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RESUMO

A tuberculose é uma doenga infectocontagiosa causada pelo Mycobaterium tuberculosis,
cujo tratamento pela via oral apresenta inconvenientes como efeitos colaterais sistémicos e
tratamento prolongado, diminuindo a adesdo dos pacientes. O desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas para administragdo pela via pulmonar pode melhorar o
tratamento da tuberculose, viabilizando o transporte do farmaco ao local de agédo e o
direcionamento aos macréfagos alveolares. O poli(etileno carbonato) (PEC) € um polimero
biodegradavel que possui degradagéo superficial, podendo ser utilizado para a liberagéo
controlada de farmacos. Este polimero possui degradacao especifica pela enzima colesterol
esterase e por macréfagos, sendo, portanto, interessante para a aplicagdo no tratamento da
tuberculose. Os objetivos deste trabalho foram realizar um estudo de compatibilidade entre
a clofazimina, farmaco utilizado no tratamento da tuberculose multi-droga resistente, e
excipientes comumente utilizados para o preparo de nanossistemas poliméricos; e o
desenvolvimento e caracterizagao fisico-quimica de nanoparticulas inalaveis de poli(etileno
carbonato) contendo clofazimina. Através de analises de calorimetria diferencial
exploratéria, termogravimetria e espectroscopia de infravermelho, observou-se como
principal interagdo a amorfizagdo do farmaco na presenga dos polimeros poli-e-caprolactona
(PCL), poli(D,L-lactideo) (PLA), poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal (75:25)
(PLGAT75:25) e poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal (85:15) (PLGA85:15),
indicando que o farmaco interage com esses polimeros e altera sua caracteristica cristalina.
A solubilizagado do farmaco nos excipientes Span 60°, Span 80°, Span 85° Poloxamer 188,
Poloxamer 407, alcool polivinilico (PVA), Tween 80° e acido oleico foi também observada.
Essa caracteristica é importante para o desenvolvimento das nanoparticulas, ja que
aumenta a encapsulagao do farmaco. Foram preparadas nanocapsulas e nanoesferas pela
técnica de nanoprecipitagdo. As particulas foram caracterizadas quanto ao didmetro médio
e indice de polidispersao (Pdl) pela técnica de espalhamento dinamico de luz, eficiéncia de
encapsulagao (EE) por cromatografia liquida de alta eficiéncia, secagem por liofilizagao,
analise térmica por calorimetria, estabilidade das nanoparticulas em meios bioldgicos
simulados e analise de rastreamento das particulas (NTA, nanoparticle tracking analysis).
Foram desenvolvidas duas formulagdes de nanocapsulas com farmaco que apresentaram
tamanho médio de 210 e 237 nm, Pdl 0,16 e eficiéncia de encapsulacdo (EE) de 65%. As
nanoesferas com farmaco apresentaram tamanho médio de 196 e 438 nm, Pdl 0,43-0,30 e
EE 46,85 e 53,95%. As formulagdes foram liofilizadas utilizando os crioprotetores sacarose,
trealose e manitol, nas concentragdes de 1,5%, 2,5%, 5%, 10% e 15% (m/v). Dentre os
crioprotetores avaliados o manitol a 10% foi o que possibilitou melhor redispersibilidade das
particulas apos liofilizacdo. Em estudo de estabilidade em solugdo tampao fosfato, mucina
0,08% e 0,1% (m/v), as particulas permaneceram estaveis sem apresentar agregacéo. A
analise do rastreamento de mostrou que as nanoparticulas apresentaram motilidade em
mucina. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a viabilidade da produgdo de
nanoparticulas poliméricas para liberagdo local de clofazimina nos pulmdes, e servirdo
como base para estudos mais aprofundados do sistema nanoparticulado desenvolvido, e
avaliagcdo da sua eficacia in vitro.

Palavras-chave: poli(etileno carbonato), clofazimina, Mycobacterium tuberculosis.
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ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis, whose oral
treatment presents drawbacks such as systemic side effects and prolonged treatment,
decreasing patient compliance. The development of polymeric nanoparticles for pulmonary
administration can improve the treatment of tuberculosis, making it possible to transport the
drug to the site of action and to target the alveolar macrophages. Poly(ethylene carbonate) is
a biodegradable polymer with surface degradation which can be used for the controlled
release of drugs. This polymer has specific degradation by the enzyme cholesterol esterase
and by macrophages, being therefore interesting for the application in the treatment of
tuberculosis. The aims of this work were to conduct a compatibility study between
clofazimine, a drug used in the treatment of multidrug-resistant tuberculosis, and excipients
commonly used for the preparation of polymeric nanosystems; and the development and
physico-chemical characterization of inhaled nanoparticles of poly(ethylene carbonate)
containing clofazimine. Through the analysis of differential scanning calorimetry,
thermogravimetry and infrared spectroscopy, the amorphization of the drug in the presence
of the polymers, poly-e-caprolactone (PCL), poly(D,L-lactide) (PLA), poly(D,L-lactide-co-
glycolide)-alkyl esther (75:25) (PLGA75:25) and poly(D,L-lactide-co-glycolide)-esther (85:15)
(PLGAB85:15), indicating that the drug interacts with these polymers and alters its crystalline
characteristic. The solubilization of the drug in the adjuvants Span 60°, Span 80°, Span 85°,
Poloxamer 188, Poloxamer 407, polyvinyl alcohol (PVA), Tween 80° and oleic acidwas also
observed. This characteristic is important for the development of the nanoparticles, since it
increases drug encapsulationNanocapsules and nanospheres were prepared by
nanoprecipitation technique. The particles were characterized for their mean diameter and
polydispersion index (Pdl) by dynamic light scattering, encapsulation efficiency (EE) by high
performance liquid chromatography, freeze-drying, thermal analysis by calorimetry,stability
of nanoparticles in simulated biological fluids and nanoparticle tracking analysis (NTA). . The
two nanocapsules formulations showed average sizes of 210 and 237 nm, Pdl 0.16 and EE
of 65%. Nanospheres showed average size of 196 and 438 nm, Pdl 0.43-0.30 and EE 46.85
and 53.95%. The formulations were freeze-dried using sucrose, trehalose and mannitol as
cryoprotectants at 1.5%, 2.5%, 5%, 10% and 15% (w/v). Among the cryoprotectants
evaluated, 10% mannitol allowed for the best particle redispersibility after freeze-drying.
Particles remained stable without aggregation when incubated with PBS, 0.08% (w/v) mucin
and 0.1% mucin (w/v). The nanoparticle tracking analysis showed that nanoparticles were
able to move through the mucin. The results obtained in this work demonstrate the viability of
producing polymeric nanoparticles for local release of clofazimine in the lungs, e will sypport
further studies of the developed nanoparticulate system, and the in vitro evaluation of its
activity.

Key words: poly(ethylene carbonate), nanotechnology, clofazimine, Mycobacterium
tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doencga infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium tuberculosis. Esta doenga apresenta avango progressivo,
com incidéncia anual de 10 milhdes de novos casos (WHO, 2018). Sua
versao resistente a farmacos (MDR-TB, multi-drug resistant tuberculosis) &
um grave problema de saude publica que ameaga o controle mundial da
doenga (KURZ; FURIN; BARK, 2016). Como evidenciado peloultimo
levantamento sobre a tuberculose constatou um aumento do numero de
casos de MDR-TB em 2017, em comparagao ao ano de 2016 (WHO, 2018).

O tratamento atualmente disponivel para MDR-TB e tuberculose
extensivamente resistente a farmacos (XDR-TB, extensive resistant
tuberculosis) requer longo periodo e a utilizagdo de medicamentos que
apresentam efeitos téxicos além dos terapéuticos. Este ultimo fator provoca
efeitos colaterais que levam a consideravel taxa de abandono do tratamento
pelos pacientes, com consequente aumento na taxa de mortalidade
(DHEDA et al., 2017).

Novas estratégias terapéuticas tém sido buscadas na tentativa de
aumentar o sucesso do tratamento desta doenca. Com o aumento de casos
de MDR-TB e XDR-TB, tem-se investigado novos esquemas terapéuticos
que sejam acessiveis, seguros e eficazes (PARUMASIVAM et al., 2016).
Adicionalmente, o desenvolvimento de novas formulagdes que visam um
tratamento mais eficiente pode auxiliar na redugao do numero de casos da
doenca, assim como na adesao do paciente ao tratamento e na reducao da
selecdo de novas cepas resistentes a multiplos farmacos
(BORGES et al., 2017; PAl et al., 2016).

O presente trabalho objetivou a obtencdo de uma formulagéo
otimizada para o tratamento da tuberculose. A hipotese testada no
desenvolvimento deste trabalho foi a viabilidade de desenvolvimento de um
poé seco inalavel contendo nanoparticulas poliméricas de poli(etileno
carbonato) (PEC) encapsulando o farmaco clofazimina (CFZ), utilizado na
terapia da MDR-TB. Esta hipotese foi motivada pela possivel administracao

do p6 diretamente nos pulmdes, para proporcionar melhora na eficacia
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terapéutica e reducao da dose e frequéncia de administracdo. A razdo para
tal € que o polimero de escolha para o desenvolvimento da formulagéo,
PEC, é degradado por erosdo superficial pela acdo de macréfagos e da
enzima colesterol esterase (BOHR et al, 2017; BOHR et al.,, 2016).
Sabendo-se que o M. tuberculosis € um patdégeno intracelular que infecta
macréfagos alveolares (NASIRUDDIN; NEYAZ; DAS, 2017), o uso de um
polimero com degradacgao especifica por estas células é de grande interesse
no tratamento desta doenca.

Esta dissertacdo esta organizada na forma de artigos cientificos que
serdo submetidos individualmente para publicacdo. Apds a apresentacao do
referencial tedrico, que contém as informagdes necessarias para a
compreensao dos elementos motivadores deste projeto, o primeiro artigo
apresenta um estudo de compatibilidade da CFZ com diferentes polimeros e
excipientes. Neste artigo, descrevemos as analises de compatibilidade entre
a clofazimina e componentes que podem ser utilizados na obtencdo de
nanoparticulas poliméricas, realizada a partir de técnicas de analise térmica
e espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do infravermelho. O
segundo artigo apresenta os resultados obtidos durante o desenvolvimento e
a caracterizacdo fisico-quimica da formulacdo, incluindo tamanho de
particula, eficiéncia de encapsulagao, secagem por liofilizagdo e estabilidade

e avaliacdo da motilidade das particulas em meios biolégicos simulados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente pé inalavel contendo
nanoparticulas poliméricas encapsulando clofazimina para administragao

pulmonar.

2.2. Objetivos especificos

o Avaliar a compatibilidade da clofazimina com excipientes que
podem ser utilizados como componentes em formulagdes de particulas
poliméricas, através das técnicas de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), termogravimetria (TG) e espectroscopia de infravermelho (FTIR);

o Desenvolver e otimizar formulagdes de nanoparticulas de PEC
contendo o farmaco clofazimina;

. Caracterizar fisico-quimicamente as nanoparticulas por meio
da avaliagdo do diametro médio, indice de polidispersibilidade (Pdl) e
eficiéncia de encapsulagao (EE);

o Preparar pds inalaveis, contendo as nanoparticulas, pela
técnica de liofilizagao e avaliar sua redispersibilidade apds a liofilizacao;

. Avaliar as nanoparticulas em estudo de estabilidade e analise
de rastreamento de particulas (NTA, nanoparticle tracking analysis) em

meios bioldgicos simulados.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Tuberculose, tratamento e clofazimina

A tuberculose (TB) € uma doenga infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (WHO, 2018). O patdégeno foi identificado e
descrito em 1882 por Robert Koch, e por este motivo € também conhecido
como Bacilo de Koch (PAI et al., 2016).

A TB encontra-se entre as 10 principais causas de morte ho mundo,
sendo a primeira causa de mortalidade causada por agente infecioso, acima
até mesmo do HIV/AIDS. Segundo o ultimo relatério da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), aproximadamente 1,7 bilhdo de pessoas no mundo, ou
seja, 23% da populagdo mundial possui infecgdo latente por TB e pode
desenvolver a forma ativa da doenga durante a vida. O 6rgéo estima que,
mundialmente em 2017, 10 milhdes de pessoas desenvolveram TB, e houve
aproximadamente 1,3 milhdo de mortes entre pessoas HIV-negativas e
300.000 mortes entre pessoas HIV-positivas (WHO, 2018).

O Brasil encontra-se entre os 20 paises com maior incidéncia anual
de TB e co-infecgéo entre TB/HIV (WHO, 2018). Em 2017, foram notificados
no Brasil 69.569 novos casos de TB e em 2016 registrados 4.426 &bitos
(BRASIL, 2018). Sendo assim, acredita-se que se faz necessaria, apos a
avaliagcdo da situagao epidemiologica, a tomada de decisbes para redugao
dos casos de TB no Brasil, por meio de estratégias focadas na prevencéao e
otimizagao do tratamento de pacientes infectados.

A transmissao do M. tuberculosis ocorre principalmente por via aérea,
sendo o pulmdo o principal 6rgdo acometido pela doenca (SOUZA,
VASCONCELOS, 2005). Aproximadamente 80% dos pacientes com TB
apresentam a forma pulmonar da doenca (PANDEY; KHULLER, 2005).
Devido ao seu reduzido tamanho, os bacilos da TB que alcancam os
alvéolos sao fagocitados por macrofagos (COSTA et al., 2016), e por isso
estas s&o as células alvo para tratamento da TB pulmonar (PAl et al., 2016;
SUKHITHASRI et al., 2014).
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Ap6s a fagocitose do patdogeno pelos macrofagos alveolares, o
M. tuberculosis sera exposto a mecanismos bactericidas sendo eles:
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, pH 4&cido, enzimas
lisossomais e peptideos téxicos. Os macrofagos produzem enzimas
proteoliticas e citocinas para a degradagdo do microrganismo patogénico. A
liberagdo de citocinas atrai linfécitos T para o local e os granulomas s&o
formados a fim de conter a infeccdo (PARUMASIVAM et al., 2016).

Em casos em que o sistema imunolégico do hospedeiro esta
debilitado, pode haver falha na formagcdo do granuloma
(PARUMASIVAM et al., 2016). Os bacilos da TB podem impedir a formagéao
do fagolisossoma, que é o mecanismo bactericida dos macréfagos. Eles
entdo se multiplicam e podem alcancar o sistema circulatério e linfatico,
podendo acometer outros o©0rgdos, causando a TB extrapulmonar
(COSTA et al., 2016). Os rins podem ser afetados, assim como o sistema
linfatico, sistema geniturinario, articulagdes e o0ssos, o0 sistema nervoso
central, causando a meningite, e sistema circulatério, caracterizando a
tuberculose miliar (NASIRUDDIN; NEYAZ; DAS, 2017).

O tratamento farmacoldgico € visto como a principal estratégia para a
reducdo da morbimortalidade da TB no Brasil. A OMS preconiza que para
alcancar reducéao significativa dos casos de TB, o indice de cura deve ser
>90% e o de abandono <5%. Sabe-se, porém, que existem desafios
relacionados a adesao ao tratamento pelos pacientes (BRASIL, 2017). Isso
porque o tratamento da TB requer a combinagdo de mais de um farmaco por
longo tempo (WHO, 2018). Atualmente, o principal esquema terapéutico
consiste em associagao de farmacos considerados de primeira escolha no
tratamento. Isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e pirazinamida (PZA) sao
utilizadas durante dois meses, seguidas por quatro meses de tratamento
com INH e RMP (ROSSETTI et al., 2002; WHO, 2018). Os dois primeiros
meses de tratamento, considerados como fase intensiva, irdo prevenir a
selecdo de cepas resistentes, e os quatro meses seguintes, ou fase de
continuacgao, irdo garantir a manutencgao do tratamento para evitar reativagao
da doenca (esterilizagdo) (COLE; ALZARI, 2007).

A resisténcia do bacilo aos medicamentos utilizados no tratamento da

TB pode apresentar-se de diversas formas. A TB resistente a rifampicina
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(RR-TB) nédo responde ao tratamento com a RMP, medicamento de primeira
linha no tratamento da TB. A tuberculose multi-droga resistente (MDR-TB) &
definida como resisténcia a INH e RMP, que sao considerados os dois
medicamentos anti-TB mais potentes (WHO, 2018). A TB extensivamente
resistente a medicamentos, XDR-TB, define-se pela resisténcia as
fluoroquinolonas (moxifloxacino, gatifloxacino, levofloxacino, ofloxacino) e a
pelo menos um medicamento de segunda linha (amicacina, capreomicina ou
canamicina) utilizado no esquema terapéutico de MDR-TB (JONES, 2013;
WHO, 2018).

Estima-se que, em 2017, 558.000 pessoas desenvolveram RR-TB e
MDR-TB mundialmente. Dentre os casos de MDR-TB, estima-se que 8,5%
apresentaram XDR-TB e 18% dos casos de RR-TB ou MDR-TB foram
originarios de casos ja previamente tratados (WHO, 2018).

Entre os pacientes diagnosticados com TB em 2016, a taxa de
sucesso do tratamento foi de 82% (WHO, 2018). Ja o tratamento da MDR-
TB apresentou baixa taxa de sucesso, de aproximadamente 55%. O
esquema terapéutico utilizado para o tratamento de MDR-TB é mais longo
que o tratamento convencional, e apresenta toxicidade elevada
(JONES, 2013). Sendo assim é necessaria a avaliagdo da segurancga desta
farmacoterapia, principalmente relacionada a interacdo medicamentosa e em
grupos de pacientes especificos, como criangas, idosos e gestantes
(VJECHA; TIBERI; ZUMLA, 2018). Em casos de cepas RR-TB/MDR-TB ou
abandono do tratamento, farmacos de segunda ou terceira linha podem ser
introduzidos ao tratamento (WHO, 2018). Segundo o esquema terapéutico
preconizado pelo Ministério da Saude (MS), o tratamento da MDR-TB pode
se prolongar por 18 a 24 meses (BRASIL, 2011).

O regime terapéutico prolongado apresenta desafios relacionados a
toxicidade do farmaco, eventos adversos graves e a adesao do paciente ao
tratamento completo (COSTA et al, 2016; HORSBURGH; BARRY;
LANGE, 2015). Aproximadamente 16 a 49% dos pacientes acometidos pela
doenca nao concluem o tratamento, sendo os principais motivos as reagdes
adversas e o longo periodo de tratamento (HORSBURGH; BARRY;
LANGE, 2015). Por isso, além do desenvolvimento de formulagbes que

otimizem a terapia farmacoldgica, estratégias devem ser utilizadas para que
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o tratamento seja corretamente finalizado, pois o abandono do tratamento
pode levar a selecdo de cepas resistentes aos farmacos e aumento da
patogenicidade do M. tuberculosis (BORGES et al, 2017;
COLE; ALZARI, 2007; PAl et al., 2016).

O tratamento convencional da TB é realizado, principalmente, pela via
oral. Esta via possui limitagdes relacionadas a chegada do farmaco no
pulmao, devido a baixa disponibilidade do farmaco no local da infecgcdo. A
terapia oral também apresenta como inconvenientes efeitos colaterais
sisttmicos e reduzida absorgdo dos farmacos (PHAM; FATTAL;
TSAPIS, 2015). Esta menor absorgao pode ocasionar reduzida concentragao
plasmatica no local da infecgdo, podendo levar a baixa eficacia terapéutica
(HORSBURGH; BARRY; LANGE, 2015; PANDEY; KHULLER, 2005).

Na tentativa de melhorar a terapia da MDR-TB, novo regime
terapéutico foi testado em 500 pacientes visando o aproveitamento dos
medicamentos ja disponiveis (AUNG et al., 2014). O esquema terapéutico,
que ficou conhecido como “Regime Bangladesh”, apresenta fase intensiva
incluindo os medicamentos canamicina, clofazimina, gatifloxacina,
etambutol, e alta dose de isoniazida, pirazinamida e protionamida
administrada por 4 meses, ou até a negativagdo da cultura
micobacteriolégica, seguida de uma fase de continuagdo por 5 meses com
os farmacos clofazimina, gatifloxacina, etambutol e pirazinamida. Este
regime terapéutico apresentou taxa de cura entre 82,5% e 84,5%, em
estudos com 206 e 500 pacientes respectivamente (AUNG et al., 2014; VAN
DEUN et al, 2010). A CFZ é um farmaco fundamental para o esquema
terapéutico “Bangladesh”. Foi observado que o esquema contendo CFZ
apresentou taxa de sucesso de 73,6% no tratamento, maior do que grupos
que nao utilizaram esse farmaco, com taxa de sucesso de 53,8%
(KURZ; FURIN; BARK, 2016; TANG et al., 2015).

A CFZ é um antibidtico derivado de riminofenazina, sintetizado pela
primeira vez em 1957 para o tratamento de tuberculose
(BARRY et al., 1957), e que possui atividade antimicobacteriana e anti-
inflamatoria (CHOLO et al.,, 2012). Sua estrutura molecular principal € o

nucleo de fenazina (Figura 1) e substituintes fenil e grupamento R-imina. O
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grupamento R-imina é a estrutura fundamental para a atividade
antimicobacteriana da CFZ (MIRNEJAD et al., 2018).

Figura 1 — Representacdo da estrutura quimica da clofazimina e marcagédo dos principais
grupos que compde o farmaco, sendo eles: nucleo fenazina, substituintes fenil e
grupamento R-imina.

Cl

Substituinte
Fenil
Grupamento
R-imina

H;C CHj

N ci

H N/ NH Substituinte

Fenil
Nucleo Fenazina

Fonte: Elaborado pelo autor.

O mecanismo de agao da CFZ ainda nao foi totalmente esclarecido,
mas seu principal local de agdo parece ser a membrana externa do
patéogeno (MIRNEJAD et al, 2018). A CFZ causa desestabilizacédo e
disfuncdo da membrana da célula bacteriana, através do acumulo de
lisofosfolipideos que tém esse efeito devido a suas propriedades
detergentes. Além disso, a CFZ e a presenga dos lisofosfolipideos causam
inibicdo da captacdo de K, ocasionando posteriormente reducdo nos niveis
de ATP (CHOLO et al., 2012).

A CFZ atua também inibindo a cadeia respiratoria e o transporte de
ions do Mycobacterium tuberculosis (MIRNEJAD et al., 2018). A cadeia
respiratéoria da micobactéria oxida a CFZ no Ilugar do NADH e,
consequentemente, ha reducao na producao e disponibilidade de ATP para
a célula. Esta atividade antimicobacteriana baseada na oxidagdo da CFZ
produz intermediarios reativos de oxigénio (CHOLO et al, 2012;
MIRNEJAD et al., 2018). Outro mecanismo que sustenta o efeito
antimicobacteriano da CFZ é o aumento da fosfolipase A2 bacteriana e a
liberacdo de lisofosfolipideos, produtos da hidrdlise enzimatica causada pelo
farmaco, e que possuem toxicidade contra o Mycobacterium tuberculosis.
(ARBISER; MOSCHELLA, 1995; MIRNEJAD et al., 2018). A CFZ tem
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comprovada atividade bactericida contra cepas de MDR-TB in vitro e in vivo
(TANG et al., 2015). Contudo, por ser altamente lipofilica (log P>7), sua
biodisponibilidade por via oral é limitada a aproximadamente 40%
(CHAVES et al., 2018a; ZHANG et al., 2017).

Devido a baixa taxa de eliminagdo, este farmaco apresenta meia vida
prolongada, de 70 dias (CHAVES et al.,, 2018a; Ll etal., 2016). Devido a
lipofilicidade, apresenta bioacumulacdo no tecido adiposo, sistema
mononuclear fagocitario, bago, vesicula biliar, rim, pancreas, pele, figado,
baco, ndédulos linfaticos e pulmdo (CHAVES et al, 2018a;
CHOLO et al., 2012). Sua administracao por longo periodo pode causar
eventos adversos como pigmentagdo marrom-avermelhada na pele, dor
abdominal e cardiotoxicidade (LI et al., 2016). O efeito colateral relacionado
a pele é observado em 94,3% dos casos, € a ictiose em 47,2%. Estima-se
que a pigmentacdo da pele que ocorre durante o tratamento é reversivel
(KURZ; FURIN; BARK, 2016), mas sao necessarios aproximadamente 2
anos apos a finalizagdo do tratamento para que a pigmentagao normal seja
reestabelecida (LI et al., 2016). Outros efeitos como lesdo hepatica e
eventos adversos gastrointestinais também tém sido associados ao farmaco
(TANG et al., 2015).

A dosagem diaria de CFZ para o tratamento de MDR-TB por via oral
varia de 50 a 100 mg/dia (CHOLO et al., 2012; MIRNEJAD et al., 2018),

sendo de 50 mg/dia para criangas de até 35 kg e 100 mg/dia em adultos.

3.2 Administragao pulmonar

Diante das limita¢des relacionadas ao tratamento da TB por via oral, a
utilizagao de vias de administragao alternativas pode ser uma estratégia para
otimizar o] desempenho de medicamentos ja existentes
(COSTA et al., 2016). A via de administragdo pulmonar apresenta-se como
uma alternativa interessante para aumentar a concentragdo de farmaco no
pulmao, sendo possivel a reducdo da dose e frequéncia de administragao,
duracao do tratamento, dos efeitos colaterais sistémicos e prevencao da
selegdo de cepas MDR-TB (KUZMOV; MINKO, 2015; PHAM; FATTAL;
TSAPIS, 2015).
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Adicionalmente, a via pulmonar protege o farmaco de uma possivel
degradagao pelo meio acido estomacal e evita o metabolismo de primeira
passagem (PARUMASIVAM et al., 2016). Além disso, trata-se de uma via de
administragcao nao invasiva e que permite o direcionamento do farmaco aos
macrofagos alveolares (COSTA et al., 2016; PARUMASIVAM et al., 2016).

Atualmente ndo ha no mercado medicamentos inalaveis para
tratamento da TB. Algumas hipoteses sao discutidas em relagédo as
dificuldades encontradas no tratamento por essa via de administracao.
Apesar de possuir beneficios em relagéo a via oral, o perfil de seguranga da
via pulmonar precisa ser considerado. E preciso avaliar a toxicidade local do
medicamento quando em contato com os pulmbdes e os possiveis efeitos
adversos dessa via de administraggo (COSTA et al, 2016;
PARUMASIVAM et al., 2016). Ainda existem duvidas em relagdo a
estimativa de dose e frequéncia de administracdo, bem como a
reprodutibilidade da dosagem e a variagcdo de parametros que podem
influenciar na deposicao pulmonar, tais como: padrao respiratorio, umidade
relativa do ar (UR), morfologia e didmetro da particula, superficie, densidade
e dispositivo inalatério escolhido (PARUMASIVAM et al., 2016). Para que a
inalacado das formulagdes seja possivel, um dispositivo preciso em relagao a
dose e de facil manuseio é necessario (ANDRADE et al., 2013). Os
inaladores de p6 seco (ou DPI, dry-powder inhaler) sao dispositivos que séo
ativados pelo fluxo respiratério gerando o aerossol. Este dispositivo € capaz
de administrar grandes doses e, em geral, apresenta baixo custo, podendo,
portanto, ser considerado como um dispositivo adequado para utilizagdo no
tratamento da TB (PARUMASIVAM et al., 2016).

O pd seco é a forma mais estavel de formulagcdes para administracido
pulmonar, sendo também menos susceptivel a contaminagdo microbiana em
relacdo as formulagbes liquidas (PARUMASIVAM et al., 2016;
ZHOU et al., 2015). Os pdés podem ser armazenados por longo prazo se
acondicionados livre de umidade e protegidos da luz. Complementarmente,
os inaladores de p6 seco sdo de facil manuseio e apropriados para a
administracao pulmonar de formulagdes contendo altas doses de farmaco
(PARUMASIVAM et al., 2016).
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O po6é para inalacdo deve possuir caracteristicas que permitam
deposi¢cado na regido mais profunda do pulmao, a alveolar. Para isso as
particulas do pé devem apresentar diametro aerodindmico médio de massa
(MMAD, mass median aerodynamic diameter) de 1 a 5 ym (AZARMI; ROA;
LOBENBERG, 2008; COSTA et al., 2016; PARUMASIVAM et al., 2016). O
MMAD é a principal caracteristica a ser considerada na caracterizagao do po
para administragdo pulmonar, ja que indica a deposi¢gao pulmonar profunda
(COSTA et al., 2016). O tamanho de particula nesta faixa ira permitir menor
deposi¢cao orofaringea, maior deposigdo pulmonar e consequentemente
direcionamento aos macréfagos alveolares (BRUNAUGH et al., 2017).

Apds a administracédo do po, as particulas serao transportadas com o
ar inalado até que sejam depositadas ao longo do trato respiratério.
Particulas maiores que 5 uym, que sao muito densas, ficam depositadas ao
longo do trato respiratorio superior e sdo posteriormente deglutidas ou
eliminadas pelo clearance mucociliar. Ja particulas menores que 1 um sao
exaladas durante a expiragdo logo apdés a administragao
(ANDRADE et al., 2013; PANDEY; KHULLER, 2005).

A coeréncia do uso da via pulmonar para administracdo de CFZ esta
em que, devido a sua hidrofobicidade, ela apresenta meia vida longa e pode
ficar acumulada nos tecidos e apresentar alto grau de toxicidade quando
administrada pela via oral. A via pulmonar pode diminuir os principais efeitos
colaterais relacionados com sua administracdo, tais como desconfortos
gastrointestinais e dermatoldgicos (ZUMLA; NAHID; COLE, 2013). A
utilizacdo de microparticulas de CFZ inaladas ja foi relatada como eficaz
para tratamento in vivo de TB (VERMA et al., 2013). Formulagcdes de
microparticulas de p6 seco inalavel contendo CFZ (CFZ-DPI) e CFZ livre
administrada pela via oral foram comparadas, avaliando a atividade da CFZ
contra M. tuberculosis em culturas de macrofagos e em camundongos
infectados com bacilos de M. tuberculosis H37Rv utilizando aerossol. In vitro
houve morte de 99% das bactérias na concentracdo de 2,5 yg/mL de
farmaco. In vivo, em camundongos tratados com CFZ-DPI nas
concentragdes de 480 e 720 pg por animal, duas vezes por semana durante
4 semanas, o tratamento reduziu o numero de colbnias bacterianas nos

pulmdes. A partir desses estudos concluiu-se que CFZ administrada pela via
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pulmonar demonstrou eficacia in vivo, mas que a dose ideal e duragcado do
tratamento deveriam ser melhor investigados (VERMA et al., 2013; ZUMLA,
NAHID; COLE, 2013).

Em um estudo comparativo de administracdo da CFZ pelas vias
pulmonar e oral, observou-se que o farmaco apresentou alta susceptibilidade
para a fagocitose por macrofagos, pois particulas insoluveis que sé&o
depositadas na regiao alveolar sao fagocitadas por estas células. Particulas
de po6 seco contendo CFZ, quando administradas pela via pulmonar, séo
absorvidas quase totalmente. O direcionamento do farmaco pela via
pulmonar possibilita alcangar mais rapidamente doses bactericidas dentro
dos macrofagos e consequentemente diminuir o tempo de terapia
(BRUNAUGH et al., 2017).

3.3 Nanoparticulas para administragao pulmonar

Nanoparticulas podem ser usadas como sistemas de transporte de
farmacos em escala nanométrica, ou seja, de 1 a 1000 nm
(COSTA et al., 2016). A nanotecnologia € capaz de modular e melhorar o
desempenho dos farmacos de forma que ndo é possivel alcancar com
formulagbes convencionais (ANDRADE et al., 2013).

Para tal, nanoparticulas formuladas para administragdo pulmonar
devem possuir caracteristicas especificas de composi¢cdo da formulacéo,
forma e tamanho de particula (YHEE; IM; NHO, 2016). Avangos no
desenvolvimento de novas formas de administracdo de farmacos e
formulagdes contendo sistema nanoestruturados tém sido descritos para o
direcionamento de farmacos aos macrofagos alveolares
(SUKHITHASRI et al., 2014). O direcionamento especifico de nanoparticulas
a estas células aumenta a capacidade bactericida do farmaco contra
patébgenos intracelulares, como é o <caso do M. (tuberculosis
(ANDRADE et al., 2013).

Formulagdes contendo farmacos nanoencapsulados sao
consideradas como candidatas para tratamento da TB, pois podem
aumentar a eficacia terapéutica e minimizar a possibilidade de selecdo de
cepas resistentes (LI et al., 2016; SUKHITHASRI et al., 2014). A utilizagao
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de nanotecnologia pela via pulmonar possibilita 0 aumento da concentragao
do farmaco nos pulmdes e mais especificamente nos macréfagos alveolares,
reducdo dos efeitos colaterais sistémicos, menor frequéncia de
administracdo e consequentemente melhor adesdo do paciente ao
tratamento, aumento da eficacia terapéutica e reducao da selecdo de cepas
MDR-TB (COSTA et al., 2016; SUKHITHASRI et al., 2014).

Formulagdes contendo nanoparticulas, comparadas ao farmaco em
formulagdes/sistemas convencionais, podem aumentar a solubilidade de
farmacos lipofilicos, além de promover protecdo do farmaco contra
degradagdo. A encapsulagcdo em nanoparticulas pode ainda promover
liberagdo controlada e/ou prolongada do ativo encapsulado, com
direcionamento especifico para células ou o6rgaos alvo, melhorar a
biodisponibilidade do farmaco, ou aumentar sua concentragdo no local da
infeccdo, reduzir efeitos colaterais sistémicos e diminuir a frequéncia de
administragdo (ANDRADE et al., 2013; AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2008;
SUKHITHASRI et al., 2014).

3.4 Nanoparticulas poliméricas e PEC

Nanoparticulas poliméricas tém sido utilizadas para o encapsulamento
de farmacos lipossoluveis e com baixa biodisponibilidade por via oral
(CHAVES et al., 2018a). Polimeros biocompativeis e biodegradaveis séo
6timos candidatos para o desenvolvimento de formulagdes para inalagao
(PARUMASIVAM et al., 2016).

As principais estruturas poliméricas de nanoparticulas sdo conhecidas
como nanoesferas (NE) e nanocapsulas (NC) (Figura 2). As NE séao
particulas esféricas formadas por uma matriz polimérica, em que o farmaco
fica disperso na matriz (SINGH; GARG; SHARMA, 2010). As NC séao
sistemas compostos por involucro polimérico formando uma membrana, e o
farmaco pode ser encapsulado em nucleo oleoso e pode também estar
adsorvido a membrana polimérica (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010).
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Figura 2 - Representagcdo esquematica de nanocapsula e nanoesfera poliméricas.
Nanocapsulas composta por parede polimérica e farmaco dissolvido no nucleo oleoso e/ou
adsorvido na parede polimérica. Nanoesferas composta por matriz polimérica e farmaco
adsorvido ou disperso na matriz polimérica.

Nanocapsula Nanoesfera

Matriz
polimérica

Parede

Farmaco

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sistemas de liberacao poliméricos oferecem potencial direcionamento
do farmaco, podendo apresentar liberagdo controlada do agente terapéutico
devido a degradacao polimérica controlada. O poli(etileno carbonato) (PEC)
€ um polimero biodegradavel, que tem sido recentemente utilizado em
formulacbes de liberagdo controlada e no direcionamento a macréfagos
infectados (BOHR et al., 2016; STOLL et al., 2001). O PEC apresenta
degradagao na presenga de anions superoxidos, substancia produzida em
quantidade expressiva por  macréfagos (LOHMANN-MATTHES;
STEINMULLER; FRANKE-ULLMANN, 1994; STOLL et al., 2001). Este
polimero apresenta degradagao superficial, diferente de outros cuja
degradagao ocorre por erosdo em massa. A degradacgao superficial libera de
forma gradativa o farmaco incorporado na matriz polimérica. Polimeros que
apresentam degradacao superficial ttm demonstrado cinética de liberagao
mais previsivel e controlada se comparados com degradag&o por erosao em
massa (BOHR et al., 2017).

O PEC apresenta também degradacdo desencadeada pela enzima
colesterol esterase e por macréfagos/polimorfonucleares. A utilizacdo do
PEC em nanoparticulas contendo os farmacos utilizados na terapéutica da
TB permite direcionar o farmaco aos macrofagos. O polimero é degradado
localmente, liberando de forma gradativa o farmaco incorporado na matriz
polimérica, levando a eliminagdo do patégeno das células infectadas
(BOHR et al et al., 2017).
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3.5 Estudos de compatibilidade no desenvolvimento de sistemas

poliméricos nanoestruturados

Os estudos de pré-formulagcdo sao essenciais durante a etapa de
desenvolvimento de uma formulagdo. Avaliar a interagdo farmaco-
excipientes torna possivel o desenvolvimento racional e auxilia na selegao
dos excipientes adequados. Esta avaliacdo de compatibilidade pode
esclarecer possiveis interagdes fisicas e quimicas entre farmaco-excipiente
(GAO et al., 2015; KAUR; GOINDI; KATARE, 2016; SILVA et al., 2016;
VERMA; GARG, 2005). A incompatibilidade do farmaco com algum dos
excipientes da formulacdo pode levar a problemas relacionados a
estabilidade e biodisponibilidade da formulagdo, seguranca e eficacia do
medicamento (GAO et al, 2015; KAUR; GOINDI; KATARE, 2016;
TITAetal.,, 2011, VERMA; GARG, 2005). Os principais tipos de
incompatibilidade quimica sao hidrélise ou oxidacdo do farmaco promovida
por excipientes e reacado covalente farmaco-excipiente (CUNHA-FILHO;
MARTINEZ-PACHECO; LANDIN, 2007; GAO et al., 2015).

Essas interagdes quimicas e/ou fisicas entre farmaco-excipiente,
estudadas durante o desenvolvimento, podem levar a degradagdo do
farmaco. Sendo assim, analises termoanaliticas, como pelas técnicas de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG), podem
ser utilizadas para avaliar as interagdes entre esses componentes,
antecipando problemas de estabilidade que podem ser causados por
incompatibilidades (CHADHA; BHANDARI, 2014; ROSASCO et al., 2018).

As técnicas de TG e DSC tém sido muito usadas para analise de
compatibilidade em estudos farmacéuticos, apresentando a vantagem de
utilizacdo de pequena quantidade de amostra (MATOS et al., 2017). A
analise de compatibilidade entre farmaco-excipiente pode ser feita pela
escolha de indicadores especificos de interacdo (CHADHA,;
BHANDARI, 2014; GAO et al., 2015). A DSC é uma técnica usada para
determinar caracteristicas como entalpia, calor de fusdo e calor especifico.
Estudos utilizando DSC apresentam resultados indicativos de interacbes e
compatibilidade do farmaco com possiveis componentes de uma formulagao
de nanoparticulas poliméricas (SUN et al., 2018). A analise de TG/DTG
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avalia quantitativamente a perda de massa das amostras, relacionada a
decomposicdo, evaporacdo ou fusdo em funcdo da temperatura
(MATOS et al., 2017; ZAYED; FAHMEY; HAWASH, 2005). Também utilizada
em estudos de compatibilidade, a técnica de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) pode ser utilizada para
avaliacdo da interagcdo entre farmaco-excipiente. Esta técnica permite a
deteccao de interagdes em mistura binarias, que podem ser observadas
quando ha reducdo na intensidade, desaparecimento ou surgimento de
novos picos (LILTORP et al., 2011; ROSASCO et al., 2018).

Por meio do estudo de compatibilidade da CFZ com os excipientes e
desenvolvimento de formulacdo de sistema polimérico para administracao
pulmonar, espera-se que seja possivel otimizar o tratamento da TB com
consequente redugao dos efeitos colaterais, numero de dose e tempo de
tratamento, uma vez que o farmaco sera administrado diretamente no 6rgao
alvo. Espera-se que o desenvolvimento de um novo sistema de liberacdo
seja eficaz na adesao ao tratamento por pacientes, aumento o indice de cura

da doenga e diminuindo a selecdo de cepas de MDR-TB.
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4. Avaliacdo de compatibilidade entre clofazimina e
excipientes utilizados no desenvolvimento de particulas

poliméricas de liberag&o controlada

Esta se¢do esta organizada na forma de artigo para submissdo a revista

Journal of Thermal Analysis and Calorimetry.

Autores: Danielle Flavia da Silva Ribeiro, Luis Antbnio Dantas Silva, Marco

Junio Peres-Filho, Eliana Martins Lima, Thais Leite Nascimento

4.1. Introdugao

A clofazimina (CFZ), quimicamente conhecida como 3-(p-
chloroanilino-10-(p-chlorophenyl))-2,10-dihydro-2-(isopropylimino)-phenazine
(Figura 3), € um derivado de iminofenazina que foi originalmente descrita em
1957 (BARRY et al, 1957). Este farmaco ¢é utilizado como
antimicobacteriano e anti-inflamatorio, e possui atividade contra cepas de
tuberculose multidroga resistente (MDR-TB, multi-drug resistant tuberculosis)
(CHOLO et al., 2012; TANG et al., 2015). A CFZ é altamente hidrofobica,
praticamente insoluvel em agua, soluvel na proporcao de 1 parte em 700 de
etanol, 1 em 15 de cloroférmio e 1 em 1000 de éter, e soluvel também em
acido acético diluido e dimetilformamida (O’DRISCOLL; CORRIGAN, 1992).
Sua particdo organico/aquosa em 1-octanol:agua (logP) ¢é de
aproximadamente 7,48 e seu pKa 8,35 (O'CONNOR; O’SULLIVAN;
O’KENNEDY, 1995).

Figura 3 — Representagao da estrutura quimica da clofazimina.
Cl

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Essas caracteristicas fisico-quimicas da CFZ influenciam em sua
biodisponibilidade oral, de aproximadamente 40% (CHAVES et al., 2018a;
ZHANG et al.,, 2017). Efeitos colaterais relacionados ao tratamento com
CFZ, como pigmentagdo marrom-avermelhada na pele, lesdo hepatica, dor
abdominal e cardiotoxicidade, levam ao abandono do tratamento (LI et al.,
2016; TANG et al.,, 2015). Por esta razdo, novas tecnologias para o
transporte de farmacos lipofilicos, como a CFZ, tém sido estudadas
(CHOLO et al., 2012), como sistemas poliméricos, incluindo nanoestruturas
(BAILLY et al., 2012; CHAVES etal,2018a; FENG et al, 2018;
HERNANDEZ-VALDEPENA et al., 2009; ZHANG et al., 2017) e dispersbes
sélidas (NARANG; SRIVASTAVA, 2002; NIE et al., 2016); lipossomas
(BORNER et al., 1999; PATEL;MISRA, 1999) e nanossuspensdes (PETERS
et al., 2000). Uma variedade de polimeros esta incluida nestes diferentes
sistemas de liberagcdo de farmacos: acetato succinato de hipramelose
(HPMCAS, hypromellose acetate succinate) (FENG et al., 2018;
ZHANG et al., 2017), ftalato de hipromelose (HPMCP, hypromellose
phthalate) (NIE et al., 2016), polietilenoglicol (PEG) (NARANG;
SRIVASTAVA, 2002), polivinilpirrolidona (PVP) (NARANG; SRIVASTAVA,
2002), poloxamer 188 (PETERS et al., 2000) e copolimero de bloco
polivinilpirrolidona-acetato de polivinila (BAILLY et al., 2012). Outros
componentes também utilizados nos sistemas mencionados foram lecitina
(FENG et al, 2018; PATEL;MISRA, 1999; PETERS et al, 2000;
ZHANG et al., 2017) e cholesterol (PATEL;MISRA, 1999; PETERS et al.,
2000).

Os polimeros utilizados para o preparo de nanoparticulas devem ser
biodegradaveis. Os mais comumente utilizados em formulagbes sao poli-e-
caprolactona (PCL), poli (acido latico) (PLA), e poli (acido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA) (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). O polimero
poli(etileno carbonato) (PEC), tem sido recentemente explorado para o
desenvolvimento de formulagdes terapéuticas (BOHR et al., 2016).

Incompatibilidades entre farmacos e excipientes podem gerar
problemas relacionados a estabilidade, biodisponibilidade, seguranga e
eficacia da formulagao (GAO et al., 2015; KAUR; GOINDI; KATARE, 2016;
TITA et al., 2011; VERMA; GARG, 2005). Por isso, durante a etapa inicial
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de desenvolvimento de uma formulagédo é importante que sejam realizados
estudos de interagcdo entre o farmaco e os candidatos a excipientes da
formulagao. A avaliacido de compatibilidade da CFZ é importante na escolha
dos componentes que podem ser utilizados em formulagdes de
nanoparticulas poliméricas possibilitando a escolha racional dos
componentes de uma formulagdo. Para avaliar esse tipo de interacdo
diferentes técnicas tém sido utilizadas. Dentre elas, as andlises térmicas
(DSC/TG-DTG) e espectroscopicas (FTIR) sado bastante exploradas com
intuito de verificar e antecipar possiveis interacdes que podem levar a
problemas de estabilidade da forma farmacéutica final (CHADHA;
BHANDARI, 2014; ROSASCO et al., 2018).

Neste estudo foram avaliadas interagdes da CFZ com os polimeros
PEC, PCL, PLA e PLGA, os adjuvantes Span60®, Span80® Span85®,
Poloxamer 188, Poloxamer 407, alcool polivinilico (PVA), Tween80®,
fosfatidilcolina de soja e acido oleico, utilizados para o preparo de sistemas
de liberacdo poliméricos. Além da DSC, as técnicas de analise
termogravimétrica (TG) e espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) foram usadas como ferramentas complementares para

auxiliar na interpretacao dos resultados.
4.2. Material e métodos
4.2.1. Materiais

CFZ (#SLBL8945V), poli-e-caprolactona (PCL) (#07327ME), poli(D,L-
lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo (50:50) (PLGA 50:50) (1088k1369),
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal (75:25) (PLGA 75:25)
(#STBC3237V), poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal  (85:15)
(PLGA 85:15) (47697LJ), poli(D,L-lactideo) (PLA) (029K1150),
Pluronic®F127 (PLX407) (#027K0034), Pluronic®F68 (PLX188) (#129K0055),
Span®60 (monoestearato de sorbitano) (#120M0013V), Span®80
(monooleato de sorbitano) (#MKBJ8089V) e Span®85 (trioleato de sorbitano)
(#MKBW2058V) foram adquiridos da Sigma-Aldrich LTDA (Brasil). Alcool
polivinilico P.S (PVA) (1207553) e Tween®80 (polissorbato 80) (1201802)
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foram adquiridos da Vetec Quimica Fina LTDA (Brasil). Poli(etileno
carbonato) QPAC®25 (PEC) (15083-01) foi adquirido da Empower material
(Estados Unidos). Lipoid®S100 (fosfatidilcolina da soja) (579001160709-
01/023) foi adquirida da Lipoid GMBR (Estados Unidos). Acido oleico
(IQA0283-11) foi adquirido da Industria Quimica Anastacio (Brasil).

4.2.2. Preparo das misturas fisicas

As misturas binarias foram preparadas na proporgéo de 1:1 (m/m) de
CFZ com os polimeros PEC, PCL, PLA, PLGA 50:50, PLGA 75:25 e
PLGA 85:15 e os adjuvantes Span®0, Span®80, Span®85, PLX188,
PLX407, PVA, Tween®80, acido oleico e lecitina. As substancias foram
pesadas individualmente e transferidas para microtubos de 1,5 mL, em que
foram homogeneizadas em vortex por 1 minuto. A CFZ, os excipientes
isolados e as misturas binarias foram submetidos as analises por DSC, TG e
FTIR.

4.2.3. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC da CFZ, dos excipientes isolados e das misturas
binarias farmaco-excipiente (1:1 m/m) foram obtidas no equipamento DSC-
60A (Shimadzu®, Japdo). Cerca de 2-3 mg de cada amostra foram
colocados em cadinho de aluminio selado, e a analise foi realizada na faixa
de temperatura de 25 a 400 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min e
fluxo de 50 mL/min em atmosfera de nitrogénio (N2). As curvas DSC foram

plotadas utilizando o software TA-60Ws Collection Monitor.
4.2.4. Analise Termogravimétrica (TG/DTG)

As curvas termogravimétricas (TG) e as derivadas termogravimétricas
(DTG) da CFZ, dos excipientes isolados e das misturas binarias farmaco-
excipiente (1:1 m/m) foram realizadas utilizando o equipamento DTG-60
Simultaneous DTA-TG Apparatus (Shimadzu®, Jap3ao). Cerca de 4-5 mg das

amostras foram colocados em cadinho de platina e as analises foram
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realizadas na faixa de temperatura de 25 a 600 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min. As analises foram realizadas sob fluxo de
50 mL/min em atmosfera de nitrogénio (N2). As curvas TG/DTG foram

plotadas utilizando o software TA-60Ws Collection Monitor.

4.2.5. Espectroscopia de Infravermelho com tranformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR da CFZ, dos excipientes isolados e das
misturas binarias farmaco-excipiente (1:1 m/m) foram avaliados para estudo
de possiveis interacdes quimicas entre o farmaco e materiais que podem ser
utilizadas na formulagdo de nanoparticulas poliméricas. Os espectros de
infravermelho foram obtidos usando o equipamento Bruker Vertex 70%. As
amostras foram analisadas usando o acessorio ATR-FTIR e o resultado
obtido pela combinacdo de 64 scans, em numero de onda de 4000
a 600 cm ' e resoluggo de 4 cm™.

Foi realizada uma analise comparativa entre o espectro tedrico e o
experimental das misturas binarias, a fim de avaliar a diferenga entre os
espectros através da correlagdo de Pearson (r). O espectro tedrico foi
construido através de combinacdo linear dos espectros experimentais do
farmaco e dos excipientes, e foi posteriormente foi comparado com o
espectro experimental da mistura farmaco-excipiente na proporgéo
1:1 (m/m). A alta correlagédo entre os espectros, entre 0,8 e 1,0, indica uma
mistura fisica simples dos componentes, ou seja, sobreposi¢cao dos eventos
encontrados com os espectros das substancias isoladas. Correlagdes
moderadas, entre 0,5 e 0,8, indicam possiveis alteracbes comparadas aos
espectros das substancias isoladas, sugerindo a ocorréncia de interagdes, e
valores abaixo de 0,5 indicam baixa similaridade entre os espectros das
substancias avaliadas, ou seja, uma forte interacdo entre elas
(BEZERRA et al., 2017; DEVORE, 1995; SILVA et al., 2016a).
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os estudos de DSC foram conduzidos neste trabalho para avaliar a
interacdo da CFZ com excipientes comumente utilizados no preparo de
diferentes formulagdes farmacéuticas, incluindo dispersdes solidas, sistemas
poliméricas e nanoestruturados. As curvas de DSC da CFZ e das misturas
binarias farmaco-excipiente (1:1 m/m) podem ser observadas nas Figuras 4a
e 4b.

Figura 4 - Curvas de DSC de clofazimina e misturas binarias (1:1 m/m) com diferentes
polimeros: a) CFZ-PEC, CFZ-PCL, CFZ-PLA, CFZ-PLGA50:50, CFZ-PLGA75:25, e CFZ-
PLGA85:15 e com diferentes excipientes: b) CFZ-Span60, CFZ-Span80, CFZ-Span85,
CFZ-PLX188, CFZ-PLX407, CFZ-PVA, CFZ-Tween80, CFZ-Ac.Oleico, e CFZ-Lecitina.
CFZ = clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato), PCL = poli-e-caprolactona, PLA =
poli(D,L-lactideo), PLGA 50:50 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo 50:50,
PLGA 75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25, PLGA 85:15 =
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15, Span60 = monoestearato de sorbitano,
Span80 = monooleato de sorbitano, Span85 = ftrioleato de sorbitano, PLX188
Pluronic®F68, PLX407 = Pluronic®F127, PVA = alcool polivinilico, Tween80
polissorbato 80, Ac.Oleico = acido oleico, Lecitina = fosfatidilcolina da soja
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A temperatura inicial de fusdo (Tonset/°C), temperatura maxima do
evento de fuséo (Tpico/°C) € a variagdo de entalpia (AH) do farmaco
clofazimina (CFZ) e das misturas binarias com os polimeros poli(etileno
carbonato) (PEC), poli-e-caprolactona (PCL), poli(D,L-lactideo) (PLA),
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo  50:50 (PLGA 50:50),
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25 (PLGA 75:25),
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15 (PLGA 85:15) e
adjuvantes monoestearato de sorbitano (Span®60), monooleato de sorbitano
(Span®80), trioleato de sorbitano (Span®85), Pluronic®F68 (PLX188),
Pluronic®F127 (PLX407), alcool polivinilico (PVA), polissorbato 80
(Tween®80), acido oleico e lecitina (fosfatidilcolina da soja), estdo descritas

na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores da temperatura inicial (Tonset/°C), temperatura do pico (Tpio/°C) € energia
de entalpia AH (J/g) obtidas através de analises de DSC, da clofazimina e misturas binarias
(1:1 m/m): CFZ-PEC, CFZ-PCL, CFZ-PLA, CFZ-PLGA50:50, CFZ-PLGA7525, CFz-
PLGA8515, CFZ-Span60, CFZ-Span80, CFZ-Span85, CFZ-PLX188,CFZ-PLX407, CFZ-
PVA, CFZ-Tween80, CFZ-Ac.Oleico, CFZ-Lecitina.

A ¢ DSC

mostra Tonset (°C) Tpico (°C) AH (Jig)
CFZ 223 224 -71
CFZ-PEC 214/ 226 216/ 229 —66/-159
CFZ-PCL - - -
CFZ-PLA 222 224 -0,54
CFZ-PLGA 50:50 222 224 -55
CFZ-PLGA 75:25 218 221 -9
CFZ-PLGA 85:15 221 223 23
CFZ-Span60 - - -
CFZ-Span80 - - -
CFZ-Span85 - - -
CFZ-PLX188 - - -
CFZ-PLX407 - - -
CFZ-PVA 223 225 -18
CFZ-Tween80 - - -
CFZ-Ac Oleico . - -
CFZ-Lecitina 214 218 -51

CFZ = clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato), PCL = poli-e-caprolactona, PLA= poli(D,L-
lactideo), PLGA 50:50= poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo  50:50,
PLGA 75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25, PLGA 85:15 =
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15, Span60 = monoestearato de sorbitano,
Span80 = monooleato de sorbitano, Span85= trioleato de sorbitano, PLX188= Pluronic®F68,
PLX407 = Pluronic®F127, PVA = alcool polivinilico, Tween80 = polissorbato 80, Ac.Oleico =
acido oleico, e Lecitina= fosfatidilcolina da soja.

A CFZ apresentou pico endotérmico estreito e bem definido em
224 °C (Figura 4) e energia de entalpia (AH) de —71 J/g (Tabela 1). O evento
endotérmico de fusdo do farmaco comega em 223 °C (Tonset) © finaliza em
226 °C (Tendset). Curva endotérmica de fusdo com pico agudo geralmente é
indicativo de fase sdlida pura (BOLLA; NANGIA, 2012). Relatos da literatura
descrevem picos de fusdo da CFZ a 219,5 °C (BOLLA; NANGIA, 2012),
220 °C (BRUNAUGH et al., 2017), 224 °C (CHAVES et al., 2018b) e 228 °C
(CHAVES et al., 2018c). Estas variagdes na resposta térmica dependem das
condicdes de avaliacdo, como por exemplo, a taxa de aquecimento e volume
de amostra utilizada na analise (KAWAKAMI, 2018). A analise da CFZ que
obteve mesma temperatura de fusdo deste trabalho (224 °C) foi conduzida
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nas mesmas condi¢des, com taxa de aquecimento de 10 °C/min e peso da
amostra de 1-2 mg (CHAVES et al., 2018b).

O perfil de DSC da mistura binaria CFZ-PEC apresentou dois eventos
endotérmicos consecutivos, com Tpico em 216 °C e 229 °C. O primeiro pico
endotérmico apresentou Tonset €m 214 °C e AH= —66 J/g, ja 0 segundo pico
apresentou Tonset €M 226 °C e AH= —-159 J/g. Tendo em vista o pico das
substancias avaliadas separadamente, bem como o valor de AH da mistura
binaria, pode-se observar deslocamento e sobreposi¢ao dos picos do PEC e
do farmaco.

O polimero PCL apresentou pico endotérmico em 65 °C (curva
apresentada no material suplementar), valor proximo aos descritos na
literatura (DORATI et al., 2018). N&o foi possivel identificar o pico referente a
CFZ na mistura binaria CFZ-PCL, possivelmente devido a amorfizagdo da
CFZ quando na presenga de PCL. Esta amorfizagdo do farmaco na
presenca do polimero pode influenciar na taxa de dissolucdo do farmaco e
melhorar a sua solubilidade (CHOLO et al., 2012). Uma dispersao sélida
polimérica amorfa de ftalado de HPMC e CFZ ja foi relatada, e neste caso a
carga de farmaco foi melhorada (NIE et al., 2016).

O PLA apresentou pico endotérmico em 54 °C (curva apresentada no
material suplementar). O pico do PLA como substancia simples é confirmado
por dados ja relatados anteriormente (DORATI et al., 2018). Na mistura
binaria CFZ-PLA foi possivel observar quase que completo desaparecimento
do evento referente ao pico de fusdo do farmaco, mostrando AH de
—-0,54J/g. Este resultado também pode sugerir a conversao do farmaco para
a forma amorfa na presenga do polimero(DORATI et al., 2018). Esse tipo de
converséo ja foi relatada (BAILLY et al.; NIE et al., 2016).

O perfil de DSC de PLGA 50:50 apresentou pico endotérmico a 43 °C
(curva apresentada no material suplementar). O evento térmico da CFZ na
mistura binaria (1:1 m/m) com o PLGA 50:50 ndo apresentou mudangas no
formato, intensidade e temperatura de fus&o (Tonset € Tpico)- Geralmente, ao
analisar misturas binarias pode haver diminuicdo ou aumento de AH, porém
estas variacbes podem ocorrer em misturas binarias devido a
heterogeneidade nas amostras (ROSASCO et al., 2018; VERMA;

GARG, 2005). Comparando a curva da mistura binaria com o pico de fuséo
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da CFZ analisada individualmente (Tpco 224 °C), sugere-se que n&o ha
interacao entre este polimero e o farmaco. Conforme observado por dados
anteriormente descritos na literatura, em uma mistura fisica entre CFZ-
PLGA50:50-PVA foi possivel observar o pico de fusao do farmaco a 224 °C,
sugerindo que nao houve variagédo da forma cristalina do farmaco na mistura
(CHAVES et al., 2018a). A analise da mistura binaria CFZ-PLGA85:15
mostrou pico de fusdo de CFZ a 223 °C e uma entalpia corresponde de
—23 J/g (Tabela 1). Por esta razdo, ndo houve evidencia de interagdo entre a
CFZ e PLGA50:50 e PLGA85:15.

O perfil de DSC de PLGA 75:25 apresentou pico endotérmico a 57 °C
(curva apresentada no material suplementar). Quando em mistura binaria
com este polimero, a CFZ apresentou pico de fusao a 221 °C, com
AH= -9 J/qg, sugerindo interagdo com este polimero.

E importante observar que em formulacdes de micro/nanoparticulas
de polimero, a quantidade de farmaco € menor do que a quantidade de
polimero usado para o seu encapsulamento. Possivelmente a cristalinidade
reduzida da CFZ observada em mistura binarias 1:1 (m/m), CFZ:PLGA75:25,
ocorrera completamente em sistemas de liberagcdo de farmacos com menor
razao farmaco:polimero. Um estudo termoanalitico com nanoparticulas de
PLGA mostrou uma capacidade de amorfizacdo ou desordem da fase
cristalina do farmaco presente na matriz polimérica
(MAINARDES et al., 2006). Neste trabalho, apesar da alteracédo da estrutura
cristalina do farmaco, é possivel verificar através dos dados obtidos pelo
FTIR que a CFZ manteve sua estrutura molecular.

O pico de fusdo da CFZ nas misturas binarias CFZ-PEC, CFZ-
PLGA50:50 e CFZ-PLGAB85:15 ¢é nitido e aparece na temperatura esperada.
Particularmente, as curvas de DSC das misturas binarias contendo
PLGA 50:50 e PLGA 85:15 combinam as caracteristicas das curvas de DSC
de cada componente avaliado separadamente. Sendo assim, estes
polimeros parecem ser compativeis com a CFZ. Por outro lado, os picos
endotérmicos de fusdo das misturas binarias CFZ-PLA e CFZ-PLGA75:25
exibem menores valores de AH, confirmando a menor cristalinidade do

farmaco nessas misturas. A amorfizacdo de CFZ na presenca desses
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polimeros, indicada por DSC, pode ser confirmada pela técnica de difracao
de raio-X.

As curvas das misturas binarias CFZ-Span60, CFZ-Span80, CFZ-
Span85, CFZ-PLX188, CFZ-PLX407 e CFZ-Tween80 nao apresentaram o
pico referente a CFZ (Figura 4b), sugerindo a dissolu¢do do farmaco pelos
tensoativos (CHAVES et al., 2018b; KAWAKAMI, 2018). Essa interagao esta
relacionada a solubilidade do farmaco na formulagao.

A analise da mistura binaria CFZ-PVA mostrou o pico caracteristico
da CFZ em 225 °C (Figura 4b). A entalpia observada no pico do farmaco foi
de AH=-18 J/g (Tabela 1). O PVA apresentou capacidade de solubilizagao
da CFZ, mas sua quantidade na mistura binaria ndo foi suficiente para
solubilizar toda a quantidade de farmaco presente na amostra. Polimeros
hidrofilicos, como o PVA, contém grupos funcionais reativos que podem dar
origem a transformagbes quimicas e fisicas, mas ndo necessariamente
incompatibilidades com outros componentes da formulagdo (SALEHI et al,
2013; VUEBA et al., 2005). Em nanoparticulas de PLGA contendo CFZ, por
exemplo, o PVA presente na fase aquosa nio apresentou incompatibilidade
com a CFZ, como evidenciado por DSC (CHAVES et al., 2018a).

A curva de DSC da mistura binaria CFZ-Ac.Oleico (1:1 m/m) néo
apresentou pico caracteristico dos constituintes individuais (Figura 4b),
sugerindo a completa dissolugdo do farmaco no acido oleico. O acido oleico
€ um componente essencial em nanossistemas poliméricos, tais como as
nanocapsulas, ja que permite a encapsulagao de farmacos lipofilicos em seu
nucleo oleoso (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Na curva de DSC da mistura binaria CFZ-Lecitina (1:1 m/m) foi
possivel observar o maior deslocamento do pico de fusdo da CFZ
(Figura 4b), de 224 °C para 218 °C (Tabela 1). Mudangas na forma
(alargamento) e diminuicdo na amplitude do pico de fusdo foram observadas
(Figura 4b). Essas caracteristicas sugerem interagao entre o farmaco e a
lecitina.

A natureza das interagdes observadas por DSC é melhor elucidada
com a associagdo de outras técnicas (CHADHA; BHANDARI, 2014,
ROSASCO et al., 2018).

Artigo — Avaliagdo de compatibilidade entre clofazimina e excipientes utilizados no desenvolvimento de 27
particulas poliméricas de liberagédo controlada.



No presente trabalho, a analise termogravimétrica (TG/DTG) e a
espectroscopia no infravermelho (FTIR) foram utilizadas como métodos
complementares para auxiliar na interpretagdo das interagbes observadas

nas curvas das misturas binarias obtidas por DSC.

4.3.2. Analise termogravimétrica (TG)

As interacbes entre CFZ e polimeros/excipientes observadas nas
curvas DSC foram investigadas pela analise da curva de DTG e também
pelo percentual de perda de massa das amostras, calculado a partir dos
dados de TG da analise. A DTG foi obtida pela primeira derivada da TG. As
curvas DTG e TG da CFZ e das misturas binarias (1:1 m/m) com os
diferentes polimeros estdo representadas nas Figuras 5 e 6,
respectivamente.

As curvas DTG e TG da CFZ e das misturas binarias (1:1 m/m) com
os diferentes tensoativos e lipideos estdo apresentadas nas Figuras 7 e 8,
respectivamente.

Figura 5 - Curvas DTG da clofazimina e misturas binarias (1:1 m/m) com diferentes
polimeros: CFZ-PEC, CFZ-PCL, CFZ-PLA, CFZ-PLGA50:50, CFZ-PLGA75:25, e CFZ-
PLGA85:15. CFZ = clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato), PCL = poli-e-caprolactona,
PLA = poli(D,L-lactideo), PLGA 50:50 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo

50:50, PLGA 75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25,
PLGA 85:15 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15.
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Figura 6 - Curva comparativa de percentual (%) de perda de massa (TG) das misturas
binarias (1:1 m/m) de clofazimina com diferentes polimeros, a) CFZ-PEC; b) CFZ-PCL;
c) CFZ-PLA; d) CFZ-PLGA50:50; e) CFZ-PLGA75:25; f) CFZ-PLGA85:15. CFZ =

clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato), PCL = poli-e-caprolactona, PLA = poli(D,L-
lactideo), PLGA 50:50 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo 50:50, PLGA
75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25, PLGA 85:15 = poli(D,L-
lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15.
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Figura 7 - Curvas DTG da clofazimina e misturas binarias (1:1 m/m) com diferentes

excipientes: CFZ-Span60, CFZ-Span80, CFZ-Span85, CFZ-PLX188, CFZ-PLX407, CFZ-
PVA, CFZ-Tween80, CFZ-Ac.Oleico e CFZ-Lecitina. CFZ

= clofazimina, Span60 =

monoestearato de sorbitano, Span80 = monooleato de sorbitano, Span85 = trioleato de
sorbitano, PLX188 = PIuror]ic®F68, PLX407 = Pluronic®F127, PVA = alcool polivinilico,
Tween80 = polissorbato 80, Ac.Oleico = acido oleico, Lecitina = fosfatidilcolina da soja.
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Figura 8 - Curva comparativa de percentual (%) de perda de massa (TG) das misturas
binarias (1:1 m/m) de cofazimina com diferentes excipientes: a) CFZ-Span60; b) CFZ-
Span80; ¢) CFZ-Span85; d) CFZ-PLX188; e) CFZ-PLX407; f) CFZ-PVA; g) CFZ-Tween80;
h) CFZ-Ac.Oleico; i) CFZ-Lecitina. CFZ = clofazimina, Span60 = monoestearato de
sorbitano, Span80 = monooleato de sorbitano, Span85 = trioleato de sorbitano, PLX188 =
Pluronic®F68, PLX407 = Pluronic®F127, PVA = alcool polivinilico, Tween80 =
polissorbato 80, Ac.Oleico = &cido oleico, Lecitina = fosfatidilcolina da soja.
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A temperatura do inicio da decomposigao (Tonset) fOi determinada a
partir da curva de TG. Os valores de Tonset, percentuais de perda de massa,
referentes as curvas TG, e os picos de temperatura (T,ico), das curvas DTG
da CFZ e das misturas binarias (1:1 m/m), encontram-se descritos na
Tabela 2.

Tabela 2 — Dados de temperatura inicial (Tonset) € percentual de perda de massa da curva
termogravimétrica (TG) e temperatura do pico (T,ico) da derivada da curva termogravimética
(DTG) da clofazimina e misturas binarias (1/1 m:m): CFZ-PEC, CFZ-PCL, CFZ-PLA, CFZ-
PLGA50:50, CFZ-PLGA7525, CFZ-PLGA8515, CFZ-Span60, CFZ-Span80, CFZ-Span85,
CFZ-PLX188,CFZ-PLX407, CFZ-PVA, CFZ-Tween80, CFZ-Ac.Oleico, CFZ-Lecitina.

TG DTG
Amostra Tonset/OC % E]ear:saade Tpicoloc
CFz 325 30 320/376
CFZ-PEC 205 79 207
CFZz-PCL 380 94 406
CFZ-PLA 294 70 313
CFZ-PLGA 50:50 264 68 277
CFZ-PLGA 75:25 268 83 281
CFZ-PLGA 85:15 269 96 281
CFZ-Span60 352 74 396
CFZ-Span80 350 80 390
CFZ-Span85 363 82 396
CFZ-PLX188 383 93 405
CFZ-PLX407 379 87 395
CFZ-PVA 316 87 335
CFZ-Tween80 373 74 394
CFZ-Ac.Oleico 225 74 257
CFZ-Lecitina 302 69 331

CFZ = clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato), PCL = poli-e-caprolactona, PLA =
poli(D,L-lactideo), PLGA 50:50 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo 50:50,
PLGA 75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25, PLGA 85:15 =
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15, Span60 = monoestearato de sorbitano,
Span80 = monooleato de sorbitano, Span85 = trioleato de sorbitano, PLX188
PIuronic®F68, PLX407 = Pluronic®F127, PVA = Jdlcool polivinilico, Tween80
polissorbato 80, Ac.Oleico = acido oleico, Lecitina = fosfatidilcolina da soja.

A decomposicao da CFZ ocorreu em duas etapas, de acordo com a
analise de DTG, a 320 °C e 376 °C (Tyico) (Figura 5). Até 600 °C, apenas
parte da CFZ foi degradada (aproximadamente 30%), como pode ser visto
na Figura 6 e na Tabela 2.
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pode estar relacionada, principalmente, ao nucleo fenazina da molécula. O
aumento da estabilidade térmica foi relatado quando um derivado
tetraminico de fenazina foi sintetizado (GAJIWALA;ZAND, 2000). Devido a
lenta degradagdo da CFZ, a DTG nao evidenciou pico de degradacgéo
pronunciado, e, portanto, dificultou a interpretacdo e elucidacdo das
alteragcdes do perfil de degradagdo do farmaco nas misturas binarias
(1:1 m/m). Para uma maior precisdao nesta avaliacdo, as curvas TG dos
excipientes isolados também foram levadas em consideracao.

Todas as amostras das misturas binarias avaliadas apresentaram
apenas um pico de degradacado, relacionado ao evento dos excipientes
(curva apresentada no material suplementar). O percentual de do percentual
de perda de massa foi inicialmente realizado comparando as curvas
termogravimétricas do farmaco e dos polimeros isolados com as curvas das
misturas binarias (1:1 m/m), conforme demonstrado na Figura 6.

Houve alteragédo do pico de decomposigédo observado na DTG, do
PEC de 220 °C (tabela apresentada como material suplementar) para
207 °C (Tabela 2) na mistura binaria CFZ-PEC. A perda de massa total
calculada através da curva TG da mistura binaria foi de 79% (Tabela 2), com
diminuicdo mais significativa em 213 °C (56,9%), caracteristico da perda de
massa do PEC.

A DTG da mistura binaria CFZ-PCL mostrou apenas um evento de
degradagao (Figura 5) em 406 °C (Tabela 2). O perfil de perda de massa
(curva TG) da mistura binaria foi semelhante ao do PCL analisado
individualmente (curva DTG apresentada no material suplementar). De
acordo com os dados observados, possivelmente houve sobreposicado dos
eventos de perda de massa, e ndo houve indicagdo de incompatibilidade
entre CFZ e PCL.

Na andlise da curva DTG da mistura binaria CFZ-PLA (Figura 5), a
amostra permaneceu termicamente estavel até 294 °C, como mostrado na
curva de DTG (Figura 5 e Tabela 2), e isso esta associado ao unico evento
de perda de massa observado na curva de TG (Figura 6). O PLA sofre
degradagao térmica acima de 200 °C por hidrdlise, cisdo oxidativa da cadeia
principal e reagdes de transesterificacao inter/intra molecular (GARLOTTA,

2001). Esta degradacdo do PLA depende principalmente do tempo,
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temperatura, impurezas de baixo peso molecular e concentracdo de
catalisadores (GARLOTTA, 2001).

A analise termogravimétrica das misturas do farmaco com diferentes
polimeros de PLGA (PLGA 50:50, PLGA 75:25 e PLGA 85:15) mostrou um
evento principal na curva de DTG (Figura 5), com Tonset acima de 260 °C e
Toico proximo a 280 °C (Tabela 2) para todas as trés combinagbes farmaco-
polimero. A curva de TG dessas misturas mostra que a perda de massa
comecga mais cedo quando comparada com o polimero isolado, indicando
que, combinada ao farmaco, a estabilidade térmica do polimero pode ser
diminuida. No entando, a mistura binaria CFZ-PLGA50:50 apresentou a
menor porcentagem de perda de massa (Figura 6d, Tabela 2), comparado
com as misturas binarias do farmaco com os polimeros PLGA 75:25 e
PLGA 85:15, sugerindo que, entre os trés polimeros de PLGA usados, PLGA
50:50 é o mais compativel com CFZ, conforme confirmado pela técnica de
DSC.

As misturas binarias CFZ-Span60, CFZ-Span80, CFZ-Span85, CFZ-
PLX188, CFZ-PLX407, CFZ-PVA e CFZ-Tween80 apresentaram um pico
unico de degradacao conforme observado pelas curvas de DTG (Figura 7).
Além disso, as misturas binarias acima citadas apresentaram perfil de perda
de massa semelhante a dos componentes avaliados separadamente (curva
apresentada no material suplementar). Isso sugere que a presenca da CFZ
n&o diminiui a estabilidade térmica destes materiais.

As curvas de TG das misturas binarias do farmaco com os
fosfolipideos, acido oleico e lecitina (Figura 8h e 8i) apresentaram dois
estagios de perda de massa, sugerindo que a CFZ e o dleo se
decompuseram individualmente. No entanto, de acordo com os dados da
Tabela 2, 0 Tonset foi de 225 °C na mistura CFZ-Ac.Oleico, e 302 °C na
mistura CFZ-Lecitina, sugerindo que a combinagdo CFZ-Lecitina € mais
estavel. A andlise termogravimétrica mostrou que a decomposi¢cdo da
mistura CFZ-Ac.Oleico foi antecipada (Tonset 225 °C) em comparagdo com a
CFZ avaliada individualmente (Tonset 325 °C), indicando diminui¢do da

estabilidade térmica.
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4.3.3. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de FTIR complementa a investigagdo de possiveis
interacdes quimicas entre as misturas binarias (BEZERRA et al., 2017).
Neste trabalho, a técnica foi utilizada para avaliar as misturas quanto a
presenca de bandas de frequéncia de flexdo de N-H a 1550-1620 cm™ e
alongamento de C=N a 1625 cm™, correspondentes @ CFZ (BOLLA;
NANGIA, 2012). Os espectros da CFZ e das misturas binarias (1:1 m/m)

desta com os diferentes polimeros encontram-se representados na Figura 9.

Figura 9 - Espectro de FTIR da clofazimina e misturas binarias (1:1 m/m) com diferentes
polimeros: CFZ-PEC, CFZ-PCL, CFZ-PLA, CFZ-PLGA50:50, CFZ-PLGA75:25, e CFz-
PLGA85:15. CFZ = clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato), PCL = poli-e-caprolactona,
PLA = poli(D,L-lactideo), PLGA 50:50 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo
50:50, PLGA 75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25,
PLGA 85:15 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15.
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O espectro de infravermelho da CFZ apresentou estiramento em
1624 cm™, referente as ligacbes C=N da molécula, e bandas de frequéncia
de flexdo entre 1558-1592 cm™ correspondentes as ligagdes N-H.

Os espectros da CFZ e da sua mistura binaria (1:1 m/m) com os

diferentes lipideos e tensoativos estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Espectro de FTIR da clofazimina e misturas binarias (1:1 m/m) com diferentes
excipientes: CFZ-Span60, CFZ-Span80, CFZ-Span85, CFZ-PLX188, CFZ-PLX407, CFZ-
PVA, CFZ-Tween80, CFZ-Ac.Oleico, e CFZ-Lecitina. CFZ = clofazimina, Span60 =
monoestearato de sorbitano, Span80 = monooleato de sorbitano, Span85 = trioleato de
sorbitano, PLX188 = PIuronic®F68, PLX407 = Pluronic®F127, PVA = alcool polivinilico,
Tween80 = polissorbato 80, Ac.Oleico = 4cido oleico, Lecitina = fosfatidilcolina da soja.
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A fim de verificar o nivel de interacdo entre as misturas, foi avaliada
também a correlacdo de Pearson entre espectros tedricos e experimentais.
Os espectros tedricos das misturas binarias foram obtidos pela sobreposicéo
dos espectros obtidos para as substancias puras, avaliadas separadamente
(PEREIRA et al., 2014; SILVA et al., 2016a).

As misturas binarias CFZ-PCL (r=0,9), CFZ-PLGA5050 (r=0,9), CFZ-
PLGA7525 (r=0,9), CFZ-PLGA8515 (r=0,8), CFZ-Span60 (r=0,8), CFz-
PLX188 (r=0,8) e CFZ-Lecitina (r=0,9) apresentaram indice de correlagdo de
Pearson entre 0,8 e 1,0. Estas misturas mantiveram o alongamento de C=N
em 1624 cm™ e bandas de frequéncia de flexdo entre 1558-1592 cm™,
referentes as ligagcbes N-H. Sendo assim, n&o ha sugestdo de
incompatibilidade entre a CFZ e esses componentes.

As misturas binarias CFZ-PEC (r=0,7), CFZ-PVA (r=0,6) e CFZ-
PLX407 (r=0,7) apresentaram correlagcdo moderada entre a curva tedrica e
experimental. Isso indica que os componentes podem ter interagcdes, porém

nao necessariamente incompatibilidade, uma vez que nao foram observadas
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bandas (ou estiramento) adicionais na mistura binaria (BEZERRA et al.,
2017). Contudo, foi possivel observar nestas misturas as bandas
caracteristicas da CFZ, confirmando que nao houve alteracéo estrutural que
seja sugestiva de incompatibilidade (BOLLA; NANGIA, 2012).

Outras misturas binarias também obtiveram indice de correlagédo
moderada, sendo elas CFZ-Span80 (r=0,6), CFZ-Span85 (r=0,6), CFZ-
Tween80 (r=0,6) e CFZ-Ac.Oleico (r=0,8). Os espectros de infravermelho
das misturas binarias ndo apresentaram os picos caracteristicos da CFZ,
que representam as ligagdes N-H e C=N. Isso indica, portanto, interagdo da
CFZ com estes tensoativos e com o acido oleico. Esta interacdo confirma as
observacbes feitas através dos estudos de analise térmica, em que foi
possivel observar que os tensoativos e o0 6leo sdo capazes de solubilizar e
dissorver, respetivmente, a CFZ. Em casos de interagdo entre o farmaco e
excipiente, pode haver diminuigdo ou sobreposicdo da intensidade das
bandas de FTIR do farmaco (CHAVES et al., 2018a), como observado para
as misturas acima descritas.

A mistura binaria CFZ-PLA apresentou correlagdo de Pearson de
0,186, que pode ser indicativo de degradacdo quimica. O espectro de
infravermelho da amostra apresenta banda larga entre 3701 e 2997 cm™. O
PLA pode sofrer degradacao por hidrélise, na presenca de impurezas ou na
concentragdo de catalisadores (GARLOTTA, 2001). O espectro de
infravermelho da mistura binaria CFZ-PLA, apesar de apresentar as bandas
caracteristicas do farmaco, apresentou uma banda larga que pode ser
indicativo da degradacado do polimero, que ocorre através de cisdo das
cadeias poliméricas, podendo ser induzida por ativacdo térmica
(MULLER, 2008). Essa possivel interacado entre PLA e CFZ foi confirmada
nao apenas pela técnica de FTIR, mas também pela curva de DSC
(Figura 4).

4.4. Conclusao
Utilizando as técnicas de DSC, TG/DTG e FTIR, foi possivel observar

que polimeros comumente utilizados em formulagdes de

micro/nanoparticulas interagem de diferentes formas com a CFZ. O PCL foi
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o polimero que apresentou maior capacidade de amorfizagdo, enquanto o
PEC e o PLGA apresentaram menor interagdo. O PLGA 50:50 e PLGA 85:15
nao apresentaram evidéncia de interacdo com a CFZ, enquanto o
PLGA 75:25 interagiu com o farmaco de modo que o farmaco foi amorfizado
parcialmente. Considerando que em formulacdes de a base de polimeros a
quantidade de polimero é superior a quantidade de farmaco, espera-se que
na formulacdo o farmaco seja completamente amorfizado. Esta amorfizagéo
do farmaco na formulacado permite aumentar sua solubilidade. Em farmacos
muito lipofilicos, como a CFZ, a melhora da solubilidade pode contribuir para
a reducéao da toxicidade e melhora da biodisponibilidade apds administragao.

De acordo com as analises de DSC e TG, o PLA apresentou interagao
com o farmaco, e os dados de FTIR demonstram a presenca de banda nao
caracteristica, sugerindo incompatibilidade na mistura binaria CFZ-PLA.
Apesar das bandas caracteristicas do farmaco ainda estarem presentes no
espectro da mistura binaria, o polimero pode ter sido degradado, uma vez
que este possui susceptibilidade a degradacao por hidrdlise. De acordo com
esses achados, os polimeros PCL, PEC e PLGA seriam as melhores
escolhas para o desenvolvimento de sistemas poliméricos de liberacdo de
farmaco ou dispersoes soélidas com CFZ.

Outros excipientes importantes na formulacdo de sistemas
poliméricos de liberacdo de farmaco, tais como os tensoativos de fase
aquosa (PLX 188, PLX407, Tween80 e PVA), tensoativos de fase oleosa e
Oleos (Span60, Span80, Span85, lecitina e acido oleico), foram compativeis
com o farmaco.

Este estudo de compatibilidade entre a CFZ e excipientes evidencia
sua importancia na etapa de desenvolvimento da formulacdo, permitindo a
escolha racional dos seus componentes e prevenindo problemas

relacionados a estabilidade, biodisponibilidade, seguranca e eficacia.
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5. Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de
poli(etileno carbonato) contendo clofazimina para administragao
pulmonar e tratamento local da tuberculose resistente a multiplos

farmacos

Esta secdo sera organizada, quando finalizada, na forma de artigo para

submisséo a revista Langmuir.

Autores: Danielle Flavia da Silva Ribeiro, Kamila Bohne Japiassu, Eliana

Martins Lima, Adam Bohr, Thais Leite Nascimento

5.1. Introducao

O Mpycobacterium tuberculosis € um patogeno intracelular que infecta
principalmente  macrofagos alveolares, e € responsavel pelo
desenvolvimento da TB. Esta doencga € a principal causa de mortalidade por
agente infecioso, com incidéncia anual de 10 milhdes de novos casos
(WHO, 2018). O numero de casos de MDR-TB tem aumentado e o
surgimento de novas cepas resistente aos farmacos ja existentes ameacga o
controle da doenga (KURZ; FURIN; BARK, 2016; WHO, 2018).

A CFZ é um derivado de riminofenazina, que possui atividade
antimicobacteriana e anti-inflamatoria (CHOLO et al., 2012). Este farmaco
tem mostrado atividade in vitro e in vivo contra cepas de MDR-TB
(DALCOLMO et al., 2017; VERMA et al., 2013). Trata-se de um farmaco
altamente lipofilico, que quando administrado pela via oral apresenta baixa
biodisponibilidade, de ~40%, e meia vida prolongada, de 70 dias
(CHAVES et al., 2018a; Ll et al., 2016; ZHANG et al., 2017).

A administracdo da CFZ pela via oral esta relacionada a efeitos
colaterais graves como pigmentagdo marrom-avermelhada na pele, lesao
hepatica, dor abdominal e cardiotoxicidade (LI et al., 2016;
TANG et al., 2015). A combinagdo dos efeitos colaterais e do esquema
terapéutico prolongado dificulta a adesdo ao tratamento, ocasionando o
abandono completo do tratamento de 16 a 49% dos pacientes
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(COSTA et al., 2016; HORSBURGH; BARRY; LANGE, 2015). Sendo assim,
novas alternativas utilizando farmacos existentes no mercado tém sido
investigadas com o intuito de aprimorar os esquemas terapéuticos, visando a
reducdo do percentual de abandono de tratamento e aumento do indice de
cura da doenga (COSTA et al., 2016).

A administracdo de nanoparticulas polimericas pela via pulmonar tem
sido investigada como estratégia para otimizar o desempenho terapéutico de
medicamentos (COSTA et al., 2016). Nanoparticulas poliméricas podem ser
utilizadas para o encapsulamento e transporte de farmacos lipossoluveis, e
podem permitir seu direcionamento aos macréfagos alveolares
(CHAVES et al., 2018a; COSTA et al., 2016; PARUMASIVAM et al., 2016).
A administracdo de nanoparticulas pela via pulmonar pode aumentar a
concentracdo de farmacos no pulmdo, reduzir os efeitos colaterais
sisttmicos, reduzir a dose e frequéncia de administracdo e
consequentemente, melhorar a adesao do paciente ao tratamento, a eficacia
terapéutica e auxiliar na redugdo da selecdo de cepas bacilos MDR
(COSTA et al., 2016; SUKHITHASRI et al., 2014).

As nanoparticulas poliméricas para inalagdo devem ser desenvolvidas
com polimeros biocompativeis e biodegradaveis (PARUMASIVAM et al.,
2016). O poli(etileno carbonato) (PEC) € um polimero biodegradavel, que
apresenta perfil de liberacdo por degradacdo superficial, com liberagao
gradativa do farmaco presente na nanoparticula. Por este motivo apresenta
cinética de liberagcao mais previsivel e controlada se comparado a polimeros
com degradagao por erosdo em massa (BOHR et al., 2017). Este polimero
permite o direcionamento a macréfagos infectados, uma vez que possui
degradagdo especifica pela enzima colesterol esterase e anions
superéxidos, amplamente produzidos por macréfagos (BOHR et al., 2016;
BOHR et al, 2017; LOHMANN-MATTHES; STEINMULLER; FRANKE-
ULLMANN, 1994; STOLL et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento, caracterizagao fisico-
quimica e avaliacao in vitro de nanoparticulas inalaveis de PEC contendo o
farmaco CFZ. Através da avaliacdo das particulas sera possivel verificar se

possuem caracteristicas adequadas para administracdo pulmonar da CFZ,
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visando o direcionamento aos macrofagos alveolares infectados com o

patogeno.

5.2. Materiais e métodos

5.2.1. Preparo das formulag6es de nanoparticulas

Para a otimizagao da formulacdo de nanoparticulas de PEC contendo
CFZ (Sigma-Aldrich LTDA, Brasil, lote #SLBL8945V), foram preparadas
inicialmente nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NE) sem a presenca do
farmaco, variando as concentragbes de tensoativos de fase organica e fase
aquosa, e variando o tipo de tensoativos da fase aquosa. As composicoes

das formulagdes avaliadas encontram-se descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Componentes e suas respectivas quantidades utilizadas no desenvolvimento de
formulagbes de nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NE) poliméricas pela técnica de
nanoprecipitacao.

Fase Organica Fase Aquosa
Formulagio pgc  span8o® Olse;}ade ACN Acetona Tween80® P::u1r;7n®ic Agua

(mg)  (mg) 0 (ml)  (mL) (mg) mg) (ML)
NC1 100 38 180 17 10 77 - 54
NC2 100 77 180 17 10 77 - 54
NC3 100 38 180 17 10 - 77 54
NC4 100 77 180 17 10 - 77 54
NE1 100 38 - 27 - 77 - 54
NE2 100 77 - 27 - 77 - 54
NE3 100 38 - 27 - - 77 54
NE4 100 77 - 27 - - 77 54

PEC = poli(etileno) carbonato; ACN = acetonitrila.

A fase orgéanica das nanocapsulas foi constituida pelo polimero PEC
(QPAC®25, Empower material, Estados Unidos, lote 15083-01), acetonitrila
(ACN) (HPLC,J.T.Baker, México) e acetona (ACT) (Quemis, Brasil) como
solventes organicos, 6leo de soja e tensoativo Span80® (monooleato de
sorbitano, Sigma-Aldrich LTDA, Brasil, lote #MKBJ8089V). A fase aquosa foi
constituida de agua e tensoativos Tween80® (polissorbato 80, Vetec
Quimica Fina LTDA, Brasil, lote 1201802) ou Pluronic-F127® (Sigma-Aldrich

Artigo — Desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas de poli(etileno carbonato) contendo clofazimina 46
para administragao pulmonar e tratamento local da tuberculose resistente a multiplos farmacos



LTDA, Brasil, lote #027K0034). Para o preparo de nanoesferas foram
mantidas as proporgdes dos componentes utilizados para as formulagdes de
nanocapsulas. Os dois tipos de formulacdo se diferem apenas pelo solvente
utilizado, sendo ACN e acetona para NC e ACN para NE, devido a auséncia
de dleo de soja nas NE.

Para a fase organica, uma solu¢do de PEC em ACN foi preparada e
deixada overnight, em repouso a temperatura ambiente, para que o polimero
se dissolvesse completamente no solvente. Os demais componentes da fase
organica foram entdo pesados e adicionados a solugdo de PEC previamente
preparada. A fase aquosa foi preparada imediatamente antes do preparo da
formulacdo. Os tensoativos foram solubilizados em agua a temperatura
ambiente e sob agitagdo magnética rapida. O volume de 27 mL da fase
organica foi entdo lentamente vertido em 54 mL da fase aquosa sob agitagéo
magneética rapida. O solvente organico e o excesso de agua foram
removidos sob pressao reduzida utilizando rotaevaporador, até a obtencao
do volume final de 10 mL.

As formulagdes sem o farmaco que apresentaram menor diametro
meédio e Pdl menor que 0,2 foram selecionadas para o preparo da
formulacdo com o farmaco. Sendo assim, as nanoparticulas foram

preparadas adicionando 5 mg de CFZ a fase organica da formulagéo.

5.2.2. Avaliagao do didametro médio e Pdl por Dynamic Light Scattering
(DLS)

A analise do didmetro médio e do indice de polidispersibilidade (Pdl)
das particulas foi realizada a 25 °C no equipamento Zetasizer Nano S
(Malvern). A amostra foi preparada para analise, diluindo 10 pL de
formulacédo em 2.990 pL de agua ultrapurificada. As nanoparticulas foram
caracterizadas apés o preparo, antes da liofilizacdo, apds a redispersao dos
pos liofilizados e no estudo de estabilidade das nanoparticulas em meios
biolégicos simulados.
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5.2.3. Eficiéncia de encapsulagao (EE) por HPLC (High Performance
Liquid Chromatography)

Para a quantificacdo do farmaco total nas formulacdes de NC e NE,
100 pL de formulagdo foram dissolvidos em 1900 pyL de acetonitrila. As
solugdes foram agitadas em vortex por 1 minuto, centrifugadas a 14.000 x g
por 30 minutos e entdo analisadas por HPLC quanto a quantidade total de
CFZ nas nanoparticulas.

A quantificaggo da CFZ foi realizada utilizando método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e detecgcdo de arranjo de diodos
(HPLC-DAD). A linearidade do método para a CFZ foi encontrada na faixa
de 1 a 90 ug/mL, e os limites de detecgdo e quantificagao foram calculados
como 0,05 pg/mL e 0,15 pg/mL, respectivamente. Todas as analises foram
realizadas em cromatografo 1260 Infinity (Agilent Technologies, EUA) com
detector DAD. Utilizou-se metanol, acetonitrila e tampao acetato de amdnio
100 mM pH 6,4 (60:25:15) como fase mével a 1,0 mL/min e 25 °C. Os picos
foram obtidos em comprimento de onda de 282 nm apds a injegao de 10 uL
de amostras. A separagao foi realizada utilizando coluna Zorbax Eclipse
XDB-C8 250 x 4,6 mm x 5 ym PN 990967-906 SN-USP008697 (Agilent
Technologies, EUA). As amostras foram diluidas em acetonitrila para
analise.

A separacao do farmaco livre e encapsulado foi realizada através da
técnica de ultrafiltragdo, utilizando filtros Amicon® (Merck Millipore,
Alemanha) com cutoff de 100 kDa. Foram adicionados 500 pL da formulagao
aos filtros, que foram centrifugados a 14.000 x g por 10 minutos.
Posteriormente, em outro microtubo, o dispositivo foi centrifugado na posigéao
invertida a 1.000 x g por 10 minutos para a recuperagao das nanoparticulas
contendo o farmaco encapsulado. As nanoparticulas foram ressuspensas
em 500 pL de agua, e aliquotas de 100 yL das particulas ressuspendidas
foram diluidas em 1900 pL de acetonitrila para quantificacdo da CFZ
encapsulada, por HPLC.

A porcentagem de eficiéncia de encapsulagao (EE) foi calculada pela
razao entre a quantidade de farmaco encapsulado e a quantidade total de
farmaco quantificado x100.
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5.2.4. Secagem das nanoparticulas por liofilizagao

ApoOs o preparo, as dispersdes de nanoparticulas de PEC contendo
CFZ foram secas por liofilizagdo. Para manutengdo da integridade e
diametro das particulas, diferentes crioprotetores foram adicionados as
formulagdes imediatamente antes da secagem.

Solugdes de manitol (manitol PA, Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil,
lote 0707386), sacarose (sucrose, Sigma-Aldrich LTDA, Brasil, lote
#011M00421V) e trealose (D-(+)-Trehalose dihydrate, Sigma-Aldrich LTDA,
Brasil, lote #BCBH2408V) foram preparadas em agua ultrapurificada nas
concentragbes de 3%, 5%, 10%, 20% e 30% (m/v). Aos frascos de
liofilizacdo foram adicionados 0,5 mL de formulacdo e 0,5 mL da solugao de
crioprotetor, sendo as concentragdes finais de crioprotetor avaliadas 1,5%,
2,5%, 5%, 10% e 15% (m/v). As amostras foram entdo congeladas a —80 °C
por 2 horas e posteriormente liofilizadas por 24 horas. Ao final da liofilizagao
as formulacdes foram passadas em tamis de 45 uym para obtencéo do po, e
sua redispersibilidade foi avaliada através da medida de diametro médio e
Pdl, pela técnica de DLS.

A analise estatistica foi realizada para as amostras avaliadas apoés a
redispersdo em agua comparadas com a condigao inicial antes da liofilizagao
utilizando o teste t, considerando estatisticamente significante valor de
p<0,05.

5.2.5. Anadlise térmica das formulagbées por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC)

Foram avaliadas pela técnica de DSC o farmaco (CFZ), o polimero
(PEC), a mistura binaria (1:1 m/m) entre farmaco e polimero (PEC+CFZ),
formulacédo sem o farmaco (NC-branca), formulagdo com o farmaco (NC-
CF2), crioprotetor (manitol) e nanoparticulas liofilizadas (NC-CFZ-liofilizada).

As curvas de DSC foram obtidas pelo equipamento DSC-60A —
Differential Scanning Calorimeter (Shimadzu®, Jap3o). Cerca de 2-3 mg de

cada amostra foram colocados em cadinho de aluminio selado e analisados
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na faixa de temperatura de 25 a 400 °C, com taxa de aquecimento de
10 °C/min e sob fluxo de 50 mL/min em atmosfera de nitrogénio (Ny).

5.2.6. Estudo de estabilidade das particulas em meios bioldgicos

simulados

O estudo de estabilidade das NC de PEC contendo CFZ foi realizado
incubando as formulagdes em solugdo tampéo de fosfato-salino (PBS,
Phosphate Buffered Saline) pH 7,4 e solu¢gdes de mucina a 0,1% e 0,08%
(m/v). O PBS pH 7,4 foi preparado dissolvendo 800 mg de cloreto de sodio
(NaCl, Qhemis Industria Brasileira, Brasil, lote Q0015), 20 mg de cloreto de
potassio (KCI, Quemis, Industria Brasileira, Brasil, lote Q0013), 144 mg de
fosfato dissédico (Na;HPO,4, Labsynth Produtos para Laboratorio LTDA,
Brasil, lote 109915) e 24 mg de fosfato de potassio (KH,PO,4, Dinamica
Quimica Contemporénea Ltda, Brasil, lote 81885) em 100 mL de agua
ultrapurificada. Ao final do preparo o pH da solugao foi ajustado para 7,4. As
solugbes de mucina (mucina de estdmago de porco tipo Il, Sigma Life
Science, EUA, lote #SLBL3184V) foram preparadas em agua ultrapurificada
nas concentragdes de 0,1 e 0,08% (m/v). Apds o preparo, estas solugdes
foram centrifugadas a 5.500 x g por 20 min para a eliminagdo dos solidos
insoluveis presentes na solugdo. O sobrenadante foi coletado para a
utilizagdo no teste de estabilidade. A concentragcdo real de mucina nas
solugdes 0,1% e 0,08% m/v foram determinadas utilizando a técnica de
liofilizacdo. Os frascos de liofilizagao foram pesados vazios e com tampa, e
entdo 4 mL de solugcdo de mucina foram liofilizados por 24 horas. Ao final da
liofilizacdo os frascos foram novamente pesados para determinagao da
concentragdo real de mucina nas solugdes.

Para avaliacdo da estabilidade da dispersdo de NC nos meios
simulados, foram adicionados 3 mL de cada meio simulado e 1 mL de
formulacdo em baldo de fundo redondo. As amostras foram incubadas em
Shaker a 100 rpm e 37 °C. Aliquotas das amostras foram retiradas nos
tempos 0, 30, 60 e 120 minutos para avaliacdo do diametro médio das

particulas e Pdl por DLS. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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A anadlise estatistica foi realiazada para as amostras avaliadas nos
tempos definidos (0, 30, 60 e 120 minutos) e foram comparadas com a
condigao inicial, pelo teste t, considerando estatisticamente significante valor
de p<0,05.

5.2.7. Anadlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA, nanoparticle

tracking analysis) em meios biolégicos simulados

As nanoparticulas foram preparadas com o marcador fluorescente
Rodamina PE (Egg Liss Rhod PE ammonium salt, Avanti Polar Lipids,
Alabama, EUA, lote FELRPEBG5). A fase orgéanica foi composta por 50 mg de
PEC, 9 mL de ACN, 19 mg de Span 80, 90 mg de d6leo de soja, 5 mL de
acetona e 2 mL de solugdo 1 mg/mL de Rodamina PE. A fase aquosa foi
preparada com 39 mg de Pluronic-F127® e 27 mL de 4gua. A fase organica
foi vertida na fase aquosa sob agitagdo magnética. O solvente organico e o
excesso de 4agua foi removido sob pressdao reduzida utilizando
rotaevaporador até a obtencéo do volume final de 5 mL.

As analises foram realizadas utilizando o equipamento Nanosight
NS500 (Malvern, Reino Unido). As amostras foram diluidas em &agua
deionizada e injetadas na camera equipada com laser verde a 532 nm. O
software Nanosight NTA 3.2 foi utilizado para capturar videos de 30
segundos. As leituras das particulas foram realizadas em agua, solugédo de
mucina 0,08% (m/v) e mucina 0,1% (m/v). A agua foi utilizada como controle
para comparag¢ao da mobilidade das particulas na mucina.

O video capturado pelo equipamento foi utilizado para analise da
trajetéria das nanoparticulas em cada um dos meios. Foi avaliada trajetoria
de 5 segundos em cada um dos meios, utilizando o codigo Appititude 1.3 no

software Matlab.

Artigo — Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de poli(etileno carbonato) contendo clofazimina 91
para administragao pulmonar e tratamento local da tuberculose resistente a multiplos farmacos



5.3. Resultados e discussao

5.3.1. Avaliagao do diametro médio e Pdl por DLS

A partir de testes com diferentes concentragbes de tensoativos,
nanocapsulas e nanoesferas de PEC foram preparadas e avaliadas quanto
ao didmetro médio e Pdl. NC sao compostas por revestimento polimérico e
nucleo oleoso e NE possuem estrutura formada por matriz polimérica
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Neste trabalho, a diferenga
entre as formulagdes baseou-se na presenca do 6leo de soja, responsavel
pelo nucleo oleoso das NC, e na utilizacdo da acetona como solvente
organico para solubilizar este excipiente. Os resultados de didmetro médio e

Pdl das formulagdes estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Diametro médio (nm) e Pdl das formulagbes de nanocapsulas (NC) e
nanoesferas (NE) brancas de poli(etileno carbonato) (PEC) preparadas pela técnica de
nanoprecipitacao.

Formulagoées Diametro médio (nm) Pdi

NC1 380,3+3,5 0,16 £ 0,04
NC2 256,5+7,7 0,21 £ 0,02
NC3 188,6 + 4,1 0,16 £ 0,07
NC4 184,2+5,3 0,14 +0,13
NE1 202,6 £6,2 0,58 £ 0,03
NE2 2959+0,5 0,89 + 0,01
NE3 164,3 + 3,8 0,05+ 0,03
NE4 1649 £ 5,7 0,10 £ 0,03

As formulacbes apresentaram aumento do diametro médio de
particula devido a presenca do farmaco na formulagdo. Apds o preparo das
nanoparticulas brancas, as que apresentaram tamanho menor que 300 nm e
Pdl menor que 0,2 foram selecionadas para o preparo da formulagao
contendo o farmaco. As formulacdes de NC selecionadas foram NC3 e NC4
e de NE foram NE3 e NE4.
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5.3.2. Eficiéncia de encapsulagao por HPLC

A curva de calibragao do método de HPLC para quantificagao da CFZ,
obtida pela plotagem da area do pico versus a concentracdo de CFZ em
acetonitrila, esta representada na Figura 11, assim como os valores das
areas médias dos picos e o desvio padrao relativo (DPR). O DPR foi menor
que 2% para todas as concentragbes avaliadas. A equagao da reta obtida foi
y= 8109475,992x + 1709196,687 e o coeficiente de correlagdo obtido foi de
r’= 0,9996. Portanto o método mostrou-se linear na faixa de concentragao
analisada (1-90 yg/mL), sendo o coeficiente de correlagdo maior que 0,99,

conforme preconizado pela resolu¢cao da Anvisa RDC n°® 166 de 2017.

Figura 11 — Representacdo da linearidade do método pela curva de calibracdo de
clofazimina (CFZ) obtida na faixa de 1 a 90 ug/mL, médias das areas dos picos (mAU) e
desvio padrado relativo nas concentragbes avaliadas. Separagdo cromatografica foi obtida
utilizando coluna C8 de 250 x 4,6 mm, 5 ym a 25 °C. Fase mdvel composta por metanol,
acetonitrila e tampao acetato de aménio 100 mM pH 6,4 (60:25:15), com fluxo de 1,0
mL/min. O volume de inje¢ao foi de 10 pL. O comprimento de onda usado para detecgao foi
de 282 nm.
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Os resultados de diametro médio, Pdl e EE apds a inclusdo da CFZ

nas formulagdes estéo representados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Didmetro médio (nm), indice de polidispersibilidade (Pdl) e eficiéncia de
encapsulagéo das formulagbes de nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NE) contendo o
farmaco clofazimina (CFZ). p < 0,05 vs nanoparticula branca; p< 0,001 vs nanoparticula
branca.

Formulagoées Diametro médio (nm) Pdi EE (%)

NC3-CFZ 237,0+ 12,3 0,16+0,06 6513+1,7
NC4-CFZ 210,2 +3,0° 0,16+ 0,02 65,70+ 6,0
NE3-CFZ 4383 +84" 0,43+0,06 53,95+25
NE4-CFZ 196,1 +10,9° 0,30+ 0,03 46,85+ 8,0

O meétodo de nanoprecipitacdo foi escolhido para o preparo das
particulas por favorecer a encapsulagdo de farmacos lipofilicos (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). A CFZ é um farmaco extremamente
lipossoluvel (ARBISER; MOSCHELLA, 1995), e por isso possui afinidade
pelo 6leo da fase orgénica utilizada no preparo da nanocapsula. Por essa
razao foi observada maior EE para nanocapsulas quando comparadas as
nanoesferas. A formulacdo NC3-CFZ (p=0,01) e NC4-CFZ (p=0,03)
apresentaram aumento significativo do didmetro médio em relagdo as NC
brancas. O Pdl das formulagdes com o farmaco e branca ndo apresentou
variagao significativa. A formulagdo NC4-CFZ, apesar de apresentar boa EE,
nao apresentou estabilidade, o que foi observado pela separacédo de fases
24 horas ap0s o preparo.

As nanoesferas com CFZ, NE3-CFZ e NE4-CFZ apresentaram
aumento significativo no didmetro médio (p<0,001 e p=0,01,
respectivamente) e Pdl (p=0,005 e p=0,002, respectivamente) em relagao as
nanoesferas brancas. Nesse tipo de particula o farmaco pode estar disperso
na matriz polimérica ou adsorvido a superficie da particula (PAL et al., 2011).
Por ser uma estrutura polimérica apresenta menor capacidade de adsorcao
do farmaco do que o nucleo oleoso das NC, a EE da CFZ foi menor nas NE.

A formulacdo NC3-CFZ apresentou melhores resultados relacionados
ao diametro médio, Pdl e EE. Esta formulacéao foi utilizada para os testes de
liofilizagdo com o objetivo de obter um p6 para administragdo pulmonar.
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5.3.3. Secagem das nanoparticulas por liofilizagao

A técnica de liofilizagao permite a formacgao de pés, porém devido ao
estresse de congelamento gerado na amostra, pode causar agregacao
irreversivel das nanoparticulas (ABDELWAHED et al., 2006). A utilizagao de
crioprotetores nas concentragdes adequadas evita a agregagao e permite a
redispersdo das particulas apdés o processo de liofilizagdo (VARSHOSAZ;
ESKANDARI; TABBAKHIAN, 2012). Neste trabalho os crioprotetores
manitol, sacarose e trealose nas concentracdes de 1,5%, 2,5%, 5,0%, 10% e
15% (m/v) foram testados para a secagem de NC (Figura 12).

Nao foi possivel ressuspender, apos a liofilizacdo, as nanoparticulas
secas sem crioprotetores, devido a agregacao irreversivel causada pelo
estresse do processo de congelamento da amostra. Nanocapsulas s&o mais
sensiveis a liofilizacdo do que outros sistemas nanométricos, pois o
involucro polimérico é fino e o estresse do congelamento pode desestabilizar
esta membrana. A concentracdo de crioprotetor, temperatura de
congelamento do 6leo e a taxa de congelamento sdo fundamentais para a
manutencdo da estabilidade das nanocapsulas apds a liofilizacdo
(ABDELWAHED et al., 2006).

O diametro médio das particulas antes da liofilizacdo foi de
215,9 £ 8,2 nm e Pdl 0,23 + 0,02. Apesar de 15% (m/v) de sacarose ter sido
a concentracdo capaz de proteger a formulacdo da liofilizagdo
(Figura 12, a/d), didametro médio 259,5 £ 3,6 nm (p=0,12) e Pdl 0,30 * 0,03
(p=0,77), nao foi possivel passar o liofilizado pelo tamis para a obtengéo do
pod seco, uma vez que o liofilizado apresentou-se cristalizado. As demais
concentracdes testadas de sacarose ndo permitiram redispersdo das
particulas apos liofilizagdo, com alteragao significativa de diametro médio e
Pdl em relagao a condigao inicial.

A trealose (Figura 12, b/e) na concentracdo de 15% (m/v) permitiu
obtencdo de pod por tamisagcdo e redispersdo das particulas. Nessa
concentragdo nao houve alteragdo significativa no tamanho e Pdl das
particulas, que apresentaram-se com 256,7 + 3,0 nm (p=0,09) e
Pdl 0,35 + 0,04 (p=0,36). Nao foi possivel obter o p6 através da tamisacgéo
dos liofilizados preparados com as demais concentragdes de trealose.
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Nao foi possivel passar pelo tamis os pos formados utilizando as
demais concentragdes de manitol, e por isso a avaliagdo da redispersao
dessas nanoparticulas foi realizada diretamente no frasco de liofilizacao.
Sendo assim, o manitol na concentracdo de 10% (m/v) foi o crioprotetor que
permitiu melhor redispersibilidade das nanoparticulas apos a passagem pelo
tamis (Figura 12, c/f). Apds reconstituicdo em agua, as NC liofilizadas com
manitol 10% (m/v) ndo apresentaram alteracdo significativa do diadmetro
médio (233,8 + 2,5 nm, p=0,06) e PdlI (0,35 + 0,01, p=0,23). A distribuicao de
tamanho das particulas antes da liofilizagdo e apds reconstituicdo em
manitol a 10% (m/v) pode ser observada na Figura 13. De maneira geral, o
manitol foi o crioprotetor que apresentou melhores caracteristicas de
ressuspensao para todas as concentracfes avaliadas, quando comparado
com os outros crioprotetores.

O manitol € um excipiente aprovado pelo FDA para formulagdes
inalaveis (MEHTA, 2018), sendo utilizado para deposi¢gdo pulmonar de
particulas (PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015). E um agucar ndo redutor, que
possui baixa higroscopicidade, capacidade de formar liofilizados facilmente
redispersiveis (ZHANG et al., 2017), inerte e que, além de promover a
secagem eficiente de particulas, auxilia na manutencao da estabilidade do
po liofilizado (KAIALY; NOKHODCHI, 2013). Como é hidrofilico, espera-se
que ao chegar nos pulmdes seja dissolvido e libere entdo as nanoparticulas
(PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015).
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Figura 12 — Didmetro médio (a,b,c) e PdlI (d,e,f) de nanocapsulas de poli(etileno carbonato)
(PEC) contendo clofazimina (CFZ) liofilizadas na presenca de diferentes concentracdes de
crioprotetores sendo eles sacarose (a/d), trealose (b/e) e manitol (c/f). NC-CFZ = analise
inicial do diametro médio e Pdl de nanocapsulas contendo clofazimina; NC** =
nanocapsulas liofilizadas sem crioprotetor. *p<0,001 vs NC-CFZ; #p<0,05 vs NC-CFZ
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5.3.4. Analise térmica das formulagées por calorimetria diferencial

exploratéria (DSC)

As curvas de DSC do polimero (PEC), CFZ, mistura binaria 1:1 (m/m)
entre PEC e CFZ, nanocapsulas sem o farmaco (NC-branca), nanocapsulas
com o farmaco (NC-CFZ), crioprotetor (manitol) e a formulagéo liofilizada

(NC-CFZ-liofilizada) estao representados na Figura 14.

Figura 14 — Curvas DSC de clofazimina (CFZ), poli(etileno carbonato) (PEC), mistura binaria
(PEC-CFZ) na proporgao 1:1 m/m, nanocapsula branca (NC-branca), nanocapsula contendo
o farmaco CFZ (NC-CFZ), manitol e formulagdo liofilizada de nanocapsula contendo o
farmaco CFZ (NC-CFZ-liofilizada).
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O PEC apresentou trés eventos endotérmicos consecutivos com picos
em 231, 245 e 274 °C e energias de entalpia (AH) de -55, —206 e —-35 J/g,
respectivamente. A presenca destes picos esta relacionada a composigcao do
polimero. O PEC possui em sua composigdo menos de 5% de etileno
carbonato, menos de 1% de cloreto de metileno, além de 94% do principal
componente, o poli(etileno carbonato). A presenga de outros compostos na
mistura explica os picos observados na curva DSC, uma vez que nao se
trata de uma substancia pura. Substancias puras sao caracterizadas por um
unico pico agudo na curva de DSC, diferente do observado no polimero
avaliado (BOLLA; NANGIA, 2012).
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A CFZ apresentou um pico agudo endotérmico com Tpico em 224 °C e
energia de entalpia (AH) de —71 J/g. A curva endotérmica de CFZ mostra um
unico pico agudo, indicativo de substancia pura (BOLLA; NANGIA, 2012). O
valor de Tpico encontrado neste trabalho confirma relatos da literatura
descritos como picos de fusdo da CFZ a 219,5 (BOLLA; NANGIA, 2012), 220
(BRUNAUGH et al., 2017), 224 (CHAVES et al, 2018b) e 228 °C
(CHAVES et al., 2018a). A analise da CFZ que obteve mesma temperatura
de fusdo deste trabalho (224 °C) foi analisada nas mesmas condi¢des, com
taxa de aquecimento de 10 °C/min (CHAVES et al., 2018b).

A mistura binaria PEC-CFZ apresentou dois eventos endotérmicos em
216 e 229 °C e variagdo de energia —66 e —159 J/g, respectivamente.
Comparando os picos das substancias avaliadas separadamente, bem como
os valores de AH, pode-se observar deslocamento e sobreposi¢cao dos picos
do PEC e do farmaco. Deslocamento dos picos e variagbes de AH, como
observados para essa mistura, podem ocorrer devido a heterogeneidade da
amostra, ou reduzida pureza devido ao proprio efeito da mistura binaria
(ROSASCO et al., 2018; VERMA; GARG, 2005).

As curvas DSC referentes as analises das NC-branca e com farmaco
(NC-CFZ) apresentaram picos nas temperaturas de 134 e 67 °C,
respectivamente. As energias de entalpia dos picos foram de —1 kJ/g para a
NC-branca e -2 kJ/g para a NC-CFZ. N&o foi observado pico coincidente na
temperatura de fusdo da CFZ e do PEC, comparando o resultado da mistura
com as curvas das substancias avaliadas individualmente. Na amostra de
NC-CFZ houve ainda a presengca de um segundo pico em 99 °C, com
entalpia de —58 J/g. A presencga de pico irregular proximo a temperatura de
100 °C esta relacionado a presenga de agua nas dispersbes de
nanocapsulas. Ndo foi observado pico endotérmico, caracteristico do
farmaco, proximo a 224 °C nas formulagdes avaliadas. A auséncia do pico
do farmaco sugere modificagao do estado cristalino para o amorfo, podendo
assim contribuir para o aumento da solubilidade da CFZ (CHAVES et al.,
2015; CHAVES et al., 2018a).

A curva DSC do manitol apresentou pico endotérmico de fusdo em
168 °C e entalpia de —303 J/g. A amostra de NC-CFZ liofilizada apresentou

dois eventos endotérmicos, sendo o primeiro com pico em 62 °C e o
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segundo em 168 °C. A presenga do manitol nas amostras liofilizadas pdde
ser observada pela presengca desse segundo pico, caracteristico do
crioprotetor. Ja o primeiro pico, em 62 °C, ndao pdde ser relacionado ao
farmaco, polimero ou crioprotetor. O tensoativo de fase aquosa utilizado na
formulagdo, Poloxamer 407, possui pico de fusdo em 57 °C (dados nao
apresentados). E possivel que o pico observado na amostra liofilizada esteja
relacionado a sua recristalizagao durante a etapa de congelamento, por se
tratar de um tensoativo de fase aquosa. O deslocamento de 5 °C do pico
comparado a substancia pura pode ter ocorrido por influéncia dos outros

componentes da formulagao.

5.3.5. Estabilidade das particulas em meios biolégicos simulados

O estudo de estabilidade das nanoparticulas foi realizado em solucéo
de PBS e em solugdes de mucina preparadas a 0,08 e 0,1% (m/v). As
concentracdes reais de mucina foram determinadas apos liofilizagcdo como
0,05% e 0,07+ 0,01%, respectivamente. A avaliagdo da estabilidade de
nanoparticulas em meios bioldgicos permite prever possivel agregacao das
particulas. Este estudo € importante para verificagdo da seguranca e eficacia
de nanomedicamentos, ja que sua agregacao influenciara diretamente na
biodistribuicdo, farmacocinética e toxicidade in vivo da formulagao
(MOORE et al., 2015).

As nanoparticulas permaneceram estaveis na presenca de PBS
pH 7,4 (Figura 15, a/b). Se comparado com a condig&o inicial, o diametro
meédio das particulas ndo apresentou variagao significativa durante o tempo
avaliado. O Pdl teve variagdo significativa no tempo de 120 minutos
(0,23 £ 0,02, p=0,02), porém nao foi observada a presenca de aglomerados
que pudessem afetar sua estabilidade (Figura 15, a/b).

A avaliacédo da estabilidade em mucina é importante, pois trata-se da
proteina mais abundante no muco pulmonar. A avaliagcado da estabilidade das
nanoparticulas em mucina pode ser utilizada como indicativo do seu
comportamento ao atingir o tecido pulmonar ap6s administragéo por inalagao
(PELLOSI et al., 2018). A analise de estabilidade foi realizada comparando o
diametro médio e PdIl obtidos inicialmente e nos tempos avaliados. Foi
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observado aumento significativo no didmetro médio das nanoparticulas nas
concentragbes de mucina avaliadas. Em solugdo de mucina 0,08% (m/v) em
120 minutos o didmetro médio foi de 255,5 + 13,7 nm (p=0,01), enquanto em
solucéo de mucina 0,1% (m/v) foi de 233,3+ 11,1 nm (p=0,01) no tempo 0. O
Pdl em solugdo de mucina 0,08% (m/v) (Figura 15, c¢/d) ndo apresentou
variagdo significativa se comparado com a condi¢do inicial, enquanto a
solugao de mucina 0,1% (m/v) houve aumento do Pdl. Apesar das variagodes,
nao foi observada agregacgao das particulas em nenhuma das concentragdes
avaliadas, indicando que a estabilidade nos meios avaliados foi mantida até
120 minutos.

Figura 15 - Didmetro médio e indice de polidispersdo (Pdl) de nanocapsulas de poli(etileno
carbonato) (PEC) contendo clofazimina (CFZ), avaliados durante o estudo de estabilidade
das nanocapsulas em meios bioldgicos simulados, sendo elas: solugdo de PBS pH 7,4,
mucina 0,08% (m/v) e mucina 0,1% (m/v). a/b) solugdo PBS pH 7,4; c/d) solu¢cdo de mucina
0,08% (m/v); elf) solugao de mucina 0,1% (m/v).*p<0,05 vs NC-CFZ.
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5.3.6. Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA, nanoparticle
tracking analysis) em meios biolégicos simulados

A andlise das trajetérias das particulas na agua, solugdo de mucina

0,08% (m/v) e mucina 0,1% (m/v) podem ser observadas na Figura 16.

Figura 16 - Representacdo esquematica da trajetdria percorrida em 5 segundos pelas
nanoparticulas na presenga de: A) agua, B) solugédo de mucina 0,08% (m/v) e C) solugao de
mucina 0,1% (m/v).

A @ %\7 % Agua

B ? % % Mucina
0,08%(ml/v)

Cc % 3\%& Mucina
0,1%(m/v)

Como esperado, as nanoparticulas tiveram maior motilidade em agua,
comparado as particulas em solugdo de mucina 0,08% e 0,1% (m/v)
(Figura 16b e 16¢). A mucina é a principal proteina encontrada no muco
pulmonar (PELLOSI et al., 2018). Sendo assim, por meio da analise da
motilidade das particulas neste meio € possivel sugerir o comportamento
das particulas que atingirem o trato respiratorio inferior apds a administragao
da formulacéao pela via pulmonar.

Apesar das particulas apresentarem motilidade menor em mucina do
que em agua, essa reducdo € esperada devido a composi¢cao deste meio
bioldgico. Apesar da presenca de emaranhados de proteinas, as particulas
possuem tamanho pequeno o suficiente para serem capazes de se
movimentar na mucina. Este movimento é importante para que elas sejam

capazes de penetrar na camada de muco com velocidade suficiente para
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reduzir sua eliminagao pelo clearance mucociliar (SCHUSTER et al., 2013).
Essa motilidade possibilita ainda que as particulas se difundam pelo muco e
cheguem até os alvéolos pulmonares, local alvo para o tratamento da
tuberculose.

Particulas que penetram o muco das vias aéreas podem reduzir o
clearance, melhorar a distribuicdo, a retencao e o perfil farmacocinético das
particulas nas vias aéreas (SCHUSTER et al., 2013).

5.4. Conclusodes e Perspectivas

Devido a presencga de um nucleo oleoso nas NC, a CFZ, que também
possui caracteristica lipofilica, apresentou maior EE neste tipo de
formulacdo. Apesar das NC possuirem maior eficiéncia de encapsulagao, o
perfil de liberagcao do farmaco sera avaliado para os dois tipos de particulas.
Esta comparacdo permitira observar diferencas no perfil de liberacdo e
confirmacdo da liberagdao sustentada esperada para particulas preparadas
com PEC.

A obtencdo de um po6 para administragdo pulmonar foi possivel por
meio da liofilizagdo das nanoparticulas na presenga de manitol 10% (m/v). O
estudo de estabilidade da formulagao apds a liofilizagao deve ser realizado,
a fim de verificar se a formulacdo é capaz de manter as caracteristicas
iniciais durante o armazenamento.

As particulas apresentaram-se estaveis nos meios biolégicos
simulados, com aumento de tamanho na presenca de mucina 0,08% e 0,1%
(m/v). A avaliagdo da estabilidade nos meios bioldgicos fluido pulmonar
simulado (ou SLF, simulated lung fluid) e fluido lisossomal artificial (ou ALF
artificial lysossomal fluid) sera complementarmente estudada.

Na analise de NTA foi possivel observar que as nanoparticulas foram
capazes de se movimentar na presenca das solugcdes de mucina 0,08 e
0,1 % (ml/v), e espera-se que poderao entdo se difundir pelo muco e chegar
até o local de interesse no tratamento da TB, os alvéolos pulmonares.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) sera realizada para
avaliagao da morfologia das nanoparticulas e também do p6 liofilizado. Esta

analise sera essencial para a elucidagcao do formato das particulas, bem

Artigo — Desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas de poli(etileno carbonato) contendo clofazimina 63
para administragao pulmonar e tratamento local da tuberculose resistente a multiplos farmacos



como a organizagao destas apos o processo de liofilizagdo. A combinagao
desses resultados de caracterizagdo fisico-quimica permitira avaliar a
viabilidade de producdo de uma formulacdo seca para administracdo

pulmonar de CFZ para tratamento da tuberculose.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A interacdo da CFZ com excipientes que podem ser utilizados no
desenvolvimento de formulagdes de nanoparticulas poliméricas foi avaliada.
Foi possivel verificar que os polimeros PCL e PLA sao capazes de amorfizar
a CFZ totalmente ou parcialmente quando em mistura binaria, porém o PLA
apresenta indicativo de incompatibilidade com o farmaco. Outros polimeros
como PEC e PLGA apresentaram menor interagcdo com o farmaco, nao
apresentando completa amorfizacdo da CFZ. Considerando que no preparo
da formulagao a propor¢ao de polimero € maior, espera-se que o farmaco
seja completamente amorfizado por estes polimeros. Esses resultados
sugerem que os polimeros PCL, PEC e PLGA seriam mais adequados que
PLA para o preparo de nanoparticulas para liberagdo prolongada de CFZ.
Os tensoativos foram capazes de solubilizar a CFZ, caracteristica importante
para otimizar a encapsulacao do farmaco em nanoparticulas poliméricas.

Nanoparticulas inalaveis de PEC contendo CFZ foram otimizadas e
caracterizadas quanto ao diametro meédio, Pdl e EE. As nanocapsulas
apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo e distribuicdo de tamanho
monomodal. Pds-respiraveis foram obtidos apdés a liofilizacdo das
formulagdes e o manitol 10% (m/v) apresentou-se como melhor crioprotetor,
possibilitando a redispers&o das nanoparticulas em agua, apos a liofilizagao.
As particulas de PEC foram capazes de permanecer estaveis em meio
bioldgico simulado, sem agregac¢ao. Foram capazes de se mover através da
solucao de simulagcdo do muco pulmonar, indicando que poderao alcangar
as células alvo no tratamento da tuberculose apds administragdo local nos
pulmdes.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a viabilidade da
producao de nanoparticulas poliméricas para liberacao local de clofazimina
nos pulmodes, e servirdo como base para estudos mais aprofundados do
sistema nanoparticulado desenvolvido, e avaliagdo da sua eficacia in vitro.
Algumas perspectivas sao vislumbradas para a continuagao destes estudos.
A avaliacao da estabilidade das formulacdes liofilizadas podera ser realizada

a fim de avaliar se, ap6s o armazenamento, a formulagdo sera capaz de
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manter as caracteristicas iniciais de tamanho. Ainda, a avaliagdo do MMAD
e do perfil de liberacao in vitro em meio pulmonar simulado permitirdo prever
se as particulas serdo capazes de chegar até os alvéolos pulmonares e

quanto de farmaco sera liberado localmente, e em quanto tempo.
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Abstract

Clofazimine (CFZ) is a derivate of iminophenazine used as an antimycobacterial and anti-
inflammatory agent. It is active against strains of multidrug resistant tuberculosis, a disease
for which the treatment by the oral route is related to low CFZ bioavailability and several
side effects. For this reasons, new technologies for improving efficiency of the treatment
with CFZ have been explored. Compatibility studies are important to guide the rational
choice of polymer and adjuvants to be used in formulations and prevent stability issues.
Here, thermoanalytical analysis combined with infrared spectroscopy were used to
evaluate the compatibility between CFZ and polymers/excipients used in drug delivery
systems for controlled release. Possible amorphization of CFZ was observed in the presence
of the polymers poly-ge-caprolactone (PCL), poly(lactic acid) (PLA) and poly(D,L-lactide-co-
glycolide)-alkyl esther 75:25 (PLGA75:25), while the adjuvants Span60®, Span80®, Span85¢®,
Poloxamer188, Poloxamer407, polyvynil alcohol (PVA) and Tween80® promoted the
solubilization of the drug, according to DSC curves. Poly(ethylene carbonate) (PEC), PLGA
(50:50, 75:25 and 85:15) were compatible with CFZ as shown by the combination of
thermal analysis and FTIR results. PLA showed interaction with the drug, and FTIR data
demonstrated a non-characteristic band, suggesting incompatibility in the binary mixture
CFZ-PLA. This compatibility study demonstrates that all adjuvants evaluated and the
polymers PCL, PEC and PLGA are compatible with CFZ, providing important and useful
information for the design of polymeric drug delivery systems containing this drug.

Keywords : drug-excipient compatibility study, thermal analysis, DSC, TG/DTG, Pearson’s
correlation.

Figura suplementar 1 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do polimero
poli(etileno carbonato) (PEC).

L Jn
Fonte: BOHR et al., 2016.

Figura suplementar 2 — Representagado esquematica da estrutura quimica do polimero poli-

e-caprolactona (PCL).
O
O
n

Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 3 — Representacéo esquematica da estrutura quimica do polimero
poli(D,L-lactideo) (PLA).

O
O/

CHs
- -n
Fonte: Sigma-Aldrich.
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Figura suplementar 4 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do polimero
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo (50:50) (PLGAS50:50).

IRy

Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 5 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do polimero
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal (75:25) (PLGA75:25).

IRy

Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 6 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do polimero
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal (85:15) (PLGA85:15).

IRy

Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 7 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do Span®60
(monoestearato de sorbitano).
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CHa(CH2)150H2)J\O o

OH

OH
Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 8 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do Span®80
(monooleato de sorbitano).
o
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Fonte: Sigma-Aldrich.
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Figura suplementar 9 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do Span®85
(trioleato de sorbitano).

R~

OR
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O

R=‘/u\CH2(CH2)5CH2‘ " “CHy(CHy)CHs
Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 10 — Representacao esquematica da estrutura quimica do Pluronic®F68

(PLX188).
CHs
) @)
H 0 OH
X y z
Fonte: Sigma-Aldrich.
Figura suplementar 11 — Representacdo esquematica da estrutura quimica do

Pluronic®F127 (PLX407).

CH3
I
H(OCH2CH2),(OCH2CH), (OCH2CH2), OH
Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 12 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do alcool
polivinilico P.S (PVA).

OH

n
Fonte: Sigma-Aldrich.

Figura suplementar 13 — Representacdo esquematica da estrutura quimica do Tween®80
(polissorbato 80).

HO(CH2CH20),, ‘\(OCHzCHg),(OH

0" “CH(OCH;CH),OH 9

CH20—=(CH2CH20),.1~CH2CH20~-C~CHy(CH2)sCH2CH=CHCH2(CH2)sCH3
Sumofw+x+y+2z =20

Fonte: Sigma-Aldrich.
Figura suplementar 14 — Representacédo esquematica da estrutura quimica do acido oleico.

o)
CHg(CHg)GCHg/:\/\/\/\)kOH

Fonte: Sigma-Aldrich.
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Figura suplementar 15 — Representacdo esquematica da estrutura quimica do Lipoid®S100

(fosfatidilcolina da soja).
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Fonte: Sigma-Aldrich.
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Figura suplementar 16 — Curvas de DSC da CFZ (clofazimina) e polimeros PEC (poli(etileno
carbonato)), PCL (poli-e-caprolactona), PLA (poli(D,L-lactideo)), PLGA50:50 (poli(D,L-
lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo 50:50), PLGA75:25(poli(D,L-lactideo-co-
glicolideo)-alquil ester terminal 75:25) e PLGA85:15 (poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster

terminal 85:15).
CFz
PEC ﬁ\

PCL
3
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Figura suplementar 17 — Curvas de DSC da CFZ (clofazimina) e dos excipientes Span60
(monoestearato de sorbitano), Span80 (monooleato de sorbitano), Span85 (trioleato de
sorbitano), PLX188 (Pluronic®F68), PLX407 (Pluronic®F127), PVA (alcool polivinilico),
Tween80 (polissorbato 80), Ac.Oleico (4cido oleico), e Lecitina (fosfatidilcolina da soja).
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Tabela suplementar 1 — Valores de temperatura inicial (Tonset/°C), temperatura maxima
(Toico/°C) e variagdo de entalpia AH (J/g) obtidas através de analises de DSC.

A : DSC

mostra Tonset (°C) Tpico (°C) AH (Jig)
CFz 223 224 -71
PEC 225/240/261 231/245/274 -55/-206/-35
PCL 62 65 -130
PLA 46 54 -7
PLGAS50:50 40/288/334 43/ 283/360 -3/ -43/-86
PLGA75:25 52/343 57/363 -7/-817
PLGA85:15 55/345 58/362 -7/-973
Span60 52 55 -141
Span80 - - -
Span85 - - -
PLX188 51 54 -151
PLX407 55 57 -151
PVA 182 192 -24
Tween80 - - -
Ac Oleico - - -
Lecitina - - -

CFZ = clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato),PCL = poli-e-caprolactona, PLA = poli(D,L-
lactideo), PLGA 50:50 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo  50:50,
PLGA 75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25, PLGA 85:15 =
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15, Span60 = monoestearato de sorbitano,

Span80 = monooleato de sorbitano, Span85 = ftrioleato de sorbitano, PLX188
Pluronic®F68, PLX407

= Pluronic®F127,

PVA = alcool

polivinilico, Tween80

polissorbato 80, Ac.Oleico = &cido oleico, e Lecitina = fosfatidilcolina da soja.
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Figura suplementar 18 - DTG da CFZ (clofazimina) e os polimeros PEC (poli(etileno
carbonato)), PCL(poli-e-caprolactona), PLA (poli(D,L-lactideo)), PLGA50:50 (poli(D,L-
lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo  50:50), PLGA75:25  (poli(D,L-lactideo-co-
glicolideo)-alquil ester terminal 75:25) e PLGA85:15 (poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster

terminal 85:15).
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Figura suplementar 19 — DTG da CFZ (clofazimina) e o0s excipientes Span60

(monoestearato de sorbitano), Span80 (monooleato de sorbitano), Span85 (trioleato de
sorbitano), PLX188 (PIuron,ic®F68), PLX407 (PIuronic®F127), PVA (alcool polivinilico) ,
Tween80 (polissorbato 80), Ac.Oleico (acido oleico), e CFZ-Lecitina (fosfatidilcolina da soja).
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Tabela suplementar 2 — Dados de temperatura inicial (To.set ) € percentual de perda de
massa da curva de termogravimética (TG) e temperatura do pico (T,ic) da derivada da curva
termogravimética (DTG) da clofazimina, polimeros e excipientes.

TG DTG
0,
Amostra Tonset/c'C s E]ear:saade Tpicoloc
CFz 325 30 320
PEC 218 98 220
PCL 386 98 410
PLA 261 91 293
PLGA50:50 306 97 374
PLGA75:25 341 94 370
PLGA85:15 347 97 341
Span60 368 91 411
Span80 358 99 416
Span85 375 95 409
PLX188 356 98 384
PLX407 223 98 254
PVA 292 90 323
Tween80 395 94 414
Ac.Oleico 232 102 259
Lecitina 319 85 326

CFZ = clofazimina, PEC = poli(etileno carbonato), PCL = poli-e-caprolactona, PLA =
poli(D,L-lactideo), PLGA 50:50= poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo 50:50,
PLGA 75:25 = poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-alquil ester terminal 75:25, PLGA 85:15 =
poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster terminal 85:15, Span60 = monoestearato de sorbitano,
Span80 = monooleato de sorbitano, Span85 = trioleato de sorbitano, PLX188
Pluronic®F68, PLX407 = Pluronic®F127, PVA = Jdlcool polivinilico, Tween80
polissorbato 80, Ac.Oleico = acido oleico, e Lecitina = fosfatidilcolina da soja.
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Figura suplementar 20 - Espectro de FTIR da clofazimina (CFZ) e os polimeros PEC
(poli(etileno carbonato)), PCL (poli-e-caprolactona), PLA (poli(D,L-lactideo)), PLGA50:50
(poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-lactideo:glicolideo 50:50), PLGA75:25(poli(D,L-lactideo-co-
glicolideo)-alquil ester terminal 75:25) e PLGA85:15 (poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-éster
terminal 85:15).
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Figura suplementar 21 - Espectro de FTIR da clofazimina (CFZ) e os excipientes: Span60
(monoestearato de sorbitano), Span80 (monooleato de sorbitano), Span85 (trioleato de
sorbitano), PLX188 (Pluronic®F68), PLX407 (PIuronic®F127), PVA (&lcool polivinilico),
Tween80 (polissorbato 80), Ac.Oleico (4cido oleico) e Lecitina (fosfatidilcolina da soja).
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