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RESUMO

Este trabalho envolve a sintese de nanoparticulas de poli(ureia-uretano) via
polimerizagcdo em miniemulsdo com potencial de aplicagdo como nanocarreadores
de farmacos. Inicialmente foram avalidas diferentes temperaturas de polimerizagéo
na faixa de 50 °C a 80 °C, assim como diferentes tipos de surfactantes e de poliois.
Nesta etapa do trabalho foi verificado que a utilizacdo dos mondmeros 6leo de
mamona/PEG1000 e diisocianato de isoforona (IPDI) em uma razdo molar de
NCO/OH 1,5 (mol/mol), 20 % (m/m) de Tween 80, 50 % (m/m) do hidr6fobo 6leo
de agai, 70 °C por 4 horas de reagao, tendo como condig¢Ges de tempo e intensidade
de sonificagdo 3 minutos a 70 %, foi possivel obter nanoparticulas de poli(ureia-
uretano) com diametro médio de 225 nm e massa molar média ponderal de 17000
g/mol. Numa segunda etapa do trabalho foi avaliado o efeito da utilizagcdo da
radiacdo microondas como uma forma alternativa de aquecimento na cinética da
reacdo de polimerizagdo em miniemulsdo envolvendo os monémeros IPDI e 0s
poliois dleo de mamona/Poli(etilienoglicol)1000 (PEG1000), oOleo de
mamona/PEG400, PEG400, glicerol e 1,6-hexanodiol. No estudo comparativo
entre as técnicas de aquecimento convencional e aquecimento em microondas
foram avaliadas a influéncia da variagdo da poténcia (50-300 W) na obtenc¢do de
poli(ureia-uretano), temperatura de reacdo (50-80 °C) e tipo de poliol. Os
resultados indicaram que reagGes conduzidas com aquecimento microondas
apresentam taxas de reagdes maiores quando comparado com as mesmas reagoes
usando aquecimento convencional, também, foi possivel obter PU com diferentes
razes uretano/ureia o que possibilitou a obtencdo de polimeros finais com
diferentes caracteristicas. Na terceira etapa deste trabalho foram realizados estudos
de sintese de poli(ureia-uretano) utilizando como mondémeros IPDI,
policaprolactona (PCL530) e PEG com diferentes massas molares, além de
diferentes concentragdes e tipos de surfactante (ndo idnico, anibnico e catiénico). A
concentracdo de PEG400 (0-40 %) e o tempo de peguilacdo (0-24 h) foram
variados a fim de verificar a influéncia no grau de peguilagéo na carga superficial
das nanoparticulas de poli(ureia-uretano). Estudos in vitro de citotoxicidade celular
em células cancerigenas pulmonares A549 apontaram para uma boa
compatibilidade celular sendo que a uma concentracdo de até 5mg/mL de
nanoparticulas 100 % de viabilidade celular foi observada para nanoparticulas de
poli(uréia-uretano) sintetizadas utilizando IPDI/PCL530/PEG400, 20 % crodamol,
5 % PEG400 e 5 % SDS ou 10 % Tween 80 como surfactantes.

Palavras-chave: Poli(reia-uretano), Polimerizacdo em Miniemulsdo,
Nanoparticulas, Microondas, In vitro.
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ABSTRACT

Polyurethane nanoparticles are promising candidates for the controlled and targeted
delivery of therapeutics in a variety of biomedical applications, and studies show
that polymeric nanoparticles have great potential for drug incorporation, and drug
release. In this work synthesis of poly(urea-urethane) nanoparticles by
miniemulsion polymerization was studied. In a first step, reactional conditions as
sonication time (2 to 5 minutes) and intensity (60 % to 80 %) were evaluated to
reducing the nanoparticles size as well different polymerization temperatures in the
range 50 °C to 80 °C, surfactants types and polyols. In this step it was verified that
using castor 0il/PEG1000 as monomer and isophorone diisocyanate (IPDI) in a
molar ratio NCO/OH 1.5 (mol/mol), 20% (w/w) Tween 80, 50 % (w/w) of
hydrophobic acai oil, 70 °C, 4 h reaction time, with conditions of time and
sonification intensity 3 min at 70% respectively, possible to prepare poly(urea-
urethane) nanoparticles with a average diameter of and a weight a molar mass equal
to 17000 g/mol . Microwave irradiation as a new alternative for the heating method
was investigated in this work. First the kinetics of miniemulsion polymerization
involving IPDI as monomers and castor oil/poly(etilienoglicol) 1000 (PEG1000),
castor 0il/PEG400, PEG400, glycerol and 1,6-hexanediol as polyols was evaluated.
For a comparative study between the conventional heating and microwave heating
the influence of power (50-300 W), reaction temperature (50-80 °C) at constant
power at 150 W and the type of polyol to obtain poly(urea-urethane) was
investigated. The results indicated that reactions carried out under microwave
iradiation resulted in higher reaction rates when compared to the same reactions
using conventional heating as well was possible to obtain different urethane/urea
ratio to obtain PU polymers with different characteristics. In a third stage of this
work, we studied the synthesis of poly(urea-urethane) based on IPDI monomers
and polycaprolactone (PCL530) and PEG with different molecular weights, and
different types and concentrations of surfactants (nonionic, anionic and cationic).
PEG400 concentration (0-40 %) and pegylation time (0-24 h) were varied to
determine the influence of PEGylation degree and surface charge of the poly(urea-
urethane) nanoparticles. In vitro cytotoxicity in A549 cells (lung cancer cells)
indicated a good compatibility with the cell up to a nanoparticles concentration of
5mg/mL in this case 100 % cell viability was observed using poly (urea-urethane)
nanoparticles synthesized using IPDI/PCL530/PEG400, 20 % crodamol, 5% SDS,
and 5 % PEG400, and 10 % Tween 80 as surfactant.

Keywords: Poly(urea-urethane), Miniemulsion polymerization,
Nanoparticles, Microwave, In vitro.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Estudos mostram que nanoparticulas poliméricas possuem grande
potencial para incorporacdo de farmacos (GAUDIN e SINTES-
ZYDOWICZ, 2008; DING et al., 2011; SOUTO et al., 2012; VALERIO et
al., 2013). Dessa forma, numerosos processos para obtencdo de produtos
nanoméricos foram desenvolvidos, sendo que o processo de polimerizacao
em miniemulsdo é um dos que mais se destacam por apresentar vantagens
como ndo requerer 0 uso excessivo de surfactante, estabilidade coloidal
suficiente e possibilidade de obtencdo do produto final em uma etapa de
reacdo. Os avancos na tecnologia de nanoparticulas vém aumentando as
possibilidades terapéuticas usadas principalmente clinicamente. Na Gltima
década o uso de polimeros biodegradaveis e biocompativeis em aplicacdes
nas areas farmacéuticas e em dispositivos biomédicos aumentaram
drasticamente. As aplicagdes biomédicas mais importantes de polimeros
biodegradaveis estdo nas &reas clinicas e farmacéuticas (SANTOS e
FIALHO, 2008; SOUTO et al., 2012; VALERIO et al., 2013).

Polimeros biodegradaveis podem ser naturais ou sintéticos, sendo
gue os polimeros sintéticos apresentam as vantagens de geralmente serem
biologicamente inertes, apresentarem propriedades mais uniformes e
principalmente, de poderem ser sintetizados para fornecer uma faixa mais
ampla de propriedades e caracteristicas, isto so é possivel devido a grande
versatilidade apresentada pelas reagdes de polimerizagdo (BATHFIELD et
al., 2005; LU e CHEN, 2004; WANG et al., 2010; DING et al., 2011).

Nas ultimas décadas, nanoparticulas biodegradaveis de poli(ureia-
uretano) (PU) vem sendo estudadas como um sistema efetivo para
liberacdo controlada de farmacos. A aplicacdo de materiais poliméricos
com finalidades terapéuticas estd crescendo rapidamente e tem sido
evidenciada em diversos campos como na engenharia de tecidos, implante
de dispositivos médicos e &rgdos artificiais, proéteses, oftalmologia,
odontologia, reparo dsseo entre outros. As vantagens da utilizacdo desses
materiais biocompativeis e biodegradaveis incluem além do controle da
liberacdo a reducdo de efeitos adversos associados a substancia, protecdo
de compostos da inativacdo antes de atingirem o local de acdo, aumento da
penetracdo intracelular e aumento da atividade farmacoldgica (TORINI et
al., 2005; ZANETTI-RAMOS et al., 2006; SANTOS e FIALHO, 2008;
DING et al., 2011).

Entre os monémeros hidroxilados, podem ser utilizados alcoois de
baixa massa molar, polimeros sintéticos, como poliéteres, poliésteres,
policaprolactamas, polimeros naturais como celulose e triacilglicerdis
como o Gleo de mamona, dentre outros, de acordo com as caracteristicas
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esperadas para o produto final (COUTINHO et al., 2000). Os diisocianatos
podem apresentar diferentes estruturas, tais como aromaticas, alifaticas,
ciclo alifaticas ou policiclicas. Os sistemas mais relatados na literatura séo
a base de poliéter ou poliéster dihidroxilados e diisocianatos alifaticos
(COUTINHO et al., 2000; TORINI et al., 2005). Nesta linha de polimeros
biocompativeis serd estudada a sintese de nanoparticulas de poli(ureia-
uretano) obtidas através da polimerizacdo em etapas em miniemulsdo entre
o diisocianato de isoforona (IPDI) e diferentes fontes de hidroxila como
6leo de mamona, 1,6-hexanodiol, glicerol, PEG e PCL com o objetivo de
obter PU com diferentes degradabilidades, assim como a utilizacdo de PEG
com 0 objetivo de obter nanoparticulas de PU peguiladas para aplicagédo
farmacéutica via polimerizagdo em miniemulsdo, assim como o estudo da
viabilidade celular em termos de citotoxicidade das células A549 (linhagem
de células de adenocarcinoma, pulmado humano, um modelo in vitro do tipo
epitélio alveolar I1).

A polimerizagdo em miniemulsdo oferece vantagens quando usada
como uma técnica de nanoencapsulacdo em comparacdo a polimerizacdo
convencional em emulsdo, por exemplo, quando a polimeriza¢do envolve
um composto muito insollvel, este apresenta dificuldade para passar pela
fase aquosa em emulsdo convencional para entrar nas particulas, mas pode
ser adicionado diretamente nas gotas da miniemulsdo que sdo o locus de
polimerizacdo (ROMIO, 2009). Além disso, a polimerizacdo em
miniemulsdo permite a sintese de nanoparticulas através de reacBes de
polimerizacdo em etapas, como apresentado neste trabalho.

1.1 OBJETIVOS

Este trabalho tem como principal objetivo estudar a obtencdo e
caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas de poli(ureia-uretano) pelo
mecanismo de polimerizagdo em etapas via polimerizacgdo em
miniemulsdo. O desafio principal deste trabalho estd em encontrar
formulages para o preparo da miniemuls@o com relagéo a sua estabilidade,
didmetro de particula e distribuicio do tamanho das particulas para
aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Para tanto, séo
objetivos especificos da Tese de Doutoramento:

1.1.1 Objetivos Especificos

1 — Auvaliar o efeito de diferentes temperaturas de reagdo no processo de
sintese de poli(ureia-uretano) via polimerizacdo em miniemulsao;
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2 - Analisar os efeitos de diferentes surfactantes sobre a estabilidade do
sistema;

4 — Avaliar os efeitos das condi¢bes tempo e intensidade de sonificacdo
no preparo da miniemulsdo em relagdo a distribuicdo e didmetro médio
das particulas;

5 - Verificar a influéncia do tipo de poliol na sintese de poli(ureia-
uretano);

6 — Selecionar as formulacdes e condi¢des de sintese mais promissoras
para estudos de degradacao;

7 — Estudar a degradacdo da poli(ureia-uretano) em funcéo do tempo em
diferentes condicGes de temperatura e pH;

8 — Avaliar o efeito do aquecimento por irradiacdo microondas nas
reacOes de polimerizacdo em etapas em miniemulsdo para obtencdo do
polimero poli(ureia-uretano);

9 - Selecionar o sistema de maior interesse, em relacdo a estabilidade,
didmetro de particula e massa molar para prosseguir com avaliacBes
toxicoldgicas durante estudos in vitro.

Este trabalho foi dividido em seis capitulos sendo, uma breve
introducdo com o0s objetivos desta tese de doutoramento apresentada no
Capitulo 1. O Capitulo 2 traz a fundamentacdo tedrica necesséria ao
desenvolvimento deste trabalho, apresentando a descricdo de processos
para a obtencdo de nanoparticulas de poli(ureia-uretano) como 0 processo
de polimerizacdo em miniemulsdo, teoria e a aplicagcdo das micro-ondas,
técnicas estas utilizadas neste trabalho. O Capitulo 3 apresenta estudos de
sintese de nanoparticulas de poli(ureia-uretano) avaliando o efeito do
tempo e intensidade de sonificagdo assim como temperatura de reacdo e
concentracdo e tipo de surfactante na obtencdo de nanoparticulas de
poli(ureia-uretano) enquanto o Capitulo 4 apresenta o estudo comparativo
entre o efeito da radiacdo microondas e do aguecimento convencional na
obtenc¢do de nanoparticulas de poli(ureia-uretano). O Capitulo 5 apresenta o
estudo da sintese de poli(ureia-uretano) com énfase para aplicacdo em
tecidos vivos através de ensaios in vitro. No Capitulo 6 sdo relatadas as
conclusdes gerais e as sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO I

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo tem como objetivo contextualizar os principais
interesses e a relevancia no qual o trabalho se insere. A seguir sera
apresentada uma breve explanagdo sobre os avangos e as vantagens da
pesquisa com polimeros biodegradaveis e biocompativeis, obtencdo de
nanoparticulas poliméricas e poli(ureia-uretano). Posteriormente serdo
ressaltados 0s principais aspectos da polimerizacdo para obtencdo de
poli(ureia-uretano), assim como as caracteristicas dos mondmeros, as
vantagens de sua utilizacdo e o relato de alguns trabalhos relacionados a
obtencdo de poli(ureia-uretano). Neste capitulo também serdo apresentadas
brevemente algumas definicdes com relacdo a cinética de reacdo para a
formag&o de poli(ureia-uretano).

2.1 Polimeros biodegradaveis e biocompativeis

A utilizacdo de polimeros biodegradaveis, que vem despertando
um crescente interesse em pesquisadores em diversas areas, devido a
diversidade de suas aplica¢des nos campos da medicina, biotecnologia e na
area ambiental. Para que um polimero seja caracterizado como
biocompativel deve ter sua acdo avaliada em diferentes campos, sendo que
0 mesmo nao deve ser causador de resposta inflamatoria ou reagGes toxicas
no local de aplicacdo, deve apresentar meia-vida adequada, tempo de
degradacdo compativel com o processo de cicatrizacdo ou regeneracao,
apresentar propriedades mecénicas adequadas a aplicacdo desejada, os
produtos de degradacdo ndo devem ser toxicos, ser passivel de
metabolizacdo e eliminagdo do organismo e apresentar permeabilidade
apropriada a aplicacdo desejada (SANTOS e FIALHO, 2008).

Durante a Gltima década o uso de polimeros biodegradaveis nas
areas farmacéuticas e biomédicas aumentou drasticamente principalmente
em aplicagBes como liberacdo controlada de farmacos, reconstrucdo de
ligamentos, valvulas cardiacas artificiais, reparos dentarios, lentes de
contato, enxertos vasculares e regeneracdo de 6rgdos (MAAFI et al., 2010;
SILVA et al., 2010). A natureza dos polimeros empregados em sistemas de
liberacdo de farmacos influencia significativamente no perfil de liberacao
do sistema. Os polimeros biodegradaveis sintéticos tém despertado
crescente interesse na aplicacdo como sistemas de liberacdo, ja que os
naturais apresentam, geralmente, uma rapida liberagdo do farmaco (RIEUX
et al., 2006). Os principais critérios na selecdo de um polimero séo sua
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biodisponibilidade, biocompatibilidade e sua velocidade de degradagdo. O
perfil e 0 mecanismo de liberagcdo do farmaco dependem da natureza do
polimero e também das propriedades fisico-quimicas da substancia nele
incorporado (RIEUX et al., 2006).

2.2 Obtencéo de nanoparticulas poliméricas

O termo nanoparticulas inclui nanocépsulas e nanoesferas, as quais
diferem entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural
(SCHAFFAZICK e GUTERRES et al., 2003) conforme apresentado na
Figura 1.

Nanocépsulas MNanoesferas
Parede —pf, o ccﬁ o 8 g b — Matriz
polimérica o A CB fo o olls polimérica
o o .
Nuicleo—ge ~ o a P ICB CB o CINCE
oleoso o i . K
Farmaco a) b) ¢) armaco

Figura 1 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas
poliméricas: a) farmaco dissolvido no nlcleo oleoso das nanocapsulas; b)
farmaco adsorvido na parede polimérica das nanocapsulas; c) farmaco
retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou
disperso na matriz polimérica da nanoesfera (SCHAFFAZICK e
GUTERRES et al., 2003).

As nanoparticulas sdo sistemas coloidais poliméricos com tamanho
entre 10 e 1000 nm, nos quais o fArmaco pode estar dissolvido, recoberto,
encapsulado ou disperso. Nanocapsulas sdo sistemas em que o farmaco
encontra-se no interior de uma cavidade aquosa ou oleosa circundada por
uma membrana polimérica, podendo também estar adsorvido na membrana
polimérica. As nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica, onde
o farmaco encontra-se disperso ou adsorvido. Estes sistemas podem
promover um aumento da solubilidade do farmaco neles incorporado,
proteger as substancias de degradacdo e modificar sua distribuigdo
(SANTOS e FIALHO, 2008).

Atualmente, sdo conhecidas pelo menos trés diferentes técnicas de
polimerizacdo em emulsdo: emulsdo convencional, miniemulsdo e
microemulsdo. A polimerizagdo em miniemulsdo apresenta algumas
vantagens em relacdo a polimerizacdo em emulsdo convencional devido a
possibilidade de incorporagdo de compostos inorganicos nas nanoparticulas
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de polimero formadas durante a reagdo e a um melhor controle da etapa de
nucleagdo, isto é possivel, pois 0 mecanismo predominante neste tipo de
polimerizagdo é a nucleacdo das gotas de mondmero (ARAUJO, 1999;
STEINMACHER, 2010).

2.3 Polimeriza¢do em miniemulséo

O processo de polimerizagdo em miniemulsdo ocorre inicialmente
com a formacdo de pequenas gotas estaveis de 50 a500 nm formadas pela
dispersdo do sistema composto por uma fase dispersa (gotas liquidas, 6leo),
a fase continua (fase aquosa), um surfactante e um co-estabilizador
(normalmente hidrofébico). A dispersdao de gotas submicrométricas é
alcancada com a utilizacdo de um mecanismo com alto cisalhamento. O
tamanho das gotas depois da miniemulsificacdo depende principalmente da
quantidade e tipo de surfactante e tempo de sonificacdo (LANDFESTER,
2006, ROMIO et al., 2009).

O objetivo da polimerizagdo em miniemulsdo é iniciar a
polimerizacdo nas gotas j4 estabilizadas, sem haver nuclea¢des secundarias
e minimizando o transporte de massa (ANTONIETTI e LANDFESTER,
2002). Essa é uma das vantagens dessa técnica, permitindo assim que
farmacos, 6leos ou outras substancias possam ser incorporados as gotas,
mantendo suas caracteristicas desde a dispersdo até a obtencdo das
nanoparticulas. Dentre as aplicacGes desta técnica, pode-se citar a obtengéo
dos materiais hibridos organico/inorganico, nanoparticulas com morfologia
controlada, encapsulacdo de pigmentos, encapsulacdo e liberagdo
controlada de farmacos, entre outros. (ASUA, 2002). Em 2001 Tiarks e
colaboradores mostraram que € possivel sintetizar em uma Unica etapa
nanoparticulas de PU com didmetros em torno de 200 nm via reagdes de
polimerizacdo em etapas via miniemulsdo. Adicionalmente Torinie
colaboradores (2005), estudaram atraves de diferentes tipos de surfactantes
a obten¢do de nanoparticulas de poliuretano com didmetros médios de 200
nm via polimerizacdo em miniemulséo interfacial, ao final do trabalho os
autores descrevem que utilizando IPDI e 1,6-hexanodiol como monémeros,
ciclohexano como coestabilizador e lauril sulfato de sédio (SDS) como
surfactante foi possivel obter nanocépsulas de PU estaveis com didmetro de
cerca de 200 nm e distribui¢fes de tamanho estreitas.

Ainda Gudin e SINTES-ZYDOWICZ (2012), em estudos
envolvendo a cinética das reagbes de polimerizacdo em miniemulsdo
interfacial, entre os mondmeros IPDI e 1,6-hexanodiol a diferentes
temperaturas, relataram que apesar de toda complexidade envolvida nas
reacBes quimicas nesse tipo de reagdo, os resuldos indicam a existéncia de
trés diferentes zonas durante a polimerizagdo interfacial, sendo estas

33



influenciadas diretamente pela natureza da fase dispersa e do tipo de
mondmero. Em estudos mais recentes ZHANG e colaboradores (2013),
apresentaram estudos sobre a penetracdo de nanoparticulas de PU através
da pele, a fim de aumentar a entrega de um determinado farmaco em
aplicacdes tdpicas 0s autores associaram as nanoparticulas de PU obtidas
através de polimerizagdo em miniemulsdo entre os monémeros TDI e 1,4-
fenilenedimetanol com a aplicacdo de plasma. Como nova estratégia de
liberacdo de farmaco os autores descrevem que a utilizagcdo de plasma
auxilia na penetracdo das nanoparticulas de PU sem que houvesse dano a
estrutura das mesmas.

2.4 Reacao em etapas

Polimerizacdo em etapas (Step-growth polymerization) é uma das
mais antigas técnicas de obtencdo de polimeros e hoje & amplamente
utilizada na industria (ROGERS et al., 2003; MATYJASZEWSKI et al.,
2007). O conceito de polimerizacdo por adicdo ou polimerizacdo por
condensacdo foi introduzido por Wallace Hume Carothers, em 1929, e
refere-se ao tipo de produtos gerados na reacdo, sendo que quando gerado
apenas um polimero (adi¢do), um polimero e uma molécula de baixa massa
molar (condensacdo) (SELKE et al., 2004). A distincdo entre polimerizacéo
em etapas e polimerizacdo em cadeias foi introduzido por Paul Flory em
1953, e refere-se aos mecanismos de reacdo com grupos funcionais
(MARK et al., 1998; SELKE et al., 2004).

Segundo a IUPAC (1997) a reacdo em etapas é o processo de
polimerizacdo no qual o crescimento das cadeias ocorre pela adi¢do ou pela
condensacdo das cadeias com diferentes graus de polimerizacdo. Nesse
mecanismo de polimerizagdo o0os monbdmeros  bifuncionais ou
multifuncionais reagem para formar inicialmente dimeros, trimeros,
oligbmeros e por fim cadeias longas de polimero (KROL, 2007). A reacio
de polimerizacdo do uretano ocorre através da adicdo de cadeias e
formacdo de monouretanos, diuretanos (Figura 2) e por fim cadeias
poliméricas de PU (VERMETTE et al., 2001; ROGERS et al., 2003).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da formagdo de monouretano e
diuretano a partir da reacdo de poliadicdo de um diisocianato e um &lcool
(LIGABUE, 1999).

2.5 Poliuretanos

O termo poli(ureia-uretano) aplica-se a classe de compostos que
contém repetidas ligacbes uretano (Figura 3) em sua estrutura
(SAUNDERS e FRISCH, 1987). Diferentes de outros polimeros, 0s
poli(ureia-uretano) ndo contém unidades uretanos repetidas de modo
regular, uma PU pode conter além dos grupos uretanos, hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, grupos éster, éter, ureia e amida. Esta reacdo,
descoberta em 1848 por Waultz, iniciou sua aplicacdo comercial na década
de 40, quando a Bayer desenvolveu na Alemanha, os primeiros polimeros
poli(ureia-uretano) (SAUNDERS e FRISCH, 1987; WEGENER et al.,
2001; RANDALL e LEE, 2002).

~N—G-O—  —NHCOO-
O
Figura 3 - Estrutura do grupamento uretano.

Segmentos poli(ureia-uretano) podem ser representados em sua
forma geral por dois componentes basicos, poliol fonte de hidroxila (OH),
diisocianato (NCO) (WEGENER et al., 2001; RANDALL e LEE, 2002).
Esses polimeros sdo obtidos através da polimerizacdo entre grupamentos
isocianatos (-NCO) e grupamentos hidroxilas (-OH), bi ou multifuncionais.
Assim poli(ureia-uretano) sdo formados pela reacdo de poliadi¢do entre
diisocianatos e poliois como apresentado na Figura 4. Um centro
nucleofilico contendo um atomo de hidrogénio ativo ataca o carbono
eletrofilico e o atomo de hidrogénio ativo é adicionado ao nitrogénio. A
ocorréncia de impedimento estérico tanto no grupo isocianato quanto no
composto com hidrogénio ativo provocam diminuicdo na reatividade
(VILAR, 1999; LIMA, 2007).
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Figura 4 - Reacdo de formacdo de poliuretano através da reacdo entre um
poliol e um diisocianato.

Na sintese dos PU a principal reacdo envolve a formacdo do
segmento uretano na reacdo entre 0s grupamentos isocianatos e hidroxila.
Quando um diol é usado na reacdo grupamentos uretanos sdo formados
(Figura 5a), enquanto que grupamentos ureia podem ser formados na
reacdo com diaminas (Figura 5b) (LIMA, 2007; OLIVEIRA, 2008). Ainda
podem ocorrer reacdes com aminas formando poliureia, agua e liberando
gas carbonico, grupos uretano e ureia resultando na formacédo de ligagdes
cruzadas alofanato e biureto, respectivamente.

H
I
N=C=0 + —O-H =—= N0y (@)
il
(@]
i
—N=C=0 + —NHp S /N“‘(;/N"x, (b)
o}

Figura 5 — Reagdo entre um isocianato e um diol formando uretano (a) e
reacao de entre isocianato e diamina formando ureia (b).

A reagdo entre diisocianatos e agua é a reacdo secundaria mais
importante que deve ser evitada ou minimizada devido a alta formacéo de
grupamentos ureia que reduzem a massa molar do PU, exceto se o desejado
for um polimero com alto teor de poliureia (RANDALL e LEE, 2002;
LIMA, 2007; CHERNG et al., 2013). Esta reagdo tem grande importancia
na fabricacdo das espumas de PU, onde o gas carbdnico formado é usado
na expansdo destas espumas (TIARKS et al., 2001; KROL, 2007). Esta
reacdo ocorre em trés etapas, nas quais inicialmente o acido carbamico é
formado se decompondo em gas carbdnico e na amina correspondente, esta
reage imediatamente com o diisocianato formando ureia como
esquematizado na Figura 6 (RANDALL e LEE, 2002; VILLAR, 2008).
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R—NCO + H,0 —» E:i—NH—COOH:l (Acido carbamico)

[R—NH —COOH] — R—NH; + CO,

R—NCO + R—NH; —» RNH—%IF—NHR' (Uréia)
0
Figura 6 - Reac¢do do grupamento isocianato com agua.

A estrutura do isocianato tem grande influéncia no aumento ou
diminuicdo da sua reatividade, assim como, as propriedades mecénicas
obtidas estdo diretamente relacionadas a combinagdo dos constituintes das
cadeias poliméricas, razdo molar NCO/OH, tipo de extensor de cadeia e
presencga ou ndo de solventes na sintese (DELPECH e COUTINHO, 2000;
LIGABUE et al., 2000; MAAFI et al., 2010). A presenca de segmentos
flexiveis na estrutura, referentes ao poliol, conferem caracteristicas
elastomeéricas ao polimero dando maior flexibilidade ao PU, enquanto os
segmentos rigidos se devem ao isocianato e ao extensor da cadeia e
conferem propriedades como dureza e resisténcia (VILAR, 1999; MAAFI
et al., 2010). Assim, as propriedades finais de um poli(ureia-uretano) sdo
dependentes da natureza, das caracteristicas fisicas e quimicas destes
constituintes assim como do método de obtencéo destes.

2.6 Sintese de poli(ureia-uretano)

Nos ultimos anos poli(ureia-uretano) tem sido cada vez mais
utilizados em uma variedade de aplicacGes devido, principalmente, ao seu
custo-beneficio e qualidade ambiental (ZIA et al., 2007). Na literatura trés
técnicas sdo descritas para sintese de nanoparticulas de PU, sendo estas:
método em uma etapa, método em duas etapas e polimerizacéo interfacial.
A diferenca entre os métodos em uma e duas etapas esta na sequéncia da
adicdo dos reagentes e em alguns casos no uso de solventes. Mais
recentemente a técnica de polimerizacdo interfacial vem sendo reportada na
sintese de nanocapsulas de poli(ureia-uretano).

2.6.1 Método em uma etapa
Neste método os mondmeros (diisocianato e poliois), extensor de
cadeia e demais componentes da reacdo sdo adicionados ao reator
simultaneamente para formagdo do produto final. Neste caso, o isocianato
esta livre para reagir com qualquer outro composto do sistema como a dgua
ou o extensor de cadeia quando presentes no meio reacional. As moléculas
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presentes na formulacdo possuem reatividades diferentes podendo estas
reagir preferencialmente com o isocianato ou outro composto presente na
reacdo. Como os extensores de cadeia consistem de alcoois primarios ou
aminas primarias, estes geralmente reagem com o0s isocianatos antes dos
polidis. Isto resulta na formacdo de segmentos rigidos de comprimento
variado, distribuidos ao acaso, ndo havendo controle do segmento rigido da
cadeia (BOCK, 2001).

2.6.2 Método em duas etapas (método do pré-
polimero)

No método em duas etapas ha uma pré-reacdo de um isocianato com
um diol de massa molar entre 1000-4000g/mol, para formacdo de um
produto intermediario chamado pré-polimero que apresenta baixa
concentracdo de grupos NCO (aproximadamente 3% a 10% da massa). Em
uma segunda etapa, o pré-polimero formado reage com um extensor de
cadeia para produzir o polimero final. Normalmente, uma pequena
guantidade de solvente orgéanico até 15 % em massaé usada para diminuir a
viscosidade do meio (DODGE, 2003; OLIVEIRA, 2008).

Neste método os grupos NCO restantes reagem criando segmentos
rigidos uniformes contendo uma unidade de extensor e duas unidades de
isocianato resultando em blocos rigidos de tamanho pequeno e uniforme, o
que confere ao material obtido propriedades melhoradas, com relacdo a
resisténcia ao corte e a ruptura (OLIVEIRA, 2008; VROMAN e
TIGHZERT, 2009).

2.6.3  Polimerizacéo interfacial

A polimerizagdo interfacial ocorre na interface de duas fases
imisciveis e de componentes com baixa massa molar, cada uma contendo
um dos mondémeros. Os mondmeros dissolvidos sdo difundidos na
interface, onde ocorre a reacdo de polimerizacdo. O polimero resultante é
geralmente imiscivel nas fases liquidas, sendo que uma pelicula polimérica
cresce na interface (CHEN et al., 2009). Este método se baseia em duas
etapas. Na primeira etapa é formada uma emulsdo 6leo em &gua e o
mondmero diisocianato é colocado nas gotas da emulsdo. Na segunda etapa
ocorre a polimerizacdo pela adicdo do segundo mondmero solGvel na fase
aquosa (amina ou poliol) ao sistema (BOUCHEMAL et al., 2004a).

2.7 lIsocianatos
Isocianatos sdo compostos que possuem em sua estrutura um ou
mais grupamentos NCO que reagem com atomos de hidrogénio ativo,
presentes nos polidis, dgua e extensores de cadeia (HARE, 1994;
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WEGENER et al., 2001; VILAR, 2008). Os isocianatos mais usados na
sintese de poli(ureia-uretano) sdo os isocianatos bifuncionais sendo assim
chamados de diisocianatos. Os diisocianatos podem ser aromaticos ou
alifdticos como o 4,4'-difenilmetano diisocianato (MDI) e MDI
hidrogenado (HMDI). Outro isocianato igualmente importante na indistria
de poli(ureia-uretano) é o toluenometil diisocianato (TDI) com o
grupamento isocianato nas posicdes 2,4 ou 2,6 e o diisocianato de isoforona
(IPDI) (Tabela 1) (VERMETTE et al., 2001; WEGENER et al., 2001).

Tabela 1 - Diisocianatos comumente usados na a sintese de PU

Diisocianato Nomenclatura Estrutura molecular
HDI Diisocianato de N _
hexametileno °
MDI 4,4'-difenilmetano o ot o
diisocianato -
. /:/-‘l\co ocw-vj.;_,z NCO
2,4-TDl e 2,4-Toluenometil () i
2,6-TDI diisocianato e 2,6- 7

Toluenometil diisocianato

IPDI Diisocianato de isoforona Q

Os diisocianatos, como exposto, tem a capacidade de formar
estruturas e PU distintas, assim a escolha destes monémeros para uma dada
aplicacdo deve ser baseada nas suas caracteristicas, como estrutura e
reatividade, pois tem influéncia direta nas caracteristicas finais do PU.

2.7.1  Reatividade dos isocianatos

Um dos fatores importante na escolha do diisocianato esta baseado
na sua reatividade, pois esta caracteristica esta diretamente relacionada as
propriedades do produto final, assim como sua aplicabilidade. A estrutura
do isocianato tem importancia na reatividade do grupamento NCO, que é
aumentada por substituintes que elevem a carga positiva no carbono. Os
isocianatos sdo compostos que possuem grupamentos altamente insaturados
(R-N=C=0), onde o carbono apresenta-se como um centro deficitario
eletrénico, representado através dos hibridos de ressonancia. Os grupos
NCO possuem velocidades reacionais que variam com o0s diversos
compostos contendo 4tomos de hidrogénio ativo (LIGABUE, 1995).

Grupos receptores de elétrons ligados ao grupamento NCO
aumentam sua reatividade e os doadores a reduzem, por isso isocianatos
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aromaticos sdo mais reativos do que os alifaticos (SUBRAMANI et al.,
2004; OLIVEIRA, 2008). Geralmente, diisocianatos alifaticos, como o
IPDI e o HMDI séo comercialmente utilizados, devido a sua baixa
reatividade com agua quando comparados com 0s isocianatos aromaticos,
como MDI e o TDI (LIMA, 2007). Os diisocianatos que contém o0s
grupamentos NCO no mesmo anel aromatico a reatividade depende do
efeito ativador do outro grupo substituinte. O decréscimo da reatividade é
maior se outro substituinte estiver presente em posi¢do orto em relagéo ao
segundo NCO. Se o primeiro NCO reagir com a hidroxila de um alcool, por
exemplo, o grupo NCO néo reagido passa a ter reatividade igual a de um
monoisocianato com um substituinte uretano, e o grupo uretano tem efeito
ativador bem menor do que o grupo NCO na mesma posicdo (VILLAR,
2008; OLIVEIRA, 2008).

O IPDI, alvo de estudo deste trabalho é uma molécula assimétrica,
cicloalifatica, comercializado na forma de mistura de isémeros (25/75
cis/trans), possuindo assim quatro grupos NCO diferentes. Dois sdo grupos
NCO alifaticos e secundarios, com reatividade de aproximadamente metade
da do NCO do HDI. Os outros dois grupos NCO sdo primarios, porém
estericamente impedidos e com velocidade cinco vezes menor do que do
MDI, o que torna o IPDI o menos reativo dos isocianatos comerciais
(VILLAR, 2008). Sendo assim, sua menor reatividade reduz a
possibilidade das reacdes laterias com as hidroxilas da dgua havendo uma
menor formagdo de ureia, além de ser menos volatil devido sua menor
pressdo de vapor e apresentar menor tocixidade por ser um diisocianato
alifatico.

2.8 Polidis

Uma grande variedade de polidis é utilizada na manufatura de
poli(ureia-uretano), desde compostos naturais como o éleo de mamona, que
contém grupos hidroxilas, até polidis sintéticos com caracteristicas
especificas. Entre os monémeros hidroxilados, podem ser utilizados alcoois
de baixa massa molar, poliéteres, poliésteres, policaprolactamas, polimeros
naturais como celulose e lignina, triglicerideos como o éleo de mamona,
entre outros (COUTINHO et al., 2002; VILLAR, 2008). Os poli6is mais
simples sdo glicdis, como glicois etilénicos, 1,4-butanodiol, e 1,6-
hexanodiol que possuem baixa massa molar e ddo origem a segmentos
poliméricos rigidos devido a alta concentragdo de grupos uretanicos por
unidade polimérica. Poliois de massas molares maiores normalmente sdo 0s

poliéteres e poliésteres terminados por grupos hidroxila (SERVES, 2007).
Polietilenoglicol (PEG) é um polimero formado através etileno
glicol, aprovado para consumo interno pelo FDA (Food and Drug
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Administration) e possui grande importancia para as areas biomédicas e de
biomateriais. Produzido mundialmente em grandes quantidades e com
massas molares variando de poucas centenas a milhares de daltons. A
utilizacdo de PEG é de grande interesse na biotecnologia principalmente
por biodegradavel, além de auxiliar na liberagdo de farmacos pelo aumento
da circulacdo sistémica das nanoaprticulas. Tais propriedades conferem
ampla utilizacdo como agente emulsificante, umectante, lubrificante e
plastificante nos setores alimenticio, farmacéutico, médico, odontolégico,
cosmético, téxtil, entre outros (LI, 2003; OSHIMA et al., 2009).

Policaprolactona (PCL) é um dos mondmeros mais frequentemente
utilizadas como segmentos flexiveis na sintese de poliuretanos degradaveis,
geralmente a sua utilizagcdo esta associado ao aumento da cristalinidade
assim como das propriedades mecanicas dos elastdmeros de poliuretanos
(ZHANG et al., 2012; da SILVA et al.,, 2010). Durante o processo de
degradacdo as ligacOes éster do PCL podem ser hidrolisadas e o seu
produto de degradacéo obtido é a 6-hidroxi-hexan6ico um metabdlico ndo
toxico o que torna a sua aplicagcdo em particulas aplicadas na liberagdo de
farmaco interessante (da SILVA et al., 2010; MARCOS-FERNANDEZ et
al., 2006).

Glicerol ou Propano-1,2,3-triol € um composto organico pertencente
a funco alcool. E liquido & temperatura ambiente (25°C), higroscopico,
inodoro, viscoso e de sabor adocicado e apresenta trés hidroxilas em sua
estrutura molecular, esta presente nos 6leos e gorduras de origem animal e
vegetal ligados a acidos graxos tais como o acido esterearico, oleico,
palmitico e laurico para formar a molécula de triacilglicerol (IUPAC,
1997). Devido sua solubilidade em &agua a utilizagdo de glicerol na
obtencdo de poli(ureia-uretano) faz com a polimerizagdo ocorra na
interface 6leo/agua, também devido ao seu arranjo molecular apresentar
trés hidroxilas, as reagdes utilizando glicerol possibilitam a obtengéo de
polimeros ramificados ou reticulados (CHUN et al., 2007; CHERNG et al.,
2013).

Todo o glicerol produzido no mundo, até 1949, era proveniente da
indUstria de sabdo. Atualmente, 70% da producdo de glicerol nos Estados
Unidos ainda provém dos glicerideos (6leos e gorduras naturais) e o
restante, da producdo do glicerol sintético (subproduto da fabricacdo de
propileno), da producdo de acidos graxos e também de ésteres de acidos
graxos (biodiesel). No ano de 2000 a producdo mundial de glicerol foi
estimada em 800 mil toneladas, sendo que 10% deste total sdo oriundos de
indUstrias responsaveis pela produgdo de biodiesel (KIRK-OTHMER,
2007; VALLIYAPPAN et al., 2008).

Oleos vegetais estdo sendo vistos como uma importante fonte
alternativa de grupamentos hidroxil na sintese de poli(ureia-uretano) por
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apresentarem um competitivo custo quando comparado a outros poliois,
além de ser oriundo de uma fonte renovavel (MUTLU e MEIER, 2010). A
obtencdo de poli(ureia-uretano) a base de fontes renovaveis como Gleos
vegetais tem sido visto pelos pesquisadores como uma interessante
alternativa para a substituicdo de pdlios com origem petroquimica
(ROSLINDO et al., 1997; VILLAR, 2008). O 6leo de mamona, por
apresentar grupos hidroxila em sua composi¢do é um atrativo poliol na
obtencdo de PU. Cerca de 90% dos acidos graxos presentes no 6leo de
mamona se constituem no &cido ricinoléico, sendo os 10% restantes
referentes a &cidos graxos ndo hidroxilados, principalmente os acidos
linoleicos e oleicos, o que confere ao 6leo de mamona uma funcionalidade
média igual a 2,7. O valor do indice de hidroxilas é de 163 mg de KOH/g e
trata-se de um produto obtido com alto grau de pureza (KOUTROUBAS et
al., 1999; VILLAR, 2008).

A grande variedade de reagentes e possibilidades de selecdo destes
materiais proporciona a obtencéo de poli(ureia-uretano) com caracteristicas
fisicas e quimicas distintas, possibilitando também a producdo de
polimeros lineares ou reticulados, contendo ndo sé ligagGes uretanicas, que
sdo a base de sua classificacdo, mas também outros tipos de ligacdes
(COUTINHO et al., 2002). Com o objetivo de desenvolver um sistema de
liberacdo de farmacos com baixa toxicidade, o dleo de mamona usado
como mondmero na sintese de nanoparticulas de PU em meio aquoso
torna-se uma importante alternativa, principalmente nos ultimos anos
quando polimeros biodegradaveis de fontes renovaveis tém aplicabilidade
em diferentes &reas. Assim, o estudo dessas varidveis é alvo de muitos
trabalhos, ndo apenas por influenciarem nas caracteristicas do polimero
obtido ao final da reacdo, mas para avaliar os efeitos cinéticos da reacdo
que serdo influenciados pelo tipo de ligacdo, reatividade e concentracdo dos
reagentes utilizados.

2.9 Poli(ureia-uretano) em aplica¢fes biomédicas

2.9.1 Dispositivos de poli(ureia-uretano)

Nos Ultimos anos, varios materiais artificiais desenvolvidos para
aplicacdes biomédicas, vém sendo testados, com o intuito de avaliar as suas
propriedades na utilizacdo em &reas multidisciplinares como medicina,
biologia, quimica e engenharias. As propriedades mais importantes desses
materiais sdo a biocompatibilidade, baixa toxicidade, alta estabilidade,
densidade e massa molar adequado, resisténcia mecanica e elasticidade
adequada, além de baixo custo (ROSLINDO et al., 1997; ZANETTI-
RAMOS et al., 2005; MAAFI et al., 2010; DING et al., 2011, YU et al.,
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2011; CHERNG et al., 2013). A aplicacdo de materiais poliméricos com
finalidades terapéuticas esta crescendo rapidamente e tem sido evidenciado
em diversos campos como nha engenharia de tecidos, implante de
dispositivos médicos e oOrgdos artificiais, proteses, oftalmologia,
odontologia, reparo ésseo entre outros (NAIR e LAURENCIN, 2007;
JAHNO et al., 2010).

PU sdo uma importante classe de polimeros que nos Gltimos anos
vem sendo estudada, pois além de possuir ampla aplicacdo tecnoldgica em
diferentes &reas, apresenta boas propriedades fisicas, mecéanicas e
biocompatibilidade com tecidos (CHEM et al., 2000; BOUCHEMAL et al.,
2004; MAAFI et al., 2010).

2.9.2 Nanoparticulas de poli(ureia-uretano)

Estudos recentes (VERMETTE et al., 2001; TORINI et al., 2005;
ZANETTI-RAMOS et al., 2006; BUDRIENE et al., 2007; GAUDIN e
SINTES-ZYDOWICZ, 2008; DING et al., 2011, YU et al., 2011,
MORRAL-RUIZ et al., 2012; VALERIO et al., 2013; CHERNG et al.,
2013) vém apontando para um novo segmento de particulas biocompativeis
e biodegradaveis aplicadas para a liberacdo controlada de farmacos. As
vantagens da utilizacdo de nanoparticulas incluem a liberagdo controlada
ou prolongada da substancia nelas encontradas, redugdo de efeitos adversos
associados a substancia, protecdo de compostos da inativacdo antes de
atingirem o local de acdo, o aumento da penetragdo intracelular e o
aumento da atividade farmacoldgica (SANTOS e FIALHO, 2008;
MORRAL-RUIZ et al., 2012). Em estudos recentes MORRAL-RUIZ e
colaboradores (2012) apresentaram a sintese de nanoparticulas poli(ureia-
uretano) recobertas com lisina via nanoemulsdo agua/6leo. Os autores
descrevem a importdncia do revestimento das nanoparticulas com
moléculas hidrofilicas para aplicacdes farmacéuticas a fim de evitar o
reconhecimento dessas pelos mecanismos de defesa celular, fazendo assim
com que o farmaco néo alcance o alvo.

Obtencdo de nanocapsulas de PU envolve reacbes quimicas e
procedimentos de sintese relativamente complexos em relagcdo a outros
polimeros comumente utilizados em aplicagfes biomédicas, no entanto a
utilizacdo de PU como nanocarreador de farmcos vem mostrando um
crescente interesse na area farmacéutica e biomédica. HA uma grande
preocupacdo na literatura sobre a toxicidade de poliuretanos e seus
produtos de biodegradacdo. Isto é particularmente verdadeiro para o0s
poliuretanos derivados de diisocianatos aromaticos que podem ser
biodegradado em produtos toxicos de compostos diaminas aromaticas (da
SILVA et al., 2010). A literatura reporta poucos trabalhos envolvendo tanto
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estudos sobre citotoxicidade celular das nanoparticulas de PU quanto,
estudos envolvendo a toxicidade dos produtos de degradacdo gerados na
degradacdo das nanoparticulas de PU.

CRISANTE e colaboradores (2009) em estudo da tocixidade das
nanoparticulas de PU em células de carcinoma de laringe observaram que
os resultados obtidos apresentaram-se satisfatérios uma vez que nao foi
observado resisténcia ou crescimento das células quando em contato com
as nanoparticulas de PU a uma concentracdo de 0,25 pug/mL. WANG e
colaboradores (2013) avaliaram nanoparticulas de poliuretano sintetizadas
com os mondmeros diisocianato de hexametileno e n-metildietanolamina
(HDI-MDEA). Os autores verifacaram em estudos in vitro com células
umbilicais humanas que embora a atividade tumoral apresentasse reducdo,
as células apresentaram 100 % de viabilidade celular quando expostas a
uma concentragdes de 250 pg/mL.

Em estudos da toxicidade celular envolvendo os produtos da
degradacgdo da PU da Silva e colaboradores (2010) usando células epiteliais
da retina (ARPE-19) cultivadas em contacto com os produtos da
degradacdo de filmes de poliuretano, apresentaram resultados satisfatorios
em relacdo a toxicidade celular uma vez que quando em contato com as
céluas ARPE-19 as mesmas ndo apresentaram morte celular. OLIVEIRA e
colaboradores (2012) estudaram o desenvolvimento de um novo vidro
bioativo de poliuretano (HDI:PCL) para aplicacdo em tecidos ésseos, 0S
autores mostram que o0s produtos de degradagdo apresentaram baixa
toxicidade em estudos in vivo apresentando ainda baixa
osteocondutividade, medida essa fundamental para o crescimento e
migracéo das células nos scaffolds.

2.10 Consideragdes Finais

O estado da arte revelou o potencial em utilizar pdliois naturais
como fonte de hidroxila na reacdo de poliadicdo para a formacdo de
nanoparticulas de poli(ureia-uretano) a partir do isocianato IPDI, assim
como a utilizacdo de surfactantes biodegradaveis e atxicos com carater
ndo ibnico e estudo da atuacdo destes surfactantes biodegradaveis nos
sistemas reacionais. Neste contexto, o presente trabalho aborda a produgéo
de nanoparticulas de poli(ureia-uretano) através da poliadicdo entre os
mondmeros diisocianato IPDI e do poliol 6leo de mamona utilizando
surfactantes biodegradaveis. O sistema reacional foi definido em fungdo
das caracteristicas dos compostos envolvidos na reacdo, das condicdes
otimas para reacdo entre os mondmeros e com base em alguns dados
existentes na literatura para sistemas semelhantes. Ainda as nanoparticulas
de poli(ureia-uretano) produzidas neste trabalho foram obtidas utilizando
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diisocianato alifatico, a fim de evitar a formacéo de produtos de degradacéo
toxicos uma vez que o obejetivo deste trabalho é a liberagdo de farmaco.
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CAPITULO Il

SINTESE DE NANOPARTI'CL}LAS DE POLI(UREIA-
URETANO) CONTENDO OLEO DE ACAI VIA
POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

3.1INTRODUCAO

Nos ultimos anos nanoparticulas poliméricas (NPs) ganharam
crescente popularidade como veiculos promissores para administracdo de
medicamentos e outros agentes (DING et al., 2011; SOUTO et al., 2012). O
desenvolvimento de nanoparticulas de poli(ureia-uretano) (PU) tem atraido
muita atencdo devido as suas excelentes propriedades fisicas assim como
seu potencial para uma variedade de aplicacdes farmacéuticas, médicas e
de cosméticos, tais como carreadores de farmacos (SOUTO et al., 2012;
DING et al., 2011; ZANETTI-RAMOS et al., 2010; GAUDIN e SINTES-
ZYDOWICZ, 2008; TORINI et al., 2005).

Nanoparticulas de PU podem ser sintetizados através de diferentes
técnicas, tais como polimerizacdo em miniemulsdo e polimerizacdo
interfacial (ZANETTI-RAMOS et al., 2006; BOUCHEMAL et al., 2004;
JABBARI ¢ KHAKPOUR, 2000). Miniemulséo é classicamente definida
como uma dispersdo aquosa de goticulas de 6leo relativamente estavel
preparadas por um sistema contendo a fase organica, agua, um surfactante e
um coestabilizador (EL-AASSER e SUDOL, 2004; ANTONIETTI e
LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002). A ideia da polimerizacdo em
miniemulsdo € iniciar a polimerizacdo em cada uma das gotas pequenas e
estaveis, isso significa que a polimerizagdo ocorre em pequenas nanogotas
ou nanoreatores permitindo assim a encapsulacéo de diferentes compostos.

Como relatado por TIARKS e LANDFESTER, (2001), quando as
particulas de PU séo obtidas por polimerizacdo em miniemulsdo direta para
um sistema Oleo em &gua dois caminhos reacionais podem ocorrer: 1)
poliadicéo do isocianato com o poliol para formar uretano e 2) hidrdlise do
isocianato para formar ureia e CO,, sendo que esta reacdo resulta em uma
perda de estequiometria, bem como na formagdo de polimeros com baixa
massa molar (ZHANG et al., 2012; BARRERE e LANDFESTER, 2003),
logo, para algumas aplicacdes este caminho de reacdo deve ser minimizado.
Neste sentido, para reduzir a reacdo com agua que compde a fase continua,
faz-se necessario o uso de um diisocianato com menor reatividade como o
diisocianato de isoforona (IPDI) (TIARKS e LANDFESTER, 2001,
TORINI et al., 2005; COUTINHO et al., 2002).

Diversos  0Oleos vegetais compostos principalmente  de
triacilglicerol tém atraido & atencdo da industria farmacéutica e de
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cosméticos devido a suas propriedades. Oleo da polpa de acai (Euterpe
oleracea) que possui propriedades de regeneracdo da epiderme, estimulo
para a cicatrizacdo e equilibrio da oleosidade (MACHADO, 2010;
NASCIMETO et al., 2008). Neste capitulo, descreveremos a sintese de
nanoparticulas de PU através da polimerizacdo em miniemulsdo com a
incorporacao de 6leo de acai. A influéncia das condicGes reacionais como
tipo de poliol, temperatura de reacdo, concentracéo e tipo de surfactante na
obtencdo de NPs de PU foi verificado. Estes resultados séo apresentados
em VALERIO et al. (2013).

3.2MATERIAL E METODOS

3.2.1 Reagentes

O monoémero diisocianato de isoforona (IPDI, 98 %, massa molar
(Mw) 222 g/mol) foi fornecido pela empresa Killing S.A. Os polidis
utilizados foram 6leo de mamona (100%, Mw 928 g/mol), triacilglicerol
em que a maioria das cadeias de acidos graxos sdo compostos por acido
ricinoléico (SHAHIDI, 2005), poli(etilenoglicol) (PEG) acido graxo mono-
insaturado contendo dois grupos hidroxila, com massa molar média 950-
1050 g/mol (PEG1000, Linfar) ou 380-420 g/mol (PEG 400, Sigma
Aldrich). Como coestabilizador foi utilizado o dleo de acai, um
triacilglicerol que predominantemente apresenta acidos  graxos
monoinsaturados (&cido oleico) em sua composicdo, foi fornecido pela
empresa Beraca. Os surfactantes polisorbato 80 (Tween 80), Span 80 e
Lutensol AT 25 foram adquiridos, respectivamente, da Oxiteno, Aldrich
Sigma e BASF. Para as andlises de massa molar o solvente tetra-
hidrofurano (THF, Merk) foi utilizado. Os reagentes foram utilizados tal
como recebidos.

3.2.2Polimerizacdo em miniemulséo

As NPs de PU foram sintetizadas através da polimerizagdo em
miniemulsdo de acordo com o procedimento descrito a seguir. A fase
aquosa foi preparada com 2 g (20 % em massa) de surfactante em relacéo a
fase orgénica (salvo mengdo em contrario). A fase orgénica foi preparada
com 3,3 g de 6leo de acai (50 % em massa em relacdo a fase organica),
0,60 g de PEG (10 % em massa em relacdo aos mondmeros), IPDI e 6leo
de mamona, com razdo molar 1,5:1. A fase aquosa foi adicionada
lentamente a fase organica mantida sob agitacdo magnética durante 5 min a
40 °C. A miniemulsdo foi entdo preparada por sonificacdo da emulsdo
anterior durante 120 s com amplitude de 70 % (Fisher Scientific, -
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Dismembrator Ultrasonic 500, 400 W). As reacdes de polimerizacdo em
miniemulsdo foram realizadas a temperatura constante (70 °C, a menos que
mencionado de outro modo), baixa pressdo (1 atm) durante 4 horas.

3.2.3 Caracterizacao

A massa molar das NPs PU foi determinada por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC) utilizando para tanto um Cromatoégrafo Liquido
de Alta Eficiéncia (HPLC, modelo LC-20A, Shimadzu) equipado com um
detector de RID-10A, em THF, a 35 °C. O conjunto de colunas utilizado
consiste em trés colunas em série (300x8 mm GPC-801, 804 e GPC-GPC-
807). As andlises de HPLC foram realizadas por injecdo de 20 pL de uma
solugdo a 0,5 % em massa de polimero tendo como solvente
tetrahidrofurano (THF, Merck), previamente filtrado através de um filtro de
teflon com mesh de 450 nm. As distribuicbes de massa molar e massas
molares médias foram calculadas com base em padrdes de poliestireno
entre 580 g/mol e 3,8 milhdes g/mol.

Os produtos da reagdo foram verificados por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), em modo de
refletdncia total atenuada (ATR). A banda de absor¢do com a localizagéo
do pico a 2272 cm™, devido & vibracdo de alongamento dos grupos
isocianato N=C=0, foi utilizada para identificar o IPDI. A banda de
absorcdo com a localizacdo de pico entre 1680-1650 cm™ do grupo N-H de
ureia e a banda de absorcéo entre 1740-1700 cm™, devido ao alongamento
da vibragdo de C=0 do grupo de uretano, foram utilizados para identificar a
PU, ao final do tempo de reacgéo.

Os diametros médios das particulas (médias em intensidade - Dp?)
foram medidos em duplicata utilizando equipamento de dispersdo dinamica
de luz (DLS, Zetasizer Nano S, Malvern). A morfologia das NPs de PU foi
avaliada por microscopia eletrnica de varredura com emissdo de campo
(MEV-FEG - JEOL JSM-6701F) e microscopia eletrdnica de transmissao
(TEM 100 kV - JEM-1011). Para a andlise de SEM as amostras foram
liofilizadas, colocadas sobre um stub e cobertas com uma fina camada de
ouro, para as analises de TEM as amostras foram diluidas em agua (1:10) e
gotejadas sobre um grid de cobre revestido com carbono.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito da temperatura de reacéo
Para estudar o efeito da temperatura de reagdo, quatro reacdes
foram realizadas a temperaturas entre 50 e 80 °C. O aumento da
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temperatura de reacdo de 50 a 60 °C e de 60 a 70 °C levou a um pequeno
aumento da massa molar ponderal média (Mw), tal como mostrado na
Tabela 2. O aumento da temperatura de reacdo para 80 °C, por outro lado,
resultou em um decréscimo de Mw de 17297 g/mol para a reagdo A3 a 70
°C para 10320 g/mol, na reacdo A4 realizada a 80 °C. Esta diminuicdo esta
relacionada com as reagfes paralelas do grupo isocianato com 4agua
formando ligacGes ureia, resultando em menores massas molares. Isto
ocorre, pois, a concentracdo de agua na fase organica aumenta com a
temperatura.

Tabela 2 - Efeito da temperatura de reacdo nas propriedades das NPs de
PU sintetizadas com 6leo de acai por polimerizagdo em miniemulsdo.
Condic@es reacionais: razdo molar IPDI/6leo de mamona = 1,5, 10 % de
PEG (vs monémeros), 20 % de Tween 80 e 50 % de 6leo de agai (vs fase
organica), 4 horas de reacao.

Reacdo  Temperatura (°C) Dp(hm) Mw(g/mol) Mn (g/mol)

Al 50 269+1,41 14458 7506
A2 60 305+0,70 15699 7961
A3 70 225+2,82 17297 7574
A3* 70 218+2,04 18053 7756
A3** 70 230+2,41 18010 9033
A4 80 304+0,80 10320 6469

* Duplicata e ** triplicata de reacdo A3.

Para confirmar se 0 aumento da massa molar da reacdo A3 (17297
g/mol) a 70 °C em comparagdo com A4 reacdo a 80 °C foi devido a uma
menor formagdo de ligacGes de ureia, as amostras de PU destas duas
reacOes foram analisadas por FTIR, como mostrado na Figura 7. As
andlises de FTIR confirmaram que quando a temperatura da reagdo foi
elevada de 70 °C para 80 °C a razdo entre a banda de absor¢do com a
localizagdo de pico entre 1680-1650 cm™ caracteristico do grupo N-H da
ureia e a banda de absorcdo de uretano (1740-1700 cm™) foi mais intensa
indicando maior formacdo de ureia a uma temperatura de reacdo mais
elevada. Por conseguinte, para favorecer a reacao do isocianato IPDI com o
poliol e levar a uma maior formagdo de ligagdes uretano, 70 °C foi
escolhido como a temperatura de reagdo para as rea¢des subsequentes.
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Figura 7 - FTIR das NPs de PU com 0leo de agai, sintetizadas via
polimerizacdo em miniemulséo. (a) 70 °C e (b) 80 °C.

As nanoparticulas da reacdo A3, que apresentaram a maior massa
molar (17297 g/mol), foram observadas por microscopia electronica de
varredura (MEV-FEG), e sdo apresentadas na Figura 8. A analise FEG-
SEM permitiu verificar a morfologia esférica das NPs de PU com dleo de
acai. A maioria das particulas apresentou didmetro de particula de 100 nm e
a presenca de algumas particulas maiores levou ao aumento do didmetro
médio em intensidade (Dp”) medido por DLS (225 nm com PDI = 0,221).
Na Tabela 2 pode-se observar que quando a temperatura da reacdo foi
aumentada de 50°C a 80°C a variacdo do diametro de particula nédo
apresentou uma tendéncia clara.
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Figura 8 - Imagens de (a) MEV-FEG e (b) TEM das NPs de PU com dleo
de acai obtidas através de polimerizacdo em miniemulsdo com raz&o molar
IPDI/6leo de mamona = 1,5, 10 % de PEG1000 (vs mondmeros), 20 % de
Tween 80 e 50 % de 6leo de acai (vs fase orgénica).

3.1.1 Influéncia do tipo de poliol

A Tabela 3 mostra os resultados da polimerizacdo em miniemulséo
utilizando diferentes tipos de polidis. Comparando as reacdes em que 0
PEG 400 e PEG 1000 foram utilizados, como poliol, pode-se observar que
com o0 aumento da massa molar de PEG400 para PEG1000 houve um
aumento da massa molar de PU de 5056 g/mol para 7213 g/mol. Por outro
lado, quando o glicerol foi utilizado, obteu-se NPs de PU com menor massa
molar (Mw = 4324 g/mol). Estes resultados indicam que o aumento da
massa molar do poliol leva a um aumento da massa molar do polimero e
este efeito pode ser atribuido ao aumento do tamanho das unidades de
repeticdo na cadeia de PU. Esse efeito também foi observado com a
introducdo de PEG como comonémero do 6leo de mamona, sendo esse
efeito mais pronunciado quando PEG1000 foi usado.
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Tabela 3 - Efeito do tipo de poliol nas propriedades das NPs de PU com
6leo de acai preparadas via polimerizacdo em miniemulsdo. Condigdes
reacionais: razdo molar IPDI/6leo de mamona = 1,5, 10 % de PEG (vs
mondmeros), 20 % de Tween 80 e 50 % de 6leo de acai (vs fase organica),
70 °C, 4 horas de reagéo.

Poliol Poliol Dp (nm) PDI Mw Mn
Mw (g/mol)  (g/mol)
(g/mol)
Oleo de mamona 928 179+353 0,253 8999 5753

Oleo de mamona® ~ 1000/928 225+2,82 0,221 17297 7574
Oleo de mamona®  400/928  197+2,61 0,240 11178 6861

PEG 1000 1000 191+4,94 0,507 7213 5465
PEG 400 400 124+4,17 0,172 5056 3848
Glicerol 92 135+1,93 0,071 4324 3362

10 % de PEG 1000 em relagdo aos mondmeros
® 10 % de PEG 400 em relag&o aos mondmeros

O tipo de poliol também influenciou o tamanho das particulas e o
indice de polidispersividade (PDI). Enquanto a reacdo com PEG 400
resultou em particulas com Dp igual a 124 nm (com Pdl = 0,172), a reacdo
tendo PEG 1000 como poliol, levou a formagdo de NPs com Dp igual a 191
nm e PDI = 0,507. Este aumento de Dp e PDI com a massa molar do PEG é
atribuido ao aumento da viscosidade da fase dispersa tornando a
miniemulsificacdo mais difici. Uma wvez que as condicdes de
miniemulsificacdo ndo foram variadas entre as reagdes para permitir uma
melhor comparagdo, verifica-se que a miniemulsificacdo foi mais eficaz
para sistemas que apresentam fase dispersa com viscosidade mais baixa. Da
mesma forma, quando o PEG foi utilizado como comonémero do 6leo de
mamona um pequeno aumento foi observado no tamanho das particulas,
especialmente quando foi utilizado PEG 1000. ZANETTI-RAMOS et al.
(2006) observaram um aumento no diametro das particulas de 246 nm para
261 nm, quando o PEG 400 foi usado como co-mondmero na sintese de PU
com 6leo de mamona e IPDI.
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Figura 9 - Distribuicdes de tamanho de particulas (determinadas por DLS)
das NPs de PU com dleo de acai, sintetizadas por polimerizacdo em
miniemulsdo com diferentes tipos de poliol.

Enquanto polidis com baixa massa molar como PEG 400 e
especialmente o glicerol resultaram em particulas menores, com
distribuicBes de tamanhos estreitas, como mostrado na Figura 9, os polidis
de maior massa molar como PEG 1000 e 6leo de mamona, levaram a
formacdo de distribuicdes de tamanhos de particulas mais amplas, como
observado nas imagens de MEV-FEG e TEM (Figura 8).

3.3.2 Efeito do tipo do surfactante

A estabilidade coloidal é geralmente determinada pelo tipo e
quantidade de surfactante (TORINI et al., 2005). Neste capitulo, foram
avaliados diferentes surfactantes ndo ibnicos, resultando em dispersbes
poliméricas com diferentes tamanhos de particula e estabilidade. De acordo
com os resultados mostrados na Tabela 4, os surfactantes com um balanco
hidrofilico-lipofilico (HLB) com valor entre 15 e 16, tal como o Tween 80
ou a combinacdo entre Luthensol AT25/Span 80 resultou em particulas
menores (respectivamente 225 nm e 238 nm), com uma distribuicdo (PDI)
mais estreita 0,221 e 0,241, respectivamente.
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Tabela 4 - Efeito do tipo de surfactante nas propriedades das NPs de PU
com O6leo de agai, sintetizadas via polimerizagdo em miniemulsdo.
Condicdes reacionais: razdo molar IPDI/6leo de mamona = 1,5, 10 % de
PEG1000 (vs mondmeros), 50% de 6leo de acai (vs fase organica), 20 %
surfactante, 70 °C e 4 horas de reagéo.

Surfactante HLB Dp (nm) PDI
Tween 80 15 225+2,82 0,221
Span 80 4,3 - -
Tween 80/Span 80* 12 338+8,13 0,297
Lutensol AT 25 20 469+7,70 0,517
Lutensol AT25/Span 80** 16 238+4,24 0,241

*Tween 80/Span 80 razdo massica: 72/28 e **Lutensol AT 25/Span 80
razao massica: 74,5/25,5.

Além disso, os tamanhos médios e indice de polidispersdo das
nanoparticulas de PU com 6leo de agai sintetizado com os surfactantes
citados acima ndo apresentam variac@es do diametro de particulas ap6s um
ano de armazenamento a aproximadamente 4 °C. Os surfactantes com
valores de HLB entre 8 e 18 sdo indicados para sistemas agua-6leo (O/W) e
surfactantes com valores de HLB mais baixos sdo indicados para sistemas
agua-6leo (W/O) (ROSEN, 2004). Sendo assim, como esperado, quando
Span 80 com um HLB = 4,3 foi utilizado como surfactante as
miniemulsdes encontradas apresentaram-se instaveis, com a formacdo de
precipitado apds 4 horas. Por outro lado, quando Lutensol AT 25 (HLB =
20) foi utilizado como surfactante o didmetro medio das particulas
encotrado foi 469 nm, com uma distribuicdo mais ampla (PDI = 0,517).

3.3.3Efeito da concentracéo de surfactante

A concentracdo de surfactante é outro fator importante na
polimerizacdo em miniemulsdo, concentrages mais elevadas de surfactante
permitem a estabilizacdo de grandes areas interfaciais e, portanto, favorece
a formacdo de pequenas goticulas/particulas. No entanto, a concentragéo do
surfactante na fase continua de uma miniemulsdo deve estar abaixo da sua
concentracdo micelar critica (CMC) para evitar a presenca de micelas. Na
secdo anterior, foi mostrado que um surfactante ndo iénico como Tween 80
pode ser utilizado de forma eficiente na sintese de NPs PU com 6leo acai.
Aumentando a quantidade de surfactante Tween 80 entre 5 % a 20 % (ver
Tabela 5) é possivel reduzir o tamanho das NPs de PU, bem como
aumentar a massa molar do polimero final.
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Tabela 5 - Efeito da concentragdo de surfactante Tween 80 nas
propriedades das NPs de PU com oOleo de acai, sintetizadas via
polimerizacdo em miniemulsdo. Condi¢Bes reacionais: razdo molar
IPDI/6leo de mamona = 1,5, 10 % de PEG1000 (vs monémeros), 50 % de
6leo de acai (vs fase organica), 70 °C, 4 horas de reagéo.

Tween 80 Dp PDI Mw Mn
(wt %) (nm) (g/mol)  (g/mol)

5 406+6,36 0,309 10630 6504

10 331565 0,266 12654 6991

20 225%2,82 0,221 17297 7574

Aumentando a concentracdo de Tween 80 de 5 % a 20 % resultou
em uma diminui¢do no tamanho das particulas (Tabela 5), a partir de 406
nm para 225 nm, 0 mesmo comportamento pode ser observado para o
indice de polidispersdo, que foi reduzido de 0,309 para 0,221,
respectivamente, para as concentracdes de 5 % e 20 %. O aumento da
concentracdo de Tween 80 auxilia na estabilizacdo das gotas do monémero
durante o periodo de sonificacdo diminuindo assim a coalescéncia e deste
modo, conduzindo a formacdo de particulas pequenas com uma
distribuicdo mais estreita.

O aumento da massa molar das nanoparticulas de PU de 10523
g/mol quando 5 % de Tween 80 foi utilizado para 17297 g/mol utilizando
20 % de Tween 80 pode ser relacionado a uma maior cobertura de
particulas de PU quando 20 % de Tween 80 foi utilizado, diminuindo a
reacdo entre 0s grupos isocianato e a agua e consequentemente, diminuindo
a formacdo de grupos de ureia, que estdo associados com a formacéo de
polimero de massa molar mais baixa. Na Figura 10 pode-se observar que a
banda de absorcdo com a localizacdo de pico entre 1680-1650 cm™, tipico
da ligagdo N-H, foi mais intensa para a reacdo com concentracdo mais
baixa de surfactante, indicando maior formacdo de grupos ureia em
comparagdo com a banda de absor¢do de uretano localizada entre 1740-
1700 cm™.
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Figura 10 - FTIR das NPs de PU com dleo de agai, sintetizadas via
polimerizacdo em miniemuls&o. (a) 20 % de Tween 80 e (b) 5 % Tween 80.

3.4 CONCLUSOES

Nesta etapa do trabalho, foi mostrado que a escolha da temperatura
da reacdo e do tipo de poliol ¢ muito importante na sintese de
nanoparticulas de PU com 6leo de agai, pois ambos influenciam fortemente
a massa molar do polimero formado. O tamanho das NPs de PU e a massa
molar também foram influenciados pelo tipo de surfactante e a pela sua
concentracdo. O surfactante ndo i6nico Tween 80 permitiu a obtencédo de
NPs de PU com 225 nm, com uma massa molar em torno 17000 g/mol. A
morfologia da particula foi verificada por microscopia eletrbnica de
varredura e microscopia electronica de transmisséo. A espectroscopia FTIR
permitiu confirmar o término da polimerizacéo, auséncia da banda referente
ao grupo isocianato, e verificar os produtos obtidos no final das reagdes.
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CAPITULO IV

EFEITO DA RAPIAQAO MICROONDAS NA OBTENCAO DE
NANOPARTICULAS DE POLI(UREIA-URETANO) VIA
POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

4.1 INTRODUCAO

Microondas é um tipo de energia radiante que faz parte do
espectro eletromagnético, ou seja, é uma forma de radiacdo
eletromagnética. As microondas sdo classificadas como radiacdo ndo
ionizante, com efeito, estritamente térmico, tendo como principio basico o
aquecimento através da vibracdo molecular. Portanto, o aquecimento por
microondas € um processo de aquecimento muito diferente quando
comparado ao aquecimento convencional (FORTUNY et al., 2008;
COSTA et al., 2009; MARCASUZA et al., 2011; BOGDAL, 2012).

Durante os ultimos anos, o uso de reatores microondas
comerciais com excelente controle de temperatura e poténcia aumentou
significativamente a confiabilidade das rea¢fes de microondas em
diferentes areas da pesquisa (COSTA et al., 2009; XIONG et al., 2010;
MELO et al., 2010; MARCASUZA et al., 2011; BOGDAL, 2012, YU ¢
CHEN, 2013). Radiacdo microondas utilizada como método rapido e
eficiente de aquecimento do meio reacional apresenta vantagens
significativas sobre os métodos térmicos convencionais. Estudos
mostraram que quando comparada com reacBes utilizando aquecimento
convencional, as reaces utilizando radiagdo microondas tém como
principal vantagen taxas de reacdo mais elevadas, levando assim a uma
maior conversdo dos monémeros em um curto periodo de tempo (LI et al.,
2007; XIONG et al., 2010; YU e CHEN, 2013). Atualmente, a
polimerizacdo via miniemulsdo utilizando radiacdo microondas ndo é
amplamente investigada havendo poucos relatos na literatura.

HOLTZE e TAUER, (2007), em pesquisa realizada sobre o uso da
radiacdo microondas na polimerizacdo em miniemulsdo via radicais livres
observou conversGes ultrarrpidas e polimero final com massa molar
variavel de acordo com a variacdo da temperatura do forno de
polimerizacdo. Em estudos realizados por XIONG et al., (2010) na
obtencdo do copolimero fluoroacrilato via polimerizacdo radicalar em
miniemulsdo usando radiacdo microondas, os autores verificaram que 0s
didametros médios das particulas de latex obtido via radiacdo microondas
eram menores € mais monodispersos e apresentaram maior estabilidade
qguando comparado aos obtidos por meio de aquecimento convencional.
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ADLINGTON et al. (2013) investigaram a sintese de oligbmeros de
metacrilato de metila por polimerizacdo de transferéncia de cadeia
controlado por ATRP (Atom Transfer Radical Polimerization) utilizando
2,2’- azobisisobutyronitrile, 2,2’-azo-bis-iobutironitrila  (AIBN) como
catalisador mostrou que as reagdes foram aceleradas consideravelmente
com a utilizagdo de agquecimento por microondas. Segundo os autores a
aceleracdo do processo de sintese durante aquecimento por microondas é
atribuido ao aquecimento selectivo das espécies de radicais oligoméricas.

A obtencdo de poli(ureia-uretano) via polimerizacdo em
miniemulsdo tem atraido muita atencdo nas Gltimas décadas devido ao seu
uso em diferentes areas como farmacéutica, médica e de cosméticos,
principalmente como meio para libertacdo controlada de farmacos devido
as suas excelentes propriedades fisicas e de biocompatibilidade (TORINI et
al., 2005; CRESPY et al., 2007; ZANETTI-RAMOS et al., 2009; DING et
al.,, 2011; GAUDIN e SINTES-ZYDOWICZ de 2011; VALERIO et al.,
2013).

Com base no que foi apresentado, neste capitulo do trabalho o
uso de radiacdo microondas na polimerizagdo via miniemulsdo do
diisocianato (IPDI) foi investigada. Os resultados estdo voltados
principalmente para a comparagdo entre as técnicas de aquecimento via
radiacdo microondas e aquecimento convencional. Os efeitos cinéticos dos
pardmetros de reacdo, tais como temperatura, poténcia e tipo de poliol,
foram investigados uma vez que a literatura ndo relata trabalhos de
polimerizacdo em miniemulsdo em etapas conduzidas em reator
microondas como os apresentados nesse trabalho.

4.2 MATERIAL E METODOS

421 Materiais

Para a realizag8o das reacGes de miniemulsc¢éo foram utilizados os
mondmeros, diisocianato de isoforona (IPDI, 98 %, Mw 222 g/mol,
Sigma), como polidis poli(etilenoglicol) (PEG), um &cido graxo
monoinsaturado contendo dois grupos hidroxila, com massa molar média
380-420 g/mol (PEG 400, Sigma Aldrich) e 950-1050 g/mol (PEG1000,
Linfar). 1,6-hexanediol (99 %), glicerol (99 %), dleo de mamona (100 %,
Mw 928 g/mol, Linfar), composto rico em cadeias de &cidos graxos
constituido majoritariamente por acido ricinoléico (SHAHIDI, 2005).
Como surfactantes, foi utilizado dodecil sulfato de sédio (SDS) adquirido a
partir da Sigma-Aldrich. Crodamol, um triglicerideo saturado utilizado
como agente hidrofébico foi adquirido da Alfa Aesar. Na quantificagdo de
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grupamentos NCO livres ao final das reaces os reagentes n-dibutilamina
(99 %, Vetec), tolueno (99,5 %, Vetec), propanol (99,5 %, Synth), acido
cloridrico 1N (HCI, Cronoline, P.A) e azul de bromofenol 0.1 % (Lafan)
foram utilizados. Todos os reagentes foram utilizados como recebidos sem
purificagdo.

4.2.2  Procedimentos experimentais

4.2.2.1 Polimerizac¢do por aguecimento convencional

As nanoparticulas de PU foram sintetizadas via polimerizacao
em miniemulsdo de acordo com o procedimento descrito a seguir. A fase
aquosa (90 % em massa em relacdo a fase orgéanica) foi preparada com 10
% de surfactante SDS em relagdo a fase orgénica. A fase orgénica foi
preparada com 10% de PEG 1000 ou PEG 400 (em relacdo a monémeros) e
a razdo molar NCO:OH foi mantida constante em todas as reacfes em
1,5:1. A fase aquosa foi adicionada lentamente & fase organica e mantida
sob agitacdo magnética por 5 min a 40 °C. A miniemulsdo foi entdo
preparada pela sonificagdo da emulsdo anterior durante 300 s a uma
amplitude de 20 % (Malvern - Hidro 2000MU) utilizando banho de gelo na
tentativa de retardar o inicio da reacdo. Em seguida a temperatura foi
aumentada para 70 °C (salvo mencéo em contrario) e a reacdo mantida em
reator de vidro encamisado conectado a um banho termostatico com
circulacdo de dgua por 5 horas a baixa presséo (1 atm).

4.2.2.2 Polimerizacao em reator microondas

As reacBes de microondas foram realizadas em reator microondas
Discover S-Class, CEM localizado no Laboratério Ndcleo de Estudos de
Sistemas Coloidais — NUESC/UNIT. Para comparar os resultados, a
miniemulsdo inicial foi obtida utilizando a mesma metodologia descrita
acima, para aquecimento convencional. No entanto, apds a sonificacdo a
miniemulsdo foi colocada em reator microondas utilizando baléo de vidro
especifico para uso em microondas com capacidade de 35 mL. A
polimerizacdo se deu pela aplicagdo de radiacdo microondas a uma
poténcia de no maximo 50 W, 100 W, 150 W ou 300 W até a temperatura
desejada (50 °C a 80 °C) ser alcangada. As rea¢Ges foram mantidas por 5
horas no recipiente microondas. Para evitar o aquecimento ndo uniforme
durante a polimerizacdo em microondas, o reator foi equipado com uma
placa eletromagnética localizada abaixo da cavidade do microondas, que
permitiu a agitacdo das amostras durante as reagGes. O equipamento faz
uso de um sensor infravermelho, sem contato, para medidas de
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temperatura. Ao final de cada reagdo um jato de ar no interior da cavidade
do sistema foi utilizado para reduzir instantaneamente a temperatura da
miniemulsdo final. Apds cada procedimento, as amostras foram coletadas e
reservadas para caracterizacao.

Para excluir a influéncia da diferenca da temperatura entre o
aquecimento convencional e o aquecimento por microondas, a temperatura
de reacdo foi mantida tdo proxima quanto possivel em ambos 0os métodos.
As condicBes experimentais sdo apresentadas na Tabela 6. Durante as
reacOes foram retiradas amostras em duplicatas em intervalos regulares
para caracterizacdo. Ao final de cada reacdo a conversdo do mondmero
IPDI foi determinada a partir da titulagdo de volta dos grupamentos NCO
livres presentes no PU final com uma solugdo de n-dibutilamina seguindo
metodologia descrita pela ASTM D-2572 para determinacdo dos
grupamentos NCO livres.

Tabela 6 - Condicbes experimentais usadas na obtencdo de PU via
polimerizagdo em miniemulsdo utilizando radiagdo microondas e
aquecimento convencinal.

Fase monomeérica (NCO:0OH) T (°C)  Poténcia (W)
IPDI:1,6-hexanodiol 70 0
IPDI:6leo de mamona® 70 0
IPDI: 6leo de mamona® 70 0
IPDI:PEG400 70 0
IPDI:Glicerol 70 0
IPDI:1,6-hexanodiol 70 150
IPDI: 6leo de mamona® 70 150
IPDI: 6leo de mamona® 70 150
IPDI:PEG400 70 150
IPDI:Glicerol 70 150

IPDI: 6leo de mamona® 50 150
IPDI: 6leo de mamona® 60 150
IPDI: 6leo de mamona® 80 150
IPDI: 6leo de mamona® 70 50
IPDI: 6leo de mamona® 70 100
IPDI: 6leo de mamona® 70 300

10 % de PEG 1000 em relagio aos mondmeros

®10 % de PEG 400 em relagdo aos mondmeros

4.2.3 Caracterizagdo do polimero
Além da titulagdo para determinacdo da reducdo dos
grupamentos NCO, os produtos formados na reagdo foram verificados por

70



espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), em
modo de refletancia total atenuada (ATR). A banda de absor¢do com
localizacdo do pico em 2272 cm™, devido a N=C=0 dos grupos isocianato,
foi definida para identificacdo do IPDI. Para a identificacdo dos produtos
de reacdo presentes no polimero final a banda de absorcéo localizada entre
1680-1650 cm™ referente a0 grupo N-H e de ureia e a banda de absorcéo
entre 1740-1700 cm™, atribuida a vibracdo do grupamento C=0O do uretano
foram avaliadas.

O diametro médio das nanoparticulas de PU foi avalido por
dispersdo dinamica de luz (DLS, Zetasizer Nano S, de Malvern). As
amostras foram preparadas pela diluicdo do latex final (1:10) em &gua
desionizada, as medidas foram tomadas em duplicata, a 25 °C.

Para comparar o efeito do tipo de aquecimento na
hidrofobicidade da superficie dos filmes de PU, foram feitas medidas de
angulo de contacto com agua usando o método da gota séssil. Para as
medidas de angulo de contato uma gota de agua (cerca de 10 uL) foi
gotejada gentilmente sobre a superficie seca de cada filme de PU. O angulo
de contato da agua foi detectado, a temperatura ambiente, por meio de uma
camara ligada a um software de analise de imagem usando um tensiometro
Ramé-Hart (Ramé-Hart, 250 Padrdo G/T). Os filmes de PU foram obtidos
apos secagem de 12 horas do latex final em estufa com circulagdo forcada
de ar a 60 °C.

O teor de polimero insolavel das amostras de PU foi avaliado
utilizando o método de extracdo com solvente de acordo com método
descrito na ASTM D-2765. 2 g de amostra (massa inicial) submetida a
refluxo com tolueno em um soxlet durante 24 h. A amostra insollvel
remanescente foi seca em estufa com circulacéo forgada de ar a 60 °C até
massa constante. O teor de polimero inbsollvel foi calculado usando a
equacao (1):

) _ ) massa final (1)
Teor de polimero insolivel = —— — — x 100
massa inicial

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para investigar os efeitos do tipo de aquecimento na sintese de
poliuretana via polimerizacdo em miniemulsdo, realizou-se a sintese de
nanoparticulas de PU utilizando aquecimento em microondas e
aquecimento convencional. O esquema de rea¢es proposto para esta fase
de polimerizacéo é mostrado na Figura 11.
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Figura 11 - Diagrama esquematico proposto para 0 mecanismo de
formagc&o de poli(ureia-uretano) via polimeriza¢cdo em miniemulsdo usando
radiagdo microondas e aquecimento convencional. Onde R representa a
cadeia saturada ou insaturada do poliol presente na reacio e R representa o
de 1,3,3 trimetil ciclohexano (produto da reacdo entre a amina, formada a
partir da reacdo de um grupo isocianto com a agua, com outro grupo
isocianto).

431 Comparagdo entre polimerizacgio em microondas e
aquecimento convencional: Influéncia da temperatura na
polimerizacdo em miniemulséo
Visando verificar a influéncia da temperatura nas reaces de

polimerizacdo em miniemuls¢do, foram realizadas reagbes variando a

temperatura na faixa de 50 °C até 80 °C usando aquecimento convencional

e microondas com poténcia de 150 W. Os resultados em termos de

conversao e tamanho de particulas séo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Evolucdo da conversao (a e c) e diametro das nanoparticulas (b
e d) da PU durante polimerizagdo em miniemulsdo com aquecimento
convencional (a e b) e radiagdo microondas (c e d) sintetizadas utilizando
6leo de mamona/PEG400 como poliol.

Em ambos os casos, como esperado, a taxa de reagdo aumentou
quando a temperatura da reacdo foi aumentada de 50°C para 60 °C e de 60
°C para 70 °C. No entanto, um aumento adicional de temperatura de 70 °C
e 80 °C, para ambos os sistemas, resultou apenas em um ligeiro aumento na
taxa de reacdo. Isto é atribuido ao aumento das rea¢cdes com os grupos OH
da agua, com formac&o de ureia, 0 que afeta a estequiometria da reacdo e,
assim, diminui ligeiramente a velocidade da reacdo, contrabalancando o
efeito da temperatura mais elevada, como observado por VALERIO et al.
(2013) para reagdes com aquecimento convencional.

Por outro lado, o efeito da energia de microondas na evolucao da
conversao € bastante perceptivel para todas as temperaturas avaliadas em
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toda gama de conversdo. Pode-se observar que o aquecimento por
microondas aumentou as taxas iniciais de reacdo, resultando em uma
reacdo mais rapida quando comparado com as taxas de reacfes para as
recdes com aquecimento convencional. De acordo com os valores
apresentados na Tabela 7, as taxas de reacdo para as reacfes com
aquecimento convencional correspondem a 29 %, 45 %, 73 % e 69 % dos
valores das taxas de reacdo utilizando radiacdo microondas, nas
temperaturas de 50, 60, 70 e 80 °C, respectivamente, para 0s primeiros 60
minutos de reacao.

Tabela 7 - Taxa de reacdo para reagbes em miniemulsdo utilizando
aquecimento convencional e radiagdo microondas a diferentes
temperaturas.

Taxa de reagdo Taxa de reacdo
(%NCO/min) aquecimento (%NCO/min) radiacdo
convencional microondas
Tempo | 50°C  60°C 70°C 80°C | 50°C 60°C 70°C 80°C

(min)
60 0,187 0,475 1,083 1,032 | 0,640 1,045 1,477 1,496
120 | 0,225 0,349 0,629 0,633 |0513 0,656 0,746 0,745
240 | 0,224 0,275 0,383 0,376 | 0,377 0,369 0,374 0,376
300 |0,223 0,277 0,306 0,301 | 0,301 0,295 0,493 0,505

Conforme relatado por COSTA et al. (2009), para polimerizagdo
em emulsdo via radical livre em reator microondas, a radiagdo microondas
¢ preferencialmente absorvida pela agua, devido suas caracteristicas
polares. Assim, a cinética da fase aquosa é afetada principalmente pela
radiacdo microondas resultando em efeitos microondas especificos para
cada sistema de mondmeros. No caso da polimerizagdo em miniemulsdo
apresentada neste trabalho, a radiacdo microondas pode acelerar a rotacdo
das moléculas de mondmero que contém os grupos funcionais (NCO e
OH), aumentando a velocidade da reagdo. Além disso, 0 aquecimento
convencional por conveccdo térmica através da parede do reator pode
apresentar gradiente de temperatura no sistema de reagdo, assim, o efeito da
falta de homogeneidade da temperatura pode levar a uma redugdo na
velocidade da reacao.

O uso de radiacdo microondas, por outro lado, leva a um rapido
aumento da temperatura diretamente relacionada ao movimento de rotagéo
das moléculas possibilitando reacdes mais homogénea e répida entre 0s
grupos funcionais. Uma vez que a taxa de aquecimento e a eficiéncia do
aquecimento dependem fortemente das propriedades dieléctricas do
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reagente ou solvente, e em uma polimerizacdo em emulsdo ou miniemulsdo
50 a 80 % em massa do meio de reacdo é composta por agua, a taxa de
reacdo pode ser favoravelmente afetada pela radiagdo microondas
favorecendo o aumento da taxa de reacao.

Foi observada também a reducdo do diametro das nanoparticulas
com o tempo de reacdo para as reacGes em microondas para todas as
temperaturas estudas, comportamento esse que ndo foi observado nas
reacOes utilizando aquecimento convencional como apresentado nas
Figuras 12b e 12d. O efeito da reducdo do didmetro das nanoparticulas de
PU sintetizadas a partir dos polidis 6leo de mamona e PEG400 podem estar
relacionados com o aumento da solubilidade dos mondémeros na fase
aquosa (e da agua nas particulas), aumentado a formacdo de ureia e a
liberacdo de CO, que por sua vez estando presente nas nanoparticulas ao
evaporar provoca a reducdo do didmetro das nanoparticulas. Além da
possivel saida dos mondmeros das particulas com o aumento do
aquecimento devido ao aumento da mobilidade das cadeias.

432 Comparagdo entre polimerizacgio em microondas e
aquecimento convencional: Influéncia do tipo de poliol na
obtencédo de PU via polimerizagdo em miniemulsao

A capacidade de uma amostra especifica de converter calor em
energia electromagnética com uma frequéncia e temperatura especifica
depende das propriedades dielétricas e os tempos de relaxacdo da mistura.

Como consequéncia, a utilizacdo de energia microondas proporciona um

aquecimento seletivo dos materiais e a formacdo de "pontos quentes™

dentro da amostra, que afetam favoravelmente as taxas de reacdo, 0S
chamados efeitos térmicos (FORTUNY et al., 2008; de MELO et al.,

2010). Para estudar o efeito da irradiagdo de microondas sobre as

caracteristicas do PU, diferentes poliois foram avaliados e os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Efeito da radiacdo microondas em comparagdo ao aquecimento
convencional na sintese de PU usando diferentes poliois.

Radiacdo microondas Aquecimento

convencional

Poliol Dp (hm) Pdl  Angulode | Dp (nm) PdI

contato
)

1,6-hexanadiol 1204+2,05 0,115 29 139+14 0,181
Oleo de mamona® 139+1,48 0,146 63 225+2,8 0,221
Oleo de mamona® 107+1,96 0,121 48 197426 0,240
Glicerol 104+2,58 0,067 39 135+1,93 0,071

#10% de PEG 1000 em relagdo aos monémeros
® 10% de PEG 400 em relagdo aos mondmeros

Uma vez que o tamanho inicial das gotas independe do método
de aquecimento utilizado, mas também dependem do tipo de poliol,
comparando o tamanho das nanoparticulas de PU preparadas por estes dois
métodos, utilizando a mesma composicdo em termos de fase orgéanica e
fase aquosa foi possivel observar que o aquecimento via radiacdo
microondas resultou em nanoparticulas de PU com diametro de particulas
menores e com uma distribuicdo mais estreita quando comparadas com as
nanoparticulas de PU preparadas utilizando aquecimento convencional
(Tabela 8 e Figura 13a e 13b). Assim como mostrado anteriormente, na
utilizacdo de diferentes polidis também foi observada a reducdo do
diametro das nanoparticulas de PU obtidas em reator microondas, por outro
lado para as mesmas condi¢des reacionais, com aquecimento convencional
os diametros das nanoparticulas de PU mantiveram-se contante até o final
do tempo de reacdo. Novamente para esses resultados a reducdo do
diametro das nanoparticulas de PU quando em reator microondas pode
estar associada a maior formacéo de ureia logo a libera¢do do CO, presente
nas nanoparticulas pode auxiliar a reducdo das nanoparticulas de PU, assim
como a saida dos mondmeros das nanoaprticulas.

76



2204
240
2004
2104
1804

E g
N =
E E
£ : R e
§ 1014, =
e 140-,;; . . R . . o 150{wm
o X o § L ¥ L
5 1204 X M . . o YWy ¥ v
g PN £ 1207
« 1004 v v -
o « 904
80 B
T T T T T T T 0 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min) Tempo (min)
(@) (b)

Figura 13 - Evolucdo do tamanho das nanoparticulas de PU durante
polimerizacdo em miniemulsdo a temperatura constante em (a) reator
microondas e (b) aquecimento convencional com diferentes poliois: 1,6-
hexanodiol (m), 6leo de mamona/PEG1000 (e), 6leo de mamona/PEG400
(A), e glicerol (V).

Medidas de angulo de contato podem ser usadas na determinacao
da polaridade da superficie dos materiais. Desta forma, neste trabalho
medidas de angulo de contato com agua foram utilizadas para determinar se
o tipo de poliol tem influéncia na hidrofobicidade dos filmes de PU obtidos
com aquecimento em reator microondas. A partir dos resultados
apresentados na Tabela 8 é possivel observar que os valores de angulo de
contato aumentam com o aumento da cadeia do poliol, estes resultados
indicam que o carécter hidréfobico dos filmes de PU diminuem & medida
gue aumenta a polaridade do poliol. A Figura 14 mostra que para os filmes
de PU obtido com éleo de mamona/PEG1000 e 6leo de mamona/PEG400,
com a mesma composicdo molar, mas diferente tamanho de cadeia
apresentou reducdo do angulo de contacto de 63° para 48°, respectivamente
para 6leo de mamona/PEG1000 e 6leo de mamona/PEG400. A diferenca
no comprimento da cadeia de PEG mostrou ter influéncia no valor de
angulo de contato, alterando a polaridade dos filmes PU reduzindo sua
hidrofobicidade. O mesmo comportamento foi observado nos experimentos
utilizando glicerol (39 °) e 1,6-hexanodiol (29 °), estes resultados
indicaram que, quando a polaridade do mondmero aumenta a
hidrofobicidade do polimero final diminiu.
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Figura 14 - Medias de angulo de contato para filmes de PU obtidos com
diferentes polidis utilizando radiagdo microondas: (a) Oleo de
mamona/PEG1000, (b) dleo de mamona/PEG400, (c) 1,6-hexanodiol e (d)
glicerol.

Para verificar a composicdo das amostras de PU em termos de
formacdo de ureia e uretano, as amostras foram analisadas por FTIR. Na
Figura 15a e 15b séo apresentados os espectros de FTIR dos filmes de PU
obtidos via polimerizagdo com aquecimento convencional e via radiacdo
microondas. As bandas de absorc¢ao de ureia e uretano foram observadas na
faixa entre 1680-1650 e 1740-1700 cm™, respectivamente e a razao entre as
areas foram calculadas a partir desses picos (Figura 15c e 15d).

Comparando as bandas de absor¢do nos espectros de FTIR para
as amostras usando glicerol, 6leo de mamona/PEG400 e 6leo de
mamona/PEG1000 como poliol é possivel observar um aumento gradual na
intensidade do grupamento C=0 caracteristico da uretana com o aumento
da massa molar do poliol em relagdo ao pico de absorcdo da ureia (N-H).
Assim, com a alteracdo do tipo de poliol, que afeta a relacdo uretano/ureia,
é possivel modificar a hidrofobicidade do polimero PU, sendo possivel a
formacdo de diferentes teores de uretano e ureia. Para os resultados obtidos
neste trabalho, quando o aquecimento convencional foi utilizado observou-
se de maneira geral uma maior formag&o de uretano no polimero final, por
outro lado, utilizando radiacdo microondas foi possivel aumentar o teor de
ureia no polimero final.
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Figura 15 - Caracterizagdo por FTIR do PU sintetizado com diferentes
poliois via polimerizacdo em miniemulsdo utilizando (a) aguecimento
convencional e (b) reator microondas e razdo uretano/ureia calculadas a
partir das &reas de pico determinado por FTIR para reagbes com (c)
aquecimento convencional e (d) reator microondas.

A maior formag&o de ureia foi observada quando 1,6-hexanodiol
e glicerol foram utilizados como poliol usando radiagdo microondas como
método de polimerizacdo, neste caso, a razdo uretano/ureia foi de 0,35 e
0,43, respectivamente. Por outro lado, usando aquecimento convencional a
razdo uretano/ureia observada foi de 1,25 e 1,18, respectivamente para 1,6-
hexanodiol e glicerol (Figura 15). Os resultados apontam para um aumento
na formacdo de ureia, indicando o aumento da solubilidade desses
mondmeros em agua durante reagdo em microondas, fazendo com que a
reacdo entre os grupamentos NCO e OH da 4agua ocorram em maiores
proporcdes do que as reagdes entre os grupamentos NCO e OH dos poliois.
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Quando 6leo de mamona/PEG400 e 6leo de mamona/PEG1000
foram utilizados como poliol uma maior formagao de uretano foi observada
tanto para rea¢fes com aquecimento convencional quanto para as reagdes
em reator microondas. Os resultados sugerem que a utilizacdo da radicao
microondas aumentou a mobilidade das cadeias de dleo de mamona
possibilitando assim a reacdo entre os grupamentos NCO e OH dos poliois
aumentando a formacdo de ligacGes uretano. Comparando os resultados
entre os dois métodos de aquecimento utilizando mamona/PEG1000 e 6leo
de mamona/PEG400 a razdo uretano/ureia encontrada para as reacGes em
microondas foi 1,26 e 1,31 e 1,5 e 1,34 para reacdes com aquecimento
convencional, como mostrado nas Figuras 15c¢ e 15d.

Tabela 9 — Avaliacdo do teor de polimero insolivel determinado por
extracdo em soxhlet para PU obtidos com diferentes polidis com
aquecimento convencional e radiagdo microondas.

Radiagéo Aquecimento
microondas convencional
Polimero Polimero Mw Mn
Poliol insolvel (%) | insolavel (%) (g/mol)
Oleo de mamona® 51,67 0,74 16523 8552
Oleo de mamona” 57,77 0,97 13518 3966
1,6-hexanodiol 42,02 0,68 9067 5810
Glicerol 73,11 1,02 5433 2054

#10% de PEG 1000 em relagdo aos monémeros
®10% de PEG 400 em relagdo aos mondmeros

O teor de polimero insolivel foi determinado através de
metodologia descrita anteriormente utilizando extrator soxhlet. Os altos
valores do teor de polimero insollvel nas reacdes em reator microondas
quando foram utilizados os mondmeros, glicerol (73 %), 6leo de
mamona/PEG400 (57 %) e 6leo de mamona/PEG400 (51 %) comparados
com as mesmas reagbes conduzidas com aquecimento convencional
(Tabela 9) podem ser atribuidos ao efeito da radiagdo microondas na
mobilidade das moléculas, afetando a reatividade do terceiro grupamento
hidroxila, levando & formacdo de um polimero com elevado teor de
reticulagdo. Entretanto, quando 1,6-hexanodiol foi utilizado como
mondmero nas reacdes com irradiacdo microondas um teor elevado de
polimero insollvel (42 %) foi encontrado, apesar de este poliol linear
apresentar apenas duas hidroxilas em sua estrutura molecular. Nesta reagdo
a presenca de um alto teor de polimero insollvel quando comparado com a
reacdo conduzida com aquecimento convencional pode ser explicada pelo
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solvente escolhido (tolueno) ndo ser adequado para a solubilizacdo da
poliureia e o polimero sintetizado apresentarem alto teor de ligacBes ureia
conforme observado na Figura 15d.

4.3.3 Efeito da poténcia maxima na polimerizacdo em microondas

O método dindmico de operacdo do microondas € definido pelo
ajuste de um Unico parametro cinético. Sendo assim estudou-se a influéncia
da variacdo da poténcia maxima na faixa entre 50 W a 300 W, mantendo a
temperatura constante em 70 °C (Figura 16) para reacdes utilizando 6leo de
mamona/PEG400 como poliol. Os resultados sdo apresentados na Tabela

10.
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Figura 16 - Evolucio da temperatura (m) e poténcia (e) durante reacdes de

obtencdo de PU via polimerizagdo em miniemulsdo em microondas: (a) 70
°Ce50W, (b) 70°Ce 100 W, 70°C e 150 W e 70 °C e 300 W.
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Tabela 10 - Condi¢des experimentais e resultado da polimerizacdo em
microondas utilizando diferentes poténcias a temperatura constante (70°)
na obtenc¢do de PU.

Poténcia (W) Dp (nm) Pdl Taxa de reacao
(YoNCO/min)
50 115+3,15 0,126 0,717
100 121+2,87 0,129 0,724
150 107+2,56 0,131 1,064
300 112+4,09 0,127 1,267

Os diametros médios das nanoparticulas de PU obtidas com a
variacdo da poténcia apresentaram-se muito parecidos. Estes resultados
indicam que o aumento da poténcia da radiacdo microondas ndo apresentou
um efeito relevante no tamanho médio e o indice de polidispersdo das
nanoparticulas de PU, como mostrado na Tabela 10 e Figura 17 (figura
inferior & direita). Assim, sob as condi¢bes avaliadas, a poténcia da
radiagdo microondas ndo apresentou influéncia na estabilidade da
miniemulsdo em termos de mecanismos de degradacdo, como a
coalescéncia e maturagdo de Ostwald (degradacéo por difusdo). Por outro
lado, é possivel observar que a variacdo da poténcia mostrou-se como uma
variavel de grande influéncia na taxa de reacdo, como mostrado na Figura
17. Pode-se notar que nas reacdes em que houve o aumento da poténcia a
temperatura constante foi possivel aumentar as taxas de reacao, resultando
em polimeriza¢des mais rapidas.

Pela observacdo dos resultados é possivel afirmar que a poténcia
€ um pardmetro cinético importante a ser controlado durante as reacGes de
polimerizacdo em miniemulsdo na obtecdo de PU em reator microondas. A
radiacdo microondas atua no aumento da mobilidade das moléculas
fazendo com que os grupamentos funcionais movam-se livremente
ocasionando um aumento na velocidade de reacdo. Como apresentado na
Tabela 10 e Figura 17, quando a poténcia foi aumentada de 50 W para 300
W a velocidade da reagéo nos primeiros 60 minutos apresentou aumento de
0,717 para 1,267. Enquanto utilizando 50 W de poténcia foram necessarios
240 min a 70 °C para alcancar 85 % de conversdo, utilizando 300 W a
conversdo alcangada foi de 97 % em 60 min de reacdo. Os resultados
apresentados neste trabalho para reagdes de polimerizacdo em etapas estdo
de acordo com os ja relatados para polimerizacdes via radical livre
(COSTA et al., 2009; XIONG et al., 2010; MARCASUZA et al., 2011;
BOGDAL, 2012).
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Figura 17 - Evolucdo da conversdo durante a polimerizacdo em
miniemulsdo em reator microondas e evolugdo do tamanho das particulas
(insercdo inferior & direita) a temperatura constante 70 °C e 50 W (m), 100
W (o), 150 W (A), and 300 W (V) como poténcia maxima.

A partir dos espectros FTIR dos polimeros de PU foi possivel
obter a razdo entre as areas de uretano/ureia utilizando os picos localizados
em 1680-1650 cm™ para a ureia e 1740-1700 cm™ para o uretano. Os
resultados sdo ilustrados na Figura 18. Nas figuras, pode-se verificar que a
formagdo de uretano aparece em um nivel crescente com 0 aumento da
poténcia na faixa entre 50 W e 150 W, por outro lado quando a poténcia foi
aumentada de 150 W para 300 W a razdo uretano/ureia reduziu devido ao
aumento na formacdo de ureia. O comportamento pode ser justificado pelo
aumento da absor¢do da radiagdo microondas pelas moléculas de &gua
aumentando assim a reacdo entre os grupamentos NCO livre com o0s
grupamentos OH da agua ocasionando um aumento na producéo de uréia.
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Figura 18 - Razdo Uretano/ureia (insercdo inferior a esquerda) calculado
usando areas de pico do FTIR para as amostras de PU sintetizadas via
polimerizacdo em miniemulsdo em reator microondas a temperatura
constante variando a intensidade da poténcia aplicada.

4.4 CONCLUSOES

A utilizagdo de radiacdo microondas acelerou as reagdes de
polimerizacdo na obtencdo de poliuretano quando comparado com reagdes
utilizando aquecimento convencional que apresentaram velocidades de
reacdo inferiores. Este fato foi atribuido a diferente solubilidade na fase
aquosa e 0s parametros de dielétricos dos monémeros. Como consequéncia,
os efeitos da radiacdo microondas sdo especificos para cada sistema. Um
incremento significativo da taxa de reacdo foi observado nas reagGes com o
aumento da poténcia maxima da radiacdo microondas. Na polimerizagdo
em etapas conduzida com até 300 W de poténcia maxima foi possivel
alcangar 97 % de conversdo em 60 minutos, enquanto que para a reagdo
com poténcia maxima de 50 W foram necessarias cerca de 5 horas com
aquecimento via microondas para alcancar a mesma faixa de conversdo. Os
resultados obtidos sdo relacionados com a propriedade de aquecimento
seletivo da radiacdo microondas aumentando assim a interagdo entre 0s
mondmeros. A partir dos resultados apresentados neste trabalho é possivel
confirmar a vantagem da utilizacdo de microondas também na cinética do
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processo de polimerizacdo em etapas, quando comparado ao aquecimento
convencional.
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CAPITULO V

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PEG-POLI(UREIA-
URETANO)-PCL VIA POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

5.1 INTRODUCAO

Atualmente, existe um grande interesse no desenvolvimento de
polimeros biodegradaveis para uma variedade de aplicagcBes biomédicas,
principalmente materiais bioestaveis usados como dispositivos para estar
no corpo durante longos periodos de tempo (FERNANDEZ et al., 2006;
DIAS et al., 2010). A liberacao eficaz de um determinado farmaco é um
fator chave no desenvolvimento de sistemas em nanoescala para uma
liberacdo controlada. No entanto, a rapida captacdo celular (uptake) com
toxicidade reduzida vem a ser um grande desafio no estudo da aplicacéo de
nanoparticulas como carreadores de farmaco de forma eficiente e segura
(WANG et al., 2010; DING et al., 2011; MORRAL-RUIZ et al., 2012).

O desenvolvimento de poliuretanos biodegradaveis tem atraido
muita atencdo nas Gltimas décadas devido as suas excelentes propriedades
fisicas e de biocompatibilidade (da SILVA et al., 2010; XU et al., 2010;
DING et al., 2011, YU et al., 2011). Seu potencial de uso como
nanoparticulas para a liberacdo controlada esta sendo discutido em uma
variedade de aplicacBes farmacéuticas e cosméticas (GAUDIN e SINTES-
ZYDOWICZ, 2008; CRESPY e LANDFESTER, 2010). A quimica
altamente variavel das PU pode ser explorada para gerar polimeros com
propriedades que variam de elastomeros muito macios até plasticos muito
rigidos (FERNANDEZ et al., 2006).

A utilizaco de diisocianato de isoforona (IPDI), na sintese de PU
é interessante uma vez que ndo deve reagir de forma significativa com a
agua que compde a fase continua da miniemulsdo (TORINI et al., 2005).
Poli(etilenoglicol) (PEG) foi utilizado no intuito de ancorar a casca
polimérica das nanoparticulas de PU cadeias poliméricas hidrofilicas.
Cadeias de PEG ligadas a uma superficie polimérica conferem as
nanoparticulas uma maior interacdo quando expostas em um meio aquoso
(KATAOKA et al., 1993; OTSUKA et al., 2003; MORRAL-RUIZ et al.,
2012.). Esta estratégia para construcdo de camadas de PEG aplicadas a
nanoparticulas vem atraindo crescente interesse na é&rea médica,
farmacéutica e bioldgica, devido as suas propriedades Unicas (HUANG et
al., 2006; OTSUKA et al., 2003; YONCHEVA et al., 2005). A sintese de
PU baseado em poli(e-caprolactona) (PCL) tem atraido um crescente
interesse de pesquisadores, pois é um mondmero frequentemente utilizado
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na obtencdo de segmentos flexiveis em poliuretanos degradaveis, sendo
que a utilizagdo do PCL aumenta a cristalinidade e propriedades mecanicas
de elastébmeros de poliuretanos (ZHANG et al., 2012; da SILVA et al.,
2010), outra grande vantagem é sua degradacdo hidrolitica ndo apresentar a
formagcéo de produtos toxicos (da SILVA et al., 2010; FERNANDEZ et al.,
2006).

Visando avaliar o potencial de nanoparticulas peguiladas de PU
como sistema de liberagdo de farmaco, o desafio desta etapa do trabalho
consiste em sintetizar um sistema de nanoparticulas peguiladas capazes de
interagir com a mucosa pulmonar, além de prolongar o seu tempo de
residéncia no interior do pulmédo. Nesta etapa do trabalho discute-se o
efeito da concentracdo de surfactante, assim como o efeito da massa molar
de PEG sobre as propriedades das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530.
Finalmente, realizaran-se estudos in vitro para determinacdo da
citotoxicidade das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 com células
pulmonares alveolares (A549). Os resultados apresentados nesta etapa do
trabalho foram realizados em parceria com a Wayne State University —
USA durante o periodo do doutorado sanduiche em laboratdrio aprovado
pelo Office of Environmental Health and Safety at Wayne State University
para trabalhar com experimentos in vitro.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Materiais

Diisocianato de isoforona (IPDI, 98 %, Mw 222 g/mol) e
ciclohexano (97 %) foram adquiridos da Alfa Aesar. Poli(etilenoglicol)-
diol com a massa molar de 400 Da (PEG400), 600 Da (PEG600) e 1000 Da
(PEG1000) foram adquiridos da Fluka. Poli(e-caprolactona) diol (PCL)
com massa molar 530Da, (PCL530, Sigma-Aldrich) utilizado como poliol.
Como surfactantes cetiltrimetil brometo de aménio (CTAB), polioxietileno
lauril éter (Brij 35), polissorbato 80 (Tween 80) e dodecil sulfato de sddio
(SDS) foram adquiridos a partir de Aldrich Chemicals Ltd. Crodamol, um
triglicérido totalmente saturado utilizado como agente hidréfobo foi
adquirido da empresa Alpha. Células A549 (linhagem de células de
adenocarcinoma, pulmdo humano, um modelo in vitro do tipo epitélio
alveolar I1). Meio Dulbecco Eagle modificado 1x glucose (DMEM, com e
sem vermelho fenol), soro fetal bovino (FBS, Atlanta Biologicals,
Lawrenceville, GA) e tampéo salino fosfato (PBS, 10 x solucdo) foram
adquiridos pela Fisher Chemicals. TrypLE™ Express Stable Tripsina e
Penicilina-Estreptomicina foram adquiridos na Invitrogen. Transfast™
reagente  de  transfeccdo, MTS  [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
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carboximetoxifenil)-2-(4-sulfo-fenil)-2H-tetraz6lio, sal interno] e PMS
(fenazina metossulfato) adquiridos na Promega. Solucdo salina (HBSS -
Hank's Balanced Salt Solution, GIBCO®), LysoTracker® vermelho (DND-
99, Molecular Probes®), NucBlue™ (Hoechst 33342), 6-coumarin (98%,
Sigma-Aldrich). Frascos de cultura (75 cm?, Cellstar) e placa de 96 pocos
de cultura (Corning) foram adquiridos na VWR. Agua desionizada (DI -
agua, resistividade de 18,2 MQ.cm) obtida a partir de NANOpure®
DIamond™ UV 4gua ultrapura do sistema (Barnstead Internacional).

5.2.2 Preparacdo das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530

As nanoparticulas PEG-PU-PCL530 foram sintetizadas por
polimerizacdo em miniemulsdo de acordo com o procedimento descrito a
seguir. A fase aquosa foi preparada, com 3 % - 20 % em massa de
surfactante (SDS, Tween 80 e CTAB) em relacdo a fase organica e PEG (0
% - 40 % em massa em relacdo aos mondmeros). A fase organica foi
preparada com uma solucdo de IPDI:PCL530 em uma razdo molar de 2,5
(NCO: OH) e Crodamol (20% em massa em relagdo a fase orgénica). O
IPDI foi dissolvido em 2 mL de ciclohexano e reagido inicialmente com
PCL530 mantidos sob agitagdo magnética durante 30 min a 40 °C. A fase
aquosa foi entdo adicionada lentamente & fase orgéanica sob agitagdo
magnética durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida a
miniemulsdo foi preparada por sonificacdo da emulsdo anterior em um tubo
cilindrico de vidro (150 mm x 25 mm) utilizando uma sonda ultrason
microtip (Omni Ruptor 250, Omni International Inc.) programado para 40
W, durante um periodo de 6 min em um banho de gelo. As reacGes de
polimerizagdo foram realizadas a temperatura constante de 70 °C durante 3
horas em um reator de vidro encamisado (50 mL). Para obter as
nanoparticulas de PEG-PU-PCL530, ao final das reagdes a miniemulséo foi
centrifugada e lavada 3 vezes com agua deionizada. As nanoparticulas
foram entdo resuspensas em agua deionizada e em seguida secas utilizando
secador por pulverizagdo (spray drier).

5.2.2 Estudos de degradacao
Os ensaios de degradacdo foram conduzidos a 37 °C para simular
a temperatura dos tecidos vivos. Para tanto foram preparados filmes
poliméricos (10 mm x10 mm de tamanho e aproximadamente 0,1 mm de
espessura) através da secagem do latex final de poliuretana em estufa a 60
°C com circulacdo forcada de ar. Os filmes poliméricos obtidos foram
dispostos em frascos individuais contendo 15 mL de solucdo tampéo (pH
7,2) e em seguida incubados em estufa com controle de temperatura. As
amostras foram retiradas em 3, 7, 10, 15, e 30 dias para determinacéo da
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massa molar. Por outro lado, para a avaliacdo do pH e tamanho de particula
5 mL da solucdo de PU sem centrifugacdo diluido em 15 mL de solucdo
tampao (pH 7,2) foram analisados em 3, 7, 10, 15, 20, 25, 30 dias.

5.2.3 Caracterizacdo das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530

O didmetro médio das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 e o
potencial zeta foram avaliados por dispersdo dindmica de luz (DLS,
Zetasizer Nano). As amostras foram preparadas a uma diluicdo de 1:10
(latex final:agua deionizada), sem centrifugacdo, e as medi¢Bes foram
realizadas em triplicata, a 25 °C. A morfologia das nanoparticulas foi
investigada em microscdpio eletrdnico de varredura (SEM - JSM-6510LV-
LGS). As amostras foram primeiramente diluidas em agua desionizada
(1:10) e algumas gotas da suspensdo de nanoparticulas foram colocadas
sobre uma lamina de vidro e secas por 12 horas a temperatura ambiente. As
amostras foram em seguida revestidas com uma fina camada de ouro
(Ernest fullam) durante 30 segundos, as micrografias foram tomadas a 22
kV. As imagens de Microscépio de Forca Atdmica (AFM, Pico LE
Molecular Imaging) foram obtidas operando em modo tapping. As
amostras foram preparadas a partir da diluicdo do latex (1:100, latexes
final:agua deionizada) gotejados sobre uma superficie de vidro e seco a
temperatura ambiente.

A massa molar das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 foi
determinada por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) utilizando para
tanto um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC, modelo LC-
20A, Shimadzu) equipado com um detector de RID-10A, em THF, a 35 °C.
Um conjunto de colunas foi utilizado que consiste em trés colunas em série
(300x8 mm GPC-801, 804 e GPC-GPC-807). As analises de GPC foram
realizadas por injecdo de 20 pL de uma solucdo a 0,5 % em massa de
polimero tendo como solvente tetrahidrofurano (THF, Merck), previamente
filtrado através de um filtro de teflon com mesh de 450 nm. As
distribuicGes de massa molar e massas molares médias foram calculadas
com base em padrdes de poliestireno entre 580 g/mol e 3,8 milhdes g/mol.

Para determinar a estrutura quimica do polimero os espectros de
'HNMR foram obtidos & temperatura ambiente utilizando dimetilsulfoxido-
d6 deuterado (DMSO-d6) como solvente, a uma concentracdo de 20 mg/ml
em espectrometro Varian Mercury 400, a 400 MHz. Os produtos da reagdo
foram verificados por espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) utilizando um espectrofotometro Tensor Bruker 27 em
modo de reflexdo total atenuada (ATR). As amostras de polimero foram
dissolvidos em metanol a uma concentragdo de 5 mg/mL e gotejado sobre
uma pastilha de NaCl. Todas as amostras foram analizadas a uma resolucédo
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de 1 cm™ & temperatura ambiente. A banda de absorgdo com a localizacio
do pico a 2272 cm™, devido a N=C=0 de vibracdo de alongamento dos
grupos isocianato, foi atribuido para identificar o IPDI. A banda de
absorcdo com a localizagdo de pico entre 1680-1650 cm™ do grupo N-H de
ureia e a banda de absorcéo entre 1740-1700 cm™, devido ao alongamento
da vibracdo de C=0 grupo de uretano, foram utilizados para identificar as
nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 ao final das reacgdes.

5.2.4 Avaliacéo da citotoxicidade in vitro

Células A549 (linhagem de celulas de adenocarcinoma do pulméo
humano, um modelo de epitélio alveolar do tipo I, in vitro) (passagem 83)
foram semeadas em placas de cultura com 96 pocos (1x10" células/pogo) e
cultivadas em 100 pL de DMEM suplementado com 10 % FBS e 1 % de
antibioticos durante 24 h em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. As células foram
lavadas duas vezes com PBS, e em seguida PBS contendo as
nanoaprticulas de PEG400-PU-PCL530 em diferentes concentracdes (de 0
a 5 mg.mL™) foram adicionados as células. Estas foram incubadas durante
24 h em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. Ap6s 24h as células foram lavadas
duas vezes com PBS, e 0 meio contendo as nanoparticulas foi substituido
por meio de cultura DMEM (livre de particula) e 20 mL MTS/PMS. As
células foram incubadas nesta mistura por 4h em estufa a 37 °C e 5 % de
CO,. O MTS ¢ bioreduzido por enzimas desidrogenase encontradas em
células metabolicamente ativas prudizindo formazano, que é sollvel no
meio de cultura (Conti, 2012). A absorvancia do formazano (490 nm) foi
medida diretamente a partir da placa de cultura de 96 pocos (Molecular
Devices Spectra Max 250), sendo que esta quantidade é diretamente
proporcional ao nimero de células vivas na cultura. A viabilidade celular
(%) avalida em triplicata de experimento foi entdo definida como a razéo
entre a absorvancia das células tratadas (com nanoparticulas) e ndo tratadas
(controle).

5.2.5 Determinacdo da colocalizacdo das nanoparticulas de

PEG400-PU-PCL530 em células A549

Células A549 (passagem 83) em uma concentracdo celular de
5x10° (célula/poco) foram semeadas por poco na parte inferior da placa de
vidro de 24 pocos, e cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado
com 20 % (viv) de FBS e 1 % (v/v), antibidticos (penicilina,
estreptomicina) até 80-90 % de confluéncia. As células foram lavadas duas
vezes com HBSS, incubadas com DMEN (sem glutamina, sem vermelho
de fenol), a 37 °C durante 30 minutos, seguido por incubagdo com PU-
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PCL-PEG400 contendo 6- coumarin (100 pg por pogo) dispersos em
DMEN (sem glutamina, sem vermelho de fenol) durante 4 h. Apds esta
primeira incubacdo, as células foram lavadas trés vezes com HBSS e
incubadas com Lyso Tracker ® vermelho (160 nm em HBSS) durante 30
min para corar 0s lisossomas. Apos esta segunda incubacdo, as células
foram lavadas trés vezes com HBSS, incubadas com DMEN (sem
glutamina, sem vermelho fenol), a 37 °C durante 30 minutos, seguido por
incubagdo com NucBlueTM (2 gotas/mL) durante 30 minutos a fim de
corar o nlcleo. Finalmente, as células foram lavadas 3 vezes com HBSS,
incubadas com HBSS a 37 °C e as imagens fluorescentes das células vivas
foram capturadas utilizando um microscépio de fluorescéncia confocal com
laser invertido (Leica TCS SP5), equipado com uma objectiva de éleo de
40X. 458 e 540 nm, 360 nm e 460, 577 e 590 nm, foram excitacdo e
comprimentos de onda de emissdo estabelecidos para o 6-cumarin,
NucBlueTM e Lyso Tracker ® canais verde, azul e  vermelho,
respectivamente.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Caracterizagdo e morfologia das nanoparticulas de PEG-

PU-PCL530

Para ligar (“peguilar”) as cadeias de PEG na matriz de PU-PCL530
0S grupos isocianato livres devem reagir com os grupos hidroxilas do PEG
por poliadicdo. A sintese do PEG-PU-PCL530 é ilustrada na Figura 19.
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Figura 19 - Diagrama esquematico da reacdo para obtencdo de PEG-PU-
PCL530.
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Ao final das reagdes o espectro de FTIR das nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530 (Figura 20) confirmou a estrutura obtida
apresentando banda de absorcdo tipica de carbonila decorrente da ligacao
éster do PCL em 1725 cm™ e banda de absorcdo entre 1740-1700 cm™
atribuido aos grupos carbonila (C=0) do uretano. A auséncia da absorcao
em 2270 cm™ (N=C=0 de vibracio de alongamento) indica que todos os
grupos isocianato foram consumidos durante o tempo de reagéo.
Finalmente, é possivel confirmar o pico de absorgéo entre 1112-1116 cm™,
relativo a presenca de PEG (C-O-C). A observacdo das bandas de absor¢édo
descritas acima confirma a formagéo de PEG400-PU-PCL530. Além disso,
a estrutura do polimero foi confirmada por *H RMN (Figura 13 & direita),
exibindo os picos relativos dos dois componentes, PCL530 em 3,5 ppm
correspondente aos protons de etileno (CH2-O-C=0) e os prétons
corresponde as hidroxilas livres do PEG400 em 4,56 ppm (CH2-CH2-0).
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Figura 20 - Espectro de FTIR das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530
sintetizada via polimerizacdo em miniemulsdo. Figura superior a direita:
Espectro de 'H NMR da mesma amostra.

O tamanho das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 foi avaliado por DLS,
a 25 °C, assim como caracterizadas por microscopia eletrdnica de varredura
(SEM) e microscopia de forca atomica (AFM), os resultados séo
apresentados na Figura 21. As imagens de SEM indicam que as
nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 apresentam morfologia esférica e
em boa concordancia com os dados obtidos a partir de DLS. As imagens de
AFM também confirmam o tamanho das nanoparticulas.
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Figura 21 - Microscopia eletronica de varredura (figura superior
esquerdo), Microscopia de Forca Atdmica (figura inferior a esquerda) e
distribuicdo de tamanho de nanoparticulas poliuretano peguilado (PEG400-
PU-PCL530).

5.3.2 Influéncia do tipo e concentracéo do surfactante na carga

superficial e tamanho das nanoparticulas de PEG400-PU-

PCL530

A concentracdo do surfactante é um fator importante em uma
miniemulsdo, sendo que concentragdes mais elevadas de surfactante
permitem a estabilizagdo de grandes areas interfaciais e, portanto,
favorecem a formacdo de pequenas goticulas/particulas (TORINI et al.,
2005). No entanto, a concentracdo de surfactante na fase continua de uma
miniemulsdo deve estar abaixo da sua concentragdo micelar critica (CMC)
para evitar a presenca de micelas. No presente trabalho, foram avaliadas
trés diferentes classes de surfactantes, ndo i6nico (Tween 80 e Brij 35),
catidnicos (CTAB) e anibnicos (SDS) em relagdo ao tamanho e
estabilidade das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530.
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Figura 22 - Efeito do tipo e concentracdo de surfactante no tamanho das

nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 obtidas sob condicdes reacionais

de: Razdo molar IPDI:PCL530 2,5, 10 % PEG400, 20 % crodamol, 70 °C,
3 horas de reacéo.

Aumentando a concentracdo de surfactante de 1 % para 20 % em
massa foi possivel observar a diminuigdo do tamanho das particulas (Figura
22), a partir de 218 nm para 90 nm, 193 nm para 112 nm, 143 nm para 72
nm e 116 nm para 62 nm, respectivamente, para Tween 80, Brij 35, CTAB,
e SDS, o mesmo comportamento pode ser observado para os indices de
polidispersdo, que foram reduzidos de 0,215 para 0,167, 0,218 para 0,152,
0,215 para 0,152 e 0,161 para 0,138, respectivamente para as concentracfes
de 20 % e 1 % para os surfactantes Tween 80, Brij 35, CTAB e SDS. O
aumento da concentragdo de surfactante auxilia na estabilizacdo das gotas
de mondmeros durante e apos a sonificacdo diminuindo a sua coalescéncia
e deste modo, conduzindo a formacdo de particulas menores com uma
distribuigdo mais estreita (VALERIO et al., 2013).

Na obtencdo da miniemulsdo, o passo de homogeneizacdo é de
grande importdncia uma vez que pequenas goticulas relativamente
monodispersas precisam ser obtidas. O tamanho das goticulas diminui com
a quantidade de surfactante, tempo de sonificacdo e energia do ultrason.
Para verificar a influéncia do tempo de sonificacdo sobre a distribui¢do e
tamanho das nanoparticulas, o tempo de sonificagéo foi variado entre 1 e 9
minutos utilizando sonda de ultrason a 40 % de poténcia mantendo
constante a concentracao surfactante em 10 % (m/m) para todas as reacdes.
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A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos na verificacdo da influéncia do
aumento da taxa de cisalhamento sobre o tamanho das nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530.

Tabela 11 - Influéncia da taxa de cisalhamento no tamanho das
nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530. Condigdes reacionais: Razdo
molar IPDI:PCL530 2,5, 10 % PEG400, 20 % crodamol, 10 % surfactante,
70 °C, 3 horas de reagéo.

Tween 80 Brij 35 SDS CTAB
Tempo (min) Dp/PdI Dp/PdI Dp/PdI Dp/PdI
1 195/0,215 157/0,165  91/0,161  112/0,215
3 173/0,231 130/0,162  68/0,156  115/0,206
6 125/0,158 103/0,127  63/0,124  81/0,178
9 190/0,172 124/0,131  98/0,138  114/0,205

Os menores diametros de particula obtidos para os surfactantes
avaliados foram 125, 103, 63 e 81 nm, (Tabela 10), respectivamente,
qguando Tween 80, Brij 35, SDS e CTAB foram utilizados como
surfactantes. Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com
os resultados encontrados na literatura que reportam a reducdo de tamanho
das gotas ao longo do tempo de sonificacdo (ASUA, 2002; SCHORK et al.,
2005;. LANDFESTER, 2006; ZANETTI-RAMOS et al., 2010). A
diminuicdo é inicialmente pronunciada e é exponencial para os tempos de
sonificacdo longos (ASUA, 2002; LI et al., 2005). Neste trabalho, foi
observada a mesma tendéncia para todos os surfactantes em diferentes
concentragBes. Quando o tempo de sonificagdo foi aumentado de 1 para 6
min, o tamanho das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 diminuiu, mas,
guando o tempo foi aumentada para 9 minutos, o tamanho das
nanoparticulas aumentou. Isto indica que a energia de cisalhamento
fornecida pelo sonificador é eficaz na dispersdo de goticulas de grandes
dimens6es, sugerindo a existéncia de condicbes 6timas de sonificacdo que
levam a goticulas com tamanho minimo.

O potencial zeta € uma funcdo da carga superficial das particulas, a
camada adsorvida na interface e natureza/composi¢do do meio continuo em
gue a particula se encontra. A magnitude do potencial zeta é uma indicagéo
da forca de repulsdo que esta presente e pode ser utilizado para prever a
estabilidade em longo prazo (FRITZEN-GARCIA et al., 2009).
Surfactantes catidnicos (CTAB), ndo i6nicos (Tween 80 e Brij 35) e
anibnicos (SDS) foram testados a fim de discutir o efeito do mesmo na
carga superficial, os resultados sdo mostrados na Tabela 11.
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Tabela 12 - Efeito do tipo e concentracdo de surfactante no potential-zeta
das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530. Condi¢des reacionais: Razéo
molar IPDI:PCL530 2,5, 10 % PEGA400, 20 % crodamol, 70 °C, 3 horas de
reacao.

Tween 80  Brij 35 SDs CTAB

Conc. (%) ¢ (mV) ¢ (mV) ¢ (mV) ¢ (mV)
3 -18+0,9 -19+1,4 -20¢05  20£15

5 -15+1,0 -8+1,1 -25%12 3406

10 -100,7 6+1,2 -29¢0,9  60+1,2

20 -8+1,3 9+1,1 -28+14  66+1,3

Em relagdo aos surfactantes néo ionicos, quando Tween 80 e Brij
35 foram utilizados os valores de potencial-zeta das nanoparticulas
reduziram a partir de -18 mV para -8 mV e -19 mV para 9 mV,
respectivamente. Por outro lado o surfactante anidénico SDS aumentou a
carga negativa das nanoparticulas quando a concentragdo foi aumentada de
-20 mV para -28 mV. O mesmo efeito foi observado para o surfactante
catibnico CTAB, o valor do potencial-zeta aumentou de 20 mV para 66
mV. A tendéncia dos resultados observada utilizando os surfactantes
Tween 80, SDS e CTAB neste trabalho estdo de acordo com resultados
reportados na literatura por MARINOVA et al. (1996), ZANETTI-RAMOS
et al. (2008) e HAN et al. (2008) que relataram a mesma tendéncia de
resultados, quando o tipo a e concentracdo do surfactante foi alterada. Por
outro lado, ndo foi encontrada uma possivel explicacdo para os resultados
encontrados e apresentados neste trabalho para o efeito da variacdo do
potencial-zeta com a variagdo da concentracdo do surfactante ndo idnicos
Brij 35.

5.3.4 Influéncia da massa molar do PEG e da concentracéo de

PEG400 no tamanho das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530

As nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 sintetizadas pela
reacdo entre IPDI e PCL530 com razdo molar de 2,5 utilizando 5 % de
SDS, como surfactante apresentou reducdo da carga negativa a partir de -42
mV quando PEG 400 néo foi utilizado para valores de até -27 mV para
concentracdo de PEG400 acima de 5 %. O recobrimento da superficie das
nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 aumenta com um aumento da
concentracdo de PEG 400 até que a cobertura da superficie foi completa
(platd), como observado a partir das medi¢des de potencial-zeta (Figura
23).
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Figura 23 - Influéncia da concentragdo de PEG400 na carga superficial ({)
e massa molar (figura superior a esquerda) das nanoparticulas de PEG400-
PU-PCL530.

Um efeito com tendéncia semelhante foi observado na avaliacéo
da massa molar do polimero (Figura 23 superior a esquerda), foi possivel
observar o aumento da massa molar das cadeias de PEG400-PU-PCL530
de 5211 g/mol, quando 1% de PEGA400 foi utilizado para 6700 g/mol
usando 40 % de PEG400. Por outro lado quando a reacdo foi conduzida
sem a presenca de PEG400 a massa molar encontrada foi 4896 g/mol.
Assim como com o aumento da concentracdo de PEG, com o0 aumento da
massa molar do PEG também foi possivel aumentar a massa molar do
PEG-PU-PCL530, um aumento mais pronunciado da massa molar foi
observado quando PEG com massa molar 1000 Da foi utilizado. Utilizando
5 % de PEG com massa molar de 400 Da & massa molar do polimero
obtido foi de 6514 g/mol e quando aumentado para 600 e 1000 Da & massa
molar obtida para o PEG-PU-PCL530 foi de 7036 g/mol e 7425 g/mol,
respectivamente.

A influéncia da massa molar do PEG no tamanho das
nanoparticulas de PEG-PU-PLC530 também foi avaliada e foi possivel
observar que sob as mesmas condi¢c8es experimentais de razdo molar IPDI:
PCL530 2,5 20 % crodamol e 5 % SDS como surfactante, as
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nanoparticulas apresentaram tamanho semelhante de 62 nm, 65 nm e 68 nm
quando 10 % de PEG 400, PEG600, PEG1000 foram utilizados,
respectivamente. Através da caracterizacdo morfolégica por SEM foi
possivel observar nanoparticulas esféricas com tamanhos semelhantes aos
observados por DLS.

5.3.5 Efeito do tempo de reacéo na peguilagdo

O modo como o PEG se liga/adere nas nanoparticulas ocorre
principalmente por adsorcdo fisica ou ligagdo covalente o que requer um
dado intervalo de tempo para ocorrer (JAEGHERE et al., 2000;
YONCHEVA et al., 2005). Para investigar o efeito do tempo de peguilacdo
na incorporacéo das cadeias foram avaliados intervalos de tempo de 1 a 16
horas. A Figura 24 resume as principais caracteristicas fisico-quimicas da
mesma formulacdo preparada utilizando 5 % de PEG com massa molar 400
Da.
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Figura 24 - Efeito do tempo de peguilacdo no potencial-zeta (@) e massa
molar (A) das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530. Condices
experimentais: razdo molar IPDI: PCL530 2,5, 10 % de SDS, 20 %
crodamol, 5 % de PEG 400, temperatura de reagéo 70 °C.

Como apresentado na Figura 24, apés 3 horas do inicio da reagdo o
valor de potencial-zeta variou de -36 mV para -25 mV. O aumento do
tempo de reagdo para 6 horas apresentou resultados semelhantes quando 2
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horas foram usadas como tempo de reacdo em termos de potencial-zeta.
Por outro lado, quando o tempo de peguilacdo foi aumentado de 3 para 24
horas, o potencial-zeta tornou-se mais negativo variando a partir de -25 mV
para -38 mV. A mesma tendéncia foi observada para as reagdes usando
PEG 600 e PEG 1000 quando o tempo de peguilacdo aumentou de 3 horas
para 24 horas, sendo que os valores encontrados para potencial-zeta foram
de -26 mV para -38 mV e -28 mV para -39 mV, respectivamente, para PEG
600 e PEG 1000. Estes resultados indicam a quebra parcial da ligacéo éster
PCL-PEG ocasionando a geracdo de grupos acido carboxilico tornando a
superficie das nanoparticulas de PEG-PU-PCL mais negativas, como
mostrado pelos valores de potencial zeta (HU et al., 2004).

Tal como observado nos resultados acima, quando o tempo de
reacdo foi aumentado até 3 horas de reagcdo observou-se um aumento da
massa molar de 3896 g/mol para 7504 g/mol indicando a completa
cobertura da superficie, sendo que especificamente para as reagdes
estudadas neste trabalho o tempo de 3 horas de reacéo foi suficiente para as
moléculas de PEG400 agregarem nas nanoparticulas. Os resultados de GPC
revelaram uma reducdo da massa molar para 3174 g/mol, quando o tempo
de reacdo foi aumentado para 24 horas, como mostrado na Figura 24.
Como relatado por HU et al. (2004), em estudo da degradacdo de um
poli(e-caprolactona)-b-poli(etileno-glicol)-b-poli(e-caprolactona)
copolimeros tribloco, este comportamento pode ser atribuido ao inicio da
degradagdo hidrolitica das ligagfes éster principalmente na regido de
interface entre 0 PEG-PCL e a cisdo parcial das ligacGes éster PCL-PU
levando a reducdo da massa molar.

5.3.6 Citotoxicidade in vitro das nanoparticulas de PEG400-

PU-PCL em células A549

A avaliacdo da viabilidade celular € um método util para o estudo
da citotoxicidade in vitro de biomateriais (CONTI et al., 2012). Nesta etapa
do trabalho foi avaliada a citotoxicidade in vitro das nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530 sintetizados utilizando quatro diferentes tipos de
surfactantes, sendo um catiénico, dois ndo-i6nicos € um anidnico. Os
experimentos in vitro foram realizados em células A549 e avaliados por
ensaios de MTS. O MTS foi utilizado para avaliar os efeitos das
nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 sobre a atividade metabolica das
células A549 (Figura 25). A evidéncia de baixa citotoxicidade, com
viabilidade celular acima de 70 %, foi observada para as nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530 em todos 0s ensaios.
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Figura 25 - Avaliacdo in vitro da citotoxicidade das nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530 sintetizadas utilizando SDS, Tween 80, Brij 35 e
CTAB como surfactante em células A549. Viabilidade celular em relacdo
ao controle (sem NPs = 100 % de viabilidade celular) avaliada por ensaio
de MTS. Figura superior: Morfologia celular (A549) com diferentes
concentracdes de nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 sintetizadas
utilizando CTAB como surfactante.

Os resultados apresentados na Figura 25 indicam que a viabilidade
das células A549 pode ser influenciada quando expostas a nanoparticulas
de PEG400-PU-PCL530 durante 24 horas. O tempo de 24 horas foi
escolhido com base na literatura, que reporta que produtos de degradagéo
de PU ndo sdo citotdxicos em até 24h (TIMMER et al., 2003; DING et al.,
2009). Como pode ser visto nos resultados apresentados na Figura acima,
utilizando 5 mg/mL houve reduc¢do da viabilidade celular nas células A549
para 80 % para as nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 sintetizadas com
surfactante SDS e Tween 80. Por outro lado, na mesma concentracdo
nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 sintetizadas com Brij 35 e CTAB
ndo apresentaram efeito tdxico quando em contato com as células A549
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mantendo a viabilidade das células a cerca de 100 %. A observacdo da
morfologia celular das células A549 (Figura 25, superior) mostra também
baixa citotoxicidade quando CTAB foi usado como surfactante para obter
as nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530.

DING et al. (2009), avaliaram a citotoxicidade de discos poliméricos de
poli(e-caprolactona uretano) sintetizado utilizando gemini quaternario de
amdnio como surfactante catibnico em células 3T3 (fibroblastos de
camundongos). Os discos poliméricos estudados ndo apresentaram
citotoxicidade significativa contra os fibroblastos. Mais de 90 % da
viabilidade das células foi mantida mesmo quando expostas a uma
concentracao elevada de 100 mg/mL ap6s um periodo de incubacédo de 48 h
e 96 h. MINNEN et al. (2005), estudaram a citotoxicidade de espumas de
PU utilizando fibroblastos de rato (linhagem L929). Os resultados
histolgicos dos experimentos in vitro indicaram boa biocompatibilidade
de curto prazo quando as células foram colocadas em contato com a
espuma de PU, ndo havendo sinais de inflamacdo aguda ou necrose em 24
horas.

Com o objetivo de melhor caracterizar os efeitos citotdxicos das
nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 em diferentes concentracdes sobre
a atividade metabdlica das células A549 estudos de viabilidade celular I1Csq
foram realizados. O valor de ICs representa a concentracdo em que 50 %
do crescimento das células é inibido. Os resultados obtidos neste estudo
(Figura 26) indicaram uma reduc¢do na inibicdo do crescimento celular em
células A549 em concentracdes elevadas. O ICsy foi avaliado nas
concentracdes de 25, 30, 35 e 35 mg/mL com nanoparticulas de PEG400-
PU-PCL530 sintetizados com SDS, Tween 80, CTAB e Brij 35 como
surfactante.
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Figura 26 - Estudo comparativo de ICsq para nanoparticulas de PEG400-

PU-PCL530 sintetizadas com diferentes surfactantes sob mesmas

condi¢des reacionais avaliadas por testes de MTS.

Os resultados obtidos indicam que a viabilidade celular foi afetada
em diferentes niveis quando as células A549 foram expostas a
nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 em diferentes concentracdes para
cada tipo de surfactante avaliado. Na Figura 26 é observado que quando
Brij 35 foi utilizado como surfactante foram encontrados valores de
viabilidade celular acima de 50 % com concentracdes até 40 mg/mL. Por
outro lado quando CTAB foi utilizado como surfactante em concentra¢fes
acima de 10 mg/mL a viabilidade celular apresentou-se inferior a 50 %.

Através da utilizacdo de um microscopio confocal e a presenca de
um marcador fluorescente (6-coumarin) nas nanoparticulas verificou-se a
colocalizacdo das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530-6-coumarin
sintetizadas utilizando os surfactantes CTAB e Tween 80 nas células A549.
A Figura 27 apresenta diferentes regides das céluas A549 onde podem ser
observados 0s nucleos (azul), lisossomos (vermelho) e as nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530-6coumarin (verde). A utilizacdo dessa técnica de
microscopia possibilita ndo somente a visualizagdo das nanoparticulas nas
células, mas também apontar o mecanismo de entrada celular assim como a
localizacdo das manoparticulas presentes no dominio celular.
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Figura 27 — Imagens da colocalizacdo de nanoparticulas de PEG400-PU-
PCL530-6coumarin em diferentes regifes das células A549 sintetizadas
utilizando CTAB (a, b) e Tween 80 (c, d) como surfactantes.

Neste trabalho foram realizadas apenas imagens exploratérias para
a verificacdo da presenca ou auséncia das nanoparticulas de PEG400-PU-
PCL530-6-coumarin préximas ao nucleo ou lisossomos, dois importantes
componentes celulares. A partir das imagens € possivel observar a
sobreposi¢cdo das cores verde e vermelho (rosa) indicando sobreposicdo
entre as nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530-6coumarin e os lisossomos
e sobreposicao das cores verde e azul (azul claro) indicando a sobreposi¢do
das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530-6coumarin com o ndcleo da
célula. Através das imagens de colocalizacdo é possivel afirmar que as
nanoparticulas sintetizadas nesse trabalho conseguiram permear na célula
vencendo os mecanismos de defesa ou de barreira celular e permanecer
préximas ao nulcleo ou lisossomos das células A549. Assim como foi
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possivel verificar que quando CTAB foi usado como surfactante (Figura
27a e 27b) as nanoparticulas encontraram-se preferencialmente nos
lisossomos e quando Tween 80 (Figura 27c e 27d) foi usado como
surfactante as nanoparticulas encontraram-se principalmente no nucleo.
DING et al. (2011) em seus estudos demonstraram que moléculas
catidnicas podem promover uma absorcdo celular direta. No entanto, a
entrada e trafico de nanocarriadores dependem de muitos fatores como
tamanho das particulas, forma, composicdo material, carga superficial, bem
como tipo de célula. O mecanismo exato da captacdo celular pode ser
muito mais complexo do que nosso atual conhecimento sendo necessarios
mais estudos para a compreensao.

A fim de comparar a citotoxicidade das nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530 sintetizadas neste trabalho, comparou-se a
viabilidade célular entre nanoparticulas de PU sintetizadas com Tween 80
como surfactante e glicerol, nanoparticulas com Tween 80 como
surfactante e PCL530 sob as mesmas condigdes descritas acima e
nanoparticulas de poli(L-acido lactico-co-acido glicélico), PLGA (dados da
literatura, TAHARA et al., 2010). As nanoparticulas de PLGA usados
como referéncia foram sintetizadas pelos autores através de uma emulsao
agua-oleo-agua (W/O/W) pelo método de evaporagdo do solvente tendo
como surfactante poli(alcool vinilico) (PVA), e a citotoxicidade foi
estudada nas concentracdo de 0,312, 0,625, 1,25, 2,5 e 50 mg/ml e
avaliadas por ensaio de MTS.
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Figura 28 - Citotoxicidade de diferentes nanoparticulas em células A549
avaliadas por ensaio de MTS. Controles: nanoparticulas PLGA (TAHARA
et al., 2010) e glicerol-PU.

Os resultados mostrados na Figura 28 confirmam que os niveis de
citotoxicidade das nanoparticulas de PEG400-PU-PCL530 sdo mais
elevados quando comparadas com as nanoparticulas sintetizadas usando
glicerol como poliol. O aumento da concentracdo das nanoparticulas de
glicerol-PU de 1 mg/mL para 5 mg/mL resultou na reducdo da viabilidade
das células A549 para valores de até 40 %. Por outro lado, nanoparticulas
de PEG400-PU-PCL530 mostraram 0s mesmos niveis de viabilidade
celular quando comparados com nanoparticulas de PLGA em uma gama de
concentracBes semelhante.

O estudo comparativo entre nanoparticulas de PU obtidas neste
trabalho com nanoparticulas de PLGA tem como grande relevancia as boas
caracteristicas do PLGA como um copolimero bioabsorvivel bastante
promissor por sofrer degradacdo hidrolitica gerando produtos que sdo
absorvidos pelo organismo, como o acido lactico e o acido glicolico e tém
sido vastamente citado na literatura e utilizado em diferentes aplicacGes
devido a sua baixa toxidade, e baixa capacidade alergénica (TAHARA et
al., 2010). Sendo assim, os resultados apresentados neste capitulo sugerem
gue as nanoparticulas de PEG 400-PU-PCL530 ndo apresentam toxicidade
para as células ap6s a incubacdo de 4 horas, podendo ser comparada em
termos de viabilidade celular com nanoparticulas de PLGA.
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3.5.1 Avaliacdo do perfil de degradacdo em fun¢do do tempo

A fim de verificar o comportamento das nanoparticulas de PU
durante periodo de degradacdo através da determinacdo das massas molares
das nanoparticulas de PU por GPC observou-se que para todas as amostras
a reducdo da massa molar associada com o tempo, como apresentado na
Figura 29. Esta reducdo na massa molar em 30 dias pode ser atribuida a
hidrofilicidade dos segmentos presentes na composi¢do das nanoparticulas
poliméricas de PU.
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Figura 29 - Reducdo da massa molar das nanoparticulas de PU e avaliacdo
do tamanho de particulas (figura superior a direta), usando como poliol

o0leo de mamona/PEG1000 (m), o6leo de mamona/PEG400 (e) e
PCL530/PEG400 ( A) durante ensaios de degradagdo a 37 °C.

Como apresentado na Figura 29, a redugdo da massa molar é
mais acentuada nos primeiros 10 dias, havendo reducdo partir de 17297,
11178 e 5873 g/mol para 4324, 5234 e 2094 g/mol, respectivamente, para
PU obtidas utilizando o6leo de mamoana/PEG1000, ¢6leo de
mamona/PEG400, e PCL530/PEG400 como poliois. Apdés 15 dias de
degradagdo 83 %, 72 %, e 84 % da reducdo da massa molar observado nas
amostras com 6leo de mamona/PEG1000, 6leo de mamona/PEG400 e
PCL530/PEG400, respectivamente. WANG et al. (2011) e HUANG et al.
(2006), em seus estudos atribuiram a diminuicdo da massa molar a quebra
das cadeias de PU em fragmentos menores sollveis no meio aquoso. O
comportamento também foi atribuido a absorcdo da A&gua pelas
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nanoparticulas durante o periodo de incubacdo auxiliar as reacGes de
hidrélise principalemnte nas ligagcbes com PEG e PCL. Neste trabalho esta
hiptese é validada pelo obsservacdo do aumento do tamanho das
nanoparticulas de PU, sendo que no inicio do tempo de degradacdo as
nanoaprticulas apresentaram diametro inicial de 225, 197 e 53 nm para 270,
213 e 119 nm em 30 dias, respectivamente para Oleo de
mamoana/PEG1000, 6leo de mamona/PEG400 e PCL530/PEG400 (Figura
29 superior a direita).
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Figura 30 - Variacéo de pH durante o ensaio de degradacéo a 37 °C.

A variagdo do pH durante o intervalo de degradacdo também foi
avaliada e os resultados sdo apresentados na Figura 30. Neste trabalho,
como observado, os produtos de degradacdo ocasionaram um ligeiro
aumento nos valores de pH em todas as reacfes estudadas com o tempo de
degradacdo. WANG et al. (2011) em seus estudos relatou que a mudanca
nos valores de pH se devem a formacdo de alguns &cidos oriundos da
degradacgdo do poliol assim como a formacdo da grupos amido levando ao
aumento do pH. Neste trabalho verificou-se que apds 30 dias de
degradacdo o pH ndo apresentou variacdo apresentando-se em uma faixa
que variou de 7,0 até 7,9, estes resultados sugerem que a geracdo de
produdos de degradacdo com cardter &cido foram neutralizados por
produtos de degradacdo com carater basico mantaneo assim o pH proximo
ao inicial.
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5.4 CONCLUSOES

Neste capitulo observou-se que diferentes surfactantes podem ser
usados na sintese de nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 via polimerizacdo
em miniemulsdo, sendo gque a concentracao € responsavel pela alteracdo da
carga superficial das nanoparticulas de PU. O tamanho e a massa molar das
nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 foram influenciados pela concentracdo
e massa molar do PEG, sendo que quando 5 % de PEG 400 foi utilizado a
massa molar do polimero e o tamanho das nanoparticulas de PU obtido foi
de 6514 g/mol e 62nm, por outro lado, quando PEG 600 e PEG 1000 foram
empregados na sintese de PEG-PU-PCL530 a massa molar e o tamanho das
nanoparticulas de PU foram 7136 g/mol e 65 nm e 7425 g/mol e 68nm,
respectivamente para PEG600 e PEG1000. Com o aumento do tempo de
reacdo de 1 para 3 horas, foi possivel aumentar a massa molar do PU a
partir de 3896 g/mol para 7504 g/mol, sob as mesmas condi¢fes o
potencial-zeta variou de -36 mV no inicio da reacdo para -8 mV em 24
horas de reacdo sendo este efeito atribuido ao inicio da degradacdo
hidrolitica, resultados estes confirmados por GPC. A influéncia do tipo de
surfactante usado na sintese das nanoparticulas de PU na toxicidade celular
foi avaliada e os resultados in vitro revelaram que nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530 sintetizadas com diferentes surfactantes ndo mostram
efeito de inibicdo significativa, com viabilidade celular superior a 70 % nas
células de A549. Nos ensaios de degradacdo foi possivel observar a
reducdo das massas molares assim como o inchamento das nanoparticulas
de PU com o tempo.
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CAPITULO VI
CONCLUSOES GERAIS E SUGESTOES

Neste trabalho foram obtidas através da polimerizacdo em
miniemulscdo nanoparticulas de poli(ureia-uretano) com diferentes tipos
polidis e surfactantes. Foi possivel concluir que a escolha da temperatura
de reacdo e o tipo de poliol apresentam ter grande importancia na sintese de
nanoparticulas de PU com dleo de acai, sendo estes responsaveis por
influenciar fortemente a massa molar do polimero formado. O tamanho das
nanoparticulas de PU e a sua massa molar foram também influenciados
pelo tipo surfactante assim como sua concentracdo. A utilizacdo de
surfactante Tween 80 permitiu a obtengdo de nanoparticulas de PU com
diametro de particula de 225 nm e massa molar em torno de 17000 g/mol.
A morfologia das nanoparticulas verificada por microscopia eletronica de
varredura e microscopia electrbnica de transmissdo possibilitaram a
observacdo de nanoparticulas lisas e esféricas com diametro semelhante aos
determinados por difracdo dindmica de luz.

Quando radiacdo microondas foi utilizada em comparacdo ao
aquecimento convencional, foi possivel aumentar as taxas da reacdo de
polimerizacdo na obtengdo de poli(ureia-uretano) quando comparado com
reacdes sob mesmas condicfes reacionais, mas utilizando aquecimento
convencional. Os resultados obtidos apontaram para a diferenca de
solubilidade dos mondmeros na fase aquosa quando as reagdes foram
realizadas em reator microondas, assim como a diferenga nos parametros
dielétricos de cada componente. Assim como consequéncia, os efeitos das
radiacfes microondas foram especificos para cada sistema. Um aumento
significativo taxa de reagdo foi observada nas reagdes com o aumento da
poténcia da radiagdo microondas. Nas rea¢des de polimerizagdo conduzidas
a 300 W foi possivel alcancar 97 % de conversdo em 60 minutos, enquanto
gque para a mesma reacdo com aguecimento convencional (70 °C) foi
necessario cerca de 4 horas para alcancar a mesma faixa de conversdo. Os
resultados obtidos estdo relacionados com a propriedade de aquecimento
uniforme da radiacdo microondas aumento assim rotacdo e uma maior
interacdo entre mondmeros. De frente aos resultados expostos neste
trabalho foi possivel verificar as varias vantagens da utilizacdo de
microondas sob a cinética do processo de polimerizacdo, quando
comparado ao aquecimento convencional, além da possibilidade da
obtencdo de um polimero com caracteristicas distintas em termos de
contelido de uretano/ureia somente associando a utilizacdo da radiacédo
microondas a diferentes tipos de polios como o 6leo de mamona, PEG,
glicerol e 1,6-hexanodiol.
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Diferentes classes de surfactantes (idnico, ndo iénico e catidnico)
podem ser usadas na sintese de nanoparticulas de PU via polimerizagdo em
miniemulsdo, sendo que a concentracdo dos mesmos € responsavel pela
alteracdo da carga superficial das nanoparticulas de PU. O tamanho e a
massa molar das nanoparticulas de PEG-PU-PCL530 foram influenciados
pela concentracdo e massa molar do PEG, sendo que, quando 5 % de PEG
400 foi utilizado a massa molar do polimero e o tamanho das
nanoparticulas obtido foi de 6514 g/mol e 62 nm, respectivamente, e
guando PEG 600 e PEG 1000 foram utilizados na sintese de PEG-PU-
PCL530 a massa molar e o tamanho das nanoparticulas obtidas foi 7136
g/mol e 65 nm e 7425 g/mol e 68 nm, respectivamente para PEG600 e
PEG1000. Com o aumento do tempo de reacdo de 1 para 3 horas, foi
possivel aumentar a massa molar da PU a partir de 3896 g/mol para 7504
g/mol, sob as mesmas condigBes o potencial-zeta variou de -36 mV no
inicio da reacdo para -8 mV em 24 horas de reacdo sendo este efeito
atribuido ao inicio da degradacéo hidrolitica, resultados estes confirmados
por GPC através da reducdo da massa molar. A influéncia do tipo de
surfactante usado na sintese das nanoparticulas de PU na toxicidade celular
foi avaliada e os resultados in vitro revelaram que nanoparticulas de
PEG400-PU-PCL530 sintetizadas com diferentes surfactantes ndo mostram
efeito de inibicdo significativa, superior a 70% nas células de A549. Ainda
nos ensaios de degradacdo foi possivel observar a reducdo das massas
molares assim como o inchamento das nanoparticulas de PU com o tempo.

Ao final do trabalho foi possivel verificar que a literatura ainda
apresenta uma grande lacuna em relacdo a diferentes areas de estudo
envolvendo nanoparticulas poliméricas de poli(ureia-uretano), com isso,
como sugestdes para trabalhos futuros a partir deste trabalho pode-se citar:
i) 0 estudo detalhado das rotas de degracéo das nanoparticulas de PU, assim
como os produtos formados durante a degradagdo com alvo no estudo da
variagdo do pH e nos eventuais efeitos tdxicos desses produtos na
utilizacdo de nanoparticulas de PU como carreadores de farmaco; ii) a
encapsulacdo de um farmaco no sistema de nanoparticulas desenvolvido
avaliando os mecanismos envolvidos na sua liberag&o.
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