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RESUMO

As doengas tropicais negligenciadas representam um grande desafio de saude publica,
especialmente em paises em desenvolvimento como o Brasil. Entre essas doengas, a hanseniase
se destaca pelo impacto historico, social e econdomico, além do estigma associado aos pacientes.
A clofazimina (CLF), um dos farmacos usados no tratamento da hanseniase, enfrenta desafios
como baixa solubilidade em agua, biodisponibilidade limitada e efeitos adversos, incluindo
pigmentacdo da pele e desconfortos gastrointestinais. As dispersdes solidas amorfas (DSAs)
sa0 uma estratégia eficaz para solubilizar farmacos com baixa solubilidade em agua. Nessa
abordagem, o farmaco ¢ disperso molecularmente em uma matriz polimérica na forma amorfa,
0 que aumenta sua solubilidade e taxa de dissolu¢do. Essa tecnologia representa uma alternativa
promissora para otimizar a eficdcia e a seguranga dos tratamentos. Este estudo investiga a
eficacia de diferentes métodos de obtencao de DSA contendo CLF, bem como a capacidade de
amorfizagdo em diferentes drug loadings, ¢ avalia seus perfis de dissolugdo sob diferentes
condi¢des de pH. Os métodos de evaporacao de solventes e quench-cooling foram explorados,
para DSAs preparadas com os polimeros hidroxipropilmetilcelulose-ftalato (HPMCP) e
Soluplus®. Os sistemas resultantes (HPMCP-CLF ou SLP-CLF) foram caracterizados quanto
a solubilidade, estado amorfo e perfis de dissolugao. A analise espectroscopica de infravermelho
e de difracdo de raios-X confirmou a dispersao amorfa de CLF na matriz polimérica, enquanto
os ensaios de dissolu¢cdo demonstraram um aumento significativo na solubilidade da CLF. Para
as DSAs obtidas pelo método quench-cooling em pH 1,2, os sistemas de HPMCP com 10% e
50% de drug loading apresentaram Cmax de 22,9 e 21,9 pg/mL, respectivamente. No pH 6,8, os
mesmos sistemas mostraram Cmax de 191,7 e 89,9 pg/mL, respectivamente. As DSAs de
Soluplus com 10% e 30% apresentaram Cmax de 30,8 e 28,4 ng/mL em pH 1,2, e 102,9 pg/mL
e 119,7 ug/mL em pH 6,8. Ja para as DSAs obtidas por evaporagao de solventes, em pH 1,2, os
sistemas de HPMCP com 10% e 50% apresentaram Cpax de 12,7 e 35 pg/mL, respectivamente,
enquanto o sistema baseado em SLP apresentou Cmax de 21,6 pg/mL. Em pH 6,8, os sistemas
de HPMCP com 10% e 50% apresentaram Cmsx de 124,9 e 103,2 ng/mL, respectivamente, € o
sistema de SLP apresentou Cmiax de 60,1 pg/mL. Os resultados destacam que as dispersoes
obtidas pelo método quench-cooling apresentaram maior eficiéncia na amorfizagao do farmaco,
permitindo a incorporagdo de drug loadings mais elevados em comparacdo ao método de
evaporagao de solventes. Além disso, 0o HPMCP mostrou-se o polimero mais eficaz na interagao
com o farmaco, alcancando também os maiores niveis de drug loading. Por outro lado, embora
o SLP ndo apresente interagdes moleculares significativas com a CLF, os sistemas preparados
com esse polimero exibiram, de modo geral, um excelente desempenho na dissolu¢do. Em
alguns casos, foram alcancadas concentracdes até 100 vezes superiores a concentragdo de
saturacao (Cs) da CLF em pH 1,2 e 300 vezes superiores a Csem pH 6,8.

Palavras-chave: clofazimina; dispersao soélida amorfa; evaporacdo de solventes; fusdo;
supersaturagao.



ABSTRACT

Neglected tropical diseases represent a significant public health challenge, particularly in
developing countries such as Brazil. Among these diseases, leprosy stands out due to its
historical, social, and economic impact, as well as the stigma associated with affected patients.
Clofazimine (CLF), one of the drugs used in the treatment of leprosy, faces challenges such as
low water solubility, limited bioavailability, and adverse effects, including skin pigmentation
and gastrointestinal discomfort. Amorphous solid dispersions (ASDs) are an effective strategy
for solubilizing poorly water-soluble drugs. In this approach, the drug is molecularly dispersed
within a polymeric matrix in an amorphous form, enhancing its solubility and dissolution rate.
This technology represents a promising alternative to optimize the efficacy and safety of
treatments. This study investigates the efficacy of different methods for obtaining ASDs
containing CLF, as well as their amorphization capacity at different drug loadings, and evaluates
their dissolution profiles under varying pH conditions. The solvent evaporation and quench-
cooling methods were explored for ASDs prepared with the polymers hydroxypropyl
methylcellulose phthalate (HPMCP) and Soluplus®. The resulting systems (HPMCP-CLF or
SLP-CLF) were characterized in terms of solubility, amorphous state, and dissolution profiles.
Infrared spectroscopy and X-ray diffraction analyses confirmed the amorphous dispersion of
CLF within the polymeric matrix, while dissolution assays demonstrated a significant increase
in CLF solubility. For ASDs obtained via the quench-cooling method at pH 1.2, HPMCP
systems with 10% and 50% drug loading exhibited Cmax values of 22.9 and 21.9 ng/mL,
respectively. At pH 6.8, the same systems presented Cmax values of 191.7 and 89.9 pg/mL,
respectively. Soluplus-based ASDs with 10% and 30% drug loading exhibited Cmax values of
30.8 and 28.4 ng/mL at pH 1.2, and 102.9 pg/mL and 119.7 pg/mL at pH 6.8, respectively. For
ASDs obtained via the solvent evaporation method at pH 1.2, HPMCP systems with 10% and
50% drug loading showed Cmax values of 12.7 and 35 pg/mL, respectively, while the Soluplus-
based system exhibited a Cmax of 21.6 pg/mL. At pH 6.8, HPMCP systems with 10% and 50%
drug loading presented Cmax values of 124.9 and 103.2 pg/mL, respectively, while the
Soluplus-based system reached a Cmax of 60.1 pg/mL. The results highlight that dispersions
obtained via the quench-cooling method demonstrated higher efficiency in drug amorphization,
enabling the incorporation of higher drug loadings compared to the solvent evaporation method.
Furthermore, HPMCP proved to be the most effective polymer in interacting with the drug, also
achieving the highest drug loading levels. On the other hand, although SLP did not exhibit
significant molecular interactions with CLF, the systems prepared with this polymer generally
demonstrated excellent dissolution performance. In some cases, concentrations up to 100 times
higher than CLF’s saturation concentration (Cs) at pH 1.2 and 300 times higher than Cs at pH
6.8 were achieved.

Keywords: clofazimine; amorphous solid dispersion; solvent evaporation; melting;
supersaturation.
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1 INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) representam um conjunto significativo de
desafios de saude publica, especialmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde
a desigualdade social e a falta de infraestrutura basica exacerbam a disseminacdo dessas
enfermidades. Entre as DTNs, a hanseniase destaca-se devido ao seu impacto historico, social
e econdmico, ¢ a estigmatizacdo dos pacientes afetados. A hanseniase, por muito tempo
conhecida como “lepra”, ¢ causada pelo bacilo Mycobacterium leprae e caracteriza-se por
lesdes na pele e nos nervos periféricos, podendo levar a deformidades fisicas e incapacidades
permanentes se nao tratada adequadamente (White; Franco-Paredes, 2015).

Historicamente, a hanseniase tem sido uma das doengas mais estigmatizadas, com
implicagdes sociais que resultaram em exclusdo e discriminacao dos pacientes. Apesar dos
avancos no tratamento e na compreensao da doenga, o estigma associado a hanseniase ainda
persiste, dificultando o diagnéstico precoce e o tratamento eficaz. No Brasil, a hanseniase
continua a ser um problema de satde publica significativo, com milhares de novos casos
diagnosticados a cada ano, principalmente em regides mais pobres € com acesso limitado aos
servigos de saude (Ministério da Saude, 2017).

No contexto do tratamento da hanseniase, a poliquimioterapia (PQT), composta pelos
farmacos clofazimina (CLF), dapsona (DAP) e rifampicina (RIF), tem sido a abordagem
recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) desde 1982 (Organizagdo Mundial
da Satde, 2004). A PQT tem demonstrado eficdcia na redu¢do da carga bacteriana e na
interrupcao da transmissdo da doenca. Dentre esses medicamentos, a CLF ¢ a que mais se
destaca por desafios relacionados a sua baixa solubilidade em agua e aos efeitos colaterais
adversos, como a descoloragdo da pele e secrec¢des. A solubilidade limitada da CLF compromete
sua biodisponibilidade oral, exigindo estratégias inovadoras para melhorar sua dissolucdo e
eficacia terapéutica (Schaad-Lanyi et al., 1987).

A baixa solubilidade de farmacos em dgua ¢ um desafio comum no desenvolvimento de
medicamentos, especialmente aqueles destinados a administracdo oral. A CLF, por ser
altamente lipofilica, possui uma solubilidade aquosa extremamente baixa, o que limita sua
absor¢do no trato gastrointestinal (TGI) e, consequentemente, sua eficacia terap€utica. Diversas
abordagens tém sido exploradas para melhorar a solubilidade de farmacos hidrofobicos,
incluindo a utilizagdo de sistemas de liberagdo modificados e a incorporacdo em matrizes

poliméricas.
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As dispersodes solidas amorfas (DSAs) emergem como uma solugdo promissora para
contornar os problemas de solubilidade de farmacos hidrofébicos como a CLF. As DSAs sdo
sistemas nos quais o farmaco estd disperso em uma matriz polimérica na forma amorfa,
proporcionando uma maior taxa de dissolu¢ao e, consequentemente, uma melhor absor¢ao no
TGI. A forma amorfa do fArmaco possui uma energia livre maior comparada a forma cristalina,
resultando em uma solubilidade aumentada. Além disso, a matriz polimérica pode estabilizar a
forma amorfa do farmaco, prevenindo sua recristalizagdo e mantendo sua alta solubilidade ao
longo do tempo (Hancock; Parks, 2000a).

A obtencao de DSAs pode ser realizada por diversos métodos, como a evaporacao de
solventes e o quench-cooling, cada um com suas vantagens e limitacdes. A escolha do método
de obtenc¢ao influencia diretamente as propriedades fisicas e quimicas da dispersao solida, bem
como sua eficacia terap€utica. Métodos como a evaporagado de solventes, na maioria dos casos,
permitem a obtencdo de DSAs com boas propriedades de dissolucdo, enquanto técnicas como
0 quench-cooling permitem uma distribui¢do homogénea do farmaco em sua forma amorfa na
matriz polimérica, refletindo em maior solubilidade.

Esta dissertacdo tem como objetivo investigar a eficacia de diferentes métodos de
obtencdo de DSAs contendo CLF, bem como a capacidade de amorfizagdo em diferentes drug
loadings, e avaliar seus perfis de dissolugdo sob diferentes condi¢cdes de pH. A pesquisa visa
ampliar o entendimento sobre o desenvolvimento de DSAs de CLF, contribuindo para a
melhoria das terapias disponiveis para a hanseniase. Além disso, a caracterizagao fisico-quimica
das DSAs e a andlise dos perfis de solubilidade cinética fornecerdo insights valiosos sobre a
interacao entre o fArmaco e os polimeros utilizados, bem como sobre a estabilidade do sistema
amorfo. A investigagdo desses sistemas tem potencial contribuicao para o desenvolvimento de
novos tratamentos mais eficazes para a hanseniase. Ao explorar métodos inovadores para
melhorar a solubilidade e, posteriormente, a biodisponibilidade da CLF, esta pesquisa pode
ampliar a compreensao acerca da aplicagdo das DSAs de CLF como alternativa ao tratamento

da hanseniase, doeng¢a que continua a ser um grande desafio para a satide global.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a eficacia de diferentes métodos de obtengdo de dispersdes solidas amorfas

contendo clofazimina e avaliar seus perfis de dissolucao sob diferentes condi¢des de pH, com
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o intuito de ampliar o entendimento sobre o desenvolvimento de dispersdes solidas amorfas de

clofazimina.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a eficicia dos métodos de quench-cooling e evaporagdo de solventes na
obten¢do de DSAs de CLF, considerando a miscibilidade do farmaco com os polimeros
HPMCEP e Soluplus.

2. Caracterizar as DSAs obtidas por meio de analises de espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), microscopia de luz polarizada e difra¢ao de raios-
X (PDRX) para identificar intera¢des especificas entre CLF e os polimeros, bem como
a amorfizac¢ao no estado solido.

3. Determinar a solubilidade de equilibrio do farmaco nos meios de dissolu¢do ¢ em
diferentes solventes organicos.

4. Realizar ensaio de dissolucdo sob condi¢ao non-sink dos sistemas obtidos e determinar
os parametros de dissolu¢do (Cmax, Tmax € AUC) das DSAs, bem como evidenciar o
perfil de solubilidade cinética do farmaco a partir das DSAs, sob condi¢des de pH 1,2 ¢
6,8 para comparar a eficacia dos métodos de obtencao em diferentes ambientes (acido e
basico).

5. Identificar a influéncia da carga de fArmaco nas DSAs e sua relacdo com a liberacao do

farmaco em diferentes condi¢des de pH.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

"Hoje, a nacdo do Brasil lidera o Hemisfério Ocidental em termos do nimero de seus
cidadaos vivendo com doencas tropicais negligenciadas. Essas doencas continuam a
aprisionar os '20 milhdes mais pobres’ do Brasil na extrema pobreza™.

(Hotez & Fujiwara, 2014).

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um subconjunto de doencas
infecciosas, que compartilham de aspectos importantes. Um deles, é o fato de predominarem
nos tropicos, onde paises menos desenvolvidos estdo mais concentrados, tendo em vista que
muitas das DTNs sdo em parte atribuiveis ao acesso inadequado a dgua potavel, saneamento e
moradia. Outro aspecto em comum as DTNs é a negligéncia sofrida por financiadores,
pesquisadores e governantes (Feasey et al., 2010). Segundo dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 1,59 bilhdo de pessoas, em 149 paises, estdo infectadas com uma ou mais dessas
doencgas, 0 que representa aproximadamente 20% da populacdo mundial (Organiza¢do Mundial
da Saude, 2022). A maioria dos casos estdo concentrados no continente africano (Figura 1).

Figura 1 — Distribuigdo global das DTNs.
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Fonte: Extraido de (Molyneux; Hotez; Fenwick, 2005).
As doencas negligenciadas resultam do subdesenvolvimento e prevalecem entre pessoas

em condicbes de pobreza. Elas contribuem significativamente para a manutencdo da
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desigualdade social e das iniquidades em salde, representando um entrave ao desenvolvimento
econdmico e social dos paises afetados. Exemplos de doengas negligenciadas incluem dengue,
doenca de Chagas, esquistossomose, hanseniase, leishmaniose, malaria e tuberculose.

O Brasil concentra a maior parte das DTNs na América Latina e Caribe (ALC) (Hotez;
Fujiwara, 2014). A esquistossomose, leishmaniose visceral, leptospirose e hanseniase s&o
responsaveis, cada uma, por aproximadamente 90% da carga de doenca na ALC, considerando
0s anos de vida perdidos ajustados por incapacidade (DALY's) (Tabela 1) (Hotez; Fujiwara,
2014). As populacdes de maior risco incluem aquelas que vivem em areas empobrecidas do
Centro-Oeste, do Nordeste, da regido Amazonica, e as populacdes indigenas (Gadelha; Pereira;
Santos, 2019).

Tabela 1 — Carga das DTN no Brasil proporcional ao total da América Latina.

Doencga DALYs (%ALC)
Esquistossomose 96%
Leishmaniose visceral 93%
Leptospirose 92%
Hanseniase 86%
Dengue 40%
Leishmaniose cutanea 39%
Malaria 36%
Doenca de Chagas 25%
Helmintos intestinais 24%
Filariose linfatica 13%
Oncocercose 2%

Fonte: Adaptado de Hotez e Fujiwara (2014).

Nesse cenario, €& essencial adotar estratégias de prevencdo, campanhas de
conscientizacao e de investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D) para novas solucées
e tecnologias de controle, como farmacos, diagndsticos e vacinas. Essas iniciativas devem ser
destacadas como prioritérias pelas instituicdes académicas e do setor produtivo em salde do
Brasil, sendo coordenadas de modo a transformar descobertas cientificas em inovacGes por

meio de um esforco de desenvolvimento translacional e de produtos.

2.2 HANSENIASE: UMA BREVE HISTORIA
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“O leproso, que tem ferida, vestira roupas rasgadas, andara
descabelado, cobrira o labio superior e clamard: impuro, impuro.
Enquanto a ferida estiver nele, estara impuro; ele estard impuro; vivera

50, pois sua habitagdo sera fora da cidade.’

(Biblia, Levitico 13; 45-46).

A hanseniase, popularmente conhecida como "lepra", ¢ uma doenga milenar que carrega
uma conotagdo pejorativa, principalmente devido a sua associacdo aos castigos divinos
aplicados aos pecadores. Esta condi¢do de impureza (7zara ath, do hebreu) foi traduzida por
“lepra”, um termo associado a abominagao e a deformidade, que contribuiu para o estereotipo
que resultou na exclusdo e em problemas psicossociais das pessoas com hanseniase ao longo
da historia (Brasil. Ministério da Saude, 2002).

Por ser uma doenca muito antiga, existem diversas interpretacdes sobre sua origem.
Alguns autores defendem que a hanseniase ¢ originaria da Asia (Eidt, 2004), enquanto outros
defendem que a Africa pode ser considerada o continente onde a hanseniase teve sua origem
(Kurniawati, 2017). A teoria de que a lepra foi introduzida na Europa pelos Hebreus apos a
diaspora ¢ outro exemplo das diversas narrativas que cercam a origem e disseminagdo da
doenga.

Nas Américas, acredita-se que a hanseniase tenha chegado com os colonizadores
espanhois e portugueses € que o maior fator de expansdo da hanseniase no continente foi o
trafico de escravos (Vladmir; Opromolla, 2000). No Brasil, os primeiros casos da doenga foram
registrados em 1600, no Rio de Janeiro. Anos mais tarde, foi criado o primeiro lazareto, um
local destinado a abrigar pessoas com hanseniase, também conhecidas como lazarentos
(Kurniawati, 2017).

Ap0s a chegada da doenga em varios pontos da costa brasileira, a infec¢ao teria seguido
0 avango da colonizagdo rumo ao interior do pais, tornando-se um problema de satide publica
generalizado (Bechelli; Rotberg; Maurano, 1950). Anos depois, a luta contra a hanseniase
envolveu, primeiramente, a descrenca da ideia de hereditariedade e a énfase no contagio,
levando a proposta de confinamento compulsoério dos doentes em lazaretos como medida de
profilaxia. Figuras proeminentes, como Oswaldo Cruz, defenderam a necessidade de controle
do doente como fonte de propagacao da doenca. Isso culminou em iniciativas como o
confinamento dos hansenianos em ilhas e o estabelecimento de medidas de desinfeccao

domiciliar para combater a doenca (Queiroz; Puntel, 1997).
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O crescimento da doenga pelo pais foi acompanhado pelo medo do contdgio, da
incurabilidade, do peso do estigma associado e da severidade social imposta aos portadores da
doenca. Em alguns estados do Brasil, existiam leis que proibiam a passagem dos hansenianos,
sob pena de internagao (Bechelli; Rotberg; Maurano, 1950).

Apesar de ndo haver nenhuma lei no Brasil para a aplicacdo de medidas sistematicas de
segregacdo aos hansenianos, as pessoas com hanseniase enfrentavam restricdes em diversas
partes do pais: eram proibidos de lavar roupas em locais publicos, de entrar em cidades,
padarias, ou de tocar em alimentos expostos. Também nao podiam exercer profissdes que
envolvessem manuseio de alimentos ou roupas, especialmente a de agougueiros, a exemplo da
lei de 1848 em Minas Gerais. Eram impedidos de comer, dormir ou casar com pessoas
saudaveis, e ap0s sua morte, suas casas, moveis e roupas eram queimados, enquanto seus filhos
saudaveis eram cuidados pela comunidade ou levados para orfanatos, onde, também, sofriam
com os estigmas associados a doenca (Queiroz; Puntel, 1997).

A endemia provocada pela hanseniase ja existia ha cerca de trés séculos no Brasil, mas
pouco havia sido feito para conter sua disseminacdo Bechelli; Rotberg; Maurano, 1950). Foi no
século XX que surgiram as principais medidas legislativas para controle da doenga no Brasil: a
lei de isolamento obrigatorio no Rio de Janeiro em 1756, o regulamento de 1787 para o hospital
da Bahia, o isolamento obrigatorio no Para em 1838, a proibi¢ao de certas profissdes para
portadores da doenca em 1848, e a criagdao de hospitais-colonias em Sabara em 1883. Durante
esse periodo, vale destacar que a dificuldade em caracterizar devidamente a causa da doenca
abriu espago para o surgimento de mitos e crengas populares acerca da hanseniase. Foi apenas
em 1873, que o médico noruegués, Gerhard Armauer Hansen, identificou bacilo causador da
doenca (Mycobacterium leprae) conhecida como “lepra”, a qual teve seu nome trocado para
hanseniase em homenagem ao seu descobridor (Eidt, 2004).

Em 1912, o sanitarista Emilio Ribas, durante o I Congresso Sul-Americano de
Dermatologia e Sifiligrafia em 1912, destacou a importancia de medidas para o combate a
hanseniase, como a notificacdo compulsoéria, o tratamento rigoroso e o '"isolamento
humanitario" em hospitais-colonias que, além de abrigar os doentes, deveriam trabalhar na
profilaxia, incluindo o afastamento de filhos recém-nascidos saudaveis dos pais doentes e
assisténcia em educandarios. A ideia era a efetivacdo de uma agdo conjunta do Estado,
municipios e comunidade para resolver a questdo da hanseniase no pais, com destaque para o
envolvimento dos médicos sanitaristas Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro e Alfredo da Matta no

Amazonas (Eidt, 2004).
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Na década de 1940, as sulfonas foram introduzidas ao tratamento da hanseniase € o
controle da doenca passou a ser realizado sem necessidade de segregacao dos pacientes. Em
1954, o internamento compulsério de pessoas acometidas pela hanseniase foi abolido por lei no
Brasil e o tratamento passou a ser ambulatorial (Nogueira et al., 1995). Apesar do direito a sair
das institui¢des de longa permanéncia, implementado por lei, muitos doentes optaram por
permanecer nos "leprosarios" devido a falta de alternativas para reintegragdo na sociedade e ao
sustento limitado (Monteiro, 1987; Oliveira et al., 2014)

Nessa época, foram realizadas grandes mudancas nas politicas de controle e tratamento
da doenga, incluindo a mudanca do nome de lepra para hanseniase, a fim de reduzir o estigma
e promover a conscientizagdo sobre a doenga, enfatizando que ¢ curavel, de baixa
contagiosidade e contra a qual a maioria da populacdo tem defesas imunoldgicas naturais (Eidt,
2004).

E necessario compreender a histdria da hanseniase, desde sua origem até os dias atuais,
especialmente no contexto brasileiro, uma vez que o pais é o segundo mais afetado no mundo
pela doenca (Vladmir; Opromolla, 2000). Além das politicas de satde, ¢ fundamental
disseminar informacgdes sobre a doenca e os fatores que contribuem para o seu controle, a fim
de combater o estereotipo associado a hanseniase. Este conhecimento permite uma
compreensdo profunda das experiéncias e necessidades dos pacientes com hanseniase, que
frequentemente enfrentam discriminagdo e preconceito. Evidencia-se, assim, a importancia de
ndo apenas oferecer um tratamento que abranja os aspectos fisiopatologicos da doencga, mas
também os psicossociais, promovendo uma abordagem mais humanizada e eficaz no cuidado a

saude de pessoas negligenciadas ao longo da historia.

2.3 HANSENIASE: FISIOPATOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

"A hanseniase ndo provoca apenas lesoes nos nervos e na pele. Ela é incapacitante,
também, do ponto de vista moral e psicologico."

(José Augusto Nery)
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2.3.1 Fisiopatologia

A hanseniase ¢ uma doengca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae),
um bacilo intracelular que pode ser encontrado isoladamente ou em aglomerados no citoplasma
de macréfagos. A transmissdo ocorre através do contato direto e prolongado com pacientes
multibaciliferos sem tratamento, sendo as mucosas das vias aéreas superiores, principalmente
a nasal, as principais portas de entrada. A doenca ¢ de evolugdo cronica, afetando,
principalmente, os nervos periféricos, a pele, mucosas, ossos e articulagdes, o trato respiratorio
superior, € os olhos. As manifestacdes clinicas dependem da resposta imunologica da pessoa
infectada e podem ocorrer ap6s um longo periodo de incubagdo, de 2 a 7 anos. Em todo o caso,
o diagnostico e atendimento médico precoce sdo fundamentais para conter a evolucdo da
doenga, prevenindo, assim, danos aos nervos e deformidades nos membros (Virmond;
Grzybowski; Virmond, 2015).

Existem varias classificagdes para a hanseniase, baseadas em um ou mais critérios
clinicos, como as lesdes cutaneas, incluindo ntimero, caracteristicas, extensao, definicao das
margens e simetria; bacteriologico, referente a presenca ou auséncia do M. leprae; imunolégico,
pela imunorreatividade ao teste de Mitsuda; e histopatoldgico, relativo aos aspectos
microscopicos das lesdes (Yonemoto ef al., 2022).

A OMS langou uma classificacdo para simplificar o diagnostico € o tratamento dos
pacientes, baseada no ntimero de lesdes: sendo paucibacilares (PB) a forma mais simples da
doenca, aqueles com até 5 lesdes de pele, e multibacilares (MB), a forma mais grave, aqueles
com mais de 5 lesdes de pele. Quando a baciloscopia esta disponivel e o resultado ¢ positivo,
independentemente do nimero de lesdes, o caso ¢ considerado MB (Azulay, 2022).

O diagnostico da hanseniase envolve um exame clinico minucioso que comega com uma
anamnese detalhada, buscando identificar sinais dermatoneurologicos caracteristicos da doenga
e investigar a historia epidemiologica do paciente. A avaliacdo dermatoldgica ¢ crucial para
detectar as lesdes na pele que frequentemente apresentam alteragdes de sensibilidade. A
avaliacdo neurologica visa detectar neurites, paralisias e outras deformidades, destacando a
importancia da vigilancia constante para prevenir e tratar possiveis incapacidades fisicas
causadas pelo comprometimento dos nervos periféricos. A baciloscopia, embora complementar,
nao ¢ determinante para o diagnostico inicial, que ¢ eminentemente clinico, permitindo o inicio
imediato do tratamento, crucial para o controle da doenca e prevencao de suas complicagdes

(Freitas et al., 2015).
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Apesar das diretrizes consolidadas para diagnodstico e tratamento da hanseniase, as
respostas imunologicas observadas durante a doenca as vezes sdo empregadas para
complementar o diagnostico clinico. Um método molecular rapido utilizando a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase, conhecida do inglés pela sigla PCR, tem sido utilizada para

detectar o DNA do M. leprae, o que auxilia no diagnostico da doenga (Hungria et al., 2017).

2.3.2 Epidemiologia

A hanseniase pode atingir pessoas de todas as idades, sendo menos frequente em
criangas, ¢ de ambos os sexos. No entanto, hd uma incidéncia maior nos homens do que nas
mulheres. Quando o hospedeiro apresenta resisténcia ao bacilo, caracterizam-se os casos PB,
que abrigam um pequeno numero de bacilos no organismo, insuficiente para infectar outras
pessoas. Ja nos casos em que o bacilo se multiplica, quando o hospedeiro nido apresenta
resisténcia ao bacilo, hd maiores riscos de contaminagdo. Estes sdo os casos MB, que
contribuem para o aumento dos casos da doenga. Porém, a pessoa infectada, quando submetida
ao tratamento quimioterapico, ela deixa de ser transmissora da doenga, pois as primeiras doses
da medicacdo matam os bacilos, torna-os incapazes de infectar outras pessoas (Ministério Da
Saude, 2017).

Essa enfermidade configura uma grave questdo de satide publica, afetando diversos
paises ao redor do mundo, especialmente os menos desenvolvidos. Entre os fatores relevantes
aos niveis endémicos da doenca, os determinantes sociais, como as desigualdades estruturais
que afetam a satide em geral e a imunidade, além das condigdes precarias de vida e saude das
populagdes acometidas. Outro fator relacionado ¢ o elevado numero de pessoas convivendo em
um mesmo ambiente, favorecendo a proliferacdo da doenca (White; Franco-Paredes, 2015).

Em um estudo realizado em cinco ilhas da Indonésia, foi observado que domicilios com
mais de sete pessoas apresentaram uma incidéncia significativamente maior da doenca em
comparagao com aqueles que tinham quatro pessoas ou menos (Bakker ef al., 2006). No estado
do Par4, Brasil, onde a densidade populacional média nos domicilios ¢ alta (cerca de 4,1 pessoas
por domicilio), foi constatado que mais da metade das pessoas afetadas pela hanseniase residia
em domicilios onde duas ou mais pessoas compartilhavam um quarto (Barreto et al., 2011).

Em 2021, a OMS registrou 140.594 novos casos de hanseniase em 106 paises ao redor
do mundo, marcando um aumento de 10,2% na taxa de deteccdo em comparagcdo com 0 ano
anterior. A India destacou-se como o pais com o maior niimero de casos, contribuindo com

cercade 53,6% do total global. Nas Américas, 19.826 casos foram notificados, sendo que 92,4%
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deles ocorreram no Brasil, colocando o pais como o segundo maior em incidéncia mundial,
seguido pela Indonésia. Juntos, India, Brasil e Indonésia representaram 74,5% de todos os casos
novos reportados mundialmente em 2021, segundo dados da OMS de 2022 (World Health
Organization, 2022).

Entre os anos de 2017 a 2021, foram diagnosticados, no Brasil, 119.698 casos novos de
hanseniase. Nesse periodo, entre os novos casos diagnosticados no pais, as pessoas que
declararam sua raga/cor no momento da notificagdo mostraram a maior frequéncia entre os
pardos, com 51,6%, seguidos pelos brancos, que representaram 21,6%. O ano de 2021
apresentou maior reducdo da taxa de detec¢do geral, o que pode estar ainda relacionado aos
efeitos do menor nimero de diagnosticos causado pela sobrecarga dos servigos de saude e pelas
restrigdes durante a pandemia da covid-19. A pandemia de covid-19 criou dificuldades para
novos diagndsticos e para o tratamento de pacientes com hanseniase, contribuindo para a
subnotificagdo e o pior prognoéstico dos casos (Reis et al., 2022).

Os clusters sao areas identificadas com maior concentracdo e risco de casos de
hanseniase, que o Ministério da Saude (MS) do Brasil utiliza para mapear essas regides, visando
estratégias mais eficazes de controle da doenca onde a transmissdo ¢ mais intensa. O primeiro
cluster, identificado entre 2017 e 2020, incluiu 41 municipios em Mato Grosso, destacando-se
como a area de maior risco para contrair hanseniase. J& o terceiro cluster, entre 2016 e 2019,
abrangeu 70 municipios no extremo sul do Pard, nordeste do Mato Grosso, centro-sul do
Tocantins e norte do Goids, apresentando o segundo maior risco identificado para a doenga no
pais. Dados preliminares de 2022 demostram que o Brasil diagnosticou 14.962 casos novos de
hanseniase, sendo 645 (4,3%) em menores de 15 anos. Em 2023, o Maranhdo foi a UF que
apresentou o maior numero de casos novos na populagdo geral, com 1.860 casos, seguido de
Mato Grosso, Pernambuco, Bahia e Para, com mais de mil casos cada um, como ilustrado na

Figura 2.

Figura 2 — Estados brasileiros com maior niimero de casos novos de hanseniase.
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Fonte: A autora (2024).

2.4 HANSENIASE: TRATAMENTO

“Alice Ball, com 24 anos, tocou a vida de milhares de pessoas que poucos haviam
querido tocar fisicamente por séculos ao enfrentar o problema que havia frustrado
inumeros quimicos, farmacologistas e pesquisadores em laboratorios sofisticados e

bem equipados ao redor do mundo.”

(Paul Wermager, 2006)

O primeiro tratamento eficaz contra a hanseniase surgiu apenas em 1916, a partir do
6leo de chaulmoogra (Hydnocarpus wightianus). Foi a quimica-farmacéutica, Alice Ball, a
primeira pessoa no mundo a desenvolver um tratamento para a hanseniase. Até entdo, a inica
fonte de alivio para a doenca era o 6leo das sementes da arvore de chaulmoogra, 6leo altamente
viscoso que provocava fortes dores estomacais, quando ingerido, e ineficaz ao aplicar sobre a
pele. O 6leo também ndo apresentava eficacia quando injetado por via intravenosa, além de
provocar fortes dores (Legendre; Muzny; Swiatlo, 2012; World Health Organization, 2004).

Em 1915, o médico Harry T. Hollmann do Servigo de Satide Publica no Hospital de
Kalihi, no Havai, pediu a Alice que desenvolvesse uma injecdo menos dolorosa do 6leo de
chaulmoogra para os pacientes com hanseniase. Em 1915, Alice desenvolveu os ésteres etilicos

do o6leo de chaulmoogra, isolados em seus 4cidos graxos, que o tornaram soluvel em agua. A
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contribuicdo de Alice Ball para o tratamento da hanseniase foi significativa e durou até a década
de 1940, quando surgiram as primeiras sulfonas para o tratamento da doenga. Alice foi a
primeira afro-americana e a primeira mulher a obter um diploma de mestrado em quimica na
Universidade do Havai, a primeira instrutora afro-americana de Quimica na Universidade do
Havai, e primeira mulher afro-americana a ser publicada duas vezes no prestigiado “Journal of
the American Chemical Society” (1914 e 1917, postumamente) (Augusta; Endowed, 2006).

Na década de 1945, o uso clinico da dapsona foi introduzido, administrada por via
parenteral para tratar a hanseniase. O promin, sal sdédico da dapsona, foi um dos primeiros
medicamentos a ser utilizado no tratamento da hanseniase, seu uso oral da dapsona foi relatado
em varios locais, incluindo Brasil, Nigéria ¢ Guiana Francesa, mostrando sua eficacia no
tratamento da doenga. Ele demonstrou inibir a progressdo da hanseniase em muitos casos e foi
considerado eficaz no tratamento de varias infecgdes causadas por bacilos acidos, e seu
desenvolvimento marcou um avango significativo na terapia para a hanseniase (Zhu; Stiller,
2001).

Em 1982, a OMS introduziu um novo esquema terapéutico, baseado na
poliquimioterapia (PQT), com os fairmacos clofazimina (CLF), dapsona (DAP) e rifampicina
(RIF). Para os casos de hanseniase PB, a duracdo do tratamento ¢ de até 9 meses, com doses
mensais de RIF (600 mg), DAP (100 mg) e CLF (300 mg) e doses diarias de DAP (100 mg).
Para os casos de hanseniase MB, a duragdo do tratamento ¢ de até 18 meses, com doses mensais
de RIF (600 mg), DAP (100 mg) e CLF (300 mg) e doses diarias de DAP (100 mg) e CLO (50
mg). Atualmente, este esquema € a forma mais comum de limitar a disseminag@o do M. leprae
(Figura 3) (World Health Organization, 2004). No Brasil, a Comissdo Nacional de Incorporagao
de Tecnologias no Sistema Unico de Saude (CONITEC) sugeriu unificar o tratamento nacional

da hanseniase padronizando a terapia MB como ideal para todas as classificagdes da doenga.
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Figura 3 — Esquema terapéutico para o tratamento adulto da hanseniase.

Cartela PB:

Dose mensal ambulatorial:
« 2capsulas de RIF (300 mg x 2);
« 1 comprimido de DAP (100 mg)

Dose didria auto-administrada:
« 1 comprimido de DAP (100 mg)

Dose mensal ambulatorial:
- 2capsulas de RIF (300 mg x 2);
« 3 capsulas de CLF (100 mg x 3);
« 1 comprimido de DAP (100 mg)
Dose diaria auto-administrada:
« 1 capsula de CLF (50 mg);
« 1 comprimido de DAP (100 mg)

Fonte: Adaptado de (Kar; Gupta, 2015).

Apesar de ndo fazerem parte do esquema terapéutico da OMS, medicamentos, como
moxifloxacina, ofloxacina, minociclina e claritromicina, apresentaram potencial atividade
contra o M. leprae, sendo utilizados em alguns casos como tratamento alternativo. Isso faz parte
dos esforgcos voltados a busca de novas combinacfes de tratamento, objetivando superar a
resisténcia ao tratamento convencional, reduzir o tempo de tratamento e aumentar a eficacia
terapéutica (Legendre; Muzny; Swiatlo, 2012).

A proporcéo de casos MB globalmente € de 60,6%, e entre 0s paises que relataram novos
casos, a maioria apresentou maior incidéncia de casos MB. Diante disso, a taxa de concluséo
do tratamento é um dos indicadores de resultado mais importantes da atividade de controle de
casos e reflete a eficiéncia no gerenciamento dos pacientes. Por outro lado, muitos pacientes
apresentam dificuldade em aderir ao tratamento devido ao uso prolongado, que pode chegar e
seis meses a dois anos, bem como a complexidade das cartelas, tendo em vista que as
populagOes mais atingidas pela doenca sdao as menos favorecidas, onde a falta de informacéo
pode levar a interrupcao prematura do tratamento e, consequentemente, ao desenvolvimento de
resisténcia medicamentosa (Legendre; Muzny; Swiatlo, 2012).

Outras dificuldades associadas ao tratamento sdo as reacOes imunoldgicas,
caracterizadas por exacerbar a doenca. Essas reacdes sdo geralmente classificadas em dois tipos

principais: reagdes tipo 1 (ou reagdes reversiveis) e reagdes tipo 2 (ou reagdes de Lucio). As
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reacOes tipo 1 sdo caracterizadas por uma resposta inflamatoria aguda que ocorre em pacientes
com hanseniase, geralmente em resposta a morte de bacilos durante o tratamento. Elas podem
se manifestar como dor, inchaco e vermelhiddo nas areas afetadas, além de agravamento de
sintomas neuroldgicos. Engquanto as reacdes tipo 2, também conhecidas como reacdes de Lucio,
sdo caracterizadas por erupces cutdneas e podem ocorrer em pacientes com hanseniase
lepromatosa. Elas estdo associadas a uma resposta imune mais intensa e podem levar a
complicacdes mais graves, como Ulceras e lesGes nos nervos. As reacdes de hanseniase podem
impactar a adesdo ao tratamento, pois 0s pacientes podem sentir desconforto significativo e
podem ser levados a interromper a terapia. 1sso é especialmente preocupante em contextos em
que a adesdo ao tratamento € crucial para evitar recaidas e resisténcia a medicamentos (Kar;
Gupta, 2015; White; Franco-Paredes, 2015).

Os efeitos adversos também sdo fatores determinantes na descontinuagdo do tratamento
por parte dos pacientes. Os medicamentos utilizados na PQT podem ter efeitos colaterais. Por
exemplo, a DAP, um dos principais componentes da terapia, pode causar reagdes adversas como
anemia hemolitica, erupcbes cutdneas e reacdes de hipersensibilidade. Embora seja bem
tolerada, a resisténcia a dapsona é observada desde a década de 1960, levando a complicacdes
no tratamento. E crucial que os pacientes em tratamento com a PQT sejam monitorados de perto
para identificar e gerenciar quaisquer efeitos adversos (Kar; Gupta, 2015).

A CLF, farmaco que integra a PQT, apresenta um dos efeitos colaterais mais notaveis
do tratamento, a descoloracdo avermelhada da pele e das secrecdes corporais. 1sso ocorre
devido ao acumulo do medicamento em tecidos como pele, gordura subcutanea, figado,
pulmdes, glandulas adrenais, rins, linfonodos e trato gastrointestinal. A descoloracdo pode
persistir por mais de trés anos apés a interrupcdo do tratamento (Kar; Gupta, 2015; Prasad,
Kaviarasan, 2010). A CLF se acumula nos macrdfagos, o que pode interferir na capacidade de
processar e apresentar antigenos, potencialmente afetando a resposta imune do paciente.

A CLF pode, ainda, causar efeitos colaterais gastrointestinais, como nauseas e diarreia.
Ja em relacdo a resisténcia medicamentosa a CLF, ndo ha relatos frequentes, possivelmente
devido aos seus multiplos mecanismos de acéo. A gestdo adequada dos efeitos colaterais, bem
como o investimento em novas tecnologias que contornem os problemas associado a PQT, €
essencial para garantir a adesé@o ao tratamento e a eficacia da terapia (Kar; Gupta, 2015). Assim
como a CLF, a RIF pode causar descoloracdo de fluidos corporais, como urina, saliva e
lagrimas, que podem adquirir uma coloracdo avermelhada ou laranja, 0 que pode ser

desagradavel aos pacientes. A RIF também pode causar hepatotoxicidade, levando a elevacGes
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nas enzimas hepaticas e, em menor frequéncia, a hepatite. O monitoramento da funcéo hepética
é recomendado durante o tratamento (Prasad; Kaviarasan, 2010).

Diante disso, € essencial que os pacientes em tratamento com a PQT sejam monitorados
de perto para identificar precocemente as reacdes de hanseniase. A intervencao rapida pode
ajudar a mitigar os efeitos adversos e garantir que os pacientes continuem a receber o tratamento
necessario. A educacdo dos pacientes sobre os sinais e sintomas das reagdes também é

fundamental para promover a adesdo e a busca de cuidados médicos quando necessario.

2.4.1 Dapsona

A DAP (4,4’-diamino-difenilsulfona) (Figura 4) ¢ um composto de acdo antibidtica
pertencente a classe das sulfonas. Apesar de sintetizada em 1908, foi apenas em 1945 utilizada
no tratamento da hanseniase, a principio, como monoterapia. No entanto, os relatos de
resisténcia associados ao fiarmaco, tornou-se um obstaculo ao tratamento monoterapico

(Legendre; Muzny; Swiatlo, 2012; Sener et al., 2006).

Figura 4 — Estrutura quimica da dapsona.
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Fonte: A autora (2024).

A DAP apresenta uma estrutura quimica que inclui um grupo sulfonamida e dois anéis
benzénicos. Essa estrutura € responsavel por suas propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatorias, mas também pode ser responsavel por sua toxicidade (Zhu; Stiller, 2001). A
presenca do grupo amino (NH>) nos anéis benzénicos ¢ crucial para sua atividade bioldgica. A
sulfona é uma base de Lewis muito fraca, sem ion de hidrogénio (H") prontamente dissociavel.
A DAP ¢ caracterizada por ser um po cristalino branco e inodoro que escurece quando exposto
a luz, mas permanece quimicamente inalterado (Oliveira et al., 2014).

A solubilidade da DAP em agua ¢ limitada (0,16 mg/mL), o que pode afetar sua absor¢ao

e biodisponibilidade, sendo classificada como um farmaco de classe II (baixa solubilidade e

alta permeabilidade) de acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (Amidon et
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al., 1995). A solubilidade ¢ um fator importante a ser considerado na formulacdo do
medicamento, pois pode influenciar a eficacia do tratamento. E um formaco mais soliivel em
solventes organicos, como o etanol, o que pode ser relevante para a sua formulagdo em
diferentes formas farmacéuticas (Wozel; Blasum, 2014; Zhu; Stiller, 2001).

Ap6s a administragdo oral, a DAP ¢é quase completamente absorvida pelo trato
gastrointestinal (TGI) com uma biodisponibilidade de cerca de 80%, onde as concentragdes
séricas maximas podem ser atingidas dentro de 2 a 8 horas. O tempo de meia-vida da DAP ¢
relativamente longo, entre 24 a 30 horas, o que permite sua administragdo em doses diarias ou
semanais, dependendo da condicdo a ser tratada (Zuidema; Hilbers-Modderman; Merkus,
1986).

A estabilidade quimica da DAP ¢ um aspecto importante, especialmente em condic¢des
de armazenamento, sendo estavel em condi¢des normais, mas que pode ser degradada em
ambientes acidos (Zhu; Stiller, 2001). A DAP ¢ metabolizada no figado, principalmente por
meio de acetilacdo, que pode variar entre individuos, influenciando a eficécia e a toxicidade do
medicamento. A presenga de diferentes fendtipos de acetiladores (rapidos e lentos) pode afetar
aresposta ao tratamento e a ocorréncia de efeitos colaterais. Os principais produtos metabdlicos
resultam da acetilagio mediada pela N-acetiltransferase e da hidroxilacdo pelas enzimas do
citocromo P-450, formando monoacetil-dapsona e dapsona-hidroxilamina, respectivamente.
Cerca de 20% da dapsona ¢ excretada na urina na forma inalterada, enquanto 70% a 85% sao
eliminados como metabdlitos soluveis em agua. Além disso, uma pequena quantidade do

farmaco pode ser excretada nas fezes (Ellard, 1966).

2.4.2 Clofazimina

A CLF, ou 3-(p-chloroanilino)-10-(pchloropheny1)-2,10-di-hydro-2-
(isopropylimino)phenazina, primeiramente descrita em 1957, é o prototipo do antibidtico da
classe das riminofenazinas que, desde 1962, sua principal aplicagdo clinica tem sido no
tratamento da hanseniase MB como um componente do esquema terapéutico recomendado pela
OMS (Kornberg; Krebs, 1957). A CLF apresenta atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria,
e, sua eficicia no tratamento da hanseniase ¢, em parte, atribuivel a sua lipofilicidade. Isso
porque a lipofilicidade permite que a CLF se acumule na pele e nos nervos, enquanto suas
atividades anti-inflamatérias sdo potencialmente uteis no controle do eritema nodoso hansénico

(Cholo et al., 2012; Reddy; O’sullivan; Gangadharam, 1999).
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As principais caracteristicas estruturais das riminofenazinas sdo o nucleo fenazina com
um grupo alquilimino (R-imino) na posi¢ao 2 e substituintes fenil nas posigdes 3 e 10 do ntcleo
fenazina, essenciais para a atividade antimicrobiana, variando conforme o numero e tipo de
atomos de halogénio nos substituintes fenil (Franzblau; White; O’sullivan, 1989; Jagannath et

al., 1995). Sua estrutura quimica ¢ demonstrada na Figura 5.

Figura 5 — Estrutura quimica da clofazimina.
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Fonte: A autora (2024).

O mecanismo de agdo da CLF nao é bem definido, mas estudos sugerem que a atividade
antimicrobiana esta relacionada a desestruturacdo da membrana celular ou ao aumento da
atividade da fosfolipase A2 bacteriana, resultando na liberacao de lisofosfolipidios, produtos de
hidrolise enzimatica toxicos ao M. leprae (Cholo et al., 2012; Szeto et al., 2016).

A CLF ¢ caracterizada por uma cor que varia do vermelho profundo ao laranja em
condi¢des normais. Como um farmaco de natureza basica, apresenta trés grupos amina que
podem ser protonados e carregados em condi¢des de pH dacido e fisiologicas. A cor da
clofazimina pode mudar conforme o pH do ambiente: em ambientes mais alcalinos, ela
permanece nio carregada e assume uma cor laranja intensa. A medida que o pH diminui, a cor
torna-se mais vermelha, tendendo ao violeta em ambientes muito acidos, aumentando também
sua solubilidade (Reddy; O’sullivan; Gangadharam, 1999). Essas variagoes de solubilidade
conforme o pH podem levar a precipitagdo da clofazimina in vivo, especialmente ao longo do
TGI, onde diferentes condi¢des de pH sdo encontradas (Bannigan et al., 2018). Entre os
farmacos usados na PQT da hanseniase, a CLF apresenta a menor solubilidade em 4gua, sendo
praticamente insoluvel, e altamente lipofilica (logP > 7), o que resulta em sua bioacumulagao,
como biocristais intracelulares (Baik; Rosania, 2012).

Devido a sua alta lipofilicidade, a CLF ¢ administrada como uma suspensio

microcristalina em uma base de 6leo-cerosa, a fim de possibilitar sua absor¢ao (Lamprene®)
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(Yawalkar; Her, [s.d.]). Em seres humanos, a absorcdo oral do medicamento varia
significativamente (45%—62%), dependendo da ingestdo ou nao de alimentos. A administra¢ao
oral de um comprimido numa dose de 200 mg com alimentos resultou em uma concentragao
plasmatica maxima (Cmax) de 0,41 ug/mL, atingida em 8 horas, enquanto, em estado nao-
alimentado, a concentracdo Cmax foi 30% menor e o tempo para atingir Cmax aumentou para
12 horas (Schaad-Lanyi ef al., 1987).

A CLF se distribui principalmente nos tecidos gordurosos, bem como nas células do
sistema fagocitario mononuclear, e apés a administragao de clofazimina a camundongos, na
dose de 25 mg/kg de peso corporal por 28 dias, as concentragdes médias desse agente nos
pulmdes, baco, gordura e plasma foram de 800, 4000 e 80 mg/kg e 3 mg/L, respectivamente.
Em humanos, a concentracdo de clofazimina na gordura de pacientes com hanseniase foi
relatada ser tdo alta quanto 5,3 mg/g, enquanto concentragdes superiores a 1 mg/g foram
encontradas na bile, vesicula biliar, rins, pancreas, pele, figado, baco, linfonodos, olhos e
pulmdes (Barry; Conalty, 1965; Cholo et al., 2012).

Os efeitos adversos da CLF sdo geralmente relacionados a dose, afetando principalmente a
pele, os olhos e o TGI. A descoloracdo marrom-avermelhada da pele ¢ gradualmente reversivel
com a interrupgdo da terapia. No entanto, os pacientes muitas vezes se sentem marcados e
estigmatizados por essa caracteristica, tendendo, consequentemente, a suspender a CLF do

tratamento (Cholo ef al., 2012).

2.4.3 Rifampicina

ARIF (Figura 6), introduzida em 1970, € o unico componente bactericida da PQT contra
0 M. leprae. Ela atua pela inibig¢ao seletiva da RNA polimerase dependente de DNA bacteriano,
bloqueando a sintese de RNA (Campbell et al., 2001). A droga também ¢ eficaz contra
organismos resistentes 8 DAP. A RIF atravessa as membranas celulares e ¢ eficaz na eliminacdo
de organismos intracelulares. Uma dose tinica de 1500 mg ou 3 a 4 doses diarias de 600 mg do
medicamento administradas a pacientes parecem matar mais de 99,99% dos M. leprae viavesis,
conforme testado na almofada plantar de camundongos (Kar; Gupta, 2015). Os efeitos

colaterais sdo raros com a dosagem mensal.
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Figura 6 — Estrutura quimica da rifampicina.

Fonte: A autora (2024).

A RIF tem um efeito significativo na farmacocinética de outros medicamentos, como a

DAP. Especificamente, a rifampicina pode aumentar a taxa de elimina¢do da DAP do plasma,
possivelmente devido a inducdo de enzimas microsomais hepaticas que aumentam a N-
hidroxilagdo da DAP. No entanto, esse efeito parece ser mais pronunciado nas fases iniciais do
tratamento e diminui com o tempo. Além disso, os niveis de DAP alcan¢ados no sangue com
doses diarias de 50-100 mg sdo considerados muito altos para serem reduzidos a niveis
subterapéuticos, mesmo com o tratamento continuo com RIF. Portanto, a administra¢do mensal
de rifampicina tem pouco ou nenhum efeito na taxa de eliminagdo da dapsona (Bullock, 1983).
A RIF ¢ um po cristalino vermelho-alaranjado, sendo geralmente soluvel em solventes
organicos, como metanol, acetato de etila, cloroférmio e diclorometano, mas sua solubilidade
em agua ¢ limitada. Isso pode influenciar a forma como ¢ administrada e absorvida no
organismo. A RIF ¢ sensivel a luz e pode se degradar em condi¢cdes inadequadas de
armazenamento. E um composto de carater 4cido, e seu comportamento em diferentes pHs pode

afetar sua absorgao e biodisponibilidade (Furesz, 1970).

2.4.4 Desafios associados ao tratamento

A PQT para o tratamento da hanseniase trouxe avancos significativos a saude de muitas
pessoas acometidas pela doenca ao redor do mundo. No entanto, a incidéncia global da doenca
ainda permanece elevada, e os pacientes continuam enfrentando complicagdes a longo prazo
em relacdo ao tratamento, principalmente associadas aos efeitos colaterais, resultado das altas
doses; a falta de assisténcia em satde e a disponibilidade do tratamento. Nesse sentido, as taxas
de conclusdao do tratamento sdo insatisfatorias na maioria dos programas de combate a

hanseniase, o que levanta preocupagdes sobre a resisténcia antimicrobiana. Desse modo, ¢é
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essencial continuar a pesquisa em novas tecnologias aplicadas ao tratamento da hanseniase,
focando na melhoria da administragdo de medicamentos, em formulagdes capazes de contornar
o problema da baixa solubilidade associada aos farmacos que compdem a PQT, bem como na
redugdo dos efeitos colaterais, impactando diretamente na adesao dos pacientes (White; Franco-

Paredes, 2015).

2.5 FARMACOS DE BAIXA SOLUBILIDADE E O SISTEMA DE CLASSIFICACAO
BIOFARMACEUTICO

2.5.1 Farmacos de baixa solubilidade

A solubilidade de uma substancia refere-se a quantidade de soluto que pode se dissolver
em um solvente até atingir um equilibrio dinamico entre a solu¢ao e a por¢ao ndo dissolvida da
substancia. Quando esse equilibrio é alcancado, diz-se que a solugdo estd saturada. Em uma
solucao diluida, a quantidade de soluto ¢ relativamente pequena em comparagao ao solvente.
Adicionar mais soluto a essa solu¢ao resultara em uma solu¢ao mais concentrada. No entanto,
ambas as solugdes podem ser consideradas insaturadas se ainda for possivel dissolver mais
soluto.

Alteragdes nas condigdes da solugdo, como a temperatura, podem aumentar a
solubilidade do soluto. O aquecimento de uma solugdo proporciona que uma quantidade maior
de soluto se dissolva. Se essa solug@o for posteriormente resfriada até a temperatura inicial sem
que o soluto precipite, obteremos uma solugdo supersaturada, caracterizada por sua
instabilidade. Uma solugdo supersaturada contém uma quantidade de soluto maior do que
aquela que normalmente seria possivel em condi¢des de saturagdo, mantendo uma Unica fase.

Predominantemente, para que um farmaco atinja concentracdes adequadas no TGI e seja
absorvido, alcancando a biodisponibilidade necessaria para desempenhar sua fungao
terapéutica, ¢ preciso que este apresente boa solubilidade e permeabilidade em sistemas
aquosos. Entretanto, a alta hidrofobicidade e a baixa solubilidade intrinseca em dgua sdo
caracteristicas cada vez mais comuns entre moléculas candidatas a farmacos, o que caracteriza
um problema significativo no desenvolvimento de medicamentos, pois pode comprometer a
eficacia terapéutica devido a absorcdo reduzida e varidvel apds a administragdo oral.
Compreender as variaveis que influenciam a solubilidade e a absor¢ao ¢ essencial para superar
essas barreiras e garantir que o farmaco atinja seu alvo no organismo de maneira eficaz

(Williams et al., 2013).



36

A aplicagdo de técnicas combinatorias para gerar grandes bibliotecas quimicas € o uso
comum de modalidades de triagem do potencial ativo terapéutico de moléculas, muitas vezes
em meios nao aquosos, ou em meios de solventes mistos, provavelmente desempenharam um
papel relevante na tendéncia hidrofobica de novos farmacos. O método de “high throughput
screening” (do inglés: rastreio de alto rendimento), por exemplo, ¢ baseado na testagem de
novos candidatos solubilizados em solugdes de solventes organicos como o dimetilsulfoxido
(DMSO). A busca por agentes terapéuticos de maior poténcia, juntamente com o fato de que a
ligagdo ao receptor ¢ mediada, em parte, por interagdes hidrofobicas, contribui para o aumento
de candidatos a farmacos com solubilidade aquosa limitada (Stegemann et al., 2007).

A "regra dos 5" (Lipinski et al., 2012) ¢ um principio que ajuda a prever a probabilidade
de um farmaco ter boa absor¢ao ou permeabilidade. Segundo essa regra, ¢ mais provavel que
um composto tenha problemas de absorcdo se atender a um ou mais dos seguintes critérios: (1)
mais de 5 doadores de ligagdes de hidrogénio, (2) mais de 10 aceitadores de ligacdes de
hidrogénio, (3) peso molecular superior a 500, e (4) Log P calculado superior a 5. Esses
parametros sao importantes porque influenciam a solubilidade e a capacidade de um farmaco
atravessar membranas biologicas. Ha, ainda, as medi¢des de solubilidade turbidimétrica, que
sdo significativas no desenvolvimento de farmacos porque fornecem uma maneira de avaliar a
solubilidade de compostos em um ambiente de descoberta. Essas medi¢des ajudam a identificar
quais compostos tém uma solubilidade adequada para a absor¢do oral.

Além da regra do 5 de Lipinski, existem muitos critérios de decisdo que sdo utilizados
para identificar problemas na desenvoltura de farmacos e, posteriormente, melhorar suas
caracteristicas fisico-quimicas. Em todos os casos, porém, a solubilidade moderada em 4gua ¢
geralmente um foco principal. No entanto, apesar dos esfor¢os em quimica medicinal e
estratégias de otimizagdo de candidatos a farmacos cada vez mais sofisticadas, para alguns
alvos, reduzir a lipofilicidade e aumentar a solubilidade em agua resultard em uma redugdo
indesejavel na poténcia terapéutica (Williams et al., 2013).

Apesar das tentativas de contornar os problemas de solubilidade, sugere-se que
aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente comercializados e até 75% dos
compostos atualmente em desenvolvimento sdo pouco soltiveis em dgua (Babu; Nangia, 2011).
Portanto, a baixa solubilidade em agua continua a ser um desafio para o desenvolvimento bem-
sucedido de medicamentos. Diante disso, fica evidente o desafio, cada vez mais recorrente, que
a tecnologia farmacéutica tem se deparado com o surgimento de fArmacos de alta lipofilicidade,

em busca de estratégias que contornem o problema dos fArmacos pouco soluveis em agua.
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2.5.2 Sistema de Classificacao Biofarmacéutico

Para a compreensdao da relagao entre solubilidade-permeabilidade e absor¢do oral,
Amidon et al. (1995) criou o Sistema de Classificacao Biofarmacéutico (SCB), que correlaciona
a dissolucdo in vitro de um medicamento e a sua biodisponibilidade in vivo baseado na
dissolu¢do e na permeabilidade gastrointestinal de um farmaco como parametros fundamentais
que controlam sua taxa e extensdo de absor¢dao. O SCB classifica os farmacos em funcao de
suas propriedades de solubilidade e permeabilidade em 4 categorias diferentes (Figura 7). De
acordo com o SCB, os farmacos de Classe I sdo aqueles que apresentam alta solubilidade e alta
permeabilidade; ja os compostos de Classe II apresentam baixa solubilidade e alta
permeabilidade; os farmacos de Classe III tém alta solubilidade e baixa permeabilidade; e os

compostos de Classe IV s@o aqueles que apresentam baixa solubilidade e baixa permeabilidade.

Figura 7 — Classes biofarmacé€uticas ordenadas pelos critérios de solubilidade e permeabilidade.
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Fonte: Adaptado de Amidon ef al. (1995).

A classificagdo ¢ feita com base na capacidade dos medicamentos de se dissolverem em
250 ml de 4gua em diferentes valores de pH encontrados no TGI (pH 1-6,8). Esta abordagem,
ao correlacionar a dissolugdo do medicamento in vitro com sua absor¢do in vivo, proporciona
uma base cientifica para isencdes biofarmacéuticas e auxilia no desenvolvimento de
formulacdes mais eficazes (Amidon et al., 1995). O aspecto biofarmacéutico da solubilidade é
especialmente importante para os farmacos de Classe II, em que a solubilidade ¢ a principal
limitacdo a absor¢do. Mesmo medicamentos que apresentam boa solubilidade em determinado

valor de pH gastrointestinal podem ser classificados como Classe II se tiverem baixa
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solubilidade em outros pontos do pH. Isso ilustra a complexidade do conceito de solubilidade
baixa e a necessidade de um entendimento abrangente das propriedades fisico-quimicas dos
medicamentos (Williams et al., 2013).

Além disso, o SCB destaca a importancia de considerar a dose do medicamento, pois a
quantidade necessaria para alcangar uma boa absor¢do pode variar. Medicamentos de baixa
dose, como a digoxina, podem ter boa absor¢ao e biodisponibilidade, mesmo com baixa
solubilidade gastrointestinal, enquanto medicamentos de alta dose, como a griseofulvina,
frequentemente apresentam absor¢ao baixa e variavel devido as limitagdes de solubilidade. A
utilizagdo do SCB tem se mostrado essencial para a identificagdo precoce de compostos com
potencial de absor¢do problematico, permitindo ajustes necessarios nas propriedades fisico-
quimicas durante a fase de otimizacao de leads.

Dessa forma, o SCB ndo apenas facilita o desenvolvimento de medicamentos mais
eficazes, mas também contribui para a identifica¢do de estratégias terapéuticas mais seguras e
eficientes, melhorando a eficacia e a qualidade dos tratamentos disponiveis no mercado
(Sigfridsson et al., 2019). Os medicamentos classificados como classe II pelo SBC sao,
geralmente, os principais alvos da aplicacdo de métodos de incremento de solubilidade. Isso
porque, uma vez que nao sao limitados pela permeabilidade, tornam-se passiveis de estratégias
que visam melhorar a biodisponibilidade oral dessas substancias.

Muitas estratégias foram propostas para lidar com o problema dos farmacos pouco
soliveis, como a formagao de sais, complexos de inclusdo com ciclodextrinas, nanoparticulas
lipidicas e dispersdes solidas amorfas. Dentre estas, estratégias baseadas na geracdo de
concentragdes superiores a concentragdo de saturagao do farmaco durante a dissolucao, como
as dispersoes solidas amorfas (DSAs), tém se destacado entre as técnicas de solubilizacao de
farmacos pouco soluveis, justamente pela sua capacidade de formar solucao supersaturada do
farmaco no TGI, o que melhora a absor¢do e, consequentemente, a biodisponibilidade da via

oral (Hancock; Parks, 2000b).

2.6 DISPERSOES SOLIDAS AMORFAS

A utilizagdo de DSAs como método para melhorar a dissolucao e a biodisponibilidade
oral de farmacos pouco soltveis em agua foi pioneiramente explorada por Sekiguchi e Obi em
1961 (Sekiguchi; Obi, 1961). Desde entdo, esse campo tem sido amplamente estudado,
destacando-se os trabalhos de (Sun; Lee, 2015a, 2015b; Xie; Taylor, 2016). As DSAs atuam

aumentando a dissolucao dos farmacos por meio de mecanismos como a redugdo do tamanho
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das particulas, melhora na umectacdo e solubilizagdo, e estabilizacdo do farmaco na forma
amorfa, mais solavel.

As DSAs contém o farmaco na forma amorfa, molecularmente disperso numa matriz
predominantemente polimérica, que, na maioria das vezes, apresentam taxas de dissolugdo mais
rapidas do que aquelas com o farmaco na forma cristalina, levando a uma absor¢do
significativamente melhorada. A supersaturagdo formada apds a liberagdo do farmaco de uma
DSA funciona como for¢a motriz para sua absor¢ao no TGI. Um farmaco amorfo pode produzir
uma solubilidade cinética transitéria durante a dissolugao que ¢ maior do que sua solubilidade
de equilibrio cristalino. A vantagem de solubilidade de uma molécula amorfa relacionada com

sua contraparte cristalina pode ser descrita como:

AG

C
Samorfo — oRT 1)

Cscristalino

onde AG ¢ a diferenca na energia livre de Gibb’s entre as duas formas, R ¢ a constante universal
dos gases e T a temperatura (Alonzo et al., 2010).

No entanto, devido a instabilidade termodinamica do farmaco amorfo, existem desafios
associados a garantia de estabilidade do produto, uma vez que o estado metastavel altamente
energético em que as DSAs se encontram favorece a iniciagdo do processo espontaneo de
nucleacao e a recristalizacdo do farmaco. Por outro lado, pesquisas na area das DSAs fornecem
boas evidéncias de formulagdes com melhor dissolugdo e estabilidade. Especificamente, ja
existe um entendimento bastante documentado na literatura dos mecanismos pelos quais
polimeros de alto peso molecular, como hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e demais derivado
de celulose, polivinilpirrolidona (PVP) e metacrilatos, podem reduzir os fatores que promovem
a cristalizacdo de farmacos, melhorando assim sua estabilidade fisica. Esses carreadores
poliméricos tém se destacado devido as suas temperaturas de transicdo vitrea (Tg) serem
significativamente maiores do que a temperatura ambiente. Isso permite a formacao de DSAs
vitreas que operam com mobilidade molecular reduzida, o que inibe a nucleacdo e a
recristalizacao no estado sélido, mas podem produzir supersaturacdo do farmaco apds contato
com o meio de dissolugdo (Serajuddin, 1999).

Esses processos limitam a transformag¢@o do farmaco amorfo para a forma cristalina. A
eficacia na inibi¢do da cristalizagdo esta intimamente ligada as tendéncias de cristalizagao do
farmaco, as propriedades da formulagao e a propor¢do farmaco-polimero (drug loading), uma

vez que o aumento da carga do fairmaco diminui a quantidade de polimero disponivel para
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estabilizar o farmaco amorfo. Formulagdes com altos drug loadings podem, ainda, promover a
separacgdo de fases dentro da DSA, aumentando a instabilidade do sistema (Liu et al., 2018)
Compreender os aspectos fisico-quimicos de uma DSA ¢ essencial para alcangar o
melhor desempenho desse sistema. A interagao entre farmaco e polimero, por exemplo, € crucial
para entender os fatores que determinam o sucesso de uma dispersdo. Muitos estudos focam em
entender e relatar os problemas associados as DSAs, como a carga do fAirmaco, a estabilidade
do sistema e seu desempenho na dissolucao. A Figura 8 ilustra os possiveis estados em que uma
DSA pode se organizar. Idealmente, uma DSA ¢ um sistema de fase tnica onde o farmaco esta
completamente dissolvido na matriz polimérica (solugdo solida). Em outro estado possivel, o
farmaco esta disperso em pequenos dominios amorfos dentro do polimero (dispersdo solida
amorfa) e, realisticamente, as DSAs frequentemente apresentam uma combinagdo desses dois
estados. No entanto, num cenario indesejavel, a dispersdo sélida pode apresentar o fa&rmaco
disperso em dominios cristalinos, caracterizando uma dispersao cristalina, onde o estado
termodinamico favoreceu a recristalizagdo no estado solido, resultando em uma perda

significativa do desempenho do sistema e sua capacidade de gerar solu¢do supersaturada (Sun;

Lee, 2014).

Figura 8 — Organizagdes de uma dispersao solida amorfa.
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Fonte: Adaptado de Sun & Lee (2014).

2.6.1 Métodos de obtencio de dispersoes solidas amorfas

O processo de obtencdo ¢ uma etapa crucial para definir a qualidade de uma DSA,

devido a instabilidade fisico-quimica intrinseca do fairmaco na forma amorfa, o que pode
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comprometer a estabilidade da formulagao, especialmente a longo prazo. Diversas técnicas sao
empregadas na obtencdo de DSAs, dentre as quais as mais notaveis incluem a secagem por
spray-drying (secagem por atomizacao) e a hot-melt extrusion (HME) — extrusao a quente, do
inglés. Embora distintas em suas abordagens, todas compartilham o mesmo principio
fundamental de desfazer a estrutura cristalina do farmaco, convertendo-a em um estado solido
amorfo ou uma solugdo so6lida, seja por fusdo com aplicagdo de calor ou por solubilizagdo em
um solvente.

A técnica de spray-drying ¢ um processo amplamente utilizado na industria para obter
materiais solidos a partir de liquidos. Este método envolve o bombeamento de uma solugdo,
tipicamente uma combinacdo de polimero e farmaco dissolvidos em solvente organico, para um
atomizador dentro de uma camara de secagem. O liquido atomizado, quando exposto ao ar de
secagem em altas temperaturas, forma uma pluma de pequenas goticulas, evaporando
praticamente todo o solvente. No contexto da obtencdo de DSAs, pode ocorrer a formagao de
um gel na parte externa das goticulas devido as propriedades filmogénicas de alguns polimeros
comumente utilizados. Esse gel aprisiona o farmaco em sua forma amorfa na matriz polimérica,
resultando em uma DSA fisicamente estavel. Este método ¢ eficaz para garantir a estabilidade
do farmaco na forma amorfa, promovendo, assim, a sua eficicia terapéutica e
biodisponibilidade.

Entre as principais vantagens do método de spray-drying, a evaporagao rapida do
solvente e a obtencdo de particulas amorfas em menor tempo ¢ uma das vantagens que mais se
destaca. A técnica também possibilita o controle da morfologia das particulas, resultando em
formas esféricas que podem melhorar o fluxo e a manipulagdo do pd. Outra vantagem ¢ a
versatilidade do método, que pode ser aplicado a uma ampla gama de fArmacos e excipientes,
permitindo a formulagdo de dispersdes solidas ternérias e quaternarias. Por outro lado, o spray-
drying apresenta desvantagens, como necessidade de uma segunda secagem para remover
solventes residuais, aumentando o tempo € os custos do processo. Uma secagem mais eficiente
¢ possivel em temperaturas elevadas (Chiou; Riegelman, 1969), mas o aumento da temperatura
também aumenta a mobilidade molecular e, portanto, a probabilidade de transi¢des do estado
amorfo para o cristalino. Alguns solventes sao mais faceis de remover do que outros, no entanto,
a escolha do solvente ¢ amplamente determinada pela carga de toxicidade e pela capacidade de
dissolver tanto o farmaco quanto o polimero, em vez da pressao de vaporizagao.

Outro desafio relevante ¢ o escalonamento do processo, que pode enfrentar dificuldades
ao ser transferido de laboratdrio para produgdo em larga escala. Alteragcdes na configuracdo e

nas dimensdes do equipamento podem afetar a trajetoria das gotas, a taxa de evaporagdo e o
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tempo de secagem, impactando as caracteristicas do produto, como o tamanho das particulas e
o conteudo de solvente residual (Singh; Van Den Mooter, 2016).

Nesse sentido, considerando a complexidade do processo e a interagdo de multiplos
parametros de formulagdo e processamento, torna-se necessario um extenso conjunto de
experimentos para otimizar as condi¢des de producao e garantir a homogeneidade da dispersao
solida. Essas desvantagens adicionais ressaltam a necessidade de uma abordagem cuidadosa e
bem planejada ao utilizar o spray-dryer para a produ¢ao de DSAs, considerando tanto os
desafios técnicos quanto as caracteristicas dos materiais envolvidos (Singh; Van Den Mooter,
2016).

A técnica de HME tem se destacado entre os métodos estudados para a obtengdo de
DSAs mais estaveis, apresentando uma abordagem eficiente e rapida em termos de producdo
em escala (Alzahrani et al., 2022). Este método oferece vantagens significativas, como a
auséncia do uso de solventes e a facilidade de aplicagdo em nivel industrial. A extrusdo a quente
envolve a mistura de um fairmaco com um ou mais excipientes, geralmente polimeros, que se
fundem solubilizando o farmaco no polimero. A massa fundida ¢ extrudada e resfriada,
resultando em um material sélido (Censi et al., 2018).

Entre as vantagens da técnica, destaca-se a eficiéncia do processo, que € realizado sem
o uso de solventes, reduzindo o nimero de etapas unitarias em comparagdo com técnicas que
solubilizam o farmaco previamente em solu¢do organica. Além disso, o HME permite a
obten¢ao de formula¢des com altos drug loadings e perfis de liberagdo desejados, resultando
em boa uniformidade de contetido, mesmo para baixas cargas de farmaco. Outro ponto positivo
¢ a capacidade do HME de converter o farmaco na sua forma amorfa ou dispersa-lo em
particulas muito pequenas, o que pode levar a uma melhor biodisponibilidade e menor
variabilidade na concentragdo plasmatica in vivo. O processo também ¢ continuo e escalavel,
permitindo o monitoramento da qualidade do produto em tempo real, e possibilita a produgado
de diversas formas farmacéuticas, como comprimidos, granulos e filmes (Agrawal; Dudhedia;
Zimny, 2016; Bhujbal ef al., 2021a).

Entre as desvantagens associadas ao método, a sele¢do de excipientes e a otimizagao
das condi¢des de extrusdo podem ser complexas, exigindo um entendimento profundo das
interacdes entre o farmaco e os polimeros utilizados. Isso porque a escolha de polimeros
adequados ¢ crucial, visto que diferentes polimeros podem apresentar diferentes tendéncias de
cristalizacao e estabilidade. Por fim, a necessidade de realizar testes extensivos de estabilidade

e dissolucdo para garantir a eficacia e seguranga das formula¢des pode aumentar o tempo e o
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custo de desenvolvimento. Essas consideragdes sdo fundamentais para a avaliacdo da
viabilidade do uso do HME na formulagdo de DSAs (Agrawal; Dudhedia; Zimny, 2016).

Além dos métodos de spary-drying ¢ HME mencionados, existem os métodos mais
simples executaveis a nivel de bancada laboratorial, como o método de solvente-cast
(evaporagao de solventes, do inglés). Este se destaca como uma abordagem mais econdmica,
baseada na secagem de solventes em uma estufa de circulacio de ar. Esse método ¢
especialmente 1til para a obtengdo de quantidades menores de DSAs, em nivel laboratorial. No
entanto, apresenta desvantagens, como a lentiddo do processo, a perda de massa durante as
etapas da obtenc¢ao e menor estabilidade do sistema. A técnica consiste em dissolver o fdrmaco
e o polimero em um solvente organico até formar uma mistura homogénea, que ¢, entdo, secada
lentamente em uma estufa de circulagao de ar por 24 horas até se obter um filme fino e
transliicido. O pd resultante ¢ obtido pela trituracdo do filme, com o tamanho das particulas
sendo determinado por tamisagdo. Quando o polimero utilizado ¢ insoluvel em solventes
organicos, a técnica pode ser adaptada para o método de swelling-sorption (do inglés, inchago-
sor¢ao), onde uma solucao concentrada do farmaco € preparada e o polimero ¢ disperso nessa
solugdo. A mistura ¢ agitada magneticamente durante trés dias para alcancar o equilibrio,
seguida de filtracdo, secagem em papel filtro e, finalmente, secagem em estufa de circulagdo de
ar por mais trés dias. O p6 de DSA ¢ entdo obtido por trituracao e tamisagao.

Além desse, o método de fusdo (quench-cooling) também ¢ executdvel a nivel de
bancada laboratorial. Este método ¢ também ¢ econdmico e simples, sendo amplamente
utilizado para a obtenc¢do das DSAs. Essa técnica consiste em aquecer a mistura do farmaco e
do polimero até que ambos atinjam o estado fundido e se tornem uma mistura homogénea. Em
seguida, essa mistura fundida ¢ rapidamente resfriada, através de placas metélicas resfriadas ou
um banho de gelo. O material solidificado ¢ entdo triturado em pd, e o tamanho das particulas
pode ser uniformizado por tamisac¢do. Esse método € particularmente Util quando se deseja
evitar o uso de solventes organicos. A rapida solidificacdo obtida no método de fusdo pode
contribuir para uma maior homogeneidade e estabilidade do sistema, no entanto, € crucial
monitorar a temperatura para evitar a degradagdo dos componentes sensiveis ao calor (CENSI
etal., 2018).

Na ultima década, houve um aumento relevante de produtos baseados em DSAs
comercialmente disponiveis. A Tabela 2 resume alguns produtos farmacéuticos aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, entre 2016 e 2020, baseados em DSAs.
Atualmente, existem varios métodos disponiveis, cada um com suas vantagens e limitagdes

(Bhuybal et al., 2021a).



Tabela 2 — Exemplos de produtos baseados em DSAs aprovados pelo FDA.

. Substancia Método de . Ano de
Nome comercial .. o Fabricante ~
quimica obtencio aprovacgio
Venclexta® Venetoclax Extrusdo AbbVie 2016
. Elbasvir + .
Zepatier® Grazoprevir Spray drying Merck 2016
. - .
MavyretTM Plbrentaswr. Extrusdo AbbVie 2017
Glecaprevir
Lynparza® Olaparibe Extrusdo AstraZeneca 2018
Orilissa® Elagolix Granulacdo AbbVie 2018
Erleada® Apalutamida Spray drying Janssen 2018
Elexacaftor +
Trikafta® Ivacaftor + Spray drying Vertex 2019
Tezacaftor
Symdeko® Tezacaftor + ¢ in Vertex 2019
y Ivacaftor pray arymg
Braftovi® Encorafenib Extrusdo Pfizer 2020
Elagolix +
OriahnnTM Estradiol + Extrusdo AbbVie 2020
Acetato de
Noretindrona

Fonte: Adaptado de Bhujbal ef al. (2021).

2.6.2 Ensaio de dissolucio de dispersoes solidas amorfas: a condicdo non-sink

O sucesso de uma dispersdo solida ¢ determinado pelo seu desempenho na dissolucao
apds administracdo oral. Portanto, o ensaio de dissolugdo in vitro ¢ essencial para analisar a
eficiéncia das DSAs. Este teste, amplamente utilizado pela industria farmacéutica, assegura a
qualidade e eficacia da maioria das formas farmacéuticas orais solidas convencionais, medindo
a quantidade de substancia ativa em solu¢do em um intervalo de tempo especifico. A maioria
dos ensaios de dissolugdo ¢ realizada sob condicdo sink, que se caracteriza por ter um volume
de meio de dissolugdo pelo menos trés vezes maior do que o necessario para formar uma solu¢ao
saturada (United States Pharmacopeia, 2023), garantindo que a taxa de dissolu¢dao do farmaco
nao seja influenciada pela sua concentragdo de saturagdo (Cs).

No entanto, para formula¢des ndo-convencionais, como as estratégias de solubilizagio

de farmaco baseados na geracao de supersaturacdo, o ensaio de dissolugdo in vitro sob condi¢ao
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sink pode ndo proporcionar uma avaliagdo adequada do desempenho do sistema. Isso ocorre
porque formulagdes supersaturadas, como as DSAs, tendem a gerar concentragdes
significativamente mais altas do farmaco no TGI, afastando-se do conceito de condigdo sink.
Para avaliar o desempenho das DSAs, ¢ necessario um ensaio de dissolugdo que simule o
comportamento do fArmaco no meio gastrointestinal, com um volume viavel para produzir a
supersaturagdo, facilitando a passagem do farmaco através das membranas bioldgicas. Assim,
a dissolugdo deve ser conduzida sob condi¢ao non-sink, em que a concentragcao do meio de
dissolugdo deve ser maior que a Cs do farmaco, resultando ndo mais em um perfil de taxa de
dissolu¢do, mas em um perfil de solubilidade cinética (PSC). Isso permite avaliar a capacidade
dos sistemas de produzir supersaturacao e investigar a recristalizacdo (Schver; Lee, 2021).
Para caracterizar o grau de distancia das condicdes sink, um sink index (SI) adimensional

foi proposto por (Sun; Ju; Lee, 2012), de acordo com a Equagao 2:

SI=CSXV
dose

2)

onde Cs ¢ a solubilidade de equilibrio do fArmaco cristalino no meio de dissolugao especifico,
V ¢ o volume do meio de dissolucao e “dose” o total de farmaco na amostra do teste. De forma
resumida, um valor de SI igual a 10 representa a condi¢do sink ideal, onde a dose produz uma
concentracdo pelo menos 10 vezes abaixo da Cs do fArmaco. Da mesma forma, um SI menor
que 1 representa uma condi¢do em que a supersaturagao € possivel, caracterizando a condigao
nonsink (Sun; Ju; Lee, 2012).

Frequentemente, o teste de dissolugdo in vitro de farmacos amorfos gerou o equivoco
de que uma maior taxa de dissolucdo resultaria em maior absorcdo e biodisponibilidade.
Contudo, em condi¢des de sink ideais, a concentracao tedrica maxima (ou seja, a concentragao
atingida se 100% do farmaco for liberado) do perfil de dissolucdo sera significativamente
inferior a Cs do farmaco. Nessa situagdo, a verdadeira vantagem das DSAs ndo ¢ plenamente
aproveitada quando as condi¢des sink sdao mantidas, visto que ndo houve geragcdo de
supersaturagao e, portanto, nenhuma informagao sobre a supersaturagdo e solubilidade cinética
¢ fornecida.

Contudo, quando submetidas a condi¢des de dissolu¢do nomn-sink, onde a dose de
farmaco excede sua Cs tedrica, € possivel simular o ambiente do TGI. Nessas condi¢des, o
estado de supersaturacdo em relacdo a Cs da forma cristalina pode ser alcancado. Essa

supersaturagao transitdria nao €, por sua vez, transitoria devido aos processos de nucleagdo e
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recristalizacdo, resultando em uma diminuicdo das concentragdes de fairmaco ao longo do
tempo. Assim, um teste de dissolug¢do non-sink para uma DSA contendo revela um perfil de
solubilidade cinética (PSC), demonstrando a evolugdo da supersaturagao ao longo do tempo.

Um estudo realizado por Van Speybroeck em 2010 relatou que uma formulacao, que
apresentava uma liberagdo in vitro rapida do farmaco fenofibrato, resultou em um desempenho
in vivo inferior em comparagdao com outras formulacdes que liberaram o fairmaco de maneira
mais controlada. Essa diferenca sugere que a duragdo e a estabilidade da supersaturacao no
meio intestinal sdo fatores criticos para a absor¢ao eficaz do farmaco. A Figura 9 ilustra o PSC
do farmaco liberado a partir dos sistemas de silica mesoporosa contendo fenofibrato, conforme
observado por Van Speybroeck et al. (2010). A figura evidencia as diferengas nos perfis de
dissolucdo gerados. Quando as concentracdes ultrapassam a barreira termodindmica da Cs do
fenofibrato cristalino, ocorre a supersaturagdo. A medida que a supersaturago atinge o nivel
critico, a nucleagdo e recristalizacdo sdo ativadas, resultando na queda subsequente da
concentragdo do farmaco (Van Speybroeck et al., 2010). Adicionalmente, observa-se que uma
menor taxa de acaimulo de supersaturagao de fenofibrato resulta em uma supersaturagao mais
elevada e sustentada. Isso se deve ao fato de que tanto a taxa de geracdo de supersaturacdo
quanto a sua extensdo sdo fatores determinantes para a duracdo da supersaturacdo gerada,
maximizando os beneficios do sistema amorfo (Danda ef al., 2023; Han; Lee, 2017; Sun; Lee,
2013, 2015a).

Figura 9 — Perfis de dissolugdo de fenofibrato, sob condi¢do non-sink, liberado de silica mesoporosa ordenada

insoluvel com tamanhos de particulas decrescentes (FFB:SBA-15 A < FFB:SBA-15 B < FFB:MCM-41).
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2.6.3 Perfis de solubilidade cinética de dispersdes solidas amorfas

A selecao do polimero adequado para o preparo de uma DSA ¢ crucial para o sucesso
do sistema. A escolha criteriosa do polimero pode otimizar a performance da DSA e resultar em
um PSC capaz de manter a supersaturagdo e retardar a recristalizacdo do farmaco. A liberacao
de farmacos a partir de DSAs baseadas em polimeros hidrossoluveis ¢ mediada pelo mecanismo
de dissolucao do carreador (Sun; Lee, 2015b). Nesse processo, o polimero se dissolve e libera
o farmaco imediatamente no meio. Sob condi¢des non-sink, essa liberagao instantanea pode

provocar uma rapida solubilizagdo seguida de uma recristalizagdo igualmente rapida do

J4

farmaco. Outro cenario possivel, ¢ a obtengdo de um PSC conhecido como spring and
parachute, do inglés “mola e paraquedas” (Figura 10), em que ocorre a liberacdo imediata do
farmaco seguida de uma sustentagdo da supersaturacdo, ou seja, o processo de recristalizacao ¢

retardado.

Figura 10 — Geragdo de supersaturagdo via dissolugdo de farmaco amorfo, a partir de dispersdo sélida, ao longo
do tempo. A linha preta sé6lida representa a rapida dissolucdo e supersaturag@o. A linha vermelha tracejada indica
a rapida queda na concentragdo devido a nucleagio e crescimento de cristais. O "paraquedas" ¢ ilustrado pela
linha verde tracejada, mostrando periodos de supersaturagdo mais longos com nucleagao/crescimento de cristais

mais lentos.

‘Spring’ leads to
supersaturated drug:

7 4 Spring with
e / ‘parachute’

\ N
v ~.

\ ) «
i Nucleation ~~.

]
‘\\ LA LAY, pl
v W

1

' and crystal growth: \

. AVVA AVAVA
RNAVAAViYAY ‘

crystalline solubility o S

e T T ————————— -

Drug concentration —>

Time —



48

Fonte: Extraido de Williams e? al. (2013).

Geralmente, este perfil de carater mais sustentado depende de fatores associados as
caracteristicas do polimero, como o peso molecular, para manter o estado de supersaturagao.
Entretanto, sistemas baseados em polimeros que nao apresentam esta caracteristica tendem a
apresentar diminuigdes abruptas nas concentragoes atingidas, afetando os beneficios das DSAs.
Esforgos tém sido concentrados na necessidade de otimizar a liberagdo dos fArmacos no meio
de dissolucdo a partir dos polimeros. Idealmente, a partir de um polimero inibidor da
recristalizacao, capaz de gerar um perfil que apresente uma boa geragao de supersaturagao bem
como a sua sustentagdo por tempo suficiente a absor¢ao do principio ativo.

Portanto, polimeros insoluveis, como o hidroxipropilcelulose de baixa substitui¢ao (L-
HPC), poli 2-hidréxietilmetacrilato (PHEMA) e o PVP reticulado (cPVP), vém sendo
investigados como carreadores para DSAs. Diferente dos polimeros soliveis, os carreadores
insoluveis liberam o farmaco lentamente por um mecanismo de difusdo controlada. Estes
sistemas possuem a capacidade de evitar a rapida taxa de geracdo de supersaturacao através da
difusdo controlada por fatores como o inchago e tamanho de particula do carreador (Schver;
Nadvorny; Lee, 2020). No entanto, a velocidade e amplitude de liberacdo destes sistemas
podem nao alcancar niveis de concentragao suficientes do ponto de vista biofarmacéutico,
levando em consideracao o tempo de transito no TGI (Butler; Dressman, 2010).

Geralmente, a eficicia deste perfil depende de fatores como o peso molecular do
polimero, que influencia a capacidade de manter a supersaturacdo de forma sustentada.
Polimeros com caracteristicas inadequadas tendem a provocar quedas abruptas nas
concentragoes alcangadas, comprometendo os beneficios das DSAs na melhoria da solubilidade
de farmacos pouco soluveis (Sun; Lee, 2015d). Portanto, a sele¢do rigorosa de polimeros nao
apenas assegura a manutencao da supersaturagdo, mas também otimiza o PSC, garantindo uma

liberacdo mais controlada e eficaz do fArmaco (Schram; Taylor; Beaudoin, 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Hydroxypropyl methylcellulose phthalate (HPMCP) grau 55 foi adquirida da Shin-Etsu
Chemical Co (Toquio, Japao). Soluplpus® (SLP) foi adquirido da BASF. Clofazimina (99,5%,
polimorfo 1) foi adquirida da Macleods Pharmaceuticals (Mumbai, india). Todos os outros

reagentes foram de grau analitico e usados assim que recebidos.

3.2 SELECAO DOS FARMACOS E POLIMEROS UTILIZADOS

A Tabela 4 sumariza as estruturas moleculares e importantes caracteristicas fisico-

quimicas dos materiais selecionados para o estudo.

Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas dos materiais empregados no estudo.

Molécula Estrutura quimica Solubilidade em agua Peso molecular

Cl

HiC._ _.CH: . . ,
3 * Praticamente insoluvel

@:N:Q%L//@/CI (pKa=18,51)
N N

OH
ORr
o) ORO R
TN Solfivel em valores d
HPMCP-55 Lo %L Ve em veores & 84.000

2 pH acima de 5,5
_ H HO
R—H‘CHgor‘P\OL or HOj;@ or ‘h/og:Q
0 sl

Clofazimina 473,39 g/mol

Soluplus® Soluvel 90.000 - 140.000

Fonte: A autora (2024).



50

3.2.1 Clofazimina

Entre os farmacos utilizados na PQT da hanseniase, a CLF ¢ o que apresenta a
solubilidade mais critica. Isso porque, apesar de Classe Il no SBC, o efeito terapéutico da RIF
e da DAP ndo s3o tdo comprometidos pela sua baixa solubilidade aquosa como a CLF. Para
mencionar, a solubilidade aquosa reportada de RIF e DAP ¢ de, aproximadamente, 1300 ¢ 193
ug/mkL, respectivamente, enquanto a de CLF ¢ de cerca de 0,1 pg/mL. No caso da CLF, isso ¢
particularmente preocupante em tratamentos que exigem niveis plasmaticos consistentes e
eficazes para garantir a eficacia do tratamento. A formacdo de DSAs de CLF, bem como seu
PSC, ainda ¢ pouco explorada na literatura, deixando lacunas como: (1) quais caracteristicas
um polimero deve possuir para formar DSAs com CLF? (2) qual método de obtencdo ¢ mais
adequado? (3) qual o PSC da CLF liberada de matrizes poliméricas com diferentes drug
loadings?

A partir de uma busca nas principais bases de dados como Web of Science, PubMed e
Scopus, com os termos “clofazimine AND amorphous solid dispersion OR solid dispersion OR
amorphous”, revelou-se, apds aplicados critérios de inclusdo e exclusdo, apenas 7 artigos de

DSAs com CLF. A Tabela 3 resume os trabalhos encontrados.

Tabela 4 — Analise das lacunas cientificas de trabalhos envolvendo dispersdes solidas amorfas de clofazimina

disponiveis na literatura.

Autor e ano

Titulo C o~ Objetivo Lacunas do trabalho
de publicaciao
Improved Aqueous Demonstrar a eficacia da DSA
Dissolution of de CLF e copolimero de éter de O estudo ndo determinou a
Clofazimine from polivinilmetil-anidrido-maleico  solubilidade da CLF nos meios de
Coevaporates Using Krishnan et (GAN-119) na melhoria da dissolugdo. O estudo foi realizado
Polyvinylmethyl al., 1991 dissolugdo do medicamento e sob condigdo sink e, portanto, o
Ether Maleic- investigar as propriedades de PSC do farmaco néo foi
Anhydride liberagdo e estabilidade da evidenciado.
Copolymer. formulag@o.

Wettability study of Obter insights sobre o . .
clofazimine and mecanismo de aumento da O estudo néo determinou a
oly(vinyl methyl dissolucdo da CLF a partir do  solubilidade da CLF nos meios de

poly(vinyl methy Krishnan et copolimero PVM/MA, através  dissolugdo. O estudo foi realizado
ether/maleic . ~ Do
anhydride) al., 1992 da monitoragdo da sob condigio sink e, portanto, o
molhabilidade dos PSC do farmaco nao foi
copolymer ) . .
coevaporados por meio da evidenciado.
coevaporates

medig¢do do angulo de contato.
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Autor e ano

Titulo N Objetivo Lacunas do trabalho
de publicacio
Avaliar a bioequivaléncia O estudo ndo incluiu ensaios de
Comparative relativa e a biodisponibilidade  solubilidade nem de dissolu¢do in
Bioavailability of . sistémica do coevaporado de vitro. A avaliacéo da dissolucéo
. Krishnan et ~ . . <
Clofazimine .. 1994 CLF em comparagio com o poderia fornecer informagoes
Coevaporate in The ” produto comercial Lamprene® adicionais sobre a liberagéo do
Pig em porcos para potencial farmaco e sua possivel relagdo

Evaluation of solid
dispersions of
Clofazimine

Investigating the
Interaction Pattern
and Structural
Elements of a Drug-
Polymer Complex at
the Molecular Level

Solid-State
Spectroscopic
Investigation of
Molecular
Interactions between
Clofazimine and
Hypromellose
Phthalate in
Amorphous Solid
Dispersions

Amorphous Drug-
Polymer Salt with
High Stability under
Tropical Conditions
and Fast Dissolution:
The Case of
Clofazimine and
Poly(acrylic acid)

aplicagdo clinica.

Comparar o desempenho de
dissolu¢dao da CLF em DSAs
com PEG e PVP de diferentes

pesos moleculares e proporgdes
de farmaco:carreador.

Narang ef al.,
2002

Revelar o padrio critico de
interagdo entre farmaco-
polimero, utilizando HPMCP,
HPMC e PVP/VA, a fim de
elucidar os mecanismos
subjacentes envolvidos na
formagdo de complexos entre
as duas partes.

Nie et al.,
2015

O objetivo do trabalho foi
investigar os padrdes de
interacdo em estado sélido
entre a CLF e o HPMCP em
DSAs.

Nie et al.,
2016

Investigar a estabilidade e as
propriedades de dissolucao de
sais de farmacos amorfos com

polimeros, com foco na
formacdo de sais de CLF com
acido poli(acrilico) (PAA).

Gui et al.,
2021

com a absorc¢do sistémica in vivo.

Apesar de demonstar alguns
avangos na analise de DSAs de
CLF, o estudo afirma ter
conduzido os ensaios de
dissolu¢édo sob condigdo sink.

O estudo ndo realizou ensaio de
dissolu¢do dos sistemas obtidos,
apesar de elucidar a importancia
de grupos funcionais poliméricos

O estudo se concentrou
principalmente nas interagdes
moleculares e na caracteriza¢ao
estrutural das DSAs de CLF-
HPMCP, sem abordar ensaios de
dissolucdo. Apessar da
contribui¢do, além de
compreender os pontos criticos
para a estabilidade fisica do
sistema, ¢ de igual importancia
entender o comportamento do
sistema durante a liberagao.

Apesar de apresentar avangos
significativos na formulagao de
sais de farmaco-polimero
amorfos, podem ser identificadas
para futuras investigagdes que
poderiam enriquecer o
entendimento das DSAs de CLF,
como a realizac¢do de estudos de
longo prazo de estabilidade e uma
analise mais aprofundada das
interagdes moleculares entre
farmaco e polimero.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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3.2.2 HPMCP

Neste estudo, o polimero HPMCP-55 — um polimero amorfo, ndo-poroso, derivado da
celulose e comumente utilizado em aplicagdes farmacéuticas, principalmente como agente de
revestimento ¢ em formulacdes de liberacdo sustentada — foi escolhido para investigar seu
potencial de amorfizacdo da CLF, bem como os PSC gerados a partir da liberagcdo do fairmaco
desta matriz polimérica. O HPMCP-55 apresenta solubilidade em solventes organicos, como o
metanol, e € parcialmente solivel em mistura de etanol/agua (8:2). Em meios exclusivamente
aquosos, sua solubilidade depende do pH, sendo soluvel em valores de pH acima de 5,5. O
HPMCP melhora a solubilidade dos farmacos ao estabilizar sua estrutura amorfa em DSAs,
resultando em uma taxa de dissolug@o superior em comparagdo com formas cristalinas. Outro
aspecto importante do HPMCP ¢ sua capacidade de controlar a liberagdao do farmaco (Albadarin
etal.,2017; Luet al.,2019; Nie et al., 2015, 2016).

A escolha do HPMCP (hipromelose ftalato) como carreador da CLF neste estudo pode
ser justificada por algumas razdes. Primeiramente, o HPMCP apresenta caracteristicas quimicas
que permitem a formacdo de interacdes fortes com o farmaco, como a presenga de grupos
funcionais que podem participar de ligacdes idnicas e de hidrogénio. Essas interagdes sdo
cruciais para melhorar a capacidade de carga do farmaco e a estabilidade fisica da DSA. Além
disso, o estudo de Nie et al., (2015) demonstrou que a CLF forma complexos mais estaveis com
o HPMCP devido a forte associacdo entre a CLF e o grupo carboxilico do HPMCP. Essa
associagdo resulta em uma mobilidade molecular reduzida da CLF, o que contribui para uma
menor tendéncia a cristalizagdo durante o armazenamento. A pesquisa utilizou métodos
espectroscopicos e calculos de quimica quantica para investigar as interagdes moleculares,
confirmando que as interagdes i0nicas sdo a forca dominante no complexo CLF-HPMCP, o que

reforga a escolha do HPMCP como carreador eficaz para a CLF.

3.2.3 Soluplus

O SLP, um copolimero de policaprolactama—acetato de polivinila—polietilenoglicol, foi
escolhido para investigar seu potencial de amorfizacdo da CLF e os PSCs gerados a partir da
liberacdo do farmaco dessa matriz polimérica. O SLP apresenta uma estrutura anfifilica que
permite atuar como um polimero de matriz para solugdes solidas e como um agente
solubilizante em meios aquosos. E soliivel em 4gua e em varios solventes organicos, como

acetona (até 50%), metanol (até 45%), etanol (até 25%) e dimetilformamida (até 50%). Além
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disso, o polimero possui importantes caracteristicas para o uso em processos que envolvem a
aplicagdo de temperatura, como a fusdo e o HME.

Devido ao seu carater parcialmente lipofilico, o SLP permite aumentar a solubilizagao
do farmaco em meios aquosos. A escolha do SLP como carreador da CLF neste estudo ¢
justificada pela necessidade de investigar uma alternativa polimérica que, apesar de apresentar
diferentes mecanismos de estabiliza¢do, possa oferecer um perfil de solubilidade cinética

otimizado para a administragao oral do farmaco.

3.3 OBTENCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS AMORFAS

Dois métodos de obtengdao de DSAs de CLF com HPMCP ou SLP foram testados neste
trabalho, os quais serdo descritos a seguir. A Tabela 5 descreve as quantidades de cada insumo

utilizados na obtencao dos sistemas, em ambos os métodos.

Tabela 5 — Descrig@o da obtengdo das dispersoes.

Polimero Drug Loading (%) Clofazimina (mg) Polimero (mg) Total (mg)
HPMCP 10 500 4500

HPMCP 20 1000 4000

HPMCP 30 1500 3500

HPMCP 40 2000 3000

HPMCP 50 2500 2500

HPMCP 60 3000 2000

HPMCP 70 3500 1500 5000
HPMCP 80 4000 1000

Soluplus 10 500 4500

Soluplus 20 1000 4000

Soluplus 30 1500 3500

Soluplus 40 2000 3000

Soluplus 50 2500 2500

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

3.3.1 Método de evaporacio de solventes

As DSAs a base de HPMCP ou SLP contendo 10 a 80% de CLF foram preparadas
dissolvendo completamente as quantidades de farmaco e polimero correspondentes a cada drug
loading em cloroférmio até formar uma solugdo perfeitamente homogénea. A escolha do

cloroférmio foi baseada no estudo de solubilidade em solventes organicos discutida na Sec¢ao
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4.5. Em seguida, as solucdes foram levadas ao banho de ultrassom por 10 minutos para, logo

apos, serem distribuidas em formas de teflon.

Figura 11 — Procedimento de evaporagdo de solventes para o preparo de dispersdes solidas amorfas de SLP ou

HPMCP carregadas com clofazimina.
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Fonte: A autora (2024).

3.3.2 Método quench-cooling

As DSAs a base de HPMCP contendo 10 a 80% de CLF foram preparadas adicionando
2 mL de etanol as misturas de farmaco e polimero. A mistura foi agitada vigorosamente a 75 -
80°C, utilizando uma chapa aquecedora, acoplada a termometro e, em seguida, resfriada
imediatamente em banho de gelo. Durante a reagdo, a cor da fase solida na mistura mudou de
vermelho (cor dos cristais de CLF) para preto. O produto sélido foi lavado duas vezes com
etanol em papel-filtro, e seco em estufa de renovagdo de ar a 40°C por 24 horas. Um resumo
ilustrativo do procedimento de obtengao pelo método quench-cooling pode ser visualizado na
Figura 12.

A obtengao das DSAs de SLP contendo 10 a 80% de CLF foram preparadas de maneira
semelhante, porém sem a adi¢do de etanol a mistura, uma vez que o SLP ¢ um polimero de

aplicacdo direta na fusdo. A mudanca de cor de vermelho para preto ndo € observada na

obtencao de DSA com SLP.
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Figura 12 — Procedimento de obtenc¢do de dispersdes solidas amorfas de HPMCP e clofazimina pelo método

quench-cooling.
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Fonte: A autora (2024).

Os produtos foram triturados em gral e pistilo de porcelana com auxilio de pequenas
quantidades de nitrogénio liquido e as massas obtidas foram padronizadas para 300-75 um de

tamanho de particula. Os sistemas foram armazenados em dessecador para caracterizagao.
3.4 CARACTERIZACOES DO ESTADO SOLIDO
3.4.1 Microscopia de luz polarizada

Imagens de microscopia de luz polarizada foram obtidas adicionando uma pequena
quantidade da DSA na lamina de vidro e alinhando os polarizadores para identificar as
propriedades birrefringentes das amostras (microscopio Nikon Alphaphot 2 YS2 adaptado com
filtros polarizadores). Imagens das areas de interesse foram capturadas utilizando uma cdmera
acoplada ao microscopio com aumento de 100 vezes. A microscopia de luz polarizada foi
empregada apenas para a analise dos sistemas obtidos por evaporacdo de solventes, pois
formam um filme ao final da secagem, aplicavel a técnica. As DSAs obtidas pelo método

quench-cooling nao formam filme ao final da obtencao e, portanto, nao se aplicam a técnica.

3.4.2 Difratometria de Raios-X
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Andlises de difracao de raios-X (PXRD) foram realizadas em um difratometro de Raios-
X (Lab XRD-6100, Shimadzu, Téquio, Japao) equipado com anodo de cobre. As amostras
foram preparadas em suportes de aluminio com uma fina camada de material em po livre de
solvente e foram analisadas na faixa entre 5—40° 20 (graus) a uma velocidade de varredura de

0,02° por segundo.

3.4.3 Espectroscopia do Infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho na regido média com transformada de Fourier (FTIR)
foram obtidos em um espectrometro de infravermelho (Espectro Shimadzu, IRXross, Téquio,
Japdo) em moddulo ATR. As andlises consistiram na média de 45 varreduras realizadas no

intervalo de 4000-600 cm™. Foi suprimida a banda de CO2 e os graficos foram normalizados.

3.5 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE EM EQUILIBRIO

Neste trabalho, a solubilidade da CLF foi determinada em diversos meios aquosos para
eleger os meios dos ensaios de dissolu¢do do estudo. Inicialmente, os meios testados foram: (a)
tampao acido cloridrico pH 1,2 50 mM, (b) tampao acetato pH 4,5 50 mM e (c) tampao fosfato
pH 6,8 50 mM. Posteriormente, foram testados: (d) tampao acido cloridrico pH 1,2 50 mM +
laurilsulfato de s6dio (LSS) 0,1% (m/m) e (e) tampao fosfato pH 6,8 50 mM + LSS 0,1% (m/m).

A solubilidade de CLF foi determinada através do método shake-flask, segundo
recomendacdes da USP (United States Pharmacopeia, 2023), pela medida da concentragdo de
saturacao (Cs) em cada meio. Para tal, frascos de centrifugagdo foram preenchidos com 10 mL
de cada meio e, em seguida, saturados com matéria-prima de CLF até a formagao de corpo-de-
fundo (n=6). As solugdes foram agitadas em um agitador orbital a 150 RPM, com temperatura
controlada de 37 °C, durante 24 h. Os frascos foram posicionados de forma a favorecer a
homogeneizacao do contetido. A Figura 13 ilustra o processo.

Apo6s o periodo, os frascos foram retirados e uma aliquota de 1 mL de cada foi
centrifugada a 14000 RCF por 10 minutos. Uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi
cuidadosamente retirada e centrifugada novamente a 14000 RCF por 10 minutos. As solucdes
finais foram diluidas em uma mistura de metanol e tampao formiato de aménio pH 3 25 mM
(70:30 v/v) e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme descrito na
Secdo 4.6. Medidas de pH foram realizadas antes e depois do experimento, onde verificou-se

que nao houve alteracdo de pH na faixa de +/- 0,1.
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Figura 13 — Esquema de determinacdo da solubilidade da CLF através do método shake-flask.

fapte,

|

|

~
centrifugagdo ‘
—’
14000 RCF
\ ". bt (
NN rha =I5

10 mL de tampao leitura do sobrenadante
+ excesso de CLF

equilibrio por 48h
sob agitagdo orbital

37:°C

J-q

|

Fonte: A autora (2024).

Ensaios de solubilidade de CLF em solventes organicos também foram realizados com
0 objetivo de selecionar o melhor solvente para obten¢do de DSAs pelo método de evaporacao
de solventes, conforme descrito na Se¢do 4.3.1. A determinagdo da Cs de CLF em acetona,
acetonitrila, cloroférmio, diclorometano, dimetilsulfoxido, etanol, hexano, isopropanol e
metanol foi realizada conforme descrito anteriormente para os tampdes aquosos, com excegao

da temperatura que foi ambiente (25 °C).

3.5.1 Determinacao de clofazimina por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada

a detector de arranjo diodos

Um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia modelo 2050C 3D, marca Shimadzu (Kyoto,
Japao), foi utilizado para determinacdo de CLF por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo diodos (CLAE-DAD). As separacdes aconteceram em uma
coluna USP L7 (octilsilano), modelo Zorbax Eclipse Cs, 150 x 4,6 mm, 5 um, marca Agilent
(Santa Clara, EUA), com uma fase movel composta por uma mistura de metanol e tampao
formiato de amoénio pH 3, 25 mM, na proporg¢ao de 70:30, respectivamente, em modo isocratico.
O fluxo foi de 1 mL/min e a coluna foi mantida a 30°C. As inje¢des foram sempre de 10 pL. A
adequabilidade do sistema cromatografico foi avaliada através de injecdes (n=6) de uma
amostra padrao contendo CLF diluida em fase mdvel na concentracao de 1 pg/mL. O tempo de
retencao tipico de CLF foi registrado em aproximadamente 4 min. O fator de cauda dos picos

cromatograficos foi sempre <1,2. Os picos de CLF foram integrados em 283 nm e o desvio
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padrao relativo (DPR) das areas dos picos foi abaixo de 1%. Analises de pureza de pico sempre
revelaram picos puros no intervalo espectral observado (190-400 nm).

Para quantificar as amostras do ensaio de solubilidade, curvas de calibragao de CLF
diluida em fase movel (metanol e tampao formiato de amoénio pH 3, 25 mM, na proporgao de
70:30, respectivamente) foram preparadas com niveis de calibragdo de 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 ¢ 1
pug/mL (n=3). Para tanto, uma solu¢do mae contendo CLF a 500 pg/mL foi preparada em
metanol e, em seguida, diluida para 50 pg/mL (n=3). Esta solucao foi, entdo, utilizada como
ponto de partida para preparo das solugdes de calibracdao. As solugdes de calibragdo foram
injetadas e uma curva de calibragdo foi obtida por regressdo linear pelo método dos minimos

quadrados ordinarios.

3.6 ESTUDOS DE DISSOLUCAO SOB CONDICAO NON-SINK

Os experimentos de dissolugao sob condi¢ao non-sink foram realizados em um sistema
de dissolugdo Varian® VanKel 7010 equipado com o aparato de pas (USP 2) a 100 RPM. Os
meios de dissolu¢do foram escolhidos para permitir visualizar o comportamento da CLF
liberada a partir das DSAs em duas condigdes: tampao acido cloridrico pH 1,2 50 mM + LSS
0,1% (m/m) e tampao fosfato pH 6,8 50 mM + LSS 0,1% (m/m). A baixa concentragdo de LSS
foi acrescentada aos tampoes para permitir a quantificagdo de CLF em baixas concentragdes
tipicamente encontradas em ensaios de dissolu¢do. O LSS ¢ amplamente utilizado em estudos
de dissolugdo devido a sua alta capacidade de reduzir a tensdo superficial e formar micelas, o
que facilita a solubilizacao de farmacos pouco soltiveis. Comparado a outros tensoativos, o LSS
¢ economicamente acessivel, apresenta boa estabilidade quimica e € compativel com uma ampla
gama de farmacos e condig¢des experimentais, tornando-o uma boa opg¢do para estudos de
dissolu¢do de farmacos lipofilicos, como a CLF.

Uma quantidade de cada DSA foi cuidadosamente pesada e introduzida em cubas de
dissoluc¢do individuais, preenchidas com 250 mL de meio de dissolug¢do a 37 °C. As DSAs foram
pré-selecionadas conforme os resultados das caracterizagdes no estado solido. Os sistemas
foram testados em dose fixa de farmaco para representar a atual dose terapéutica diaria de CLF
(50 mg), com diferentes drug loadings. A intenc¢do foi investigar o impacto do método de
obtengdo, do polimero e do drug loading nos perfis de solubilidade cinética de CLF. O grau de
supersaturagdo foi estimado através do sink index (SI) proposto por (Sun; Ju; Lee, 2012),
levando em consideracdo as respectivas solubilidades de CLF em cada meio. As condi¢des

experimentais dos ensaios de dissolu¢ao podem ser visualizadas nos Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 — Descri¢ao do desenho experimental dos ensaios de dissolucdo sob condicdo non-sink das dispersodes

obtidas pelo método de evaporagdo de solventes.

Método de evaporacio de solventes
pH 1,2 pH 6,8
Massa de Dose . Massa de Dose .
R . Sink . . Sink
DSA sistema equivalente index* DSA sistema equivalente index*

(mg) de CLF (mg) (mg) de CLF (mg)
HPMCP- HPMCP-
CLF 10% 500 50 0,0029 CLF 10% 500 50 0,0029
HPMCP- HPMCP-
CLF 50% 100 50 0,0029 CLF 50% 100 50 0,0029
SLfd;LF 500 50 0,0029 SLIPO'(,CA)LF 500 50 0,0029

*Qs valores de sink index foram calculados com base na Cs de CLF determinada em 0,58 pg/mL em ambos os
meios de dissolugao.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Quadro 2 — Descri¢ao do desenho experimental dos ensaios de dissolucdo sob condicdo non-sink das dispersdes

obtidas pelo método quench-cooling.

Método de quench-cooling
pH 1,2 pH 68
Massa de Dose , Massa de Dose .
. . Sink . . Sink
DSA sistema equivalente index* DSA sistema equivalente index*
(mg) de CLF (mg) (mg) de CLF (mg)
HPMCP- HPMCP-
CLF 10% 500 50 0,0029 CLF 10% 500 50 0,0029
HPMCP- HPMCP-
CLF 50% 100 50 0,0029 CLF 50% 100 50 0,0029
SLP-CLF SLP-CLF
10% 500 50 0,0029 10% 500 50 0,0029
SLP-CLF SLP-CLF
30% 500 50 0,0029 30% 500 50 0,0029

*Qs valores de sink index foram calculados com base na Cs de CLF determinada em 0,58 pg/mL em ambos os
meios de dissolugao.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Em dissolucdes sob condi¢cao non-sink, o tratamento e leitura imediatos da amostra ¢
uma etapa fundamental para obter concentracdes fidedignas ao tempo real de dissolugdo,
conforme descrito em um trabalho do nosso grupo (Danda et al., 2024). Ap6s o inicio do teste,
aliquotas de 1 mL foram retiradas nos tempos predeterminados (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90,
120, 180 e 240 min), imediatamente centrifugadas a 14000 RCF, e uma pequena por¢ao do
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sobrenadante equivalente a 500 pL foi removida para leitura espectrofotométrica em um
espectrofotometro Varian Cary® 50 Bio UV-Vis (Agilent Technologies, California, EUA). As
absorbancias foram coletadas em 495 nm e comparadas com curvas de calibragdo de CLF em
cada meio de dissolucao na faixa de 1-10 ug/mL. Os testes foram realizados em triplicata ¢ as
amostras foram diluidas conforme necessario (nota: a soma de todas as aliquotas foi de apenas
4% do volume do meio de dissolucdo, ndo sendo necessaria, portanto, a reposicdo do meio de
dissolugdo). Os dados das dissolugdes foram analisados em termos concentragdo maxima

(Cmax), tempo de concentragdo maxima (Tmax) € de area sob a curva (ASC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO ESTADO SOLIDO DAS DISPERSOES
SOLIDAS AMORFAS

As caracteristicas estruturais do polimero desempenham um papel crucial na obtencao
de DSAs de CLF. A CLF possui tanto grupos doadores quanto aceptores de ligagdes de
hidrogénio, além de um valor de pKa relativamente alto (8,51). Esses aspectos permitem que a
CLF forme diferentes tipos de interagdes com grupos funcionais presentes em polimeros,
sobretudo, aqueles com regides doadoras e aceptoras de protons (H'). Essas interagdes sdo
essenciais para a formagao de complexos estaveis, evidenciando, dessa forma, a importancia da
selecdo adequada de polimeros na formagao de DSAs de CLF. A escolha de um polimero, como
o HPMCP, ¢ estratégica, uma vez que esse polimero tem um pKa em torno de 3, e a diferenca
de pKa entre a CLF ¢ o HPMCP ¢ um fator critico na formagao da interag¢ao do tipo acido-base
entre esses dois componentes.

A diferenga significativa de pKa entre o firmaco e o polimero sugere que, em condi¢des
adequadas, a CLF pode atuar como uma base, aceitando um H+, enquanto o HPMCP pode atuar
como um 4cido, doando um H". A formagdo de interagdes 4cido-base é favorecida quando a
diferenca de pKa (ApKA = pKa do componente basico - pKa do componente acido) entre os
componentes ¢ maior que 2 a 3 unidades (CRUZ-CABEZA, 2012). Nesse caso, a diferenca de
pKa entre a CLF e o HPMCP ¢ suficiente para suportar a transferéncia de protons, resultando
em interagdes intermoleculares que contribuem para a formagao da DSA. As interagdes acido-
base sdo consideradas uma das formas mais fortes de associagdo intermolecular, o que €
particularmente benéfico para a estabilidade fisica desses sistemas. Assim, a analise da
diferenca de pKa ndo apenas fornece uma base tedrica para a formacao dessas interagdes, mas
destaca a importancia de selecionar polimeros que possam interagir efetivamente com o
farmaco.

Essa discussao torna-se especialmente importante ao analisar a molécula da CLF. A CLF
apresenta uma tendéncia em realizar interagdes intramoleculares, possuindo uma estrutura que
permite a formagdo de ligacdes de hidrogénio, particularmente entre grupos funcionais dentro
da propria molécula. Por exemplo, a proximidade entre os grupos imina € o grupo amida
secundaria na CLF sugere que pode ocorrer uma interag¢do intramolecular entre esses grupos, o
que pode impactar a configuragao eletronica local e a reatividade da molécula (Nie et al., 2015;

Nie et al., 2016). Essas interagdes intramoleculares podem competir com as interagdes
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intermoleculares que a CLF poderia formar com polimeros, limitando a eficacia de carreadores
que ndo possuem grupos doadores de H+, como o PVP, por exemplo. Portanto, a capacidade da
CLF de formar interagdes intramoleculares ¢ um fator importante a ser considerado no
desenvolvimento de formulagdes de DSAs.

O HPMCP apresenta caracteristicas em sua estrutura que o tornam um candidato
promissor como carreador para a CLF. Primeiramente, a presenca de grupos ftalatos - que
contém grupos carboxilicos -, ¢ fundamental, pois esses grupos podem atuar como doadores de
H", facilitando a formagdo de intera¢des acido-base com a CLF. Devido a essa capacidade de
interagdo, 0o HPMCP ¢ um polimero que pode manter uma estrutura amorfa, ajudando a prevenir
a recristalizagdo do fArmaco ¢ aumentando sua estabilidade fisica.

Por outro lado, polimeros que ndo apresentam grupos funcionais especificos podem ser
menos eficientes na capacidade de amorfizagdo de sistemas contendo CLF. O SLP, por sua vez,
contém grupos hidroxila (~OH) e carbonila (C=0) que s3o capazes de formar ligacdes de
hidrogénio com os fairmacos, sendo esta interagdo mais fraca quando comparadas as interagdes
acido-base e as ligacdes ionicas formadas pelo HPMCP. Estas interagcdes sdo cruciais para
estabilizar a fase amorfa e prevenir a recristalizagdo dos farmacos na matriz polimérica. Apesar
dessas caracteristicas, ¢ possivel que a for¢a dessas interagdes ndo seja suficiente para desfazer
a ligacdes intramoleculares em potencial da CLF. Essa diferenga na quimica dos polimeros
implica que o SLP pode oferecer menor estabilidade fisica e capacidade de amorfizacdo em
comparacao com o HPMCP.

Anélises de FTIR foram realizadas para explorar os potenciais de interagdo quimica
entre CLF e os polimeros nas DSAs obtidas. As andlises das DSAs demonstradas aqui se
referem apenas ao método de quench-cooling, uma vez que nao foram evidenciadas diferencas
entre os métodos de obtengao no FTIR.

Os espectros de CLF apresentam regides especificas, como as bandas de estiramento
C=N em 1625 cm! e N-H em 2969 cm (Figura 14). Essas regides sdo importantes para
identificar alteragdes nas interagdes moleculares quando o farmaco € incorporado em uma
matriz polimérica. J4 o SLP apresenta bandas caracteristicas em cerca de 1720 cm™, referente
ao estiramento C=0, devido a presenga de grupos acetato (PVAc) e carbonila na caprolactama,
e estiramento C-N em torno de 1235 cm’!, indicando a presenca de ligacdes C-N na
caprolactama. Nas dispersdes, ha uma diminui¢do na intensidade dos picos da CLF e uma leve

mudanca na posi¢ao dos picos, indicando possiveis interagdes.
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Figura 14 — Espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier de clofazimina, Soluplus® e

dispersdes solidas obtidas por quench-cooling.
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Fonte: A autora (2024).

Por sua vez, 0o HPMCP ¢ um éster ftalico da hidroxipropilmetilcelulose, contendo grupos
ftalatos (CO-Ph-CO) que podem formar interagdes especificas com a CLF. A regido de 1724
cm! nos espectros de FTIR ¢ caracteristica do estiramento C=0 dos grupos ftalatos. A presenca
desses grupos pode facilitar uma interagdo mais forte e especifica com a CLF, resultando em
uma melhor dispersao e estabilidade do farmaco na matriz polimérica. O HPMCP sozinho tem

uma banda bastante larga centrada em 1724 cm™!

, atribuida ao alongamento do grupo C=0O do
acido carboxilico. O acido carboxilico dos substituintes ftalil pode ser convertido em grupo
carboxilato, formando uma interacdo i6nica com a CLF na dispersdo. Essa interagdo ¢ apoiada
pela supressio da banda caracteristica do HPMCP em 1724 cm™! (semelhante ao que acontece
com SLP) e o aparecimento de picos em 1515 cm™'. Mais evidéncias da existéncia de interagdes
acido-base entre CLF e HPMCP podem ser encontradas nas mudangas das caracteristicas dos

espectros na regido de 1650—1350 cm™! (Figura 15).
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Figura 15 — Espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier de clofazimina, HPMCP e

dispersdes solidas obtidas por quench-cooling.
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Fonte: A autora (2024).

Por fim, comparando HPMCP e SLP, as analises de FTIR demonstram que o HPMCP
tem mais potencial de interacdo quimica especifica com a CLF devido aos grupos ftalatos que
podem formar interacdo idnica com o farmaco, o que pode resultar em uma dispersdao mais
estavel a longo prazo.

Outro aspecto importante a ser observado ¢ a mudanga de cor de vermelho para preto
durante a obtencdo de DSAs de HPMCP-CLF pelo método quench-cooling. Essa mudanga nao
foi observada durante a obtencdo da DSA com o SLP pelo mesmo método, o que reforca a ideia
de que a interagao especifica entre a CLF e os grupos carboxilicos do HPMCP ¢ a responsavel
pela alteragdao na cor. Essa observacao ¢ importante, pois sugere um indicativo visual da
formagao de interacdes entre o fArmaco e o polimero. Na Figura 16, ¢ possivel ver a mudanga

de cor no sistema HPMCP-CLF (lado A) nos drug loadings de 10 e 50%. J& no sistema SLP-

CLF (lado B), contendo as mesmas cargas de fa&rmaco, ndo ocorreu essa mudanga.
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Figura 16 — Mudanca de cor observada durante a preparacdo das DSAs de CLF com os polimeros HPMCP e
Soluplus. A: DSA com HPMCP mostra uma transi¢ao de cor de vermelho para preto em drug loadings de 10% e
50%, indicando uma interagdo especifica entre a CLF e os grupos carboxilicos do HPMCP. B: DSA com SLP,

com as mesmas cargas de farmaco, ndo apresenta alteracdo na cor, reforgando a auséncia da interagio especifica

observada com o HPMCP.
10 % de CLF 50 % de CLF
A 1 B Al B

Fonte: A autora (2024).

Essa mudanca de cor pode ser atribuida as interagdes entre a CLF e os grupos funcionais
do HPMCP, especialmente os grupos carboxilicos presentes no substituinte ftalato. A mudanca
de cor indica a protonagdo do grupo imina da CLF, que ocorre devido a transferéncia de H" do
grupo carboxilico do HPMCP. Essa protonagdo altera a densidade eletronica na estrutura
conjugada da CLF, que ¢ responsavel pela sua cor. Um estudo realizado por Nie et al. (2016)
evidenciou a mudanca de cor e o deslocamento para comprimentos de onda mais longos
(redshift) nos espectros de absorcao visivel da CLF, indicando que as interacdes entre o fArmaco
e o HPMCP afetam a configuragdo eletronica da CLF, resultando em uma alteragdao visual
significativa.

O método de evaporacao de solventes, apesar da simplicidade do processo, resultou em
uma distribui¢do heterogénea do fdrmaco no polimero, levando a presenca de cristais. Ja o
método quench-cooling de obtengao, que envolve a fusdo simultanea do farmaco e do polimero,
seguida de resfriamento imediato, levou a uma distribuicdo mais uniforme do fairmaco e nos
polimeros testados, demonstrando, ainda, maior capacidade de amorfizacao em drug loadings
maiores comparado aos drug loadings alcangados pelo método de evaporacao de solventes.

As imagens obtidas através da microscopia Otica de luz polarizada dos sistemas
revelaram diferengas significativas na morfologia e estado fisico das amostras obtidas por
evaporacéo de solvente (Figura 17). Para as dispersdes de HPMCP-CLF, até a concentragéo de

60%, as amostras ndo exibem caracteristicas tipicas de cristalizacdo. Isso sugere que,



66

visualmente, ndo ha formacdo de cristais detectavel através da microscopia de luz polarizada.
Contudo, a partir da concentracdo de 70%, é possivel notar a presenca de estruturas que podem

indicar inicio de cristalizagcdo, com intensidade aumentada na amostra de 80%.

Figura 17 — Imagens de microscopia 6tica de luz polarizada das dispersdes de HPMCP-CLF e SLP-CLF obtidas

pelo método de evaporagdo de solventes.
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Fonte: A autora (2024).
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Apesar das observacgdes por microscopia 6tica ndo terem indicado a presenca de cristais
na amostra com 60% de CLF, anlises posteriores por PDRX confirmaram a presenga de cristais
neste sistema. Esta discrepancia pode ser explicada pela sensibilidade diferente entre as
técnicas: a PDRX é capaz de detectar cristais em niveis muito baixos que podem ndo ser visiveis
na microscopia otica.

Por fim, para evidenciar a diferenca entre os processos de obtengdo, os graficos de
PDRX forneceram informacgdes importantes sobre o estado sélido do farmaco nas misturas
poliméricas obtidas por diferentes métodos. Nos graficos de PDRX, nota-se que, apenas através
do método quench-cooling, as amostras de SLP-CLF apresentaram maior capacidade de
amorfizagdo da CLF, exibindo perfis que indicam a presenca de uma fase amorfa em
concentragdes de 10%, 20% e 30% (Figura 18). A partir de concentragdes de 40% e 50% de
farmaco, ha um aumento na intensidade dos picos, semelhante ao perfil da CLF cristalina,

sugerindo uma menor capacidade de amorfizagdo em cargas maiores de farmaco.

Figura 18 — Analises de PDRX das DSAs obtidas por guench-cooling.
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Por outro lado, as amostras de HPMCP-CLF mantém um padrdo mais amorfo, mesmo
em concentracfes mais altas de farmaco (até 50%), tanto pelo método quench-cooling, quanto
pelo método de evaporacéao de solventes (Figura 19), destacando a capacidade de interacdo do
HPMCP com a CLF como determinante na formagdo das DSAs. Quando o polimero, como o

SLP, ndo forma interacOes especificas com a CLF, a necessidade de usar métodos mais
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eficientes para dispersar o farmaco na matriz polimérica se torna mais evidente. Isso é
observado na capacidade reduzida do SLP em amorfizar a CLF pelo método de evaporacao de

solventes, onde, mesmo com apenas 20% de farmaco, foi possivel notar sinais cristalinos.

Figura 19 — Analises de PDRX das DSAs obtidas por evaporagao de solventes.
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Portanto, 0 método quench-cooling se destacou por proporcionar uma distribuicdo mais
uniforme do farmaco nas misturas poliméricas e uma maior capacidade de amorfizacdo em

concentracdes mais altas, em comparacdo com o método de evaporacdo de solventes.
4.2 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DE CLOFAZIMINA EM EQUILfBRIO
4.2.1 Clofazimina em tampaoes aquosos: sele¢cio dos meios de dissolucio do estudo

A solubilidade em equilibrio de CLF foi determinada pelo método shake-flask, onde
mediu-se a concentracdo de saturagdo de uma suspensdo do farmaco apds 24 h a 37 °C,
inicialmente em trés tampdes aquosos (Figura 20A). O cromatograma tipico demonstra CLF
separada em aproximadamente 3,7 min no método cromatografico (Figura 20B). Sendo a CLF
uma base livre com logP = 7 (Chemaxon, 2024), sua solubilidade ¢ extremamente baixa em
toda faixa de pH testada, variando de (a) 0,13 = 0,016, (b) 6,36 £ 0,11 e (c) 0,03 £ 0,001 pg/mL
(<LOQ) em pH 1,2, 4,5 e 6,8, respectivamente (nota: em pH 6,8, a solubilidade de clofazimina

esteve abaixo do LOQ do método analitico).
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Figura 20 — A: Solubilidade em equilibrio de clofazimina em diferentes pHs determinada experimentalmente. B:

Cromatograma tipico de CLF injetada a 1 pg/mL.
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Fonte: A autora (2024).

No pH 1,2, a espécie ionizada de CLF encontra-se discretamente presente (~7%), o que
contribui para uma também discreta solubiliza¢do (Figura 21A). Em pH 4,5, a espécie i0nica
predomina (~80%), elevando a solubilidade em varias ordens de magnitude. Ainda assim, o ion
de CLF em ambos os pHs pode ter um logP estimado em 3,39 (Chemaxon, 2024), o que explica
a baixa solubilidade de CLF mesmo quando em meio acido. No pH 6,8, em contrapartida, a
espécie molecular de CLF predomina (~89%) (Figura 21B), o que faz sua solubilidade cair
drasticamente, & medida que se aproxima do seu pKa ~ 9 (VERBIC et al., 2023), ficando abaixo
do LOQ do método empregado na quantificagio de CLF deste estudo. E importante mencionar
que as medidas de pKa, logP e solubilidade de CLF sdao um desafio analitico e mais estudos
devem ser realizados para fundamentar a discussdo acerca do comportamento i6nico de CLF.

Levando em conta a relevancia biofarmacéutica dos meios de dissolucao, foram
selecionados os meios com pH 1,2 e 6,8 para o estudo, visto que traduzem as condi¢des
primarias do estdmago e intestino em jejum, respectivamente. No entanto, devido a necessidade
de quantificacdes praticas de CLF no estudo para os ensaios de dissolugdo, fez-se necessario a
adicdo de uma pequena concentragdo de tensoativo anidnico, o LSS, a 0,1% (m/m), onde

verificou-se que a solubilidade de CLF aumentou para 0,58 pg/mL em ambos os meios (Tabela
0).
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Figura 21 — Espécies ionizada (A) molecular (B) de clofazimina em meio aquoso.
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Fonte: A autora (2024).

Tabela 6 — Solubilidade de clofazimina em tampdes aquosos determinada pelo método shake-flask.

Meio de dissolucao Tensoativo Solubilidade (ng/mL)
Tampdo HCl pH 1,2 50 mM - 0,13+£0,016
Tampao acetato de sodio pH 4,5 50 mM — 6,36 £ 0,11
Tampao fosfato de soédio pH 6,8 50 mM - (<LOQ)
Tampao HCl pH 1,2 50 mM Laurilsulfato de sodio 0,1% (m/m) 0,58 +0,27
Tampao fosfato de soédio pH 6,8 50 mM Laurilsulfato de so6dio 0,1% (m/m) 0,58 +£0,24

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Este aumento de baixa magnitude na solubilidade de CLF possibilitou que a
determina¢do do farmaco dos ensaios de dissolugdo pudesse ser realizada por
espectrofotometria UV-Vis. Esta mudanca no método de determinag¢do de CLF — entre CLAE-
DAD para UV-Vis dos ensaios de solubilidade para dissolugdo, respectivamente — foi
importante para reduzir o tempo total entre a coleta e a quantificagdo da amostra nos ensaios de
dissolucdo. Mesmo com analise rapidas, tipicamente de 5 min, as andlises por CLAE-DAD
requerem diversas etapas de preparo de amostras, como a transferéncia para diluente, filtracao,
tempo entre injecdes e limpezas, o que pode gerar atrasos na quantificacdo de dissolugdes non-
sink. Este importante aspecto de dissolucdes non-sink foi recentemente discutido em um
trabalho do nosso grupo, onde mostrou-se que o atraso entre a coleta e quantificagdo de
amostras de dissolucdo non-sink podem conduzir a diferentes perfis de solubilidade e erros de

interpreta¢do (Danda et al., 2024).
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4.2.2 Clofazimina em solventes organicos: seleciao do solvente para método de evaporaciao

Ensaios de solubilidade de CLF em solventes organicos também foram realizados com
o objetivo de selecionar o melhor solvente para obtencao de DSAs pelo método de evaporagao
de solventes, conforme descrito nas Segdes 4.3.1 e 4.5 (Figura 22). Uma selecdo dos principais
solventes organicos usuais em laboratorio farmacéutico foi utilizada para estudar a solubilidade

de CLF.

Figura 22 — Solubilidade de clofazimina em solventes orgénicos determinada pelo método shake-flask.
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Fonte: A autora (2024).

O resultado demonstra que os solventes dimetilsulféxido, acetona, diclorometano e
cloroformio sdo os principais solventes eficientes em dissolver CLF, atingindo valores de até
~85 mg/mL (cloroférmio). Além disso, os resultados expandem o conhecimento sobre como
CLF se comporta nos principais solventes utilizados em CLAE, como acetonitrila, isopropanol,
metanol e etanol, possibilitando o preparo de solugdes-mae com seguranca até os valores
reportados aqui.

Levando em conta as analises aqui divulgadas, cloroférmio foi o solvente selecionado
para preparo de DSAs a partir de evaporagdo de solventes. E importante ressaltar que isto nio
significa que outros solventes organicos como acetona, diclorometano, ou até mesmo etanol,
nao sejam elegiveis para o preparo de DSAs por evaporagao de solventes. Porém, quanto maior
for a solubilidade do farmaco no solvente, melhor a dispersdo do mesmo no polimero, por

reduzir a tendéncia de recristalizagdo durante a remocao do solvente (BHUJBAL et al., 2021D).
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4.3 ENSAIO DE DISSOLUCAO SOB CONDICAO NON-SINK

A escolha dos drug loadings usados nos ensaios de dissolucdo foi baseada nas
caracterizacdes do estado solido dos sistemas HPMCP-CLF e SLP-CLF. As caracterizacdes
mostraram que a maior carga de farmaco que o sistema HPMCP-CLF conseguiu manter no
estado amorfo foi de 50%, independentemente do método de obtengdo. Para o sistema SLP-
CLF, a maior carga de farmaco obtida no estado amorfo foi de 30% pelo método de quench-
cooling e apenas 10% pelo método de evaporacéo de solventes. A intencdo foi comparar 0s
maiores drug loadings de cada sistema com o menor drug loading comum (10%), a fim de
investigar a influéncia da carga de farmaco na liberacdo em diferentes condi¢Ges de pH. Em
resumo, a discussdo dos ensaios de dissolucéo envolve a analise dos parametros fornecidos pelo
ensaio (Cmax, Tmax € AUC) das DSAs preparadas por dois métodos distintos: evaporacdo de
solventes e quench-cooling. Para cada pH (1,2 e 6,8), as diferencas observadas entre 0s
diferentes polimeros e métodos também serdo discutidas.

Para as DSAs obtidas pelo método quench-cooling (Quadro 3), em dose e tamanho de
particula fixos, nota-se que no pH 1,2, as formulacbes com HPMCP 10% e HPMCP 50%
apresentaram valores de Cmax de 22,9 ug/mL e 21,9 pg/mL, respectivamente, com AUCs de
4258 pg/mL/min e 3603 pg/mL/min. As formulagdes com SLP 10% e 30% apresentaram
valores de Cmax de 30,8 pg/mL e 28,4 pg/mL, respectivamente, com AUCs de 4544 pg/mL/min
e 5927 pg/mL/min. J&4 no pH 6,8, as DSAs com HPMCP 10% e HPMCP 50% mostraram Cmax
de 191,7 pg/mL e 89,9 pg/mL, respectivamente, ¢ AUCs de 8813 pg/mL/min e 9861
pg/mL/min. As DSAs com SLP 10% e 30% apresentaram Cmax de 102,9 ug/mL e 119,7 pg/mL,
respectivamente, com AUCs de 21067 pg/mL/min e 8249 pg/mL/min.

Quadro 3 — Dados experimentais das dissolugdes realizadas com DSAs obtidas através do método de fusdo.

Dispersao pH 12 PH6S
siliduamorta | - S | i) | iy | g | | i)
HPMCP 10% 229+2,0 180 4258 191,7 £ 25,4 20 8813
HPMCP 50% 219+ 1,8 120 3603 89,9 +3,4 60 9861
Soluplus 10% 30,8+5,8 20 4544 102,9 + 3,7 120 21067
Soluplus 30% 28,4+ 8,1 20 5927 119,7 17,2 10 8249

Fonte: A autora (2024).
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Os PSC da CLF liberada a partir das DSAs preparadas por quench-cooling (Figura 23)
mostram que, no pH 1,2, o sistema HPMCP-CLF com 50% de drug loading alcanga uma Cpax
em torno de 20 pg/mL aos 120 min. O HPMCP se comporta como uma matriz insoltvel em pH
1,2 e, portanto, apresenta liberacdo mais lenta do farmaco atraves do mecanismo de difuséo
controlada. A velocidade com que o farmaco se difunde para o meio de dissolucdo € o que
determina o perfil de liberacdo e recristalizacdo que serd exibido pelo farmaco. O sistema
HPMCP-CLF com 10% apresentou comportamento semelhante, com uma Cmax em torno de 20
pg/mL aos 180 min. Em ambos os casos, a difusdo lenta refletiu numa supersaturacao
sustentada e em um ganho de solubilidade de quase 35 vezes o valor da Cs (0,58 pg/ml). Essa
sustentacdo da supersaturagdo, para 0 HPMCP-CLF 10%, manteve-se praticamente até 4 horas
de dissolucdo. Para HPMCP-CLF 50%, em 3h de dissolucdo, foi possivel notar os primeiros
eventos de cristalizacdo, o que pode ser explicado devido a presenca de mais farmaco disponivel

para a recristalizagdo no meio.

Figura 23 — Perfis de solubilidade cinética de CLF liberada a partir de DSAs preparadas por quench-cooling.
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Fonte: A autora (2024).

Para os sistemas de SLP-CLF, também preparados por quench-cooling, em pH 1,2,
observa-se uma libertagdo mais imediata, atingindo a Cmax (em torno de 30 pg/ml) ja nos
primeiros 20 min de dissolugéo para ambos os drug loadings (10 e 30%). Isso porque o SLP,

diferente do HPMCP, é um polimero soltvel, cujo mecanismo de liberagdo depende da
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dissolugdo do carreador. A supersaturacdo gerada também foi sustentada. Os perfis de
solubilidade s&o mais estaveis ao longo do tempo, com pouca variagdo entre 10% e 30% de
drug loading. A sustentacdo da supersaturacdo refletiu em um ganho de solubilidade de mais
50 vezes o valor da Cs (nota: ndo houve influéncia do polimero na Csdo farmaco).

Em pH 6,8, a solubilidade incial dos sistemas baseados em HPMCP (método quench-
cooling de obtencéo) € alta, com Cméx de 191,7 + 25,4 em 20 min para o drug loading de 10%,
e 89,9 + 3,4 em 60 min para 50%. Essa mudanca de comportamento no PSC da CLF nos
primeiros minutos da dissolucdo pode ser explicada pela mudanca no mecanismo de liberacao,
uma vez que, com a mudanga de pH (pH 6,8), o HPMCP passa de uma matriz insollvel para
soltvel, liberando o farmaco imediatamente com a dissolugdo do carreador polimérico.
Entretanto, ha uma queda acentuada nas concentragdes, por volta de 30 minutos para o sistema
contendo 10% de farmaco e ap6s 60 minutos de dissolucdo para o sistema contendo 50%,
indicando uma possivel precipitacdo ou instabilidade do sistema em meio béasico. Isso porque
qguanto maior a taxa de geracdo de supersaturacdo, mais 0s eventos de nucleacdo e
recristalizacdo sdo favorecidos.

Para as DSAs obtidas pelo método de evaporacgdo de solventes (Quadro 4), no pH 1,2,
observa-se que os sistemas HPMCP-CLF 10% e HPMCP-CLF 50% apresentaram valores de
Cmax de 12,7 pg/mL e 35,0 ug/mL, respectivamente, com AUCs de 2178 pg/mL/min ¢ 6820
pg/mL/min. O sistema SLP-CLF 10% apresentou Cmax de 21,6 pg/mL e AUC de 3498
pg/mL/min. No pH 6,8, as DSAs HPMCP-CLF 10% e HPMCP-CLF 50% mostraram Cmax de
1249 ng/mL e 103,2 pg/mL, respectivamente, e AUCs de 7450 pg/mL/min e 3277 pg/mL/min.
O sistema com SLP-CLF 10% apresentou Cmax de 60,1 pg/mL e AUC de 4407 pg/mL/min.

Quadro 4 — Dados experimentais das dissolu¢des realizadas com DSAs obtidas através do método deevaporagao

de solventes.

pH 1,2 pH 6,8
Polimero Cmax tmax ASC Crmax o (min) ASC
(pg/mL) (min) (ng/mL/min) (pg/mL) (ng/mL/min)
HPMCP 10% 12,7+0,4 240 2178 1249 +18,4 30 7450
HPMCP 50% 35,0+ 0,9 120 6820 103,24+ 3,6 15 3277
Soluplus 10% 21,6 £1,5 5 3498 60,1 £21,3 15 4407

Nos sistemas obtidos por evaporacao de solvente (Figura 24), os perfis de solubilidade
mostram que, em pH 1,2, os sistemas exibem um comportamento parecido como o apresentado
pelos sistemas obtidos por quench-cooling no mesmo pH: as DSAs de HPMCP-CLF, em ambos

os drug loadings possuem um perfil de liberacdo governado por difuséo controlada ao longo do
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tempo, o que reflete em uma liberagdo mais lenta, porém mais sustentada. Enquanto o sistema
SLP-CLF mostra um perfil de liberacdo imediata, seguida de queda nas concentragdes também
imediata. O que chama atencao nesse ensaio, sdo os valores de AUC do sistema HPMCP-CLF
50%, que foi 3 vezes superior a AUC do sistema HPMCP-CLF 10%, e aproximadamente 2
vezes maior que a AUC exibida pelo sistema SLP-CLF 10%. Isto pode indicar que a
mesicibilidade entre o farmaco e o HPMCP, pelo método de quench-cooling pode ser alta a ponto
de manter a CLF presa a matriz por mais tempo, enquanto pelo método evaporacéo de solventes

a taxa de liberacdo do farmaco é mais favorecida.

Figura 24 — Perfis de solubilidade cinética de CLF liberada a partir de DSAs preparadas por quench-cooling.
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Fonte: A autora (2024).

Em pH 6,8, os sistemas mostram uma solubilidade inicial alta seguida por uma
diminuicdo antes da primeira hora de dissolucdo. Em comparagdo ao método quench-cooling,
os valores de AUC foram, pelo menos, 2 vezes menores. Esses dados sugerem que o método
quench-cooling, em geral, resulta em melhores parametros de dissolu¢do quando comparado ao
método de evaporacdo de solventes, especialmente em termos de Cmax € AUC. Este método
mostrou-se eficaz na formacdo de DSAS com parametros de dissolugcdo mais favoraveis. A
rapida solidificacdo através do quench-cooling pode resultar em uma distribuicdo mais
uniforme do farmaco na matriz polimérica, além de favorecer a manutengdo da forma amorfa

do farmaco, o que pode explicar a superioridade deste método. Por outro lado, as DSAs obtidas
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por evaporacdo de solventes apresentaram desempenho inferior, com excec¢do de algumas
formulagdes especificas. Esse método pode ndo ser tdo eficiente em criar uma dispersao
homogénea de CLF ou pode resultar em recristalizacdo parcial durante o processo de
evaporacdo, o que compromete a eficacia da forma amorfa na melhoria da dissolucao.

Comparando os resultados entre pH 1,2 e pH 6,8 dentro de cada método, as DSAs
preparadas pelo método quench-cooling apresentaram, em pH 6,8, Cmax € AUC
significativamente maiores do que em pH 1,2. Por exemplo, HPMCP-CLF 10% mostrou um
aumento de Cmax de 22,9 ug/mL em pH 1,2 para 191,7 ug/mL em pH 6,8. Isso indica que a CLF
possui melhor desempenho de dissolu¢do em condigdes menos acidas, o que é um resultado
muito interessante, levando em consideracdo que a absorcdo da CLF ocorre em meio intestinal.
O mesmo padréo foi observado para SLP 10% e 30%. As formulacdes obtidas pelo método de
evaporacdo de solventes também mostraram melhor desempenho em pH 6,8, mas com
diferengas menos pronunciadas. Por exemplo, HPMCP-CLF 10% teve um aumento de Cmax de
12,7 pg/mL em pH 1,2 para 124,9 pg/mL em pH 6,8. SLP-CLF 10% apresentou um Cmax de
21,6 pg/mL em pH 1,2, que aumentou para 60,1 pg/mL em pH 6,8. As diferencas menos
acentuadas podem sugerir que a eficiéncia do método de evaporacéo de solventes é mais afetada
pelas condi¢des de pH, tendo em vista que, em tampdes aquosos, a solubilidade da CLF é menor
em pH 6,8 e, portanto, quanto mais distante do estado amorfo o fA&rmaco estiver, menor sera seu
desempenho de dissolucdo nesse meio.

A diferenca observada entre os pH 1,2 e 6,8 também pode ser explicada com base nas
propriedades fisico-quimicas da CLF e na influéncia dos compostos presentes no meio de
dissolugdo. A CLF é uma base fraca com pKa de 8,5, o que implica que em meios de baixo pH
(&cidos), como pH 1,2, ela tende a se protonar, podendo formar um sal de hidrocloreto (CLF-
HCI). Em pH alto (basico), como pH 6,8, a forma base livre da CLF é predominante.

Além disso, 0 estudo de Bannigan et al. (2019) evidenciou que em pH baixo, a CLF se
dissolve inicialmente, mas depois precipita como clofazimina-hidrocloreto devido ao efeito de
ion comum. Este efeito é exacerbado pela presenca de ions cloreto no meio, que promovem a
cristalizacdo do CLF-HCI. Além disso, compostos anfipaticos como sais biliares e fosfolipidios,
presentes no sistema gastrointestinal, podem atuar como inibidores de cristalizagéo e ajudar a
manter a clofazimina em solugéo por mais tempo.

Diante disso, uma observacao importante ¢ que o bom desempenho dos sistemas
baseados em SLP pode ser explicado pela presenga de segmentos hidrofobicos no SLP (cadeias
de polietileno glicol) que podem facilitar a solubilizacdo de farmacos pouco soliveis em dgua

e contribuir para a formacao de micelas poliméricas que encapsulam o farmaco, melhorando
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seu desempenho durante a dissolugdo. Além disso, a solubilizac¢do eficaz proporcionada pelo
SLP durante a dissolugdo pode, apesar dos indicios de menor for¢a de interagdo com o fArmaco,
ainda assim trazer beneficios significativos para a dissolucao da CLF. Em contraste, apesar de,
em pH 6,8, a CLF permanecer principalmente na forma de base livre, que € menos soltvel em
agua ndo ocorre o efeito de ion comum, que acaba sendo mais prevalente em tampao HCL.
Portanto, a diferenca na dissolugéo e comportamento da clofazimina entre pH 1,2 e pH
6,8 pode ser atribuida a sua natureza quimica como uma droga fracamente basica e a interacao
com compostos presentes no meio de dissolucdo, que variam em suas capacidades de

solubilizacéo e inibicdo de cristalizacdo em diferentes pH (Bannigan; Verma; Hudson, 2019).
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a escolha do polimero para DSAs de CLF, um
recristalizador rapido, deve ser bem direcionada, levando em consideragao, sobretudo, a
presenca de grupos doadores ou aceptores de H+, influenciando, diretamente, ndo apenas a
estabilidade fisica do sistema, inclusive em altos drug loadings, mas o PSC do farmaco liberado
de um sistema baseado em ligacdes fortes. Este trabalho contribui para a ampliar a compreensao
acerca do desenvolvimento e performance de DSAs de CLF, exibindo, pela primeira vez, o
perfil de dissolucao da CLF liberada a partir do HPMCP e do SLP. A abordagem de sistemas
supersaturantes, aliada a reducdo da dose, pode transformar a forma como a CLF ¢
administrada, melhorando a adesdo ao tratamento e, consequentemente, os resultados clinicos.
Assim, este estudo ndo apenas amplia o conhecimento sobre as DSAs de CLF, mas também
abre novas discussdes para a pesquisa e desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras

para infecgdes resistentes.
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