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RESUMO 

 

 A pneumonia causada por Pneumocystis carinii (PCP) é uma das principais 

doenças oportunistas que acomete pacientes portadores do vírus HIV. Segundo 

dados da Organização Mundial da Saúde, cerca de 80 - 85% das pessoas 

portadoras do vírus sofrem de PCP. Essa infecção é pulmonar e o agente patológico 

permanece apenas nos pulmões. O tratamento convencional desta doença 

(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 fármaco da classe das 

sulfonas, com atividade bacteriostática 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 micropartículas de quitosana pela técnica de spray-drying, 

visando à administração pulmonar com efeito local da dapsona, para o tratamento 

da PCP. O racional da proposta baseia-se na administração localizada do fármaco, 

a qual pode contribuir para a redução da dose administrada e, consequentemente, 

dos efeitos adversos. As análises através de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) mostraram que o tamanho das partículas obtidas foi reduzido e adequado 

para administração pulmonar (1 – 5 µm). O perfil de dissolução in vitro demonstrou 

uma liberação biexponencial da dapsona a partir das micropartículas, sendo essa 

caracterizada por uma fase de liberação rápida e outra lenta, o que indica a 

sustentação da liberação do fármaco. Os resultados de deposição das partículas in 

vitro mostraram uma distribuição adequada e uma elevada fração de partículas finas 

respiráveis (FPF = 50%). O experimento de toxicidade in vivo mostrou uma baixa 

toxicidade das micropartículas em relação ao fármaco livre, mostrando um potencial 

efeito protetor para a administração da dapsona. 

 

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

drying, liberação 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 technique, 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 µm). 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. 
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As doenças oportunistas são muito frequentes em pacientes com o sistema 

imunológico comprometido, como pacientes transplantados, imunossuprimidos e 

portadores do vírus HIV. Uma enorme gama de doenças oportunistas é descrita, 

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

A pneumocitose causada por Pneumocystis (jiroveci) carinii (PCP) é uma das 

doenças oportunistas de maior incidência em pacientes com Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA). Esta patologia é caracterizada por ser uma 

infecção pulmonar local, onde o microorganismo permanece no local. Segundo 

dados da Organização Mundial da Saúde, cerca de 75% dos pacientes que estão 

infectados com o vírus HIV são acometidos deste microorganismo. Deste número de 

pacientes infectados, em torno de 80% dos pacientes com SIDA desenvolvem a 

pneumocitose. A taxa de mortalidade desta pneumocitose já esteve na faixa de 20 – 

40%, dependendo da severidade da doença, no entanto, recentemente, esta taxa 

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

O tratamento desta patologia (trimetoprima + sulfametoxazol) pode não 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 prevenção da 

pneumocitose (Cushion, Stanforth et al., 1985; Fishman, 1998; Kovacs, Gill et al., 

2001). 

A dapsona é um fármaco da classe das sulfonas, tem atividade 

bacteriostática e é efetivo contra diversos microorganismos. Por outro lado, a 

administração da dapsona pela via oral, causa alguns efeitos adversos, 

principalmente problemas relacionados ao sangue. Além disso, esta sofre grande 

metabolização hepática, o que leva a uma baixa concentração de ativo no sítio de 

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

A microencapsulação é uma ferramenta importante na área farmacêutica e 

com marcado crescimento nas pesquisas científicas nos últimos anos. As 

micropartículas são sistemas com tamanho na faixa de 1 – 1000 µm e, geralmente, 

são constituídas por material polimérico. Podem ser microesferas, compostas por 

polímero, constituindo um sistema matricial, ou pode ser um sistema reservatório- 

microcápsulas, onde um núcleo 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 características importantes frente 

sistemas convencionais para administração de fármacos, como a possibilidade de 

modular o perfil de liberação de fármacos, aumento na biodisponibilidade e 

promoção de um efeito protetor (Ravi Kumar, 2000; Esposito, Cervellati et al., 2002; 

Yang, Qiu et al., 2005; Jyothi, Prasanna et al., 2010). As micropartículas podem ser 

obtidas por vários métodos de preparação, destacando-se a secagem por aspersão 

(spray-drying), por ser uma técnica rápida, realizada em uma única etapa e passível 

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

A quitosana é um polímero catiônico encontrado no exoesqueleto de 

crustáceos e é obtido a partir da desacetilação da quitina. Possui propriedades e 

características importantes, como ser bioadesiva e biocompatível, além da 

capacidade de formar filmes, géis e micropartículas (Costa Jr. e Mansur, 2008; 

Vargas, Albors et al., 2009). 

A via pulmonar é uma via alternativa às vias convencionais de administração 

de fármacos e aparece, nos últimos anos, como foco de inúmeras pesquisas 

científicas (Amaro, Tajber et al., 2011). Esta via apresenta importantes vantagens e 

características no uso para a administração de fármacos, como uma elevada área 

superficial alveolar, extensiva vascularização, ausência de metabolismo de primeira 

passagem, aumento da biodisponibilidade e possibilidade de diminuição na 

frequência 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 está baseada na produção inédita de 

micropartículas de quitosana, contendo dapsona para administração pulmonar. A 

hipótese do presente trabalho considera que a dapsona encapsulada poderia 

chegar ao sitio de ação (pulmões) em concentrações terapêuticas, pois o uso da 

microencapsulação, aliado à via pulmonar, proporcionaria ausência do metabolismo 

de primeira passagem, o que aumentaria a biodisponibilidade do fármaco no 

pulmão. 
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2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver um novo sistema microparticulado para veiculação da dapsona 

pela via pulmonar como alternativa à oral. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Preparação de micropartículas de quitosana contendo dapsona, pela técnica 

de secagem por aspersão (spray-drying); 

 Caracterização físico-química das micropartículas; 

 Rendimento do processo; 

 Determinação do diâmetro de partícula por difração de laser; 

 Morfologia por microscopia eletrônica de varredura (MEV); 

 Densidade e diâmetro aerodinâmico das partículas; 

 Deposição das partículas in vitro em impactador em cascata de 

Andersen; 

 Quantificação do fármaco por CLAE. 

 Avaliação dos perfis de dissolução in vitro em dissolutor e modelagem 

matemática dos perfis para identificação dos mecanismos de liberação da 

dapsona a partir das partículas;  

 Avaliação in vivo em ratos da toxicidade pulmonar das micropartículas, 

através da análise do fluido de lavagem bronco alveolar; 

 Análise dos tecidos pulmonares por microscopia eletrônica de varredura.
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3.1 Pneumonia causada por Pneumocystis carinii 

 As doenças de ocasião (oportunistas) são muito frequentes em pessoas 

imunodeficientes e imunossuprimidas, como as acometidas com a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA); pacientes com câncer que passam por 

tratamento quimioterápico severo e pessoas submetidas a algum tipo de processo 

de transplante de órgãos. Uma nutrição deficiente associada à resistência diminuída 

para uma variedade de desordens são fatores determinantes para o 

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 doenças oportunistas são, principalmente, produtos de dois fatores: a 

redução nas defesas imunológicas da pessoa infectada, causada pelo vírus HIV, e a 

exposição diária a microorganismos e outros agentes patogênicos. A vasta lista de 

doenças oportunistas é de origem diversificada, entre elas podemos citar: as 

doenças bacterianas como a tuberculose (causada por Mycobacterium 

tuberculosis), doença do complexo de Mycobacterium avium e pneumonia 

bacteriana; doenças de origem fúngica (candidíase, meningite, peniciliose e 

criptococose); doenças virais (citomegalovirus e herpes); malignidades associadas 

ao HIV (sarcoma de Kaposi, linfoma e carcinoma de células escamosas); doenças 

protozoárias (toxoplasmose, leishmaniose, microsporidose, criptosporidose, 

isosporíase e pneumonia causada por Pneumocystis (jiroveci) carinii – PCP)  

(Hughes, 2001). 

A PCP destaca-se entre estas patologias supracitadas como sendo a doença 

oportunista mais frequentemente relatada em pacientes portadores do vírus HIV. O 

P. carinii é comumente encontrado nos pulmões de pessoas saudáveis e esta 

infecção é assintomática 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 são afetados e também crianças (Hughes, 2001; 

Bennett, 2010). Um ponto importante a ser destacado é que a PCP infecta crianças 

(com idade inferior a 6 anos) portadoras do vírus HIV, com uma maior facilidade em 

relação a adultos. Estima-se que um número 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 infecção por P. carinii são: pessoas infectadas com o 

vírus HIV em que a contagem de células CD4+ é inferior a 200 µL e que não estão 

recebendo qualquer tipo de profilaxia contra PCP; pessoas com deficiência imune 

primária, incluindo hipogammaglobulinemia e imunodeficiência severa combinada; 

pacientes que recebem tratamento crônico com imunossupressores, principalmente, 

transplantados de pessoas que sofrem com severa má nutrição (Blum, Miller et al., 

1992; Kovacs, Gill et al., 2001; Bennett, 2010). 

Entre as pessoas infectadas com o vírus, a infecção por PCP leva a uma taxa 

de mortalidade de 20 – 40%, dependendo da severidade da doença. Atualmente, a 

mortalidade está 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 difusão da 

profilaxia da PCP, a infecção por Pneumocystis era superior a 88% em pacientes 

que realizaram transplante de pulmão. Nos dias de hoje, com a profilaxia 

estabelecida, diagnosticar PCP em pacientes que sofreram transplante de pulmão é 

raro (Kovacs, Gill et al., 2001; Bennett, 2010). 

 Por muitos anos, o Pneumocystis (jiroveci) carinii, foi classificado como 

protozoário, mas após estudos específicos, passou a ser classificado como um 

fungo da classe dos ascomicetos. Vários estudos bioquímicos do material genético, 

principalmente ribossômico e a sequência genética (RNA ribossômico e DNA 

mitocondrial) do microorganismo, comprovaram a taxonomia correta do 

microorganismo por apresentar genes para expressão de diidrofolato redutase, 

tubulina, actina e fator III do crescimento e ausência de ergosterol na forma cística, 

uma característica importante dos fungos (Kovacs, Gill et al., 2001; De Souza e 

Benchimol, 2005; Bennett, 2010). 

Além disso, vários fármacos antifúngicos não apresentaram eficácia contra 

este microorganismo. A estrutura é formada por uma superfície celular que é 

composta por glicose/manose, N-acetilglicosamina, galactose/N-
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acetilgalactosamina; e também por uma parede celular composta por β-1,3 glucanas 

e colesterol (Mandell, 2005). No entanto, o mais importante a se elucidar são as 

características biológicas 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 eletrônica foram evidenciadas três formas 

principais de ocorrência do P. carinii: cistos maduros, esporozoítos (forma pré-

cística) e trofozoítos. Os cistos ocorrem na forma esférica, com um diâmetro 

aproximado de 5 µm, e são encontrados no tecido pulmonar ou secreções 

pulmonares. Cada cisto pode originar 8 trofozoítos, pois possui no interior da célula 

8 corpos intracísticos ou esporozoítos (forma pré-cística) com diâmetro na faixa de 1 

a 2 µm, que são precursores dos trofozoítos. O trofozoíto é a forma trópica, possui 

uma morfologia variada e com tamanho médio na faixa de 2 a 5 µm de diâmetro e 

geralmente as células estão formando aglomerados com os cistos. Contudo, nem o 

modo de transmissão em seres humanos, nem o habitat natural do P. carinii foram 

determinados. O microorganismo já foi encontrado em diversos animais selvagens e 

de laboratório, no entanto, não foi constatada associação entre esses animais 

reservatórios e a contaminação de humanos. Na literatura é abordado que o modo 

de transmissão 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 infecção e o alojamento do agente patógeno ocorrem exclusivamente nos 

pulmões. Dessa forma, é necessário que o agente terapêutico atinja os pulmões 

para a efetividade do tratamento. As formas viáveis do microorganismo encontram-

se nas partes mais profundas dos pulmões: brônquios e bronquíolos 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 plasmáticas no 

interstício e a presença de exsudato intracelular alveolar (Hughes, 2001). 

 A manifestação da PCP é dividida em 3 etapas principais: estágio inicial, 

segundo estágio e estágio final. O estágio inicial caracteriza-se pela presença de 

cistos e trofozoítos ligados à parede alveolar por fibronectina, não há indícios de 



 

26 

 

inflamação ou resposta celular ou qualquer doença clínica associada. No segundo 

estágio ocorre descamação das células alveolares, aumento do número de cistos 

dentro dos macrófagos alveolares, TNF’s (fator de necrose tumoral) proporcionam a 

morte do P. carinii por ativação dos macrófagos alveolares e induzem o estresse 

oxidativo no alvéolo. Por sua vez, o estágio final é caracterizado por uma reatividade 

elevada e descamação causadas por: vacuolização citoplasmática de macrófagos 

mononucleares e infiltração de células plasmáticas, presença de aglomerados de 

microorganismos associados aos macrófagos e no lúmen do alvéolo e aparecimento 

definitivo das manifestações clínicas da pneumonia (Hughes, 2001). 

Os principais sintomas da doença em crianças são, frequentemente, diarreia 

crônica e perda de peso, antes do aparecimento dos sintomas respiratórios. No 

início ocorre uma progressão da tosse, taquipneia e dificuldade respiratória. Em 

crianças ou adultos com HIV e PCP os principais sintomas são: febre, problemas 

respiratórios, tosse seca, dor no peito, taquipneia, dispneia, retrações intercostal, 

subcostal ou supracostal, respirações de baixa intensidade (Hughes, 2001; Bennett, 

2010). 

O diagnóstico da doença é difícil, pois as manifestações clínicas não são 

específicas para diferenciar a PCP e outras doenças respiratórias comuns. 

Amostras foram retiradas por métodos não invasivos a partir de saliva ou secreções 

faríngeas, traqueais e gástricas, no entanto, essas análises não são fidedignas para 

excluir o diagnóstico se a presença do P.carinii não for comprovada. Geralmente, 

métodos invasivos como: biópsia de pulmão, aspiração percutânea são mais 

confiáveis para o diagnóstico da PCP. São necessárias análises mais específicas, 

como raios-x dos pulmões e análise histológica do tecido ou de secreções 

pulmonares para avaliar a presença do P. carinii. Um dos métodos invasivos mais 

comuns de diagnóstico da PCP é a análise da lavagem bronco-alveolar – BAL 

(Hughes, 2001; Kovacs, Gill et al., 2001).  

 Para a prevenção da PCP, estudos iniciais recomendavam o uso da 

pentamidina. Cerca de metade dos pacientes tratados com este fármaco 

apresentavam melhoras; no entanto, um número elevado de pacientes tratados com 

suspeita de infecção por P. carinii apresentaram manifestações tóxicas no local das 
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aplicações injetáveis até efeitos sistêmicos graves, como: função renal 

comprometida, toxicidade hepática, hipoglicemia, anormalidades hematológicas, 

hipotensão e hipocalcemia. Todos esses aspectos toxicológicos levaram à procura 

de tratamentos preventivos alternativos (Hughes, 2001). 

A administração de dapsona 4 mg/Kg/dia, principalmente em crianças e 

lactentes portadores de SIDA é sugerida e descrita na literatura. Devido ao elevado 

risco de aquisição de PCP nos primeiros anos de vida, a prevenção deve começar 

logo aos 4 – 6 semanas de vida. Estudos em adultos evidenciaram que essa 

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

 Mesmo sendo classificada como uma pneumonia causada por fungos, a PCP 

não responde a tratamentos com antifúngicos convencionalmente utilizados. A 

duração do tratamento recomendado contra a PCP, em pacientes com HIV é de 21 

dias; já para os demais pacientes, este período é de 14 dias (Fishman, 1998; 

Bennett, 2010). Além disso, os pacientes infectados com o vírus possuem uma 

carga maior de microorganismos e respondem mais lentamente ao tratamento em 

relação à pacientes sem infecção por HIV, necessitando um tempo maior de 

tratamento (Bennett, 2010).  

Antibióticos são primeiramente utilizados para o tratamento da PCP leve, 

moderada e severa. O tratamento de escolha desta doença é o uso da associação 

de trimetoprima e sulfametoxazol (TMP – SMX), pela via intravenosa. Este 

tratamento se mostra efetivo em relação a outras terapias, como por exemplo, a 

pentamidina. No entanto, esse tratamento é invasivo, pode não ser efetivo e é o que 

apresenta maior número de efeitos adversos em relação às outras terapias. Entre 

esses efeitos adversos estão: erupção cutânea, febre, neutropenia, trombocitopenia, 

eritema multiforme e nefrotoxicidade. Casos de resistência do microorganismo ao 

tratamento convencional com TMP – SMX são 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 opção passa a ser por tratamentos alternativos, que apresentam uma 

relação risco-benefício mais favoráveis.  
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As principais terapias alternativas relatadas na literatura são: o uso da 

associação da clindamicina e primaquina, trimetrexato e leucovorina, pentamidina, 

atovaquone. O uso da prednisona, um corticosteróide, no início do tratamento, 

também é relatado. Entre as terapias alternativas está o uso de dapsona, relatado 

como um dos fármacos mais efetivos para essa patologia (Hughes, 2001; Kovacs, 

Gill et al., 2001; Ramesh e Chandrasekar, 2008). 

As terapias convencionais são pela via oral ou intravenosa. Como a 

biodisponibilidade do fármaco nos pulmões por essas vias é baixa, torna-se 

necessário a administração de altas doses. Contudo, estudos da literatura sugerem 

que uma administração local aumentaria a eficácia do tratamento, por aumentar a 

biodisponibilidade do fármaco em seu sítio de ação, 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 à classe das sulfonas e é considerada um 

fármaco efetivo contra diversas patologias. Entre as principais indicações 

terapêuticas estão: hanseníase (Reveiz, Buendia et al., 2009; Sousa, Costa et al., 

2010), lúpus eritematoso; Pneumonia por Pneumocystis carinii e Toxoplasma 

gondii– em pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), malária 

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; Vuković, Tomić et al., 2010).  

 

 

Figura 1. Fórmula estrutural da dapsona. 
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 De acordo com a nomenclatura química oficial, este fármaco é a 4,4’-Sulfonil 

bis benzeno amina, sendo também conhecida por 4,4’ – diamino difenil sulfona, 

DDS (Vuković, Tomić et al., 2010). 

 Sua atividade bacteriostática está ligada à via de síntese de folato. Sua ação 

é através da inibição da síntese do ácido diidrofólico por competição com o ácido p-

amino benzóico pelo sítio ativo da enzima diidropteroato sintetase no interior do 

microorganismo. Também possui atividade antiinflamatória, porém esse mecanismo 

ainda não foi completamente elucidado (Wolf, Tuzun et al., 2000; Coleman, 2001; 

Vuković, Tomić et al., 2010). 

 É um composto lipofílico com uma adequada absorção intestinal (80%) e um 

tempo de meia-vida de 24 a 36 horas, podendo ser detectada no sangue por até 35 

dias, devido à reabsorção intestinal através da bile. Quando é absorvida, a dapsona 

sofre metabolismo de primeira passagem, N-hidroxilação e N-acetilação, mediado 

por enzimas do citocromo P-450 no fígado (Wolf, Tuzun et al., 2000; Coleman, 

2001). 

 Esses compostos resultantes da metabolização da dapsona no fígado são os 

responsáveis pelos principais efeitos adversos descritos para o seu uso. Entre os 

principais efeitos adversos causados por esse fármaco está a anemia hemolítica, 

metahemoglobinemia e a agranulocitose (Coleman, 2001; Reddy, Kannan et al., 

2009; Vuković, Tomić et al., 2010). Mesmo assim, esse fármaco é considerado 

benéfico, seguro e barato nas diversas terapias para as quais é prescrito (Reddy, 

Kannan et al., 2009). 

 Em 2008, Chougule e colaboradores obtiveram uma formulação pulverulenta 

a partir de lipossomas contendo dapsona e diferentes adjuvantes de secagem 

(lactose, gelatina hidrolisada) para a vetorização pulmonar, visando uma prevenção 

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 liberação da dapsona por até 16 horas. Além 

disso, os autores observaram, a partir dos resultados obtidos, que essas 

formulações podem desempenhar um papel promissor na manutenção e prevenção 

desse tipo de pneumonia. Adicionalmente, foi possível constatar que por apresentar 
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uma liberação prolongada no local de ação, era possível um intervalo entre doses 

maior, o que leva a redução dos efeitos colaterais sistêmicos. 

 A administração oral de dapsona, no tratamento de PCP, leva a uma baixa 

concentração no sítio de ação, manutenção ineficiente dos sintomas, baixo índice 

terapêutico e efeitos adversos críticos (Ramesh e Chandrasekar, 2008). O uso da 

administração pulmonar sítio-específica pode promover uma maior ação 

farmacológica, melhora da eficácia terapêutica, diminuição os efeitos adversos extra 

pulmonares e, portanto, pode ser promissora prevenção e tratamento da PCP 

(Chougule, Padhi et al., 2008). 

 

3.3 Micropartículas 

 Entre os sistemas multiparticulados para o carreamento de fármacos 

destacam-se as micropartículas, as quais são definidas como partículas de formato 

esférico, inorgânicas, orgânicas ou mistas, com tamanhos que variam de 1 a 1000 

µm. As principais características desse tipo de sistema são: grande área superficial, 

uniformidade de conteúdo, tamanho e volume pequeno (Ravi Kumar, 2000).  

 As micropartículas podem ser classificadas como microcápsulas ou 

microesferas. As microcápsulas são sistemas que possuem um núcleo como 

reservatório de fármaco envolto por uma parede, geralmente, polimérica. Por sua 

vez, as microesferas são compostas por uma matriz polimérica onde a substância 

carreada pode estar uniformemente distribuída (Andrianov e Payne, 1998; 

Kawaguchi, 2000; Ravi Kumar, 2000; Jyothi, Prasanna et al., 2010). 

 Esses sistemas são amplamente estudados como uma alternativa às terapias 

convencionais. Apresentam várias vantagens em relação aos sistemas unitários 

convencionais, como a possibilidade de modular o perfil de liberação de fármacos. 

O controle da liberação de fármacos se dá pelo tempo que este precisa para se 

difundir através do carreador e só então ficar em contato com o meio externo (Ravi 

Kumar, 2000). A microencapsulação ainda pode promover o aumento da 

biodisponibilidade de fármacos insolúveis administrados pela via oral (Yang, Qiu et 

al., 2005). É possível, ainda, obter um efeito protetor do fármaco, aumentando a 
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estabilidade, melhorando a eficiência dos tratamentos, o que permite, muitas vezes, 

a administração de doses menores (Ravi Kumar, 2000; Esposito, Cervellati et al., 

2002). 

 Quanto aos métodos de preparação das micropartículas, vários são descritos 

na literatura, podendo-se citar a coacervação complexa, separação de fases 

poliméricas, polimerização interfacial, centrifugação-extrusão, evaporação de 

solvente, aspersão, entre outros. Dentre estes, destaca-se a secagem por aspersão 

(spray-drying) por ser um processo rápido, realizado em única etapa, de baixo 

custo, que não utiliza solvente orgânico, sendo ainda passível de transposição de 

escala (Oneda e Re, 2003). 

 A técnica de spray-drying baseia-se na aspersão, através de uma torre de 

secagem, de uma solução ou suspensão contendo a substância ativa. Devido à 

circulação de ar aquecido no equipamento, o solvente é evaporado 

instantaneamente, resultando na transformação das pequenas gotículas finamente 

divididas (spray formado) em partículas sólidas (Esposito, Cervellati et al., 2002). 

 Após a obtenção de sistemas microparticulados, estes podem ser 

caracterizados físico-quimicamente de acordo com o rendimento do processo, taxa 

de encapsulamento, tamanho de partícula e distribuição granulométrica, avaliação 

morfológica por microscopia óptica e eletrônica de varredura (MEV), avaliação do 

perfil de liberação do fármaco encapsulado, estudo farmacocinético, entre outros 

(Oneda e Re, 2003; Vehring, 2008). 

 

3.4 Quitosana 

 A quitosana é um polímero policatiônico obtido, principalmente, a partir da 

desacetilação da quitina, que é um dos polímeros naturais mais abundantes na 

natureza, depois da celulose, e é encontrado nos exoesqueletos de crustáceos, 

artrópodes e alguns fungos (Costa Jr. e Mansur, 2008). A quitosana tem 

propriedades e características interessantes para a aplicação farmacêutica, tais 

como biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesivisidade, redução do nível do 

colesterol sanguíneo, estimulação dos efeitos do sistema imunológico, poder de 

encapsular fármacos para veiculação a alvos específicos, formação de 
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micropartículas (microesferas e microcápsulas), como material de revestimento, 

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

 Possui estrutura (Figura 2) semelhante à celulose, composta por ligações do 

tipo β (1 – 4) e formada por duas unidades de 2-amino-2-deoxi-β-D-glucano unidas 

por ligações glicosídicas. A mucoadesivisidade e o caráter catiônico da quitosana 

são decorrente à presença dos grupos amino primário presentes na estrutura 

(Agnihotri, Mallikarjuna et al., 2004). 

 

 

Figura 2. Estrutura molecular da quitosana 

  

 De acordo com Agnithori e colaboradores (2004), micropartículas compostas 

por quitosana podem oferecer vantagens interessantes frente a sistemas não 

revestidos, como uma melhora na capacidade de encapsulação de fármacos, 

prolongação/sustentação da liberação de fármacos. 

 A quitosana foi utilizada na preparação de partículas secas por spray-drying 

visando à administração pulmonar. Nanopartículas contendo quitosana e ácido 

hialurônico e manitol como adjuvantes de secagem foram produzidas demonstraram 

características aerodinâmicas adequadas, com grande capacidade de encapsulação 

e adequada distribuição nos pulmões (Al-Qadi, Grenha et al., 2011). 

 

3.5 Via pulmonar 

O uso da via pulmonar para administração de fármacos tem sido foco de 

inúmeras pesquisas nas últimas duas décadas. Esta via se apresenta como sendo 

uma via de primeira escolha para o tratamento de doenças das vias aéreas e 

infecções locais e, ainda, para tratamentos sistêmicos (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 administração 

alternativas às vias convencionais, como a oral e intravenosa, pois apresenta 

diversas vantagens, como a extensiva vascularização tecidual (5 L/min), grande 

potencial para produzir um máximo benefício terapêutico, fina barreira epitelial (0,1 – 

0,2 µm), grande área superficial alveolar para a absorção de fármacos (100 m2), 

baixa atividade metabólica, ausência de metabolismo de primeira passagem, 

aumento da biodisponibilidade de fármacos, possibilidade de diminuição dos efeitos 

adversos de certos fármacos e possibilidade de diminuição de frequência 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 são: a diminuição dos 

efeitos colaterais sistêmicos e as altas doses de fármaco no sítio de ação. Por outro 

lado, mesmo sendo uma das vias mais utilizadas para o tratamento de doenças 

respiratórias, apresenta algumas desvantagens como a rápida depuração mucociliar 

e a necessidade de aplicação de 3 ou 4 doses diárias de fármaco (Frijlink e De 

Boer, 2004; Rouse, Whateley et al., 2007; Aoki, Kojo et al., 2012; Pilcer, Wauthoz et 

al., 2012). As principais doenças pulmonares, que são alvo da administração de 

fármacos pela via pulmonar, visando o tratamento local, são: a asma, a doença de 

obstrução pulmonar crônica, a hipertensão arterial pulmonar e a fibrose cística (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 administração de fármacos pela via pulmonar podem ser 

divididos em 3 categorias: nebulizadores, inaladores de dose-medida pressurizados 

(MDI) e inaladores de pó seco (DPI). Um bom dispositivo deve gerar um aerossol 

adequado, com partículas de tamanho controlado (0,5 – 5 µm), além de promover a 
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estabilidade química e física do fármaco na formulação, ser simples, conveniente, 

ter baixo custo e ser portátil (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 disponíveis 

no mercado. No entanto, esses dispositivos apresentam desvantagens importantes, 

como a baixa eficiência, baixa reprodutibilidade e alta variabilidade de dose. Além 

disso, o tempo elevado para a obtenção do efeito (cerca de 30 min), a ausência de 

portabilidade e a limpeza do dispositivo são 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 são, reconhecidamente, agressores do meio ambiente, 

pois são produzidos com gases do tipo cloro flúor carbono (CFC) e apenas uma 

pequena parte do fármaco que sai do dispositivo chega às partes mais profundas do 

pulmão, devido à combinação da alta velocidade que o fármaco sai do atuador e a 

má coordenação entre o dispositivo e a inalação. A quantidade de fármaco que fica 

na boca e na região orofaríngea é variável 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 inalatório simples, pequeno, sem uso de propelentes e 

ambientalmente correto, utilizando pós secos para inalação (DPI). Dispositivos do 

tipo DPI combinam a tecnologia da forma farmacêutica pó com o desenvolvimento 

de dispositivos para dispersar os pós secos como um aerossol no fluxo de ar 

respiratório dos pacientes. Portanto, requer pouco ou nenhuma coordenação entre o 

atuador e a inalação e resultam, na maioria das vezes, em uma melhor 

administração e distribuição pulmonar de fármacos, 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, fácil manuseio e, geralmente, são produzidos em uma única fase e 
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em estado sólido. É o preferido para o uso no tratamento da asma e da doença de 

obstrução pulmonar crônica. Atualmente, existem três tipos principais de DPI’s: dose 

unitária única (cápsulas em dose única), dose unitária múltipla e dose múltipla 

acomodadas em blíster ou em reservatório de fármaco de onde as doses serão 

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 produção de DPI’s depende de quatro fatores principais, complexos e 

interligados: 1) das propriedades do fármaco ou do material particulado que carreia 

o fármaco, como o fluxo do pó, o tamanho de partícula, distribuição de tamanho, 

densidade, forças de coesão/adesão, forma e propriedade de superfície; 2) do 

desempenho e do desenvolvimento do atuador (geometria e tamanho) – 

desempenho, capacidade de desaglomeração do pó e a formação do aerossol no 

momento da liberação da forma farmacêutica a partir do atuador; 3) da correta 

inalação que proporcione deposição correta nos pulmões, da forma, tamanho e o 

correto posicionamento da capsula no dispositivo e 4) do perfil inalatório e da taxa 

de fluxo respiratório do paciente através do inalador que vai gerar o fluxo de ar para 

o trato respiratório. Evidentemente, essas características não 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 partícula é um dos mais importantes parâmetros a ser levado 

em consideração no desenvolvimento de novos pós para administração pulmonar, 

juntamente com a distribuição de tamanho, forma, carga, densidade e 

higroscopicidade, sendo o diâmetro de partícula o fator mais determinante para a 

deposição (Pilcer e Amighi, 2010; Pilcer, Wauthoz et al., 2012). 

Os mecanismos de impactação e distribuição das partículas no trato 

respiratório estão relacionados com o tamanho de partícula. A tendência de 

impactação aumenta com o aumento da velocidade do ar inspirado, taxa de 

respiração, tamanho de partícula (> 5 µm) e densidade. Partículas com tamanhos 

inferiores a 5 µm podem ser transportadas para dentro da traqueia. Para alcançar as 
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partes mais profundas dos pulmões e aperfeiçoar a deposição pulmonar de ativos, 

esses sistemas desenvolvidos devem apresentar um diâmetro aerodinâmico entre 

0,5 e 5 µm. Essa faixa de tamanho é relatada na literatura como a faixa ideal para 

sistemas candidatos à administração pulmonar, pois partículas com tamanhos 

superiores a 5 µm usualmente ficam depositas na região orofaríngea e são ingeridas 

e/ou expelidas. Por outro lado, partículas com diâmetro inferiores a 0,5 µm não 

chegam nas partes mais profundas dos pulmões devido ao movimento Browniano 

que adquirem no fluxo de ar respiratório e podem ser exaladas na expiração (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, é difícil prever se uma partícula com velocidade e massa 

conhecidas vai realmente se distribuir de forma adequada nas vias aéreas, em 

certas bifurcações dos pulmões, porque o fluxo de ar, já no interior do trato 

respiratório, não pode ser mensurado adequadamente e as partículas podem ter 

posições de partida diferentes nas vias aéreas. Além disso, após a passagem pelas 

vias aéreas superiores, boca e traqueia, e com a diminuição do fluxo do ar devido 

ao aumento do número de bifurcações nos pulmões, a força de sedimentação das 

partículas se torna muito importante para a chegada às partes mais profundas dos 

pulmões (Frijlink e De Boer, 2004; De Boer, Wissink et al., 2008). 

O local de deposição das partículas é um dos fatores levados em 

consideração no planejamento de sistemas particulados para definir o tamanho 

preferido. Alguns parâmetros considerados no desenvolvimento de partículas são: 

1) o local de ação das partículas nos pulmões (local e/ou sistêmico), levando em 

consideração a morfologia, fisiologia e anatomia do pulmão dos pacientes; 2) a 

ocorrência e a severidade de efeitos adversos e 3) a eficiência de desaglomeração 

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

A determinação da faixa de diâmetro aerodinâmico (daero) ideal para 

administração pulmonar de fármacos ou sistemas carreadores de fármacos pode 

ser estimada por modelos matemáticos de deposição nos pulmões, estudos de 

deposição in vivo ou a partir de estudos clínicos combinado com métodos 
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farmacocinéticos (Frijlink e De Boer, 2004; D'addio, Chan et al., 2012). O diâmetro 

aerodinâmico pode ser definido como o diâmetro de uma esfera com densidade 

unitária que, ao ser submetida a um jato de ar, alcança a mesma velocidade que 

uma partícula não esférica de densidade arbitrária (Chow, Tong et al., 2007). 

A aerolização de um pó para inalação pode ser aumentada através da 

redução do daero. Isto pode ser feito de várias formas: a mais óbvia e utilizada é a 

redução do diâmetro geométrico das partículas, desde que a densidade seja 

mantida; no entanto, isso pode aumentar a compactação das partículas por 

aumentar as forças de coesão e, consequentemente, uma maior aglomeração e 

possibilidade de redução da aerolização da formulação pulverulenta. Outra forma de 

reduzir o daero é mantendo o dgeo e modificando a densidade da partícula, por 

exemplo: aumentando a porosidade ou aumentando o fator forma aerodinâmica, por 

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

O uso de adjuvantes carreadores de partículas para a administração 

pulmonar visa evitar a formação de aglomerados devido à coesão destas partículas 

e aumentar o fluxo dos pós melhorando a aerolização (Islam e Cleary, 2012). A 

procura por adjuvantes que melhorem as características de aerosol de um fármaco 

candidato para a administração pulmonar é limitada. Neste contexto, desenvolve-se 

a busca por estratégias alternativas como a engenharia de partículas 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 formulações pulverulentas para a administração 

pulmonar é restrito, o desenvolvimento de novos sistemas particulados carreadores 

de fármacos têm recebido uma atenção diferenciada nas pesquisas científicas. Esse 

desenvolvimento de partículas planejadas melhora parâmetros importantes, como o 

tamanho, a morfologia e a estrutura das partículas. Os principais objetivos deste 

desenvolvimento é a obtenção de partículas com estreita faixa de distribuição de 

tamanho de partícula, melhor dispersibilidade, aumento na estabilidade e 

biodisponibilidade de fármacos, obtenção de perfis de liberação 

controlados/sustentados e vetorização precisa (Pilcer e Amighi, 2010; Pilcer, 

Wauthoz et al., 2012). 
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Existem várias opções para redução de tamanho de partículas sólidas 

pulverulentas e a primeira escolha, geralmente, é a micronização. Porém, poucas 

técnicas de micronização conseguem produzir partículas com tamanho controlado 

na faixa de 1 – 5 µm. Por outro lado, podem ser obtidos pós secos a partir de 

soluções ou dispersões por spray-dryer, spray-freeze-dring ou nanospray-dryer, 

técnicas que permitem a obtenção de partículas de tamanho reduzido e com faixa 

de distribuição controlada, além de apresentar uma desaglomeração e formação de 

aerosol mais adequada para a administração 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).



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS
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4.1 Materiais 

 

4.1.1 Matérias-primas: 

 Dapsona (Deg, São Paulo, Brasil); 

 Quitosana de baixo peso molecular com 75 – 85 % de grau de desacetilação 

(Sigma Aldrich); 

 Óleo de semente de framboesa (Embacaps); 

 Monooleato de sorbitano - Span 80® - (Sigma Aldrich); 

 Polissorbato 80 - Tween 80® - (Deg, São Paulo, Brasil); 

 Pentobarbital sódico (Acros Organics, New Jersey, USA) 

 Dodecil sulfato de sódio (SDS). 

 

4.1.2 Aparelhos e equipamentos: 

 Mini Spray Dryer MSD 1.0 Lab Maq (Ribeirão Preto, Brasil); 

 Homogeneizador a alta pressão Panda 2K Niro Soavi 1001L; 

 Metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN (Tóquio, Japão); 

 Microscópio Eletrônico de Varredura Jeol Scanning Microscope JSM-6060 

(Tóquio, Japão); 

 Master Sizer, Scirocco 2000 e Hidro 2000 – Malvern Instruments (Reino 

Unido); 

 Ultrasson (Ultra Cleaner 1400A – Unique); 

 Ultraturrax (T25 basic IKA® - WERK); 

 Cromatógrafo: Perkin Elmer Series 2000; 

 Coluna: Lichrospher 100 RP – 18, 250 mm, 4,0 mm, 5 µm – Merck 

 Dissolutor Vankel – VK7010; 

 Volúmetro de compactação (Tapped Density Assessor: J. Engelsmann AG, 

Ludwigshafen, Alemanha); 

 Impactador em cascata de Andersen tipo multi estágio ACI-MDI 1000 

(Erweka, Heusenstamm – Alemanha); 

 Micro seringa Model DP-4 Dry Powder Insufflator™ (PennCentury); 
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 Potenciômetro Digimed 

 

4.1.3 Solventes, reagentes e outros materiais: 

 Acetonitrila HPLC – (Tedia); 

 Ácido acético glacial – Nuclear (São Paulo, Brasil); 

 Fosfato de potássio monobásico – Nuclear (São Paulo, Brasil); 

 Hidróxido de sódio – Nuclear (São Paulo, Brasil); 

 Etanol P.A. (Synth, Diadema, São Paulo); 

 Água Milli-Q; 

 Solução fisiológica. 
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Métodos 

 

4.2.1 Preparação das micropartículas de quitosana contendo dapsona por 

spray-drying  

 Foram preparadas duas fases distintas: uma fase contendo uma solução 

aquosa ácida (ácido acético 1%) de quitosana de baixo peso molecular (1% m/v – 

250 mL), juntamente com tensoativo de elevado equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL) 

polissorbato 80 (0,0875 g) e uma fase oleosa contendo o fármaco dapsona (0,25 g), 

óleo 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 

agitação magnética constante e homogeneizadas em homogeneizador de alto 

cisalhamento ultra-turrax por 5 minutos a 19000 rpm, obtendo-se uma emulsão 

primária. 

A escolha do óleo de semente de framboesa foi realizada a partir de estudos 

preliminares da solubilidade da dapsona em diferentes óleos, sendo que a maior 

concentração de dapsona solubilizada foi no óleo de framboesa (Figura 3). Este 

óleo apresenta características antioxidantes e atividade anti-inflamatória acentuada. 

Grande fonte de tocoferóis e ácidos graxos insaturados, sendo que o componente 

majoritário é o ácido linoleico, entre 50 – 60% (Oomah, Ladet et al., 2000). 
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Figura 3 Análise da solubilidade da dapsona em diferentes óleos 

 

Essa formulação foi submetida ao processo de homogeneização à alta 

pressão (3 ciclos, 500 bar), utilizando um homogeneizador à alta pressão Panda 2K 

Niro Soavi 1001L, visando a redução do tamanho de partícula e melhor 

homogeneização do sistema, e logo após, nebulizada em spray-dryer sob as 

seguintes condições de secagem apresentadas na Tabela 1. Essa formulação foi 

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

Parâmetros Descrição 

Temperatura de entrada 120 ºC 

Temperatura de saída 75 – 85 ºC 

Pressão 50 Kpa 

Fluxo de alimentação 0,3 L/h 

Bico atomizador 0,7 mm 

 

4.2.2 Caracterização físico-química das micropartículas 

 

4.2.2.1 Rendimento 

 O rendimento do processo de secagem foi calculado dividindo-se a massa de 

partículas sólidas pesada, obtidas após a secagem, pela soma de todas as massas 

das matérias-primas da formulação, excluindo-se a água e o etanol, conforme 

descrito na Equação 1. 

 

100
massa pesada

R
massa das matérias primas

 
   Equação 1 
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4.2.2.2 Análises de tamanho de partícula 

 Foi realizado um estudo de desaglomeração das partículas em meio aquoso. 

Para isso, uma quantidade de pó foi adicionada em água destilada, no acessório de 

dispersão do equipamento de difração de laser, por via úmida (Hidro 2000 – 

Mastersizer® 2000, Malvern Intruments, UK) até atingir uma obscuração 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 análise foi procedida a 

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

O diâmetro de partícula e a polidispersão dos pós obtidos por secagem foram 

determinados, a 25 °C, pela técnica de difratometria de laser por via seca, utilizando 

o dispositivo alimentador de pó seco “Scirocco 2000” (Mastersizer® 2000, Malvern 

Instruments, UK), próprio para a determinação do tamanho de partículas de 

materiais pulverulentos. 

As amostras foram adicionadas ao alimentador de pó seco, utilizando uma 

pressão de ar comprimido de 2 bar e alimentação de amostra por vibração da placa 

de alimentação de 75%. A quantidade de amostra adicionada foi aquela suficiente 

para atingir uma obscuração entre 2 e 8%. As leituras foram realizadas utilizando o 

índice de refração da quitosana (1,54). Antes de cada análise (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 dispersão granulométrica, a qual 

relaciona os valores de diâmetro de partícula correspondente a 10%, 50% e 90% da 

distribuição acumulada para uma amostra. O cálculo da polidispersão do sistema 

(span) foi determinado de acordo com a equação abaixo: 

 

Span = [(d90-d10) / d50] x 100    Equação 2 

 

 Onde, d90, d50 e d10 são as médias de diâmetro de 90%, 50% e 10% da curva 

de distribuição da população. 
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4.2.2.3 Densidade de compactação e diâmetro aerodinâmico 

 Para a determinação da densidade bruta, que é dependente do 

empacotamento das partículas, foi utilizada uma proveta de 10 mL, previamente 

calibrada. Para a determinação da densidade de compactação, visando às 

alterações de empacotamento dos pós que ocorrem à medida que os espaços 

vazios diminuem e o pó consolida-se (Wells et al., 2005) foi utilizado um volúmetro 

de compactação (J. Engelshmann, Alemanha). 

Os valores de densidade de compactação dos pós obtidos a partir do spray-

dryer, foram medidos após 10, 500 e 1250 compactações mecânicas com a mesma 

amostra em uma proveta calibrada, utilizando um volúmetro de compactação 

(Tapped Density Assessor: J. Engelsmann AG, Ludwigshafen, Alemanha) até que a 

variação de volume na proveta fosse menor ou igual a 0,1 mL (Guyot, C. et al., 

1995). Com a massa pesada das partículas que foram colocadas na proveta e o 

volume de compactação, determinou-se a densidade de compactação, parâmetro 

utilizado para a determinação do diâmetro aerodinâmico das micropartículas. 

A partir dos dados de tamanho de partícula, obtidos por difratometria de laser 

pela via seca e da densidade de compactação das partículas, foi calculado o 

diâmetro aerodinâmico teórico dos pós. O diâmetro aerodinâmico teórico (daero) das 

partículas pode ser calculado utilizando a fórmula representada na Equação 3: 

 

   Equação 3 

 

Onde, daero= diâmetro aerodinâmico teórico, dgeo= diâmetro geométrico, ρ= 

densidade de compactação do pó e ρ0= densidade da forma esférica (1g/cm3).  

Foi utilizado o diâmetro médio sobre a distribuição do volume das partículas 

(d4,3) como sendo dgeo na equação acima.  
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4.2.2.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 A análise morfológica foi realizada no Centro de Microscopia Eletrônica da 

UFRGS, em micróscopio eletrônico de varredura (MEV, Jeol Scanning Microscope 

JSM-6060, Tóquio, Japão). Uma pequena quantidade dos pós foi colocada sob 

stubs de alumínio com 12,5 mm de diâmetro, com auxílio 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 Deposição das partículas in vitro em impactador em cascata de 

Andersen 

O impactador em cascata de Andersen (Figura 4) é um equipamento utilizado 

para avaliar a distribuição das partículas a partir do fluxo gerado sobre MDI (medidor 

de dose individual) e DPI (pós secos inalatórios) quando são aspirados e entram em 

contato com o trato respiratório. O equipamento é subdividido em 8 estágios que 

simulam o trato orofaríngeo e respiratório, sendo que cada estágio contém um disco 

e uma placa que retém partículas com tamanhos específicos. As partículas ficam 

depositadas nos discos, por impactação, e nas placas do equipamento de acordo 

com a sua distribuição de tamanho, sendo que cada disco contém um tamanho de 

poro específico (cut off). 

No momento que o fluxo de aerossol passa através de cada estágio, 

partículas maiores terão um impacto sobre o prato de coleta e ficarão depositadas, 

enquanto as partículas menores seguirão as linhas da corrente de ar e passarão ao 

estágio seguinte para impactação. 
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Figura 4. Impactador em cascata de Andersen de 8 estágios. 

 

Os 8 estágios correspondem aproximadamente, às partes do sistema 

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

● Estágio 0: 9,0 – 10,0 µm 

● Estágio 1: 5,8 – 9,0 µm  

● Estágio 2: 4,7 – 5,8 µm (faringe) 

● Estágio 3: 3,3 – 4,7 µm (traquéia e brônquios primários) 

● Estágio 4: 2,1 – 3,3 µm (brônquios secundários) 

● Estágio 5: 1,1 – 2,1 µm (bronquíolos terminais) 

● Estágio 6: 0,7 – 1,1 µm (alvéolos) 

● Estágio 7: 0,4 – 0,7 µm (alvéolos) 

 

Para essa avaliação, foram pesados cerca de 20 mg de micropartículas (200 

µg de dapsona) em uma cápsula gelatinosa de tamanho número 3. O fluxo de ar 

utilizado foi de 28,3 ± 2 L/min (que corresponde a uma pressão de 4 KPa) durante 

um processo que simula a inspiração por 4 s, representando a capacidade 

inspiratória normal de um homem adulto de 70 kg que é de 4L. O dispositivo 

dispersor contendo a cápsula foi utilizado para liberar o pó para dentro do 

equipamento, sendo que a cápsula é perfurada previamente ao processo que simula 

a inalação.  

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

percentual médio de massa depositada em cada estágio, o qual representa a 
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deposição pulmonar. Após a deposição, procedeu-se à extração e à quantificação 

do fármaco depositado em cada estágio a partir de metodologia analítica 

previamente validada (ANEXO 1). 

O fármaco depositado nos diferentes níveis foi extraído com fase móvel 

(acetonitrila:água:ácido acético na proporção 40:59:1), diluído para 10 mL, levado 

ao ultrassom para processo de extração e analisados por CLAE. O pó depositado 

no mouthpiece e na porta de indução também foi quantificado juntamente com o 

estágio zero. O pó depositado no estágio 1 corresponde a quantidade depositada na 

boca e garganta. O somatório das massas de pó depositada a partir do estágio 2 até 

o filtro do equipamento é chamada de FPF (da sigla em inglês, fine particle fraction, 

fração de partículas finas) (Gervelas, Serandour et al., 2007).  

 

4.2.2.6 Quantificação da dapsona nas micropartículas por CLAE 

 Para a quantificação de fármaco nas micropartículas, cerca de 20 mg de pó 

(200 µg de dapsona) foram adicionados a um balão volumétrico de 10 mL com 

acetonitrila, seguida de extração por 30 minutos em banho de ultrassom. Após esse 

processo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi coletado, diluído (500 µL em um balão de 10 mL com fase móvel), 

filtrado em membrana de 0,45 µm (Durapore, Millipore®) e analisado por 

cromatografia líquida de alta eficiência – CLAE com método de detecção UV, 

conforme metodologia previamente validada (ANEXO1). 

 

4.2.2.7 Perfis de dissolução in vitro  

 A liberação da dapsona a partir das micropartículas e a dissolução do 

fármaco livre foram avaliados em dissolutor (Vankel VK7010). O meio de dissolução 

utilizado foi tampão fosfato pH 6,8. Para a obtenção do tampão utilizou-se 250 mL 

de uma solução de fosfato de potássio monobásico 0,2 M e 195 mL de uma solução 

de hidróxido de sódio 0,2 M, sendo o volume final ajustado para 1000 mL em balão 

volumétrico com água destilada. O pH final foi ajustado para 7,4 utilizando solução 

ácida de ácido clorídrico (HCl) 0,2 M ou solução básica de hidróxido de sódio 

(NaOH) 0,2 M, quando necessárias. 
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Os experimentos foram realizados em dissolutor utilizando-se o tampão 

descrito acima como meio de dissolução (tampão fosfato – pH 7,4) em cubas de 900 

mL, respeitando a condição sink (Cs = 400 µg/mL), metodologia de cestas (USP 1), 

velocidade de agitação de 100 rpm e temperatura controlada de 37 ± 5 ºC. Os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

 A massa de micropartículas utilizada foi de 150 mg (1,5 mg de dapsona), 

acondicionada em cápsulas de gelatina dura transparentes número 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 reposição de meio e 

analisadas posteriormente por espectroscopia UV em 293 nm, conforme 

metodologia previamente validada (ANEXO 2).  

 

4.2.2.8 Modelagem matemática dos perfis de dissolução 

 As curvas de dissolução foram construídas a partir dos dados de dapsona 

liberada (%) em função dos tempos de coleta. Posteriormente, esses perfis foram 

avaliados por diferentes metodologias: métodos modelo-dependentes e eficiência de 

dissolução. 

 A eficiência de dissolução (ED) foi determinada segundo a metodologia 

descrita por Khan (Khan, 1975) e comparada entre o fármaco livre e a formulação 

microparticulada através do método estatístico ANOVA (α = 0,05). A ED é uma 

avaliação modelo-independente que pode ser definida a partir da área sob a curva 

de dissolução, sendo expressa como a percentagem da área de um retângulo que 

descreve 100 % da dissolução de um determinado período de tempo (Equação 4). 

Para o cálculo da área sob a curva foi utilizado o software Origin® 7.0. 

 

    Equação 4 

 

 A modelagem matemática dos perfis de liberação foi realizada com o auxílio 

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

(Equação 5 e Equação 6). 

     Equação 5 

 

   Equação 6 

 

 Onde: %D é o percentual de dapsona dissolvida no tempo t; α e β são as 

constantes relacionadas ao tempo de duração dos dois componentes nos quais a 

função de decaimento é decomposta e k são as constantes cinéticas observadas; A 

e B são as concentrações iniciais de fármaco. 

 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 seleção do modelo 

(MSC), do coeficiente de correlação e do ajuste do gráfico. 

 Adicionalmente, também foi aplicado o modelo da Lei da Potência aos perfis 

de dissolução para a obtenção dos parâmetros a e n, os quais caracterizam um 

sistema quanto às características estruturais e geométricas, além do mecanismo de 

liberação do fármaco (Equação 7). 

 

 

    Equação 7 

 

 Onde ft representa a liberação fracional do fármaco, a é a constante que 

incorpora as características estruturais e geométricas da forma farmacêutica 

analisada e n é o expoente de liberação, o qual indica o mecanismo de liberação do 

fármaco.  
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 A partir do valor de n encontrado, pode-se estimar o mecanismo de liberação 

do fármaco a partir das micropartículas de acordo com a Tabela 2. 

 

Tabela 2. Mecanismos de liberação de substâncias a partir de sistemas 
poliméricos de acordo com o expoente de liberação n relacionado à Lei das 
Potências (Korsmeyer, Gurny et al., 1983). 

Expoente de liberação n 

Mecanismo de liberação 

Filme Cilíndrico Esférico 

0,50 0,45 0,43 Difusão fickiana 

0,50 < n < 1,0 0,45 < n < 0,89 0,43 < n < 0,85 Transporte anômalo 

1,0 0,89 0,85 Transporte caso II 

 

4.2.2.9 Análise da toxicidade pulmonar das partículas in vivo 

 Foi realizada a análise 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 micropartículas contendo o fármaco e do fármaco livre. 

Para a avaliação da toxicidade pulmonar das partículas foram utilizados 16 ratos 

Wistar machos. Os animais foram mantidos sob condições-padrão: temperatura (22 

+ 2 ºC), umidade (60 – 80%), ciclo de 12 horas claro/escuro, com água e comida ad 

libitum. Os animais foram divididos em 4 grupos com 4 animais por caixa, nos 

grupos que seguem: 

 

 Grupo Controle positivo – dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 0,1% 

 Grupo Controle negativo – Ar (10 mL) 

 Grupo Teste – 5 mg micropartículas de dapsona (MPDap) 

 Grupo Comparativo – dapsona livre 
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Para anestesia dos animais, foi administrada uma solução (0,6 – 1 mL) de 

pentobarbital sódico (50mg/Kg), que é 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 administração intratraqueal dos tratamentos 

acima citados, a traquéia foi exposta e uma incisão realizada entre o 5° e 6° anel 

traqueal. Os tratamentos foram administrados com auxílio de uma microseringa 

(PennCentury - Model DP-4 Dry Powder Insufflator™ - para os pós) e microseringa 

de instilação para a solução de SDS. 

Após 4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os 

pulmões removidos cirurgicamente e foi feita a coleta do fluido de lavagem bronco 

alveolar com solução fisiológica. Foram realizadas três lavagens com solução salina 

(volume utilizado 3 mL). A cada lavagem, o pulmão era levemente massageado 

para a difusão total da solução salina pelo tecido pulmonar, efetivando o processo 

de lavagem. Após lavagem dos pulmões, o fluido de lavagem foi centrifugado e o 

sobrenadante coletado para quantificação de lactato desidrogenase (LDH), 

fosfatase alcalina, proteínas totais e albumina (Hussain, Majumder et al., 2006). As 

análises foram realizadas no Serviço de Patologia Clínica do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre. 

A determinação da LDH foi realizada através do ensaio cinético UV (Kit 

Desidrogenase lática, Roche Diagnóstica®) e as concentrações de proteínas totais 

através do método colorimétrico do Biureto (Kit proteínas totais, Roche 

Diagnóstica®). A comparação dos resultados foi realizada pelo teste estatístico de 

Tukey (α = 0,05). 

Este protocolo de experimentação animal (ANEXO 3) foi aprovado pelo 

Comitê de Ética de Pesquisa em Animais – CEUA/UFRGS (protocolo 21411). 

 

4.2.2.10 Microscopia eletrônica de varredura dos pulmões 

Os fragmentos de partes profundas dos pulmões foram coletados e 

conservados em solução de glutaraldeído a 2,5% (procedimento recomendado pelo 

Centro de Microscopia Eletrônica da UFRGS). Após 7 dias, as amostras foram 

submetidas ao processo de desidratação, realizando lavagens com etanol e 
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acetona. Foi determinado o ponto de secagem crítico. Subsequentemente, as 

amostras foram acomodadas em stubs de alumínio com 12,5 mm de diâmetro, com 

auxílio de fita adesiva dupla face de carbono, posterior metalização com ouro e 

analisadas em diferentes aumentos (MEV, Jeol Scanning Microscope JSM-6060, 

Tóquio, Japão). 
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5.1 Preparação das micropartículas de quitosana por spray-drying 

Foi possível obter partículas sólidas e pulverulentas a partir da formulação 

contendo quitosana e dapsona, utilizando a metodologia previamente proposta 

(spray-drying). As micropartículas apresentaram-se como um pó amarelo claro, 

levemente aglomerado e com odor característico de quitosana. O uso do 

homogeneizador foi essencial para a obtenção de uma formulação mais homogênea 

e com tamanho de partícula reduzido, tanto na emulsão final quanto dos pós 

obtidos. Isso se pode afirmar, pois em um estudo anterior foi realizada uma 

comparação da mesma formulação, preparada utilizando-se o homogeneizador de 

alto cisalhamento ultra-turrax (5 minutos, a 19000 rpm) e homogeneizador a alta 

pressão (3 ciclos, a 500 bar)  e apenas o ultra-turrax para homogeneização do 

sistema, sem o uso do homogeneizador, previamente à secagem. As 

micropartículas obtidas com homogeneização (MPDap) apresentaram tamanho de 

partícula menor, menor diâmetro aerodinâmico teórico (4 – 5 µm) e melhor fluxo, 

quando comparadas à mesma formulação, porém submetida apenas ao processo 

de homogeneização por ultra-turrax (> 15 µm). As micropartículas obtidas apenas 

pelo ultraturrax apresentaram um diâmetro médio maior (em torno de 30 µm) e um 

span também superior (2.23). Portanto, a metodologia de MPDap foi a selecionada 

para a continuidade do trabalho (caracterizações e avaliações). 

 

5.2 Caracterização físico-química das micropartículas 

 

5.2.1 Rendimento 

 Os rendimentos das operações de secagem estão apresentados na Tabela 3, 

para os três lotes da formulação MPDap. Esses valores estão 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 pó por adsorção na torre 

de secagem e, ainda, perda de parte dele através da parte superior do ciclone. 

Mesmo assim estes rendimentos estão de acordo com processos de secagem que 

usam pequenos volumes de formulações. 
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Tabela 3. Rendimentos dos processos de secagem de 3 lotes da formulação 

MPDap. 

Amostras Rendimento (%) 

MPDap 1 36,10 

MPDap 2 40,86 

MPDap 3 37,26 

Média (%) 38,07 

Desvio 2,48 

 

 

5.2.2 Análises de tamanho de partícula 

 

A análise granulométrica das micropartículas foi realizada através de 

difratometria de laser utilizando água como meio não-solvente. Primeiramente, foi 

realizado um estudo de desaglomeração das partículas em meio aquoso pela via 

úmida. Os perfis de desaglomeração estão mostrados na Figura 5.  

 

 

Figura 5. Distribuição de diâmetro de partícula por volume para o ensaio de 
desaglomeração da formulação MPDap por via úmida. Tempos de análise: 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 desaglomeração das partículas, em meio aquoso. Esses perfis evidenciam 

que as partículas desaglomeram facilmente em apenas 5 minutos, mostrando um 

volume médio do tamanho de partícula (d4,3) inicial (tempo zero) de 250 µm. Na 

segunda leitura (5 minutos) o valor de d4,3 foi de 17 µm e na terceira leitura (10 

minutos) o diâmetro médio foi de 15 µm. Este valor manteve-se constante até o fim 

do estudo de desaglomeração, demonstrando que, em meio aquoso, as 

micropartículas de quitosana contendo dapsona desaglomeram facilmente em um 

tempo de 5 minutos e o tamanho mínimo das partículas obtido a partir do pó 

aglomerado, fica em torno de 15 µm. Os valores de d0,1, d0,5, d0,9, d4,3 e span estão 

mostrados na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Estudo de desaglomeração das micropartículas por difratometria de 
laser. 

 

 

Pode-se observar que o tamanho médio de partícula obtido, em torno de 15 

μm, é superior ao que é relatado na literatura como sendo a faixa ideal para a 

administração pulmonar (1 – 5 μm). Neste caso, deve-se salientar que esta análise 

considera as características do pó em meio aquoso apenas, dos aglomerados 

formados e a redução de aglomerados maiores até aglomerados menores. Nesta 

análise as características aerodinâmicas das partículas não são levadas em 

Tempos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 30 

d 0,1 (μm) 8,3 7,3 7,8 7,7 

d 0,5 (μm) 28,9 14,7 14,3 14,3 

d 0,9 (μm) 856,9 30,3 25,5 25,9 

SPAN 29,5 1,8 1,3 1,3 

d 4,3 (μm) 250,0 17,0 15,6 15,7 
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consideração, ou seja, o diâmetro aerodinâmico, a densidade e o perfil de 

deposição in vitro. 

Diante destes resultados, tornou-se necessário a determinação do diâmetro 

médio geométrico (dgeo) das partículas pela via seca. Estas análises foram 

realizadas utilizando o mesmo equipamento de difratometria de laser, porém 

utilizando o dispositivo específico para dispersão de pós (“Scirocco 2000 dry powder 

feeder”, Mastersizer® 2000, Malvern Instruments, UK), sob as condições 

experimentais previamente mencionadas. Neste equipamento ocorre um 

turbilhonamento do ar (ciclone) com pressão, fluxo de ar e de alimentação de 

amostra constantes. A amostra é desaglomerada pela força deste fluxo de ar e a 

leitura então é realizada. 

Na Figura 6, estão demonstradas as 3 leituras de 3 diferentes lotes da 

partículas de quitosana MPDap.  

 

 

Figura 6. Distribuição de diâmetro de partícula por volume de 3 diferentes 

lotes da MPDap analisados por via seca. 

 

Pode-se observar a partir da análise da Figura 6 que as 3 leituras de cada 

lote situam-se na faixa micrométrica (1 – 10 μm) e são sobreponíveis, demonstrando 

um controle tecnológico de diâmetro das partículas do pó e uma uniformidade de 

tamanho entre lotes. Além disso, o span, que reflete a polidispersão, foi próximo de 

1, o que indica uma baixa polidispersão sendo ideal para sistema polidispersos 

microparticulados.  
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Os resultados de diâmetro médio e span estão demonstrados na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Distribuição granulométrica por difração de laser de três lotes de 
micropartículas, via seca. 

 

 

 

 A média do diâmetro geométrico encontrado entre os lotes, por difratometria 

e pela via seca, foi em torno de 8 μm. Este resultado está mais próximo aos valores 

descritos para a administração pulmonar de fármacos (d aero: 1 – 5 μm), porém 

ainda é superior. No entanto, este valor encontrado é o diâmetro geométrico das 

partículas, que não leva em consideração a densidade das mesmas. Portanto, é 

imprescindível a determinação do diâmetro aerodinâmico das micropartículas. 

Igualmente, também são necessárias as avaliações por microscopia eletrônica de 

varredura, para verificar o tamanho da partícula primária, e a deposição in vitro das 

partículas em impactador em cascata de Andersen, simulando a distribuição das 

micropartículas no trato respiratório. 

 

5.2.3 Densidade de compactação e diâmetro aerodinâmico 

Os resultados das análises de densidade de compactação para cada lote de 

formulação, bem como os valores das massas pesadas e volumes medidos estão 

apresentados na Tabela 6. 

Amostras d 4,3 (μm) 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 
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Tabela 6. Análise da densidade de compactação dos 3 lotes de formulação. 
Valores de massa, volume bruto (V bruto), volume após 10 compactações (V 
10), volume após 500 compactações (V 500) e volume após 1250 
compactações (V1250) de cada uma das formulações. 

Amostras 
Massa 

(g) 

V bruto 

(mL) 

V 10 

(mL) 

V 500 

(mL) 

V 1250 

(mL) 

Densidade de 

compactação.  

(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 diâmetro aerodinâmico teórico (daero) foi calculado de acordo com a 

equação 3, previamente apresentada, que leva em consideração o diâmetro 

geométrico das partículas, obtidas por difração de laser pela via seca, e a densidade 

de compactação. Os valores de daero estão apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 7. Diâmetro aerodinâmico teórico das micropartículas de quitosana 
calculado a partir da densidade de compactação e do diâmetro geométrico 
(dgeo) obtido por difratometria de laser. 

Amostras 

Densidade de 

compactação  

(g/mL) 

d geo (µm) d aero (µm) 

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 (±)   0,61 

 

Os três lotes de micropartículas MPDap1, MPDap2, MPDap3 apresentaram 

diâmetros aerodinâmicos teóricos de 4,19 µm, 4,25 µm e 5,28 µm, respectivamente. 

Os dois primeiros lotes situaram-se dentro da faixa adequada para a administração 

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 

teórico foi de 4,57 ± 0,61, dentro da faixa preconizada para o uso de fármacos pela 

via pulmonar. Esses resultados demonstram que essas partículas são adequadas e 

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

 

5.2.4 Avaliação morfológica por microscopia eletrônica de varredura 

 A técnica de microscopia eletrônica de varredura é muito importante na 

caracterização de micropartículas. Essa técnica permite a observação da morfologia 

das partículas, topografia, presença ou não de poros, determinação do tamanho da 

partícula primária isolada e, ainda, a verificação da distribuição de tamanho do 

sistema (Vehring, Foss et al., 2007; Li, Yan et al., 2011). 
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 A Figura 7 corresponde às micropartículas de quitosana obtidas por spray-

drying. Pode-se observar que essas partículas são esféricas, o que está de acordo 

com a literatura, que relata que partículas 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 análise, foi possível observar que as partículas 

apresentaram um tamanho inferior aos obtidos pela análise por difratometria de 

laser, sendo esses tamanho na faixa entre 1 e 5 µm. Essa diferença se dá, 

provavelmente, devido ao fato de algumas partículas ainda permanecerem 

aglomeradas durante a análise de difratometria de laser, tanto pela via úmida 

quanto pela via seca. Como discutido anteriormente, esses diâmetros observados 

na microscopia eletrônica de varredura, corroborando com os resultados 

encontrados na determinação do diâmetro aerodinâmico das partículas, são ideais 

para a administração pulmonar. 

 Pode-se observar, também, a partir destas imagens, uma tendência à baixa 

polidispersão do sistema, que apresenta a maioria das partículas na faixa 

micrométrica (1 – 5 µm), embora algumas partículas maiores que 5 e menores que 1 

µm também foram evidenciadas. 

A B 
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Quanto à topografia, as imagens revelam que as partículas são lisas e sem 

poros. Uma superfície lisa das micropartículas reflete um bom fluxo do pó, o que 

permite uma melhor dispersão destas partículas, devido a menor presença de forças 

de atrito entre a superfície das partículas (Tonon, Brabet et al., 2009). 

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

aumento de 10000x.  

 

 

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

10000x. 

 

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

A partir das fotos de microscopia eletrônica de varredura pode-se verificar o 

tamanho da partícula primária. Observando a Figura 9, nota-se que o tamanho da 

partícula primária, neste sistema particulado, é menor que os diâmetros obtidos 

pelas técnicas de difração de laser (cerca de 8 µm). Nesta foto encontra-se uma 

A B 
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partícula isolada com cerca de 1 µm, tamanho adequado para a administração 

pulmonar (Frijlink e De Boer, 2004). 

 

5.2.5 Deposição das partículas in vitro em impactador em cascata de 

Andersen 

Foi avaliada a deposição in vitro das micropartículas em impactador em 

cascata de Andersen (ACI). Esta avaliação é de extrema importância no 

desenvolvimento de sistemas carreadores de fármacos visando à via pulmonar, pois 

representa o perfil de deposição das partículas no trato respiratório simulado. 

Com estas análises tem-se uma estimativa de como essas micropartículas 

vão se distribuir no trato respiratório e onde ficarão depositadas, além de ser 

possível determinar a fração de partículas finas respiráveis depositadas nos estágio 

correspondente a faixa de 0,4 – 5,8 µm, (FPF – fine powder fraction). O FPF é um 

parâmetro importante, pois reflete a porção de partículas que são capazes de 

chegar às partes mais profundas dos pulmões, as quais garantem uma maior 

concentração de fármaco no sítio alvo e maior eficácia terapêutica. 

A Figura 10 apresenta a média dos perfis de distribuição de três lotes 

diferentes da formulação MPDap. 
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Figura 10. Perfil de distribuição das micropartículas avaliadas em impactador 
em cascata de Andersen. Cada estágio refere-se à média ± desvio padrão (n = 
3), o FPF representa a soma dos estágios 2, 3, 4, 5, 6 e 7 (0: 9,0 – 10,0 µm; 1: 
5,8 – 9,0 µm; 2: 4,7 – 5,8 µm; 3: 3,3 – 4,7 µm; 4: 2,1 – 3,3 µm; 5: 1,1 – 2,1 µm; 6: 
0,7 – 1,1 µm; 7: 0,4 – 0,7 µm. 

O estágio zero, que representa as partículas que ficam depositadas na região 

orofaríngea, além do pó remanescente na cápsula e no atuador, foi o que 

apresentou a maior quantidade de partículas entre os estágios, cerca de 38%. As 

partículas que permaneceram na cápsula e no atuador estavam aglomeradas, 

provavelmente o que dificultou a dispersão pelo ar e a deposição no impactador. 

Os valores de FPF que constam na literatura são variados, situando-se de 10 

até 80%. Contudo, não há um consenso de um valor ideal de FPF para a 

administração pulmonar de uma formulação (Sansone, Aquino et al., 2009; Aquino, 

Prota et al., 2012). O resultado obtido apresentou uma fração de partículas finas 

respiráveis de, aproximadamente, 50%.  

Um aspecto importante a ser analisado é que esta formulação foi idealizada e 

preparada sem a presença de adjuvantes de secagem. Mesmo sem adjuvantes, 

apresentou morfologia e características aerodinâmicas adequadas para o uso 

pulmonar proposto. 

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

veiculação de fármacos para inalação pulmonar. 
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5.2.6 Quantificação da dapsona nas micropartículas por CLAE 

 As partículas de dapsona apresentaram um carga de fármaco de, 

aproximadamente, 1 % (Tabela 8), em relação à quantidade total de sólidos da 

formulação o que corresponde a 10 mg de dapsona/g de pó. 

 A quantidade de dapsona associada às partículas foi inferior à esperada 

(7%). A concentração teórica esperada era de 73 mg de fármaco por grama de pó, 

no entanto, a quantificação mostrou uma concentração de 10 mg de fármaco por 

grama de pó. Durante o processo de secagem das formulações observou-se que 

parte do material seco ficou aderido à torre de secagem do equipamento formando 

um filme. Também foi observado pó na saída para o filtro na parte superior do 

ciclone. Neste sentido, a dapsona poderia estar associada a estes materiais 

perdidos, havendo, consequentemente, uma diminuição na concentração de 

fármaco no material coletado. O teor das micropartículas está apresentado na 

Tabela 8. A baixa variabilidade entre os lotes (recuperação da dapsona nos pós) 

indica que o sistema é homogêneo, não tendo havido segregação dos pós durante a 

secagem. 

 

Tabela 8. Concentração de dapsona nas micropartículas de quitosana. 

Amostras C (mg/g) 

MPDap 1 10,88 

MPDap 2 9,51 

MPDap 3 9,87 

Média 10,09 

Desvio (±) 0,58 
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5.2.7 Perfis de liberação in vitro 

 Objetivando avaliar o perfil de liberação do fármaco, foi realizada a dissolução 

in vitro da formulação, em tampão pH 7,4 a 37 ± ºC. 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 análise inicial do experimento de dissolução (Figura 11), pode-se 

observar que o fármaco livre dissolveu cerca de 80% nos primeiros 30 minutos de 

experimento e antes de 200 minutos de ensaio, todo o fármaco já havia dissolvido 

no meio de dissolução. Por outro lado, o perfil de liberação e dissolução da dapsona 

a partir das micropartículas apresentou duas fases distintas da dissolução: uma fase 

rápida de liberação, denominada burst phase, pois cerca de 55% do fármaco tinha 

sido liberado das micropartículas nos primeiros 30 minutos de experimento. Esta 

fase é, geralmente, caracterizada pela presença de fármaco adsorvido na superfície 

da partícula, assim como porção de fármaco que está dispersa na matriz polimérica, 

estando mais facilmente exposta ao meio de dissolução. 

    

Figura 11. Perfis de liberação obtidos pela dissolução da dapsona livre e das 

micropartículas contendo dapsona em tampão fosfato pH 7,4 utilizando 

dissolutor. 
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Após essa fase rápida, observou-se uma fase lenta de liberação. A liberação 

do fármaco no decorrer do ensaio demonstrou-se controlada e sustentada, 

caracterizando uma possível liberação biexponencial. Essa fase pode ser 

caracterizada pela porção de fármaco que está majoritariamente encapsulada no 

interior da micropartículas. Essa porção é referente a quantidade de fármaco que 

está dissolvida no núcleo da partícula, portanto demora mais para ser liberada. 

De posse dos dados de dissolução, fez-se necessário a modelagem destes 

perfis, afim de adequá-los ao modelo de liberação mais adequado. 

 

5.2.8 Modelagem matemática dos perfis de liberação 

 A partir dos perfis de liberação obtidos, foi realizada a modelagem 

matemática desses perfis. Para isso, foram testados os modelos monoexponencial e 

biexponencial para verificar a melhor adequação aos perfis de liberação. A 

modelagem foi efetuada até o ponto em que a formulação atingiu 100 % de 

liberação. Considerando os valores para o critério de seleção do modelo e os 

valores de coeficiente de correlação, além do ajuste do gráfico, o modelo 

biexponencial foi a que melhor descreveu os dados obtidos a partir da dissolução 

das micropartículas. Os resultados dos valores calculados estão apresentados na 

Tabela 9, a modelagem dos perfis pelo modelo monoexponencial está apresentado 

na Figura 12 e para o modelo biexponencial na Figura 13, para MPDap. 
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Tabela 9. Valores do critério de seleção do modelo (MSC) e coeficiente de 

correlação (r) para os modelos monoexponencial e biexponencial, para a 

formulação MPDap. 

Equação  MPDap 1 MPDap 2 MPDap 3 

Monoexponencial 

MSC 1,3125 -0,0900 0,1753 

r 0,9736 0,9066 0,9148 

Biexponencial 

MSC 6,8354 3,9046 3,5785 

r 0,9999 0,9989 0,9982 

 

 

 

Figura 12. Ajuste de gráfico da formulação MPDap segundo o modelo 

monoexponencial. 
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Figura 13. Ajuste de gráfico da formulação MPDap segundo o modelo 

biexponencial. 

A partir da modelagem matemática, pode-se constatar matematicamente que 

as partículas apresentaram um perfil de dissolução constituído de uma fase de 

liberação rápida (burst phase) e de uma fase de liberação controlada (fase lenta), 

caracterizando-se como um modelo biexponencial. 

Esta liberação rápida pode ser devido a uma porção do fármaco estar 

adsorvida ou retida na parede polimérica, mais próximo do meio de dissolução. 

Além disso, por ser um sistema polidisperso, a porção com partículas menores pode 

também contribuir para este burst de liberação, devido a uma maior disponibilidade 

do fármaco pela maior área superficial das micropartículas.  

 Após esta fase de liberação rápida, observa-se uma liberação controlada da 

dapsona até o final das 24 horas do ensaio de dissolução. Esta fase lenta de 

liberação ocorre devido à presença do polímero quitosana que possui propriedades 

para controlar ou retardar a liberação de fármacos a partir de sistema particulados 

contendo este polímero (Grenha, Seijo et al., 2005). Obteve-se a dissolução total do 

fármaco ao final das 24 horas de experimento 

 A Tabela 10 apresenta os parâmetros calculados: constante de liberação da 

fase rápida (α) e da fase lenta (β), a fração de fármaco 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. Parâmetros obtidos a partir da modelagem matemática, segundo o 
modelo biexponencial, para as micropartículas MPDap: constantes de 
liberação (α e β), porcentagem de fármaco que contribuiu para cada etapa (A e 
B) e tempo de meia vida (t1/2). 

Etapa MPDap 

Rápida 

A (%) 54,5 

α (min-1) 0.025 

t1/2 (min) 15.75 

Lenta 

B (%) 45,8 

β (min-1) 0.002 

t1/2 (min) 213.06 

  

Paralelamente, o perfil de liberação do fármaco livre foi modelado a partir do 

modelo monoexponencial, sendo obtidos os seguintes parâmetros: MSC 5,199, 

coeficiente de correlação de 0,9981, constante cinética de dissolução de 0,052 min-1 

e um tempo de meia vida de 13,45 minutos. Comparando-se esses valores ao 

obtidos para a fase lenta das micropartículas, pode-se constatar que houve um 

aumento significativo no tempo de meia vida, indicando a sustentação da liberação 

da dapsona.  

 A modelagem matemática dos perfis de dissolução também foi efetuada a 

partir da equação que descreve a Lei da Potência. Essa abordagem foi feita a fim de 

elucidar os mecanismos de liberação da dapsona a partir das micropartículas, pela 

determinação do parâmetro n. Os valores dos coeficientes de correlação, MSC e do 

parâmetro n, calculados para as micropartículas de quitosana (MPDap) estão 

apresentados na Tabela 11. 
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Tabela 11. Parâmetros obtidos a partir da modelagem pela Lei da Potência 

para a formulação MPDap. 

Parâmetro MPDap 

MSC 2.75 

R 0.9807 

n 0.39 

 

 Conforme pode-se observar as micropartículas apresentaram um n inferior ao 

estabelecido para processos caracterizados por difusão fickiana. Ritger e Peppas 

(1987) afirmaram, contudo, que em sistemas microparticulados polidispersos esses 

valores podem apresentar essa alteração (Ritger e Peppas, 1987). Eles 

descreveram que em uma mistura hipotética com 20 % de partículas de 20 μm, 60 

% de 100 μm e 20 % de 500 μm pela lei da Potência foi determinado um n = 0,30, 

que é considerado diferente do valor obtido para uma amostra monodispersa de 100 

μm (n = 0,43). Portanto, o valor calculado para MPDap (0,39), mesmo sendo inferior 

ao tabelado, pode se enquadrar nestas definições citadas. Dessa forma, pode-se 

concluir que as micropartículas de quitosana contendo dapsona possuem 

provavelmente um mecanismo de liberação governado pelo processo de difusão. 

 

5.2.9 Análise da toxicidade pulmonar 

 A análise do fluido de lavagem bronco alveolar é uma das metodologias 

descritas na literatura para a avaliação da toxicidade de substâncias (Todo, 

Okamoto et al., 2001). O resultado obtido do doseamento da lactato desidrogenase 

(LDH) dos grupos está 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 sódio (SDS, controle +), 

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

 

 Os resultados demonstraram que o SDS aumentou os níveis de LDH 

extracelular, caracterizando um efeito elevado de toxicidade. Contudo, tanto o 

fármaco, quanto as micropartículas apresentaram uma toxicidade significativamente 

inferior àquela apresentada pelo SDS (Hussain, Majumder et al., 2006). Pela análise 

estatística, o grupo tratado com micropartículas obteve resultados significativamente 

iguais àqueles animais para os quais apenas ar foi administrado. Esse primeiro 

resultado demonstra que as micropartículas possivelmente não possuam toxicidade 

para o tecido pulmonar. 

Outro indicativo de descontinuidade das membranas é a presença da enzima 

fosfatase alcalina no meio extracelular (Henderson, 2005; Hussain e Ahsan, 2005; 

Rawat, Yang et al., 2008). A quantificação desta enzima está apresentada na Figura 

15. 

Os resultados obtidos demonstraram novamente a toxicidade do SDS sobre o 

tecido pulmonar. Novamente, tanto o fármaco, quanto as micropartículas 

apresentaram uma toxicidade significativamente inferior àquela apresentada pelo 

SDS. Para esse teste, as quantidades doseadas de fosfatase alcalina no meio 

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

microencapsulada em relação à forma livre, neste parâmetro bioquímico. 

 

  

Figura 15. Doseamento da fosfatase alcalina no fluido de lavagem bronco 

alveolar dos animais tratados com dodecil sulfato de sódio (SDS, controle +), 

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

 

 Também foi realizada a quantificação dos níveis de proteínas totais e 

albumina no fluido de lavagem. Esses marcadores são importantes para avaliar o 

potencial citotóxico de tratamentos, pois uma vez quantificadas no meio extracelular, 

demonstram indícios de morte celular (Hussain, Majumder et al., 2006). A 

quantificação dos níveis de proteínas totais e albumina do fluido de lavagem estão 

apresentadas na Figura 16 e na Figura 17, respectivamente. 

 

A 

B 

B 

C 
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Figura 16 Doseamento de albumina no fluido de lavagem bronco alveolar dos 
animais tratados com dodecil sulfato de sódio (SDS, controle +), ar (controle -
), MPDap (micropartículas de quitosana) e dapsona (livre). 

 

Figura 17 Doseamento de proteínas totais no fluido de lavagem bronco 
alveolar dos animais tratados com dodecil sulfato de sódio (SDS, controle +), 
ar (controle -), MPDap (micropartículas de quitosana) e dapsona (livre). 

 

A Figura 16, referente à quantificação da albumina, mostra que não houve 

diferença significativa entre os grupos tratados com SDS, fármaco livre e 

micropartículas. No entanto, também não houve diferença significativa entre os 

animais tratados com as micropartículas e o grupo tratado apenas com ar. Pelos 

dados obtidos sugere-se que esta análise pode não refletir uma conclusão exata da 

toxicidade dos tratamentos. Então, foi realizada a análise dos níveis de proteínas 

A 

B 
A,B 
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totais presentes no fluido de lavagem. A Figura 17 mostra a quantificação das 

proteínas totais, onde se pode observar que os níveis proteicos, no grupo tratado 

com o fármaco livre, foram estatisticamente iguais ao grupo tratado com SDS, 

indicando similar toxicidade. Em contrapartida, esse teste bioquímico foi o primeiro a 

demonstrar que o tratamento com as micropartículas apresenta menor toxicidade 

que o tratamento com o fármaco livre e SDS. Um aspecto importante a ser 

ressaltado é a questão da liberação controlada da dapsona a partir das 

micropartículas, como evidenciado no experimento de dissolução in vitro. A menor 

toxicidade evidenciada da dapsona microencapsulada em relação à forma livre pode 

estar relacionada com a liberação controlada, ou seja, uma menor quantidade de 

dapsona está presente no tecido pulmonar na unidade do tempo. Isso sugere que o 

uso da dapsona encapsulada em micropartículas possivelmente reduz os riscos de 

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

 

5.2.10 Microscopia eletrônica de varredura dos pulmões 

Foram obtidas fotos de microscopia eletrônica de varredura dos tecidos 

pulmonares retirados de um animal de cada grupo testado.  

A partir da comparação das fotos de microscopia eletrônica de varredura dos 

tecidos pulmonares pode-se observar entre o pulmão sadio, que foi administrado 

apenas ar (Figura 18), e o pulmão que foi administrado a solução de SDS 0,1 % 

(Figura 19) uma diferença no aspecto do tecido.  
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Figura 18 Fotomicrografias de pulmão sadio nos aumentos de 500 (A) e 2500x 
(B). 

 

Figura 19 Fotomicrografias de pulmão danificado, tratado com solução de SDS 
0,1 % nos aumentos de 500 (A) e 2500x (B).  

 

Foi possível observar (Figura 18 – A) a constituição de um pulmão sadio com 

as inúmeras aberturas dos brônquios e bronquíolos e com mais detalhamento da luz 

do brônquio (Figura 18 – B). Por outro lado, na Figura 19 podemos evidenciar uma 

descontinuidade tecidual sugerindo lesão dos tubos respiratórios, pois percebe-se 

que as aberturas dos brônquios não são tão evidentes quanto nas fotomicrografias 

do pulmão sadio. Além disso, podemos observar a presença de hemácias no tecido 

mostrando que possivelmente ocorreu lesão vascular do tecido com extravasamento 

de eritrócitos 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 respiratórios. No entanto, na Figura 20 – 

B podemos observar a presença de hemácias no tecido. Este resultado corrobora os 

A B 

A B 
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dados bioquímicos que indicaram que o tratamento com o fármaco livre causa dano 

celular. 

 

Figura 20 Fotomicrografias de pulmão 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 micropartículas contendo dapsona. Nesta figura pode-se observar que o 

pulmão apresenta uma maior integridade tecidual, além disso foi possível observar a 

presença de micropartículas ainda aderidas ao tecido (Figura 21 – B). 

 

 

Figura 21 Fotomicrografias de pulmão tratado com micropartículas contendo 
dapsona nos aumentos de 1000 (A) e 2500x (B). 

 

Na Figura 22 pode-se evidenciar a presença de uma micropartícula alocada 

na luz de um bronquíolo. Uma aspecto importante a ser ressaltado é em relação ao 

diâmetro da luz do tubo respiratório (cerca de 4 µm) e o tamanho da micropartícula 

A B 
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inserida neste tubo (cerca de 3 µm), mostrando o tamanho reduzido das 

micropartículas e evidenciando à sua chegada às partes mais profundas dos 

pulmões, em regiões próxima aos alvéolos. 

 

Figura 22 Fotomicrografias de pulmão tratado com micropartículas contendo 
dapsona nos aumentos de 5500 (A) e 10000x (B). 

A B 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES  
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 O método de spray-drying mostrou-se adequado para a sua obtenção das 

micropartículas. O rendimento do processo de secagem foi de, aproximadamente, 

40%, no entanto, a quantidade de material coletado foi suficiente para a 

caracterização e avaliação das micropartículas. 

 O estudo de desaglomeração mostrou que as partículas, inicialmente 

aglomeradas, desaglomeram com o decorrer do tempo e agitação. Isso é 

evidenciado pela diminuição do tamanho médio e redução do span. 

 A análise de tamanho de partícula pela via seca demonstrou que as 

partículas apresentaram um tamanho geométrico médio de 8,5 µm. A análise do 

diâmetro aerodinâmico mostrou que as micropartículas de quitosana possuem um 

diâmetro médio em torno de 4,5 µm. Este diâmetro é ideal para a administração 

pulmonar, pois está dentro da faixa preconizada na literatura. 

A morfologia das partículas, por microscopia eletrônica de varredura, 

evidenciou que as micropartículas apresentaram um formato esférico, superfície lisa 

e ausência de poros. As micropartículas apresentaram um tamanho entre 1 e 5 µm, 

que é inferior àquele obtido na análise por difratometria, sendo o tamanho obtido na 

análise por MEV mais condizente à faixa ideal para a administração pulmonar. 

 As micropartículas apresentaram um perfil de dissolução in vitro descrito pelo 

modelo biexponencial, apresentando uma fase de liberação rápida (burst phase) e 

uma fase de liberação controlada, a qual é significativamente mais lenta que a 

dissolução do fármaco livre. Através da análise pela Lei da Potência foi possível 

constatar que as partículas não sofrem inchamento, tendo sua liberação controlada 

por difusão. 

 O perfil de deposição in vitro das micropartículas utilizando o impactador em 

cascata de Andersen mostrou que cerca de 38% das micropartículas ficam aderidas 

na parte do equipamento relacionada a região orofaríngea. No entanto, a porção de 

partículas finas respiráveis, que são a porção terapêutica das micropartículas, foi em 

torno de 50%, sendo essa quantidade considerada satisfatória para a aplicação 

pulmonar.  

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

quantificação da LDH apresentou uma toxicidade significativamente inferior àquela 
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apresentada pelo SDS, porém significativamente igual àqueles animais tratado 

apenas com dapsona livre. Por outro lado, a análise das proteínas totais e fosfatase 

alcalina, no fluido de lavagem, mostraram que o grupo tratado com o fármaco livre 

igual ao tratado com SDS. Por sua vez, o grupo com as micropartículas foi 

estatisticamente inferior ao grupo tratado com o fármaco livre e SDS. Esse primeiro 

resultado demonstra que as micropartículas possivelmente não possuam toxicidade 

para o tecido pulmonar. 

A partir das fotos de microscopia eletrônica de varredura foi possível observar 

que as micropartículas foram capazes de chegar nas partes mais profundas dos 

pulmões, pois foram observadas na luz dos bronquíolos com diâmetro inferior à 5 

µm. 

 O conjunto dos resultados experimentais apresentados neste trabalho 

sinaliza que as micropartículas de quitosana obtidas por spray-drying são uma 

estratégia bastante promissora para a administração pulmonar da dapsona.  
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8.1 ANEXO 1 

 

8.1.1 Validação de método analítico para doseamento de dapsona em 

micropartículas por cromatografia líquida de alta eficiência – CLAE  

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

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

Os parâmetros avaliados foram: especificidade (frente a uma formulação de 

micropartículas sem o fármaco), linearidade, precisão intermediária, repetibilidade, 

exatidão, limites de detecção e quantificação sendo os ensaios realizados em 

cromatógrafo Perkin Elmer Série 200 com detector UV/VIS. Os parâmetros 

cromatográficos encontram-se na Tabela 12. 

Tabela 12. Parâmetros cromatográficos utilizados na metodologia analítica 

para doseamento da dapsona em sistemas microparticulados. 

Parâmetros Condições 

Detecção UV (λ = 293 nm) 

Fluxo 0.7 mL/min 

Coluna  LiChrospher 100 RP18 (5 μm) (Merck) 

Fase móvel Acetonitrila:água:ácido acético glacial 

(40:59:1 v/v) 

Volume de injeção 100 µL 
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Para avaliação da especificidade, uma suspensão de micropartículas foi 

preparada da mesma forma que a suspensão de micropartículas contendo dapsona, 

porém sem a presença do fármaco. O mesmo volume, tratamento e diluição das 

partículas utilizado no teste de precisão foi utilizado para o teste de especificidade, 

porém utilizando-se a suspensão sem fármaco. Nesse teste nenhum pico de 

absorção foi detectado no tempo onde a dapsona é detectada, concluindo-se que o 

método é específico (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a avaliação da linearidade, três curvas analíticas foram construídas, 

com uma faixa de concentração utilizada de 0,10 a 10,0 μg/mL, sendo todas 

diluições realizadas em fase móvel. As amostras foram filtradas através de 

membrana com 0,45 μm de poro (Durapore, Millipore®) antes das análises e 

injetadas no cromatógrafo, registrando-se os valores das áreas. Na Figura 24 

apresentam-se a média das três curvas de analíticas.  

 

 

Figura 23. Em A) ponto da curva 7 µg/mL, B) micropartículas referente ao 
ponto 7 µg/mL e C) micropartículas sem fármaco. 
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Figura 24. Representação gráfica da média das três curvas analíticas. 

 

Na avaliação da repetibilidade seis amostras foram preparadas a partir das 

suspensões de micropartículas, para uma concentração de 1 µg/mL de dapsona. 

Para tanto as micropartículas foram diluídas em acetonitrila e levadas à extração em 

banho de ultrassom por 30 minutos para a total liberação do fármaco. 

Posteriormente, foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos e o 

sobrenadante foi diluído 20 vezes em fase móvel. Após, as amostras foram filtradas 

em filtro de 0,45 μm de poro (Durapore, Millipore®) e injetadas no CLAE, sendo o 

resultado da análise expresso em termos de desvio padrão relativo (DPR). A 

precisão intermediária foi avaliada através da comparação entre as injeções dessa 

mesma concentração (1 μg/mL) realizadas em dois dias consecutivos, calculando-

se, posteriormente, o DPR dos resultados das determinações. 

O teste de exatidão foi realizado adicionando-se uma quantidade conhecida 

de fármaco, a partir de uma solução mãe, a uma amostra branca de micropartículas 

tratada da mesma forma que as partículas de fármaco no teste de precisão. As 

concentrações utilizadas para o teste de exatidão foram de 0,25, 1,0 e 7,0 μg/mL.  

Os resultados de repetibilidade e precisão intermediária foram expressos em 

termos de desvio padrão relativo (DPR). A repetibilidade apresentou DPR de 2,8 % 
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para a sextuplicata da concentraçõo de 1,3 μg/mL. A precisão intermediária foi 

avaliada em dois dias consecutivos, com seis amostras em cada dia, de mesma 

concentração (1,3 μg/mL). Os valores de DPR foram 2,8 % e 2,4 % para cada dia. 

Para ambos os estudos os valores de desvios padrões relativos foram inferiores a 5 

%, conforme preconizado pelo ICH (2005) e RE 899 (ANVISA), demonstrando 

repetibilidade e precisão intermediária adequadas para o método analítico em 

questão. No que diz respeito à exatidão, o método permitiu a recuperação de 110,0 

± 1,3% para a concentração de 0,25 μg/mL; 103,5 ± 0,2% para 1,0 μg/mL e 100,2 ± 

2,2% para 7,0 μg/mL, o que o caracteriza como exato, segundo os preceitos da 

International Conference on Harmonization (2005) e RE 899 (ANVISA). 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados matematicamente, 

utilizando as equações 8 e 9, através da relação entre o desvio padrão da curva de 

calibração e sua inclinação, usando o fator multiplicador sugerido pela norma da 

International Conference on Harmonization (2005)  

 

 

     Equação 8 

 

             Equação 9 

 

onde LD é o limite de detecção, LQ o limite de quantificação, DP o desvio padrão da 

reta de calibração e B o coeficiente angular da reta de calibração. 

Os valores encontrados para os limites de detecção e quantificação foram de 

0,01 μg/mL e 0,03 μg/mL, respectivamente.  
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 A fase móvel foi considerada adequada, o pico referente à dapsona (Figura 

25) apresentou-se bem definido e com tempo de análise de 5,5 minutos. 

 

Figura 25. Cromatograma referente ao ponto de concentração 1 µg/mL de 
dapsona. 



 

108 

 

 

8.2 ANEXO 2 

 

8.2.1 Validação de método analítico para doseamento de dapsona em 

micropartículas por espectroscopia UV 

O método analítico para o doseamento da dapsona nos experimentos de 

liberação foi realizado através de espectroscopia UV. 

 Os parâmetros avaliados foram: especificidade (frente a uma formulação de 

micropartículas sem o fármaco), linearidade, precisão intermediária, repetibilidade, 

limites de detecção e quantificação sendo os ensaios realizados em 

Espectrofotômetro UV-Vis (Shimadzu, UV – 160A), em comprimento de onda de 260 

nm usando como solvente acetonitrila. 

 Para avaliação da especificidade, uma formulação branca foi preparada com 

todos os componentes das micropartículas, porém sem a presença do fármaco 

(Figura 26). O mesmo volume, tratamento e diluição das micropartículas utilizadas 

no teste de precisão foi utilizado para o teste de especificidade, porém utilizando-se 

a micropartícula sem fármaco. Foi efetuada uma varredura com essa formulação, 

não sendo observado nenhum pico de absorção em 293 nm. Dessa forma o método 

foi considerado específico. 

 

 

Figura 26. Em A) micropartículas sem fármaco e B) micropartículas referente 
ao ponto 5 µg/mL. 

 

B A 
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 Para a avaliação da linearidade três curvas analíticas foram construídas, a 

partir de três soluções-mãe diferentes, com uma faixa de concentração utilizada de 

1,0 a 10,0 μg/mL. Na Figura 27 a representação da média das três curvas analíticas. 

Os limites de detecção (Equação 8) e quantificação (Equação 9) foram calculados 

matematicamente através da relação entre o desvio padrão da curva de calibração e 

sua inclinação, usando o fator multiplicador sugerido pela norma da International 

Conference on Harmonization  - ICH (2005) e RE 899 (ANVISA). 

 

     Equação 8 

 

             Equação 9 

 

onde LD é o limite de detecção, LQ o limite de quantificação, DP o desvio padrão da 

reta de calibração e B o coeficiente angular da reta de calibração. 
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Figura 27. Representação gráfica da média das 3 curvas analíticas. 

 

 Os limites de detecção e quantificação foram calculados a partir das 

equações 9 e 10 com base nos resultados do experimento de linearidade. Dessa 

forma, os valores encontrados foram de 0,15 μg/mL para o limite de deteção e 0,45 

μg/mL para o limite de quantificação.  

 Na avaliação da repetibilidade seis amostras foram preparadas a partir das 

micropartículas, para uma concentração que estivesse dentro da curva analítica. 

Para isso 50 mg de pó foram adicionadas a um balão volumétrico (25 mL) com 

acetonitrila e levadas ao processo de extração por de 30 minutos em banho de 

ultrasson. Após esse processo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 

10 minutos. O sobrenadante foi coletado, diluído em acetonitrila (200 µL em um 

balão de 10 mL), filtrado em membrana de 0,45 µm (Durapore, Millipore®) e 

analisado por espectroscopia UV.  

 Os resultados de repetibilidade e precisão intermediária foram expressos em 

termos de desvio padrão relativo (DPR). A repetibilidade apresentou DPR de 3,05 % 

para a sextuplicata. A precisão intermediária foi avaliada em três dias consecutivos, 

com três amostras em cada dia, de mesma concentração. 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 padrões relativos foram inferiores a 5 %, demonstrando repetibilidade e 

precisão intermediária adequadas para o método analítico em questão.  
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8.3 ANEXO 3 

3.1 Carta de aprovação do comitê de ética de pesquisa em animais – CEUA – 

UFRGS 

 


