5 reagdes variando a quantidade de mondédmero no meio reacional, e
posteriormente, foram realizadas 4 reagdes variando a quantidade de CTA.. Por
meio da técnica de GPC foi possivel verificar os valores das massas molares e
indice de polidispersidade - IP dos produtos obtidos. Com base nesses resultados
foi possivel entdo, dependendo da quantidade de mondémero e da quantidade de
CTA; empregados no sistema reacional, sintetizar o PDMAEMA com outros
valores de massas molares e IP.

A Tabela 1 apresenta os dados de formulacdo, conversdo e massa molar
de cada uma das cinco reacdes realizadas variando a concentracdo de
mondmero. Os valores de conversdo foram obtidos a partir da técnica de RMN 'H
e os valores de massas molares e IP das analises de GPC.

De acordo com os resultados apresentados pela analise de RMN 'H da
Tabela 1, foi possivel verificar que todas as reagdes de polimerizacao
apresentaram conversao entre 50 e 60% e que o aumento da concentragao
monomérica no meio reacional influenciou a massa molar final das cadeias
poliméricas. A analise dos resultados de GPC do produto da reacdo 1 na qual foi
utilizada 1,00g de monémero permitiu obter uma massa molar de 2297 com indice
de polidispersidade IP de 1,75. A adicdo de uma quantidade cinco vezes maior de

mondmero no meio reacional provocou um aumento da massa molar para 8086



com pouca variacao no IP, o qual nesse caso foi de 1,77. Com esse estudo, pode-
se verificar que o aumento da quantidade de mondmero no meio reacional,
aumentou a massa molar final dos polimeros, conforme esperado. Com relagéo
aos valores de IP, verificou-se que em todas as reacoes, os polimeros formados
apresentaram tamanhos diferentes, ou seja, varias familias de PDMAEMA com
uma larga distribuigao.

E caracteristica da polimerizacdo convencional, obter polimeros com alto
indice de polidispersidade, devido o crescimento desordenado das macrocadeias.
Desse modo, os resultados apresentados na tabela 1 demonstram que os
polimeros formados apresentaram uma larga disperséao, variando de 1,71 até 1,77

e quanto maior for a polidispersidade, maior € o numero de familias poliméricas.

Esses resultados foram coerentes com os resultados encontrados na
literatura. YOSHIDA et al. (1993), estudaram a sintese do MMA empregando como
agente de transferéncia de cadeia o acido 3- mercaptoetandico, AIBN como
iniciador e THF como solvente, durante 8 horas a 60°C. Os autores sintetizaram o
MMA com diferentes concentracbes no meio reacional. De acordo com o0s
resultados, ao empregar uma concentracdo de 2 mol/L, o polimero formado
apresentou massa molar de 3246 e IP de 1,68 e ao empregar uma concentracao
de quatro molar, a massa molar foi 7235 e IP de 2,08.

Tabela 1. Resultados obtidos nas polimerizagdes realizadas variando a
quantidade de DMAEMA.

Reacdo Monbémero CTA; AIBN  Trioxano Conversdao Massa IP
(9) (9) (9) (9) [%] Molar

1,000 0,0213 0,0023 0,0956 59,14 2297 1,75

2,000 0,0213 0,0023 0,2130 51,09 5061 1,72

3,000 0,0213 0,0023 0,2866 52,78 5872 1,73

4,000 0,0213 0,0023 0,3822 53,33 6357 1,71

5,000 0,0213 0,0023 0,4777 52,31 8086 1,77

Temperatura: 70°C; Solvente: 8,5 mL de Dioxano; Tempo de reagéo: 5 horas e atmosfera de N»
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O agente de transferéncia de cadeia - CTA tem como funcao controlar o
crescimento das macrocadeias no meio reacional e dependendo do tipo do CTA
empregado, funcionalizar as extremidades dos polimeros formados, para serem
empregados como macroradicais.

O CTA. empregado neste estudo foi o acido 3- mercaptopropiénico que
além de controlar o crescimento das macrocadeias, funcionaliza as extremidades
das cadeias com grupos carboxilicos.

A Tabela 2 apresenta os dados de formulacdo, conversdo e massa molar
das reacdes realizadas variando a quantidade de CTA.. De acordo com o0s
resultados apresentados, a conversdo da reacao 1 foi de 51,09% com massa
molar de 5061 e IP 1,72, enquanto que empregando uma quantidade de CTA.
quatro vezes maior (reagdo 4), pode-se verificar que a massa molar final do
polimero formado foi de 2817 e IP 1,73 com uma conversao de 54,92%. Desse
modo, conclui-se que o aumento da quantidade de CTA; empregado diminui e
controla o crescimento das cadeias poliméricas.

Esses resultados foram satisfatérios quando comparados com os resultados
obtidos por Boyer et al. (2004) que estudaram a influéncia do CTA. 2-
mercaptoetanol empregando o monémero DMAEMA, AIBN como iniciador e
benzeno como solvente, durante 8 horas a 70°C . Segundo os resultados obtidos
pelos autores, ao empregar o triplo da concentracao de CTA., a massa molar do
PDMAEMA foi de 6140 com IP de 1,73 e conversdo monomérica de 78% para
3230 com IP de 1,75 e conversdo monomérica de polimerizacdo de 80%. De
acordo com esses resultados, quanto maior for a adicdo do CTA. no meio

reacional, maior sera o coeficiente de transferéncia de cadeia.

Tabela 2. Resultados obtidos nas polimerizacdes realizadas variando a
quantidade de CTA..

Reacéao Monémero CTA. AIBN Trioxano Conversdago Massa IP
(9) (9) (9) (9) [%] Molar

1 2,230 0,0213 0,0023 0,2130 51,09 5061 1,72
2 2,230 0,0426 0,0023 0,2130 54,34 3924 1,76




3 2,230 0,0639 0,0023 0,2130 55,71 3190 1,74
4 2,230 0,0852 0,0023 0,2130 54,92 2817 1,73

Temperatura: 70°C; Solvente: 8,5 mL de Dioxano; Tempo de reacdo: 5 horas e atmosfera de N.

A segunda fase desse trabalho foi avaliar a influencia da quantidade de
AIBN no sistema reacional. Nesse estudo foram realizadas 4 rea¢cdes aumentando
a massa de AIBN e por meio de GPC foi observado que nesse caso, o aumento
de iniciador ndo influenciou, significativamente, a massa molar final e IP do
polimero formado, e por meio de RMN 'H, foi possivel verificar as conversdes das
polimerizagdes, as quais nao variaram com o aumento de AIBN.

A Tabela 3 apresenta os dados de formulacédo, conversao e massa molar
das reacdes realizadas nesse estudo. De acordo com os resultados apresentados,
pode-se verificar que a conversao na reacéo 1 foi de 51,09% com massa molar de
5061 e IP 1,72 e com 0 aumento da concentracado de AIBN, reacao 4, a conversao
foi de 56,71% com massa molar de 5501 e IP 1,73. Com esse estudo, conclui-se
que o aumento da quantidade de AIBN no meio reacional ndo influencia a
polimerizacao.

ROBIN, et al. (2003) sintetizaram o PDMAEMA empregando AIBN como
iniciador, 2-mercaptoetanol como CTA., 1,4-dioxano como solvente e o tempo de
reacao para atingir 90% de conversao foi de 14 horas a 70°C. De acordo com 0s
resultados obtidos pelos autores, a massa molar do PDMAEMA foi de 5156 com
IP 1,74 e 87% de conversao e ao adicionar uma concentracio cinco vezes maior,
a massa molar final do DMAEMA foi de 5873 com IP de 1,76 e converséo
monomeérica de 90%.

Segundo os autores, os radicais formados na decomposi¢cdo do AIBN, na
etapa de iniciacdo, reagem com as unidades monoméricas presentes no meio
reacional durante o tempo de reacdo. Quando aumenta a concentracdo de AIBN
no meio reacional, aumenta a formacéao de radicais que reagem com as unidades
monomeéricas, logo o consumo de monbémero € mais rapido no inicio da
polimerizacao. Entretanto, nas condi¢cées experimentais citadas anteriormente, as
reagcdbes com DMAEMA via radical livre convencional sao lentas, precisando de 14
horas para obter 90% de conversao.



Tabela 3. Resultados obtidos nas polimerizacdes realizadas variando a
quantidade de AIBN.

Reacdo Monbémero CTA; AIBN  Trioxano Conversao Massa |IP
(9) (9) (9) (9) [%] Molar

2,230 0,0213 0,0023 0,2130 51,09 5061 1,72

2,230 0,0213 0,0046 0,2130 52,38 4986 1,76

2,230 0,0213 0,0069 0,2130 51,18 5088 1,78

2,230 0,0213 0,0092 0,2130 56,71 5501 1,73

Temperatura: 70°C; Solvente: 8,5 mL de Dioxano; Tempo de reagdo: 5 horas e atmosfera de Na.

Devido o tempo reacional ter sido de 5 horas, todas as reacdes da primeira
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e segunda etapa apresentaram valores de conversdao entre 50% e 60%.
Entretanto, como foi citado no inicio deste capitulo, o objetivo desse trabalho foi de
comparar os resultados obtidos com o PDMAEMA sintetizado pelo mecanismo
RAFT, com os resultados obtidos na sintese do PDMAEMA via radical livre
convencional, sem levar em conta a velocidade de polimerizagéo.

De acordo com os resultados satisfatérios obtidos na primeira e segunda
fase desse trabalho, foi dado inicio a terceira fase em que foi realizada uma série
de experimentos estimando a massa molar de 1000, 3000, 10000 e 40000. Os
polimeros sintetizados e caracterizados foram empregados em reacbes de
acoplamento com o PHBV, e posteriormente, na formacdo de particulas
biodegradaveis.

Nessas reacgdes, optou-se por variar a quantidade de CTA; mantendo
constantes as massas de monémero e de AIBN, pois, quanto maior a quantidade
de CTA; no meio reacional, menor foi o tamanho das macrocadeias.

A Tabela 4 apresenta os dados de formulacdo, conversdo e massa molar
das reacbes realizadas nesse estudo. Os valores de conversdes apresentados
foram obtidos pela técnica de RMN 'H e os valores de massa molar foram obtidos
por GPC.

De acordo com os resultados apresentados, os polimeros sintetizados
apresentaram um desvio nos valores de massa molar real quando comparados

com os valores de massas molares estimados.



Esses resultados foram coerentes com os resultados obtidos por FUNHOFF
et al. (2005) em que sintetizaram o PDMAEMA para ser empregado como
macroradical em reacbdes de acoplamento com o PBMA. Apds a purificagdo do
PDMAEMA, este foi caracterizado pela técnica de GPC, utilizando como eluente o
THF HPLC e para a calibragao foi empregado o PMMA.

De acordo com os resultados de GPC, os valores de massas molares
obtidos do PDMAEMA foram maiores que os valores estimados. Segundo os
autores, o valor de massa molar tedrico seria de 2000 e o valor da massa molar
real foi de 3800. De acordo com os autores, ao empregar o PMMA como padréo
de calibracdo, por conta desse possuir um volume hidrodindmico menor quando
comparado com o volume hidrodindmico do PDMAEMA, ocorre um desvio do valor

da massa molar real com o valor da massa molar teodrica.

Tabela 4. Resultados obtidos nas polimerizagdes do DMAEMA empregando o

CTA..
Reacdo Monbémero CTA; AIBN  Trioxano Conversao Massa IP
(9) (9) (9) (9) [%] Molar
18 2,230 0,1278 0,0023 0,2130 55,17 2805 1,73
2° 2,230 0,0852 0,0023 0,2130 54,43 2817 1,77
3° 2,230 0,0325 0,0023 0,2130 56,81 8834 1,75
49 2,230 0,0153 0,0023 0,2130 55,85 21034 1,74

Temperatura: 70° Solvente: 8,5 mL de Dioxano; Tempo de reagéo: 5 horas e atmosfera de Np; massas molares estimadas:
21000; °3000; °10000 e “40000.

Na quarta etapa desse trabalho foi realizado um experimento para verificar
0 comportamento da reacao de polimerizagcdo via radical livre convencional ao
adicionar uma nova carga de mondmero. A reacdo foi conduzida a 85°C sob
atmosfera de N, durante 5 horas. A tabela 5 apresenta a formulagcdo empregada
nessa sintese. No inicio da reacdo foi retirada uma aliquota e ap6s o tempo de
reacao (5h), foi retirada a segunda aliquota. Em seguida, foi adicionada a mesma

quantidade de mondmero no meio reacional, mantendo as mesmas condicdes



experimentais e deixou-se reagir por mais cinco horas. Assim o tempo reacional
final foi de 10 horas. Apds as 10 horas de reacao foi retirada a terceira aliquota.

As aliquotas retiradas foram caracterizadas pelas técnicas de RMN 'H e
GPC. De acordo com os resultados apresentados na tabela 6, pode-se verificar
que no primeiro intervalo de 5 horas de reacdo, a conversao foi de 62% com
massa molar de 7410 e IP de 1,71. J& no segundo intervalo de 5 horas de reacéo,
a conversao foi de 79% e a massa molar final foi de 9650 e IP de 2,5. Com esse
estudo, verificou-se que haviam sido formadas varias familias de polimeros com
massas molares diferentes, apresentando uma larga faixa de distribuicdo, e por

consequéncia, um aumento no valor do IP.

Tabela 5. Formulacdo empregada na polimerizacdo do DMAEMA em duas etapas.
Mondémero  CTA AIBN  Trioxano
(9) (9) (9) (9)

Reacao

1 2,230 0,0213 0,0023 0,2130

Temperatura: 85° C; Solvente: 8,5 mL de Dioxano; Tempo de reagéo: 5 horas e atmosfera de N..

Tabela 6. Resultados obtidos na polimerizacdo do DMAEMA em duas etapas.

Conversao MM IP
[%]
62 7410 1,71

79 9650 2,52




5.2— Sintese do PDMAEMA funcionalizado via radical livre “viva”

Nesta fase do trabalho experimental foram realizadas algumas reacdes
preliminares de preparacdo de PDMAEMA via RAFT. Estas reacbes foram
realizadas empregando como agente de transferéncia de cadeia o acido 2-((2-
fenil-1-tioxaetil)tio)-propandico, o CTA;. A figura 16 apresenta o agente de
transferéncia de cadeia utilizado no primeiro estudo do projeto.
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R = CH(CH;)COOH

Figura 16. Agente de transferéncia de cadeia (CTA;) utilizado nas polimerizacbes
RAFT.

Neste primeiro estudo foram utilizados cinco solventes diferentes: 1,4-
dioxano, THF, acetato de etila, etanol e uma mistura de metanol e agua na
proporcado de 4:1. Os valores de conversao foram obtidos a partir da técnica de
RMN 'H empregando como padréo interno o trioxano e os valores de massas
molares e I[P foram caracterizados por GPC. A Tabela 7 apresenta as
formulagbes, as conversdes e os valores das massas molares finais das reagdes
de sintese do PDMAEMA via radical livre “viva” (RAFT). De acordo com estes
resultados foi possivel verificar que a reacao 4 foi aquela que apresentou a maior
conversao, pois em 5 horas de reagcao esta atingiu uma conversao de 54,68%. A
reacdo 1 empregou 1,4-dioxano como solvente e apresentou a menor conversao e
atingiu 48,17%.

Esta diferenca nos valores de conversao poderia ser atribuida, a primeira
vista, aos solventes utilizados, pois na maioria dos trabalhos da literatura que



empregaram RAFT como mecanismo de polimerizacao utilizaram 1,4-dioxano
como solvente. RIZZARDO et al. (2000), utilizaram o 1,4-dioxano como solvente
para sintetizar o N-isopropilacrilamida (NIPAM). Segundo os autores, deve-se
empregar um solvente com baixo coeficiente de transferéncia de cadeia, pois na
etapa de dorméncia do mecanismo RAFT, o radical intermediario deve entrar em
ressonancia para garantir o crescimento controlado das macrocadeias.

O resultado obtido na reacdo 3 foi bastante satisfatério, uma vez que a
literatura apresenta resultados de conversdo na ordem de 62% em 16 horas de
reacdo (CHIEFARI et al. 2003),. Neste caso, 0 aumento na conversao na
polimerizacao do DMAEMA, comparado ao resultado encontrado na literatura,
poderia ser atribuido a mudanca do solvente empregado na sintese, uma vez que
na reacao 1 foi utilizado 1,4-dioxano e CHIEFARI et al (2003), nos seus estudos,
utilizaram acetato de etila como solvente.

De acordo com LOISEAU et al. (2003), a polaridade influencia
significativamente a taxa de polimerizacdo pelo mecanismo RAFT. Segundo os
autores, quanto maior a polaridade do solvente maior é a conversao de
polimerizacao. Neste caso, a polaridade do 1,4-dioxano é de K'=4,8 e do acetato
de etila é de K'= 4,3, e esta informagdo pode ser utilizada para confirmar a
influéncia do tipo de solvente no mecanismo RAFT, deixando evidente que o 1,4-
dioxano é mais indicado que o acetato de etila para a polimerizagdo do DMAEMA
pelo mecanismo RAFT. Um outro resultado que poderia ser utilizado para
confirmar esta hipétese (tipo de solvente) seria o apresentado pela reacédo 3, a
qual foi conduzida em meio acetato de etila, e apresentou uma conversao de
52,71% com 5 horas de reacao, resultado este proximo aquele obtido por
CHIEFARI et al.(2003).



Tabela 7. Resultados obtidos na polimerizacdo do DMAEMA empregando varios

solventes.
Reacdo Monémero CTA; AIBN  Trioxano Conversao Massa IP
(9) (9) (9) (9) [%] Molar
12 1,557 0,0150 0,0024 0,1490 48,17 20284 1,12
2° 1,557 0,0150 0,0024 0,1490 53,14 21471 1,24
3° 1,557 0,0150 0,0024 0,1490 52,71 32381 1,30
49 1,557 0,0150 10,0024 0,1490 54,68 30968 1,34
5° 1,557 0,0150 0,0024 0,1490 53,27 20310 1,13

Temperatura: 70°; Tempo de reacdo: 5 horas e atmosfera de Nz ; 8,5 mL de Solvente: *1,4- Dioxano, °THF, °EtOAc, °

Etanol, “Metanol/agua (4:1).

De acordo com os resultados e com os dados da literatura, a sintese do
PDMAEMA via RAFT foi empregado 1,4-dioxano como solvente e AIBN como
iniciador.

Em seguida, foi realizada uma série de experimentos para estudar a
influencia da concentracdo de AIBN na sintese do PDMAEMA pelo mecanismo
RAFT. A Tabela 8 apresenta os dados experimentais e os resultados de
conversao final, massa molar e indice de polidispersidade da homopolimerizacao
do DMAEMA empregando-se duas concentragdes diferentes de iniciador (AIBN).
De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8 é possivel verificar que
para a reacado 1, a conversao final foi maior (58,23% em 5 horas de reacéo)
enquanto que a da reacao 2 foi de 48,64% em 5 horas de reacado. Este resultado
demonstrou a influéncia da concentracao do iniciador na homopolimerizacao do
DMAEMA via RAFT. ZHU et al.(in press) avaliaram a influéncia da razdo molar
CTARgar/AIBN na polimerizacdo via RAFT do metacrilato de metila (MMA). De
acordo com os autores, quanto menor a razao molar CTAgrart/AIBN, maior era a
conversdo. No entanto, nesse estudo o autor mostra que, o aumento da
concentragdo de AIBN no meio reacional provocou um aumento na
polidispersidade do polimero formado. Este aumento na velocidade de
polimerizacdo e na polidispersidade também foi observado no presente estudo

para os homopolimeros de DMAEMA, sendo que para a reagao realizada com a



menor razdo molar CTAgart/AIBN (reacdo 1) foi obtido um indice de
Polidispersidade (IP) de 1,39 e para a reagao 2, realizada com uma razao molar
CTARgar/AIBN maior, o IP obtido foi de 1,15 .Esta diferenca no IP pode ser
atribuida ao fato de que em maiores concentracdes de AIBN mais radicais
estariam sendo formados, aumentando desta maneira a quantidade de
macrocadeias formadas e consequentemente a probabilidade destas
macrocadeias sofrerem terminacdo, desviando desta maneira 0 mecanismo da

reacdo RAFT para o convencional.

Tabela 8. Resultados obtidos na polimerizacdo do DMAEMA variando a razao
molar CTA/AIBN.

Reacéao Razao Monémero CTA; AIBN Trioxano Conversdgo Massa IP

CTA/AIBN (9) (9) (9) (9) [%] Molar
2/1 0,1952  0,0048 0,0016 0,0187 5823 8702 1,39
2 4/1 0,4117  0,0098 0,0016 0,0381 48,64 9193 1,15

Temperatura: 70°; Tempo de reacéo: 5 horas e atmosfera de N> e como Solvente: 8,5 mL de 1,4- Dioxano.

De acordo com os resultados obtidos na sintese do PDMAEMA pelo
mecanismo RAFT, empregando o CTA; (Tabela 7 e 8) e em busca de melhores
resultados, foram realizados dois experimentos utilizando dois novos agentes de
transferéncia de cadeia, o acido 2-((2-fenil-1-tioxa)tio)-propansdico como CTA. e 0
acido 4-ciano-4-tiobenzoilsulfanilpentanéico — CTA;. As figuras 17 e 18
representam a estrutura quimica do CTA, e do CTA;. A Tabela 9 apresenta a

formulacéao e resultados desse estudo com CTA, e CTAs.
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Figura 17. Agente de transferéncia de cadeia (CTA,) utilizado nas polimerizacoes
RAFT.

R = CH(CH;)COOH
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Figura 18. Agente de transferéncia de cadeia (CTAj3) utilizado nas polimerizacoes
RAFT.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 9, verifica-se que na
presenca do CTA2 e do CTA; nado ocorreu reacdo nas mesmas condicoes
daquelas nas quais foram realizadas as polimerizagdes empregando o CTA;.

Na sintese do PDMAEMA empregando o CTA, nao correu reacao, pois o
grupo “Z” presente na estrutura quimica do CTA, é constituido por um grupo
benzila, e na etapa de equilibrio do mecanismo RAFT, que garante o controle do
crescimento da massa molar, o radical intermediario entra em estado de
dorméncia, ou seja, o elétron permanece em ressonéancia. Ao empregar o CTA, 0
elétron presente do radical intermediario na etapa de dorméncia entra em
ressonancia com o grupo benzil. Esse elétron em ressonancia no grupo benzil
permanece estavel e nao ocorrem as reacoes reversiveis, que dariam origem aos
polimeros.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no trabalho realizado por
DAGOSTO et al.(2003), onde a utilizagdo do CTA 1 na polimerizacdo da N-
acriloilmorfolina (NAM) resultou em uma maior conversdo quando comparada com
a polimerizagcdo deste mesmo mondémero utilizando o CTA.. Segundo estes
autores, a diferenga de reatividade destes dois CTA’s poderia ser explicada pela
diferenca do grupo “Z” do CTARgart, pois 0 CTA 1 apresenta um grupo fenil e o
CTA 2 apresenta um grupo benzil. Como descrito no estudo realizado por
FUKUDA et al. (2002) os CTA’s que apresentam radicais benzil tendem a retardar

a polimerizagdo devido a reacdes reversiveis ou irreversiveis de terminacao



promovidas pelos radicais intermediarios, dando origem a moléculas ou
macromoléculas chamadas de “estrelas”.

Na sintese do PDMAEMA empregando o CTA; foi citado o estudo realizado
por D’AGOSTO et al. (in press), no qual os autores estudaram a sintese do
PDMAEMA empregando como agente de transferéncia de cadeia o 2,2-
cianopropilditiobenzoato (CPDB), AIBN como iniciador e como solvente o 1,4-
dioxano, durante 6 horas a 90°C e conversao de 90%.

Segundo os autores, os monémeros da familia dos metacrilatos sao
polimerizados pelo mecanismo RAFT empregando um agente de transferéncia de
cadeia, que apresente na sua estrutura quimica um carbono terciario (grupo “R”).
Na etapa de equilibrio do mecanismo RAFT, o elétron gerado no radical
intermediario ao atingir o estado de dorméncia é repelido pelos grupos presentes
do carbono terciario, tornando-se um radical mais reativo e com tempo de vida
maior quando comparado com os radicais intermediarios gerados por carbono
secundario e carbono primario.

De acordo com os resultados da Tabela 9, mesmo o CTA3 possuindo um
carbono terciario, na temperatura que foi sintetizado o PDMAEMA, n&o ocorreu
reacao quimica, visto que esse CTA3; no mecanismo RAFT se decompde em altas

temperaturas.

Tabela 9. Resultados obtidos na polimerizagdo do DMAEMA empregando o CTAy,
0 CTAz e 0 CTAs.

Reacdo Monémero CTAgarr AIBN  Trioxano Conversdao Massa |IP

(9) (9) (9) (9) [%] Molar
12 1,557 0,0150 0,0024  0,1490 48,17 20284 1,12
2P 1,557 0,0150 0,0024  0,1490 - - -
3° 1,557 0,0150 0,0024  0,1490 - - -
Temperatura: 70°; Tempo de reagéo: 5 horas e atmosfera de N, e como Solvente: 8,5 mL de 1,4- Dioxano.?’CTA;, °CTA, e
°CTAs.

Nessa fase do trabalho, foi realizado um estudo para avaliar a influéncia da
temperatura no meio reacional, empregando o CTA, o CTA2 e o CTA3; e comparar
os resultados com os valores obtidos da Tabela 9. Os trés experimentos foram



realizados a 85°C, durante 5 horas na presenca de 1,4-dioxano e AIBN como
iniciador. A Tabela 10 apresenta a formulagdo e os resultados de velocidade de
polimerizacao, massas molares e IP dos polimeros formados.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a reacado
empregando o CTA. (reagao 2) nao apresentou reacao, mesmo fornecendo mais
energia ao meio reacional, confirmando o resultado obtido da reacao 2 da Tabela
9. Entretanto, a sintese do PDMAEMA empregando o CTA; (reagdo 3) a 85°C
apresentou conversao monomérica de 65,13% com valor de massa molar de 9644
e IP de 1,07.

D’AGOSTO et al. (in press), sintetizaram o PDMAEMA a 90°C com
conversdao de 90% durante 6 horas, empregando o CPBD como agente de
transferéncia de cadeia. Segundo os autores, a temperatura de reacao influencia a
capacidade de reagdo do CTAgarr empregado nas polimerizacbes “vivas”. O
aumento na temperatura de reagdo, automaticamente, fornece mais energia ao
meio reacional, fazendo com que o CTARgarT S€ja mais ativo para reagir e controlar

a massa molar dos polimeros.

Tabela 10. Resultados obtidos na polimerizacdo do DMAEMA a 85°C.

Reacdo Monémero CTAgarr AIBN  Trioxano Conversdao Massa |IP

(9) (9) (9) (9) [%] Molar
12 0,3660 0,0150 0,0090 0,0350 52,68 11227 1,11
2P 0,3660 0,0150 0,0090  0,0350 - - -
3¢ 0,3660 0,0150 0,0090  0,0350 65,13 9644 1,07
Temperatura: 85°; Tempo de reagéo: 5 horas e atmosfera de N e como Solvente: 8,5 mL de 1,4- Dioxano.?’CTA;, °CTA, e
°CTAs.

A seguir, foi sintetizado o PDMAEMA empregando como iniciador o acido
4,4’azobis(4-ciano pentandico) — ACP, 1,4-dioxano como solvente e como agente
de transferéncia de cadeia 0 CTA; e 0 CTAs.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 11, o PDMAEMA
sintetizado empregando CTA; apresentou conversao de 57,70% e massa molar de
12071 com IP de 1,12. De acordo com os resultados obtidos o uso de ACP como



iniciador nao influenciou na conversao do PDMAEMA. Porém, empregando o ACP
como iniciador na sintese do PDMAEMA empregando o CTAs apresentou uma
conversao de 55,27% e massa molar de 12784 com IP de 1,01. Ao comparar com
o resultado obtido na reacao 3 da Tabela 10, a conversao monomeérica foi menor e
os valores de massa molar e IP foram préximos.

GANACHAUD et al. (2000), sintetizaram o PNIPAM via RAFT empregando
AIBN como iniciador, 1,4-dioxano como solvente durante 6 horas a 70°C. Segundo
0s autores, o iniciador indicado na polimerizagao via radical livre “viva”, deve ser o
AIBN, ja que no mecanismo RAFT a decomposi¢do do iniciador deve ser lenta,
para evitar a rapida formacado de radicais, e conseqlentemente, aumentar a
guantidade de macrocadeias formadas e a probabilidade destas macrocadeias
sofrerem terminagéo, desviando desta maneira 0 mecanismo da reagdo RAFT

para o convencional.

Tabela 11. Resultados obtidos na polimerizacdo empregando o ACP como

iniciador.

Reacdo Monémero CTAgarr ACP  Trioxano Conversdo Massa |IP

(9) (9) (9) (9) [%] Molar
12 0,3660  0,0150 0,0090  0,0350 57,70 12071 1,12
2° 0,3660  0,0150 0,0090  0,0350 55,27 12784 1,01

Temperatura: 85°; Tempo de reacéo: 5 horas e atmosfera de N, e como Solvente: 8,5 mL de 1,4-
Dioxano.’CTA, "CTAs.

Para comparar os valores de massas molares reais e os valores de massas
molares teoricos, foram sintetizados quatro polimeros com a massa molar final de
1000, 3000, 10000 e 40000. A Tabela 12 apresenta a formulacdo e resultados
obtidos nesse estudo.

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o PDMAEMA
sintetizado pelo mecanismo RAFT, apresentou valores de massas molares reais

préximas dos valores de massas molares teéricos, além de apresentar valores de



IP baixos. A reacdo 1 apresentou massa molar real de 1871 e IP igual a 1,09,
sendo que a massa molar teédrica seria de 1000.

Nesse estudo deve ser citado o trabalho de D’AGOSTO et al. (in press),
que sintetizaram o PDMAEMA nessas mesmas condicbes e ao caracterizar o
polimero purificado pela técnica de GPC, empregando como eluente o THF HPLC
e PMMA como padrdo de calibragdo, verificaram um desvio da massa molar real
com o valor da massa molar teérico. De acordo com os resultados obtidos pelos
autores, o valor da massa molar teérico seria de 14350 e o valor da massa molar
real foi de 19200. Os autores justificaram que o volume hidrodinamico do PMMA
empregando como padrdao de calibracdo, € menor quando comparado com o
volume hidrodinamico do PDMAEMA.

Tabela 12. Resultados obtidos das massas molares reais e das massas molares

teoricas.
Reacdo Monbémero  CTA; AIBN  Trioxano Conversdo Massa |IP
(9) (9) (9) (9) [%] Molar
18 2,230 0,1278 0,0023 0,2130 56,24 1871 1,09
2° 2,230 0,0966 0,0023 0,2130 55,71 4320 1,12
3° 2,230 0,0213 0,0023 0,2130 57,10 13570 1,13
49 2,230 0,0130 0,0023 0,2130 55,84 42730 1,16

Temperatura: 70° C; Tempo de reagao: 5 horas e atmosfera de N»; como Solvente: 8,5 mL de 1,4- Dioxano; massas
molares teéricas: 1000,”3000, °10000 e “40000.

Nessa etapa do trabalho foi realizado um experimento para verificar o
comportamento da reagao de polimerizagdo via radical livre “viva” ao adicionar
uma nova carga de mondmero. A reacao foi conduzida a 85°C sob atmosfera de
N> e o tempo de reacdo foi de 5 horas. A Tabela 13 apresenta a formulacéo
empregada nessa sintese. No inicio da reacao, foi retirada uma aliquota e ap6s o
tempo de reacdo de 5 horas foi retirada a segunda aliquota. Em seguida foi
adicionada a mesma quantidade de mondémero no meio reacional, mantendo as

mesmas condi¢des experimentais e deixou-se reagir por mais cinco horas, sendo



assim o tempo reacional final foi de 10 horas. Ap6s o tempo de reacéo foi retirada
a terceira aliquota.

As aliquotas retiradas foram caracterizadas pelas técnicas de RMN 'H e
GPC. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 14, pode-se verificar
que no primeiro intervalo de 5 horas de reacédo, a velocidade de polimerizacéo foi
de 55,21% com massa molar de 8759 e IP de 1,23. Ja no segundo intervalo de 5
horas de reacdo, a velocidade de polimerizacao foi de 58,73% e a massa molar
final foi de 14322 e IP de 1,38. Com esse estudo, provavelmente, ndo ocorreu a
formacao de um novo grupo de macromoléculas, mas, o crescimento das

macromoléculas ja existentes no meio reacional.

Tabela 13. Formulacdo empregada na polimerizacdo do DMAEMA via RAFT em

duas etapas.

Reacdo Monbémero  CTA;4 AIBN  Trioxano

(9) (9) (9) (9)
1 2,230  0,0213 10,0023 0,2130

Temperatura: 85° C; Solvente: 8,5 mL de Dioxano; Tempo de reacédo: 5 horas e atmosfera de N,. Apds o tempo de reagéo

foram adicionadas 2,230g de DMAEMA e deixou-se agitando por mais 5 horas.

Tabela 14. Resultados obtidos na polimerizacado DMAEMA via RAFT em duas

etapas.
Conversao MM IP
[%]
55,21 8759 1,23

58,73 14322 1,38




5.2.1- Caracterizacdo do PDMAEMA sintetizado via RAFT pela técnica de
RMN 'H.

A composicao quimica do polimero sintetizado nas condicées experimentais
da reacdo 2 da Tabela 12 foi determinada por RMN 'H.

As figuras 19, 20 e 21 apresentam os espectros de RMN 'H do mondmero
DMAEMA, do CTAgarr € do PDMAEMA, respectivamente. Com o espectro de
RMN 'H apresentado na figura 21 foi possivel verificar a estrutura quimica do
polimero formado pela polimerizagdo do DMAEMA via RAFT. Comparando-se 0s
deslocamentos obtidos neste espectro com aqueles inerentes ao monbémero
(figura 19) foi possivel determinar todos os deslocamentos do DMAEMA, incluindo
os deslocamentos referentes a dupla ligacdo do mondémero residual. Verificou-se
também alguns deslocamentos que poderiam ser atribuidos ao acido 2-((2-fenil-1-
tioxaetil)tio)-propandico — CTA; (figura 20), sugerindo a presenca deste ligado

quimicamente a macromolécula.
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Figura 20. Espectro de RMN "H do CTARgart, 0 &cido 2-((2-fenil-1-tioxaetil)tio)-
propandico.
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Figura 21. Espectro de RMN 'H do PDMAEMA empregando o CTA;.



5.3- Sintese dos copolimeros em bloco do PDMAEMA-b-PHBV.

Na sintese dos copolimeros em bloco foi empregado o poli(hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) — PHBV e os homopolimeros de PDMAEMA sintetizados via
radical livre convencional ou o PDMAEMA sintetizado pelo mecanismo RAFT.
Nessa sintese foi empregado o PDMAEMA com trés valores de massa molar e
PHBV com MM de 15672 e IP de 1,85. A Tabela 15 apresenta a formulacédo da
reacao de acoplamento do PDMAEMA sintetizado via radical livre convencional e
via radical livre “viva”.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 15 e 16, verificou-se um
aumento da massa molar do polimero final. Esse aumento na massa molar final é
atribuido a reacao de acoplamento do PDMAEMA-b-PHBV. Por exemplo, a reacao
1 foi conduzida empregando o PDMAEMA com massa molar de 4436 e IP igual a
1,73 e o PHBV com massa molar de 15672 e IP de 1,85. Ao final da
copolimerizacdo a massa molar final do copolimero em bloco foi de 21029 com IP
de 3,14. Dessa maneira, pbde-se verificar que ocorreu reacao de acoplamento. No
entanto, o aumento do indice de polidispersidade indica a presenca dos
copolimeros formados e dos polimeros de partida (PDMAEMA e PHBV) que nao
reagiram. Esses resultados sdo demonstrados nas figuras 22, 23 e 24 que
apresentam os cromatogramas obtidos pela técnica de GPC constituidos pelas
curvas do PDMAEMA, PHBV e do PDMAEMA-b-PHBV.

Esses resultados foram coerentes com os resultados obtidos por HU et
al.(2005) que sintetizaram copolimeros em bloco de poli(estireno) e
polidimetilaminoetilmetacrilato — (PE-b-PDMAEMA) com massa molar de 24489 e
IP de 2,89. Esses copolimeros foram miscelizados em &agua sob agitacado
mecéanica a temperatura ambiente. As particulas formadas foram caracterizadas
pela técnica de TEM. Segundo os autores, foi possivel visualizar a morfologia
“core-shell” (casca-nucleo) das particulas e observar que quanto maior as cadeias
de PDMAEMA, maior foi a camada ao redor das particulas (“core”).



Tabela 15. Formulagdao empregada na sintese dos copolimeros de
PDMAEMA-b-PHBV.

Reagdo ~ PDMAEMA () MMepowaema  CDI(g)  PHBV (g)  DMAP (g)

18 0,100 4436 0,0100 0,0500 0,0050
2P 0,100 8834 0,0100 0,0500 0,0050
3° 0,100 13570 0,0100 0,0500 0,0050

Temperatura de reacdo: 55°C; atmosfera de N,, tempo de reacéo: 24 horas e 15 mL de CHCL3; ’PDMAEMA
convencional (3000); *PDMAEMA convencional (10000) e °PDMAEMA raft (10000).

Tabela 16. Resultados obtidos na sintese dos copolimeros de PDMAEMA-b-

PHBV.

Reacéo MM IP
12 21029 3,14
2° 19203 3,42
3 27570 3,19

aPDMAEMA convencional (3000); "PDMAEMA convencional (10000) e °PDMAEMA raft (10000).
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Figura 22. Cromatograma de GPC do PDMAEMA, PHBV e da reacéo 1.
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5.3.1- Caracterizacdo morfologica das particulas obtidas a partir dos
copolimeros em bloco do PDMAEMA-b-PHBYV.

Os copolimeros em bloco de PDMAEMA-b-PHBV foram miscelizados
para a formacao de particulas com morfologia core-shel do tipo hairy layer. Essa
morfologia apresenta um nucleo hidrofébico constituido de PHBV e ao redor uma
“cabeleira”constituida pelo polimero hidrofilico, o PDMAEMA. As figuras 25 e 26
apresentam as micrografias obtidas por TEM das particulas obtidas a partir dos
copolimeros em bloco de PDMAEMA-b-PHBYV (reacao 2, Tabela 16). As particulas
foram miscelizadas em um béquer contendo 20 mL de agua deionizada sob
agitacdo magnética e, lentamente, foi adicionado 1 mL da reagédo. Apds a adicao,
foi deixado agitar por 48 horas a temperatura ambiente para volatizar todo
cloroférmio presente. De acordo com a imagem da figura 25 foi possivel verificar a
morfologia das particulas formadas a partir dos copolimeros de PDMAEMA-b-
PHBV miscelizadas em &agua. A figura 26 apresenta a imagem das particulas
miscelizadas em agua + acetona (1:1) empregando 0 mesmo procedimento de
miscelizacao citado anteriormente.

De acordo com as micrografias, foi possivel visualizar a morfologia do
tipo nucleo-casca (“core-shell”) das particulas. O nucleo das particulas é formado
pelo PHBV e a casca é formada pelo PDMAEMA.

Comparando essas figuras, verificou-se que os copolimeros em bloco
miscelizados em agua apresentaram particulas de varios tamanhos com a alta
polidispersidade, ja as particulas miscelizadas em agua+acetona apresentaram
tamanhos de particulas e polidispersidade menores.

O copolimero em bloco empregando o PDMAEMA sintetizado pelo
mecanismo RAFT, foi miscelizado em &agua+acetona. A figura 27 apresenta a
micrografia das particulas obtidas a partir do copolimero em bloco de PDMAEMA-
b-PHBV (reacdo 3, Tabela 16). De acordo com a imagem, foi possivel verificar
particulas pequenas da ordem de 40 a 100nm até particulas de 500nm, além de
apresentar a morfologia do tipo “core-shell”.



Figura 25. PDMAEMA-b-PHBYV miscelizados em agua.



Figura 26. PDMAEMA-b-PHBV miscelizados em agua + acetona (1:1).



Figura 27. Micrografia das particulas formadas a partir de PDMAEMA sintetizado

via RAFT e miscelizadas em dgua+acetona.



6- CONCLUSAO GERAL

Essa dissertagcdo de tese visou sintetizar e caracterizar um polimero
catibnico (PDMAEMA), para posteriormente, ser aplicado em estudos de
Transfeccdo Génica (TG) e na liberacdo controlada de drogas. Na aplicacdo em
Terapia Génica, o polimero deve ser catidnico para a complexacdo do DNA, por
isso o PDMAEMA esta sendo pesquisado. Ja em liberacdo controlada, o
PDMAEMA esta sendo muito estudado, pois € um polimero que possui facilidade
de protonagao, assim, facilita a liberagdo gradativa da droga.

O primeiro estudo, foi sintetizar e caracterizar o PDMAEMA empregando a
polimerizacao via radical livre convencional. O segundo estudo foi sintetizar e
caracterizar o PDMAEMA sintetizado e caracterizado via radical livre “viva”.

De acordo com os estudos realizados, foi possivel comparar os resultados
dos polimeros de DMAEMA sintetizados via radical livre convencional com os
resultados desses polimeros sintetizados via radical livre “viva” empregando o
mecanismo RAFT.

Na sintese do PDMAEMA via radical livre convencional empregando como
agente de transferéncia de cadeia o acido 3-mercaptopropibnico — CTA., foi
possivel verificar a formacdo de macromoléculas com as extremidades
funcionalizadas com os grupos carboxilicos provenientes da estrutura quimica do
CTA.. As macrocadeias sintetizadas por essa via, crescem de maneira
descontrolada e apresentam uma alta polidispersidade, que sado caracteristicas
intrinsecas desse mecanismo de polimerizacao.

Na polimerizacdo do DMAEMA via radical livre “viva”, foram utilizados
agentes de transferéncia de cadeia do tipo ditioéster. De acordo com os resultados
apresentados, verificou-se que s6 ocorreram as reagoes de polimerizacao quando
foram empregados o acido 2-((2-fenil-1-tioxaetil)tio)-propandico — CTA; e o0 acido
4-ciano-4-tiobenzoilsulfanilpentandico — CTAz. Na sintese do PDMAEMA
empregando o acido 2-((2-fenil-1-tioxa)tio-propandico — CTA, ndo ocorreu reacao
quimica, pois a estrutura quimica desse CTARgarT, apresenta um grupo benzil que
nesse mecanismo RAFT, ndo polimeriza o PDMAEMA. Os polimeros sintetizados



pelo mecanismo RAFT apresentaram um crescimento controlado das
macrocadeias e um baixo indice de polidispersidade, que sao caracteristicas
desse mecanismo.

De acordo com os resultados obtidos pela técnica de ressonancia
magnética nuclear de prétons - RMN 'H e pela técnica de cromatografia em
permeacdo em gel — GPC. Foi possivel verificar as conversbes das
polimerizacdes, além das massas molares e indice de polidispersidade das
macrocadeias sintetizadas via radical livre convencional e pelo mecanismo RAFT.

Os resultados de massas molares e indice de polidispersidades mostrados
nos cromatogramas dos PDMAEMA sintetizados via radical livre convencional
foram satisfatérios e demonstraram que a massa molar real ndo foi préxima da
massa molar estimada, com os valores de indice de polidispersidade foram altos,
caracterizando a polimerizagdo convencional.

Os resultados de GPC, do PDMAEMA sintetizado pelo mecanismo RAFT,
foram bastante favoraveis e demonstraram o controle do crescimento das
macrocadeias, pois 0s valores das massas molares reais foram préximos dos
valores das massas molares teéricas, mesmo diante da utilizagdo de PMMA como
padrao de calibragdo. Além disso, as polidispersidades desses polimeros foram
baixas, 0 que caracteriza, a sintese via radical livre “viva”.

Com os polimeros sintetizados e caracterizados, foi realizado um estudo
preliminar de formacao de particulas biodegradaveis. As reacdes de acoplamento
entre as hidroxilas livres do PHBV e os grupos carboxilicos do PDMAEMA, deram
origem ao copolimero em bloco (PDMAEMA-b-PHBV), e que foram,
posteriormente, miscelizados em agua para a formagdo das particulas
biodegradaveis.

A relevancia deste projeto de dissertacdo e sua importante contribuicao
para 0 meio académicos e industrial se devem a apresentacdo de resultados de
sintese de um polimero catibnico — PDMAEMA. Esse polimero pode ser
empregado como veiculo de material génico ou como particula biodegradavel
aplicavel na cura ou retardamento de doencas que afetam a populagao,

principalmente, na eficiéncia do tratamento terapéutico contra o cancer. Até o



momento, em todos os trabalhos realizados nessa area os autores apresentaram
excelentes resultados empregando o PDMAEMA em funcgdes nobres, tornando
uma esperanga para a cura de muitas doencas que afetam a populagdo mundial.
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