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RESUMO

A pneumonia causada por Pneumocystis carinii (PCP) é uma das principais
doencas oportunistas que acomete pacientes portadores do virus HIV. Segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 80 - 85% das pessoas
portadoras do virus sofrem de PCP. Essa infec¢do é pulmonar e o agente patologico
permanece apenas nos pulmdes. O tratamento convencional desta doenga
(sulfametoxazol e trimetoprima) apresenta efeitos colaterais severos (febre,
neutropenia, nefrotoxicidade). Neste contexto, a dapsona (DDS) surge como um
tratamento alternativo eficaz contra a PCP. A dapsona é um farmaco da classe das
sulfonas, com atividade bacteriostatica e que quando administrada pela via oral,
apesar de apresentar menos efeitos adversos que a terapia convencional, pode
causar efeitos adversos nas células do sangue. Desta forma, o objetivo do presente
trabalho é desenvolver microparticulas de quitosana pela técnica de spray-drying,
visando a administracdo pulmonar com efeito local da dapsona, para o tratamento
da PCP. O racional da proposta baseia-se na administracao localizada do farmaco,
a qual pode contribuir para a reducao da dose administrada e, consequentemente,
dos efeitos adversos. As andlises através de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) mostraram que o tamanho das particulas obtidas foi reduzido e adequado
para administracdo pulmonar (1 — 5 pum). O perfil de dissolugéo in vitro demonstrou
uma liberacdo biexponencial da dapsona a partir das microparticulas, sendo essa
caracterizada por uma fase de liberacdo rapida e outra lenta, o que indica a
sustentacdo da liberacdo do farmaco. Os resultados de deposicdo das particulas in
vitro mostraram uma distribuicdo adequada e uma elevada fracao de particulas finas
respiraveis (FPF = 50%). O experimento de toxicidade in vivo mostrou uma baixa
toxicidade das microparticulas em relagéo ao farmaco livre, mostrando um potencial

efeito protetor para a administracdo da dapsona.

Palavras-chave: Pneumonia Pneumocystis carinii (PCP), microparticulas, spray-

drying, liberacdo pulmonar, dapsona, impactador em cascata de Andersen.






ABSTRACT

Pneumonia caused by Pneumocystis (jiroveci) carinii (PCP) is a major
opportunistic infection that affects patients with HIV. According to the World Health
Organization, between 80 - 85% of patients with the HIV virus suffers from PCP. This
infection is pulmonary disease and the pathologic agent remains in the lungs. The
conventional treatment of this disease leads to severe side effects (fever,
neutropenia, nephrotoxicity). In this context, dapsone appears as an effective
alternative for the treatment against PCP. Dapsone is a drug of sulfones class and
its mechanism of action is based on the bacteriostatic activity. When dapsone is
administered orally, although it has fewer side effects than the conventional therapy,
this drug can cause adverse effects on blood cells. In this way, the aim of this work
was to develop chitosan microparticles by spray-drying technigque, aiming to
pulmonary administration with local effect of dapsone for the treatment of PCP. The
propose of this work is based on the localized administration of the drug, which may
contribute to the reduction of the dose and therefore adverse effects. Analyses by
scanning electron microscopy (SEM) showed that the particle size obtained was
reduced and appropriate for pulmonary delivery (1 — 5 um). The in vitro dissolution
profile showed a biexponential release of dapsone from the microparticles,
characterized by a burst phase release and a subsequent slow release, which
indicates the sustaining delivery of dapsone. The in vitro deposition of microparticles
measured in a Andersen cascade impactor showed an adequate distribution and
high fine particles fraction (FPF = 50%). The in vivo toxicity experiment showed low
toxicity of microparticles compared to free drug, indicating a potential protective
effect of dapsone administration when microencapsulated.

Key-words: Pneumocystis carinii pneumonia (PCP), microparticles, spray-drying,

pulmonary release, dapsone, Andersen cascade impactor.






1. INTRODUCAO






As doencas oportunistas sdo muito frequentes em pacientes com o sistema
imunoloégico comprometido, como pacientes transplantados, imunossuprimidos e
portadores do virus HIV. Uma enorme gama de doencas oportunistas € descrita,

entre elas destaca-se a pneumocitose (Chougule, Padhi et al., 2008; Bennett, 2010).

A pneumocitose causada por Pneumocystis (jiroveci) carinii (PCP) € uma das
doencas oportunistas de maior incidéncia em pacientes com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Esta patologia € caracterizada por ser uma
infeccdo pulmonar local, onde o microorganismo permanece no local. Segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 75% dos pacientes que estao
infectados com o virus HIV sdo acometidos deste microorganismo. Deste niUmero de
pacientes infectados, em torno de 80% dos pacientes com SIDA desenvolvem a
pneumocitose. A taxa de mortalidade desta pneumocitose j4 esteve na faixa de 20 —
40%, dependendo da severidade da doenca, no entanto, recentemente, esta taxa

situa-se entre 10 — 20% (Hughes, 2001; Gutierrez, Morilla et al., 2011).

O tratamento desta patologia (trimetoprima + sulfametoxazol) pode nao ser
efetivo e apresentar efeitos adversos graves. Em pararelo, trabalhos na literatura
destacam que o uso da dapsona pode ser eficaz para o tratamento e prevencédo da
pneumocitose (Cushion, Stanforth et al., 1985; Fishman, 1998; Kovacs, Gill et al.,
2001).

A dapsona € um farmaco da classe das sulfonas, tem atividade
bacteriostatica e é efetivo contra diversos microorganismos. Por outro lado, a
administracdo da dapsona pela via oral, causa alguns efeitos adversos,
principalmente problemas relacionados ao sangue. Além disso, esta sofre grande
metabolizacdo hepatica, o que leva a uma baixa concentracéo de ativo no sitio de

acao (Chougule, Padhi et al., 2008; Ramesh e Chandrasekar, 2008).

7

A microencapsulacdo € uma ferramenta importante na area farmacéutica e
com marcado crescimento nas pesquisas cientificas nos Uultimos anos. As
microparticulas sao sistemas com tamanho na faixa de 1 — 1000 um e, geralmente,
sdo constituidas por material polimérico. Podem ser microesferas, compostas por
polimero, constituindo um sistema matricial, ou pode ser um sistema reservatorio-
microcapsulas, onde um nucleo é recoberto por uma parede polimérica (Andrianov e

Payne, 1998; Ravi Kumar, 2000; Jyothi, Prasanna et al., 2010). Estes sistemas
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microparticulados apresentam vantagens e caracteristicas importantes frente
sistemas convencionais para administracdo de farmacos, como a possibilidade de
modular o perfil de liberagdo de farmacos, aumento na biodisponibilidade e
promocédo de um efeito protetor (Ravi Kumar, 2000; Esposito, Cervellati et al., 2002;
Yang, Qiu et al., 2005; Jyothi, Prasanna et al., 2010). As microparticulas podem ser
obtidas por varios métodos de preparacéo, destacando-se a secagem por aspersao
(spray-drying), por ser uma técnica rapida, realizada em uma Unica etapa e passivel

de transposicao de escala (Oneda e Re, 2003).

A quitosana € um polimero catiébnico encontrado no exoesqueleto de
crustaceos e € obtido a partir da desacetilacdo da quitina. Possui propriedades e
caracteristicas importantes, como ser bioadesiva e biocompativel, além da
capacidade de formar filmes, géis e microparticulas (Costa Jr. e Mansur, 2008;
Vargas, Albors et al., 2009).

A via pulmonar € uma via alternativa as vias convencionais de administracao
de farmacos e aparece, nos Uultimos anos, como foco de inUmeras pesquisas
cientificas (Amaro, Tajber et al., 2011). Esta via apresenta importantes vantagens e
caracteristicas no uso para a administracdo de farmacos, como uma elevada area
superficial alveolar, extensiva vascularizacéo, auséncia de metabolismo de primeira
passagem, aumento da biodisponibilidade e possibilidade de diminuicdo na
frequéncia de dose (Frijlink e De Boer, 2004; Chougule, Padhi et al., 2008; Vehring,
2008; Pilcer e Amighi, 2010; Donovan, Kim et al., 2012).

Neste contexto, a proposta do trabalho esta baseada na producédo inédita de
microparticulas de quitosana, contendo dapsona para administragcdo pulmonar. A
hipétese do presente trabalho considera que a dapsona encapsulada poderia
chegar ao sitio de acdo (pulmdes) em concentracdes terapéuticas, pois o uso da
microencapsulacéo, aliado a via pulmonar, proporcionaria auséncia do metabolismo
de primeira passagem, o que aumentaria a biodisponibilidade do farmaco no

pulméao.
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2. OBJETIVOS






2.1

Objetivo Geral

Desenvolver um novo sistema microparticulado para veiculagcdo da dapsona

pela via pulmonar como alternativa a oral.

2.2

Objetivos Especificos

Preparacdo de microparticulas de quitosana contendo dapsona, pela técnica

de secagem por aspersao (spray-drying);

Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas;

Rendimento do processo;

Determinacéo do diametro de particula por difracéo de laser;

Morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV);

Densidade e diametro aerodinamico das particulas;

Deposi¢cdo das particulas in vitro em impactador em cascata de
Andersen;

Quantificagéo do farmaco por CLAE.

Avaliagcdo dos perfis de dissolugao in vitro em dissolutor e modelagem

matematica dos perfis para identificacdo dos mecanismos de liberacdo da

dapsona a partir das particulas;

Avaliacdo in vivo em ratos da toxicidade pulmonar das microparticulas,

através da analise do fluido de lavagem bronco alveolar;

Andlise dos tecidos pulmonares por microscopia eletrbnica de varredura.
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3. REVISAO DE LITERATURA






3.1 Pneumonia causada por Pneumocystis carinii

As doencas de ocasido (oportunistas) sdo muito frequentes em pessoas
imunodeficientes e imunossuprimidas, como as acometidas com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA); pacientes com cancer que passam por
tratamento quimioterapico severo e pessoas submetidas a algum tipo de processo
de transplante de 6rgaos. Uma nutricdo deficiente associada a resisténcia diminuida
para uma variedade de desordens s&o fatores determinantes para o0
desenvolvimento da pneumonia causada por Pneumocystis (jiroveci) carinii - PCP
(Cushion, Stanforth et al., 1985; Blum, Miller et al., 1992; Fishman, 1998; Chougule,
Padhi et al., 2008; Bennett, 2010).

As doencas oportunistas sao, principalmente, produtos de dois fatores: a
reducdo nas defesas imunoldgicas da pessoa infectada, causada pelo virus HIV, e a
exposicao diaria a microorganismos e outros agentes patogénicos. A vasta lista de
doencas oportunistas é de origem diversificada, entre elas podemos citar. as
doencas bacterianas como a tuberculose (causada por Mycobacterium
tuberculosis), doenca do complexo de Mycobacterium avium e pneumonia
bacteriana; doencas de origem fungica (candidiase, meningite, peniciliose e
criptococose); doencas virais (citomegalovirus e herpes); malignidades associadas
ao HIV (sarcoma de Kaposi, linfoma e carcinoma de células escamosas); doencas
protozoarias (toxoplasmose, leishmaniose, microsporidose, criptosporidose,
isosporiase e pneumonia causada por Pneumocystis (jiroveci) carinii — PCP)
(Hughes, 2001).

A PCP destaca-se entre estas patologias supracitadas como sendo a doenca
oportunista mais frequentemente relatada em pacientes portadores do virus HIV. O
P. carinii € comumente encontrado nos pulmdes de pessoas saudaveis e esta
infeccdo é assintomatica nestes pacientes, pois cerca de 90% dos adultos
apresentam anticorpos para esse tipo de microorganismo. Por sua vez, cerca de
75% do adultos HIV positivo sdo afetados e também criangas (Hughes, 2001,
Bennett, 2010). Um ponto importante a ser destacado é que a PCP infecta criancas
(com idade inferior a 6 anos) portadoras do virus HIV, com uma maior facilidade em

relacdo a adultos. Estima-se que um numero superior a 80% das pessoas com SIDA
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adquirem PCP (Cushion, Stanforth et al., 1985; Blum, Miller et al., 1992; Fishman,
1998; Hughes, 2001; Kovacs, Gill et al.,, 2001; De Souza e Benchimol, 2005;
Chougule, Padhi et al., 2008; Bennett, 2010; Gutierrez, Morilla et al., 2011).

Os grupos de risco para infeccéo por P. carinii sdo: pessoas infectadas com o
virus HIV em que a contagem de células CD4+ € inferior a 200 uL e que ndo estao
recebendo qualquer tipo de profilaxia contra PCP; pessoas com deficiéncia imune
primaria, incluindo hipogammaglobulinemia e imunodeficiéncia severa combinada;
pacientes que recebem tratamento cronico com imunossupressores, principalmente,
transplantados de pessoas que sofrem com severa ma nutricdo (Blum, Miller et al.,
1992; Kovacs, Gill et al., 2001; Bennett, 2010).

Entre as pessoas infectadas com o virus, a infeccao por PCP leva a uma taxa
de mortalidade de 20 — 40%, dependendo da severidade da doenca. Atualmente, a
mortalidade esta na faixa de 10 — 20%. Além disso, a PCP é relatada como a maior
causa de morte em pacientes com SIDA nos Estados Unidos. Antes da difusdo da
profilaxia da PCP, a infeccdo por Pneumocystis era superior a 88% em pacientes
gue realizaram transplante de pulmdo. Nos dias de hoje, com a profilaxia
estabelecida, diagnosticar PCP em pacientes que sofreram transplante de pulméo é
raro (Kovacs, Gill et al., 2001; Bennett, 2010).

Por muitos anos, o Pneumocystis (jiroveci) carinii, foi classificado como
protozodario, mas apoOs estudos especificos, passou a ser classificado como um
fungo da classe dos ascomicetos. Varios estudos bioquimicos do material genético,
principalmente ribossdémico e a sequéncia genética (RNA ribossémico e DNA
mitocondrial) do microorganismo, comprovaram a taxonomia correta do
microorganismo por apresentar genes para expressao de diidrofolato redutase,
tubulina, actina e fator Ill do crescimento e auséncia de ergosterol na forma cistica,
uma caracteristica importante dos fungos (Kovacs, Gill et al., 2001; De Souza e
Benchimol, 2005; Bennett, 2010).

Além disso, varios farmacos antifUngicos ndo apresentaram eficacia contra
este microorganismo. A estrutura é formada por uma superficie celular que é

composta por glicose/manose, N-acetilglicosamina, galactose/N-
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acetilgalactosamina; e também por uma parede celular composta por -1,3 glucanas
e colesterol (Mandell, 2005). No entanto, o0 mais importante a se elucidar sado as
caracteristicas biologicas para, dessa forma, achar uma terapia segura e eficaz
(Hughes, 2001; Kovacs, Gill et al., 2001; De Souza e Benchimol, 2005).

Através de estudos de microscopia eletronica foram evidenciadas trés formas
principais de ocorréncia do P. carinii: cistos maduros, esporozoitos (forma preé-
cistica) e trofozoitos. Os cistos ocorrem na forma esférica, com um diametro
aproximado de 5 pum, e sédo encontrados no tecido pulmonar ou secre¢des
pulmonares. Cada cisto pode originar 8 trofozoitos, pois possui no interior da célula
8 corpos intracisticos ou esporozoitos (forma pré-cistica) com diametro na faixa de 1
a 2 um, que sédo precursores dos trofozoitos. O trofozoito é a forma tropica, possui
uma morfologia variada e com tamanho médio na faixa de 2 a 5 um de diametro e
geralmente as células estdo formando aglomerados com os cistos. Contudo, nem o
modo de transmissdo em seres humanos, nem o habitat natural do P. carinii foram
determinados. O microorganismo ja foi encontrado em diversos animais selvagens e
de laboratério, no entanto, ndo foi constatada associacdo entre esses animais
reservatorios e a contaminacdo de humanos. Na literatura € abordado que o modo
de transmisséo ocorre pelas vias aéreas a partir de cistos dispersos no ambiente
(Hughes, 2001; Kovacs, Gill et al.,, 2001; De Souza e Benchimol, 2005; Bennett,
2010).

A infeccdo e o alojamento do agente patdogeno ocorrem exclusivamente nos
pulmdes. Dessa forma, € necessario que o agente terapéutico atinja os pulmdes
para a efetividade do tratamento. As formas viaveis do microorganismo encontram-
se nas partes mais profundas dos pulmdes: brénquios e bronquiolos e,
majoritariamente, no tecido alveolar. Relatos na literatura indicam que a parede
celular alveolar, quando infectada com o P. carinii, dilata de 5 a 20 vezes a
espessura normal, além do aparecimento de infiltrados de células plasmaticas no

intersticio e a presenca de exsudato intracelular alveolar (Hughes, 2001).

A manifestagcdo da PCP é dividida em 3 etapas principais: estagio inicial,
segundo estagio e estagio final. O estagio inicial caracteriza-se pela presenca de

cistos e trofozoitos ligados a parede alveolar por fibronectina, ndo ha indicios de
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inflamac&o ou resposta celular ou qualquer doenca clinica associada. No segundo
estagio ocorre descamacado das células alveolares, aumento do niumero de cistos
dentro dos macréfagos alveolares, TNF’s (fator de necrose tumoral) proporcionam a
morte do P. carinii por ativacdo dos macréfagos alveolares e induzem o estresse
oxidativo no alvéolo. Por sua vez, o estagio final € caracterizado por uma reatividade
elevada e descamacéo causadas por: vacuolizacdo citoplasmatica de macréfagos
mononucleares e infiltragcdo de células plasméticas, presenca de aglomerados de
microorganismos associados aos macréfagos e no lumen do alvéolo e aparecimento

definitivo das manifestacdes clinicas da pneumonia (Hughes, 2001).

Os principais sintomas da doenca em criangas séo, frequentemente, diarreia
cronica e perda de peso, antes do aparecimento dos sintomas respiratorios. No
inicio ocorre uma progressdo da tosse, taquipneia e dificuldade respiratéria. Em
criancas ou adultos com HIV e PCP os principais sintomas sao: febre, problemas
respiratorios, tosse seca, dor no peito, taquipneia, dispneia, retracdes intercostal,
subcostal ou supracostal, respiracdes de baixa intensidade (Hughes, 2001; Bennett,
2010).

O diagnéstico da doenca é dificil, pois as manifestacdes clinicas ndo séo
especificas para diferenciar a PCP e outras doencas respiratorias comuns.
Amostras foram retiradas por métodos néo invasivos a partir de saliva ou secrecdes
faringeas, traqueais e gastricas, no entanto, essas analises ndo sao fidedignas para
excluir o diagnostico se a presenca do P.carinii ndo for comprovada. Geralmente,
meétodos invasivos como: bidpsia de pulmao, aspiracdo percutdanea sS8o mais
confidveis para o diagnostico da PCP. Sdo necessarias analises mais especificas,
como raios-x dos pulmbes e andlise histolégica do tecido ou de secrecdes
pulmonares para avaliar a presenca do P. carinii. Um dos métodos invasivos mais
comuns de diagnéstico da PCP é a analise da lavagem bronco-alveolar — BAL
(Hughes, 2001; Kovacs, Gill et al., 2001).

Para a prevengdo da PCP, estudos iniciais recomendavam o uso da
pentamidina. Cerca de metade dos pacientes tratados com este farmaco
apresentavam melhoras; no entanto, um nimero elevado de pacientes tratados com

suspeita de infec¢do por P. carinii apresentaram manifestagfes toxicas no local das
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aplicacbes injetaveis até efeitos sistémicos graves, como: funcdo renal
comprometida, toxicidade hepatica, hipoglicemia, anormalidades hematoldgicas,
hipotensdo e hipocalcemia. Todos esses aspectos toxicoldgicos levaram a procura
de tratamentos preventivos alternativos (Hughes, 2001).

A administracdo de dapsona 4 mg/Kg/dia, principalmente em criancas e
lactentes portadores de SIDA é sugerida e descrita na literatura. Devido ao elevado
risco de aquisicao de PCP nos primeiros anos de vida, a prevencdo deve comecar
logo aos 4 — 6 semanas de vida. Estudos em adultos evidenciaram que essa

dosagem é efetiva na profilaxia da doenca (Hughes, 2001).

Mesmo sendo classificada como uma pneumonia causada por fungos, a PCP
ndo responde a tratamentos com antifingicos convencionalmente utilizados. A
duracao do tratamento recomendado contra a PCP, em pacientes com HIV é de 21
dias; ja para os demais pacientes, este periodo é de 14 dias (Fishman, 1998;
Bennett, 2010). Além disso, os pacientes infectados com o virus possuem uma
carga maior de microorganismos e respondem mais lentamente ao tratamento em
relacdo a pacientes sem infeccdo por HIV, necessitando um tempo maior de
tratamento (Bennett, 2010).

Antibidticos s@o primeiramente utilizados para o tratamento da PCP leve,
moderada e severa. O tratamento de escolha desta doenca € o uso da associacao
de trimetoprima e sulfametoxazol (TMP — SMX), pela via intravenosa. Este
tratamento se mostra efetivo em relacdo a outras terapias, como por exemplo, a
pentamidina. No entanto, esse tratamento € invasivo, pode nao ser efetivo e € o que
apresenta maior numero de efeitos adversos em relacdo as outras terapias. Entre
esses efeitos adversos estao: erupcao cutanea, febre, neutropenia, trombocitopenia,
eritema multiforme e nefrotoxicidade. Casos de resisténcia do microorganismo ao
tratamento convencional com TMP — SMX séo relatados, sendo interessante a
busca por novos medicamentos (Cushion, Stanforth et al., 1985; Fishman, 1998;
Kovacs, Gill et al.,, 2001; Ramesh e Chandrasekar, 2008; Bennett, 2010). Dessa
forma, a opcdo passa a ser por tratamentos alternativos, que apresentam uma

relacao risco-beneficio mais favoraveis.
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As principais terapias alternativas relatadas na literatura sdo: o uso da
associacao da clindamicina e primaquina, trimetrexato e leucovorina, pentamidina,
atovaquone. O uso da prednisona, um corticosterdide, no inicio do tratamento,
também é relatado. Entre as terapias alternativas esta o uso de dapsona, relatado
como um dos farmacos mais efetivos para essa patologia (Hughes, 2001; Kovacs,
Gill et al., 2001; Ramesh e Chandrasekar, 2008).

As terapias convencionais sao pela via oral ou intravenosa. Como a
biodisponibilidade do farmaco nos pulmdes por essas vias € baixa, torna-se
necessario a administracéo de altas doses. Contudo, estudos da literatura sugerem
gue uma administracdo local aumentaria a eficacia do tratamento, por aumentar a
biodisponibilidade do farmaco em seu sitio de acdo, além de diminuir os efeitos
adversos por requerer doses menores (Fishman, 1998; Hughes, 2001; Kovacs, Gill
et al., 2001; Chougule, Padhi et al., 2008).

3.2 Dapsona

A dapsona (Figura 1) pertence a classe das sulfonas e é considerada um
farmaco efetivo contra diversas patologias. Entre as principais indicacfes
terapéuticas estdo: hanseniase (Reveiz, Buendia et al., 2009; Sousa, Costa et al.,
2010), ldpus eritematoso; Pneumonia por Pneumocystis carinii e Toxoplasma
gondii— em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), malaria
resistente aos tratamentos convencionais e no sarcoma de Kaposi (Lee, Medina et
al., 1989; Wolf, Tuzun et al., 2000; Kovacs, Gill et al., 2001; Zhu e Stiller, 2001; Sago
e Hall, 2002; Vukovi¢, Tomic¢ et al., 2010).

O\\S//O

HoN NH,

Figura 1. Formula estrutural da dapsona.
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De acordo com a nomenclatura quimica oficial, este farmaco é a 4,4’-Sulfonil
bis benzeno amina, sendo também conhecida por 4,4 — diamino difenil sulfona,
DDS (Vukovi¢, Tomic et al., 2010).

Sua atividade bacteriostatica esté ligada a via de sintese de folato. Sua acao
€ através da inibicdo da sintese do acido diidrofdlico por competicdo com o acido p-
amino benzodico pelo sitio ativo da enzima diidropteroato sintetase no interior do
microorganismo. Também possui atividade antiinflamatoria, porém esse mecanismo
ainda nédo foi completamente elucidado (Wolf, Tuzun et al., 2000; Coleman, 2001;
Vukovi¢, Tomic et al., 2010).

E um composto lipofilico com uma adequada absorcéo intestinal (80%) e um
tempo de meia-vida de 24 a 36 horas, podendo ser detectada no sangue por até 35
dias, devido a reabsorc¢do intestinal através da bile. Quando é absorvida, a dapsona
sofre metabolismo de primeira passagem, N-hidroxilacdo e N-acetilagdo, mediado
por enzimas do citocromo P-450 no figado (Wolf, Tuzun et al., 2000; Coleman,
2001).

Esses compostos resultantes da metabolizacdo da dapsona no figado séo os
responsaveis pelos principais efeitos adversos descritos para o seu uso. Entre os
principais efeitos adversos causados por esse farmaco esta a anemia hemolitica,
metahemoglobinemia e a agranulocitose (Coleman, 2001; Reddy, Kannan et al.,
2009; Vukovi¢, Tomic¢ et al., 2010). Mesmo assim, esse farmaco € considerado
benéfico, seguro e barato nas diversas terapias para as quais € prescrito (Reddy,

Kannan et al., 2009).

Em 2008, Chougule e colaboradores obtiveram uma formulacdo pulverulenta
a partir de lipossomas contendo dapsona e diferentes adjuvantes de secagem
(lactose, gelatina hidrolisada) para a vetorizacdo pulmonar, visando uma prevencao
efetiva e alternativa contra pneumonia causada por Pneumocystis carinii, em
pacientes imunodeprimidos. Os resultados demonstraram que o sistema obtido por
spray-drying foi capaz de prolongar a liberacdo da dapsona por até 16 horas. Além
disso, os autores observaram, a partir dos resultados obtidos, que essas
formulaces podem desempenhar um papel promissor na manutencao e prevencao

desse tipo de pneumonia. Adicionalmente, foi possivel constatar que por apresentar
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uma liberacéo prolongada no local de acédo, era possivel um intervalo entre doses

maior, o que leva a reducao dos efeitos colaterais sistémicos.

A administracao oral de dapsona, no tratamento de PCP, leva a uma baixa
concentragcdo no sitio de acdo, manutencado ineficiente dos sintomas, baixo indice
terapéutico e efeitos adversos criticos (Ramesh e Chandrasekar, 2008). O uso da
administracdo pulmonar sitio-especifica pode promover uma maior acao
farmacoldgica, melhora da eficicia terapéutica, diminuicdo os efeitos adversos extra
pulmonares e, portanto, pode ser promissora prevencao e tratamento da PCP
(Chougule, Padhi et al., 2008).

3.3  Microparticulas

Entre os sistemas multiparticulados para o carreamento de farmacos
destacam-se as microparticulas, as quais sdo definidas como particulas de formato
esférico, inorganicas, organicas ou mistas, com tamanhos que variam de 1 a 1000
pm. As principais caracteristicas desse tipo de sistema séo: grande area superficial,
uniformidade de conteudo, tamanho e volume pequeno (Ravi Kumar, 2000).

As microparticulas podem ser classificadas como microcapsulas ou
microesferas. As microcdpsulas sao sistemas que possuem um ndcleo como
reservatério de farmaco envolto por uma parede, geralmente, polimérica. Por sua
vez, as microesferas sdo compostas por uma matriz polimérica onde a substancia
carreada pode estar uniformemente distribuida (Andrianov e Payne, 1998;
Kawaguchi, 2000; Ravi Kumar, 2000; Jyothi, Prasanna et al., 2010).

Esses sistemas sdo amplamente estudados como uma alternativa as terapias
convencionais. Apresentam varias vantagens em relacdo aos sistemas unitarios
convencionais, como a possibilidade de modular o perfil de liberagdo de farmacos.
O controle da liberacdo de farmacos se da pelo tempo que este precisa para se
difundir através do carreador e s6 entdo ficar em contato com o meio externo (Ravi
Kumar, 2000). A microencapsulacdo ainda pode promover o0 aumento da
biodisponibilidade de farmacos insolUveis administrados pela via oral (Yang, Qiu et
al., 2005). E possivel, ainda, obter um efeito protetor do farmaco, aumentando a
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estabilidade, melhorando a eficiéncia dos tratamentos, o que permite, muitas vezes,
a administragdo de doses menores (Ravi Kumar, 2000; Esposito, Cervellati et al.,
2002).

Quanto aos métodos de preparacdo das microparticulas, varios sdo descritos
na literatura, podendo-se citar a coacervacdo complexa, separacdo de fases
poliméricas, polimerizacdo interfacial, centrifugacdo-extrusdo, evaporacdo de
solvente, aspersao, entre outros. Dentre estes, destaca-se a secagem por aspersao
(spray-drying) por ser um processo rapido, realizado em Unica etapa, de baixo
custo, que néo utiliza solvente organico, sendo ainda passivel de transposicédo de
escala (Oneda e Re, 2003).

A técnica de spray-drying baseia-se na aspersdo, através de uma torre de
secagem, de uma solu¢do ou suspensdo contendo a substancia ativa. Devido a
circulacio de ar aquecido no equipamento, o0 solvente € evaporado
instantaneamente, resultando na transformacéo das pequenas goticulas finamente

divididas (spray formado) em particulas sélidas (Esposito, Cervellati et al., 2002).

Apés a obtencdo de sistemas microparticulados, estes podem ser
caracterizados fisico-quimicamente de acordo com o rendimento do processo, taxa
de encapsulamento, tamanho de particula e distribuicdo granulométrica, avaliacao
morfolégica por microscopia 6ptica e eletrdnica de varredura (MEV), avaliacdo do
perfil de liberacdo do farmaco encapsulado, estudo farmacocinético, entre outros
(Oneda e Re, 2003; Vehring, 2008).

3.4 Quitosana

A quitosana é um polimero policatibnico obtido, principalmente, a partir da
desacetilacdo da quitina, que € um dos polimeros naturais mais abundantes na
natureza, depois da celulose, e € encontrado nos exoesqueletos de crustaceos,
artropodes e alguns fungos (Costa Jr. e Mansur, 2008). A quitosana tem
propriedades e caracteristicas interessantes para a aplicacdo farmacéutica, tais
como biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesivisidade, reducdo do nivel do
colesterol sanguineo, estimulacdo dos efeitos do sistema imunoldgico, poder de

encapsular farmacos para veiculacdo a alvos especificos, formacédo de
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microparticulas (microesferas e microcapsulas), como material de revestimento,

além da formacao de filmes e géis (Vargas, Albors et al., 2009).

Possui estrutura (Figura 2) semelhante a celulose, composta por ligagdes do
tipo B (1 — 4) e formada por duas unidades de 2-amino-2-deoxi-B-D-glucano unidas
por ligagcbes glicosidicas. A mucoadesivisidade e o carater catidnico da quitosana
sdo decorrente a presenca dos grupos amino primario presentes na estrutura
(Agnihotri, Mallikarjuna et al., 2004).

NH,
CH,OH

HO
NHAC CH,OH

Figura 2. Estrutura molecular da quitosana

De acordo com Agnithori e colaboradores (2004), microparticulas compostas
por quitosana podem oferecer vantagens interessantes frente a sistemas nao
revestidos, como uma melhora na capacidade de encapsulacdo de farmacos,
prolongacao/sustentacdo da liberacao de farmacos.

A quitosana foi utilizada na preparacédo de particulas secas por spray-drying
visando a administragcdo pulmonar. Nanoparticulas contendo quitosana e &cido
hialurénico e manitol como adjuvantes de secagem foram produzidas demonstraram
caracteristicas aerodinamicas adequadas, com grande capacidade de encapsulacdo

e adequada distribuicdo nos pulmdes (Al-Qadi, Grenha et al., 2011).

3.5 Viapulmonar

O uso da via pulmonar para administracdo de farmacos tem sido foco de
inlmeras pesquisas nas ultimas duas décadas. Esta via se apresenta como sendo
uma via de primeira escolha para o tratamento de doencas das vias aéreas e

infeccdes locais e, ainda, para tratamentos sistémicos (Grenha, Seijo et al., 2005;
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Chougule, Padhi et al., 2008; Hamishehkar, Emami et al., 2010; Amaro, Tajber et al.,
2011). A via pulmonar aparece como uma das principais vias de administracao
alternativas as vias convencionais, como a oral e intravenosa, pois apresenta
diversas vantagens, como a extensiva vascularizacao tecidual (5 L/min), grande
potencial para produzir um maximo beneficio terapéutico, fina barreira epitelial (0,1 —
0,2 um), grande area superficial alveolar para a absorcdo de farmacos (100 m?),
baixa atividade metabdlica, auséncia de metabolismo de primeira passagem,
aumento da biodisponibilidade de farmacos, possibilidade de diminuicdo dos efeitos
adversos de certos farmacos e possibilidade de diminuicdo de frequéncia de dose
(Frijlink e De Boer, 2004; Grenha, Seijo et al., 2005; Rouse, Whateley et al., 2007;
Chougule, Padhi et al., 2008; Learoyd, Burrows et al., 2009; El-Sherbiny, Mcgill et
al., 2010; El-Sherbiny e Smyth, 2010; Hamishehkar, Emami et al., 2010; Pilcer e
Amighi, 2010; Thomas, Gupta et al., 2010; Amaro, Tajber et al., 2011; Sou, Orlando
et al., 2011; Aoki, Kojo et al., 2012; D'addio, Chan et al., 2012; Islam e Cleary, 2012;
Mueannoom, Srisongphan et al., 2012; Pilcer, Wauthoz et al., 2012; Tsagogiorgas,
Jung et al., 2012; Zhang, Ma et al., 2012).

As principiais vantagens do tratamento pulmonar local sdo: a diminuicdo dos
efeitos colaterais sistémicos e as altas doses de farmaco no sitio de a¢do. Por outro
lado, mesmo sendo uma das vias mais utilizadas para o tratamento de doencas
respiratérias, apresenta algumas desvantagens como a rapida depuracdo mucociliar
e a necessidade de aplicacdo de 3 ou 4 doses diarias de farmaco (Frijlink e De
Boer, 2004; Rouse, Whateley et al., 2007; Aoki, Kojo et al., 2012; Pilcer, Wauthoz et
al., 2012). As principais doencas pulmonares, que sdo alvo da administracdo de
farmacos pela via pulmonar, visando o tratamento local, sédo: a asma, a doenca de
obstrucdo pulmonar crénica, a hipertenséo arterial pulmonar e a fibrose cistica (De
Boer, Wissink et al.,, 2008; Pilcer e Amighi, 2010; Amaro, Tajber et al., 2011,
D'addio, Chan et al., 2012; Hira, Okuda et al., 2012; Willis, Hayes et al., 2012;
Zhang, Ma et al., 2012).

Dispositivos para administragdo de farmacos pela via pulmonar podem ser
divididos em 3 categorias: nebulizadores, inaladores de dose-medida pressurizados
(MDI) e inaladores de po seco (DPI). Um bom dispositivo deve gerar um aerossol
adequado, com particulas de tamanho controlado (0,5 — 5 um), além de promover a
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estabilidade quimica e fisica do farmaco na formulagédo, ser simples, conveniente,
ter baixo custo e ser portatil (Frijlink e De Boer, 2004; De Boer, Wissink et al., 2008;
Pilcer e Amighi, 2010; Aoki, Kojo et al., 2012; Pilcer, Wauthoz et al., 2012; Willis,
Hayes et al., 2012; Zhang, Ma et al., 2012).

Os nebulizadores foram os primeiros dispositivos desenvolvidos disponiveis
no mercado. No entanto, esses dispositivos apresentam desvantagens importantes,
como a baixa eficiéncia, baixa reprodutibilidade e alta variabilidade de dose. Além
disso, o tempo elevado para a obtencao do efeito (cerca de 30 min), a auséncia de
portabilidade e a limpeza do dispositivo sdo desvantagens inerentes da técnica
(Pilcer e Amighi, 2010).

Inaladores do tipo MDI (inaladores de dose-medida pressurizados) foram
desenvolvidos, principalmente, para o uso no tratamento da asma na década de 50.
Todavia, estes dispositivos sdo, reconhecidamente, agressores do meio ambiente,
pois sdo produzidos com gases do tipo cloro flior carbono (CFC) e apenas uma
pequena parte do farmaco que sai do dispositivo chega as partes mais profundas do
pulmao, devido a combinac¢éo da alta velocidade que o farmaco sai do atuador e a
ma coordenacdo entre o dispositivo e a inalacdo. A quantidade de farmaco que fica
na boca e na regido orofaringea € variavel a partir deste tipo de dispositivo.
Trabalhos na literatura mostram que a perda, usando dispositivo do tipo MDI, é
superior a 70%, podendo chegar até 90% (Frijlink e De Boer, 2004; De Boer,
Wissink et al., 2008; Pilcer e Amighi, 2010).

Devido aos problemas apresentados pelos dispositivos supracitados, foi
desenvolvido um sistema inalatério simples, pequeno, sem uso de propelentes e
ambientalmente correto, utilizando pds secos para inalacao (DPI). Dispositivos do
tipo DPI combinam a tecnologia da forma farmacéutica pé com o desenvolvimento
de dispositivos para dispersar os pés secos como um aerossol no fluxo de ar
respiratério dos pacientes. Portanto, requer pouco ou nenhuma coordenacao entre o
atuador e a inalacdo e resultam, na maioria das vezes, em uma melhor
administracdo e distribuicdo pulmonar de farmacos, quando comparados com
dispositivos do tipo MDI (Pilcer e Amighi, 2010; Aoki, Kojo et al., 2012).

O desenvolvimento de DPI's é preferido por apresentar melhor estabilidade,

processamento, facil manuseio e, geralmente, sdo produzidos em uma unica fase e
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em estado solido. E o preferido para o uso no tratamento da asma e da doenca de
obstrucao pulmonar crénica. Atualmente, existem trés tipos principais de DPI’s: dose
unitaria Gnica (capsulas em dose Unica), dose unitaria multipla e dose multipla
acomodadas em blister ou em reservatério de farmaco de onde as doses serdo
administradas (Frijlink e De Boer, 2004; De Boer, Wissink et al., 2008; Pilcer e
Amighi, 2010; Hira, Okuda et al., 2012; Zhang, Ma et al., 2012)

A producdo de DPI's depende de quatro fatores principais, complexos e
interligados: 1) das propriedades do farmaco ou do material particulado que carreia
o farmaco, como o fluxo do pd, o tamanho de particula, distribuicdo de tamanho,
densidade, forcas de coesédo/adesédo, forma e propriedade de superficie; 2) do
desempenho e do desenvolvimento do atuador (geometria e tamanho) -
desempenho, capacidade de desaglomeracdo do p6 e a formagdo do aerossol no
momento da liberagdo da forma farmacéutica a partir do atuador; 3) da correta
inalacdo que proporcione deposi¢do correta nos pulmdes, da forma, tamanho e o
correto posicionamento da capsula no dispositivo e 4) do perfil inalatério e da taxa
de fluxo respiratério do paciente através do inalador que vai gerar o fluxo de ar para
o trato respiratorio. Evidentemente, essas caracteristicas nao podem ser
observadas de forma separada e sim de forma concomitante (Frijlink e De Boer,
2004; De Boer, Wissink et al., 2008; Dandekar, Venkataraman et al., 2010; Pilcer e
Amighi, 2010; Amaro, Tajber et al., 2011; Kaialy, Alhalaweh et al., 2011; Sou,
Orlando et al., 2011; Donovan, Kim et al., 2012; Hira, Okuda et al., 2012; Islam e
Cleary, 2012; Mueannoom, Srisongphan et al., 2012; Pilcer, Wauthoz et al., 2012).

O tamanho de particula € um dos mais importantes parametros a ser levado
em consideracao no desenvolvimento de novos pés para administracdo pulmonar,
juntamente com a distribuicio de tamanho, forma, carga, densidade e
higroscopicidade, sendo o diametro de particula o fator mais determinante para a
deposicao (Pilcer e Amighi, 2010; Pilcer, Wauthoz et al., 2012).

Os mecanismos de impactacdo e distribuicdo das particulas no trato
respiratério estdo relacionados com o tamanho de particula. A tendéncia de
impactagcdo aumenta com o aumento da velocidade do ar inspirado, taxa de
respiracdo, tamanho de particula (> 5 um) e densidade. Particulas com tamanhos
inferiores a 5 um podem ser transportadas para dentro da traqueia. Para alcancar as
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partes mais profundas dos pulmdes e aperfeicoar a deposicao pulmonar de ativos,
esses sistemas desenvolvidos devem apresentar um diametro aerodinamico entre
0,5 e 5 um. Essa faixa de tamanho € relatada na literatura como a faixa ideal para
sistemas candidatos a administracdo pulmonar, pois particulas com tamanhos
superiores a 5 um usualmente ficam depositas na regido orofaringea e séao ingeridas
elou expelidas. Por outro lado, particulas com diametro inferiores a 0,5 pm nao
chegam nas partes mais profundas dos pulmdes devido ao movimento Browniano
gue adquirem no fluxo de ar respiratério e podem ser exaladas na expiracdo (De
Boer, Wissink et al., 2008; Dandekar, Venkataraman et al., 2010; Pilcer e Amighi,
2010; Amaro, Tajber et al., 2011; Carvalho, Peters et al., 2011; Sou, Orlando et al.,
2011; D'addio, Chan et al., 2012; Islam e Cleary, 2012; Mueannoom, Srisongphan et

al., 2012; Pilcer, Wauthoz et al., 2012; Wang, Kho et al., 2012).

No entanto, € dificil prever se uma particula com velocidade e massa
conhecidas vai realmente se distribuir de forma adequada nas vias aéreas, em
certas bifurcacbes dos pulmdes, porque o fluxo de ar, jA& no interior do trato
respiratério, ndo pode ser mensurado adequadamente e as particulas podem ter
posicfes de partida diferentes nas vias aéreas. Além disso, apds a passagem pelas
vias aéreas superiores, boca e tragueia, e com a diminui¢cdo do fluxo do ar devido
ao aumento do numero de bifurcacées nos pulmdes, a forca de sedimentacédo das
particulas se torna muito importante para a chegada as partes mais profundas dos
pulmdes (Frijlink e De Boer, 2004; De Boer, Wissink et al., 2008).

O local de deposicdo das particulas é um dos fatores levados em
consideracdo no planejamento de sistemas particulados para definir o tamanho
preferido. Alguns parédmetros considerados no desenvolvimento de particulas séo:
1) o local de acdo das particulas nos pulmdes (local e/ou sistémico), levando em
consideracdo a morfologia, fisiologia e anatomia do pulmdo dos pacientes; 2) a
ocorréncia e a severidade de efeitos adversos e 3) a eficiéncia de desaglomeracao

do p6 durante a inalacao (Frijlink e De Boer, 2004; De Boer, Wissink et al., 2008).

A determinacdo da faixa de didmetro aerodindmico (daer0) ideal para
administracdo pulmonar de farmacos ou sistemas carreadores de farmacos pode
ser estimada por modelos matematicos de deposicdo nos pulmdes, estudos de

deposicdo in vivo ou a partir de estudos clinicos combinado com métodos

36



farmacocinéticos (Frijlink e De Boer, 2004; D'addio, Chan et al., 2012). O diametro
aerodinamico pode ser definido como o diametro de uma esfera com densidade
unitaria que, ao ser submetida a um jato de ar, alcanca a mesma velocidade que

uma particula ndo esférica de densidade arbitraria (Chow, Tong et al., 2007).

A aerolizacdo de um pd para inalacdo pode ser aumentada através da
reducdo do daer. ISto pode ser feito de varias formas: a mais Obvia e utilizada é a
reducdo do didmetro geométrico das particulas, desde que a densidade seja
mantida; no entanto, isso pode aumentar a compactacdo das particulas por
aumentar as forcas de coesdo e, consequentemente, uma maior aglomeracdo e
possibilidade de reducéo da aerolizacdo da formulacéo pulverulenta. Outra forma de
reduzir 0 daero € mantendo o dge, € modificando a densidade da particula, por
exemplo: aumentando a porosidade ou aumentando o fator forma aerodinamica, por

exemplo: modificando as particulas para o formato de agulha (Islam e Cleary, 2012).

O uso de adjuvantes carreadores de particulas para a administracdo
pulmonar visa evitar a formacéo de aglomerados devido a coeséo destas particulas
e aumentar o fluxo dos pdés melhorando a aerolizacdo (Islam e Cleary, 2012). A
procura por adjuvantes que melhorem as caracteristicas de aerosol de um farmaco
candidato para a administracdo pulmonar € limitada. Neste contexto, desenvolve-se
a busca por estratégias alternativas como a engenharia de particulas que
apresentem propriedades adequadas e dispersibilidade (Pilcer e Amighi, 2010;
Pilcer, Wauthoz et al., 2012).

Tendo em vista que, a escolha e o uso de adjuvantes que podem melhorar o
comportamento aerosol de formulacdes pulverulentas para a administracao
pulmonar é restrito, 0 desenvolvimento de novos sistemas particulados carreadores
de farmacos tém recebido uma atencéo diferenciada nas pesquisas cientificas. Esse
desenvolvimento de particulas planejadas melhora parametros importantes, como o
tamanho, a morfologia e a estrutura das particulas. Os principais objetivos deste
desenvolvimento é a obtencdo de particulas com estreita faixa de distribuicdo de
tamanho de particula, melhor dispersibilidade, aumento na estabilidade e
biodisponibilidade = de  farmacos, obtencdo de perfis de liberacédo
controlados/sustentados e vetorizacdo precisa (Pilcer e Amighi, 2010; Pilcer,
Wauthoz et al., 2012).
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Existem varias opcOes para reducdo de tamanho de particulas solidas
pulverulentas e a primeira escolha, geralmente, € a micronizacdo. Porém, poucas
técnicas de micronizagdo conseguem produzir particulas com tamanho controlado
na faixa de 1 — 5 um. Por outro lado, podem ser obtidos p6s secos a partir de
solugbes ou dispersbes por spray-dryer, spray-freeze-dring ou nanospray-dryer,
técnicas que permitem a obtencéo de particulas de tamanho reduzido e com faixa
de distribuicdo controlada, além de apresentar uma desaglomeracéo e formacéo de
aerosol mais adequada para a administragédo pulmonar (Frijlink e De Boer, 2004; De
Boer, Wissink et al., 2008; Pilcer e Amighi, 2010; Mueannoom, Srisongphan et al.,
2012; Pilcer, Wauthoz et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS






4.1

41.1

Materiais

Matérias-primas:

Dapsona (Deg, Séo Paulo, Brasil);

Quitosana de baixo peso molecular com 75 — 85 % de grau de desacetilacédo
(Sigma Aldrich);

Oleo de semente de framboesa (Embacaps);

Monooleato de sorbitano - Span 80° - (Sigma Aldrich);

Polissorbato 80 - Tween 80° - (Deg, S&o Paulo, Brasil);

Pentobarbital sédico (Acros Organics, New Jersey, USA)

Dodecil sulfato de sddio (SDS).

Aparelhos e equipamentos:
Mini Spray Dryer MSD 1.0 Lab Maq (Ribeirdo Preto, Brasil);
Homogeneizador a alta pressdo Panda 2K Niro Soavi 1001L;
Metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN (Toquio, Japédo);
Microscopio Eletrébnico de Varredura Jeol Scanning Microscope JSM-6060
(Téquio, Japéo);
Master Sizer, Scirocco 2000 e Hidro 2000 — Malvern Instruments (Reino
Unido);
Ultrasson (Ultra Cleaner 1400A — Unique);
Ultraturrax (T25 basic IKA® - WERK);
Cromatografo: Perkin EImer Series 2000;

= Coluna: Lichrospher 100 RP — 18, 250 mm, 4,0 mm, 5 pm — Merck
Dissolutor Vankel — VK7010;
Volumetro de compactacédo (Tapped Density Assessor: J. Engelsmann AG,
Ludwigshafen, Alemanha);
Impactador em cascata de Andersen tipo multi estagio ACI-MDI 1000
(Erweka, Heusenstamm — Alemanha);

Micro seringa Model DP-4 Dry Powder Insufflator™ (PennCentury);
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e Potencidmetro Digimed

4.1.3 Solventes, reagentes e outros materiais:
e Acetonitrila HPLC — (Tedia);
e Acido acético glacial — Nuclear (S&o Paulo, Brasil);
e Fosfato de potassio monobasico — Nuclear (Sao Paulo, Brasil);
e Hidroxido de sodio — Nuclear (Sdo Paulo, Brasil);
e Etanol P.A. (Synth, Diadema, Sao Paulo);
e Agua Milli-Q;

e Solucéo fisiologica.

42



Métodos

4.2.1 Preparacdo das microparticulas de quitosana contendo dapsona por
spray-drying

Foram preparadas duas fases distintas: uma fase contendo uma solucéo
aquosa acida (acido acético 1%) de quitosana de baixo peso molecular (1% m/v —
250 mL), juntamente com tensoativo de elevado equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL)
polissorbato 80 (0,0875 g) e uma fase oleosa contendo o farmaco dapsona (0,25 g),
o0leo de semente de framboesa (0,5 g), tensoativo de baixo EHL monooleato de
sorbitano (0,0875 g) e etanol (12,5 mL). Essas duas fases foram emulsionadas sob
agitacdo magnética constante e homogeneizadas em homogeneizador de alto
cisalhamento ultra-turrax por 5 minutos a 19000 rpm, obtendo-se uma emulsdo
primaria.

A escolha do 6leo de semente de framboesa foi realizada a partir de estudos
preliminares da solubilidade da dapsona em diferentes 6leos, sendo que a maior
concentracdo de dapsona solubilizada foi no 6leo de framboesa (Figura 3). Este
Oleo apresenta caracteristicas antioxidantes e atividade anti-inflamatéria acentuada.
Grande fonte de tocoferéis e acidos graxos insaturados, sendo que o componente

majoritario é o acido linoleico, entre 50 — 60% (Oomah, Ladet et al., 2000).
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Figura 3 Analise da solubilidade da dapsona em diferentes 6leos

Essa formulacdo foi submetida ao processo de homogeneizacdo a alta
pressao (3 ciclos, 500 bar), utilizando um homogeneizador a alta pressao Panda 2K
Niro Soavi 1001L, visando a reducdo do tamanho de particula e melhor
homogeneizacdo do sistema, e logo apds, nebulizada em spray-dryer sob as
seguintes condicbes de secagem apresentadas na Tabela 1. Essa formulacdo foi

chamada de MPDap.
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Tabela 1. Pardmetros utilizados no processo de secagem.

Parametros Descricao
Temperatura de entrada 120 °C
Temperatura de saida 75 -85 °C
Pressao 50 Kpa
Fluxo de alimentagao 0,3 L/h
Bico atomizador 0,7 mm

4.2.2 Caracterizacéo fisico-quimica das microparticulas

4221 Rendimento

O rendimento do processo de secagem foi calculado dividindo-se a massa de
particulas sélidas pesada, obtidas apds a secagem, pela soma de todas as massas
das matérias-primas da formulacdo, excluindo-se a agua e o etanol, conforme

descrito na Equacéao 1.

massa pesada
massa das matérias — primas

R = x100

Equacéo 1
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4.2.2.2 Andlises de tamanho de particula

Foi realizado um estudo de desaglomeracgdo das particulas em meio aquoso.
Para isso, uma quantidade de p6 foi adicionada em agua destilada, no acessorio de
dispersdo do equipamento de difracdo de laser, por via umida (Hidro 2000 —
Mastersizer® 2000, Malvern Intruments, UK) até atingir uma obscuracdo entre 2 e
8%. Foram realizadas 5 leituras durante 30 minutos, com intervalos de 6 minutos
entre cada leitura. Antes de iniciar a primeira leitura de cada analise foi procedida a

medida de leitura de fundo (background) apenas com agua pura.

O didametro de particula e a polidispersao dos p6s obtidos por secagem foram
determinados, a 25 °C, pela técnica de difratometria de laser por via seca, utilizando
o dispositivo alimentador de pé seco “Scirocco 2000” (Mastersizer® 2000, Malvern
Instruments, UK), proprio para a determinacdo do tamanho de particulas de

materiais pulverulentos.

As amostras foram adicionadas ao alimentador de p6 seco, utilizando uma
pressao de ar comprimido de 2 bar e alimentacdo de amostra por vibracdo da placa
de alimentacdo de 75%. A quantidade de amostra adicionada foi aquela suficiente
para atingir uma obscuragéo entre 2 e 8%. As leituras foram realizadas utilizando o
indice de refracao da quitosana (1,54). Antes de cada analise (n = 3) a ser realizada
foi procedida a medida de leitura de fundo (background) apenas com fluxo de ar.

O span é definido como a medida da dispersao granulométrica, a qual
relaciona os valores de diametro de particula correspondente a 10%, 50% e 90% da
distribuicdo acumulada para uma amostra. O calculo da polidispersdo do sistema
(span) foi determinado de acordo com a equacao abaixo:

Span = [(dgo-d10) / dso] X 100 Equacéo 2

Onde, dgg, dsp € dig S0 as médias de diametro de 90%, 50% e 10% da curva

de distribuicdo da populacao.
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4.2.2.3 Densidade de compactacédo e diametro aerodinamico

Para a determinacdo da densidade bruta, que € dependente do
empacotamento das particulas, foi utilizada uma proveta de 10 mL, previamente
calibrada. Para a determinacdo da densidade de compactacdo, visando as
alteracdes de empacotamento dos pdés que ocorrem a medida que 0S espacgos
vazios diminuem e o p6 consolida-se (Wells et al., 2005) foi utilizado um volametro
de compactacao (J. Engelshmann, Alemanha).

Os valores de densidade de compactacao dos pds obtidos a partir do spray-
dryer, foram medidos ap6s 10, 500 e 1250 compacta¢des mecéanicas com a mesma
amostra em uma proveta calibrada, utilizando um voliumetro de compactacao
(Tapped Density Assessor: J. Engelsmann AG, Ludwigshafen, Alemanha) até que a
variagdo de volume na proveta fosse menor ou igual a 0,1 mL (Guyot, C. et al.,
1995). Com a massa pesada das particulas que foram colocadas na proveta e o
volume de compactacdo, determinou-se a densidade de compactacdo, parametro

utilizado para a determinacdo do didametro aerodindmico das microparticulas.

A partir dos dados de tamanho de particula, obtidos por difratometria de laser
pela via seca e da densidade de compactacdo das particulas, foi calculado o
diametro aerodinamico teérico dos pés. O didmetro aerodinamico teodrico (daero) das
particulas pode ser calculado utilizando a formula representada na Equacéo 3:

Ife
daero = dgeo \ (p_u) Equacgéo 3

Onde, daero= didmetro aerodinadmico teodrico, dge,= didmetro geométrico, p=

densidade de compactacdo do p6 e po= densidade da forma esférica (1g/cm®).

Foi utilizado o didametro médio sobre a distribuicdo do volume das particulas

(d4,3) como sendo dgeo Na equagéo acima.
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4.2.2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A anélise morfoldgica foi realizada no Centro de Microscopia Eletrénica da
UFRGS, em microscopio eletrénico de varredura (MEV, Jeol Scanning Microscope
JSM-6060, Toquio, Japdo). Uma pequena quantidade dos pdés foi colocada sob
stubs de aluminio com 12,5 mm de diametro, com auxilio de fita adesiva dupla face
de carbono. O excesso foi retirado com leves batidas na lateral do stub. As
amostras foram metalizadas em ouro (metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN) e

analisadas em diferentes aumentos.

4.2.2.5 Deposicao das particulas in vitro em impactador em cascata de
Andersen

O impactador em cascata de Andersen (Figura 4) € um equipamento utilizado
para avaliar a distribuicdo das particulas a partir do fluxo gerado sobre MDI (medidor
de dose individual) e DPI (pds secos inalatérios) quando sdo aspirados e entram em
contato com o trato respiratorio. O equipamento € subdividido em 8 estagios que
simulam o trato orofaringeo e respiratorio, sendo que cada estagio contém um disco
e uma placa que retém particulas com tamanhos especificos. As particulas ficam
depositadas nos discos, por impactacdo, e nas placas do equipamento de acordo
com a sua distribuicdo de tamanho, sendo que cada disco contém um tamanho de
poro especifico (cut off).

No momento que o fluxo de aerossol passa através de cada estagio,
particulas maiores terdo um impacto sobre o prato de coleta e ficardo depositadas,
enquanto as particulas menores seguirdo as linhas da corrente de ar e passardo ao

estagio seguinte para impactacao.
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Figura 4. Impactador em cascata de Andersen de 8 estégios.

Os 8 estagios correspondem aproximadamente, as partes do sistema

respiratério humano (Kleinstreuer, Zhang et al., 2008) como segue:

e Estagio 0: 9,0 — 10,0 um

e Estagio 1: 5,8 — 9,0 um

e Estagio 2: 4,7 — 5,8 um (faringe)

e Estagio 3: 3,3 — 4,7 um (traquéia e brénquios primarios)
e Estagio 4: 2,1 — 3,3 um (brénquios secundarios)

e Estagio 5: 1,1 — 2,1 um (bronquiolos terminais)

e Estagio 6: 0,7 — 1,1 um (alvéolos)

e Estagio 7: 0,4 — 0,7 um (alvéolos)

Para essa avaliacao, foram pesados cerca de 20 mg de microparticulas (200
pug de dapsona) em uma cépsula gelatinosa de tamanho nimero 3. O fluxo de ar
utilizado foi de 28,3 + 2 L/min (que corresponde a uma pressao de 4 KPa) durante
um processo que simula a inspiracdo por 4 s, representando a capacidade
inspiratéria normal de um homem adulto de 70 kg que é de 4L. O dispositivo
dispersor contendo a capsula foi utilizado para liberar o p6 para dentro do
equipamento, sendo que a capsula € perfurada previamente ao processo que simula
a inalagao.

As andlises foram realizadas em triplicata e o resultado expresso como o

percentual médio de massa depositada em cada estagio, o qual representa a
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deposicao pulmonar. Apds a deposicdo, procedeu-se a extracdo e a quantificacédo
do farmaco depositado em cada estagio a partir de metodologia analitica
previamente validada (ANEXO 1).

O farmaco depositado nos diferentes niveis foi extraido com fase mével
(acetonitrila:agua:acido acético na proporcédo 40:59:1), diluido para 10 mL, levado
ao ultrassom para processo de extracdo e analisados por CLAE. O p6 depositado
no mouthpiece e na porta de inducdo também foi quantificado juntamente com o
estagio zero. O p6 depositado no estgio 1 corresponde a quantidade depositada na
boca e garganta. O somatorio das massas de po depositada a partir do estagio 2 até
o filtro do equipamento é chamada de FPF (da sigla em inglés, fine particle fraction,

fracdo de particulas finas) (Gervelas, Serandour et al., 2007).

4.2.2.6 Quantificacdo da dapsona nas microparticulas por CLAE

Para a quantificacdo de farmaco nas microparticulas, cerca de 20 mg de po
(200 pg de dapsona) foram adicionados a um baldo volumétrico de 10 mL com
acetonitrila, seguida de extracdo por 30 minutos em banho de ultrassom. Apés esse
processo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado, diluido (500 pL em um baldo de 10 mL com fase movel),
filtrado em membrana de 0,45 pm (Durapore, Millipore®) e analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE com método de deteccao UV,

conforme metodologia previamente validada (ANEXO1).

4.2.2.7 Perfis de dissolugao in vitro

A liberacdo da dapsona a partir das microparticulas e a dissolucao do
farmaco livre foram avaliados em dissolutor (Vankel VK7010). O meio de dissolucéo
utilizado foi tampéao fosfato pH 6,8. Para a obtencdo do tampé&o utilizou-se 250 mL
de uma solucao de fosfato de potassio monobasico 0,2 M e 195 mL de uma solugéo
de hidroxido de sédio 0,2 M, sendo o volume final ajustado para 1000 mL em baldo
volumétrico com agua destilada. O pH final foi ajustado para 7,4 utilizando solugdo
acida de acido cloridrico (HCIl) 0,2 M ou solucédo basica de hidroxido de sédio

(NaOH) 0,2 M, quando necessarias.
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Os experimentos foram realizados em dissolutor utilizando-se o tampéao
descrito acima como meio de dissolucéo (tampéo fosfato — pH 7,4) em cubas de 900
mL, respeitando a condicao sink (Cs = 400 pg/mL), metodologia de cestas (USP 1),
velocidade de agitacdo de 100 rpm e temperatura controlada de 37 + 5 °C. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

A massa de microparticulas utilizada foi de 150 mg (1,5 mg de dapsona),
acondicionada em capsulas de gelatina dura transparentes numero 0. As amostras
foram coletadas automaticamente (5 mL, coletor VK8000) nos tempos 10, 15, 20,
25, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 480, 720 e 1440 minutos, sem reposicdo de meio e
analisadas posteriormente por espectroscopia UV em 293 nm, conforme

metodologia previamente validada (ANEXO 2).

4.2.2.8 Modelagem matemética dos perfis de dissolucéao

As curvas de dissolucdo foram construidas a partir dos dados de dapsona
liberada (%) em funcdo dos tempos de coleta. Posteriormente, esses perfis foram
avaliados por diferentes metodologias: métodos modelo-dependentes e eficiéncia de

dissolucéo.

A eficiéncia de dissolucdo (ED) foi determinada segundo a metodologia
descrita por Khan (Khan, 1975) e comparada entre o farmaco livre e a formulacao
microparticulada através do método estatistico ANOVA (a = 0,05). A ED é uma
avaliacdo modelo-independente que pode ser definida a partir da area sob a curva
de dissolucéo, sendo expressa como a percentagem da area de um retangulo que
descreve 100 % da dissolugdo de um determinado periodo de tempo (Equacao 4).
Para o célculo da &rea sob a curva foi utilizado o software Origin® 7.0.

Ly . dt

ED= : X 100% Equacgéo 4

Yoo .

A modelagem matemaética dos perfis de liberagéo foi realizada com o auxilio

do programa Micromath Scientist® (versdo 3.0, Micromath®, Inc., EUA) através do
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ajuste dos dados experimentais a dois modelos: monoexponencial e biexponencial

(Equacéo 5 e Equacéo 6).

%D = 100(1-e*) Equacio 5

%D =100[1- (Ae®+ Be#t)] Equacao 6

Onde: %D é o percentual de dapsona dissolvida no tempo t; a e B sédo as
constantes relacionadas ao tempo de duragdo dos dois componentes nos quais a
funcdo de decaimento é decomposta e k sdo as constantes cinéticas observadas; A

e B sdo as concentracdes iniciais de farmaco.

Foi realizada a modelagem ajustada ao modelo monoexponencial e
biexponencial, e a escolha do modelo que melhor descreveu os dados
experimentais foi realizada através da analise do critério de selecdo do modelo

(MSC), do coeficiente de correlacédo e do ajuste do grafico.

Adicionalmente, também foi aplicado o modelo da Lei da Poténcia aos perfis
de dissolugcdo para a obtencdo dos parametros a e n, 0s quais caracterizam um
sistema quanto as caracteristicas estruturais e geométricas, além do mecanismo de

liberacdo do farmaco (Equacéao 7).

ft = at” Equacéo 7

7

Onde ft representa a liberagdo fracional do farmaco, a é a constante que
incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas da forma farmacéutica
analisada e n é o expoente de liberacdo, o qual indica 0 mecanismo de liberacdo do

farmaco.
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A partir do valor de n encontrado, pode-se estimar o0 mecanismo de liberacéo

do farmaco a partir das microparticulas de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Mecanismos de liberacdo de substancias a partir de sistemas
poliméricos de acordo com o expoente de liberacdo n relacionado a Lei das
Poténcias (Korsmeyer, Gurny et al., 1983).

Expoente de liberagdo n
Mecanismo de liberacao
Filme Cilindrico Esférico

0,50 0,45 0,43 Difuséo fickiana
0,50<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo

1,0 0,89 0,85 Transporte caso I

4.2.2.9 Anélise datoxicidade pulmonar das particulas in vivo

Foi realizada a analise do fluido de lavagem bronco alveolar (FLBA) em
animais Wistar machos de 60 dias, pesando na faixa de 250 — 350 g, para verificar a
toxicidade pulmonar das microparticulas contendo o farmaco e do farmaco livre.
Para a avaliacdo da toxicidade pulmonar das particulas foram utilizados 16 ratos
Wistar machos. Os animais foram mantidos sob condi¢des-padrao: temperatura (22
+ 2 °C), umidade (60 — 80%)), ciclo de 12 horas claro/escuro, com 4gua e comida ad
libitum. Os animais foram divididos em 4 grupos com 4 animais por caixa, nos

grupos que seguem:

e Grupo Controle positivo — dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0,1%
e Grupo Controle negativo — Ar (10 mL)
e Grupo Teste — 5 mg microparticulas de dapsona (MPDap)

e Grupo Comparativo — dapsona livre
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Para anestesia dos animais, foi administrada uma solucédo (0,6 — 1 mL) de
pentobarbital sédico (50mg/Kg), que € descrita em trabalhos da literatura como
sistema anestésico para este tipo de experimento animal (Todo, Okamoto et al.,
2001; He, Gao et al., 2007). Para a administracdo intratraqueal dos tratamentos
acima citados, a traquéia foi exposta e uma inciséo realizada entre o 5° e 6° anel
tragueal. Os tratamentos foram administrados com auxilio de uma microseringa
(PennCentury - Model DP-4 Dry Powder Insufflator™ - para os p6s) e microseringa

de instilagéo para a solucao de SDS.

Apos 4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os
pulmdes removidos cirurgicamente e foi feita a coleta do fluido de lavagem bronco
alveolar com solucéo fisiolégica. Foram realizadas trés lavagens com solucéo salina
(volume utilizado 3 mL). A cada lavagem, o pulmédo era levemente massageado
para a difusdo total da solugéo salina pelo tecido pulmonar, efetivando o processo
de lavagem. Apés lavagem dos pulmdes, o fluido de lavagem foi centrifugado e o
sobrenadante coletado para quantificagcdo de lactato desidrogenase (LDH),
fosfatase alcalina, proteinas totais e albumina (Hussain, Majumder et al., 2006). As
analises foram realizadas no Servico de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre.

A determinacdo da LDH foi realizada através do ensaio cinético UV (Kit
Desidrogenase latica, Roche Diagnéstica®) e as concentracdes de proteinas totais
através do método colorimétrico do Biureto (Kit proteinas totais, Roche
Diagnéstica®). A comparacdo dos resultados foi realizada pelo teste estatistico de
Tukey (a = 0,05).

Este protocolo de experimentacdo animal (ANEXO 3) foi aprovado pelo
Comité de Etica de Pesquisa em Animais — CEUA/UFRGS (protocolo 21411).

4.2.2.10 Microscopia eletronica de varredura dos pulmdes

Os fragmentos de partes profundas dos pulmbes foram coletados e
conservados em solucéo de glutaraldeido a 2,5% (procedimento recomendado pelo
Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS). Apds 7 dias, as amostras foram

submetidas ao processo de desidratacdo, realizando lavagens com etanol e
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acetona. Foi determinado o ponto de secagem critico. Subsequentemente, as
amostras foram acomodadas em stubs de aluminio com 12,5 mm de didmetro, com
auxilio de fita adesiva dupla face de carbono, posterior metalizagdo com ouro e
analisadas em diferentes aumentos (MEV, Jeol Scanning Microscope JSM-6060,

Toquio, Japéo).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO






5.1 Preparacao das microparticulas de quitosana por spray-drying

Foi possivel obter particulas sélidas e pulverulentas a partir da formulacéo
contendo quitosana e dapsona, utilizando a metodologia previamente proposta
(spray-drying). As microparticulas apresentaram-se como um p6 amarelo claro,
levemente aglomerado e com odor caracteristico de quitosana. O uso do
homogeneizador foi essencial para a obtencédo de uma formulacdo mais homogénea
e com tamanho de particula reduzido, tanto na emulsdo final quanto dos pés
obtidos. Isso se pode afirmar, pois em um estudo anterior foi realizada uma
comparacao da mesma formulacéo, preparada utilizando-se o homogeneizador de
alto cisalhamento ultra-turrax (5 minutos, a 19000 rpm) e homogeneizador a alta
pressédo (3 ciclos, a 500 bar) e apenas o ultra-turrax para homogeneizagédo do
sistema, sem o0 uso do homogeneizador, previamente a secagem. As
microparticulas obtidas com homogeneizacdo (MPDap) apresentaram tamanho de
particula menor, menor diametro aerodinamico teérico (4 — 5 um) e melhor fluxo,
guando comparadas a mesma formulacdo, porém submetida apenas ao processo
de homogeneizacao por ultra-turrax (> 15 pum). As microparticulas obtidas apenas
pelo ultraturrax apresentaram um diametro médio maior (em torno de 30 um) e um
span também superior (2.23). Portanto, a metodologia de MPDap foi a selecionada

para a continuidade do trabalho (caracterizagcfes e avaliagoes).

5.2 Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

5.2.1 Rendimento

Os rendimentos das operacdes de secagem estao apresentados na Tabela 3,
para os trés lotes da formulacdo MPDap. Esses valores estdo abaixo dos obtidos
pela técnica proposta (spray-drying) contendo quitosana descritos na literatura — de
40 a 75% (Grenha, Seijo et al., 2005; Alhalaweh, Andersson et al., 2009). Os
motivos para o baixo rendimento podem ser por perda de po por adsor¢cao na torre
de secagem e, ainda, perda de parte dele através da parte superior do ciclone.
Mesmo assim estes rendimentos estdo de acordo com processos de secagem que

usam pequenos volumes de formulagdes.
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Tabela 3. Rendimentos dos processos de secagem de 3 lotes da formulagéo

MPDap.

Amostras

Rendimento (%)

MPDap 1
MPDap 2
MPDap 3
Média (%)

Desvio

36,10

40,86

37,26

38,07

2,48

5.2.2 Andlises de tamanho de particula

A anadlise granulométrica das microparticulas foi realizada através de

difratometria de laser utilizando agua como meio ndo-solvente. Primeiramente, foi

realizado um estudo de desaglomeracdo das particulas em meio aquoso pela via

umida. Os perfis de desaglomeracao estdo mostrados na Figura 5.

Pt Sl Distrbution
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Figura 5. Distribuicdo de didametro de particula por volume para o ensaio de
desaglomeracédo da formulagcdo MPDap por via umida. Tempos de anédlise: 0
minutos (linha vermelha), 5 minutos (linha verde) e 10 minutos (linha azul).
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Pode-se observar que a partir da segunda leitura (em 5 minutos, linha verde),
ocorre a desaglomeracao das particulas, em meio aquoso. Esses perfis evidenciam
que as particulas desaglomeram facilmente em apenas 5 minutos, mostrando um
volume médio do tamanho de particula (ds3) inicial (tempo zero) de 250 pm. Na
segunda leitura (5 minutos) o valor de d43 foi de 17 um e na terceira leitura (10
minutos) o diametro médio foi de 15 um. Este valor manteve-se constante até o fim
do estudo de desaglomeragcdo, demonstrando que, em meio aquoso, as
microparticulas de quitosana contendo dapsona desaglomeram facilmente em um
tempo de 5 minutos e o tamanho minimo das particulas obtido a partir do po
aglomerado, fica em torno de 15 pm. Os valores de dg 1, dos, doo, d43 € Span estéo
mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Estudo de desaglomeracdo das microparticulas por difratometria de
laser.

Tempos Tempo O Tempo 5 Tempo 10 Tempo 30
d o1 (MM) 8,3 7,3 7,8 7,7
dos (um) 28,9 14,7 14,3 14,3
d o9 (M) 856,9 30,3 25,5 25,9
SPAN 29,5 1,8 1,3 1,3
d 43 (um) 250,0 17,0 15,6 15,7

Pode-se observar que o tamanho médio de particula obtido, em torno de 15
MM, € superior ao que € relatado na literatura como sendo a faixa ideal para a
administracdo pulmonar (1 — 5 ym). Neste caso, deve-se salientar que esta analise
considera as caracteristicas do pé em meio aquoso apenas, dos aglomerados
formados e a reducdo de aglomerados maiores até aglomerados menores. Nesta

analise as caracteristicas aerodinamicas das particulas ndo sao levadas em
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consideracdo, ou seja, o diametro aerodinamico, a densidade e o perfil de
deposic¢ao in vitro.

Diante destes resultados, tornou-se necessario a determinacdo do diametro
medio geomeétrico (dgeo) das particulas pela via seca. Estas andlises foram
realizadas utilizando o mesmo equipamento de difratometria de laser, porém
utilizando o dispositivo especifico para dispersédo de pés (“Scirocco 2000 dry powder
feeder”, Mastersizer® 2000, Malvern Instruments, UK), sob as condicdes
experimentais previamente mencionadas. Neste equipamento ocorre um
turbilhonamento do ar (ciclone) com pressao, fluxo de ar e de alimentacdo de
amostra constantes. A amostra é desaglomerada pela forca deste fluxo de ar e a
leitura entdo é realizada.

Na Figura 6, estdo demonstradas as 3 leituras de 3 diferentes lotes da
particulas de quitosana MPDap.

Particie Size Distribution

15

10

Volume (%)

00.1 1

100 600

Particle Size (pm)

—Homog 2 via seca Averaged Result, segunda-feira, 25 de julho de 2011 14:38:16
—Homog 3 via seca Averaged Result, segunda-feira, 25 de julho de 2011 14:45:35
—Homog 4 via seca Averaged Result, quinta-feira, 18 de agosto de 2011 16:49:56

Figura 6. Distribuicdo de diametro de particula por volume de 3 diferentes
lotes da MPDap analisados por via seca.

Pode-se observar a partir da analise da Figura 6 que as 3 leituras de cada
lote situam-se na faixa micrométrica (1 — 10 ym) e séo sobreponiveis, demonstrando
um controle tecnoldgico de diametro das particulas do p6 e uma uniformidade de
tamanho entre lotes. Além disso, o span, que reflete a polidispersao, foi préximo de
1, o que indica uma baixa polidispersdo sendo ideal para sistema polidispersos
microparticulados.
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Os resultados de diametro médio e span estdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo granulométrica por difracdo de laser de trés lotes de
microparticulas, via seca.

Amostras d 4,3 (MmM) SPAN
MPDap 1 7,861 1,091
MPDap 2 8,226 1,123
MPDap 3 9,443 1,214
Média 8,51 1,143
Desvio 0,828 0,064

A média do didmetro geométrico encontrado entre os lotes, por difratometria
e pela via seca, foi em torno de 8 pm. Este resultado esta mais proximo aos valores
descritos para a administracdo pulmonar de farmacos (d aero: 1 — 5 ym), porém
ainda é superior. No entanto, este valor encontrado é o didmetro geométrico das
particulas, que ndo leva em consideracdo a densidade das mesmas. Portanto, é
imprescindivel a determinacdo do diametro aerodinamico das microparticulas.
Igualmente, também sdo necessarias as avaliacbes por microscopia eletrdnica de
varredura, para verificar o tamanho da particula primaria, e a deposicéo in vitro das
particulas em impactador em cascata de Andersen, simulando a distribuicdo das

microparticulas no trato respiratorio.

5.2.3 Densidade de compactacado e diametro aerodinamico

Os resultados das analises de densidade de compactacéo para cada lote de
formulagédo, bem como os valores das massas pesadas e volumes medidos estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Andlise da densidade de compactacdo dos 3 lotes de formulacéo.
Valores de massa, volume bruto (V bruto), volume ap6s 10 compactacdes (V
10), volume apo6s 500 compactacbes (V 500) e volume apdés 1250
compactacgdes (V1250) de cada uma das formulacgdes.

Densidade de

Massa Vbruto V10 V500 V1250 .
Amostras compactacao.
(9) (mL) (mL)  (mL) (mL)
(g/mL)
MPDap 1 0,5146 2,00 2,00 1,90 1,81 0,2843
MPDap 2 0,5264 2,00 2,00 1,96 1,96 0,2685
MPDap 3 0,5696 2,00 2,00 1,91 1,82 0,3129

O diametro aerodindmico teorico (daero) foi calculado de acordo com a

equacao 3, previamente apresentada, que leva em consideracdo o diametro

geomeétrico das particulas, obtidas por difracao de laser pela via seca, e a densidade

de compactacao. Os valores de daero €Stado apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Diametro aerodinamico tedrico das microparticulas de quitosana
calculado a partir da densidade de compactacdo e do didametro geométrico
(dgeo) Obtido por difratometria de laser.

Densidade de

Amostras compactacao d geo (UM) d aero (M)
(9/mL)

MPDap 1 0,2843 7,86 4,19

MPDap 2 0,2685 8,22 4,25

MPDap 3 0,3129 9,44 5,28

Média 4,57

Desvio (1) 0,61

Os trés lotes de microparticulas MPDapl, MPDap2, MPDap3 apresentaram
didmetros aerodinamicos teoricos de 4,19 um, 4,25 um e 5,28 um, respectivamente.
Os dois primeiros lotes situaram-se dentro da faixa adequada para a administracao
pulmonar (Frijlink e De Boer, 2004; Pilcer e Amighi, 2010; Pilcer, Wauthoz et al.,
2012) e o terceiro um pouco acima. Por sua vez, a média dos valores do d aero
tedrico foi de 4,57 + 0,61, dentro da faixa preconizada para o uso de farmacos pela
via pulmonar. Esses resultados demonstram que essas particulas sdo adequadas e

poderiam ser utilizadas para a administracdo de dapsona pela via pulmonar.

5.2.4 Avaliagdo morfologica por microscopia eletrénica de varredura

A técnica de microscopia eletrébnica de varredura é muito importante na
caracterizacdo de microparticulas. Essa técnica permite a observacédo da morfologia
das particulas, topografia, presenca ou ndo de poros, determinagdo do tamanho da
particula primaria isolada e, ainda, a verificacdo da distribuicdo de tamanho do
sistema (Vehring, Foss et al., 2007; Li, Yan et al., 2011).

65



A Figura 7 corresponde as microparticulas de quitosana obtidas por spray-
drying. Pode-se observar que essas particulas sao esféricas, o que esta de acordo
com a literatura, que relata que particulas obtidas por spray-drying e quitosana,
geralmente apresentam esse formato (Alhalaweh, Andersson et al., 2009; Learoyd,
Burrows et al., 2009).

Figura 7. Fotomicrografias de varredura de MPDap, em A) aumento de 2000x e

em B) aumento de 5000x.

Com base nessa andlise, foi possivel observar que as particulas
apresentaram um tamanho inferior aos obtidos pela andlise por difratometria de
laser, sendo esses tamanho na faixa entre 1 e 5 um. Essa diferenca se da,
provavelmente, devido ao fato de algumas particulas ainda permanecerem
aglomeradas durante a analise de difratometria de laser, tanto pela via Umida
guanto pela via seca. Como discutido anteriormente, esses diametros observados
na microscopia eletrbnica de varredura, corroborando com o0s resultados
encontrados na determinacdo do didmetro aerodindmico das particulas, sdo ideais

para a administracdo pulmonar.

Pode-se observar, também, a partir destas imagens, uma tendéncia a baixa
polidispersdo do sistema, que apresenta a maioria das particulas na faixa
micrométrica (1 — 5 um), embora algumas particulas maiores que 5 e menores que 1

pm também foram evidenciadas.
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Quanto a topografia, as imagens revelam que as particulas sao lisas e sem
poros. Uma superficie lisa das microparticulas reflete um bom fluxo do pé, o que
permite uma melhor disperséo destas particulas, devido a menor presenca de forcas

de atrito entre a superficie das particulas (Tonon, Brabet et al., 2009).

A Figura 8 corresponde a lotes diferentes de particulas de quitosana em um

aumento de 10000x.

18kU  X18, 888

Figura 8. Fotomicrografias de varredura de MPDap, em A e B com aumento de
10000x.

1aku

Figura 9. Fotomicrografia de varredura de MPDap, em aumento de 17000x.

A partir das fotos de microscopia eletronica de varredura pode-se verificar o
tamanho da particula priméaria. Observando a Figura 9, nota-se que o tamanho da
particula primaria, neste sistema particulado, € menor que os diametros obtidos

pelas técnicas de difracdo de laser (cerca de 8 um). Nesta foto encontra-se uma
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particula isolada com cerca de 1 um, tamanho adequado para a administracao

pulmonar (Frijlink e De Boer, 2004).

5.2.5 Deposicdo das particulas in vitro em impactador em cascata de

Andersen

Foi avaliada a deposicdo in vitro das microparticulas em impactador em
cascata de Andersen (ACIl). Esta avaliacdo € de extrema importancia no
desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos visando a via pulmonar, pois

representa o perfil de deposicéo das particulas no trato respiratorio simulado.

Com estas analises tem-se uma estimativa de como essas microparticulas
vao se distribuir no trato respiratério e onde ficardo depositadas, além de ser
possivel determinar a fracdo de particulas finas respiraveis depositadas nos estagio
correspondente a faixa de 0,4 — 5,8 um, (FPF — fine powder fraction). O FPF é um
parametro importante, pois reflete a porcdo de particulas que sdo capazes de
chegar as partes mais profundas dos pulmdes, as quais garantem uma maior

concentragdo de farmaco no sitio alvo e maior eficacia terapéutica.

A Figura 10 apresenta a média dos perfis de distribuicdo de trés lotes

diferentes da formulacdo MPDap.
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Figura 10. Perfil de distribuicdo das microparticulas avaliadas em impactador
em cascata de Andersen. Cada estégio refere-se & média + desvio padréo (n =
3), o FPF representa a soma dos estagios 2, 3,4,5,6e 7 (0: 9,0 -10,0 um; 1:
58-=9,0um; 2: 47-=58pum; 3: 3,3-4,7pum; 4: 2,1 -3,3um; 5: 1,1 - 2,1 um; 6:
0,7-1,1 pm; 7: 0,4 =0,7 pm.

O estagio zero, que representa as particulas que ficam depositadas na regiao
orofaringea, além do pdé remanescente na capsula e no atuador, foi o que
apresentou a maior quantidade de particulas entre os estagios, cerca de 38%. As
particulas que permaneceram na capsula e no atuador estavam aglomeradas,

provavelmente o que dificultou a dispersédo pelo ar e a deposi¢cédo no impactador.

Os valores de FPF que constam na literatura séo variados, situando-se de 10
até 80%. Contudo, ndo ha um consenso de um valor ideal de FPF para a
administracao pulmonar de uma formulag¢édo (Sansone, Aquino et al., 2009; Aquino,
Prota et al., 2012). O resultado obtido apresentou uma fracdo de particulas finas

respiraveis de, aproximadamente, 50%.

Um aspecto importante a ser analisado é que esta formulacao foi idealizada e
preparada sem a presenca de adjuvantes de secagem. Mesmo sem adjuvantes,
apresentou morfologia e caracteristicas aerodindmicas adequadas para 0 uso

pulmonar proposto.

Este valor de FPF demonstra o alto potencial da formulagdo como sistema de

veiculacdo de farmacos para inalagéo pulmonar.
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5.2.6 Quantificacdo da dapsona nas microparticulas por CLAE

As particulas de dapsona apresentaram um carga de farmaco de,
aproximadamente, 1 % (Tabela 8), em relacdo a quantidade total de solidos da

formulacdo o que corresponde a 10 mg de dapsona/g de po.

A quantidade de dapsona associada as particulas foi inferior a esperada
(7%). A concentracédo tedrica esperada era de 73 mg de farmaco por grama de po,
no entanto, a quantificacdo mostrou uma concentracdo de 10 mg de farmaco por
grama de pdé. Durante o processo de secagem das formulacdes observou-se que
parte do material seco ficou aderido a torre de secagem do equipamento formando
um filme. Também foi observado p6 na saida para o filtro na parte superior do
ciclone. Neste sentido, a dapsona poderia estar associada a estes materiais
perdidos, havendo, consequentemente, uma diminuicdo na concentracdo de
farmaco no material coletado. O teor das microparticulas esta apresentado na
Tabela 8. A baixa variabilidade entre os lotes (recuperacdo da dapsona nos pos)
indica que o sistema é homogéneo, ndo tendo havido segregacao dos pos durante a

secagem.

Tabela 8. Concentracao de dapsona nas microparticulas de quitosana.

Amostras C (mg/qg)
MPDap 1 10,88
MPDap 2 9,51
MPDap 3 9,87
Média 10,09
Desvio (1) 0,58
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5.2.7 Perfis de liberacéao in vitro

Objetivando avaliar o perfil de liberacdo do farmaco, foi realizada a dissolugéo
in vitro da formulagéo, em tampéo pH 7,4 a 37 + °C. A escolha do pH 7,4 foi devido
ao fato desse ser o pH do fluido pulmonar (Grenha, Seijo et al., 2005; Learoyd,
Burrows et al., 2009; Tomoda, Ohkoshi et al., 2009).

Através da analise inicial do experimento de dissolucéo (Figura 11), pode-se
observar que o farmaco livre dissolveu cerca de 80% nos primeiros 30 minutos de
experimento e antes de 200 minutos de ensaio, todo o farmaco ja havia dissolvido
no meio de dissolugao. Por outro lado, o perfil de liberagéo e dissolugédo da dapsona
a partir das microparticulas apresentou duas fases distintas da dissolu¢do: uma fase
rapida de liberacdo, denominada burst phase, pois cerca de 55% do farmaco tinha
sido liberado das microparticulas nos primeiros 30 minutos de experimento. Esta
fase é, geralmente, caracterizada pela presenca de farmaco adsorvido na superficie
da particula, assim como por¢éo de farmaco que esta dispersa na matriz polimérica,

estando mais facilmente exposta ao meio de dissolucéo.
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Figura 11. Perfis de liberagdo obtidos pela dissolugdo da dapsona livre e das
microparticulas contendo dapsona em tampéao fosfato pH 7,4 utilizando

dissolutor.

71



ApoOs essa fase rapida, observou-se uma fase lenta de liberacéo. A liberacao
do farmaco no decorrer do ensaio demonstrou-se controlada e sustentada,
caracterizando uma possivel liberacdo biexponencial. Essa fase pode ser
caracterizada pela porcdo de farmaco que est4d majoritariamente encapsulada no
interior da microparticulas. Essa porcdo é referente a quantidade de farmaco que

esta dissolvida no ndcleo da particula, portanto demora mais para ser liberada.

De posse dos dados de dissolucao, fez-se necesséario a modelagem destes
perfis, afim de adequa-los ao modelo de liberagdo mais adequado.

5.2.8 Modelagem matematica dos perfis de liberagéo

A partir dos perfis de liberacdo obtidos, foi realizada a modelagem
matematica desses perfis. Para isso, foram testados os modelos monoexponencial e
biexponencial para verificar a melhor adequacdo aos perfis de liberacdo. A
modelagem foi efetuada até o ponto em que a formulacdo atingiu 100 % de
liberacdo. Considerando os valores para o critério de selecdo do modelo e os
valores de coeficiente de correlacdo, além do ajuste do gréafico, o modelo
biexponencial foi a que melhor descreveu os dados obtidos a partir da dissolucao
das microparticulas. Os resultados dos valores calculados estdo apresentados na
Tabela 9, a modelagem dos perfis pelo modelo monoexponencial esta apresentado
na Figura 12 e para o modelo biexponencial na Figura 13, para MPDap.
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Tabela 9. Valores do critério de selecdo do modelo (MSC) e coeficiente de
correlacédo (r) para os modelos monoexponencial e biexponencial, para a

formulacdo MPDap.

Equacéao MPDap 1 MPDap 2 MPDap 3
MSC 1,3125 -0,0900 0,1753
Monoexponencial
r 0,9736 0,9066 0,9148
MSC 6,8354 3,9046 3,5785
Biexponencial
r 0,9999 0,9989 0,9982

Scientist Plot

100 7
80{
60{
40;

20—

-
0.0 05 10 15

X-Axis (units x 183)

Figura 12. Ajuste de grafico da formulacdo MPDap segundo o modelo

monoexponencial.
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Figura 13. Ajuste de grafico da formulacdo MPDap segundo o modelo

biexponencial.

A partir da modelagem matemética, pode-se constatar matematicamente que
as particulas apresentaram um perfil de dissolucdo constituido de uma fase de
liberacdo rapida (burst phase) e de uma fase de liberagédo controlada (fase lenta),

caracterizando-se como um modelo biexponencial.

Esta liberacdo rapida pode ser devido a uma porcdo do farmaco estar
adsorvida ou retida na parede polimérica, mais proximo do meio de dissolucao.
Além disso, por ser um sistema polidisperso, a por¢cdo com particulas menores pode
também contribuir para este burst de liberacdo, devido a uma maior disponibilidade

do farmaco pela maior area superficial das microparticulas.

Apés esta fase de liberacdo rapida, observa-se uma liberacdo controlada da
dapsona até o final das 24 horas do ensaio de dissolucdo. Esta fase lenta de
liberacdo ocorre devido a presenca do polimero quitosana que possui propriedades
para controlar ou retardar a liberacdo de farmacos a partir de sistema particulados
contendo este polimero (Grenha, Seijo et al., 2005). Obteve-se a dissolucao total do

farmaco ao final das 24 horas de experimento

A Tabela 10 apresenta os parametros calculados: constante de liberacdo da

fase rapida (a) e da fase lenta (B), a fracdo de farmaco que contribuiu para cada
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fase (A e B respectivamente), bem como o tempo de meia vida para cada uma das

fases.

Tabela 10. Parametros obtidos a partir da modelagem matematica, segundo o
modelo biexponencial, para as microparticulas MPDap: constantes de
liberagao (a e B), porcentagem de farmaco que contribuiu para cada etapa (A e
B) e tempo de meia vida (ty).

Etapa MPDap
A (%) 54,5

Réapida a (min™) 0.025
ty2 (Min) 15.75
B (%) 45,8

Lenta B (min™) 0.002
t12 (min) 213.06

Paralelamente, o perfil de liberagdo do farmaco livre foi modelado a partir do
modelo monoexponencial, sendo obtidos os seguintes parametros: MSC 5,199,
coeficiente de correlacéo de 0,9981, constante cinética de dissolucdo de 0,052 min™
e um tempo de meia vida de 13,45 minutos. Comparando-se esses valores ao
obtidos para a fase lenta das microparticulas, pode-se constatar que houve um
aumento significativo no tempo de meia vida, indicando a sustentacdo da liberacdo

da dapsona.

A modelagem matematica dos perfis de dissolucdo também foi efetuada a
partir da equacao que descreve a Lei da Poténcia. Essa abordagem foi feita a fim de
elucidar os mecanismos de liberacdo da dapsona a partir das microparticulas, pela
determinacao do parametro n. Os valores dos coeficientes de correlacdo, MSC e do
parametro n, calculados para as microparticulas de quitosana (MPDap) estao

apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Parametros obtidos a partir da modelagem pela Lei da Poténcia

para a formulagdo MPDap.

Parametro MPDap
MSC 2.75

R 0.9807
n 0.39

Conforme pode-se observar as microparticulas apresentaram um n inferior ao
estabelecido para processos caracterizados por difusao fickiana. Ritger e Peppas
(1987) afirmaram, contudo, que em sistemas microparticulados polidispersos esses
valores podem apresentar essa alteracdo (Ritger e Peppas, 1987). Eles
descreveram que em uma mistura hipotética com 20 % de particulas de 20 um, 60
% de 100 ym e 20 % de 500 uym pela lei da Poténcia foi determinado um n = 0,30,
gue é considerado diferente do valor obtido para uma amostra monodispersa de 100
pum (n = 0,43). Portanto, o valor calculado para MPDap (0,39), mesmo sendo inferior
ao tabelado, pode se enquadrar nestas definicdes citadas. Dessa forma, pode-se
concluir que as microparticulas de quitosana contendo dapsona possuem

provavelmente um mecanismo de liberagdo governado pelo processo de difuséo.

5.2.9 Anélise datoxicidade pulmonar

A analise do fluido de lavagem bronco alveolar € uma das metodologias
descritas na literatura para a avaliacdo da toxicidade de substancias (Todo,
Okamoto et al., 2001). O resultado obtido do doseamento da lactato desidrogenase

(LDH) dos grupos esta apresentada na Figura 14.
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Figura 14. Doseamento da lactato desidrogenase no fluido de lavagem bronco
alveolar dos animais tratados com dodecil sulfato de sédio (SDS, controle +),

ar (controle -), MPDap (microparticulas de quitosana) e dapsona (livre).

Os resultados demonstraram que o SDS aumentou os niveis de LDH
extracelular, caracterizando um efeito elevado de toxicidade. Contudo, tanto o
farmaco, quanto as microparticulas apresentaram uma toxicidade significativamente
inferior aquela apresentada pelo SDS (Hussain, Majumder et al., 2006). Pela anélise
estatistica, o grupo tratado com microparticulas obteve resultados significativamente
iguais aqueles animais para os quais apenas ar foi administrado. Esse primeiro
resultado demonstra que as microparticulas possivelmente ndo possuam toxicidade

para o tecido pulmonar.

Outro indicativo de descontinuidade das membranas é a presencga da enzima
fosfatase alcalina no meio extracelular (Henderson, 2005; Hussain e Ahsan, 2005;
Rawat, Yang et al., 2008). A quantificacdo desta enzima esta apresentada na Figura
15.

Os resultados obtidos demonstraram novamente a toxicidade do SDS sobre o
tecido pulmonar. Novamente, tanto o farmaco, quanto as microparticulas
apresentaram uma toxicidade significativamente inferior aquela apresentada pelo
SDS. Para esse teste, as quantidades doseadas de fosfatase alcalina no meio

extracelular, para o grupo tratado com microparticulas, foi inferior ao do grupo
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tratado apenas com ar. Isso indica uma menor toxicidade para a dapsona quando

microencapsulada em relacdo a forma livre, neste parametro bioquimico.

Fosfatase Alcalina
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80,00 - B

60,00 - B
=
S
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0,00 . . ;
SDS Ar MPDap Dap

Figura 15. Doseamento da fosfatase alcalina no fluido de lavagem bronco
alveolar dos animais tratados com dodecil sulfato de sédio (SDS, controle +),

ar (controle -), MPDap (microparticulas de quitosana) e dapsona (livre).

Também foi realizada a quantificacdo dos niveis de proteinas totais e
albumina no fluido de lavagem. Esses marcadores sao importantes para avaliar o
potencial citotéxico de tratamentos, pois uma vez quantificadas no meio extracelular,
demonstram indicios de morte celular (Hussain, Majumder et al., 2006). A
guantificacdo dos niveis de proteinas totais e albumina do fluido de lavagem estao

apresentadas na Figura 16 e na Figura 17, respectivamente.
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Figura 16 Doseamento de albumina no fluido de lavagem bronco alveolar dos
animais tratados com dodecil sulfato de soédio (SDS, controle +), ar (controle -
), MPDap (microparticulas de quitosana) e dapsona (livre).
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Figura 17 Doseamento de proteinas totais no fluido de lavagem bronco
alveolar dos animais tratados com dodecil sulfato de sédio (SDS, controle +),
ar (controle -), MPDap (microparticulas de quitosana) e dapsona (livre).

A Figura 16, referente a quantificacdo da albumina, mostra que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos tratados com SDS, farmaco livre e
microparticulas. No entanto, também n&o houve diferenga significativa entre os
animais tratados com as microparticulas e o grupo tratado apenas com ar. Pelos
dados obtidos sugere-se que esta andlise pode nao refletir uma conclusao exata da

toxicidade dos tratamentos. Entdo, foi realizada a andalise dos niveis de proteinas
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totais presentes no fluido de lavagem. A Figura 17 mostra a quantificacdo das
proteinas totais, onde se pode observar que os niveis proteicos, no grupo tratado
com o farmaco livre, foram estatisticamente iguais ao grupo tratado com SDS,
indicando similar toxicidade. Em contrapartida, esse teste bioquimico foi o primeiro a
demonstrar que o tratamento com as microparticulas apresenta menor toxicidade
gue o tratamento com o farmaco livre e SDS. Um aspecto importante a ser
ressaltado € a questdo da liberacdo controlada da dapsona a partir das
microparticulas, como evidenciado no experimento de dissolugcéo in vitro. A menor
toxicidade evidenciada da dapsona microencapsulada em relacédo a forma livre pode
estar relacionada com a liberacdo controlada, ou seja, uma menor quantidade de
dapsona esté presente no tecido pulmonar na unidade do tempo. Isso sugere que 0
uso da dapsona encapsulada em microparticulas possivelmente reduz os riscos de

toxicidade ao tecido pulmonar no tratamento com esse farmaco pelas vias aéreas.

5.2.10 Microscopia eletronica de varredura dos pulmdes

Foram obtidas fotos de microscopia eletronica de varredura dos tecidos

pulmonares retirados de um animal de cada grupo testado.

A partir da comparacao das fotos de microscopia eletrénica de varredura dos
tecidos pulmonares pode-se observar entre o pulm&o sadio, que foi administrado
apenas ar (Figura 18), e o pulméo que foi administrado a solu¢do de SDS 0,1 %

(Figura 19) uma diferenca no aspecto do tecido.
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Figura 19 Fotomicrografias de pulmé&o danificado, tratado com solucao de SDS
0,1 % nos aumentos de 500 (A) e 2500x (B).

Foi possivel observar (Figura 18 — A) a constituicdo de um pulméao sadio com
as inumeras aberturas dos brénquios e bronquiolos e com mais detalhamento da luz
do brénquio (Figura 18 — B). Por outro lado, na Figura 19 podemos evidenciar uma
descontinuidade tecidual sugerindo lesdo dos tubos respiratorios, pois percebe-se
gue as aberturas dos bronquios ndo séo téo evidentes quanto nas fotomicrografias
do pulméo sadio. Além disso, podemos observar a presenca de heméacias no tecido
mostrando que possivelmente ocorreu leséo vascular do tecido com extravasamento

de eritrocitos para o meio (Figura 19 — B).

A Figura 20 mostra o tecido pulmonar tratado apenas com dapsona. Nestas
fotos podemos ver as aberturas dos tubos respiratérios. No entanto, na Figura 20 —

B podemos observar a presenca de hemacias no tecido. Este resultado corrobora os
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dados bioquimicos que indicaram que o tratamento com o farmaco livre causa dano

celular.

Figura 20 Fotomicrografias de pulméo danificado, tratado com dapsona livre
nos aumentos de 500 (A) e 2500x (B).

A Figura 21 apresenta o tecido pulmonar que foi submetido ao tratamento
com as microparticulas contendo dapsona. Nesta figura pode-se observar que o
pulméao apresenta uma maior integridade tecidual, além disso foi possivel observar a

presenca de microparticulas ainda aderidas ao tecido (Figura 21 — B).

Figura 21 Fotomicrografias de pulmé&o tratado com microparticulas contendo
dapsona nos aumentos de 1000 (A) e 2500x (B).

Na Figura 22 pode-se evidenciar a presenca de uma microparticula alocada
na luz de um bronquiolo. Uma aspecto importante a ser ressaltado € em relacdo ao

didmetro da luz do tubo respiratério (cerca de 4 um) e o tamanho da microparticula

82



inserida neste tubo (cerca de 3 pm), mostrando o tamanho reduzido das
microparticulas e evidenciando a sua chegada as partes mais profundas dos

pulmdes, em regides proxima aos alveolos.

Figura 22 Fotomicrografias de pulm&o tratado com microparticulas contendo
dapsona nos aumentos de 5500 (A) e 10000x (B).
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6. CONCLUSOES






O método de spray-drying mostrou-se adequado para a sua obtencdo das
microparticulas. O rendimento do processo de secagem foi de, aproximadamente,
40%, no entanto, a quantidade de material coletado foi suficiente para a

caracterizacao e avaliacdo das microparticulas.

O estudo de desaglomeracdo mostrou que as particulas, inicialmente
aglomeradas, desaglomeram com o decorrer do tempo e agitacdo. Isso é

evidenciado pela diminuicdo do tamanho médio e reducéo do span.

A andlise de tamanho de particula pela via seca demonstrou que as
particulas apresentaram um tamanho geométrico médio de 8,5 um. A analise do
didmetro aerodinamico mostrou que as microparticulas de quitosana possuem um
didmetro médio em torno de 4,5 um. Este didmetro € ideal para a administracao

pulmonar, pois esta dentro da faixa preconizada na literatura.

A morfologia das particulas, por microscopia eletrbnica de varredura,
evidenciou que as microparticulas apresentaram um formato esférico, superficie lisa
e auséncia de poros. As microparticulas apresentaram um tamanho entre 1 e 5 um,
que é inferior aquele obtido na andlise por difratometria, sendo o tamanho obtido na

analise por MEV mais condizente a faixa ideal para a administracdo pulmonar.

As microparticulas apresentaram um perfil de dissolucao in vitro descrito pelo
modelo biexponencial, apresentando uma fase de liberacéo rapida (burst phase) e
uma fase de liberacdo controlada, a qual € significativamente mais lenta que a
dissolucédo do farmaco livre. Através da analise pela Lei da Poténcia foi possivel
constatar que as particulas ndo sofrem inchamento, tendo sua liberacédo controlada

por difuséo.

O perfil de deposicéo in vitro das microparticulas utilizando o impactador em
cascata de Andersen mostrou que cerca de 38% das microparticulas ficam aderidas
na parte do equipamento relacionada a regido orofaringea. No entanto, a por¢céo de
particulas finas respiraveis, que sdo a por¢ao terapéutica das microparticulas, foi em
torno de 50%, sendo essa quantidade considerada satisfatéria para a aplicacao

pulmonar.

O experimento in vivo da analise da toxicidade pulmonar mostrou que a

guantificacdo da LDH apresentou uma toxicidade significativamente inferior aquela
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apresentada pelo SDS, porém significativamente igual aqueles animais tratado
apenas com dapsona livre. Por outro lado, a analise das proteinas totais e fosfatase
alcalina, no fluido de lavagem, mostraram que o grupo tratado com o farmaco livre
igual ao tratado com SDS. Por sua vez, 0 grupo com as microparticulas foi
estatisticamente inferior ao grupo tratado com o farmaco livre e SDS. Esse primeiro
resultado demonstra que as microparticulas possivelmente ndo possuam toxicidade

para o tecido pulmonar.

A partir das fotos de microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar
gue as microparticulas foram capazes de chegar nas partes mais profundas dos
pulmdes, pois foram observadas na luz dos bronquiolos com diametro inferior a 5

um.

O conjunto dos resultados experimentais apresentados neste trabalho
sinaliza que as microparticulas de quitosana obtidas por spray-drying sdo uma

estratégia bastante promissora para a administracéo pulmonar da dapsona.
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8. ANEXOS






8.1 ANEXO1

8.1.1 Validacdo de método analitico para doseamento de dapsona em

microparticulas por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

O método analitico para o doseamento da dapsona foi realizado através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os parametros avaliados foram: especificidade (frente a uma formulacéo de
microparticulas sem o farmaco), linearidade, precisdo intermediéria, repetibilidade,
exatidao, limites de deteccdo e quantificacdo sendo o0s ensaios realizados em
cromatégrafo Perkin Elmer Série 200 com detector UV/VIS. Os parametros

cromatograficos encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros cromatograficos utilizados na metodologia analitica

para doseamento da dapsona em sistemas microparticulados.

Parametros Condicdes

Deteccéo UV (A =293 nm)

Fluxo 0.7 mL/min

Coluna LiChrospher 100 RP1g (5 pm) (Merck)
Fase movel Acetonitrila:agua:acido acético glacial

(40:59:1 viv)

Volume de injegéo 100 pL
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Para avaliacdo da especificidade, uma suspensdo de microparticulas foi
preparada da mesma forma que a suspenséao de microparticulas contendo dapsona,
porém sem a presenca do farmaco. O mesmo volume, tratamento e diluicdo das
particulas utilizado no teste de precisao foi utilizado para o teste de especificidade,
porém utilizando-se a suspensdo sem farmaco. Nesse teste nenhum pico de
absorcao foi detectado no tempo onde a dapsona é detectada, concluindo-se que o

método é especifico (Figura 23).

..........................................................................................

Figura 23. Em A) ponto da curva 7 pg/mL, B) microparticulas referente ao
ponto 7 ug/mL e C) microparticulas sem farmaco.

Para a avaliacdo da linearidade, trés curvas analiticas foram construidas,
com uma faixa de concentracdo utilizada de 0,10 a 10,0 pg/mL, sendo todas
diluicdes realizadas em fase modvel. As amostras foram filtradas através de
membrana com 0,45 pm de poro (Durapore, Millipore®) antes das anélises e
injetadas no cromatografo, registrando-se os valores das areas. Na Figura 24

apresentam-se a média das trés curvas de analiticas.
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Figura 24. Representacéo grafica da média das trés curvas analiticas.

Na avaliacdo da repetibilidade seis amostras foram preparadas a partir das
suspensdes de microparticulas, para uma concentracdo de 1 pug/mL de dapsona.
Para tanto as microparticulas foram diluidas em acetonitrila e levadas a extracdo em
banho de ultrassom por 30 minutos para a total liberagdo do farmaco.
Posteriormente, foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos e o
sobrenadante foi diluido 20 vezes em fase mével. Apds, as amostras foram filtradas
em filtro de 0,45 um de poro (Durapore, Millipore®) e injetadas no CLAE, sendo o
resultado da analise expresso em termos de desvio padrdo relativo (DPR). A
precisao intermediaria foi avaliada através da comparacao entre as injecfes dessa
mesma concentracdo (1 ug/mL) realizadas em dois dias consecutivos, calculando-

se, posteriormente, o DPR dos resultados das determinacdes.

O teste de exatidao foi realizado adicionando-se uma quantidade conhecida
de farmaco, a partir de uma solucdo méae, a uma amostra branca de microparticulas
tratada da mesma forma que as particulas de farmaco no teste de precisdo. As

concentracOes utilizadas para o teste de exatidao foram de 0,25, 1,0 e 7,0 pg/mL.

Os resultados de repetibilidade e precisao intermediaria foram expressos em

termos de desvio padrao relativo (DPR). A repetibilidade apresentou DPR de 2,8 %
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para a sextuplicata da concentragcdo de 1,3 pg/mL. A precisdo intermediaria foi
avaliada em dois dias consecutivos, com seis amostras em cada dia, de mesma
concentracéo (1,3 pyg/mL). Os valores de DPR foram 2,8 % e 2,4 % para cada dia.
Para ambos os estudos os valores de desvios padrdes relativos foram inferiores a 5
%, conforme preconizado pelo ICH (2005) e RE 899 (ANVISA), demonstrando
repetibilidade e precisdo intermediaria adequadas para o método analitico em
guestdo. No que diz respeito a exatiddo, o método permitiu a recuperacédo de 110,0
t 1,3% para a concentragéo de 0,25 pg/mL; 103,5 £ 0,2% para 1,0 yg/mL e 100,2
2,2% para 7,0 yg/mL, o que o caracteriza como exato, segundo os preceitos da
International Conference on Harmonization (2005) e RE 899 (ANVISA).

Os limites de deteccdo e quantificagcdo foram calculados matematicamente,
utilizando as equacfes 8 e 9, através da relacdo entre o desvio padréo da curva de
calibracdo e sua inclinacdo, usando o fator multiplicador sugerido pela norma da

International Conference on Harmonization (2005)

LD = 3.3:;.|:|p Equacéo 8
LQ= mfp Equacdo 9

onde LD é o limite de detecc¢édo, LQ o limite de quantificacdo, DP o desvio padrao da

reta de calibragéo e B o coeficiente angular da reta de calibrag&o.

Os valores encontrados para os limites de detec¢ao e quantificacdo foram de

0,01 ug/mL e 0,03 pg/mL, respectivamente.
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A fase movel foi considerada adequada, o pico referente a dapsona (Figura

25) apresentou-se bem definido e com tempo de analise de 5,5 minutos.
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Figura 25. Cromatograma referente ao ponto de concentracdo 1 ug/mL de
dapsona.
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8.2 ANEXO 2

8.2.1 Validacdo de método analitico para doseamento de dapsona em

microparticulas por espectroscopia UV

O método analitico para o doseamento da dapsona nos experimentos de
liberacéo foi realizado através de espectroscopia UV.

Os parametros avaliados foram: especificidade (frente a uma formulacéo de
microparticulas sem o farmaco), linearidade, precisdo intermediéria, repetibilidade,
limites de deteccdo e quantificacdo sendo o0s ensaios realizados em
Espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu, UV — 160A), em comprimento de onda de 260

nm usando como solvente acetonitrila.

Para avaliacdo da especificidade, uma formulacéo branca foi preparada com
todos os componentes das microparticulas, porém sem a presenca do farmaco
(Figura 26). O mesmo volume, tratamento e diluicdo das microparticulas utilizadas
no teste de preciséo foi utilizado para o teste de especificidade, porém utilizando-se
a microparticula sem farmaco. Foi efetuada uma varredura com essa formulacao,
ndo sendo observado nenhum pico de absorcdo em 293 nm. Dessa forma o método
foi considerado especifico.

260nm

Figura 26. Em A) microparticulas sem farmaco e B) microparticulas referente
ao ponto 5 pug/mL.
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Para a avaliagdo da linearidade trés curvas analiticas foram construidas, a
partir de trés solu¢cdes-mae diferentes, com uma faixa de concentracao utilizada de
1,0 a 10,0 yg/mL. Na Figura 27 a representacdo da média das trés curvas analiticas.
Os limites de deteccao (Equacao 8) e quantificacdo (Equacéo 9) foram calculados
matematicamente através da relacao entre o desvio padrdo da curva de calibracdo e
sua inclinacdo, usando o fator multiplicador sugerido pela norma da International
Conference on Harmonization - ICH (2005) e RE 899 (ANVISA).

LD = 3.3:;.|:|F- Equacéo 8
LQ= mfp Equacdo 9

onde LD é o limite de detecc¢édo, LQ o limite de quantificacdo, DP o desvio padrao da

reta de calibracéo e B o coeficiente angular da reta de calibragéo.
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Figura 27. Representacao grafica da média das 3 curvas analiticas.

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados a partir das
equacdes 9 e 10 com base nos resultados do experimento de linearidade. Dessa
forma, os valores encontrados foram de 0,15 pg/mL para o limite de detegao e 0,45

Mg/mL para o limite de quantificagao.

Na avaliacdo da repetibilidade seis amostras foram preparadas a partir das
microparticulas, para uma concentragdo que estivesse dentro da curva analitica.
Para isso 50 mg de p6 foram adicionadas a um baldo volumétrico (25 mL) com
acetonitrila e levadas ao processo de extracdo por de 30 minutos em banho de
ultrasson. ApGs esse processo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado, diluido em acetonitrila (200 pL em um
baldo de 10 mL), fitrado em membrana de 0,45 um (Durapore, Millipore®) e

analisado por espectroscopia UV.

Os resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria foram expressos em
termos de desvio padréao relativo (DPR). A repetibilidade apresentou DPR de 3,05 %
para a sextuplicata. A precisdo intermediaria foi avaliada em trés dias consecutivos,
com trés amostras em cada dia, de mesma concentragdo. Os valores de DPR foram

3,05 %, 1,93 % e 0,94 % para cada dia. Para ambos os estudos os valores de
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desvios padrbes relativos foram inferiores a 5 %, demonstrando repetibilidade e

precisdo intermediaria adequadas para o método analitico em questao.
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8.3 ANEXO3

3.1 Carta de aprovacdo do comité de ética de pesquisa em animais — CEUA —
UFRGS

hIA) 2] N

UVEREOADE FEDERAL  Comissdo Do Etica No Uso De Animals
DO RY) GIUAE 00 B4

@ UFRGS  PRO-REITORIA DE PESQUISA

CARTA DE APROVAGAO

Comissdo De Btica No Uso De Animais analisou o projeto:

Nimero: 21411

Titulo: o enelvimeio 6 caractorizagho 68 Um nava sistéma micropariculado para & adminsiragdo
puimona? i dapsona, conlendo paimero calidnie, & avallagdo ficoldgis em modelos 8niNas
nyivo

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

SILVIA STANISCUASKI GUTERRES « coordenactr dasde 20062011
ADRLMA RAFFIN POHLMANN - pesquisadar desde 20082011
Daniga Soladade Jomada - pesquisader desde 20062011

Manoal Orsz de Qlvaira - pesquisakor desde 28082011

Comissao De Etica No Uso Do Animais 8provou o mesmo e seus aspectos éticos e
matodalégicos, para a utilizagdo de 24 ratos Wistar machos, de acordo com as Diretrizes e
Normas Naclonais @ Infernacionafs, especialmente a Lol 11.794 de 08 de novembro de 2008
que discipling & criagdo e utilizag3o de animals em atividsdes de ensino @ pesquiss.

Ao Negrs, Terpad e, 4 & Dazombio e 2012 = / )
- ;—» "\/__ ‘ vy

STELA MARIS KLIZT RATES
Coordonackee da COMssio do ddca
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