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Resumo: A tuberculose (TB) é uma doenga infectocontagiosa causada pelo Mycobaterium
tuberculosis. Atualmente a terapia da TB utiliza principalmente a via oral de administragdo, que
apresenta limitagbes como baixa biodisponibilidade, eventos adversos graves e longo tempo de
tratamento. O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas para administracdo pulmonar pode
oferecer vantagens no tratamento, sendo possivel a entrega do farmaco no local de acdo e a
vetorizagdo dos macrofagos alveolares. O objetivo geral do presente trabalho é o desenvolvimento de
nanoparticulas de poli(etileno carbonato) contendo clofazimina (CFZ) para adminsitragcdo pulmonar,
tendo o macréfago como célula-alvo no tratamento da TB. Estudos de analise térmica foram
realizados para avaliar a interacdo e compatibilidade da clofazimina (CFZ) com possiveis matérias-
primas que podem ser usadas no preparo de nanoparticulas. Amorfizagao e solubilizagdo do farmaco
por polimeros e tensoativos foram observadas, e devem ser confirmadas por analises
termogravimétricas e por espectrometria no infravermelho. As formulagées de nanocapsulas com
farmaco apresentaram tamanho médio entre 237-286 nm, Pdl 0,16-0,19 e eficiéncia de encapsulagao
(EE) de 65%. As nanoesferas com farmaco apresentaram tamanho médio ente 196-438 nm, Pdl 0,43-
0,30 e EE 46,85-53,95%. As nanocapsulas apresentaram maior EE, portanto serdo secadas por

liofilizagao para a obtencéo de po6 inalavel para administragao pulmonar.
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Introducgao ‘

A tuberculose (TB) € uma doenga infectocontagiosa causada pelo
Mycobaterium tuberculosis, também conhecido como Bacilo de Koch (BK). A
transmissdo ocorre principalmente pelo ar, sendo o pulm&o o principal 6rgao
acometido pela doenga (SOUZA; VASCONCELOQOS, 2005). Aproximadamente 80%
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dos casos de TB apresentam a forma pulmonar da doenga (PANDEY; KHULLER,
2005).

A TB afeta milhdes de pessoas por ano, com incidéncia mundial de 10,4
milhdes e 1,4 milhdes de mortes em 2015 (WHO, 2016). O Brasil registra
anualmente aproximadamente 69 mil novos casos e 4.500 obitos (BRASIL., 2017;
SOUZA; VASCONCELOS, 2005).

A clofazimina (CFZ) é um antibiético derivado de riminofenazina, sintetizado
pela primeira vez em 1957 para o tratamento de tuberculose (BARRY et al., 1957).
Ela apresenta atividade bactericida contra cepas de TB multi-droga resistentes
(MDR) in vitro e in vivo (TANG et al., 2015), mas, por ser altamente lipofilica, sua
biodisponibilidade por via oral é limitada a aproximadamente 40% (CHAVES, L. L. et
al., 2018; ZHANG et al., 2017).

Atualmente o tratamento da TB € administrado principalmente pela via oral e
requer a combinagcdo de mais de um farmaco por um longo periodo de tempo
(ROSSETTI et al., 2002). A via de administragao oral possui limitagdes relacionadas
a chegada do farmaco no pulméo, devido a baixa biodisponibilidade no local da
infeccdo (PHAM et al., 2015). Diante dessas limitagdes, a utilizagdo de novas vias de
administragao pode ser utilizada para otimizacao da terapia (GARCIA, 2014).

A via de administragdo pulmonar € uma estratégia utilizada para aumento da
concentragao de farmacos no pulmao (KUZMOV; MINKO, 2015; PHAM et al., 2015).
Como alternativa para as formulagdes de administragdo pulmonar, a nanotecnologia
pode oferecer vantagens ao tratamento da TB (PHAM et al., 2015). Sistemas
nanotecnoldégicos podem melhorar a biodisponibilidade do farmaco, reduzir efeitos
colaterais e toxicidade do farmaco, ja que o direcionamento local aos pulmdes pode
reduzir a dose e frequéncia da posologia (NASIRUDDIN et al., 2017).

Nanoparticulas (NPs) poliméricas tem sido utilizadas para o encapsulamento
de farmacos lipossoluveis e com baixa biodisponibilidade por via oral (CHAVES, L. L.
et al., 2018). O poli(etileno carbonato) (PEC) é um polimero biodegradavel utilizado
em formulagdes de liberagdo controlada para o direcionamento de infeccbes em
macrofagos (BOHR et al., 2016). Este polimero apresenta caracteristicas de

degradacao superficial liberando de forma gradativa o farmaco incorporado na matriz
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polimérica (BOHR et al., 2017). A utilizagcdo do PEC em nanoparticulas contendo os
farmacos utilizados na terapéutica da TB podera direcionar o tratamento aos
macrofagos.

O objetivo do presente trabalho € o desenvolvimento e caracterizagao fisico-
quimica de nanoparticulas de poli(etiieno carbonato) contendo CFZ para
administracdo pulmonar, através da vetorizagdo do macréfago, célula alvo no

tratamento da TB.

Material e Métodos
Os materiais utilizados foram: clofazimina (CFZ), poli(etileno carbonato)

QPAC®25 (PEC), policaprolactona (PCL), poli(D,L-lactico) (PLA), poli(D,L-lactico-co-
glicdlico) - lactideo glicéide (50:50) (PLGAS0:50), poli(D,L-lactico-co-glicolico)-alquil
éster terminal (75:25) (PLGAT75:25), poli(D,L-lactico-co-glicdlico)-ester terminal
(PLGA85:15), alcool polivinilico P.S (PVA), Pluronic®F127 (PLX407), Pluronic®F68
(PLX188), Tween®80 (polissorbato 80), Span®60 (monoestearato de sorbitano),
Span®80 (monooleato sorbitano), Span®85 (trioleato de sorbitano), acido oleico,
Lipoid®S100 (fosfatidilcolina de soja).

O estudo de pré-formulacdo foi realizado por analise de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) da CFZ e das misturas binarias (1:1 p/p). As curvas de
DSC foram obtidas pelo equipamento DSC-60A — Differential Scanning Calorimeter
(Shimadzu®, Japdo). Neste estudo foram incluidos os excipientes PEC, PCL,PLA,
PLGA50:50, PLGA75:25,PLGA85:15, PVA, PLX407, PLX188, Tween®80, Span®60,
Span®80, Span®85, acido oleico e Lipoid®S100. As amostras foram colocadas em
cadinho de aluminio e a analise realizada na faixa de temperatura de 25 a 400 °C,
com taxa de aquecimento de 10 °C/min. As analises foram realizadas sob fluxo de
50 mL/min de atmosfera de nitrogénio (N).

As nanoparticulas foram preparadas através do método de nanoprecipitacéo
(FESSI et al., 1989). A fase organica foi vertida lentamente em fase aquosa, sob
agitacdo magnética. O solvente organico foi removido e a amostra concentrada sob
pressao reduzida, utilizando rotaevaporador. As formulagdes com menor tamanho de

particula e monodispersa foram avaliadas quanto a eficiéncia de encapsulagéo.
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A avaliagdo do didmetro médio e indice de polidispersibilidade (Pdl) foi

realizada pela técnica de espalhamento dindmico de luz, ou dynamic light scattering
(DLS). O equipamento utilizado para analise foi o Zetasizer Nano S (Malvern).

A eficiéncia de encapsulagao foi avaliada utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid Chromatography) para quantificacéo
do farmaco total e farmaco encapsulado.

A técnica de ultrafiltragdo, com auxilio do dispositivo Amicon® de 100 kDa, foi
utilizada para a separagao entre as NPs e o farmaco livre. Apds quantificagdo em
HPLC do farmaco total e do farmaco encapsulado. A eficiéncia de encapsulagao foi
calculada conforme equacao:

Quantidade de farmaco encapsulado

QEE = x 100
° Quantidade total de farmeaco incorporade

Resultados e Discussao ‘

- Estudo de pré-formulagao

O DSC tem sido utilizado para analise de compatibilidade entre farmaco-
excipiente em produtos farmacéuticos, pela escolha de indicadores especificos de
interagcdo (CHADHA; BHANDARI, 2014; GAO et al., 2015). A analise é realizada
avaliando alteragcdes que podem ocorrer nos eventos endotérmicos, exotérmicos ou
na variagdo de entalpia, sugerindo uma possivel interagdo (ABBAS et al., 2008;
KAUR et al., 2016).

A CFZ apresentou um pico endotérmico com Tyico €m 224,04 °C e energia de
entalpia (AH) de -70,69 J/g. A curva endotérmica de fusdo apresentou pico agudo,
geralmente indicativo de fase solida pura (BOLLA; NANGIA, 2012). A temperatura de
fusdo da CFZ encontrada neste trabalho (224 °C) ja foi descrita anteriormente a
partir da utilizagcdo dos mesmos parametros de analise (CHAVES, L. L. et al., 2018)
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Dados DSC - Farmaco e misturas binarias (1:1 p/p)

R DSC
mostra Toneed°C Tpicol’C AH (Jig)
CFZ 222,87 224,04 70,69
CFZ-PEC 213,76/ 225,58 215,96/ 228,69 66,35/ -159,36
CFZ-PCL - - ;
CFZ-PLA 221,87 224,27 -0,54
CFZ-PLGA5050 221,91 223,69 54,89
CFZ-PLGA7525 218.4 220,64 8,75
CFZ-PLGA8515 220,56 22278 22,74
CFZ-SPAN60 - - ;
CFZ-SPAN8O - - ;
CFZ-SPANSS5 - - ;
CFZ-PLX188
CFZ-PLX407 - - ;
CFZ-PVA 223,21 224,63 17,74
CFZ-TWEENgO - - ;
CFZ-ACOLEICO - - ;
CFZ- LIPOIDS100 213,98 217,77 51,12

Fonte: Elaborada pelo autor.

O pico da CFZ aparece em maior intensidade nas misturas binarias CFZ-
PLGA50:50, CFZ-PLGA75:25, CFZ-PLGA 85:15. Ja para as demais misturas
binarias os picos de fusdo da CFZ sdo menos pronunciados ou inexistentes. As
curvas de DSC das misturas binarias contendo PLGA50:50 e PLGA85:15 combinam
as caracteristicas das curvas de DSC de cada componente avaliado (BALESTRIERI
et al., 1996). Portanto, estes s&o os polimeros que apresentam menor interagdo com
a CFZ.

Nas misturas binarias contendo CFZ-Span60, CFZ-Span80 e CFZ-Span85,
CFZ-PLX188, CFZ-PLX407 e CFZ-Tween80 nao foi possivel observar o pico do
farmaco, o que segure a solubilizacdo do farmaco nos tensoativos (CHAVES, LUISE
L. et al., 2018; KAWAKAMI, 2018). A mistura CFZ-AcOleico também solubilizou o
farmaco, e por esta razdo nao foram observados picos no termograma. A
solubilizacdo pode ser considerada uma interacdo positiva no preparo de
nanoparticulas poliméricas.

O PVA apresentou capacidade de solubilizagdo da CFZ, sendo que a maior
parte do farmaco interagiu com este excipiente. Em concordancia com os resultados
encontrados neste trabalho, incompatibilidades entre CFZ e PVA nao foram
observadas durante o estudo por DCS de formulagdes de nanoparticulas de PLGA
contendo CFZ (CHAVES, L. L. et al., 2018).
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A partir dos resultados de DSC € possivel sugerir a ocorréncia de possiveis
interacbes entre o farmaco e os excipientes testados. A confirmacdo dessas
interacbes deve ser feita utilizando técnicas analiticas complementares, como
analise termogravimétrica (TG) e espectroscopia de infravermelho (FTIR). Os
resultados das analises utilizando as técnicas complementares descritas ainda estao
sendo avaliados para melhor distinguir entre os eventos observados por DSC.

- Desenvolvimento e caracterizagao das nanoparticulas

A partir de testes com diferentes concentragdes de excipientes, nanocapsulas
(Tabela 2) e nanoesferas (Tabela 3) de PEC foram preparadas e avaliadas quanto ao
diametro médio e Pdl.

Nanocapsulas sdo compostas por um revestimento polimérico e nucleo oleoso
e nanoesferas possui estrutura formada por uma matriz polimérica (SCHAFFAZICK
et al., 2003). Neste trabalho, a diferenca entre formulagdes baseou-se na presenca
do 6leo de soja, que é responsavel pelo nucleo oleoso das nanacapsulas, e na
utilizacdo da acetona como solvente organico para solubilizar este excipiente. Os

resultados de didametro médio e Pdl sdo demonstrados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 2 - Formulacdao Nanocapsulas

Formulagoes PEC Span 80 Oléo de Soja ACN Acetona  Tween80 PLX407 Agua
E1-NC 100mg 38mg 180mg 17mL 10mL 77mg - 54mL
E3 -NC 100mg 77mg 180mg 17mL 10mL 77mg - 54mL
E5 - NC 100mg 38mg 180mg 17mL 10mL - 77mg 54mL
E7 - NC 100mg 77mg 180mg 17mL 10mL - 77mg 54mL

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 3 - Formulagdo Nanoesferas

Formulagoes PEC Span 80 Oléo de Soja ACN Acetona Tween80 PLX407 Agua
E2 - NE 100mg 38mg - 27mL - 77mg - 54mL
E4 - NE 100mg 77mg - 27mL - 77mg - 54mL
E6 - NE 100mg 38mg - 27mL - - 77mg 54mL
E8 — NE 100mg 77mg - 27mL - - 77mg 54mL

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 4 - Diametro médio e Pdl - Nanocapsulas brancas

Formulagoes Diametro médio (nm) PDI
E1-NC 380,3+3,5 0,16+0,04
E3 -NC 256,5+7,7 0,21£0,02
E5-NC 188,614,1 0,16+0,07
E7 -NC 184,245,3 0,14+0,13

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 5 - Diametro médio e Pdl - Nanoesferas brancas

Formulagoes Diametro médio (nm) PDI
E2 - NE 202,616,2 0,58+0,03
E4 - NE 295,9+0,5 0,89+0,01
E6 - NE 164,3+3,8 0,05+0,03
E8 - NE 164,9+5,7 0,10+0,03

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apés 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
formulagcdo contendo o farmaco. As formulacbes de nanocapsulas selecionadas
foram E5 e E7 e de nanoesferas E6 e E8. Na formulagdo contendo o farmaco todas
as proporgdes foram mantidas e foram incluidos na fase organcia 5 mg de CFZ.

As formulagdes contendo o farmaco foram avaliadas quanto a eficiéncia de

encapsulacao do farmaco (EE) (Tabela 6).

Tabela 6 - Formulagdées com CFZ e EE

Formulagoes Diametro médio (nm) PDI EE (%)
E5- NC-CFZ 237,07+£12,3 0,16+0,06 65,13
E7 - NC-CFZ 210,2+3,0 0,16+0,02 65,70
E6 - NE-CFZ 438,3+8,4 0,43+0,06 53,95
E8 - NE-CFZ 196,1£10,9 0,30+0,03 46,85

Fonte: Elaborada pelo autor.

A CFZ é um farmaco extremamente lipossoluvel, sendo assim possui
afinidade pelo oléo da fase orgénica utilizada no preparo da nanocapsula. Devido a
afinidade do farmaco ao o6leo que fica internamente na particula, foi possivel
observar maior EE para as nanocapsulas. A formulagcao de nanocapsula E7A, apesar
de boa EE, ndo apresentou estabilidade, o que foi observado pela separacdo de
fases apds o preparo.

As nanoesferas apresentaram grande aumento no diametro médio e Pdl, e a
EE foi menor comparada as nanocapsulas. A EE para as nanoesferas foi menor, pois
o farmaco nessa estrutura fica adsorvido na matriz polimérica, que nao foi capaz de
adsorver boa quantidade do farmaco.

A formulagdo contendo farmaco que obteve melhor resultado de diametro
meédio, Pdl e eficiéncia de encapsulagao foi a formulagao E5A. Esta formulacéo sera
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utilizada para a secagem por liofilizagdo, com o objetivo de obter um pd para

administragcao pulmonar.

Consideragoes Finais
Pelas anadlises de DSC foi possivel observar que o farmaco sofreu

amorfizagdo na presenca dos polimeros PCL e PLA. Os polimeros PLGA50:50,
PLGA7525 e PLGA8515 foram os que apresentaram menor interagdo com o
farmaco. Os tensoativos e o acido oleico solubilizaram o farmaco, sendo esta um
interagcéo positiva para o preparo de nanoparticula. A solubilidade da CFZ no éleo e
nos tensoativos podera contribuir para encapsulagdo do farmaco nas formulagdes.
As possiveis interagdes observadas na analise de DSC poderao ser confirmadas
através dos dados obtidos nas andlises de TG e FTIR.

Diferentes nanoesferas e nanocasulas foram estudadas durante o
desenvolvimento da formulagdo. Como as nanocapsulas apresentaram maior
eficiéncia de encapsulacdo do que as nanoesferas, elas serdo secadas por
liofilizagado para a obtengado de um pé inalavel.
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