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Desde o inicio do ano de 2020, a fragilidade mundial diante da pandemia causada
pelo coronavirus (COVID-19) evidencia a necessidade de desenvolver novos farma-
cos e novos sistemas para tratamento de doencas virais. Nesse contexto, o objetivo
do presente trabalho foi a sintese de nanoparticulas poliméricas contendo farmacos
encapsulados (farmacos com agao contra sintomas de COVID-19 e contra infecgoes
oportunistas). Mais especificamente, o foco principal do trabalho foi o encapsula-
mento dos farmacos azitromicina (empregado no combate a infecgoes oportunistas)
e naproxeno (utilizado no combate aos sintomas de COVID-19) em nanoparticulas
poliméricas a base de poli(metacrilato de metila) (PMMA), explorando a ténica de
polimerizagao em miniemulsao. Foram avaliados os efeitos dos teores de farmaco e
surfactante na cinética de polimerizagao e na morfologia das particulas, e realizados
estudos de liberagao de tais compostos. Foi possivel perceber que as diferentes con-
digoes reacionais resultaram em particulas em escala nanométrica, com diametros
adequados para aplicagoes na area farmacéutica. Notou-se que o aumento de teor
de azitromicina provocou o aumento do ntmero de particulas de maior didmetro,
possivelmente em funcao de uma maior aglomeracao de particulas. Percebeu-se que
a adicao de naproxeno nao interferiu de maneira significativa na cinética da reagao
e no diametro de particula. Foi possivel notar, quantitativamente, que houve a li-
beragao da azitromicina das nanoparticulas ao longo do tempo de ensaio. Para o

naproxeno, a liberacao foi de aproximadamente 40% do farmaco apds 6h. Dessa



forma, percebe-se a relevancia tecnologica, cientifica e de satide publica do tema e o

grande potencial de aplicacao dos nanosistemas produzidos.
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Since the beginning of 2020, the global fragility in the face of the pandemic
caused by the coronavirus (COVID-19) highlights the need to develop new medicines
and new systems for treating viral diseases. In this context, the objective of the
present work was the production of polymeric nanoparticles containing encapsu-
lated medicines (drugs with action against the symptoms of COVID-19 and op-
portunistic infections). More specifically, the main focus of the work was the en-
capsulation of the drugs azithromycin (used to combat opportunistic infections)
and naproxen (used to combat the symptoms of COVID-19) in polymeric nanopar-
ticles based on poly(methyl methacrylate) (PMMA), exploring the miniemulsion
polymerization technique. The effects of drug and surfactant contents on polymer-
ization kinetics and particle morphology were evaluated, and release essays were
also carried out. It was possible to notice that different reaction conditions re-
sulted in nanometer-scale particles, facilitating applications in the pharmaceutical
area. It was noted that the increase in azithromycin content caused an increase
in larger diameter particles, possibly due to greater particle agglomeration. It was
also noticed that adding naproxen did not significantly interfere with the kinetics
of occurrence and particle diameter. It was possible to observe, qualitatively, the
release of azithromycin over time. For naproxen, approximately 40% of the drug was
released after 6 hours of testing. In this way, it is evident the technological, scien-
tific, and public health relevance of the topic and the great potential for application

of the produced nanosystems.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Introducao

Em dezembro de 2019, surgiu o primeiro caso de uma doenca que trouxe impactos
socioecondmicos profundos & populagao mundial: a COVID-19. Desde o primeiro
caso, o virus, conhecido como SARS-CoV2, se espalhou rapidamente de Wuham, na
China, para todos os demais continentes [6]. A altissima velocidade de espalhamento
de tal virus no globo fez com que, em 12 de marco de 2020, a Organizagao Mundial
da Satude (OMS) declarasse o inicio de uma pandemia [7] . De acordo com os
registros da plataforma da OMS, no dia 22 de abril de 2022, a severidade de tal
doencga poderia ser percebida ao se deparar com os mais de 500 milhoes de casos
reportados, com mais de 6 milhoes de mortes causadas pela doenca ao redor do
mundo |7].

Paralelamente, a comunidade cientifica travava uma batalha contra o SARS-
CoV2. Desde o momento em que a existéncia de tal virus foi detectada, especialistas
de diversas areas do conhecimento sde uniram e direcionaram seus esfor¢os para o
desenvolvimento de novas tecnologias para o combate direto ou indireto ao virus.
Inicialmente, as medidas de protecao individual eram as tnicas realmente eficazes,
como o uso de mascaras, distanciamento social e intensificacao da higienizacao das
maos. Entretanto, mesmo com a adocao de tais medidas, observou-se o crescimento
progessivo e acentuado de pessoas doentes e hospitalizadas. No Brasil e em muitos
paises do mundo, tal crescimento levou a superlotacao das unidades de tratamento
intensivo (UTI) e ao colapso no sistema de satde.

Nesse cenario tragico, o desenvolvimento das vacinas foi crucial para o combate
a pandemia, resultando na redugao significativa do ntimero de casos e de mortes e
culminando na declara¢ao de fim da pandemia, em 05 de maio de 2023 [8].

Vale ressaltar que o SARS-CoV2 nao foi o primeiro coronavirus que se espalhou

e infectou pessoas. Em 2003, ocorreu a epidemia de Severe Acute Respiratory Syn-



drome Coronavirus (SARS-CoV), a qual foi responsavel pela infecgao de cerca de
8.000 pessoas, com pouco menos de 800 mortes ao redor do mundo. Houve tam-
bém, em 2012, o Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus, sendo responsével
por aproximadamente 2.494 casos, sendo 858 letais . Assim, ao comparar com o0s
virus pré- existentes, o SARS- CoV2 destaca-se pela altissima transmissibilidade e
gravidade do quadro da doenca, apesar da menor taxa de letalidade [9]

H& muitos medicamentos efecientes para o combate a virus e a outros agentes
patogénicos, como bactérias. Contudo, os métodos tradicionais de administragao de
medicamentos, muitas vezes, apresentam baixa eficacia, devido a grandes perdas dos
principios ativos provocadas por variagoes de pH e por acao de enzimas do préprio
organismo. Além disso, alguns tratamentos de longa duracao requerem aplicagoes
frequentes do medicamento para garantir a manutencao de concentragoes minimas
do composto no sangue, em fungao da rapida excre¢ao do farmaco. Como consequén-
cia, muitas vezes ha necessidade de administrar dosagens maiores do medicamento
para que seja efetivo, o que pode provocar diversos efeitos colaterais [10].

Nesse contexto, uma tecnologia que se destaca tanto na academia quanto na
indistria é o encapsulamento de farmacos em micro e nanoparticulas. Tal tecno-
logia possibilita a reducao da degradagao do farmaco no organismo, permite um
maior controle na liberagao dos componentes a valores proximos do ideal terapéu-
tico, possi- bilita a reducao de efeitos colaterais e o aumento da biodisponibilidade do
farmaco, diminuindo a frequéncia de administracoes. Ademais, é possivel adsorver,
na superficie de tais particulas, biomoléculas que possuam interagoes es- pecificas
com ligantes de uma célula, permitindo a interagao com o alvo de atuagao. Na area
médica, por exemplo, as micro e nanoparticulas funcionalizadas vém sendo empre-
gadas ainda para vetorizacao de farmacos anticancerigenos e de antibiéticos, com o
proposito de promover uma distribuicao mais seletiva desses compostos, re-sultando
em aumento do indice terapéutico [11].

Contudo, um material para ser utilizado como veiculo carreador de farmaco,deve
apresentar caracteristicas especificas, como facilidade de preparagao, tamanho de
particulas reduzido, alta capacidade de absorcao do farmaco desejado, liberagao
gradual do farmaco e, ao menos idealmente, agao local apenas nas células ou 6rgaos
doentes, onde se almeja realizar o tratamento [12]. Dentre as particulas carreado-
ras de farmacos, os lipossomos, as micelas e as particulas poliméricas sao os mais
estudados. Assim, atualmente, uma area de intensa pesquisa e desenvolvimento
tecnologico engloba justamente o estudo aprofundado e a sintese de novas micropar-
ticulas e nanoparticulas poliméricas empregadas como carreadores de ativos [12, 13].

Diante do exposto, o poli(metacrilato de metila) (PMMA) destaca-se como po-
tencial material para o encapsulamento de ativos. O PMMA apresenta excelente

biocompatibilidade, facilidade de manipulacao e propriedades como transparéncia



e elevada resisténcia & compressao, caracteristicas essas que fazem com que este
polimero seja largamente utilizado em aplicagoes odontologicas e biomédicas, sendo
empregados em sistemas de liberacao de farmacos, na fabricacao de bombas de
sangue, membranas para dialise de sangue e diagnosticos in vitro, proteses oculares
e lentes de contato. Além disso, vem sendo utlizado também no encapsulamento de
diferentes ativos, apresentando especia 1 aplicagao nas areas farmacéutica e médica
[14].

No cenario de pandemia, diversos farmacos com potencial farmacolégico vém
sendo estudados na tentativa de combater os sintomas de COVID-19 e das doen-
gas oportunistas que surgem, incluindo azitromicina e, naproxeno [15-18]. A azi-
tromicina é um antibiotico de largo espectro, usado para tratar intimeras doencas
respiratorias [19]; j4 o naproxeno é um anti-inflamatorio amplamente empregado
no tratamento de doengas reuméticas e articulares [20]. Apesar de nenhum resul-
tado conclusivo ter sido apresentado até o momento, alguns trabalhos da literatura
cientifica apontam a potencial eficicia do uso de tais farmacos no tratamento do
COVID-19 e de outras doengas secundarias provocadas pelo virus [21, 22]. Contudo,
é importante destacar que a administracao de altas doses desses farmacos provocam
diversos efeitos colaterais, como nausea, dores abdominais, arritmias, problemas
cardiacos, hemorragias podendo, inclusive, levar o paciente a 6bito.

Por tudo que vem sendo analisado na literatura-técnico cientifica, é evidente a
necessidade de desenvolver novos nanosistemas sitio-dirigidos mais eficazes e que
utilizem menores doses de ativos voltados para o combate ao SARS-CoV2. Dessa
forma, busca-se com o presente trabalho encapsular farmacos modelo que apresen-
tem potencial farmacologico contra o virus SARS-CoV2 ou que sejam empregados
no tratamento de infecgoes oportunistas. Adicionalmente, os avangos obtidos com
esse desenvolvimentos podem ser posteriormente adaptados para aplicacao como

estratégia de tratamento em provaveis futuras pandemias.

1.2 Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi a producao de nanoparticulas poliméricas
biocompativeis contendo farmacos encapsulados para tratamento do COVID-19 e

contra infecgoes oportunistas.

Como objetivos especificos, tem-se:

e Encapsulamento dos farmacos azitromicina (empregado no combate de in-
fecgoes oportunistas) e naproxeno (utilizado no combate aos sintomas de

COVID-19) em nanoparticulas poliméricas a base de poli(metacrilato de me-



tila)(PMMA);
e Explorar a técnica de polimerizagao em miniemulsao;

e Avaliar os efeitos de variaveis operacionais (teor de farmaco e surfactante) na
cinética de polimerizacao e na morfologia das particulas, com destaque para a

conversao monomeérica e o didmetro médio das particulas produzidas.



Capitulo 2
Revisao Bibliografica

Neste capitulo sera apresentado o estado da arte para o embasamento dos dife-
rentes aspectos relacionados ao trabalho, destacando-se os principais tipos de car-
readores estudados atualmente, os principais métodos para sintese de nanoparticu-
las poliméricas, os principais estudos englobando o emprego do PMMA no encap-
sulamento de ativos e, por fim, os principais trabalhos envolvendo azitromicina e
naproxeno. Nesse ambito, realizou-se inicialmente uma anélise bibliométrica explo-
ratoria, de maneira a avaliar a produgao cientifica relacionada ao encapsulamento
de farmacos, utilizando-se a base de dados Web of Science. Dessa forma, foi possivel
identificar as lacunas do ponto de vista cientifico ainda existentes sobre este tema e
os desafios que precisam ser estudados de maneira mais aprofundada na literatura

técnico-cientifica.

2.1 Revisao Bibliométrica

Para conduzir uma revisao bibliométrica exploratoéria foi utilizada a plataforma
Web Of Science (WoS), no dia 18 de novembro de 2024, com objetivo de avaliar o
numero de publica¢oes ao longo dos anos e por area e compreender a trajetoria do
conhecimento sobre o desenvolvimento de farmacos encapsulados em nanoparticulas
poliméricas. Nesse sentido, iniciou-se a analise a partir de buscas mais gerais, em-
pregando os termos "encapsulat®"e "drug", e, em seguida "encapsulat*", "drug e

*" Tais palavras foram buscadas na area "topicos", que abrange o titulo,

"polymer
o resumo e as palavras-chave dos artigos publicados até a data da pesquisa. E
importante ressaltar que os artigos de revisao foram excluidos das buscas.

Foram encontradas, entao, 53.249 publicagoes empregando os termos "Encapsu-
lat*"e "drug". O elevado ntiimero de publicacoes ja era esperado, uma vez que muitos
estudos tém sido conduzidos na area de encapsulamento de farmacos, buscando-se
desenvolver medicamentos mais eficientes, como mencionado no capitulo anterior.

A Figura 2.1 apresenta justamente o aumento do nimero de artigos publicados



sobre esse tema ao longo dos tltimos 20 anos. No ano de 2020, por exemplo, a
quantidade de publicagbes foi maior que o dobro das publicagées do ano de 2013.
Esse crescimento destaca o interesse cientifico relacionado ao encapsulamento de
farmacos. O ano de 2024, mesmo a pesquisa sendo conduzida em novembro, ji se
destaca como um dos anos em que houve o maior nimero de publicagoes sobre o

tema.

Numero de Publicagdes

Ano de Publicagio

Figura 2.1: Numero de publicagoes ao longo dos anos empregando como termos de
busca "encapsulat*"e "drug".

O panorama da distribuicao das publicagoes entre as diferentes areas cientificas
pode ser observado na Figura 2.2. E possivel notar o destaque das areas de farmacia
e farmacologia, totalizando 16.039 artigos, aproximadamente 30% do total de publi-
cagoes sobre encapsulamento de medicamentos. Em seguida, destaca-se a area de
Quimica Multidisciplinar, correspondendo a 9.916 artigos, possivelmente em fungao
da busca da ciéncia pela sintese de novos materiais e novos estudos de funcionali-
zagao. Desponta-se, entao, a drea de Nanotecnologia e Nanociéncia, que ocupa a
terceira posigao, ressaltando a importancia dos nanoma- teriais para a aplicagao em

encapsulamento de farmacos.
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Figura 2.2: Numero de publicagoes ao longo dos anos por area do conhecimento,
empregando como termos de busca "encapsulat*"e "drug.

Na busca seguinte, foi inserido o termo "polymer*"

, resultando em 19.112 publi-
cacoes. A inclusdao deste termo representou uma queda de aproximadamente 60%
no numero de estudos, ao comparar com a busca anterior, uma vez que diferentes
estruturas e materiais sao utilizados no processo de encapsulamento de ativos, e
nao apenas materiais poliméricos. Contudo, ao observar a Figura 2.3, percebe-se
também o aumento do ntimero de trabalhos publicados por ano entre os anos de 2006
e 2024, ressaltando a importancia do tema e a busca por novos sistemas e materiais
mais eficientes. E importante ressaltar que, embora fosse esperado um salto de
publicagoes maior no ano de 2020 por conta do cenario pandémico, o processo de
pesquisa para posterior publicacao foi diluido ao longo dos anos de 2020 a 2023,

seguido por uma queda suave no ano de 2024, quando a pandemia j& havia acabado.



Numero de Publicagdes

Ano de Publicagio

Figura 2.3: Numero de publicagoes ao longo dos anos empregando como termos de
busca "encapsulat®", "drug"e “polymer™”.

Apesar do crescente interesse pela técnica de encapsulamento e das caracteristi-
cas muito versateis das matrizes poliméricas, percebe-se que ainda sao necesséarios
avancos técnico-cientificos na area, ja que ha diferentes tipos de materiais poliméricos
que podem ser explorados, inimeros farmacos com potencial de serem encapsulados
em matrizes poliméricas e ha um surgimento crescente de técnicas cada vez mais
especificas de encapsulamento.

Nesse cenario, as principais areas cientificas sdo mostradas na Figura 2.4. E pos-
sivel notar que as duas areas de destaque sao exatamente as mesmas encontradas na
busca anterior (4reas da farméacia e farmacologia e area da quimica multidisciplinar).

Na terceira posi¢ao desponta a area da Ciéncia de Polimeros, com 3.509 artigos.

5,804 2,610
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2,604
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1,439
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2,685
Materials Science Biomaterials

1,331
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Figura 2.4: Numero de publicacoes ao longo dos anos por area do conhecimento,
empregando como termos de busca "encapsulat*", "drug e “polymer*”.



Por fim, foram conduzidas buscas mais especificas, com enfoque para os farma-
cos utilizados no presente trabalho: a azitromicina e o naproxeno. Assim, os termos
da terceira busca, mais restrita por conta da especificidade de cada farmaco, foram
"encapsulat®"e "azithromycin", sendo encontrados 83 artigos. Apesar da restricao
mencionada, é surpreendente a reduzida quantidade de publicacoes relacionadas ao
tema, uma vez que a azitromicina é um dos antibiéticos mais empregados no combate
a infecgoes. De acordo com uma busca feita no PubMed com o termo "azithromy-
cin", ha um total de 14.505 publicac¢oes, mostrando que é um medicamento muito
difundido na literatura biomédica. A Figura 2.5 apresenta o ntumero crescente de
publicagoes sobre este medicamento ao longo dos ultimos 10 anos, sendo observado
que o numero de publicagoes relacionadas ao tema ao longo dos anos permanece

baixo, em torno de 10 publicagoes por ano.

¥

Numero de Publicacdes
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Figura 2.5: Numero de publicagoes ao longo dos anos empregando como termos de
busca "encapsulat*"e “azithromycin”.

Ao restringir ainda mais a busca, almejando-se avaliar os trabalhos envolvendo
polimeros, foi inserido o termo "polymer". Nesse caso, foram encontrados 21 ar-
tigos, distribuidos ao longo dos anos, como mostra a Figura 2.6. A quantidade
reduzida de estudos ressalta as lacunas no campo cientifico sobre o encapsulamento
de azitromicina em particulas poliméricas, atingindo, no méximo, 3 publicacoes por
ano. Ao avaliar tais artigos, percebe-se que a maior parte envolve o encapsula-
mento da azitromicina em outros polimeros por evaporagao de solvente. Poucos
trabalhos englobam o encapsulamento da azitromicina em estruturas do tipo lipos-
somas. Nenhum dos artigos encontrados empregou a técnica de polimerizacao em
miniemulsao, nem utilizou o polimetacrilato de metila como matriz encapsulante.
Nota-se também que, todas as publicagoes sobre este tema sao recentes, a primeira

publicagao data do ano de 2011. Diante de tais ntimeros, comprova-se que o de-



senvolvimento cientifico relacionado ao encapsulamento da azitromicina em polime-
ros é recente e hi muitos aspectos a serem estudados e aprofundados; ainda mais
ao comparar com os numeros ja apresentados na segunda busca envolvendo apenas

"drugs", correspondendo a 19.112 publicacoes.

Numero de Publicacdes

Ano de Publicacao

Figura 2.6: Numero de publicagoes ao longo dos anos empregando como termos de
busca "encapsulat™®", “azithromycin” e “polymer”.

Buscas mais especificas também foram conduzidas de maneira a avaliar os es-
tudos focados no naproxeno. Assim, os termos que foram empregados na pesquisa fo-
ram "encapsulat®"e "naproxen", sendo encontrados 199 artigos publicados ao longo
dos anos, um nimero mais alto quando se compara a terceira busca, realizada sobre
a azitromicina. A Figura 2.7 apresenta a distribui¢ao do niimero de publicag¢oes ao
longo dos anos. Percebe-se que houve um crescimento no ntiimero de publicagoes
nas ultimas duas décadas, o que sugere um interesse cientifico maior relacionando os
termos buscados. Ao buscar por trabalhos empregando as palavras-chave "encapsu-

lat*"e "naproxen"e “polymer*”

, apenas 76 artigos foram encontrados. Entretanto,
nao foi verificada a existéncia de publicagoes que se assemelhem com a proposta

deste trabalho, o encapsulamento in situ do naproxeno.

Ntmero de Publicagdes

Ano de Publicagio

Figura 2.7: Numero de publicagoes ao longo dos anos empregando como termos de
busca "encapsulat*” e “naproxen”.
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Dessa forma, apos a realizacao das diversas buscas apresentadas anteriormente,
é possivel perceber a relevancia da presente proposta de pesquisa, visto que nao
ha artigos que envolvam o encapsulamento in situ em PMMA da azitromicina e
do naproxeno. Por tudo que foi apresentado, ressalta-se a grande importancia deste
trabalho para o combate tanto a doencas associadas diretamente ao COVID, quanto
a outras doencas que possam ser tratadas a partir dos nanomedicamentos de azitro-

micina e naproxeno.

2.2 Nanocarreadores

A nanotecnologia é uma ciéncia intrinsecamente multidisciplinar e seu desenvol-
vimento resulta na geragao de novas técnicas e tecnologias que encontram aplicagao
em diversas areas do conhecimento, como na farmacia, na medicina, na area de cos-
méticos [23]. A nanomedicina, inovagao proporcionada pela nanotecnologia, envolve
principalmente ensaios para diagnostico e tratamento , proporcionados por carre-
adores em nanoescala [24]. Especificamente na area farmacéutica, o setor de drug
delivery, ou direcionamento inteligente de medicamentos, é, provavelmente, uma das
subareas mais relacionadas & nanotecnologia. O direcionamento dos medicamentos
é dito inteligente, porque o objetivo é levar um ativo, que pode ser um medicamento
ou um agente de contraste, uma proteina ou um acido nucleico, especificamente a
um local de atuagao, seja para tratamento, seja para diagnostico, ou qualquer outro
objetivo 23, 24]. E para tal utilizam-se os chamados nanocarreadores.

Além da principal fung¢ao do uso de nanocarreadores ser justamente a liberagao
sitio-dirigida, h& muitos outros beneficios que advém do carreamento inteligente.
Pode-se citar, por exemplo, a liberacao controlada de tal ativo, a reducao de dosagem
(uma vez que a liberagao controlada garante a manutengao da concentragao do dado
ativo proxima a concentragao terapéutica), a reducao de efeitos colaterais, o aumento
da estabilidade [1, 23|.

Existem varios tipos de nanocarreadores,como mostrado na Figura 2.8. A de pen-
der do ativo que se almeja encapsular e a depender da aplicagao, indica-se um nano-
carreador especifico, que apresente as caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas

particulares para tal objetivo.
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Figura 2.8: Alguns tipos de nanocarreadores [1].

Os lipossomos sao vesiculas esféricas compostas por uma ou mais bicamadas li-
pidicas, geralmente formadas por fosfolipidios, que se organizam espontaneamente
em meio aquoso |25]. Dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas de estrutura tri-
dimensional, simétrica e altamente ramificada, constituidas por um nicleo central,
unidades repetidas organizadas em camadas sucessivas (geragoes) e grupos funcio-
nais terminais. Sua arquitetura bem definida e controlével proporciona caracteris-
ticas singulares, como elevada monodispersidade, boa solubilidade e a habilidade
de encapsular ou funcionalizar moléculas bioativas tanto em seu interior quanto na
superficie [26]. Entretanto, dentre os nanocarreadores apresentados, foram seleciona-
das como veiculo de estudo para o presente trabalho as nanoparticulas poliméricas.
E importante ressaltar que ha muitas vantagens em encapsular ativos em matrizes
poliméricas. As nanoparticulas poliméricas, em geral, sao de facil produgao [27].
Epossivel modificar a estrutura, a composicdo e a morfologia das nanoparticulas de
maneira a otimizar o processo de transporte de substancias e promover uma atuagao
em locais especificos do corpo [24]|. Ademais, os polimeros normalmente apresentam
elevada resisténcia quando expostos a diversas condi¢oes, como a variagoes de pH
(variagoes estas observadas no corpo humano) ou mesmo a atuagao de enzimas; dessa
maneira, assegura-se a protecao do ativo, garantindo que o composto atinja o local
indicado de liberagao [2, 28]. Outro ponto de destaque é a liberagao controlada e
prolongada proporcionada, em geral, pelas nanoparticulas poliméricas, assegurando
um tratamento terapéutico em um intervalo adequado, mitigando potenciais efei-
tos colaterais [28]. A Figura 2.9 ilustra as duas subclassifica¢oes de nanoparticulas
poliméricas: nanocapsulas e nanoesferas. As nanoesferas englobam nanoparticulas

poliméricas macigas, contendo o ativo disperso na matriz polimérica; enquanto as
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nanocapsulas apresentam uma estrutura oca, um nicleo interno e uma membrana
polimérica recobrindo este ntcleo (o ativo pode estar disperso no nicleo ou na matriz

polimérica).

Membrana polimeérica

Farmaco

Matriz
polimérica Nucleo
interno

Nanoesfera Nanocapsula

Figura 2.9: Morfologia de nanoparticulas encapsuladas com farmaco: nanocapsulas
e nanoesferas [2].

De acordo com MIRANDA, o perfil de liberagao do ativo € influenciado pelo tipo
de polimero que compoe a nanoparticula, pela distribuicao de tamanhos de parti-
cula, pela distribui¢ao de massa molar das cadeias de polimero e também pelo grau
de hidrofobicidade do material. Vale pontuar que, em fungao dos polimeros empre-
gados, as nanoparticulas podem ser naturais ou sintéticas. As matrizes poliméricas
podem ser também biocompativeis, ou biodegradaveis e biocompativeis. MIRANDA
pontua que polimeros biodegradaveis sintéticos tem um perfil de liberagao mais pro-
longado que polimeros naturais. Os polimeros naturais proporcionam, em geral,
uma libertagdo mais rapida do farmaco das nanoparticulas, pois decompoem-se em
poucas horas; enquanto os polimeros sintéticos favorecem uma libertacao mais pro-
longada do farmaco, pois resistem & degradacao pelo organismo por dias ou até
semanas |13, 29.

O polimetacrilato de metila (PMMA) é amplamente utilizado em aplica¢oes mé-
dicas e odontolégicas por ser biocompativel e por sua baixa toxicidade [30].Além
disso, acredita-se que o farmaco sera liberado e, apés um determinado periodo que
devera ser avaliado de maneira mais aprofundada, as particulas serao excretadas
pelo organismo.

Ao avaliar as metodologias de sintese de nanoparticulas poliméricas, pode-se
citar dois grandes subgrupos: botton-up (envolvem técnicas que utilizam monomeros
para produgao dos polimeros e formagao das particulas nanométricas); e top-down
(englobam técnicas que partem de polimeros pré- formados e buscam atingir escalas
nanométricas) [31]. Tais técnicas serao discutidas mais detalhadamente na proxima

secao.
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2.3 Meétodos de Sintese de Nanoparticulas Polimé-

ricas

Ha diversos métodos de sintese de nanoparticulas poliméricas e cada método
resultar em particulas com propriedades especificas, indicadas para aplicacoes par-
ticulares [24]. A selegdo do método mais apropriado desempenha um papel crucial
na obtencao de nanoparticulas com as propriedades desejadas para uma aplicagao
que se almeja, uma vez que a metodologia de sintese ira afetar diretamente a dis-
tribuicao de tamanhos de particula, o grau de polidispersao, a morfologia de tais
particulas, a presenca de grupamentos funcionais, dentre outras propriedades [32].
Como mencionado anteriormente, os métodos de sintese podem ser classificados em
dois grupos distintos: aqueles baseados na polimerizacao de mondémeros e aqueles
que fazem uso de polimeros pré-formados. Os métodos de producao de nanoparticu-
las a partir do emprego de polimeros pré-formados incluem métodos de evaporagao
de solventes, de nanoprecipitacao, de uso de tecnologias envolvendo fluido super-
critico, dentre outras metodologias. Por outro lado, os métodos de sintese a partir
da polimerizacao de mondémeros abrangem reagoes de polimerizagao em suspensao,
emulsdo, polimerizacao interfacial, dentre outras [33].

Nesse contexto, as polimeriza¢oes em emulsao (incluindo polimeriza¢ao em emul-
sao classica, em miniemulsdo e em microemulsao), apresentam intimeras vantagens.
Primeiramente, os métodos em emulsao, em geral, sao menos propensos a proble-
mas térmicos e de viscosidade, tornando-os versateis e eficientes para produgao de
nanoparticulas. Além disso, sao processos que também permitem a producao de
polimeros de alto peso molecular sem comprometer as taxas de reagao, uma van-
tagem importante para a industria. Ademais possibilitam a gera¢cao de particulas
em escala nanométrica e o encapsulamento in situ de ativos. Nesse cenério, tais

metodologias serao discutidas com maior aprofundamento a seguir.

2.3.1 Polimerizagcao em Emulsao

De acordo com VAUTHIER e BOUCHEMAL, ha diferentes métodos de polimeri-
zagao em emulsao, destacando-se a emulsao classica, a mini-emulsao e microemulsao
[5, 27]. A tabela 2.1 apresenta de forma resumida algumas das caracteristicas de

cada uma das emulsoes citadas.
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Tabela 2.1: Principais caracteristicas dos tipos de

emulsaol5]

Emulsao miniemulsao microemulsao
Taéﬂaglahr%i\ffgio 0,01 a 100 zum <1000 nm <100 nm
Tensao Interfacial Baixa Baixa Ultra Baixa
dComictante | Alta Alta (20% 1 /m)
Agitacio AgitAag.éo Agitag?lo mecanica AgitAagéo
mecanica vigorosa mecéanica

De uma maneira resumida, para realizar uma polimerizacao em emulsao é ne-
cesséario unir duas fases imisciveis e um surfactante [27]. Em geral, faz-se necessario
também adicionar um iniciador da reagao de polimerizacao, que, na técnica clas-
sica, é soluvel na fase aquosa [34]. Em rela¢do a temperatura, a faixa normalmente
utilizada para o processo de sintese polimérica em emulsao é entre 40°C' e 80°C'
[35]. Outros componentes também podem ser adicionados ao meio reacional, como
por exemplo o bicarbonato de sédio, que auxilia na manutencao do pH durante a
polimerizagao [34].

Vale ressaltar que cada tipo de emulsao envolve técnicas especificas de agitagao,
concentracoes particulares de surfactante, adicao de aditivos especificos, resultando
em particulas com caracteristicas diferenciadas. Ao estudar o encapsulamento de
farmacos, as propriedades fisico-quimicas dos medicamentos, como suas caracteris-
ticas hidrofilicas ou lipofilicas, também irao afetar o tipo de reacao que deveré ser
explorada. Farmacos lipofilicos, por exemplo, tendem a ter maior afinidade pela fase
organica e podem ser encapsulados in situ por meio da técnica de emulsao classica.
Em contrapartida, o encapsulamento de farmacos hidrofilicos pela técnica de poli-
merizagao em emulsao classica é bastante restrito, sendo indicadas, por exemplo, as

técnicas de polimerizagdo por emulsao inversa ou processos de dupla emulsao [27].

Polimerizacao em Emulsao Classica

A polimerizagao em emulsao cléssica envolve inicialmente a adi¢ao de um mono-
mero, geralmente pouco soliivel em agua, em uma solugao aquosa contendo surfac-
tante. A aplicacao de forcas de cisalhamento dispersa o mondémero em pequenas
goticulas, tipicamente com cerca de 10 nm de diametro. A estabilidade tais go-

2

tas é assegurada pela adsor¢ao do surfactante na interface entre o mondémero e a
fase aquosa. A concentracao de surfactante acima da concentracao micelar critica
(CMC) resulta na formagao de micelas, agregados esféricos compostos por aproxi-

madamente 50-100 moléculas de surfactante [36].0 inicio da rea¢do é marcado pela
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adi¢ao de iniciadores soluveis, principalmente, em agua (por exemplo, persulfato de
sodio) ou em o6leo (por exemplo, 2,2’-azobisisobutironitrila) [37]. Tais iniciadores
sao decompostos em radicais livres devido as elevadas temperaturas (75 - 90 °C)
ou agao de sistemas redox (quando a reacdo é realizada a baixas temperaturas),
iniciando-se o processo de polimerizacio. A medida que a reacdo avanca, as micelas
absorvem moléculas de monoémero contidas nas gotas de monoémero, que funcionam
como reservatorios [36]. De modo geral, as particulas poliméricas se formam, entao,
por meio de trés processos distintos [38]: entrada de radicais nas micelas (nucleagao
heterogénea), precipitacao de oligbmeros na fase aquosa (nucleagao homogeénea) e
entrada de radicais nas pequenas goticulas de monoémero. No entanto, é importante
notar que as goticulas de monémero sao consideravelmente maiores (1-10 um) do
que as micelas inchadas com monémeros (10-20 nm), resultando em uma baixa pro-
babilidade de entrada de radicais nas goticulas de monoémero. Assim, a nucleagao
homogénea e heterogénea sao os principais mecanismos de formacao de particulas.
Durante a reacao, as moléculas de mondémeros sao consumidas, resultando no cresci-
mento das particulas e na diminui¢ao das goticulas de monémero (reservatorios); a
quantidade de e micelas também diminui, uma vez que moléculas do surfactante sao
necessarias para estabilizacao das novas particulas poliméricas. O fim desse estagio
é marcado pelo desaparecimento das micelas e com uma conversao de mondémeros
entre 5% e 10%, geralmente [39].

Com o fim da nucleagao, o sistema passa a ser caracterizado pela presenga ape-
nas de goticulas de mondémero e particulas de polimero. No entanto, o crescimento
das particulas, devido & difusao dos monomeros, resulta no fim das goticulas de
monomero no meio. Esta etapa se encerra com conversido em torno de 15% a 40%,
marcando o inicio da ultima etapa, em que a concentracao de monoémeros nas par-
ticulas diminui continuamente. Ao final da polimerizagao, todas as moléculas de
monomero sao consumidas dando origem a uma suspensao coloidal estavel de po-
limeros em agua (latex) [40]. Vale ressaltar que a fase aquosa pode conter outros
aditivos, como estabilizantes e, reguladores de pH, que afetam o curso da reagao
de polimerizacao. Além disso, o controle preciso da temperatura é fundamental,
pois exerce um impacto significativo na taxa de reacao e no tamanho das particulas

poliméricas geradas.

Polimerizagcao em Microemulsao

A polimerizagdo em microemulsao difere da emuls@ao convencional em relacao a
adi¢ao de altas concentragoes de surfactante e/ou a presenca de co-surfactantes no
sistema. Uma das formulacoes mais estudadas envolve a combinacao de um surfac-
tante anionico, como o dodecil sulfato de soédio (SDS), e um co-surfactante, como o

1-pentanol. A adicao do 1-pentanol na camada de SDS presente ao redor de uma
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gota de Oleo resulta em uma notavel reducao na forca de repulsao eletrostatica entre
as moléculas anionicas de SDS. Esse processo minimiza a tensao na interface 6leo-
agua, aumentando a flexibilidade da membrana na referida interface. Esses fatores
sinérgicos convergem para a formacgao de uma microemulsao termodinamicamente
estavel [41].

Embora as polimerizagoes em emulsao e microemulsao possam parecer similares,
elas apresentam diferencas quanto ao mecanismo. Tanto as microemulsoes 6leo-
em-agua (O/A) quanto as agua-em-6leo (A /O, também chamada de microemulsoes
inversas) consistem em intiimeras goticulas pequenas de 6leo (ou 4gua) com didmetros
na faixa de 1 a 10 nanometros, dispersas em uma fase aquosa (ou oleosa) continua.
Assim, a microemulsao engloba principalmente microgoticulas de monoémeros, com
um diametro médio de 4 nm, que desempenham um papel fundamental na nucleagao
e crescimento das particulas de latex [42]. O resultado final consiste em particulas
de polimero mantidas em suspensao por meio dos surfactantes e/ou co-surfactantes,
juntamente com micelas vazias, devido a quantidade excessiva do emulsificante [43].

Dessa forma, a polimerizacao em microemulsao representa um método simples
para a producao de particulas de latex extremamente pequenas, variando entre 10
e 50 nandémetros. Tais particulas sao compostas por polimeros de peso molecular
consideravelmente elevado, na ordem de aproximadamente 15.10° Da, sendo desafi-
ador o preparo de materiais com tais caracteristicas por meio dos métodos classicos

de polimerizacao.

Polimerizagcao em Miniemulsao

A polimerizacao em miniemulsao também apresenta discrepancias em relacao
a técnica classica de emulsao, sendo um método altamente eficaz para produzir
materiais complexos. Os materiais gerados por meio dessa técnica tém sido aplicados
em diferentes areas, como adesivos, revestimentos para resistir a reflexos, corrosao
e raios UV, e também para encapsulamento de farmacos [44].

Por meio desta técnica de polimerizacao, goticulas de mondémeros de tamanho
submicrométricas sao obtidas a partir de um intenso processo de agitagao na pre-
senga de concentragdes baixas de surfactantes e de co-estabilizantes (como hexade-
cano e alcool cetilico). Os compostos co-estabilizantes, que podem ser adicionados ao
meio reacional, atuam de maneira a dificultar a difusao de moléculas de monémero
das gotas menores para as maiores, em funcao du aumento da estabilidade osmoética.
Consequentemente, as goticulas de mondémeros passam a apresentar area superficial
suficientemente elevadas para com- petir efetivamente com as micelas e se tornarem
também pontos relevantes de nucleagao e formagao de particulas poliméricas [41].
Um destaque desse processo reside, entao, na nucleacao de goticulas, possibilitando a

utilizagao eficiente de monomeros hidrofébicos, uma vez que transferéncia de massa
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entre gotas de monémero é minimizada [38, 45].

Dessa forma, a polimerizacao em miniemulsao emerge como uma estratégia al-
tamente promissora na produc¢ao de materiais poliméricos com baixo diametro mé-
dio de particula, sem haver a necessidade de adicionar solventes, apresentando um
controle térmico simplificado e permitindo a obten¢ao de polimeros com taxas de

polimerizacao e pesos moleculares elevados [38, 45].

2.4 Sintese de Nanoparticulas Poliméricas de
PMMA Contendo Ativos Encapsulados

Os polimeros empregados na éarea farmacéutica podem ser biodegradaveis ou
nao-biodegradéaveis. Os polimeros biodegradaveis sao naturalmente metabolizados
pelo organismo, devendo seus produtos de degradacao necessariamente atoxicos para
0 corpo; ja os polimeros nao-biodegradaveis precisam ser retirados do corpo apos
a liberagao do ativo, exceto para aplicacoes especificas, como uso em processos de
embolizacao vascular ou para sintese de cimento ¢sseo. Caso contrario, a eliminagao
total desses materiais poliméricos é essencial para evitar o acimulo desses compostos
no organismo [46.

Nesse contexto, como mencionado anteriormente, o PMMA é um polimero nao-
biodegradavel, mas que apresenta elevada biocompatibilidade, sendo largamente em-
pregado na area médica e farmacéutica. O processo de polimerizacao do MMA por
miniemulsao possibilita a formacao de nanoparticulas poliméricas e o encapsula-
mento in situ de ativos de forma escalédvel. Durante a reacao de sintese, cada nano-
goticula funciona como um nano-reator, permitindo maior troca térmica e alcance
de elevadas massas molares, além de tamanho de particulas em escala nanométrica
[14].

Na Tabela 2.2 sao apresentados alguns trabalhos da literatura que estudaram
o encapsulamento in situ de diferentes farmacos em nanoparticulas de PMMA. E
importante ressaltar que todos os trabalhos foram baseados na técnica de polime-
rizacdo em miniemulsdo. E possivel observar que a eficiéncia de encapsulamento
encontrada nos diferentes estudos foi elevada, acima de 95%, e o diametro médio de
particulas foi mantido abaixo de 100 nm. O tamanho ideal para administracao de
nanoparticulas para os pulmoes variam de 50 nm a 300 nm [47, 48]. Os meios mais
comuns de administracao de nanocarreadores sao inalagao, instilagao intratraqueal,

pulverizagao intratraqueal e instilacao intranasal [49].
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Tabela 2.2: Trabalhos de Encapsulamento de Farmacos Desenvolvidos pelo Grupo
empregando PMMA como matriz polimérica.

Referéncia Farmaco Tamanho Eficiéncia de
Encaspulamento

MENDES et al. (2012) - 90 nm -
MENDES et al. (2017) | Piper Cabralanum | 200 nm 100 %
RAMOS, LM.F.C. (2018) Clioquinol 60-100 nm >97 %
ALVES et al.(2021) Praziquantel G8nm ~98 %

93 nm

MANGIA et al. (2021) Rivastigmina < 100 nm 80 %

2.5 Azitromicina

A azitromicina é uma substancia antibiotica da classe dos macrolideos, os quais
possuem um anel macrociclico de lactona, derivada da eritromicina [50]. A estru-
tura molecular difere da eritromicina pela inclusao de um atomo de nitrogénio no
anel lactonico formado, portanto, por 15 adtomos [51]. A Figura 2.10 ilustra a es-
trutura molecular da azitromicina. Este farmaco tem aspecto de um p6 branco e é
encontradao na forma anidra, mono ou dihidradata. A solubilidade de tal antibi6-
tico em agua ¢ muito baixa, sendo praticamente insoltvel em meio aquoso, e possui
um coeficiente de partigdo octanol/dgua de 4,02 [50, 52|. Os nitrogénios presentes
no anel lactanico e no aminoagticar tem pKas 8,1 e 88 [53]. A solubilidade da

azitromicina em agua é muito baixa, enquanto que em etanol é solivel.

Figura 2.10: Estrutura molecular da Azitromicina [3].

Conhecida por ser um antibiético de amplo espectro, a azitromicina age contra

microorganismos patogénicos gram-positivos e gram-negativos, apesar de apresentar
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maior eficicia para este tltimo [19]. O mecanismo de a¢do consiste em impedir a
sintese de proteinas bacterianas por meio da ligacao ao RNA ribossomal [54]. Dessa
forma, a administragao de azitromicina é indicada para o combate a uma série
de infecgoes do trato respiratorio superior e inferior, como amidalite e pneumonia;
no combate a outras doencas infecciosas como conjuntivite granulomatosa, otite,
clamidia, fibrose cistica; e, até mesmo, para a prevencao de infec¢oes em criangas
e pessoas com o sistema imunologico debilitado [19, 50, 51, 55]. Outro destaque
¢ que a azitromicina, aparentemente, nao apresenta toxidade a mulheres gravidas,
sendo indicada para o tratamento de doengas sexualmente transmissiveis durante
a gestagao [51]. Contudo, a azitromicina pode causar alguns efeitos adversos, que
variam entre leves e moderados, e, em sua maioria, estao relacionados ao trato
gastrointestinal, como, por exemplo, nauseas, vomitos e diarréia [55].

Em relacao a administracao do medicamento, a azitromicina é normalmente uti-
lizada em uma dose tnica diaria, por via oral, em que a dosagem recomendada
para criangas com menos de 45kg é de 10 mg/kg e para adultos é de 500 mg/kg,
nao ultrapassando o total de 1,5g [55]. A possibilidade de administragdo em dose
Unica diaria esta associada ao tempo de meia vida de tal medicamento no corpo,
que perdura entre 32 e 68 horas [50, 51|. Entretanto, ha doencas e circunstancias
que alteram a quantidade terapéutica, como em individuos portadores de HIV, que,
por exemplo, utilizam 600 mg de azitromicina combinadas com um ou mais agentes
para o tratamento de doencgas causadas por Mycobacterium avium e Mycobacterium
intracellulare [51, 55]. Em doses orais de 500 mg, o pico de concentragao no plasma
sanguineo ocorre entre 2 e 3 horas apds a ingestao, que é por volta de 0,4 mg/ml,
o que representa uma biodisponibili- dade em torno de 37% em adultos saudaveis
[19, 50, 51, 56]. Apos a administragao intravenosa de 500 mg de azitromicina, o
pico de concentracao acontece em torno de uma hora e se estabelece entre 3 e 4
mg/ml [51]. Em fun¢do da administracao oral resultar em uma concentracao bem
baixa do fairmaco no sangue e a intravenosa (que resulta em uma concentra¢do no
sangue até 10x maior que a concentragao obtida por via oral) ser uma forma mais
severa, invasiva e mais complexa de autotratamento, ha necessidade de desenvolver
métodos alternativos de tratamento.

Destaca-se, assim, o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas para o en-
capsulamento da azitromicina. Além dos intimeros beneficios associados ao processo
de encapsulamento, ja mencionados, busca-se alcancar concentragoes mais altas do
farmaco no organismo por periodos mais longos, ao comparar com o ativo livre.
Por esse motivo, por meio da analise bibliométrica, percebeu-se que muitos estudos
foram conduzidos com o objetivo de proteger o ativo e aumentar a estabilidade da
azitromicina no organismo.

TOTI et al. (2011) foram os pioneiros no estudo de encapsulamento da azitro-
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micina. Contudo, os autores exploraram o uso de nanoparticulas poliméricas de
poli(acido latico-co- &acido glicolico) (PLGA). ZHANG et al. (2014) estudaram o
encapsulamento da azitromicina em microparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxioctanoato) (P(HB-HO)). Contudo, nota-se que o foco do trabalho era a
sintese de particulas em escala micrométrica; escala esta invidvel para as aplicagoes
que se almeja no presente trabalho. Buscou-se neste trabalho produzir nanoparti-
culas com tamanho médio de 100 nm. Alguns trabalhos também tém explorado o
uso de matrizes naturais, como polimeros a base de quitosana [59, 60| . No entanto,
nenhum estudo foi encontrado envolvendo o uso do PMMA para o encapsulamento
da azitromicina por polimerizagao em miniemulsao, ressaltando o carater inovador

do presente trabalho.

2.6 Naproxeno

O naproxeno ¢ um medicamento anti-inflamatorio nao esteréide (NSAID) com
agao analgésica, que foi inserido no mercado farmacéutico em 1976 [61]. Esse me-
dicamento é indicado normalmente para o combate a inflamagoes reumatologicas
e, ocasionalmente, em condigoes nao reuméticas [20]. Além da atividade anti- in-
flamatoéria, o naproxeno também apresenta efeitos que aliviam alguns sintomas de
doengas virais, como tosse, dor de cabeca, fadiga, insuficiéncia respiratoria [62]. A

estrutura do farmaco pode ser observada na figura 2.11 a seguir.

Figura 2.11: Estrutura molecular do Naproxeno [4].

Apesar de a estrutura apontar o grupamento acido, o naproxeno pode ser encon-
trado também na forma de sal de sodio [20]. TODD e CLISSOLD (1990) relataram
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que a principal diferenca entre o acido e o sal é que o sal é absorvido mais rapi-
damente e, por isso, a concentracao atinge niveis mais altos no sangue em menos
tempo. O naproxeno pode ser administrado por via oral ou retal, sendo completa-
mente absorvido em ambas as formas de terapia.

Apesar da eficacia no tratamento de doengas, o naproxeno pode estar associ-
ado a alguns efeitos colaterais de acordo com a literatura. Os medicamentos anti-
inflamatorios nao esterdides, como o naproxeno, sao muitas vezes associados a pro-
blemas no trato gastrointestinal [63]. De acordo com HENRY (1988), o problema
mais comum causado por NSAID é a dispepsia. Os efeitos colaterais mais seve-
ros, que ocorrem de maneira mais rara, envolvem tlcera hemorragica, sindrome de
Stevens-Johnson e agranulocitose [63].

Héa estudos que também relacionam o uso de NSAIDs, que é o grupo ao qual o
Naproxeno pertence, a insuficiéncia funcional renal e a danos renais agudos [63]. De
acordo com WHELTON e WATSON (1998), de 1 a 3% das pessoas que utilizam os
NSAIDs desenvolvem algum tipo de problema renal. Outro ponto de atengao é que
tanto os NSAIDs, quanto os problemas causados aos rins sao fatores de risco que
podem causar insuficiéncia cardiaca [65]. Dessa forma, é evidente a necessidade por
desenvolver medicamentos orais mais eficientes e o encapsulamento, por tudo que
foi discutido, é uma alternativa bastante promissora.

O primeiro trabalho descrito na literatura focado no encapsulamento do farmaco
naproxeno foi publicado em 1996, ressaltando que este tema também é relativamente
recente. KIM et al. (1996) estudaram o encapsulamento do naproxeno empregando
poli(acido latico) (PLA) visando & producao de microparticulas. WANG et al. sin-
tetizaram nanoparticulas a base de polimeros de (PLA) e polietilenoglicol (PEG).
Estudos também vem sendo conduzidos explorando matrizes naturais a base de qui-
tosa e alginato, por exemplo [68, 69]. Novamente, até o momento, nao foi encontrado

nenhum estudo focado no emprego do PMMA para o encapsulamento do naproxeno.

2.7 Consideracoes Finais

Por tudo o que foi apresentado, é possivel perceber que poucos trabalhos visam
a sintese de nanoparticulas de poli(metacrilato de metila) para encapsulamento in
situ de farmacos. Ao focar nos farmacos azitromicina e naproxeno, que apresentam
agao contra COVID-19 ou doengas secundarias ocasionadas pela doenga, percebe-
se que pouquissimos trabalhos exploram o encapsulamento de tais medicamentos.
Além disso, nao foi encontrado nenhum estudo na literatura técnico-cientifica que
empregasse o polimero biocompativel PMMA no encapsulamento in situ de tais
farmacos. Dessa forma, buscou-se com o presente trabalho produzir nanoparticulas

poliméricas contendo farmacos encapsulados (farmacos com agao contra os sintomas
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de COVID-19 e contra infecgdes oportunistas). Como mencionado, o foco principal
do trabalho foi o encapsulamento dos farmacos azitromicina (empregado no combate
as infecgoes oportunistas) e naproxeno (utilizados combate aos sintomas de COVID-
19) em nanoparticulas poliméricas a base de poli(metacrilato de metila) (PMMA)
explorando a técnica de polimerizacao em miniemulsdo. Assim, destaca-se a rele-
vancia tecnoldgica, cientifica e de satide publica do tema e o grande potencial de

aplicacao dos nanosistemas produzidos.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais empregados nas reagoes de polimeri-

zacao e analises de caracterizagao

Para o preparo das reac¢oes de polimerizagao em miniemulsao, o surfactante uti-
lizado foi o lauril sulfato de sodio (LSS), fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda.,
com pureza minima de 90% e 10% de umidade. Também utilizou-se bicarbonato
de sodio (NaHCOj3), que foi fornecido pela Proquimios Ltda., com pureza minima
de 99,7%, para a estabilizacao do pH durante o processo de polimerizacao. O ini-
ciador empregado foi o persulfato de potéassio P.A. (K5S50g), fornecido pela Vetec
Quimica Fina Ltda., com pureza minima de 99%. Para o preparo da solucao com
iniciador e da fase aquosa, foi utilizada dgua destilada.A fase orgénica foi preparada
empregando-se monémero metacrilato de metila (MMA), com pureza minima de
99,5%, fonecido pela Sigma-Aldrich Brasil Ltda..

Para a avaliacao da cinética da reacao de polimerizagao, foi utilizada hidroqui-
nona fornecida pela Vetec Quimica Fina Ltda., com pureza minima de 99%, que
inibe a reagdo de polimerizagao. O tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro,
com pureza minima de 99%, fornecido pela Sigma-Aldrich Brasil Ltda., foi utili-
zado para a fase mével e para solubilizar as amostras poliméricas para a analise de

cromatografia de permeagao em gel.

3.2 Sintese de nanoparticulas de PMMA contendo

farmacos encapsulados

Primeiramente, foi realizado o preparo de cada uma das solugoes que compoem
da miniemulsao. A fase aquosa foi composta pelas solu¢oes aquosas de bicarbonato

de sodio e de lauril sulfato de sddio. Separadamente, preparou-se a solucao aquosa
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do iniciador perssulfato de potéassio. A fase organica foi formada pelo mondémero
metacrilato de metila e pelos farmacos de interesse. Todas as solugoes foram agitadas
até que todos os reagentes estivessem completamente solubilizados, incluindo os
medicamentos. A Tabela 3.1 apresenta as quantidades dos reagentes empregados

nas reagoes realizadas almejando-se o encapsulamento de azitromicina.

Tabela 3.1: Massa dos Componentes de cada Reacao

Reagentes % m/m (MMA) | Massa Teorica (g)
Bicarbonato de Sodio 0,38% 0,064
Lauril Sulfato de Sodio 0,50% 0,080
Fase Aquosa Agua 61,950
Agua* 5,250
Perssulfato de Potassio* 0,50% 0,084
_ Azitromicina 5% 0,800
Fase Organica . ,
Metacrilato de Metila 16,000

* pesados separadamente

Na Tabela 3.2 sao apresentadas as quantidades dos reagentes utilizados nas rea-

¢oes conduzidas buscando-se o encapsulamento do naproxeno.

Tabela 3.2: Massa dos Componentes de cada Reagao

Reagentes % m/m (MMA) | Massa Teorica (g)
Bicarbonato de Sodio 0,38% 0,064
Lauril Sulfato de Sodio 0,50% 0,080
Fase Aquosa Agua 61,950
Agua* 5,250
Perssulfato de Potassio* 0,50% 0,084
_ Naproxeno 2% 0,320
Fase Organica . _
Metacrilato de Metila 16,000

* pesados separadamente

Na etapa seguinte, verteu-se a fase aquosa (composta pelas solugoes de bicar-
bonato de sédio e lauril sulfato de soédio) na fase organica, a qual foi mantida em agi-
tacao durante 5 minutos num agitador de placas. Decorrido o tempo, a emulsao foi
conduzida ao sonicador, na intensidade de 40% durante 5 minutos, para a formagcao
da miniemulsao. Em seguida, a miniemulsao foi vertida em um reator de vidro de

100 ml, mantendo-se a velocidade de agitacao em 500 rpm e temperatura em 80 °C.
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Quando o meio reacional atingiu a temperatura de interesse, adicionou-se a solucao
de perssulfato de potassio, marcando-se o inicio da reacao. Todos as reagoes foram
conduzidas por duas horas.

E importante notar que os teores encapsulados de cada um dos farmacos nao fo-
ram os mesmos, pois ambos apresentam solubilidades distintas no monémero MMA.
E, para garantir uma distribuicao uniforme do farmaco na nanoesfera produzida,
indica-se conduzir os experimentos dentro da faixa de solubilidade do farmaco no
monomero [70] . Nesse contexto um estudo prelimicar foi conduzido, identificando-
se, inicialmente, um limite de solubilidade da azitromicina em MMA levemente su-
perior a 7.5% (m/m) e um limite de aproximadamente 3% (m/m) para o naproxeno

no monoédmero estudado.

3.3 Avaliacao do Efeito da Concentracao de Surfac-

tante e de FArmaco

A fim de compreender compreender de forma quantitativa e independente se as
variaveis, concentragoes de surfactante e de farmaco, poderiam interferir na con-
versao do MMA e no didmetro médio das particulas produzidas foi efetuado um
planejamento experimental.

O planejamento experimental foi criado baseado no plano fatorial em dois ni-
veis, com tréplicas apenas no ponto central. Denifiu-se dessa forma porque nenhum
outro estudo avaliou o encapsulamento de azitromicina e naproxeno em particulas
de PMMA [71]. As Tabelas 3.3 e¢ 3.4 mostram o planejamento experimental da

azitromicina e do naproxeno.

Tabela 3.3: Plano experimental completo associado ao encapsulamento da

azitromicina
Experimento Surfactante Surfactante Azitromicina Azitromicina
(% m/m) | Adimencional(z) (% m/m) | Adimensional(z;)
1 0,5 0 5 0
2 0,5 0 5 0
3 0,5 0 5 0
1 0,75 11 25 N
5 0,75 +1 7’5 1
6 0,25 1 75 3
7 0,25 -1 25 1
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Tabela 3.4: Plano experimental completo completo associado ao encapsulamento
do naproxeno.

) Surfactante Surfactante Naproxeno Naproxeno

Experimento ) ) . .
(% m/m) | Adimencional(z;) | (% m/m) | Adimensional(z;)

1 0,5 0 2 0

2 0,5 0 2 0

3 0,5 0 2 0

4 0,75 +1 1 -1

5 0,75 +1 3 +1

6 0,25 -1 3 +1

7 0,25 -1 1 -1

Dessa forma, conforme mostrado nas tabelas 3.3 e 3.4, as varidveis escolhidas
foram a massa de surfactante e a massas dos farmacos. A regiao de experimentacgao
considerada foi de 50% de variagao dos valores originais de surfactante e de farmaco,
0,5% (surfactante), 5% (azitromicina) e 3% (naproxeno) . A equagao utilizada para
tornar as quantidades de surfactante e de farmaco adimencionais é mostrada a seguir

71].

Z; =

o (x;rnaz+x:nzn>
’ (3.1)

x;naa: _‘,E;nzn

2

Nessa equagao, max e min representam os limites superiores e inferiores da regiao
de experimentacao. E importante destacar que ao realizar as réplicas somente no
ponto central, considerou-se a hipétese de que as flutuagoes sao constantes ao longo

da regiao de experimentacao.

3.4 Analise Estatistica

A determinagao dos erros experimentais envolvidos no processo de polimeriza-
¢ao e de caracteriagao é de fundamental importancia no estudo experimental,uma
vez que se pode atingir conclusdes completamente equivocadas, caso os erros expe-
rimentais ndo sejam avaliados |71]. Dessa forma, para realizar o calculo dos erros
experimentais, considerou-se que os erros calculados a partir das réplicas no ponto
central seriam mantidos para as demais condi¢oes experimentais. Todos esses valo-
res foram calculados a partir do software Statistica 12, sendo considerado grau de

confianca de 95
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O objetivo do planejamento experimental foi analisar quantitativamente a in-
fluéncia das concentragoes de surfactante e de cada um dos farmacos (variaveis de
entrada) na conversao do MMA e no tamanho médio de particula (variaveis resposta)
e elaborar modelos empiricos capazes de descrever as variaveis resposta em funcgao
das variaveis de entrada. As atividades de desenvolvimento de modelos empiricos
também foram realizadas com auxilio do Software Statistica versao 7.0 desenvolvido
pela StatSoft Inc.

3.5 Conversao

A conversao do monomero MMA ao longo do tempo em cada um dos experi-
mentos foi calculada a partir do método gravimétrico, como mostrado na equagao
3.2

massa do polimero(t)

o) = -100 (3.2)

massa da amostra(t) - fragdo organica

Para realizar o calculo de conversao, retiraram-se aliquotas do reator apos 5, 10,
20, 30, 60 e 120 minutos do inicio da reagao. Tais aliquotas foram pesadas e secas.
Considerou-se, entao, a massa da amostra pesada imediatamente apos a retirada
do reator e a massa de polimero pesada apdés o processo completo de secagem. O
processo de secagem foi realizado em placa de aquecimento, até o momento em que a
massa nao apresentava variagao significativa no valor. A fragao organica representa

o percentual massico da fase oleosa presente na emulsao.

3.6 Distribuicao de Tamanhos de Particula

Para a realizacao das analises para avaliacao da distribuicao de tamanhos de par-
ticula, utilizou-se um espectrofotometro modelo Zetasizer Nano-ZS, fornecido pela
Malvern Instruments, que avalia os tamanhos de particula na faixa de 0,3 nm a 10
pm. Esse equipamento analisa o espalhamento de luz provocado pelo movimento
Browniano das particulas suspensas na fase liquida e, por meio de modelos mate-
maéticos, calcula-se o tamanho médio de particula e a distribuicao de tamanhos de
particula.

Durante o processo reacional, aliquotas foram retiradas do reator e conduzidas
para analise. Tais amostras foram colocadas em cubetas de vidro de 4 mL. Em
seguida, cada amostra foi analisada em triplicata e as curvas de distribuicao de

tamanho para cada tempo reacional foram obtidas.
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3.7 Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Uma das técnicas que foi utilizada para a avaliacao da composigao das particulas
poliméricas foi o FTIR. Essa técnica é bem estabelecida para materiais poliméricos,
que possibilita analises da composi¢ao quimica das matrizes [72|. As analises foram
realizadas no espectrometro de FTIR modelo Nicolet 6700, da Thermo Scientific,
em condicao ambiente. A faixa de ntimero de onda foi de 500 a 4000 cm ™!, com 128

varreduras de resulucao de 4 nm em modo de transmitancia.

3.8 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica valiosa no estudo da
estrutura molecular e composi¢ao quimica de substancias. Ela se fundamenta na
interagao entre nucleos atdémicos com spin nao nulo de uma amostra e um campo
magnético externo. Quando expostos a este campo, os nucleos atdomicos reagem,
absorvendo energia, fen6meno conhecido como ressonancia. Apos a absor¢ao, esses
ntucleos dissipam a energia, retornando aos estados fundamentais e transferindo essa
energia para o ambiente circundante, podendo ser detectada por um espectrometro.
A frequéncia de ressonancia varia conforme o tipo de ntucleo, o campo magnético
aplicado e o ambiente quimico, resultando em sinais caracteristicos registrados nos
espectros de RMN [73].

Os espectros de RMN representam graficamente a intensidade do sinal em rela-
¢ao ao deslocamento quimico, i.e., a frequéncia de ressonancia de um ntcleo atomico
em relagao a um padrao. Esses deslocamentos quimicos, determinados por RMN,
sao influenciados por diversos fatores, incluindo o ambiente eletronico dos niicleos,
grupos funcionais, efeitos de blindagem, temperatura e solvente. Em funcao desses
fatores e, por apresentar alta precisao, a RMN ¢é muito utilizada para monitorar
reagoes de polimerizacao [74]|. Dentre as diferentes modalidades dessa técnica, a 1H
RMN se destaca por sua alta sensibilidade devido a elevada razao giromagnética e a
abundancia natural do deutério [75], 0 que permite a caracterizagdo da composigao,
sequéncia monomérica e taticidade, além de possibilitar a identificacao de grupos
terminais e interagoes moleculares nos polimeros [76].

Dessa forma, neste estudo, empregou-se a técnica de 1H RMN para avaliacao da
dos composicao das nanoparticulas poliméricas. Os experimentos foram conduzidos
utilizando um espectrometro Bruker (modelo AVIII-500, fornecido pela Brooker,
Billerica, EUA), operando a uma 500,1 MHz e com sonda de 5 mm. Cada amostra

foi preparada por dissolucao em 1 mL de cloroférmio deuterado.
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3.9 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC)

A Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC) ¢ um dos métodos mais utili-
zados para determinacao do tamanho das cadeias poliméricas e do grau de a polidis-
persidade de cadeias [77]. O procedimento envolve o uso de uma coluna preenchida
com uma material poroso. Assim, apés a solubilizagdo do material polimérico, uma
amostra é injetada em tal coluna. As cadeias de maior volume hidrodindmico sao,
entao, impedidas de ingressar nos poros da coluna e sao rapidamente eluidas; as
cadeias de menor volume hidrodinadmico acabam por penetrar nos poros da coluna,
permanecendo, desse modo, por um periodo mais prolongado na coluna até serem
eluidas |78].

As particulas poliméricas produzidas neste trabalho, foram submetidas a carac-
terizagao por GPC para definigao da distribuigao das massas molares e das massas
molares médias das cadeias poliméricas. Para isso, utilizou-se o cromatografo mo-
delo GPC Max VE2001, fabricado pela Viscotek, equipado com uma coluna linear
KF-804L e uma coluna linear KF-805L. Essas colunas apresentavam tamanhos mé-
ximos de poro de 1,5.103 A e 5.10% A, respectivamente, fornecidas pela Shodex.
Um detector refratométrico Viscotek, modelo VE3580, foi empregado no sistema. O
solvente utilizado foi o tetraidrofurano (THF), e todas as anélises foram conduzidas
a uma temperatura de 40 °C.

Para o preparo das amostras foi pesada uma quantidade de 0,015 g de cada amos-
tra e adicionaram-se 3 mL de THF para a solubilizacao dessas particulas. Apos a
solubilizacao, as solugoes poliméricas foram filtradas utilizando membranas com um
diametro de poro de 0,45 pm. Em seguida, os filtrados resultantes (aproximadamente

300 nL) foram injetados no cromatografo.

3.10 Analise Termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria consiste na analise da degradacao dos compostos em funcao
da temperatura. Nesse sentido, utilizou-se o Analisador Termogravimétrico (TGA)
modelo STA-6000, da fabricante Perkin Elmer, para avaliar o perfil de degradacgao
térmica das nanoparticulas contendo os farmacos encapsulado e inferir possiveis
efeitos de tais medicamentos na estrutura das cadeias poliméricas. Os testes foram

realizados na faixa de 25 a 800 °C, a 10 °C/min, em atmosfera ambiente.

3.11 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a visualizacao das nanoparticulas sintetizadas, as amostras foram submeti-

das a analise de MEV. Para isso, as amostras poliméericas precisaram ser recobertas
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com ouro, ou seja, passaram pelo processo de metalizagao em um metalizador Denton
Vacuum, modelo Desk V. Apds esse processo, as amostras metalizadas seguiram para
o microscopio eletronico modelo Tescan VEGAS3, onde as anéalises foram conduzidas
em alto vacuo, com deteccao de elétrons secundarios. As imagens foram processadas
no proprio equipamento. Todas as anélises foram conduzidas sob tensao de 10kV.

Foram obtidas imagens de aproximacao de 20.000 x e 50.000 x.

3.12 Teste de Liberacao

Os testes de liberagao foram realizados no dissolutor automatico Standard
Ethik.As naoparticulas contendo azitromicina foram colocadas em solugao de tam-
pao de pH 6 e as nanoparticulas contendo naproxeno foram colocadas em solugao
de tampao de pH 7,5. O processo da anélise foi conduzido durante 5 horas para a
azitromicina e 6 horas para o naproxeno, ambas a temperatura de 37 oC e sob agi-
tagao de 50 rpm. Aliquotas foram retiradas a cada hora, até o final do experimento,
com objetivo de construir um perfil de liberacao.

As aliquotas coletadas foram encaminhadas a um espectrofotéometro de
ultravioleta-visivel para microplacas, ThermoScientific. Foram colocados 30 pL de
amostra nos pocos da placa de quartzo, sendo as analises conduzidas em triplicata.
Foi realizada uma varredura do espectro de 200 a 300 nm. As curvas de calibragao

e detalhes da metodologia adotata sao apresentados no Apéndice A.
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Capitulo 4

Resultados

Neste capitulo serao mostrados os resultados obtidos a partir das analises des-
critas no capitulo anterior. Além disso, serao discutidas as influéncias dos farmacos
modelo e do surfactante no processo de polimerizagao e nas propriedades quimicas

e texturais das nanoparticulas sintetizadas.

4.1 Encapsulamento da Azitromicina

4.1.1 Influéncia na Conversao

O plano experimental proposto para avaliar o efeito da azitromicina nas reacoes
de polimerizacao do MMA foi conduzido de maneira satisfatoria e todas as reagoes
foram realizadas com sucesso. Para calcular o erro experimental em cada tempo de
reacao, foram realizadas triplicatas no ponto central. Na Figura 4.1 sao apresentadas

as conversoes dos trés experimentos conduzidos na condi¢cao do ponto central.
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Figura 4.1: Cinética de polimerizacao do MMA na presenca da azitromicina no
ponto central.
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E possivel notar pela Figura 4.1 que os perfis das curvas de conversao ao longo do
tempo sao bastante semelhantes. A queda de conversao observada no tempo final
de reagao, aos 120 minutos, indica uma dificuldade operacional para retirada da
altima aliquota, possivelmente em funcao de uma heterogeinadade da distribuigao
de particulas ao longo do reator no final do experimento. As tabelas contendo os
valores das conversoes dos experimentos do ponto central e dos demais experimentos
do plano experimental sao apresentadas no Apéndice A.

A Figura 4.2 mostra as conversdes do MMA no experimento de sintese de na-
noparticulas na auséncia do farmaco e nos experimentos do plano experimental da
azitromicina. Sao apresentadas também as médias das conversoes de MMA nos ex-
perimentos do ponto central. Vale ressaltar que os erros experimentais calculados a
partir dos experimentos do ponto central foram considerados os mesmos para cada

tempo de cada um dos experimentos do plano da azitromicina.

110
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Experimento -1/+1
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Conversdo (%)

Experimento +1/-1

=== Experimento -1/-1

ELR 20 40 60 80 100 120
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Figura 4.2: Conversao do MMA ao longo do tempo, no plano experimental & base
de azitromicina.

Ao analisar a Figura 4.2, percebe-se que cinética de polimerizacao do MMA
puro, na auséncia de farmaco, foi a que apresentou a maior velocidade de reagao,
sendo alcancada uma conversao de aproximadamente 90% em 20 minutos de reacao.
Nota-se que a adicao da azitromicina provocou uma queda na velocidade de reagao
e também na conversao de MMA, observada ao final da reacao. Por exemplo, o
experimento (+1/-1), no qual foi adicionada maior quantidade de azitromicina e
menor quantidade de surfactante, apresentou a menor velocidade de reacao e menor
conversao final. E necessario, em trabalhos futuros, que o pH do meio reacional seja
avaliado, porque sabe-se que o pKa da azitromicina gira em torno de 8,5. Se o pH
estd abaixo do valor de pKa, a azitromicina se encontra na sua forma ionizada, o que
pode ter contribuido para a interacao na reacao de polimerizagao. Nesse sentido, é

sugerido que sejam realizados novos ensaios de polimerizacao com controle de pH em
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valores basicos, em torno de 9,5, para que a molécula esteja quase que completamente
nao-ionizada. Vale pontuar que este experimento nao pode ser conduzido até o
tempo de 120 minutos, em func¢ao de uma desestabilizacao da reacgao, formando-se
um grande aglomerado de particulas. A baixa conversao final e baixa velocidade
de reagao também foi observada para o experimento (+1/+1), em que a maior
adiccao de surfactante garantiu a estabilidade do latex e assegurou a conducao da
reacao de polimerizacao por 120 min. Em contrapartida, o aumento na concentragao
de surfactante provocou um aumento na velocidade de polimerizagdo do MMA,
como esperado, uma vez que garantiu maior estabilidade das gotas de mondmero
no meio reacional e, consequentemente, possibilitou um aumento da nucleacao de
tais estruturas pelos radicais livres formados no meio. A condi¢do explorada no
experimento (-1/+1) destaca-se no plano proposto, uma vez que conversoes elevadas

foram obtidas a velocidades de reagao também expressivas.

4.1.2 Influéncia na Morfologia
Micrografias

Para avaliar a morfologia das nanoparticulas produzidas, foram realizadas di-
versas analises de MEV. A Figura 4.3 apresenta as micrografias obtidas para os

experimentos conduzidos nas condigoes do ponto central.
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Figura 4.3: Micrografias das particulas produzidas nos experimentos do ponto
central: (a) experimento 1, 20.000x; (b) expermento 2, 20.000x; (¢) experimento 3,
20.000x; (d) experimento 1, 50.000x; (e) expermento 2, 50.000x; (f) experimento 3,

50.000x.

A Figura 4.3 ressalta que nanoparticulas foram bem formadas em todos os 3
experimentos do ponto central. Contudo, evidencia-se também a formagao de aglo-
merados de nanoparticulas. Tal observacao indica que, possivelmente, particulas de
maior diametro que possam ser identificadas nas analises de DLS sejam resultado
de um complexo de aglomerados de nanoparticulas. Tal formacao de aglomerados
também explica a queda de conversao observada em alguns experimentos, uma vez
que os aglomerados tendem a se depositar no fundo do reator, o que torna a suspen-
sao, mesmo em agitacao continua, heterogénea, impedindo a retirada de aliquotas
de maneira uniforme e representativa. E possivel notar também que as particulas
formadas nos experimentos de ponto central apresentam tamanho médio em torno
de 300 nm. Na Figura 4.4 sao apresentadas as micrografias das nanoparticulas
produzidas nas demais condi¢oes do plano experimental & base de azitromicina. Ao
observar a Figura 4.4a e 4.4b & possivel perceber que o experimento 4, em que foi uti-
lizada quantidade reduzida de azitromicina e maior quantidade de surfactante, nao
resultou em aglomeragoes de particulas. Além disso, as nanoparticulas produzidas

apresentaram diametro médio em torno de 200 nm, ou seja, tamanhos menores do
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que os obtidos no experimento do ponto central, possivelmente em fun¢ao da maior
concentracao de surfactante. Vale pontuar também que houve formacao de parti-
culas com uma morfologia bastante similar, possivelmente em decorréncia da alta
concentracao de surfactante na superficie das nanoparticulas. Em relacao ao expe-
rimento 5, é possivel notar nas Figuras 4.4c e 4.4d que ha formacao de aglomerados,
apesar da maior concentracao de surfactante. Como mencionado, no experimento
6 houve uma desestabilizacao da reagao de polimerizacao do MMA, resultando na
formacao de grandes aglomerados e também de nanoparticulas em suspensao com
diametros bastante variados, como mostrados nas Figuras 4.4e e 4.4f.Tal resultado
reforca que a adi¢ao da azitromicina provocou uma diminui¢ao na velocidade de
reacao do MMA e, possivelmente, causou um aumento do tempo para coalescéncia
das gotas e particulas, resultando na formacao de grandes aglomerados poliméricos.
As micrografias do experimento 7 sao também mostradas na Figura 4.4g e 4.4h.
Nota-se que, apesar da quantidade reduzida de azitromicina, ainda houve formagao
de aglomerados, diferentemente do experimento 4. Esse efeito demonstra que ha
uma quantidade minima de surfactante necessaria para que nao haja formagao de
aglomerados de particulas, pois, conforme foi visto anteriormente, a azitromicina
afeta a cinética de polimerizacao do MMA, interferindo também na estabilidade da

emulsao.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 8.02 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx Det: SE
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Figura 4.4: Micrografias das particulas produzidas em cada uma das condi¢oes do
plano experimental: (a) experimento 4, 20.000x; (b) experimento 4, 50.000x; (c)
experimento 5, 20.000x; (d) experimento 5, 50.000x; (e) experimento 6, 20.000x; (f)
experimento 6, 50.000x; (g) experimento 7, 20.000x; (h) experimento 7, 50.000x.

Distribuicao de Tamanhos de Particula

As distribui¢oes de tamanhos de particula e os diametros médios de particula fo-
ram obtidos por meio da técnica de DLS, como descrito na se¢ao anterior. Com base
nos resultados discutidos anteriormente, espera-se que as distribui¢oes de tamanhos
de particula sejam mais largas nos experimentos que contenham maiores concentra-
¢oes de azitromicina. Na Figura 4.5 sao apresentados os resultados de distribuigao
de tamanhos de particula dos materiais produzidos no plano experimental a base de

azitromicina e na condigao do ponto central (é mostrada a média do ponto central).
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Figura 4.5: Distribui¢ao de tamanhos de particula do plano experimental a base de
azitromicina e dos experimentos do ponto Central.

Ao observar a Figura 4.5, percebe-se que o experimento 4 (-1/+41) apresentou a
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distribuicao de tamanhos de particula mais estreita e proxima a curva do PMMA
puro. Tal resultado ressalta o carater promissor da condi¢ao experimental estudada,
uma vez que para as aplicagoes in vivo almejadas no presente trabalho é necessa-
rio que os materiais apresentem curvas de distribuicao mais estreitas e indices de
polidispersao baixos, estando o mais proximos possivel a 1.Nota-se também que é
necessaria a adi¢cao de uma quantidade 6tima de surfactante para garantir a estabi-
lidade da emulsao, visto que o experimento 7 (-1/-1) apresentou um deslocamento
das curvas de distribuicao para a diametros maiores, correspondendo a aumento
pronunciado nos tamanhos de particula. O comporta- mento bimodal também é ob-
servado em todos os demais experimentos, com excegao do experimento 4 (-1/+1).
Dessa forma, evidencia-se o efeito da azitromicina na cinética de polimerizacao e,
consequentemente, na morfologia das particulas.

Nao foi possivel obter curva de distribuicao de tamanhos de particula pela técnica
adotada para o experimento 6 (41/-1), em fungao da desestabilizagdo da emulsao
e da formagao de grandes aglomerados. A Figura 4.6 mostra o material obtido ao

final do experimento.

Figura 4.6: Fotografia dos aglomerados obtidos ao final do experimento 6.

Na Figura 4.7 é possivel observar os didmetros médios obtidos para as particulas
produzidas a partir dos experimentos do ponto central. Nota-se que os trés experi-
mentos resultaram em particulas com diametros médios bem proximos até o tempo
de 30 minutos de reacao. Apos este periodo, maior discrepancia é observada entre
os valores médios de diametro, sugerindo que as aglomeracoes se intensificam apos
esse momento da reacao e dificultando uma amostragem representativa do meio re-
acional, em funcao da elevada heterogeneidade. Nesse sentido, os valores elevados
de diametro médio de particula ao final dos experimentos estao relacionados possi-
velmente asa aglomeracoes provocadas pela adi¢cao de azitromicina no meio. Vale

pontuar que todos os dados obtidos sao apresentados no Apéndice B
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Figura 4.7: Diametros médios dos experimentos do ponto central: (a) didmetros
médios até 60 minutos; (b) didmetros médios até 120 minutos.

Na Figura 4.8 sao apresentados os diametros médios de particula acompanhados
dos erros experimentais (calculados com base nas tréplicas do ponto central), jun-
tamente com a média dos didmetros do ponto central. E importante ressaltar que o
diametro médio de particula obtido no tempo de 60 minutos para o experimento 1
apresentou diferenga significativa em relagao aos outros dois experimentos do ponto
central. Por conta desse efeito, para o calculo dos valores do erro experimental, foi
desconsiderado o experimento 1, para os tempos de 60 e 120 minutos.

Em funcao do efeito de aglomeracao, apos 30 minutos de reacao, os erros experi-
mentais observados para os valores dos didmetros médios sao bastante pronunciados.
Com base apenas nesta anéalise e observando apenas os resultados de didmetro médio
obtidos ao longo de 120 min de reacao, seria inadequado concluir algum efeito do
teor de surfactante ou do farmaco, uma vez que os valores de didmetro médio sao

estatisticamente semelhantes. Dessa maneira, ressalta-se a importancia de realizar
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uma anélise estatistica dos dados coletados e também nao se basear apenas em um
dado obtido. A partir de todas as analises realizadas, nota-se uma limitacao dessa
analise especifica do diAmetro médio de particula para avaliar o efeito das variaveis
de entrada. Neste caso, a analise das curvas completas de distribuicao de tama-

nhos é essencial para avaliar o efeito de cada uma das varidveis, como discutido

anteriormente.
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Figura 4.8: Diametros médios de particula dos materiais produzidos a partir dos
experimentos do plano e ponto central: (a) apés 60 min de reacao; (b) apos
120min de reacao.

Em funcao do efeito de aglomeragao, apés 30 minutos de reagao, os erros experi-
mentais observados para os valores dos diametros médios sao bastante pronunciados.
Com base apenas nesta analise e observando apenas os resultados de diametro ob-
tidos apds 120 min de reagao, seria inadequado concluir algum efeito do teor de

surfactante ou do farmaco, uma vez que os valores de diametro médio sao estatis-
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ticamente semelhantes. Dessa maneira, ressalta-se a importancia de realizar uma
analise estatistica dos dados coletados e também nao se basear apenas em um dado
obtido. A partir de todas as anélises realizadas, nota-se uma limitacao dessa ana-
lise especifica do didmetro médio de particula para avaliar o efeito das variaveis
de entrada. Neste caso, a analise das curvas completas de distribuicao de tama-
nho sao essenciais para avaliar o efeito de cada uma das variaveis, como mostrado

anteriormente.

4.1.3 Influéncia na Composicao das Nanoparticulas Polimé-

ricas
Estrutura Quimica

A analise da composicao das nanoparticulas poliméricas é de grande importancia
para que seja possivel, por exemplo, compreender o mecanismo de interagao entre a
azitromicina e o sistema polimérico e avaliar se a azitromicina é incorporada ou nao
a cadeia polimérica de PMMA. Nesse ambito, foram conduzidas anélises de FTIR
e os resultados obtidos sao mostrados na figura 4.9bCada um dos espectros obtidos
sao apresentados no Apéndice C. Foram avaliados também os espectros da nanopar-
ticula de PMMA puro e o espectro da azitromicina. Os espectros da azitromicina e
do PMMA puro sao relevante para compreender a composi¢ao quimica da superficie
das nanoparticulas no que se refere aos grupamentos funcionais presentes e a pos-
sivel interacao quimica entre a azitromicina e as cadeias de PMMA. Os resultados
obtidos sdo mostrados na Figura4.9a e 4.9b. E importante ressaltar que a Figura
4.9b foi elaborada correlacionando as intensidades dos picos de cada espectro com
as intensidades dos picos do espectro de PMMA puro. Dessa maneira, busca-se
identificar de maneira mais clara as discrepancia entre os resultados obtidos. Caso
nao hava uma diferenca significativa entre as curvas, espera-se obter retas com alto

coeficiente de correlacao.

190
170
150 -
130 1 oy Experimento 2
110 _'——V—‘M_ﬁ\f_lr’qt ——Experimento 3
90 Experimento 4
70
50
30

—PMMA PURO

——Experimento 1

Intensidade (%)

Experimento 5

——Experimento 6

3650 2650 1650 650 — Experimento 7
Comprimento de Onda (nm) ——Azitromicina

(a)

42



120
110

100 ——PMMA PURO

——Experimento 1
90

Experimento 2
80
70

60

——Experimento 3

Experimento 4

Intensidade (%)

Experimento 5

50 ——Experimento 6

40

——Experimento 7

30 — Azitromicina
120 100 80 60 40

Intensidade (%)

110

100

~——PMMA PURO
Experimento 1
80 Experimento 2
——Experimento 3
——Experimento 4
60 ——Experimento5
——Experimento 6

——Experimento 7

105 95 85 75 65 55 45

Figura 4.9: Espectros de FTIR das amostras produzidas na presenga de
azitromicina: (a) espectros de cada um dos experimentos; (b) correlagao entre as
intensidades dos picos de cada um dos espectros dos materiais e as intensidades dos
picos do PMMA puro; (c) correlagao entre as intensidades dos picos dos espectros
dos materiais e as intensidades dos picos do PMMA puro excluindo a Azitromicina.

Ao observar as Figuras 4.9a, 4.9b e 4.9¢, inicialmente, percebe-se que oos es-
pectros dos pontos centrais possuem alto grau de semelhanca e se aproximam do
espectro do PMMA puro. Na Figura 4.9b nota-se que a maior parte das curva
obtidas se aproximam de retas; os desvios observados em relacao a curva verme-
lha, correspondente ao PMMA, ocorrem em funcao das mudancas na linha de base
durante a conducao das analises. A similaridade da estrutura dos materiais produ-
zidos é evidenciada pela curva da azitromicina, em que se mostra o quao distinto é
o farmaco estudado em relacao ao PMMA. Dessa forma, tal resultado indica a pre-
senca pouco significativa do farmaco nas regioes mais superficiais das nanoparticulas
produzidas. Ao avaliar os espectros dos materiais obtidos, percebe-se também que
nao hé aparentemente alteracoes significativas em funcao do aumento da quantidade
de azitromicina adicionada no meio, nao sendo possivel afirmar se o farmaco inte-
rage quimicamente com a cadeia polimérica ou encontra-se disperso na matriz. Em
funcao da baixa concentracao de surfactante no meio, nao seria esperado qualquer
alteracao na composi¢ao da matriz polimérica, em funcao do aumento da concen-

tragao de tal composto, como foi observado. A Figura 4.9c mostra que as curvas se
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aproximam de uma reta, o que configura a proximidade com o PMMA puro. Dessa
forma, por meio dessa técnica, nao é possivel comprovar a presenca da azitromicina
na superficie.

Nesse sentido, nota-se que, apesar de interferir fortemente na cinética de poli-
merizacao do MMA, a azitromicina pareceu nao afetar de maneira relevante os gru-
pamentos quimicos da estrutura polimérica presentes na superficie das nanoparticu-
las, visto que as bandas caracteristicas encontradas nos experimentos sao as mesmas
daquelas observadas no FTIR do PMMA puro.

Distribuicao de Tamanhos das Cadeias Poliméricas

Com base nos pontos que foram apresentados até esta se¢ao, percebe-se que a
azitromicina interfere na cinética da reacao de polimerizacao e que, provavelmente,
por reduzir a velocidade de reagao, provocou um aumento da aglomeragao das na-
noparticulas, resultando em curvas de distribuicao de tamanhos mais largas e em
diamteros médios de maior valor. Dessa forma, a azitromicina afeta a morfologia das
particulas. Contudo, também é importante investigar se o farmaco afeta a estrutura
quimica dos polimeros. Para isso, além de FTIR, também foram conduzidas ana-
lises de cromatografia de permeacao em gel (GPC) . Os resultados obtidos para as
distribuicoes de tamanho das cadeias poliméricas sao apresentados na Figura 4.10.
Os valores das massas molares médias (Mn e Mw) e do indice de polidispersao sao

mostrados na tabela 4.1.
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Figura 4.10: Distribuicao de tamanhos das cadeias poliméricas das nanoparticulas
contendo azitromicina.
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Tabela 4.1: Massas molares médias (Mn e Mw) e Indice de Polidispersdo (PDI).

Experimento | Mn (Da) | Mw (Da) | Indice de Polidispersdo

PMMA PURO 204.731 | 916.117 4,47

Exp. 1 45.382 712.368 15,7

Exp. 2 1.511 338.928 2243

Exp. 3 7.368 607.148 82,4
Exp. 4 ((1/41) | 4.086 | 796.337 194,9
Exp. 5 (+1/+1) | 1.956 | 225.922 1155
Exp. 6B (+1/-1) | 3.874 | 500.401 129,2
Exp. 65 (+1/-1) | 2.300 | 180.370 78,1
Exp. 7 (-1/-1) 4.826 543.004 1125

Nota-se que o PMMA puro apresenta uma curva de distribuicao de tamanhos
de cadeias relativamente estreita. Os demais experimentos, conduzidos na presenca
de azitromicina, apresentaram um alargamento das curvas de ditribui¢ao de tama-
nhos de cadeia e um aumento de cadeias poliméricas de menor tamanho. Foram
conduzidas duas anélises dos dois materiais produzidos a partir de experimento 6:
materiais que aglomeraram e sedimentaram (identificados pela letra "B"); materiais
particulado do sobrenadante (identificados pela letra "S"). Dessa forma, pode-se
observar que nos experimentos em que foi inserida uma maior quantidade de azitro-
micina, os efeitos de encurtamento das cadeias poliméricas sao mais pronunciados.
Além disso, é possivel notar também que o pico caracterisco observado no PMMA
puro é deslocado para a esquerda, nos experimentos com maior concentracao de
azitromicina. Dessa forma, os resultados indicam que a azitromicina atua como
um possivel agente de transferéncia de cadeia, resultando em cadeias poliméricas de
menor massa molar.

Comportamento semelhante é observado ao analisar a Tabela 4.1. Percebe-se
que a adi¢ao da azitromicina provoca uma diminuicao das massas molares médias,
Mn e Mw, e um aumento pronunciado do indice de polidispersao. Tais resultados
corroboram o efeito da azitromicina como agente de transferéncia de cadeia nas

reacoes de polimerizacao do MMA.

Degradacao Térmica

Além dos resultados de cromatografia, os perfis de decomposi¢ao térmica, obtidos
por meio de analises termogravimétricas, também auxiliam na compreensao sobre a
influéncia da azitromicina nas cadeias poliméricas de PMMA. A Figura 4.11 mostra

os resultados obtidos para as nanoparticulas na presenca do farmaco.
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Figura 4.11: Analise termogravimétrica das nanoparticulas produzidas na presenga
de azitromicina

E possivel notar na Figura 4.11, uma tendéncia nos experimentos que contém
azitromicina o inicio da degradagao térmica a menores a temperaturas, ao comparar
com os resultados do PMMA puro. E sabido que as cadeias poliméricas menores
de um mesmo polimero se decompoem a temperaturas mais baixas. No entanto, tal
efeito também pode ser consequéncia da incorporacao do farmaco na matriz. Dessa
forma, apesar de tal efeito necessitar de uma analise mais aprofundada, hé indicios de
que a adi¢ao de azitromicina pode ter provocado um aumento de cadeias poliméricas
de menor tamanho. Além disso, as curvas de decomposicao das nanoparticulas com
azitromicina apresentam faixas de decomposigao térmica, indicando que particulas
com tamanhos distintos de massa molar foram produzidas, refor¢cando a atuacao da

azitromicina como agente de transferéncia de cadeia.

4.1.4 Eficiéncia de Encapsulamento da Azitromicina nas Na-
noparticulas de PMMA

Para avaliar a eficiéncia de encapsulamento da azitromicina nas nanoparticulas,
foram realizadas analises de RMN, sendo comparados os espectros de PMMA e
dos polimeros produzidos e buscando-se identificar os picos nao sobrepostos. E
importante pontuar que apenas os polimeros contendo a maior e menor concentragao
de azitromicina foram avaliados. Conforme mostrado na Figura 4.12 o pico de
hidrogénio 1H da metila A da azitromicina foi utilizado como referéncia em funcao

da falta de sobreposi¢ao com outros sinais.
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Figura 4.12: Metila A da Azitromicina.

No caso do PMMA, o sinal de referéncia para calculo foram os hidrogénios 1H
da metila (O-CHjs) cujo pico caracteristico foi identificado em 3,60 ppm. Na Azitro-
micina o pico caracteristico da metila A é encontrado em 3,35 ppm. A Figura 4.13

apresenta o espectro do PMMA puro.
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Figura 4.13: Espectro de RMN do PMMA puro.

Nesse ambito, a partir da anélise dos espectros das nanoparticulas produzidas, foi
possivel calcular o teor de azitromicina presente em cada uma das amostras: amostra
(+1/+1),teor de azitromicina igual a 2,51%; amostra (-1/-1), teor de azitromicina
igual a 0,30%. Na figura 4.14 sdo apresentados os espectros analisados de cada uma
das amostras.

Sabe-se que a relacao entre os picos é baseada na massa de material. Dessa forma,
foi possivel calcular que a eficiéncia de encapsulamento para o experimento (+1/+1)
foi de 33,5% e igual a 12% para o experimento (-1/-1). Nota-se assim que o aumento
no teor de azitromicina adicionada a reacao resultou em um aumento da eficiéncia de
encapsulamento. No entanto, tal condigao de reagao também resultou na formagao
de aglomerados poliméricos. Observa-se também uma perda significativa de farmaco
nao encapsulado. Dessa forma, um estudo mais aprofundado devera ser conduzido
de maneira a avaliar a maxima eficiéncia de encapsulamento de maneira a garantir

a estabilidade da emulsao.
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Figura 4.14: Espectros de RMN das amostras de azitromicina: (a) experimento
+1/+1; (b) experimento -1/-1.

4.1.5 Ensaio de Liberacao

Buscou-se avaliar o perfil de liberacao da azitromicina a partir das amostras de
nanoparticula. No entanto, nao foi possivel conduzir uma anéalise qualitativa em
funcao das restri¢oes identificadas para a analise UV-vis, disponivel para condugao
de tal caracterizacao. , O espectofotéometro de UV visivel que foi utilizado para
analise possui intervalo de medicao de comprimento de onda entre 200 e 300 nm, e

o comprimento de onda maximo da azitromicina é inferior aos 200 nm na leitura do
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equipamento, o que torna limita uma analise precisa de tais amostras. A Figura 4.15
apresenta as faixas de absor¢ao da azitromicina no UV em diferentes concentragoes
do farmaco. Vale pontuar que todos os dados brutos relacionados ao ensaio de

liberacao sao apresentados no Apéndice D.
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Figura 4.15: Avaliacao da faixa de absor¢ao no UV da azitromicina em diferentes
comprimentos de onda, em diferentes concentracoes do farmaco.

Ao avaliar a metodologia mais apropriada para quantificar a azitromicina libe-
rada nos meios de referéncia, notou-se a auséncia de um método especifico e eficaz
para quantificar tal composto. Dessa maneira, foi adotada uma metodologia de ana-
lise por UV-Vis de forma a avaliar, ao menos, qualitativamente tal liberagao. Assim,
apesar da imprevisao quantitativa dos resultados, seguiu-se com os experimentos,
de forma a avaliar a possivel liberagao dos medicamentos das nanoparticulas. Para
isso, foram selecionados os materiais produzidos na condigao (+1/41) em que houve
maior adi¢ao de azitromicina e garantiu-se a estabilidade das particulas. A Figura
4.16 apresenta, entao, os perfis de liberagao da azitromicina ao longo das 5 horas
de experimento. E possivel perceber o aumento da intensidade do pico relacionado
a agzitromicina na solucao do sobrenadante ao longo do tempo, indicando que tal
ativo foi encapsulado e é liberado das nanoparticulas. Entretanto, faz-se necessa-
rio um estudo futuro que investigue uma técnica de caracterizacao adequada para

quantificar a liberacao de azitromicina.
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Figura 4.16: Perfis de liberagao da azitromicina da matriz de PMMA ao longo das
5h de experimento.

4.2 Encapsulamento do Naproxeno

4.2.1 Influéncia na Conversao

O plano experimental focado no encapsulamento do farmaco naproxeno foi con-
duzido de maneira satisfatéria e as reagoes foram realizadas com sucesso. Nova-
mente, para calcular o erro experimental em cada tempo de reacao, foram realizadas
triplicatas no ponto central. Na Figura 4.17 sao apresentadas as conversoes dos trés
experimentos conduzidos na condi¢ao do ponto central na presenca do naproxneo.
Vale pontuar que os dados de conversao do ponto central e do restante do plano

experimental na presenca do farmaco naproxeno sao apresentados no 5.1.
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Figura 4.17: Cinética de polimerizagao do MMA na presenga de naproxeno no
ponto central.
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Ao avaliar a Figura 4.17, nota-se que os perfis de conversao obtidos para os ex-
perimentos conduzidos nas condi¢oes do ponto central foram bastante semelhantes.
Além disso, sao obtidas as conversoes proximas a 100% em aproximadamente 30 min
de reacao. velocidades altas de reagao. Diferentemente do plano experimental da
azitromicina, as reacoes de encapsulamento do naproxeno nao indicam a existéncia
de uma heterogeneidade do meio reacional, uma vez que conversoes muito similares
foram obtidas ao longo de toda reacao de polimerizacao do MMA.

Na Figura 4.18 sao apresentadas a cinética de polimerizacgao do PMMA puro, a
média de conversao do MMA dos experimentos do ponto central ao longo da reagao
e as conversoes dos demais experimentos do plano experimental ao longo do tempo.
E importante pontuar que, novamente, os erros experimentais calculados a partir
dos experimentos do ponto central foram considerados os mesmos para cada tempo
de cada um dos experimentos do plano experimental do naproxeno.

Nota-se que, para os diferentes experimentos, conversoes elevadas, acima de 90%,
sao obtidas apos apenas 30 min de reacdo. E possivel também que, aparentemente, a
adicao de naproxeno no meio reacional provoque uma leve diminui¢ao na velocidade
de reacao do MMA no inicio da reacao, uma vez que conversoes mais baixas foram
obtidas para os experimentos (+1/41) e (+1/-1) ap6és 5 min de reagdo. Conversao
mais baixa também foi obtida para o experimento contendo menor concentracao de
surfactante, uma vez que um menor nimero de nanogotas sao formadas, havendo
uma queda na velocidade de reacao. No entanto, é relevante pontuar que tal influén-
cia do farmaco na conversao de MMA nao é significativa, uma vez que a cinética de
polimerizagao do MMA puro apresenta um perfil estatisticamente similar a cinetica

observada nas condi¢des do ponto central.
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Figura 4.18: Conversoes do plano experimental & base de naproxeno.
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4.2.2 Influéncia na Morfologia
Micrografias

A morfologia das nanoparticulas produzidas na presenca do farmaco naproxeno
também foi analisada. Para isso, diversas analises de MEV foram realizadas. Na
figura 4.19 sao mostradas as micrografias dos experimentos conduzidos nas condigoes
do ponto central. E possivel observar que as nanoparticulas contendo naproxeno siao
consideravelmente menores ao comparar com as nanoparticulas contendo o farmaco
azitromicina, com tamanhos proximos a 50 nm. Além disso, nota-se a auséncia
de aglomerados poliméricos. Nesse ambito, sugere-se que a menor influéncia do
naproxeno na cinética de polimerizacao do MMA garante uma maior estabilidade

da emulsao formada e, consequentemente, das nanoparticulas produzidas.
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SEMMAG: 20.0kx | View fleld: 10.4 pm | 2 pm SEMMAG: 200 kx | View field: 10.4 pm | 2 ym SEMMAG: 200 kx | View field: 10.4 pm | 2 ym
Date(midly): 07/07122 COPPE/UFRJ Date(midly): 07/0722 COPPE/UFRJ Date(midly): 07107122 COPPEIUFRJ

(a) (b) (c)

Figura 4.19: Micrografias das particulas produzidas nos experimentos do ponto
central: (a) experimento 1, 20.000x; (b) expermento 2, 20.000x; (c) experimento 3,
20.000x.

As micrografias das nanoparticulas produzidas nas demais condi¢oes do plano
experimental sao mostradas na Figura 4.20. Nao foi obsercada uma interferéncia
significativa do naproxeno no tamanho das particulas obtidas. Além disso, para as
diferentes condigoes investigadas, nao houve formacao de aglomerados. Ademais,
ao observar a micrografia do experimento (+1/-1), percebe-se que a reducdo na
concentracao de surfactante possivelmente provocou um aumento no tamanho das
particulas obtidas, como esperado, uma vez que a uma diminui¢ao na estabilizagao

das nanogotas formadas.
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Figura 4.20: Micrografias das particulas produzidas em cada uma das condigoes do
plano experimental: (a) experimento (-1/+1), 20.000x; (b) experimento (+1/+1),
20.000x; (c) experimento (-1/-1), 20.000x; (d) experimento (+1/-1), 20.000x.

Distribuicoes de Tamanho de Particula

Os resultados obtidos quanto ao tamanho das nanoparticulas produzidas sao
apresentados na Figura 4.21. A partir da analise das curvas, pode-se notar que, com
excecao dos experimentos 6 e 7, as curvas de distribuicao de tamanhos de particula
na presenca de naproxeno tem um perfil muito similar. Tal resultado reforca que a
adicao de naproxeno nao afeta de maneira pronunciada a morfologia das particulas

produzidas. Observa-se, também, que as condi¢oes do ponto central resultam em
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Figura 4.22: Diametros médios das nanoparticulas produzidas a partir dos
experimentos do ponto central.

perfis de distribuicdo um pouco mais largos, ao comparar com a distribuicao de
tamanhos de particula do PMMA puro e do experimento (+1/+1), em que maior
concentracao de surfactante é adicionada ao sistema, resultando em maior estabi-
lizagdo de nanogotas. Os experimentos 6 e 7 apresentam um deslocamento das
curvas de distribuicao para diametros maiores, em funcao da menor concentragao

de surfactante no meio.

25

20 —PMMA PURO

Experimento 1
15

Experimento 2

Experimento 3
10

Intensidade (%)

Experimento 4 (-1/+1)

Experimento 5 (+1/+1)

Experimento 6 (+1/-1)

o | Rt Experimento 7 (-1/-1)
0 50 100 150 200 250

Didmetro de Particula (nm)

Figura 4.21: Distribuicao de tamanhos de particula do plano experimental & base
de naproxeno e dos experimentos do ponto central.

Na Figura 4.23 sao apresentados os diametros médios dos experimentos conduzi-
dos no ponto central. Percebe-se que, para o naproxeno, ha a formacao de um meio
reacional mais uniforme, sendo obtidos didmetros médios similares para os diferentes
experimentos realizados na condi¢ao do ponto central, conforme pode ser visto na
Figura 4.22.

Os diametros médios de particula obtidos para os diferentes experimentos sao

mostrados na Figura 4.23.
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Figura 4.23: Diametros médios de particula dos materiais produzidos a partir dos
experimentos do plano experimental e ponto central, na presenca de naproxeno.

Primeiramente, vale ressaltar que o valor de tamanho médio do experimento 7
no tempo de 5 minutos e do experimento 1 no tempo de 10 minutos foram retirados
da Figura 4.23 por terem sido considerados outliers ao comparar com os demais
resultados obtidos. Na Figura 4.23 observa-se também que os experimentos do ponto
central possuem valores semelhantes ao longo de toda reagao. Tal resultado reforca
a baixa influéncia do naproxeno na cinética da reacao e também a alta estabilidade
da emulsao produzida. Dessa forma, a formagao de nanogotas e consequentemente,
de nanoparticulas acontece nos minutos iniciais do experimento. Também é possivel
notar que, como observado nas curvas de distribuigao, os experimentos nos quais
menor concentracao de surfactante foi adicionada resultaram em maiores tamanhos
meédios de particula; paralelamente, nos experimentos nos quais maior concentragao

de surfactante foi adicionada, foram obtidos menores didmetros médios de particula.

4.2.3 Influéncia na Composicao das Nanoparticulas Polimé-

ricas
Estrutura Quimica

Como mencionado, os resultados da analise de FTIR sao relevantes para avaliar
a estrutura quimica das cadeias poliméricas da nanoparticulas. De maneira seme-
lhante ao que foi realizado para a azitromicina, realizou-se analise de FTIR a fim
de investigar possiveis interacoes entre o naproxeno e o polimero na superficie da

nanoparticula. A Figura 4.24 apresenta os espectros obtidos.

95



Intensidade (%)
o
3

3650 3150 2650 2150

Comprimento de Onda (nm)

1650

v
W
|

1150 650

——Naproxeno
PMMA PURO

Intensidade (%)

3650

3150 2650

Comprimento de Onda (nm)

2150 1650 1150

Experimento 1
Experimento 2
Experimento 3

—Experimento 4

—Experimento 5

—Experimento 6

—Experimento 7

650

(a)

(b)

Figura 4.24: Espectros de FTIR das amostras produzidas na presenca de
naproxeno: (a) espectros de naproxeno e PMMA; (a) espectros de cada um dos
experimentos; (b) correla¢do entre as intensidades dos picos de cada um dos
espectros dos materiais e as intensidades dos picos do PMMA puro.
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Figura 4.25: (a) correlagao entre as intensidades dos picos dos materiais e do
PMMA puro; (b) correlagao entre as intensidades dos picos dos materias e do
PMMA puro excluindo o naproxeno

Ao observar a Figura 4.24, percebe-se que os espectros de FTIR dos diferentes

materiais produzidos sao bastante semelhantes entre si e muito semelhantes ao es-

pectro do PMMA puro. Dessa maneira, a partir da presente analise, nao é possivel

afirmar de maneira inequivoca a presenca de naproxeno na superficie das particulas.

Distribuicao de Tamanhos das Cadeias Poliméricas

Conforme discutido anteriormente, o naproxeno nao afetou de maneira significa-

tiva as reacoes de polimerizacao do MMA, ao contrario do que foi evidenciado para a

azitromicina. Anéalises foram realizadas, entao, de maneira a avaliar a influéncia do

farmaco na distribuicao de tamanhos das cadeias poliméricas. Os resultados obtidos

sao apresentados na Figura 4.26. Os valores das massas molares médias (Mn e Mw)

e do indice de polidispersao sao mostrados na Tabela 4.2.
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Figura 4.26: Distribuicao de tamanhos das cadeias poliméricas das nanoparticulas
contendo naproxeno.

Tabela 4.2: Massas molares médias (Mn e Mw) e Indice de Polidispersao (PDI).

Experimento | Mn (Da) | Mw (Da) | Indice de Polidispersio
PMMA PURO | 204.731 916117 4,47
Exp. 1 131.565 | 1.767.992 13,4
Exp. 2 221.791 911.535 4,1
Exp. 3 520.635 | 1.063.701 2,04
Exp. 4 (-1/+1) | 345.978 | 784.621 2,3
Exp. 5 (+1/41) | 224.744 | 765.660 3.4
Exp. 6 (11/-1) | 162.472 | 504.587 3,1
Exp. 7 (-1/-1) | 210.539 | 613.311 2,9

Ao analisar a Figura 4.26, nota-se, novamente, que o PMMA puro apresenta
uma curva de distribuicao de tamanhos de cadeia relativamente estreita. Os demais
experimentos, conduzidos na presenca de naproxeno, apresentaram distribuicao de
tamanhos de particula muito similares entre si e semelhantes também a distribuigao
do PMMA puro. Dessa forma, percebe-se que o naproxeno, apesar de incorporado
as nanoparticulas de PMMA, parece nao afetar de maneira relevante a reagao de
polimerizagao do MMA e a distribuicao das cadeias poliméricas. No entanto, ao ana-
lisar os valores de massa molar média e os valores de PDI, nota-se que o aumento da
concentracao de naproxeno provoca uma leve queda nos valores das massas molares
e no indice de polidispersao, o que pode indicar um efeito do naproxeno também
como agente de transferéncia de cadeia. Ademais, para uma mesma concentragao
de farmaco, observa-se que o aumento na concentacao de surfactante provoca um
aumento nas massas molares, como esperado, uma vez que hé o aumento na quanti-

dade de nanogotas e, consequentemente, menor concentragao de iniciador em cada
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nanogota, resultando em um aumento da massa molar. Vale pontuar que os erros
experimentais devem ser investigados de maneira uma detalhada, uma vez que vari-
acoes foram observadas para os valores médios de Mn, Mw e PDI dos experimentos

do ponto central.

Degradacao Térmica

Como mencionado, os perfis de decomposi¢ao térmica também auxiliam na com-
preensao sobre a influéncia do naproxeno nas cadeias poliméricas de PMMA. Os

resultados obtidos sao apresentados na Figura 4.27.
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Figura 4.27: Analise termogravimétrica das nanoparticulas produzidas na presenga
de naproxeno.

Diferentemente do comportamento evidenciado para a azitromicina, a termogra-
vimetria mostra que as curvas de decomposic¢ao térmica das nanoparticulas contendo
naproxeno apresentam perfis muito semelhantes. No entanto, observa-se uma leve
tedéncia de aumento da temperatura de degradacao nas particulas contendo far-
maco, possivelmente em funcao da presenca deste composto disperso na matriz ou
do leve aumento da massa molar das cadeias poliméricas. A auséncia de diferen-
tes degraus de degradacao pode indicar a incorporacao do naproxeno as matrizes
poliméricas. Ressalta-se, entao, a necessidade de uma anéalise mais detalhada para

compreender o efeito do naproxeno na decomposicao das cadeias de PMMA.

4.2.4 Eficiéncia de Encapsulamento do Naproxeno nas Nano-
particulas de PMMA

De maneira semelhante ao que foi realizado para a azitromicina, foram analisados
os espectros de RMN dos experimentos com naproxeno a fim de calcular a eficiéncias
de encapsulamento. O sinal utilizado como referéncia para o naproxeno foi da metila

A, destacada na Figura 4.28, sinal que nao é sobreposto as bandas encontradas para
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o PMMA, como ja mostradado na Figura 4.28. E relevante pontuar que apenas os

experimentos extremos do plano, (+1/+1) e (-1/-1), foram avaliados.

S
HO o Naxopreno

Figura 4.28: Metila A do naproxeno.

A metila A do naproxeno apresenta um sinal de 3,92 ppm. Os espectros obtidos
para as analises realizadas sao mostrados na Figura 4.29. Nos espectros das amos-
tras avaliadas, a relacio de PMMA e naproxeno foi de 2,29%, para o experimento
(+1/+1), e de 1,05%, para o experimento (-1/-1).

—3.92

ooooooo

(a) Espectro do experimento +1/+1. (b) Espectro do experimento -1/-1.

Figura 4.29: Espectros de RMN das amostras de naproxeno.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel calcular a eficiéncia de encapsu-
lamento :76,3% para o exmeprimento (+1/+1) e aproximadamente 100% para o
experimento (-1/-1). Vale ressaltar que ha um erro percentual entre 4 e 6% rela-
cionada ao método utilizada para o processo de integracao das areas nos espectros
(Método de Riemann). E importante pontuar que o aumento no teor de naproxeno
adicionado a reacgao resultou em uma diminuicao da eficiéncia de encapsulamento.
Dessa forma, aparentemente, mesmo a baixas concentragoes de farmaco, a satura-
¢ao das matrizes de PMMA pelo farmaco naproxeno foi atingida, diferentemente da

azitromicina.
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4.2.5 Ensaios de Liberacao

O perfil de liberacao do naproxeno das nanoparticulas contendo o farmaco en-
capsulado também foi avaliado, seguindo metodologia semelhante a que foi discutida
para a azitromicina. Para isso, foi conduzida uma anélise no espectofotémetro de UV
visivel, sendo avaliada a amostra contendo maior concentragao de farmaco (+1/+1).
Vale pontuar que todos os dados relacionados ao ensaio de liberagao do naproxeno
sao apresentados no Apéndice D. Assim, o perfil de liberacao encontrado para o

naproxeno pode ser observado na Figura 4.30.
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Figura 4.30: Perfil de liberagao do naproxeno da matriz de PMMA ao longo das 6h

A partir da andlise da Figura 4.30, é possivel perceber que nas primeiras 4 horas
de ensaio, a velocidade de liberacao foi um pouco mais acentuada, ao comparar com
as ultimas 2 horas de teste, o que pode ser consequéncia da maior concentracao de
farmaco no meio, provocando uma diminuicao na velocidade de difusao do napro-
xeno. Além disso, houve uma liberagao de 40% de naproxeno ao longo de 6 horas.
Esse valor corresponde a 19 pug de naproxeno liberado por 80 mg de nanoparticulas.
Para atingir a faixa de concentracao terapéutica é acima de 50 ug, é necessario em
torno de 210 g de nanoparticulas [79]. Dessa forma, evidencia-se uma das vantagens

do processo de encapsulamento: a liberagao gradual do farmaco ao longo do tempo.

4.3 Comparacao dos Farmacos

Nesta sessao, foi comparada a influéncia dos farmacos, azitromicina e naproxeno,
na polimerizacao do MMA utilizando a mesma concentracao de farmaco nas reagoes.
Para efeito comparativo, também foram incluidos os resultados obtidos a partir da
polimerizacado do MMA puro, sem farmaco. Nessa etapa, foi fixada a massa de
farmaco em 400 mg e e a massa de surfactante em 120 mg. Na Figura 4.31 sao
apresentadas as cinéticas de polimerizacao do MMA na presenca dos tais compostos.

Como ja se sabe diante dos resultados mostrados anteriormente, a azitromicina

retarda a cinética de polimerizagao, enquanto que o naproxeno parece nao interferir
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no processo reacional. A figura 4.31 mostra o desenvolvimento reacional de ambos

os farmacos em relagao ao tempo.
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Figura 4.31: Comparagao da cinética de polimerizagao do MMA na presenca de
azitromicina e naproxeno.

Nota-se que as curvas de polimerizacao do PMMA puro e na presenga decom o
naproxeno sao bastante semelhantes e os dados de conversao obtidos sao estatistica-
mente iguais. Evidencia-se também a diminui¢ao da velocidade de reagao provocada
pela azitromicina. Contudo, mesmo na presenca da azitromicina conversoes elevadas
sao obtidas apds 30min de reagao.

Nota-se que as curvas de polimerizacao do PMMA puro e na presenga de napro-
xeno sao bastante semelhantes e os dados de conversao obtidos sao estatisticamente
iguais. Evidencia-se também a diminuicao da velocidade de reagao provocada pela
azitromicina. Contudo, mesmo na presenca da azitromicina conversoes elevadas sao
obtidas apés 30min de reagao.

Os resultados de ditribui¢ao de tamanhos de particulas sao apresentados na Fi-
gura 4.32. Em relagao a distribui¢ao de tamanho de particula, os resultados obtidos
podem ser observados na Figura 4.31. Observa-se que a distribuigao de tamanhos
de particula dos materiais contendo naproxeno é muito similar a curva do PMMA
puro, como notado anteriormente. A azitromicina, novamente, provoca um desloca-
mento das curvas de distribuicao de tamanhos para didmetros maiores. Além disso,
o farmaco provoca um alargamento das curvas de distribuicao de tamanhos. Tal
resultado reforca o efeito mais significativo da azitromicina na cinética de polimeri-
zagao e na estabilidade da emulsao, diminuindo a velocidade de reagao e provocando

um aumento da taxa de aglomeracao das nanoparticulas poliméricas.
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Figura 4.32: Comparagao das distribui¢oes de tamanhos de particula dos materiais
contendo azitromicina e naproxeno.

Na Figura 4.33 sao apresentados os diametros médios de particula dos materiais
poliméricos produzidos. Novamente, observa-se que a polimerizagao na presenca
de naproxeno resulta em particulas com tamanho médio similar ao da reagao sem
farmaco, ao longo de toda reagao. Tal resultado indica que, para as condigoes re-
acionais avaliadas, a definicao do diametro caracteristico das nanoparticulas ocorre
nos 5 minutos iniciais da reacao. Em contrapartida, a reagdo na presenca de azi-
tromicina resultou em particulas com didmetro médio significativamente superior,
quando comparada as anteriores. Além disso, na presenca da azitromicina, o didme-

tro médio caracteristicos das nanoparticulas poliméricas é definido apdés 20min de

reagao.
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Figura 4.33: Comparagao dos diametros médios de particula dos materiais
contendo azitromicina e naproxeno.
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4.4 Consideracoes Finais

Por tudo que foi apresentado, é possivel perceber que nanoparticulas poliméricas
contendo os farmacos naproxeno e azitromicina foram produzidas com éxito. Além
disso, percebe-se a influéncia de ambos os farmacos na cinética de polimerizagao
do MMA e também na morfologia das nanoparticulas produzidas. O efeito da azi-
tromicina nas proprieades morfologicas das particulas é mais significativo que o do
naproxeno. Ao avaliar a estrutura quimica de ambos os farmacos, percebe-se que o
maior nimero de grupamentos funcionais presentes na azitromicina possivelmente
justifica a influéncia mais significativa nas propriedades dos nanomateriais produ-
zidos. Contudo, com base nos resultados obtidos, nao é possivel afirmar se tais
farmacos sao majoritariamente incorporados as cadeias dos polimeros ou permane-

cem dispersos na matriz polimérica.
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Capitulo 5
Conclusao e Sugestoes

Por tudo que foi apresentado, foi possivel observar que foram produzidas com
éxito nanoparticulas contendo os farmacos azitromicina e naproxeno encapsulados.
As diferentes condic¢Oes reacionais resultaram em particulas em escala nanométrica,
diametros indicados para aplicacoes na area farmacéutica. Como mencionado, os
farmacos estudados podem ser empregadas para auxilio ao combate dos sintomas
do COVID-19 e de infecgoes oportunistas.

Pode-se notar que a azitromicina provocou reducgao na velocidade de reacao de
polimerizacao do metacrilato de metila. Tal reducao possivelmente provocou um
aumento na taxa de coalescéncia das particulas, resultando em um aumento do di-
ametro médio das particulas produzidas, ao comparar com as particulas puras de
PMMA. Ao avaliar a massa molar das cadeias poliméricas, o aumento de azitro-
micina provocou um deslocamento das curvas de distribuigao de massa molar para
tamanhos menores, indicando agir como um possivel agente de transferéncia de ca-
deia. Para aplicagoes na area farmacéutica, a condi¢ao experimental na qual menor
teor de azitromicina e maior teor de surfactante foram adicionados ao meio reacional
(-1/+1) foi a mais promissora, uma vez que foram obtidas curvas de distribuigao de
tamanho mais estreita, com diametro médio préximo a 150 nm.

Percebeu-se que a adigao de naproxeno nao interferiu de maneira significativa
na cinética da reagdo e no didmetro de particula. Dessa maneira, as diferentes
condicoes experimentais avaliadas resultaram em particulas com tamanhos e indices
de polidispersao indicados para aplicagoes em area farmacéutica.

Além disso, foi possivel determinar a eficiéncia de encapsulamento de alguns ex-
perimentos (+1/+1 e -1/-1) para ambos os farmacos. Em relagao a azitromicina, a
condi¢ao experimental associada & adigao de maior teor de azitromicina e de surfac-
tante (+1/+1) apresentou uma eficiéncia de encapsulamento de aproximadamente
33,5%. A condicao experimental associada & adigdo de menor teor de azitromicina e
de surfactante (-1/-1) apresentou uma eficiéncia de encapsulamento de aproximada-

mente 12%. Para o naproxeno, a condicao experimental associada a adi¢ao de maior
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teor de naproxeno e de surfactante (+1/41) apresentou uma eficiéncia de encapsu-
lamento de aproximadamente 76,5%. A condicao experimental associada a adicao
de menor teor de naproxeno e de surfactante (-1/-1) apresentou uma eficiéncia de
encapsulamento de aproximadamente 100%. Ressalta-se, entdo, a necessidade de
um estudo mais aprofundado de maneira a avaliar a concentracao limi te de farmaco
para ser incorporado as particulas poliméricas.

Foi possivel notar ainda, quantitativamente, que houve a liberacao da azitromi-
cina das nanoparticulas de PMMA ao longo do tempo. Para o naproxeno, a liberagao
foi de aproximadamente 40% do farmaco apos 6h. Dessa maneira, evidencia-se um
dos beneficios em utilizar farmacos encapsulados: sua liberagao gradual no orga-
nismo ao longo do tempo. Nota-se, assim, a relevancia tecnologica, cientifica e de
satide publica do tema e o grande potencial de aplicagao dos nanosistemas produzi-

dos.

5.1 Sugestoes

e Para trabalhos futuros, sugere-se a investigacao do encapsulamento de novas
concentragoes dos farmacos, principalmente do farmaco naproxeno, uma vez
que concentracoes baixar foram exploradas nesse estudo inicial. Além disso,
realizar um novo ensaio de encapsulamento de azitromicina em pH controlado
entre 9,5, para verificar se os efeitos da ionizagdo da molécula interferiram na
reacao de polimerizagao. Ha necessidade de conduzir um estudo aprofundado

para investigar o teor de saturagao das particulas por cada um dos farmacos.

e Os ensaios de liberacao dos farmacos foram conduzidos, no presente trabalho,
seguindo umaa metodologia padrao ja definida para outro farmaco na Far-
macopeia. Contudo, ha necessidade de quantificar tal liberacao em condigoes

similares aquelas nas quais os farmacos serao empregados.

e Novas analises de caracterizacao deverao ser investigadas de maneira a avaliar
de forma mais precisa a liberacao quantitativa da azitromicina. Por meio
da meto- dologia adotada no presente estudo nao foi possivel quantificar de

maneira precisa o teor de azitromicina liberado ao longo do tempo.

e Além disso, devem ser estudados farmacos que atualmente venham apresen-

tando éxito no combate direto ao virus SARS-CoV2.
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Anexo A

A Tabela 1 apresenta os valores de conversao do MMA nos experimentos do

ponto central da azitromicina.

Tabela 1: Conversoes dos Experimentos Centrais.

. Conversao (%)
Tempo (min) : : : P
Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3 | Média
0 0 0 0
6,07 8,31 9,84 8,07
10 17,11 15,91 16,55 16,52
20 27,69 45,97 33,27 35,64
30 84,59 82,83 92,79 86,74
60 87,21 86,12 95,37 89,57
120 72,65 74,27 78,00 74,97

A Tabela 2 apresenta os valores de conversao do MMA nos experimentos do

plano experimental da azitromicina. Na Tabela 3 é apresenta os dados cinéticos da

polimerizagao do MMA puro, sem azitromicina.

Tabela 2: Conversoes dos Experimentos do Plano da Azitromicina.

_ Conversao (%)
Tempo (min) : : ; ;
Experimento 4 | Experimento 5 | Experimento 6 | Experimento 7
0 0 0 0

15,19 £ 3,79 9,61 £ 3,79 9,66 £ 3,79 8,83 £ 3,79

10 24,63 £ 1,20 10,52 £ 1,20 13,95 £ 1,20 11,13 + 1,20

20 91,73 + 18,74 | 40,10 + 18,74 | 18,34 + 18,74 | 19,69 + 18,74

30 94,30 + 10,62 | 40,92 + 10,62 | 33,76 + 10,62 | 40,37 + 10,62

60 95,38 +£ 10,11 | 42,09 + 10,11 - 71,59 + 10,11

120 98,18 £+ 5,49 53,06 £+ 5,49 - 98,37 + 5,49
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Tabela 3: Conversao do PMMA puro.

Tempo (min)

Conversao (%)

0
3
10
20
30
60
120

0
79,34
87,39
89,84
90,29
91,93
93,03

A Tabela A.4 apresenta os valores de conversao do MMA nos experimentos do

ponto central do naproxeno.

Tabela 4: Conversoes dos Experimentos Centrais.

' Conversao (%)
Tempo (min) . . . .
Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3 | Média
0 0 0 0

85,51 87,42 92,63 88,52

10 93,29 90,91 94,54 92,91

20 97,36 93,06 95,68 95,37

30 97,36 94,48 97,23 96,36

60 98,39 94,85 97,13 96,79

120 99,78 95,43 98,63 97,95

A Tabela A.5 apresenta os valores de conversao do MMA nos experimentos do

plano experimental do naproxeno.

Tabela 5: Conversoes dos Experimentos do Plano do Naproxeno.

Experimento 7

' Conversao (%)
Tempo (min) - - -
Experimento 4 | Experimento 5 | Experimento 6
0 0 0

89,60 £ 7,37 30,78 £ 7,37 33,26 £ 7,37
10 91,47 £+ 3,69 - 85,63 + 3,69
20 93,36 £ 4,34 78,56 + 4,34 86,91 £+ 4,34
30 94,85 £ 3,26 85,54 £ 3,26 88,65 £ 3,26
60 95,34 + 3,59 92,51 + 3,59 89,04 + 3,59
120 96,07 £ 4,51 97,58 £ 4,51 89,20 £ 4,51

0
28,91 & 7,37
84,97 + 3,69
89,12 & 4,34
89,76 + 3,26
90,70 + 3,59
91,59 + 4,51
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Anexo B

Nas Tabelas 6 e 7 sao apresentados os valores de diametro médio e a média dos

diametros médios dos experimentos do ponto central e do plano experimental da

azitromicina, respectivamente. Ja nas Tabelas 8 e 9 sao apresentados os valores de

diametro médio e a média dos experimentos do ponto central e do plano experimental

do naproxeno, respectivamente.

Tabela 6: Diametro Médio e Média dos Experimentos Centrais.

_ Experimento (nm) .
Tempo (min) Média
1 2 3

d 163,6 | 169,2 | 107,3 | 146,7

10 150,0 | 135,3 | 143,5 | 142,9

20 197,5 | 287,5 | 188,8 | 224,6

30 9297.6 | 236.4 | 273,6 | 269.2

60 4192 | 242,7 | 296.8 | 319.6
120 714,9 | 2502 | 1853 | 1690,0

Tabela 7: Didmetro Médio dos Experimentos do Plano da Azitromicina.

_ Experimento (nm)
Tempo (min)
4 5 6 7
5 137,5 £ 68,5 111,8 £ 68,5 | 374,2 £ 68,5 | 114,7 £ 68,5
10 123,6 £ 14,7 164,1 £ 14,7 | 389,8 £ 14,7 | 154,5 £ 14,7
20 205,2 £ 109,3 | 288,3 £ 109,3 | 696,3 £ 109,3 | 218,0 £ 109,3
30 194,3 £ 61,7 270,0 £ 61,7 | 696,1 £ 61,7 | 313,9 £+ 61,7
60 204,2 £ 180,9 | 2464 £+ 180,9 | 657,5 + 180,9 | 833,5 £ 180,9
120 198,0 £ 1809,3 | 3872 £ 1809,3 - 2351 + 1809,3
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Tabela 8: Didmetro Médio e Média dos Experimentos Centrais.

_ Experimento (nm) _
Tempo (min) Média
1 2 3

3 68,81 | 68,55 | 66,87 | 68,10

10 43,81 | 66,34 | 66,45 | 66,40

20 69,41 | 67,84 | 66,95 | 68,10

30 456.,9 | 65,93 | 66,90 | 66,40

60 71,89 | 66,30 | 66,31 | 68,20

120 67,39 | 66,58 | 66,77 | 66,90

Tabela 9: Diametro Médio dos Experimentos do Plano do Naproxeno.

, Experimento (nm)
Tempo (min)
4 ) 6 7
5 04,95 £ 2,1 | 3095 £ 2,1 | 57,18 £ 2,1 | 108,5 £ 2,1
10 55,27 + 0,2 | 1202 + 0,2 | 55,6 + 0,2 | 1234 + 0,2
20 5493 + 2,5 | 1242 + 2,5 | 55,74 + 2.5 | 124 + 2.5
30 5499 + 14 | 123,7 + 1,4 | 55,61 + 1,4 | 1264 + 1.4
60 54,48 + 6,4 | 1224 + 6,4 | 73,81 + 6,4 | 126,8 + 6,4
120 551408 | 122,9 + 0.8 | 56,21 + 0.8 | 1252 + 0.8
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Anexo C

Os espectros de FTIR de cada um dos materiais produzidos ao longo do presente

trabalho na presenca de azitromicina sao apresentados a seguir nas Figuras 1 e 2.

T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000,
Wavanumber.

(e)

Figura 1: Espectros de FTIR dos materiais produzidos:(a) Espectro do PMMA,
(b) Espectro da Azitromicina, (c) Espectro do Experimento 1, (d) Espectro do
Experimento 2, (e) Espectro do Experimento 3
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Figura 2: Espectros de FTIR dos materiais produzidos: (a) Experimento 4, (b)
Experimento 5, (¢) Experimento 6, (d) Experimento 7.

Os espectros de FTIR de cada um dos materiais produzidos ao longo do presente

trabalho na presenca de naproxeno sao apresentados a seguir nas Figuras 3, 4 e 5.
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Figura 3: Espectros de FTIR dos materiais produzidos: (a) Espectro do PMMA,
(b) Espectro do Naproxeno.
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Anexo D

Os ensaios de liberagao dos farmacos azitromicina e naproxeno foram conduzidos

no dissolutor mostrado na Figura 6.

Figura 6: Dissolutor usado nos ensaios de liberagao dos farmacos.

Azitromicina

Buscou-se avaliar o perfil de liberacao da azitromicina a partir das amostras de
nanoparticula. No entanto, nao foi possivel conduzir uma anélise qualitativa em
funcao das restrigoes identificadas para a analise UV-vis, disponivel para condugao
de tal caracterizacao. O espectofotometro de UV visivel que foi utilizado para ana-
lise possui intervalo de medicao de comprimento de onda entre 200 e 300 nm, e o
comprimento de onda maximo da azitromicina é inferior aos 200 nm na leitura do
equipamento, o que torna limita uma analise precisa de tais amostras. A Figura 7
apresenta as faixas de absorcao da azitromicina no UV em diferentes concentragoes

do farmaco.
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Figura 8: Perfis de liberagao ao longo do tempo de experimento.
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Figura 7: Avaliacao da faixa de absor¢ao no UV da azitromicina em diferentes
comprimentos de onda, em diferentes concentragoes do farmaco.

Pode-se notar que os perfis encontrados sao muito préoximos, o que impossibilitou
a leitura de liberagao. Contudo, seguiu-se o experimento de liberagao para avaliar
se é possivel detectar, mesmo com a impossibilidade de quantificacao, a liberagao
de azitromicina das nanoparticulas sintetizadas. A Figura 8 mostra os perfis de
liberagao encontrados ao longo das 5 horas de liberacao da azitrocimina.

Assim, conforme nota-se na Figura 8, é possivel notar que o perfil do tampao
¢ inferior aos perfis encontrados ao longo das 5 horas e, portanto, foi detectada a
liberacao de azitromicina pelas nanoparticulas no meio. Entretanto, faz-se necessario
que em estudos futuros seja quantificada a liberacao de azitromicina por outras

técnicas de anélise.

Naproxeno

Antes do teste de dissolugao das amostras de PMMA contendo naproxeno (NPX)
uma curva analitica usando o UV-Vis foi construida. O farmaco livre foi pesado (50
mg) e solubilizado com o meio de dissolugao (tampao fosfato pH 7,5) em balao

volumétrico de 250ml.
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50 mg de naproxeno — 250 ml
rmg de naproxeno — 1ml

r=0,2mg/ml ou 200ug/ml (Concentragdo da solu¢do mae)

Em seguida foram preparadas 5 dilui¢oes como mostra a Tabela 10. Esse farmaco
possui intensa absor¢cao no UV-Vis e por isso precisa de concentragoes bem baixas

para ser visto no UV dentro do limite de deteccao da técnica.

Tabela 10: Concentracao das dilui¢oes do farmaco preparadas.

Amostra | Concentragao (mg/ml)
Sol. Mae 200

D1 50

D2 25

D3 12,5

D4 6,25

D5 3.13

Em seguida, essas dilui¢oes foram levadas para um espectrofotéometro UV-Vis
para a construcao da curva analitica. Cada medicao foi feita em triplicata no método
de precisao sempre usando os 3 mesmos pocos da placa de quartzo (D3; E3; F3).
A média dos espectros de varredura de 200nm a 300nm sao mostradas da Figura 9.
Foi utilizada como referéncia a metodologia empregada para avaliar a liberacao do

Praziquantel (PZQ) (Farmacopeia Brasileira V2 - Monografias).
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Figura 9: Espectros das dilui¢oes de naproxeno.

O comprimento escolhido para a construgao da curva analitica foi de 230nm e os

valores medidos sao mostrados na Tabela 11 A curva analitica é mostrada na Figura
D.5.
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Tabela 11: Absorbancias méximas associadas a cada concentragao avaliada.

Amostra Meédia de Absorbancia | Concentragao (mg/ml)
Tampéo pH 7,5 0,1254 =+ 0,002 0

D5 0,1659 + 0,001 3,13

D4 0,2219 £ 0,001 6,25

D3 0,3147 + 0,007 12,5

D2 0,5205 £ 0,005 25

D1 0,8801 £ 0,006 50

00 y = 65,659 - 0,0081

50 R2=0,9993
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Figura 10: Curva analitica subtraindo o valor do tampao.

O ensaio de liberacao foi conduzido em triplicata, sem reposi¢ao de meio, usando

as seguintes condigoes: meio (tampao pH 7,5 - USP); volume (50 ml); massa de
amostra (80 mg); temperatura (37 °C); tempo: 6 horas (coletas 1h; 2h; 3h; 4h; 5h;

6h); volume das aliquotas (1ml).

A curva de liberacao do naproxeno é mostrada na Figura 11 e os dados sao

apresentados na Tabela 12.
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Figura 11: Curva de liberacao do Naproxeno ao longo do tempo.

Quantidade de naproxeno inserida nas amostras: 3%, ou seja, a concentracao

méxima esperada em cada cuba seria de 48 mg/ml.
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Tabela 12: Triplicata do teste de dissolucao do naproxeno.

Tempo (h) ] Cuba (;ng/ml) 3 Média (mg/ml) | Desvio (mg/ml)
1 12,62744 | 11,321 | 12,01689 11,98844 0,533729
2 13,66252 | 13,81351 | 13,94263 13,80622 0,114469
3 15,43726 | 15,2797 | 15,60576 15,4409 0,133139
4 17,33892 | 16,91876 | 17,3236 17,19376 0,194555
5 18,58189 | 17,9801 | 18,10702 18,22301 0,259007
6 18,85762 | 18,50311 | 19,42221 18,92765 0,378474
80mg de amostra —  100%
r1mg de amostra — 3% de Naproxeno

r1 = 2,4mg de Naproxeno

O teste foi feito em 50ml de tampao

2,4mg de Naproxeno
ro mg de Naproxeno

x9 = 0,048 mg/ml

o

—  1ml

50ml de tampao

ou 48 pug/ml

(conc. méx. dentro de cada cuba)

(massa méaxima dentro de cada cuba)

A Figura 12 e a Tabela 13 apresentam os dados percentuais de liberagao do

farmaco.

Tabela 13: Percentual de Naproxeno liberado.

Tempo (h) | Média | Desvio | % Liberado
1 11,98844 | 0,533729 24,97592
2 13,80622 | 0,114469 28,76296
3 15,4409 | 0,133139 32,16855
4 17,19376 | 0,194555 35,82033
d 18,22301 | 0,259007 37,96459
6 18,92765 | 0,378474 39,43260
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Figura 12: Curva de liberacao do naproxeno ao longo do tempo.

Pode-se observar uma taxa de liberacao inicial elevada, que decresce ao longo do
ensaio.
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