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RESUMO

O sistema de liberacéo controlada de farmacos consiste em um método de dosagem
de medicamentos, que apresenta diversas vantagens em relacdo ao meétodo
convencional, e as nanoparticulas poliméricas vém sendo bastante investigadas
para atuarem como carreadoras nesses sistemas. A rifampicina, principal farmaco
utilizado para o tratamento da tuberculose, apresenta alguns aspectos farmacéuticos
que reduzem sua eficiéncia, cujo sistema de liberacdo controlada é capaz de
superar. Em trabalhos anteriores, a proposta de encapsular a rifampicina foi testada,
mas os resultados obtidos revelaram um baixo perfil de liberacdo. O presente
trabalho teve como objetivo investigar as possiveis causas do baixo perfil de
liberacdo apresentado pelo farmaco a partir das nanoparticulas poliméricas. Para
isso, a estabilidade da rifampicina frente as condi¢des de sintese das nanoparticulas
foi avaliada. Além disso, nanoparticulas poliméricas foram sintetizadas com
propor¢cdes molares distintas entre os monémeros metacrilato de metila e de butila,
utiizando-se a técnica de Transferéncia Reversivel de Cadeia por Adicao-
Fragmentagdo em miniemulsdo, para verificar a influéncia da composicdo do
copolimero na liberacdo do farmaco. Os resultados obtidos indicam que o farmaco
permanece estavel durante toda a sintese das nanoparticulas, ndo sendo degradado
no meio reacional. Os perfis de liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas
formadas com os copolimeros de propor¢cées molares distintas entre os monémeros
foram semelhantes. Apesar de ambos os copolimeros sintetizados apresentarem um
valor de temperatura de transi¢do vitrea favoravel para o processo de liberacao, o
perfil de liberagcdo obtido continua sendo baixo, o que indica que outros fatores

devem estar reduzindo a eficiéncia esperada.

Palavras-chave: liberacdo controlada de farmacos; tuberculose; nanoparticulas

poliméricas; RAFT.



ABSTRACT

Controlled drug delivery system consists of a drug dosage method, which has
several advantages over the conventional method, and polymeric nanoparticles have
been extensively investigated to act as carriers in these systems. Rifampicin, the
main drug used for the treatment of tuberculosis, has some pharmaceutical aspects
that reduce its efficiency, whose controlled delivery system is able to overcome. In
previous works, the proposal to encapsulate rifampicin was tested, but the results
obtained revealed a low release profile. The present work had as objective
investigate the possible causes of the low release profile presented by the drug from
polymeric nanoparticles. For this, the stability of rifampicin under the conditions of
synthesis of nanoparticles was evaluated. In addition, nanoparticles were
synthesized with different molar ratios between methyl and butyl methacrylate
monomers, using reversible addition—fragmentation chain transfer miniemulsion
technique, to verify the influence of the copolymer composition on drug release. The
results obtained indicate that the drug remains stable throughout the synthesis of
nanoparticles, not being degraded in the reaction medium. The drug release profiles
from the nanoparticles formed with the copolymers of different molar proportions
between the monomers were similar. Although both synthesized copolymers present
a favorable glass transition temperature value for the release process, the release
profile obtained remains low, which indicates that other factors must be reducing the

expected efficiency.

Keywords: controlled drug delivery; tuberculosis; polymeric nanoparticles; RAFT.
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1 INTRODUCAO

A rifampicina, farmaco utilizado no presente trabalho, € um medicamento
indicado para o tratamento da tuberculose, doenca que, por ser endémica
principalmente em populacbes de baixa renda, possui investimento reduzido em
pesquisa, producdo de medicamentos e vacinas por conta do baixo potencial de

retorno lucrativo.

Apesar de importante e eficaz para o tratamento dessa enfermidade, a
rifampicina apresenta problemas relacionados a biodisponibilidade e a toxicidade,

aspectos farmacéuticos que reduzem sua eficiéncia.

Os numeros ocasionados pela tuberculose na sociedade atual, embora seja
uma doenca antiga, evitavel e tratavel, continuam sendo preocupantes. Sendo
assim, € necessario desenvolver estratégias para otimizacdo dos tratamentos
existentes. Surge entdo, a proposta do presente trabalho, de encapsular o farmaco
em nanoparticulas poliméricas, promovendo assim, sua liberacdo de forma

controlada.

As nanoparticulas poliméricas vém sendo bastante investigadas para atuarem
como carreadoras em sistemas de liberacao controlada de farmacos, podendo estes
sistemas serem desenvolvidos utilizando-se diferentes polimeros, de natureza
biodegradavel ou ndo. Dentre os principais polimeros utilizados para essa tecnologia
de liberacdo, encontram-se os polimeros acrilicos, que pertencem a classe dos
polimeros sintéticos e ndo degradaveis, sendo bastante empregados devido a

biocompatibilidade que apresentam.

No presente trabalho, as nanoparticulas poliméricas serdo sintetizadas
utilizando-se os monémeros metacrilatos de metila (MMA) e de butila (BMA), obtidas
a partir da polimerizagdo por transferéncia reversivel de cadeia por adicdo —
fragmentacdo (RAFT), técnica radicalar bastante versatil para obter polimeros de
maneira controlada. Além de utilizarmos a polimerizacdo RAFT, trabalharemos em
especifico com a técnica de polimerizacdo em miniemulsdo, escolhida pelo fato de
gue o polimero final € obtido em forma de nanoparticulas esféricas, sendo o ideal

para a proposta apresentada.
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A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos, por sua vez, introduzida
pelo termo que ficou conhecido por drug delivery system, proporciona diversas
vantagens em relacdo ao método de dosagem convencional. Como por exemplo,
esse sistema € capaz de diminuir significativamente a toxicidade do medicamento,

apresentando, portanto, uma administracdo mais segura.

A proposta apresentada, de encapsular a rifampicina em nanoparticulas
poliméricas para promover a liberacdo controlada desse farmaco, ja havia sido
realizada anteriormente em nosso grupo de pesquisa. Porém, apesar das
nanoparticulas terem sido sintetizadas com elevados rendimentos e terem sido bem
caracterizadas, o perfil de liberacdo observado para o farmaco era baixo. Os testes
de liberacdo realizados revelaram que somente cerca de 40% do farmaco
encapsulado era liberado pelas nanoparticulas, enquanto que, idealmente, a

liberacdo precisa ser quantitativa.

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo geral investigar as

possiveis causas do baixo perfil de liberagao.
2 OBJETIVOS
2.1 GERAIS

O presente trabalho tem como objetivo geral investigar as possiveis causas
do baixo perfil de liberacdo apresentado pelo farmaco a partir das nanoparticulas
poliméricas. A investigacdo serd realizada através dos seguintes objetivos

especificos:
2.2 ESPECIFICOS

e Avaliacdo da estabilidade da rifampicina frente as condi¢cfes reacionais da
polimerizacao;

e Sintese e caracterizacdo de novas nanoparticulas poliméricas, obtidas via
polimerizacdo RAFT em miniemulsdo, utilizando-se a propor¢cdo molar de
20:80 (MMA:BMA) entre os monémeros;

e Avaliacdo da liberacdo do farmaco a partir das novas nanoparticulas

sintetizadas;
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e Comparacdo dos perfis de liberagcdo, obtidos a partir das nanoparticulas
sintetizadas com a nova propor¢cdo molar e a partir das nanoparticulas

sintetizadas com a proporcédo molar originalmente proposta.
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Antes de dar inicio as discussdes a respeito dos testes realizados e dos

resultados obtidos, é preciso entender a relevancia do presente estudo.

Para isso, primeiramente, alguns aspectos relacionados a doenca seréo
abordados, trazendo dados relevantes a respeito da sua histéria e da sua
manifestacdo na sociedade. Além disso, sera possivel ter uma visdo geral dos
guadros no Brasil e no mundo e entender o que as autoridades tém proposto para o

combate a doenca.
3.1 TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa e transmissivel que afeta
principalmente os pulmdes, embora também possa acometer outros O6rgaos e/ou
sistemas, causada pela espécie de bactéria patogénica Mycobacterium tuberculosis,
ou bacilo de Koch, em homenagem ao Dr. Robert Koch, bacteriologista alemé&o que

a descreveu pela primeira vez em 1882.%

Conforme relatado pela literatura, a doenca € uma das mais antigas
existentes, acometendo a humanidade ha mais de 5.000 anos, e seus primeiros

indicios foram identificados em mumias do Egito datadas de 3.400 a.C..1?

Apesar de evitavel e curavel, a tuberculose continua sendo uma das doencas
infecciosas mais mortais do mundo, acometendo cerca de 30.000 pessoas por dia, e
levando cerca de 4.000 a 6bito.3

3.2 NEGLIGENCIA

Embora seja uma doenca extremamente antiga, a tuberculose continua sendo
um grande desafio e um problema de saude publica no mundo. O desafio no
combate a doenca esta relacionado, principalmente, a falta evidente de recursos

investidos, que continuam ndo sendo suficientes.®*
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De acordo com a literatura, alguns indicadores socioecondmicos como a
baixa escolaridade, a caréncia alimentar e a imigracado estdo relacionados com a
ocorréncia dessa doenca.® A constatacdo de que a doenca afeta principalmente as
pessoas mais pobres, referidas atualmente como populacdes negligenciadas,* esta

diretamente relacionada com a falta de investimentos no combate a doenca.

O Grafico 1 demonstra a falta de financiamento em paises de baixa e média
renda, que atualmente, corresponde a menos da metade (41%) da meta global

estabelecida pela Organizacédo das NagOes Unidas (ONU).

Essa negligéncia em relacdo a doenca faz com que ela se encaixe
perfeitamente na definicAo de doencas negligenciadas, que sado enfermidades,
causadas por agentes infecciosos ou parasitas, consideradas endémicas
principalmente em populacdes de baixa renda, possuindo, assim, niveis de
investimentos reduzidos em pesquisa e producdo de medicamentos para seu

controle.b

Grafico 1 - Financiamento para servicos de prevencao, diagnostico e tratamento da

TB para 137 paises@.
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a0s 137 paises sao de baixa e média renda e foram responsaveis por 98% dos casos de TB
oficialmente notificados do mundo em 2020.

Alvo: meta global estabelecida na reunido de alto nivel da ONU sobre tuberculose, de 13 bilhdes de
dolares por ano.

Fonte: World Health Organization, 2021.7
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Apesar disso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ndo considera a
tuberculose como uma doenca negligenciada,® o que é um tema considerado
polémico por alguns autores, considerando que a doenca € responsavel por um alto

indice de mortalidade nas populacdes mais pobres.*

A propria diretora do Programa Global de TB da OMS, Dra. Tereza Kasaeva,
alega: “[...] estamos preocupados com as crescentes taxas de pobreza,
desigualdade, desnutricdo, comorbidades, discriminacdo e estigma que S&0 OsS
principais impulsionadores da epidemia de tuberculose.”.? O que reforca, ainda mais,
a preponderancia da doenca em populacdes desfavorecidas e leva a necessidade

do desenvolvimento de mais pesquisas.
3.3 TUBERCULOSE EM TEMPOS DE COVID-19

Héa alguns anos atras, a tuberculose havia se tornado a doenca infecciosa que
mais matava em todo o mundo, sendo denominada como a mais letal da atualidade.®
Com a chegada da pandemia do novo coronavirus (SARS-CoV-2), atualmente, a
tuberculose é a segunda doenca infecciosa mais mortal, perdendo apenas para a
COVID-19.1011

Acontece que, com o surgimento do coronavirus, as aten¢fes e esfor¢cos no
mundo inteiro se voltaram para o combate dessa nova doenca infecciosa, causada
pelo virus SARS-CoV-2, criando ainda mais dificuldades para o controle da
tuberculose. De acordo com uma reportagem publicada pela OMS, no final do ano
de 2021, “a pandemia de COVID-19 reverteu anos de progresso global no combate
a tuberculose e, pela primeira vez em mais de uma década, as mortes por

tuberculose aumentaram [...]".11

Anualmente, desde 1997, a OMS publica um relatério global da tuberculose,
fornecendo uma avaliacdo abrangente e atualizada da situacdo dessa epidemia. O
relatorio mais recente disponivel, publicado em 2021, trouxe os nimeros completos
e atualizados referentes ao ano de 2020, sendo possivel analisar o real impacto da
pandemia de COVID-19 na epidemia de TB.’

Através do relatério é possivel confirmar que em 2020 mais pessoas

morreram de TB em comparacdo com 2019. O Grafico 2, representado abaixo,
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evidencia esse aumento do numero de mortes, que seguia uma tendéncia de queda

ha mais de uma década.

Gréfico 2 - Mortes por tuberculose, incluindo em pessoas vivendo com HIV.

marco de 2020

MNamero por ano

2000 2020
Fonte: World Health Organization, 2020.12

Além do aumento do numero de mortes, em 2020, menos pessoas foram
diagnosticadas e tratadas da tuberculose em comparacdo a 2019. Esses dados

estdo presentes nos Graficos 3 e 4 representados a seguir, respectivamente.

Infelizmente, os servicos de TB estdo entre os que foram interrompidos pela
pandemia do COVID-19 em 2020, e as consequéncias trazidas, conforme
demonstrado, precisam de atencdo especial. Sendo assim, daqui para frente, novos
desafios foram incorporados na luta contra a tuberculose, e estes precisam ser
superados para acabar com os numeros alarmantes dessa doenca, que apesar de

antiga, evitavel e tratavel, continua causando muitos prejuizos.

Grafico 3 - Tendéncias globais nas notificacfes de pessoas recém-diagnosticadas
(preto) e numero estimado de casos incidentes (verde) de TB.
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A area sombreada representa o intervalo de incerteza.
Fonte: World Health Organization, 2021.7
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Grafico 4 - Numero global de pessoas relatadas como tendo sido tratadas para a TB.
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Fonte: World Health Organization, 2021.7

3.4 TUBERCULOSE NO BRASIL

Em relagdo a tuberculose no Brasil, estudos mostram que ndo existe
nenhuma evidéncia de ocorréncia da doenca nas populacdes indigenas antes da
invasdo de Portugal em 1.500, podendo-se afirmar, seguramente, que foi trazida
para ca pelos portugueses.t1314 Atualmente, o Brasil esta entre os 30 paises com a

maior carga de tuberculose do mundo.’

O Boletim Epidemioldgico de Tuberculose, publicado em mar¢co desse ano
pelo Ministério da Saude, descreve a situacdo atual da doenga no pais. Atraves
deste, € possivel constatar-se um decréscimo da notificacdo de casos de TB no
Brasil em 2021 em comparagdo com o ano de 2020. Esse decréscimo se refletiu na

queda do coeficiente de incidéncia da doenca no pais, evidenciado pelo Gréfico 5.

Além disso, a diminuicdo da proporcdo de cura entre 0S casos novos pode ser

evidenciada através do Gréafico 6.

A tendéncia observada para esses dados sdo as mesmas expostas no
relatério global da tuberculose publicado pela OMS, o que reforga ainda mais as
consequéncias da pandemia de COVID-19 para a epidemia de tuberculose.



Gréfico 5 - Coeficiente de incidéncia de tuberculose (por 100 mil habitantes) no
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Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saulde, 2022.15

Grafico 6 - Proporcao de encerramento dos casos novos de tuberculose pulmonar

confirmados.
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20

Sendo assim, com a apresentacao desses dados, fica clara a importancia do

presente trabalho, que vai ao encontro da necessidade urgente do desenvolvimento
de estudos que ajudem no combate a doenca.

3.5 TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

Depois de elucidar alguns aspectos relevantes relacionados a tuberculose,

enfatizando a gravidade da doenga na sociedade atual, para que seja possivel

propor uma melhoria no tratamento, é preciso entender como ele ocorre.
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O tratamento da tuberculose é realizado com base nas orientagbes dadas
pela OMS. As Diretrizes Consolidadas da OMS sobre Tuberculose, atualizada em
2022, inclui um conjunto abrangente de recomendacfes, trazendo informacdes a
respeito do tratamento da tuberculose suscetivel a medicamentos (TB-DS). De
acordo com o documento, essa atualizacdo reune, sem modificacdes, todas as
recomendacgfes vélidas e baseadas em evidéncias das diretrizes de 2010 e 2017,
adicionando-se somente uma nova secdo de recomendacdes para 0s tratamentos

de 4 meses.16

Desde 2010, a indicacdo para o tratamento de pessoas com TB-DS consiste
em um regime de 6 meses composto por quatro medicamentos de primeira linha —
isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida — onde a rifampicina € utilizada por
6 meses. Esse regime tem sido amplamente adotado em todo o mundo por ser
fortemente recomendado e pela alta certeza de evidéncia, em que aproximadamente

85% dos pacientes terdo um resultado bem-sucedido.1®

No Brasil, o tratamento é gratuito e esta disponivel no Sistema Unico de

Saude (SUS), sendo realizado com base no regime de 6 meses descrito.'’
3.6 RIFAMPICINA

A rifampicina foi o farmaco escolhido como objeto de estudo do presente
trabalho. Sendo assim, neste item serdo apresentados alguns aspectos relacionados
a sua descoberta. Além disso, sua importancia histérica no tratamento da
tuberculose sera relatada, e em seguida, os problemas que o farmaco apresenta
serdo abordados. O conhecimento desses problemas é de extrema importancia para

0 entendimento da proposta do trabalho, que visa melhorar a eficiéncia da droga.

A rifampicina, cuja estrutura esta representada na Figura 1, é um
medicamento que apresenta propriedades antibacterianas, inibindo a multiplicacéao
de bactérias.'®° Descoberta em 1965, sua atividade antimicrobiana foi inicialmente
comprovada in vitro e posteriormente, numerosos estudos in vivo mostraram suas
propriedades bactericidas, sendo a primeira droga no final da década de 1960 a
tratar pacientes que sofriam de tuberculose pulmonar crbnica resistente a

medicamentos.2°
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Figura 1 - Estrutura da rifampicina.

Fonte: Autora.

Esse antibiético macrociclico semissintético € derivado da rifamicina B,
molécula representada na Figura 2, isolada pela primeira vez em 1959, produzida

pela bactéria atualmente classificada como Amycolatopsis mediterranei. 2%:22

Figura 2 - Estrutura da rifamicina B.

Fonte: Autora.

Apesar da rifampicina ser indicada para o tratamento de infeccdes causadas
por micro-organismos sensiveis a esse composto, possuindo acdo comprovada
contra diversas bactérias, sua utilizacdo é quase exclusiva para o tratamento da
hanseniase  (Mycobacterium leprae) e da tuberculose (Mycobacterium

tuberculosis).*®
3.7 RIFAMPICINA NO COMBATE A TUBERCULOSE

A importancia da rifampicina para o tratamento da tuberculose é
extremamente relatada pela literatura, e a droga continua sendo uma das mais

utilizadas para esse fim. O inicio da implementagédo da administracdo de rifampicina
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no regime de tratamento dessa doenca se deu em 1966, na tentativa de tratar
pacientes que sofriam de TB pulmonar crdnica resistente a medicamentos, conforme

mencionado anteriormente.?°

A utilizacdo desse farmaco para o tratamento da tuberculose, que foi iniciada
em meio ao desespero expresso pelos médicos para trata-la com sucesso, ocorre

desde entdo, sendo o esquema de tratamento de 6 meses introduzido em 1979.13
3.8 PROBLEMAS RELACIONADOS AO FARMACO

Apesar de sua importancia histérica, a rifampicina apresenta alguns aspectos
farmacéuticos que reduzem sua eficiéncia. Esses problemas relacionados ao
farmaco serdo mostrados a seguir, sendo essa exposicdo nhecessdria para 0

entendimento da proposta do presente trabalho.
3.8.1 Biodisponibilidade e autoinducéo da depuracéo

Biodisponibilidade é um termo utilizado para descrever a quantidade e a taxa
na qual o principio ativo € absorvido a partir de uma forma farmacéutica, alcancando

a circulacao sistémica e tornando-se disponivel para atuacao.

Em contrapartida, a depuracdo (ou clearance) consiste em uma atividade de
limpeza ou excluséo de substancias indesejaveis do nosso organismo. A eliminacao
dessas substancias é exercida pelo rim ou pelo figado, sendo um parametro que
integra os fendmenos de metabolizacao e excrecéo da droga.

Acontece que, conhecidamente, a rifampicina apresenta uma excelente
biodisponibilidade oral ap6s a administracdo de dose Unica, em que cerca de 95%
do farmaco administrado € absorvido. Entretanto, sua biodisponibilidade diminui para

70% apo6s administracdes repetidas.??

Essa diminuicdo da biodisponibilidade do farmaco, que acontece apds um
periodo de cerca de trés semanas de tratamento, € ocasionada por uma
autoinducdo da depuracdo. Ou seja, o proprio farmaco causa uma indugdo de
enzimas hepéticas responsaveis pela sua metabolizagdo, ocasionando uma reducao

nos niveis plasmaticos da droga.?32*
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Ainda segundo a literatura, o fendbmeno de autoinducéo descrito, além de
promover um aumento do clearance da rifampicina, reduzindo sua
biodisponibilidade, ocasiona uma reducédo do tempo de meia vida do medicamento.
Essas consequéncias podem, ainda, resultar em um tipo de tolerancia

farmacocinética e levar a niveis subterapéuticos do farmaco.?42526
3.8.2 Toxicidade

Infeccbes cujos tratamentos sdo baseados em antimicrobianos apresentam,
conhecidamente, problemas relacionados a toxicidade em tecidos saudaveis. Apesar
de a rifampicina ser um antibiético valioso e seguro, com relativamente poucos
efeitos adversos importantes, ela apresenta certa toxicidade, constituindo assim, o

outro principal problema que o farmaco apresenta.

Conforme relatado pela literatura, a toxicidade desse farmaco é
predominantemente hepatica, cujos efeitos imunoalérgicos geralmente estdo
associados a terapia intermitente ou prolongada.?’” A hepatotoxicidade observada
durante o tratamento com rifampicina relatada anteriormente, apresentou grande
variabilidade, ocorrendo desde elevacéao discreta de aminotransferases até hepatite,

por vezes grave.?829

De acordo com a bula do medicamento, quando o farmaco € administrado
concomitantemente com isoniazida (medicamento presente no regime de tratamento

da tuberculose), o potencial para hepatotoxicidade é aumentado.81°

Portanto, essa toxicidade do farmaco faz com que sua utilizacdo precise ser
evitada nos pacientes com insuficiéncia hepética. Além disso, os pacientes com
tuberculose tratados com o regime indicado pela OMS precisam ser rigorosamente

monitorados.1819.29

3.9 PROPOSTA

by

Finalmente, dada a importancia histérica da rifampicina no tratamento da
tuberculose e sabendo-se dos problemas farmacéuticos que apresenta, a proposta
do presente trabalho consiste em encapsular o farmaco em nanoparticulas (NP)
poliméricas, propiciando um sistema de liberacdo controlada, aumentando assim,

sua eficiéncia.
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3.9.1 Liberacédo controlada de farmacos

O sistema de liberagcdo controlada de farmacos consiste em um método de
dosagem de medicamentos, conhecido por drug delivery system, que apresenta
diversas vantagens em relacdo ao método convencional.’%31.3233 Dentre as
vantagens observadas, essa tecnologia € capaz de promover a reducdo da
toxicidade de farmacos, que conforme descrito anteriormente, é exatamente um dos

problemas que a rifampicina apresenta.

Figura 3 - Representacdo de ambos os sistemas de administracdo de farmacos.

=——p | Liberac&o convencional

Nivel de reacdes adversas

Nivel toxico

Faixa terapéutica

P | Liberac8o controlada

Nivel plasmatico

. Concentragdo minima efetiva

Nivel sub-terapéutico

Tempo/dosagem administrada

Fonte: SILVA, Ingrid Dantas Vasconcelos, 2014.34

A Figura 3 representa o funcionamento de ambos os métodos de

administracdo no nosso organismo, e € possivel observar as principais

caracteristicas e diferencas relacionadas a essas formas de liberacéo.

Na administracdo convencional, que é o método atual de dosagem da
rifampicina, o agente terapéutico é liberado rapidamente no organismo, o que faz
com que o nivel plasmatico da droga aumente em um curto intervalo de tempo, até
atingir o nivel maximo. Logo ap0s, sua concentracdo comeca a cair, sendo
necessario administrar uma nova dose para que o nivel do farmaco se mantenha
acima da concentracdo minima efetiva, e assim o processo se repete durante todo o

tratamento.31.32

Segundo a literatura, para esse método de dosagem, manter os niveis de

concentracdo do farmaco dentro da faixa terapéutica continua sendo um desafio®?.
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De fato, conforme representado, a repeticdo do processo de administracdo pode
fazer com que a concentracdo da droga seja tdo elevada que ultrapasse o nivel
toxico, levando a efeitos adversos durante o tratamento, como € o caso da utilizacédo

da rifampicina no tratamento da tuberculose.

Em contrapartida, conforme representado pela Figura 3, no sistema de
liberacdo controlada, a liberacdo do farmaco ocorre de forma lenta e gradual,
fazendo com que esse sistema seja capaz de manter a concentracdo da droga
dentro da faixa terapéutica por um longo periodo de tempo, com a administracéo de
somente uma dose, minimizando, portanto, a ocorréncia de efeitos adversos

relacionados a toxicidade do farmaco.3132
3.9.2 Nanoparticulas poliméricas

Para que seja possivel promover a liberacdo controlada de um farmaco é
preciso associa-lo a um carreador. No presente trabalho, os carreadores da
rifampicina serdo nanoparticulas poliméricas, sendo responsaveis, portanto, por
promover a liberacdo lenta e gradual da droga no organismo, de modo que sua

toxicidade seja reduzida.

Os materiais de natureza polimérica, conforme relatado pela literatura, tém
sido bastante investigados por pesquisadores para a obtencdo de dispositivos que
possam ser utilizados como suportes no sistema de liberagdo controlada. Dentre
eles, especialmente, os sistemas poliméricos nano/microparticulados ja séao
empregados com sucesso no processo de encapsulamento de uma grande
variedade de farmacos, incluindo, como por exemplo, anticancerigenos,

antifingicos, analgésicos, anti-inflamatérios e, inclusive, alguns antibiéticos.33

Ainda conforme a literatura, a0 mesmo tempo em que as nhanoparticulas
poliméricas agem como um veiculo para a droga, sdo capazes de evitar a inativacao
prematura do farmaco durante o seu transporte, protegendo-o de meios fisico-
quimicos e enzimaticos.3® Sendo assim, além de auxiliar na reducéo da toxicidade
do farmaco, por terem uma capacidade de proteger o farmaco, as nanoparticulas
seriam capazes de ajudar a resolver o outro grande problema que reduz a eficiéncia
da rifampicina: a reducdo de sua biodisponibilidade, que conforme discutido

anteriormente, € ocasionada pelo préprio farmaco, que induz as enzimas hepaticas
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responsaveis pela sua metabolizacdo, ocasionando uma reducdo nos niveis

plasméticos da droga.
3.9.3 Polimerizacdo RAFT em miniemulsao

Para que o sistema de liberagdo controlada seja efetivo, € necesséario que o
farmaco esteja disperso uniformemente nas nanoparticulas poliméricas®?, de modo
gue a quantidade de farmaco liberada e o perfil de liberacdo ndo variem de uma
nanoparticula para a outra. Para isso, as nanoparticulas poliméricas sintetizadas
precisam ser uniformes, apresentando, portanto, baixo indice de polidispersdo em

termos de massa molar e de tamanho de particula.

Dentre as diversas técnicas disponiveis para a sintese de polimeros, a
polimerizacdo por Transferéncia Reversivel de Cadeia por Adi¢cdo-Fragmentacao
(RAFT) é uma técnica radicalar bastante versatil para obtencdo de polimeros de
maneira controlada, proporcionando excelente controle em relagdo ao tamanho das

cadeias formadas3°36:37,

O que garante o controle nas reac6es de polimerizacdo RAFT é o fato de que
estas exibem caracteristicas de uma polimerizacdo viva, em que a etapa de
terminacdo, que ocasiona a terminacao das espécies propagadoras, € mantida em
niveis reduzidos. Para isso, é necessario utilizar um agente de transferéncia de
cadeia (ou agente RAFT), composto quimico, representado pela Figura 4, que
possui uma funcdo tiocarbonila (ZC(=S)SR) ligada a dois grupos distintos,
normalmente representados como sendo um grupo “Z” (que ativa a dupla ligagao

C=S) e um grupo “R” (que deve ser um bom grupo de saida)3>36:37,

Figura 4 - Representacdo do agente RAFT.

S

A

Z" "SR

Fonte: Autora.

O mecanismo da polimerizacao esta representado pelo Esquema 1, refletindo
a importancia do agente RAFT. Por conta da adicdo desse agente ao meio

reacional, as cadeias em crescimento sdo reversivelmente desativadas, alternando
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entre estados ativos e dormentes. O crescimento das cadeias ocorre apenas quando
se encontram no estado ativo, e o controle em relagdo ao tamanho das cadeias

poliméricas formadas se deve a esse equilibrio estabelecido.

Esquema 1 - Representacdo do mecanismo da polimerizacdo RAFT.

Rl. + SYS_R R‘_S\]./S_R R‘_SYS + R.
Z Z Z
(estado ativo) (estado dormente) (estado ativo)

Fonte: Autora.

Sendo assim, devido a necessidade de controle em relag@o as nanoparticulas
formadas, essa técnica de polimerizacao foi escolhida para sintetiza-las. Além de
utilizar a técnica de polimerizacdo RAFT, trabalharemos em especifico com a
polimerizacdo em miniemulsdo direta, que consiste na dispersdo de um mondémero
hidrofébico em &gua levando a formacgéo de gotas hidrofobicas, com dimensdes de
50 a 500 nm. A polimerizacdo em miniemulsdo foi escolhida pelo fato de que o
polimero final é obtido em forma de nanoparticulas esféricas, sendo o ideal para a

proposta apresentadas3®-?’,
4 METODOLOGIA
4.1 INVESTIGACAO DA ESTABILIDADE DO FARMACO

Para investigar a estabilidade do farmaco durante a sintese das
nanoparticulas, considerando que este esta presente durante toda a reacdo de
polimerizacdo, uma série de reacbes modelo foi realizada, todas em triplicata,
submetendo o farmaco as mesmas condi¢fes reacionais utilizadas originalmente na
polimerizacdo, sendo elas: 70 °C durante 6h em atmosfera inerte. Porém,
combinac¢des distintas dos reagentes necessarios para a sintese das nanoparticulas

foram utilizadas. O solvente dessas reacdes foi o tetrahidrofurano (THF).

As reacdes modelo foram realizadas com a mesma quantidade de massa
tedrica necessaria para a sintese das nanoparticulas, sendo mantida assim, a
proporcao entre os reagentes. O volume de THF utilizado foi 5 mL e as reacdes

realizadas estdo sumarizadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Reacdes modelo para avaliacdo da estabilidade da rifampicina.

Agente de
Reacdes Farmaco Iniciador! transferéncia
de cadeia?
1 v X X
2 v v X
3 v X v
4 v v v

v': Reagente utilizado na respectiva reagdo modelo
x: Reagente nédo utilizado na respectiva reacdo modelo
10 iniciador utilizado na reacdo de polimerizacédo € o azobisisobutironitrila (AIBN)

20 agente de transferéncia de cadeia utilizado foi o 2-ciano-2-propil dodecil tritiocarbonato (CPDT)

Fonte: Autora.

Durante a realizagdo de cada reacédo, foram retiradas aliquotas de 2 em 2h e
as mesmas foram analisadas através de espectroscopia na regido do ultravioleta e
visivel (UV-Vis) em 475 nm para verificar a presenca da droga. As aliquotas

retiradas foram de 0,1 mL, sendo posteriormente diluidas em 5 mL de THF.

Adicionalmente, a reacdo 4 da Tabela 1, em que o farmaco foi submetido as
condicOes reacionais da polimerizacdo na presenca tanto do iniciador quanto do
agente de transferéncia de cadeia, foi realizada novamente, também em triplicata.
Porém, para essa repeticdo da reacdo, foram retiradas duas aliquotas, uma inicial e
uma final, e ao invés de a analise no UV-Vis ser realizada somente em 475 nm, a
presenca do farmaco foi verificada fazendo-se uma varredura na regidao de 350 a
700 nm.

Para que fosse possivel relacionar a absorbancia das amostras em 475 nm
com a concentragao do farmaco em solugéo, uma curva de calibragdo da rifampicina
em THF foi construida. Além disso, para verificar se os demais reagentes (iniciador e
agente de transferéncia de cadeia) teriam influéncia nos valores de absorbancia

obtidos, as reacdes sumarizadas na Tabela 2 foram realizadas.
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Tabela 2 - Avaliacéo da influéncia dos reagentes nos valores de absorbancia.

Agente de
Reacdes Farmaco Iniciador? transferéncia de
cadeia?
5 X v X
6 X X 4

v’ Reagente utilizado na respectiva reacdo modelo
x: Reagente ndo utilizado na respectiva reacdo modelo
10 iniciador utilizado na reacdo de polimerizacéo é o azobisisobutironitrila (AIBN)

20 agente de transferéncia de cadeia utilizado foi o 2-ciano-2-propil dodecil tritiocarbonato (CPDT)

Fonte: Autora.

Essas reacdes também foram realizadas em triplicata, sendo o iniciador e o
agente de transferéncia submetidos, isoladamente, as mesmas condi¢des reacionais
citadas (70 °C durante 6h em atmosfera inerte), sem a presenca do farmaco. A
guantidade utilizada desses reagentes foi a mesma, também tendo sido utilizado 5
mL de THF para a reacdo. As aliquotas foram retiradas de 2 em 2h e analisadas da

mesma forma descrita anteriormente.

Todas as andlises de UV-Vis descritas nessa secdo foram realizadas em um

espectrofotdmetro Varian Cary 50, utilizando-se cubetas de quartzo padrao.
4.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Para a sintese das nanoparticulas, a polimerizacdo RAFT em miniemulséo foi
utilizada, e as reacdes foram conduzidas de duas maneiras distintas, tanto com o
uso de surfactantes, quanto reacdes do tipo surfactant-free (sem o uso de
surfactantes). Inicialmente, preparou-se uma solugdo aquosa, cuja composicao
variou de acordo com o agente de transferéncia de cadeia utilizado: no caso do
acido 4-ciano-4-[(dodecil-sulfaniltiocarbonil)sulfanil] pentandico) (CPDA), a solucdo
aquosa € de NaOH; se o agente é o 2-ciano-2-propil dodecil tritiocarbonato (CPDT),

utiliza-se na solucéo aquosa o lauril sulfato de sédio (SLS) como surfactante.

Separadamente, a solucao organica composta pelos monémeros metacrilatos
de metila (MMA) e de butila (BMA) foi preparada. Junto destes, adicionou-se
hexadecano, azobisisobutironitrila (AIBN), e o agente RAFT (CPDA OU CPDT),
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conduzindo a reacdo com ou sem o farmaco (rifampicina). Realizou-se entdo uma
pré-mistura entre a fase aquosa e organica que em seguida, foi ultrassonificada por
2 min (30%, T<10 °C) usando um Sonificador Digital Brason 450 equipado com uma
microponta. Purgou-se nitrogénio na miniemulséo resultante por 30 min e a reacao
foi conduzida no reator automatizado EasyMax 102 (Mettler-Toledo), na temperatura
de 70 °C.

Para essas sinteses, a massa da fase aquosa foi de 22 g, e as proporgdes
entre os reagentes utilizados, dependendo do tipo de polimerizagdo utilizada, foram
as seguintes: [M]/[ATC] = 180, [NaOH]/[ATC] = 6, [ATC]/[I] = 2, [F] = 1% da fase
organica. Sendo “M” a quantidade total de mondmero, “ATC” o Agente de

“I”

Transferéncia de Cadeia, “I” o iniciador e “F” o farmaco, quando aplicavel.

4.2.1 Caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas

O latex obtido ao final da reagédo foi analisado através de espalhamento de luz
dindmico (DLS) para determinagdo do diametro da particula, por cromatografia de
exclusdo de tamanho (SEC) para determinacdo da massa molar, por Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) para determinacdo da temperatura de transicao vitrea
(Tg) e por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H RMN) para

confirmacéo da proporgdo molar entre 0s mondémeros.

a) DLS: As analises de espalhamento de luz foram realizadas diluindo
uma pequena quantidade do latice final (20-100 pyL) em &gua destilada, em
temperatura ambiente, usando o instrumento de medicdo da Brookhaven
Instruments ou 0 equipamento Zetasizer da Malvern.

b) SEC: Para as andlises de cromatografia de exclusdo de tamanho as
nanoparticulas foram previamente isoladas por liofilizacdo. As andlises foram
realizadas em tetrahidrofurano (THF) a 45°C e uma taxa de fluxo de 1 mL/min
usando um sistema Viscotek composto por um moédulo GPCmax VE-2001 (bomba,
desgaseificador e autoinjetor) e um forno/unidade multidetector TDA-302. O sistema
foi equipado com uma coluna de protecao KF-G seguida por quatro colunas Shodex
da série KF (806M, 805L, 804L e 803L). Médias de massa molar (Mn e Mw) e
distribuicdbes de massa molar (B = Mw/Mn) foram calculados usando o sinal do
indice de refracao (RI) e uma curva de calibracdo baseada em padrdes estreitos de

poliestireno variando de 0,5 a 4 x 108 g/mol.
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C) DSC: Para essas andlises foram necessérias cerca de 6 mg de
amostra seca, armazenadas em panela hermética. As andlises foram realizadas de -
70 a 180 °C a uma taxa de 20 °C/min sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min)
usando um equipamento DSC Q20 (TA Instruments). O ciclo de aquecimento-
resfriamento foi realizado duas vezes, e a segunda varredura foi utilizada para
calcular os valores de temperatura de transigao.

d) 'H RMN: Cerca de 10 mg das amostras previamente liofilizadas foram
solubilizadas em cloroformio deuterado (CDCIs) e as medigbes foram realizadas em

um espectrometro Bruker 400 MHz.
4.3 EXTRACAO DO FARMACO

Com o objetivo de avaliar o quanto de farmaco foi encapsulado nas
nanoparticulas, amostras secas contendo o farmaco foram solubilizadas em
tetraidrofurano (THF). A solucado resultante teve sua absorbancia determinada por
espectroscopia UV-Vis em 475 nm, com a mesma instrumentacdo descrita
anteriormente, e a quantidade de farmaco determinada de acordo com a curva de

calibracédo no solvente utilizado.
4.4 LIBERACAO DO FARMACO

Para tracar o perfil de liberacdo do farmaco com o decorrer do tempo, as
nanoparticulas sintetizadas foram isoladas por liofilizacdo do latice final. A uma
guantidade de amostra foi adicionado tampéo fosfato pH 7,4 e a solugdo resultante
levada para um agitador orbital a 37 °C. Ap0s intervalos de tempo pré-determinados,
a solucao foi centrifugada e o sobrenadante filtrado utilizando-se uma membrana de
nylon de 0,22 um. Esse filtrado foi entdo analisado em um espectrofotdmetro UV-Vis
em 475 nm e a concentracdo de farmaco liberada para a solucdo calculada em
relacdo a uma curva padrdo construida com o farmaco Rifampicina. A seguir, 0
tampdo era novamente adicionado a amostra e o procedimento repetido. As analises
UV-Vis também foram realizadas em um espectrofotdmetro Varian Cary 50 usando

cubetas de quartzo padréo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 INVESTIGACAO DA ESTABILIDADE DO FARMACO

A rifampicina esta presente durante toda a polimerizacdo, sendo adicionada
juntamente com 0s outros reagentes no inicio da reacdo de sintese das
nanoparticulas. Sendo assim, por ser submetida as condi¢cdes reacionais e pela
constatacdo do baixo perfil de liberacdo obtido anteriormente, a primeira suspeita
levantada foi de que o farmaco estava sendo degradado ou consumido pelos

radicais livres.

Se essa suspeita de degradacao se confirmasse, o baixo perfil de liberagéao
poderia ser explicado, ndo pelo fato de as nanoparticulas ndo liberarem o farmaco
adequadamente, mas por nao ser possivel detectar a quantidade correta de farmaco

liberada devido a sua degradacao durante a reacao.

Para a investigacdo da suspeita de degradacdo do farmaco, uma série de
reacdes modelo foi realizada conforme apresentado anteriormente na Tabela 1. O
objetivo dessas reacdes foi o de verificar o comportamento do farmaco frente a cada
um dos reagentes necessarios para a sintese das nanoparticulas e frente as
condicBes reacionais utilizadas. Como o objetivo ndo era realizar a polimerizacao
propriamente dita, avaliando-se somente a intera¢do do farmaco com o0s reagentes,

0s mondmeros nao foram incluidos nos testes.

Para que fosse possivel detectar o farmaco presente no meio reacional em
funcdo do tempo de reacdo, verificando a ocorréncia ou ndo de degradacéo,
amostras foram retiradas de 2 em 2h e analisadas através de espectroscopia UV-
Vis. A presenca do farmaco pode ser confirmada porque a rifampicina apresenta um
espectro de absorcao na regidao UV-Visivel caracteristico, possuindo um maximo de
absorcdo no comprimento de onda de aproximadamente 475 nm,383%940 sem

interferéncia dos demais componentes da reacéo.

A relacéo entre a concentracdo de uma substancia presente em uma amostra

e a absorbancia € dada pela lei de Lambert-Beer, representada pela Equacao 1.

A= c¢lc Q)
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Sendo A a absorbancia, € a absortividade molar, valor intrinseco de cada
substancia, [ o comprimento da célula por onde passou o feixe irradiado e c a
concentracdo, tendo-se, portanto, uma relacdo diretamente proporcional entre a

absorbéncia e a concentragéo.

A curva de calibragdo de rifampicina em THF foi construida antes da
realizagdo das reagcdes modelo para confirmar a linearidade existente entre a
concentracdo do farmaco e a absorbancia medida, em 475 nm. O Gréfico 7,

representado abaixo, demonstra a curva de calibracéo construida.

Grafico 7 - Curva de calibragdo da Rifampicina em THF.
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Fonte: Autora.

Pelo valor de R? obtido, a linearidade existente entre a concentracdo de
rifampicina no meio e a absorbéancia da amostra analisada foi confirmada.
Finalmente, apdés essa confirmacdo, as reacfes modelo da Tabela 1 foram
realizadas e as aliquotas analisadas no UV-Vis em 475 nm. Conforme descrito, as
aliquotas retiradas durante as reacdes foram diluidas em THF para serem
analisadas. Essa diluicdo foi necesséria para que a concentracéo do farmaco ficasse

dentro da faixa da curva de calibrag&o construida.

Os resultados obtidos estdo representados pelos Graficos 8.1 — 4, sendo
construidos considerando-se a média dos resultados para as triplicatas. Além disso,

o desvio padréo resultante foi reproduzido.
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Gréfico 8 - Diagrama de estabilidade do farmaco isoladamente (1), na presenca do
iniciador (2), na presenca do agente de transferéncia de cadeia (3) e na presenca de

ambos (4).
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Conforme discutido, os ensaios realizados com as reacdes modelo nos
permitem inferir acerca da estabilidade do farmaco. Sendo assim, uma analise critica

de cada um dos resultados obtidos é necesséaria.

O diagrama 8.1 corresponde aos resultados obtidos para a reagdo 1 da
Tabela 1 e é possivel observar uma queda consideravel no valor da absorbancia
com o tempo de reacdo. Isso indica que a rifampicina, quando submetida
isoladamente as condic¢des reacionais da polimerizacéo, ou seja, sem a presenca de
qualguer outro reagente no meio, sofre degradacdo. A hipétese levantada € de que,
com o0 aquecimento, a rifampicina gera radicais livres que vao degradando as

proprias moléculas de farmaco com o tempo de reacdo, o que explica o
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comportamento observado. Através do desvio padréo representado, observa-se uma
grande variabilidade entre as triplicatas em termos dessa degradacéo, indicando que
nao ocorre de igual maneira entre as reacdes. Entretanto, apesar de a degradacao
do farmaco néo ter ocorrido de modo equivalente entre as triplicatas, € incontestavel

que ela ocorre.

O diagrama 8.2 refere-se a reacdo 2 da Tabela 1 e observa-se uma alteracao
no perfil de degradacdo do farmaco. Apesar de a absorbancia apresentar uma
gueda ao longo do tempo de reagao, essa diminuigdo foi muito menos acentuada,
indicando um menor grau de degradacdo do farmaco. Acontece que, conforme
hipotese levantada anteriormente, devido ao aquecimento a rifampicina gera radicais
livres em sua estrutura. Esses radicais livres gerados podem se combinar com 0s
radicais livres formados pelo AIBN, que € o iniciador radicalar térmico utilizado na
reacdo de polimerizacdo. Essa combinacdo entre os radicais gerados no meio
impede que a rifampicina continue se degradando ao longo da reacédo, o que explica
a queda menos acentuada da absorbancia em relacdo ao diagrama 8.1. Quanto ao
desvio padrdo, também nota-se uma diferenca consideravel em relacdo a reacéo
anterior. Apesar de ainda termos uma variacdo entre as triplicatas, essa

variabilidade apresentada € muito menos evidente.

O diagrama 8.3 representa os resultados obtidos para a reacdo da rifampicina
com o agente de transferéncia de cadeia, e é possivel observar que praticamente
ndo houve degradacdo do farmaco. Ao contrario dos resultados obtidos até agora,
nessa reacao, a absorbancia praticamente nédo variou ao longo do tempo, indicando
gue a rifampicina permanece estavel nesse meio reacional. Provavelmente, isso se
deve a alta reatividade da dupla ligacdo do agente de transferéncia de cadeia (C=S).
Se a rifampicina formar algum radical livre em sua estrutura no meio reacional
devido ao aquecimento, este prontamente serad capturado pelo agente RAFT,
impedindo que a degradacdo do farmaco continue, o que explica o comportamento
observado. Além disso, o desvio padrdo obtido para as triplicatas da reacéo foi muito
baixo, sendo o maior deles no tempo zero, 0 que se deve, provavelmente, a uma

pequena diferenca em relagcdo a massa de rifampicina pesada inicialmente.

Por fim, com o diagrama 8.4 pode-se entender qual € o comportamento real

da rifampicina frente as condi¢Ges reacionais completa da polimerizagdo, ou seja,
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em que todos os reagentes estdo presentes no meio. Podemos observar que dentre
todos os outros resultados obtidos, esse foi 0 que o valor de absorbancia menos
variou com o tempo de reacdo, se mantendo praticamente constante em todas as
aliquotas analisadas. Além disso, o desvio padrdo obtido para as triplicatas foi
extremamente baixo, sendo praticamente imperceptivel no diagrama, indicando que
0 comportamento apresentado pelo farmaco € praticamente invariavel de uma
reacao para a outra. Com isso, podemos inferir que nessas condicdes, o radical livre
formado pela decomposicéo do iniciador reage preferencialmente com o agente de
transferéncia de cadeia, preservando assim, a estrutura da rifampicina, que
permanece estavel durante toda a reacdo de polimerizacdo, ndo sofrendo, portanto,

degradacdo no meio reacional.

Para melhor Vvisualizagcdo dos pontos aqui discutidos, o Gréafico 9,

representado abaixo, sintetiza os resultados obtidos para todas as reacoées.

Grafico 9 - Diagrama completo de estabilidade do farmaco.

1,80
1,60
—o—1. Rif.
©
(&)
g 140 —o—2. Rif. + AIBN
2
(@]
21,20 —e—3. Rif. + CPDT
<
100 - —e—4. Rif. + AIBN +
CPDT
0,80 . . .
0 2 4 6
Tempo (h)

Fonte: Autora.

A visualizagdo de todas as curvas sobrepostas reforca, ainda mais, a
conclusdo de que a rifampicina permanece estavel durante toda a reacdo de
polimerizagdo, quando todos o0s reagentes estdo presentes no meio reacional

(resultado expresso pela linha verde no Gréfico 9).

Para confirmar a confiabilidade dos resultados obtidos, mais uma verificagao

foi realizada. A rifampicina absorve na regido do UV-Vis, tendo um méaximo de
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absorcdo no comprimento de onda utilizado nas andlises (475 nm). Porém, como
afirmar que nas reagfes em que outros reagentes estavam presentes nas aliquotas
analisadas (reacfes 2, 3 e 4 da Tabela 1), a absorbancia medida provinha somente

da concentracéo de rifampicina presente no meio?

Para descartar a interferéncia dos demais reagentes nos resultados obtidos,
estes foram submetidos as reagbes sumarizadas na Tabela 2. Agora, sem a
presenca do farmaco, os reagentes isoladamente passaram pelos testes para
simular as condi¢fes reacionais utilizadas durante a polimerizagéo (70 °C durante 6h
em atmosfera inerte), utilizando-se THF como solvente. Da mesma forma, as
aliquotas retiradas de 2 em 2h foram analisadas em 475 nm, sendo possivel verificar
se 0s reagentes também absorvem nessa regido, o que influenciaria nos resultados
obtidos anteriormente para as reacdes modelo. Os resultados obtidos encontram-se

expressos no Grafico 10.

Grafico 10 - Verificagdo da influéncia do AIBN (1) e do CPDT (2) nas absorbancias

obtidas em 475 nm.
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Fonte: Autora.

Com os resultados expressos pelo Grafico 10, é possivel verificar que o0s
valores de absorbancia medidos, tanto para o AIBN (10.1) quanto para o CPDT
(10.2) sdo muito proximos de zero em todo o tempo de reagdo. Esses valores
representam menos de 1% dos valores de absorbancia obtidos para as reacdes
modelo, sendo, portanto, insignificantes. Com isso, concluimos que os reagentes
ndo influenciam nas leituras de absorbancia obtidas para as reagbes modelo,

indicando que os resultados encontrados referem-se somente a concentragdo de
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rifampicina presente no meio reacional, indicando, portanto, sua degradagcao e/ou

estabilidade, conforme discutido anteriormente.

Para certificar a estabilidade do farmaco, a reacao 4 da Tabela 1 foi repetida
(em que o farmaco foi submetido as condi¢cdes reacionais da polimerizacdo na
presenca de todos 0s reagentes), e ao invés de avaliar as aliquotas em somente um
comprimento de onda especifico, foi feita uma varredura de 350 a 700 nm, obtendo-
se assim, um espectro de absorbancia da rifampicina. Para esta andlise, duas
aliquotas foram retiradas, uma no inicio e outra no final da reacdo, para comparar 0s

espectros obtidos (Grafico 11).

Grafico 11 - Espectro de absor¢ao do farmaco rifampicina antes e depois de

submetido as condi¢cBes reacionais.
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Fonte: Autora.

Os espectros inicial e final da rifampicina na presenca de AIBN e CPDT sao
semelhantes, ocorrendo apenas uma pequena variacdo na absorbancia.
Inicialmente, acreditAivamos que essa variacdo poderia estar sendo ocasionada por
uma diferenga de concentracdo do farmaco nas aliquotas analisadas. Entretanto, a
variacdo na absorbancia ndo segue o mesmo perfil: um pouco antes de 450 nm, é

possivel observar uma inversdo no comportamento das amostras.

De acordo com a literatura, ha uma variacdo caracteristica no espectro UV-

Vis da rifampicina com o pH,*° que pode ser observado através da Figura 5.
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Figura 5 - Variagéo do espectro UV-Vis da rifampicina com o pH.
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Fonte: GALLO, Gian G., 1976.40

Segundo relatado, em particular, 0 maximo de absorbancia sofre um efeito
hipocrémico (diminuicdo da intensidade) com &cidos fortes, que é ocasionado pela
presenca do grupo hidroxila ligado ao anel aromatico adjacente a hidroquinona na

estrutura da rifampicina, representada pela Figura 1.

Comparando 0s espectros obtidos e o da literatura, é possivel verificar a
semelhanca existente entre os comportamentos observados. Isso sugere que uma
mudanca no pH do meio reacional foi a responsavel pela variacdo da absorbancia

entre as aliquotas inicial e final.

Sendo assim, os resultados obtidos confirmam a concluséo anterior, de que o

farmaco nao esta sendo degradado no meio reacional.
5.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Depois de confirmar que o farmaco se mantém estavel nas condigbes
reacionais da polimerizagdo RAFT em miniemulsdo, foi excluida a hipotese de o

baixo perfil de liberacdo estar associado a degradacdo no meio reacional, o que
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ocasionaria uma queda na absorbancia, fazendo com que os resultados de liberagao
obtidos estivessem abaixo do esperado. Sendo assim, outra investigagao acerca do

baixo perfil de liberacéo foi realizada, conforme descrito a seguir.

As nanoparticulas obtidas e caracterizadas anteriormente eram sintetizadas
com os comondémeros MMA e BMA na propor¢ao molar 40:60 (MMA:BMA), sendo o
copolimero obtido através da polimerizagdo RAFT em miniemulsdo, e as reagdes
conduzidas tanto com o uso de surfactantes, quanto sem surfactante (surfactant-
free). As andlises de DSC realizadas revelaram que a temperatura de transicao
vitrea desse copolimero era em torno de 50 °C. Considerando esse valor de Tg,
surgiu outra hipotese do que poderia estar ocasionando o baixo perfil de liberacéo
do farmaco: ao invés de estar sendo degradado no meio reacional, sua liberacédo
poderia estar sendo dificultada pela rigidez das nanoparticulas poliméricas (Tg >
37°C).

A temperatura de transicdo vitrea consiste na passagem do estado vitreo,
onde as cadeias poliméricas encontram-se vitrificadas, sendo rigidas e nao
possuindo mobilidade, para o estado elastico, em que had um aumento da

mobilidade, fazendo com que se tornem mais flexiveis.

Dito isto, como a liberacdo do farmaco a partir das NP é realizada a 37 °C
para simular a temperatura corpérea, e o copolimero sintetizado anteriormente
apresenta uma Tg acima desse valor, nessa temperatura ndo seria maleavel o

suficiente para que todo o farmaco encapsulado fosse liberado.

Sendo assim, para resolver esse problema, surgiu a ideia de sintetizar novas
nanoparticulas poliméricas, da mesma forma que vinham sendo sintetizadas até
entdo, porém, realizando-se alteracdes que fizessem com que a Tg do copolimero

obtido fosse inferior a 37 °C.

Para que seja possivel diminuir o valor de Tg de um polimero, as cadeias
poliméricas devem possuir maior mobilidade. Resolvemos entéo, alterar a proporgéo
molar entre os mondmeros, aumentando a quantidade de BMA (20:80 (MMA:BMA)).
Por apresentar um substituinte alquila maior em comparagdo ao MMA, o BMA

atuaria como um espacador, aumentando o volume livre entre as cadeias
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poliméricas, consequentemente aumentando a mobilidade destas e diminuindo o

valor da Tg.

Os Esquemas 2 e 3, representados abaixo, demonstram a reagdo de sintese
das nanoparticulas, variando o agente RAFT utilizado, e a Tabela 3 sumariza os
dados referentes as sinteses realizadas com a propor¢dao molar 20:80 (MMA:BMA),
bem como os resultados obtidos. Para fins de comparacdo, também foi realizada
uma reagdo na propor¢cdo molar utilizada anteriormente (40:60), e os resultados
obtidos também encontram-se na Tabela 3.

Esquema 2 - Reacdo de sintese do copolimero, obtido via polimerizacdo RAFT em

miniemulsao, utilizando o CPDA como agente de transferéncia de cadeia.
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Fonte: Autora.

Esquema 3 - Reacdo de sintese do copolimero, obtido via polimerizacdo RAFT em

miniemulsao, utilizando o CPDT como agente de transferéncia de cadeia.
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Fonte: Autora.

Através da Tabela 3, é possivel verificar que as primeiras tentativas de
sintese das nanoparticulas nessa nova proporcdo molar foram realizadas com
condicbes do tipo surfactant free e ndo foram bem sucedidas, obtendo-se baixas
conversdes (reacdes 1 e 2). Entretanto nas reacbes com SLS e CPDT a formacéo

do copolimero ocorreu com bons rendimentos (reagdes 3,4 e 5).
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A reacao realizada na propor¢cdo molar 40:60 (reacao 6) foi bem sucedida
mesmo sem a presenca de surfactante (surfactant free), resultado que ja havia sido

constatado anteriormente.

Sendo assim, podemos concluir que nas reacbes com a proporcdo molar
20:80, o surfactante tem um papel muito importante na estabilizacdo das particulas
formadas durante a polimerizacdo, e o0s resultados obtidos nos sugere que a
presenca de maior quantidade de metacrilato de butila leva a maior coalescéncia

das gotas e menor estabilidade da emulsao.

Tabela 3 - Sinteses e caracterizagdo das nanoparticulas poliméricas na propor¢ao
molar 20:80 (MMA:BMA) obtidas via polimerizacdo RAFT em miniemulsao.

Surfactant Farmac Mn
RAFT

t(h) Conv. (%) Mw/M,  d (nm) PDI
e (o] (g/mol)
1 free CPDA Sim 6 4 1840 1,37 - -
2 free CPDA Sim 6 2 1390 1,43 - -
3 SLS CPDT Nao 24 74 17200 1,61 200,1 0,079
4 15xSLS CPDT N&ao 24 59 17100 1,22 198,6 0,022
5 SLS CPDT Sim 24 77 21200 1,26 259,7 0,034
6* free CPDA Sim 6 54 11700 1,15 94,3 0,037

*A reacao 6 foi realizada na propor¢cdo molar 40:60 (MMA:BMA) para fins de comparacéao.
Conv.: Conversédo

Fonte: Autora.

Através da Tabela 3 também € possivel verificar que a massa molar numérica
média (Mn) das nanoparticulas sintetizadas com a nova propor¢cdo molar (reacdes
3,4 e 5) foram parecidas, bem como os valores de dispersidade (Mw/Mn e PDI) e o

diametro médio (d) das particulas obtidas.

Para avaliarmos o impacto da alteracdo da propor¢cao molar nas propriedades
das NP, as sinteses representadas pelas reacdes 5 e 6 da Tabela 3 foram
analisadas. Essas reagdes foram escolhidas por terem sido sintetizadas com altas

conversdes, e ambas na presenga do farmaco rifampicina.
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5.2.1 Massa molar

Comparando as NP provenientes das reagdes mencionadas, obtidas a partir
de polimerizagcbes realizadas com proporgdes molares distintas entre o0s
mondmeros, é possivel observar que ndo apresentam uma diferenca significativa em

relacdo a massa molar.

As NP sintetizadas com a maior propor¢cdo de BMA apresentaram um maior
valor de Mn. Acontece que, o BMA possui uma massa molar maior em comparacao
ao MMA, sendo assim, ao aumentarmos a quantidade de BMA, aumentando
consequentemente o numero de unidades repetitivas provenientes desse monémero

na cadeia polimérica, a massa molar do polimero também aumentaria.

Além disso, ambas as reacdes apresentaram valores baixos de dispersidade
(Mw/Mn). Esse controle em relagdo a massa molar das nanoparticulas é consistente
com o esperado para uma polimerizag&o radicalar controlada, e conforme discutido
anteriormente, essa uniformidade das nanoparticulas sintetizadas é importante para

gue a liberacdo do farmaco ocorra de modo equivalente entre as particulas.
5.2.2 Tamanho de particula

A Figura 6a-b mostra os resultados de tamanho de particula obtidos para as
reacdes 5 e 6, respectivamente. Apesar de ambos os diametros terem sido
determinados por espalhamento de luz dinamico, foram realizadas em equipamentos
diferentes, por isso é possivel notar uma diferenca em relacdo a representacao das
andlises obtidas.

Considerando-se os valores de diametro das particulas (d) fornecidos pela
Tabela 3 e representados pela Figura 6, € possivel notar uma grande diferenca. As
nanoparticulas sintetizadas com a propor¢cao molar 40:60 apresentaram um diametro
médio de 94 nm, enquanto que para as particulas sintetizadas na proporcdo 20:80,

esse valor mais que dobrou.

O aumento do diametro dessas nanoparticulas em comparacdo com as
anteriores também estad dentro do esperado, considerando que aumentamos a
quantidade de BMA. Como a fun¢do desse mondémero € de promover um maior

volume livre entre as cadeias poliméricas, aumentando a mobilidade dessas e
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diminuindo o valor da Ty, também € de se esperar que esse efeito ocasione um
aumento do didmetro médio das particulas formadas.

Figura 6 - Resultados espalhamento de luz para as nanoparticulas referentes as

reacdes 5 (a) e 6 (b).
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Fonte: Autora.

Em relacédo aos valores do indice de polidispersao (PDI), dados pela Tabela
3, podemos verificar que ambas as rea¢cfes apresentaram valores muito baixos, o
que, novamente, indica um alto grau de homogeneidade das NP sintetizadas,

caracteristica importante para a aplicacao proposta.

5.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear

A andlise de RMN !H foi realizada para confirmar a obtencdo dos
copolimeros, bem como a propor¢do molar existente entre os mondmeros
efetivamente incorporados. As Figuras 7 e 8 representam o0s espectros obtidos para
0s copolimeros sintetizados com proporcdo molar 40:60 e 20:80 (MMA:BMA),
respectivamente.

Através das figuras é possivel observar a semelhanga existente entre os

espectros obtidos, e a atribuicdo para os picos confirma a obtengdo do copolimero

em ambas as sinteses realizadas.
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Figura 7 - Espectro de RMN *H (CDCIs, 400 MHz) para o copolimero sintetizado com
proporcao molar 40:60.
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Fonte: Autora.
Figura 8 - Espectro de RMN H (CDCIlsz, 400 MHz) para o copolimero sintetizado com
proporcao molar 20:80.
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O célculo de proporcado pode ser realizado considerando-se a integral de
hidrogénios referentes a cada comondomero. Os sinais utilizados foram os
hidrogénios representados por “7” e “4”, referentes ao MMA e ao BMA,
respectivamente, conforme evidenciado pelas Figuras 7 e 8. Considerando-se 0s

valores de integrais obtidos, os calculos realizados estéo representados a seguir.

e Para a proporcéo tedrica 40:60, tem-se:

4 ppm - i—; =1(BMA) (2)
3.6 ppm - L= 0,5 (MMA) 3)
Proporgio (BMA) = —— x 100 = 66,7% (4)

e Para a proporcéo teédrica 20:80, tem-se:

4ppm > £ =1 @BMA) (5)
3.6 ppm — 1222 = 0,16 (MMA) (6)

~ _ 1 _
Proporg¢io (BMA) = Troxe X 100 =86,2% (7)

7

Com os célculos realizados é possivel verificar que para ambos o0s
copolimeros sintetizados a propor¢cdo molar existente entre os comondmeros ficou
préximo do valor teérico. Além disso, o comportamento para ambas as sinteses foi 0

mesmo, em que a quantidade incorporada de BMA ficou pouco acima do previsto.
5.2.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial

As Figuras 9 e 10 mostram as curvas de aguecimento e resfriamento das

amostras das reagdes de proporgcéo molar 40:60 e 20:80, respectivamente.

As curvas de DSC séo sensiveis a qualquer tipo de transicdo das amostras,
seja por liberacéo ou absorcéo de calor. Nas curvas representadas, obtidas para os
copolimeros, é possivel verificar o valor da Tg, processo que se caracteriza pelo
ganho de mobilidade das cadeias poliméricas como um todo, ocorrendo assim, uma

variacédo na linha de base.
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Figura 9 - Curva de DSC do copolimero de propor¢cédo molar 40:60.
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Figura 10 - Curva de DSC do copolimero de proporgéo 20:80.
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Fonte: Autora.

A Tabela 4, representada abaixo, sumariza os valores obtidos. Através
destes, € possivel constatar que as nanoparticulas de proporcdo molar 20:80
(MMA:BMA) apresentaram um menor valor de Tg em comparagdo as nanoparticulas

de proporcdo molar 40:60, confirmando que o0 aumento da quantidade de metacrilato
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de butila no copolimero aumenta a mobilidade das cadeias poliméricas, conforme

esperado.

Tabela 4 - Temperatura de transicao vitrea dos copolimeros sintetizados.

Tipo de NP Ty (°C)
40:60 38
20:80 23

Fonte: Autora.

As nanoparticulas de proporcdo molar 40:60 sintetizadas anteriormente eram
mais rigidas, apresentando um valor de Tg préoximo de 50 °C, o que, segundo
hipétese levantada, estaria dificultando a liberacdo do farmaco. Porém, ao sintetizar
as nanoparticulas nessa mesma propor¢cao molar, o valor de Tg4 obtido, conforme
representado pela Figura 9 e expresso pela Tabela 4, foi de 38 °C, o que indica que
as nanoparticulas sintetizadas com essa mesma propor¢cdo molar ndo sao tao
rigidas quanto esperado. Esse menor valor de Ty obtido pode ser explicado pelo
resultado do célculo de incorporacéo, realizado através do espectro de RMN *H.
Conforme demonstrado pela Equacéo 4, a proporcdo efetivamente incorporada de
BMA foi maior do que a proporcdo tedrica, e esse aumento pode ter sido
responsavel pelo menor valor de Tg para esse copolimero, em compara¢ao ao obtido

para as nanoparticulas sintetizadas anteriormente.
5.3 EXTRACAO DO FARMACO

Durante a polimerizacdo, como o farmaco esta presente no meio reacional
juntamente com os monémeros, idealmente todo o farmaco adicionado deveria ser
encapsulado pelas nanoparticulas. Entretanto, a eficiéncia de incorporacdo pode ser
afetada por diversos fatores, como por exemplo, migracdo do farmaco para a fase
aquosa da reacdo (antes, durante e ap0s a polimerizacdo) e perda de farmaco
durante o processo de secagem. Sendo assim, o objetivo do experimento de
extracdo do farmaco € o de avaliar o quanto de farmaco (F) ha nas nanoparticulas
(NP).

Para isso, as NP secas contendo o farmaco foram solubilizadas em THF, e a

solucao resultante teve sua absorbancia determinada por espectroscopia UV-Vis em
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475 nm, sendo a quantidade de farmaco determinada de acordo com a curva de
calibracdo construida.

Além disso, para evitar a influéncia dos outros componentes na absor¢cdo em
475 nm, testes em branco foram realizados. Nesses testes, NP sintetizadas sem o
farmaco foram solubilizadas e a absorbancia residual também foi analisada por UV-
Vis em 475 nm. Os resultados obtidos para a reagao realizada com propor¢ao 40:60

estdo expressos na Tabela 5, e para a proporc¢éo 20:80 na Tabela 6.

Tabela 5 - Resultados do teste de extracao do farmaco realizado com as NP com
proporcéo 40:60 (MMA:BMA).

Tipo de NP Massa (mg) Abs  Abs(corrigida) C (mg/mL) F (mg) F/INP

Branco 6,50 0,0089 - - - -
R1 6,80 0,2640 0,2551 0,0158 0,0789 0,0116
R2 6,80 0,2726 0,2637 0,00163 0,0816 0,0120
R3 6,40 0,2650 0,2561 0,0159 0,0793 0,0124
Média 6,67 0,2672 0,2583 0,0160 0,0799 0,0120
Desvio padrao 0,23 0,0047 0,0047 0,0003 0,0015 0,0004

R = Replicata; Abs = Absorbancia; F = FArmaco; F/NP = relagéo entre a massa de farmaco e a massa
de NP.

Fonte: Autora.

Tabela 6 - Resultados do teste de extracdo do farmaco realizado com as NP com
proporcao 20:80 (MMA:BMA).

Tipo de NP Massa (mg) Abs  Abs(corrigida) C (mg/mL) F (mg) F/INP

Branco 7,10 0,0006 - - - -
R1 6,50 0,0747 0,0741 0,0045 0,0227 0,0035
R2 6,00 0,0681 0,0675 0,0041 0,0207 0,0034
R3 6,10 0,0725 0,0719 0,0044 0,0220 0,0036
Média 6,20 0,0718 0,0712 0,0044 0,0218 0,0035
Desvio padrao 0,26 0,0034 0,0034 0,0002 0,0010 0,0001

R = Replicata; Abs = Absorbancia; F = Farmaco; F/NP = relagdo entre a massa de farmaco e a massa
de NP.

Fonte: Autora.
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Comparando os valores de F/NP obtidos, podemos verificar que a quantidade
de farmaco efetivamente encapsulado pelas NP com propor¢do molar 20:80 foi

menor em comparacao as NP de proporcéao 40:60.

Além disso, sabendo-se a quantidade de farmaco adicionada em cada uma
das reac¢des, podemos calcular o valor de F/NP tedrico, ou seja, qual seria esse fator
se todo o farmaco adicionado tivesse sido incorporado nas NP. Através desse
calculo, podemos ainda, verificar qual a porcentagem de farmaco as NP sintetizadas
foram capazes de encapsular. Esses valores encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Teor de farmaco incorporado pelas NP.

Tipo de NP FINP (tedrico) F/NP (obtido) Farmaco incorporado (%)
40:60 0,0149 0,0120 80
20:80 0,0129 0,0035 27

Fonte: Autora.

Conforme evidenciado, o teor de farmaco incorporado pelas NP de propor¢ao
molar 20:80 foi muito baixo, e esse resultado se deve ao baixo valor de Ty desse
copolimero (~23 °C). Pelo fato de o copolimero estar no estado elastico a
temperatura ambiente, pode haver um processo de difusdo simples do farmaco a
partir das NP, ocorrendo, portanto, uma movimentacdo a favor do gradiente de

concentracdo, diminuindo assim, a eficiéncia de incorporacéo.
5.4 LIBERACAO DO FARMACO

Apoés realizar as caracterizacbes das NP sintetizadas com diferentes
proporcdes molares entre os monémeros, o perfil de liberacdo do farmaco para
ambas foi avaliado conforme metodologia descrita. O teste foi realizado a 37 °C para
simular a temperatura corporea e os resultados obtidos para ambas as NP estédo

representados pelo Grafico 12.

Conforme preconizado ao longo do trabalho, depois de confirmar que o
farmaco ndo estava sendo degradado no meio reacional, a alteracdo da proporcao
molar dos mondémeros utilizados para a sintese das NP foi proposta a fim de diminuir

a Tg do copolimero, melhorando assim, o perfil de liberacdo do farmaco.
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Essa proposta foi dada com base nos resultados anteriores do nosso grupo
de pesquisa, em que o copolimero sintetizado com propor¢do molar 40:60
(MMA:BMA) apresentou uma Tg proxima de 50 °C, o que poderia ser a causa da
baixa liberacdo do farmaco a partir das NP.

Porém, o copolimero que sintetizamos com essa mesma proporcao molar
apresentou um valor de Tq de 38 °C, o0 que sugere que as NP obtidas ndo sao tao
rigidas quanto as anteriores, conforme discutido anteriormente.

Gréfico 12 - Perfil de liberagdo do farmaco das nanoparticulas com diferentes teores

dos monbmeros.
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Sendo assim, apesar de termos sintetizado um copolimero com uma nova
propor¢cado molar entre os mondémeros (20:80), cujo valor de Tg4 foi diminuido para 23
°C conforme o esperado, pelo fato de ambas as NP sintetizadas estarem no estado

elastico durante o teste, os perfis de liberacdo apresentados foram os mesmos.



53

6 CONCLUSAO

Com a realizacdo do presente trabalho foi possivel investigar as possiveis
causas do baixo perfil de liberacdo apresentado pelo farmaco a partir das

nanoparticulas poliméricas.

Em relacdo a suspeita de degradacdo do farmaco, pbéde-se verificar que
apresar de a rifampicina estar presente durante toda a sintese das nanoparticulas,
sendo, portanto, submetida as condi¢cdes da polimerizacdo RAFT em miniemulséo,

ela se mantém estavel no meio reacional.

A proposta de sintese das nanoparticulas com propor¢do molar 20:80
(MMA:BMA) foi conduzida, e as reacgOes de polimerizacdo em miniemulsdo foram
realizadas com sucesso ha presenca de surfactante, levando a formacao de latices

estaveis e nanoparticulas com cerca de 200 nm de diametro.

A liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas formadas com o
copolimero na proporcdo 20:80 (Tg ~23 °C) apresentou o mesmo perfil das NP
sintetizadas com a proporcao 40:60 (Tg ~38 °C). Apesar de o copolimero de
propor¢cao 20:80 ter apresentado um menor valor de Tg, conforme previsto, a Tg do
copolimero de proporcdo 40:60 nao foi tdo distante. Como ambos o0s copolimeros
encontram-se no estado elastico no teste de liberacdo, as NP sdo maleaveis o

suficiente para proporcionarem o mesmo perfil de liberacdo para o farmaco.

Apesar de semelhantes, o perfil de liberacdo do farmaco a partir das NP
sintetizadas continua sendo baixo. Sendo assim, outros fatores devem estar

afetando o processo de liberacéo.
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