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RESUMO

A Pneumonia causada por Pneumocystis carinii (PCP) € uma das principais
doengas oportunistas que acomete pacientes portadores do virus HIV. Segundo
dados da Organizacao Mundial da Saude, cerca de 80 - 85% das pessoas portadoras
do virus sofrem de PCP. Essa infeccdo € pulmonar e o agente patoldgico permanece
apenas nos pulmodes. O tratamento convencional desta doenca é com uso de
medicacao com efeitos colaterais severos, neste contexto, a dapsona (DDS) surge
como um tratamento alternativo eficaz contra a PCP, que apresenta menos efeitos
colaterais. A dapsona é um farmaco da classe das sulfonas, com atividade
bacteriostatica e que quando administrado pela via oral causa efeitos adversos nas
células do sangue. Desta forma, o objetivo do presente trabalho é desenvolver
microparticulas de quitosana, pela técnica de spray-drying, visando a administracdo
pulmonar com efeito local da dapsona, para o tratamento da PCP. A microscopia
eletronica de varredura (MEV) mostrou que o tamanho de particula obtido foi
reduzido e adequado para administragao pulmonar (1 - 7 ym). O perfil de dissolucao
in vitro demonstrou uma liberacao biexponencial do farmaco a partir das
microparticulas, sendo essa caracterizada por uma fase de liberacdo rapida e outra
lenta, o que indica a sustentacao da liberacdo do farmaco.

Palavras-chave: Pneumonia Pneumocystis carinii (PCP), microparticulas, spray-
drying, liberacao pulmonar, dapsona.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Pneumonia causada por Pneumocystis carinii.

As doencas oportunistas sao muito comuns em pessoas com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), sendo essas, produtos de dois fatores: reducao
nas defesas imunoldgicas, causadas pelo virus HIV, e a exposicao didria a agentes
patogénicos. A lista dessas doencas oportunistas € extensa e de origem
diversificada, podendo destacar-se: doencas bacterianas (tuberculose e pneumonia
bacteriana), doencas de origem flingica (candidiase e meningite), doengas virais
(citomegalovirus e herpes), doencgas protozoarias (toxoplasmose e a leishmaniose).
Entre essas doencas se destaca a Pneumonia causada por Pneumocystis carinii
(PCP) (WHO, 1998), doenca oportunista mais frequentemente relatada em pacientes
portadores do virus HIV. Estima-se que 80 — 85% das pessoas com AIDS sofram de
PCP, e dessas 5 — 28% sao casos fatais (Cushion, 1985; Blum, 1992; WHO, 1998;
Fishman, 1998; Hughes, 2001; Kovacs, 2001; Chougule, 2008).

O Pneumocystis carinii, foi classificado inicialmente como protozoario, mas
apos estudos especificos, passou a ser classificado como fungo. No entanto, o mais
importante a se elucidar sdo as caracteristicas bioldgicas para, dessa forma, achar
uma terapia segura e eficaz (Hughes, 2001; Kovacs, 2001).

Através de estudos de microscopia foram evidenciadas trés formas de
ocorréncia do P. carinii : cistos, esporozoitos e trofozoitos, contudo nem o modo de
transmissao em seres humanos, nem o habitat natural do PA. carinii foram
determinados. O microorganismo ja foi encontrado em diversos animais selvagens e
de laboratdrio. No entanto, ndo foi constatado associagdo entre esses animais
reservatorios e a contaminacdo de humanos (Hughes, 2001). Na literatura é
abordado que o modo de transmissao ocorre pelas vias aéreas a partir de cistos
dispersos no ambiente (Hughes, 2001; Kovacs, 2001).

Os principais sintomas da doenca sao 0os mesmos da pneumonia: febre,
problemas respiratérios, tosse seca, dor no peito, taquipnéia e dispnéia. O
diagndstico da doenca é dificil, pois as manifestacbes clinicas nao sdo especificas
para diferenciar a PCP e outras doencas respiratorias comuns sendo necessario raio-
x dos pulmdes e analise histoldgica do tecido ou de fluidos pulmonares (WHO, 1998;
Hughes, 2001).



Para a prevencao, estudos recomendam a administracao de Dapsona 4
mg/Kg/dia, principalmente em criangas e lactentes portadores de AIDS. Devido ao
elevado risco de aquisicao de PCP nos primeiros anos de vida, a prevencao deve
comegcar logo aos 4 — 6 semanas de vida. Estudos em adultos evidenciaram que essa
dosagem é efetiva na profilaxia da doenca (Hughes, 2001).

O tratamento convencional desta doenca é o uso da associacdo de
trimetoprima e sulfametoxazol, pela via intravenosa. No entanto, esse tratamento é
invasivo, pode nao ser efetivo e € o que apresenta maior numero de efeitos
adversos em relacdo as outras terapias. Entre esses efeitos adversos estao: erupcao
cutdnea, febre, neutropenia, trombocitopenia, eritema multiforme, nefrotoxicidade
(Fishman, 1998; WHO, 1998). Dessa forma, a opgao passa a ser por tratamentos
alternativos, que apresentam uma relacdao risco-beneficio mais favoraveis. Entre
esses esta o uso de dapsona, relatado como um dos farmacos mais efetivos para
essa patologia (Hughes, 2001).

A infeccdo e o alojamento do agente patdgeno ocorrem nos pulmdes, dessa
forma é necessario que o agente terapéutico atinja os pulmdes para a efetividade do
tratamento. As terapias convencionais sao pela via oral ou intravenosa. Como a
biodisponibilidade do farmaco nos pulmdes por essas vias € baixa, torna-se
necessario a administracdo de altas doses. Contudo, estudos da literatura sugerem
que uma administracdo local aumentaria a eficacia do tratamento por aumentar a
biodisponibilidade do farmaco em seu sitio de acdo, além de diminuir os efeitos
adversos por requerer doses menores (Fishman, 1998; Kovacs, 2001; Hughes, 2001;
Chougule, 2008).

A administracao oral de dapsona, no tratamento de PCP, leva a uma baixa
concentragdo até o sitio de agdo, manutencao ineficiente das desordens causadas,
baixo indice terapéutico e efeitos adversos criticos. O uso da administracdo
pulmonar sitio-especifica pode promover uma maior acao farmacoldgica, melhora da
eficacia terapéutica, diminuicao os efeitos adversos extra pulmonares e, portanto,
pode ser promissora na manutencao da PCP (Chougule, 2008).

1.2. Dapsona

A dapsona (Figura 1) pertence a classe das sulfonas e é considerada um
farmaco efetivo contra diversas patologias. Entre as principais indicagdes
terapéuticas estdo: Hanseniase (Opromolla, 1997; WHO, 2009; Reveiz, 2009; Souza,
2010) lupus eritematoso; Pneumonia por Pneumocystis carinii e Toxoplasma gondii—
em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), malaria



resistente aos tratamentos convencionais e no Sarcoma de Kaposi (Lee, 1989; Wolf,
2000; Kovacs, 2001; Zhu, 2001; Sago, 2002; Goran, 2010;).
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Figura 1. Formula estrutural da dapsona.

A dapsona pertence a classe dos antibacterianos, uma das mais importantes
entre as classes de medicamentos existentes. De acordo com a nomenclatura
quimica oficial, este farmaco é a 4,4-Sulfonil bis benzeno amina, sendo também
conhecida por 4,4’ — diamino difenil sulfona, DDS, entre outros (Opromolla, 1997;
Goran, 2010).

Sua atividade bacteriostatica esta ligada a via de sintese de folato. Sua acao é
através da inibicao da sintese do acido diidrofdlico por competicdo com o acido p-
amino benzdico pelo sitio ativo da enzima diidropteroato sintetase no interior do
microorganismo. Também possui atividade antiinflamatdria, porém esse mecanismo
ainda nao foi completamente elucidado (Wolf, 2000; Coleman, 2001; Goran, 2010).

E um composto lipofilico com uma adequada absorcao intestinal (80%) e um
tempo de meia-vida de 24 a 36 horas, podendo ser detectada no sangue por até 35
dias devido a reabsorcao intestinal através da bile. Quando é absorvida, a dapsona
sofre metabolismo de primeira passagem, N-hidroxilacao e N-acetilagdo, mediado
por enzimas do citocromo P-450 no figado (dos Reis Neto, 2006).

Esses compostos resultantes da metabolizacdo da dapsona no figado sdo os
responsaveis pelos principais efeitos adversos descritos para o seu uso. Entre os
principais efeitos adversos causados por esse farmaco estdo a anemia hemolitica,
metahemoglobinemia e a agranulocitose (Opromolla, 1997; Coleman, 2001; dos Reis
Neto, 2006; Kannan, 2009; Goran, 2010). Mesmo assim, esse farmaco é considerado
benéfico, seguro e barato nas diversas terapias para as quais é prescrito (Kannan,
2009).

Em 2008, Chougule e colaboradores obtiveram uma formulacao pulverulenta
a partir de lipossomas contendo Dapsona, para a vetorizagao pulmonar, visando
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uma prevencao efetiva e alternativa contra pneumonia causada por Pneumocystis
carinij, em pacientes imunodeprimidos. Os resultados demonstraram que o sistema
obtido, por spray-drying, foi capaz de prolongar a liberacdo da Dapsona por até 16
horas. Além disso, o autor observou a partir dos resultados obtidos, que essas
formulagbes podem desempenhar um papel promissor na manutencao e prevencao
desse tipo de pneumonia. Ainda foi possivel constatar que por apresentar uma
liberagao prolongada no local de acdo, era possivel um intervalo entre doses maior o
que leva a reducao dos efeitos colaterais sistémicos.

1.3. Microparticulas

Entre os sistemas multiparticulados para o carreamento de farmacos
destacam-se as microparticulas, as quais sao definidas como particulas de formato
esférico, inorganicas, organicas ou mistas, com tamanhos que variam de 1 a 1000
Mm. As principais caracteristicas desse tipo de sistema s3o: grande area superficial,
uniformidade de contetdo, tamanho e volume pequeno (Ravi Kumar, 2000).

As microparticulas podem ser classificadas como microcapsulas ou
microesferas. As microcapsulas sao sistemas que possuem um nucleo como
reservatorio de farmaco envolto por uma parede geralmente polimérica. Ja as
microesferas sao compostas por uma matriz polimérica onde a substancia carreada
pode estar uniformemente distribuida (Andrianov, 1998; Ravi Kumar, 2000;
Kawagushi, 2000; Jyothi, 2010).

Esses sistemas sao amplamente estudados como uma alternativa as terapias
convencionais. Apresentam varias vantagens em relacdo aos sistemas unitarios
convencionais como a possibilidade de modular o perfil de liberacao de farmacos. O
controle da liberacdo de farmacos se da pelo tempo que este precisa para se
difundir através do carreador e s6 entdo ficar em contato com o meio externo (Kim,
2000).

A microencapsulacao ainda pode promover o aumento da biodisponibilidade
de farmacos insoltveis administrados pela via oral (Yang, 2005). E possivel ainda
obter um efeito protetor do farmaco, aumentando a estabilidade, melhorando a
eficiéncia dos tratamentos, o que permite, muitas vezes, a administracao de doses
menores (Kim, 2000; Esposito, 2002;).

Quanto aos métodos de preparacao das microparticulas, varios sdo descritos
na literatura, podendo-se citar a coacervacao complexa, separacao de fases
poliméricas, polimerizacdo interfacial, centrifugacdo-extrusdo, evaporacdao de
solvente, aspersao, entre outros (Thies, 1996). Dentre estes, destaca-se a secagem
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por aspersao (spray-drying) por ser um processo rapido, realizado em Unica etapa,
de baixo custo, que nado utiliza solvente organico, sendo ainda passivel de
transposicao de escala (Oneda e Ré, 2003).

A técnica de spray-drying baseia-se na aspersao, através de uma torre de
secagem, de uma solucdo ou suspensao contendo a substancia ativa. Devido a
circulacdo de ar aquecido no equipamento, o solvente é evaporado
instantaneamente, resultando na transformacao das pequenas goticulas finamente
divididas (spray formado) em particulas sdlidas (Esposito, 2002).

Apds a obtencdo de sistemas microparticulados, estes podem ser
caracterizados fisico-quimicamente de acordo com o rendimento do processo, taxa
de encapsulamento, tamanho de particula e distribuicdo granulométrica, avaliacdo
morfoldgica por microscopia Optica e eletronica de varredura (MEV), avaliacdo do
perfil de liberacdo do farmaco encapsulado, estudo farmacocinético, entre outros
(Vehring, R. 2008; Oneda e Ré, 2003).

1.4. Sistemas de liberacao pulmonar

Nos Ultimos anos, o desenvolvimento de rotas alternativas as vias de
administracao convencionais tem sido o foco de muitas pesquisas na area cientifica.
Entre essas, a via pulmonar apresenta vantagem devido a grande area superficial
alveolar para absor¢do de farmacos, extensiva vascularizacao tecidual, fina barreira
epitelial, baixa acdo do metabolismo enzimatico da regido (em relacao as outras vias
de administracao) auséncia de metabolismo de primeira passagem, redugao de
alguns efeitos colaterais e possibilidade de reducdo na freqiiéncia de dose (Grenha,
2005; Learoyd, 2009; EI-Sherbiny, 2009; EI-Sherbiny, 2010; Thomas, 2010;
Hamishehkar, 2010;).

No entanto, o pré-requisito para desenvolvimento de carreadores para uso
por via pulmonar é a garantia das caracteristicas aerodinamicas do sistema (El-
Sherbiny, 2009). Para isso € necessario um diametro reduzido que possibilite a
inalacdo e chegada das particulas até os alvéolos pulmonares. Um adequado
tamanho de particula, (entre 0,5 e 6 ym) garante a maxima deposicdo nos pulmoes
e uma maior eficiéncia das microparticulas. No entanto, as particulas ndo devem ter
um tamanho maior que 6 um, pois a chegada as partes profundas dos pulmdes
poderia ser prejudicada e ainda a atividade enzimatica e poder de opsonizacao pelos
macréfagos poderia ser aumentada (Grenha, 2005; Learoyd, 2009; El-Sherbiny,
2010). Em contrapartida, o tamanho de particula ndo pode ser muito reduzido, pois



particulas muito pequenas podem ser exaladas durante a expiracao (EI-Sherbiny,
2010).

Em um estudo feito por El-Sherbiny e colaboradores (2010), foram
preparadas microparticulas com quitosana, PEG e Pluronic®, para a liberacdo
pulmonar sustentada de fluorsceina sddica. Como resultado foi obtido um sistema
com tamanho de particula adequado para a inalacao, que quando em contato com
alvéolos pulmonares sofria inchamento, proporcionando uma liberacdo sustentada
do farmaco com uma redugdo da atividade fagocitaria dos macrofagos (EI-Sherbiny,
2010).

Learoyd e colaboradores (2009) desenvolveram microparticulas de quitosana,
por spray-dryer, contendo dois modelos de farmacos. Um hidrofilico, representado
pelo sulfato de terbetalina e um hidrofdbico, representado pelo dipropionato de
beclometasona, para a administragao pulmonar. Neste estudo foi avaliada a relagao
entre quitosanas de diferentes pesos moleculares e o perfil de liberagdo obtido em
diferentes meios de dissolucao. O resultado obtido foi que a medida que se
aumentava o peso molecular da quitosana, um perfil de liberagao mais controlado
era obtido.

Em seu estudo, El-Sherbiny e colaboradores (2010), mostraram a eficiéncia
de um novo sistema carreador nano/microestruturado, obtido pela técnica de
secagem por aspersao, para administracao de uma proteina-modelo. Os resultados
obtidos neste trabalho evidenciaram uma liberagao pulmonar controlada em relacao
ao controle.

Grenha e colaboradores (2005) avaliaram o uso de microparticulas para
liberacdo pulmonar. Foi avaliado um estudo comparativo da liberacao da insulina a
partir das nanoparticulas de quitosana livres e destas microencapsuladas. Os perfis
de liberacao nao mostraram diferenca significativa no total liberado de insulina. No
entanto, a microencapsulacdo das nanoparticulas de quitosana por spray-drying,
proporcionou a utilizacdo desse sistema como pé inalatério, com caracteristicas
aerodinamicas adequadas para o uso pulmonar da insulina, como alternativa a
administracao convencional.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a reducao da toxicidade pulmonar da dapsona microencapsulada em
particulas catibnicas obtidas por secagem por aspersao.

2.2. Objetivos Especificos

e Preparar microparticulas de quitosana contendo dapsona, pela técnica de
secagem por aspersao;

e Realizar a caracterizagao fisico-quimica das microparticulas;

e Realizar estudos de liberagcao /in vitro, com objetivo de avaliar os perfis de
liberacao da dapsona a partir das microparticulas;

e Avaliar a toxicidade pulmonar da microparticulas, através da analise do fluido
de lavagem bronco alveolar (FLBA).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Matérias-primas:
e Dapsona (Deg, Sao Paulo, Brasil)
e Quitosana (Sigma Aldrich)
e Oleo de Framboesa (Embacaps)
e Monooleato de sorbitano - Span 80® - (Sigma Aldrich)
e Polissorbato 80 - Tween 80® - (Deg, Sdo Paulo, Brasil)
e Uretana (Acros Organics, New Jersey, USA)
e Dodecil sulfato de sodio (SDS)
e Solucao fisioldgica

3.1.2. Aparelhos e equipamentos:
e Mini Spray Dryer MSD 1.0 Lab Maq (Ribeirao Preto, Brasil);
e Homogeneizador Panda 2K NS 1001L;
e Espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu, UV — 160A)
e Metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN (Téquio, Japao);
e Microscopio Eletronico de Varredura Jeol Scanning Microscope JSM-5800
(Téquio, Japao);
o Zetasizer® NanoSeries — Malvern Instruments (Reino Unido)
e Master Sizer 2000 — Malvern Instruments (Reino Unido)
e Ultrasson (Ultra Cleaner 1400A — Unique)
e Ultraturrax (T25 basic IKA® - WERK)
e Dissolutor Vankel — VK7010
e Centrifuga
e Micro seringa Model DP-4 Dry Powder Insufflator™ (PennCentury)

3.1.3. Solventes, reagentes e outros materiais:
e Acetonitrila PA - Vetec
e Fosfato de potdassio monobasico - Nuclear (Sao Paulo, Brasil);
e Hidréxido de sddio — Nuclear (Sao Paulo, Brasil)



e Etanol P.A. (Synth, Diadema, Sao Paulo)
o Agua Milli-Q

3.2. METODOS

3.2.1. Analise da solubilidade da dapsona em diferentes dleos

A solubilidade da dapsona foi avaliada em diferentes dleos: buriti, semente de
uva, triglicerideos de cadeia média, girassol, semente de framboesa, copaiba, rosa
mosqueta, castanha do Brasil e cravo. Para isso, uma quantidade de dapsona (50
mg) foi deixada sob agitacdo magnética com o dleo (1 mL) por 24 horas a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 10000 g por 5 minutos,
em centrifuga de eppendorfs, e o sobrenadante foi coletado. Apds diluicao, as
amostras foram quantificadas por espectroscopia no UV a partir de metodologia
previamente validada (ANEXO 1).

3.2.2. Preparacao das microparticulas de quitosana

Para a obtencdo das microparticulas de quitosana, contendo dapsona, foi feita
uma emuls3ao entre uma fase aquosa contendo uma solugdo aquosa acida de
quitosana (1% m/v — 250 mL), juntamente com tensoativo polissorbato 80
(0,0875g) e uma fase oleosa contendo dapsona (0,25g), 6leo de framboesa (0,59),
monooleato de sorbitano (0,0875g) e etanol (12,5 mL). Essa formulacao foi deixada
sob agitagdo magnética e entdo homogeneizada em ultra-turrax por cinco minutos e
logo apds nebulizada em spray-dryer, sob as condicoes de secagem: temperatura de
entrada 150°C, pressao de 5 KgF e fluxo 0,3 L/h. Essa formulagao foi chamada de
MPDapT.

Uma parte da emulsdo primdria foi submetida ao processo de
homogeneizacdo a alta pressdao (3 ciclos, 500 bar) para verificar se a
homogeneidade da emulsdao primaria teria interferéncia nas microparticulas
formadas. Essa segunda formulacao foi chamada de MPDapH.

A formulacdao branca (MPBranca) foi preparada da mesma forma que a
MPDapT, porém sem a adi¢ao do farmaco.



3.2.3. Caracterizacgao fisico-quimica das microparticulas

3.2.3.1. Rendimento

O rendimento foi calculado dividindo a massa pesada apds a preparagao das
microparticulas pela soma de todas as massas das matérias-primas de cada
formulacado, excluindo-se a agua e o etanol, conforme descrito na Equagao 1.

Equacao 1

massa pesada
massa das matérias — primas

R = x100

3.2.3.2. Determinacdao do diametro e distribuicdo granulométrica das
microparticulas

O diametro e distribuicdo de tamanho das microparticulas foram
determinados, a 25 °C, pela técnica de difratometria de laser, utilizando o
equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments, UK). As amostras foram
adicionadas ao aparato de dispersdo contendo aproximadamente 100 mL de agua
destilada. A quantidade de amostra adicionada foi aquela suficiente para atingir uma
obscuracao entre 0,02 e 0,1. Antes de cada analise ser feita foi procedida a medida
de leitura de fundo (background). Para cada amostra foram realizadas 6 leituras com
intervalos de 5 minutos.

3.2.3.3. Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado, em triplicata de leitura, pela técnica de
mobilidade eletroforética utilizando o equipamento NanoSizer® zS (Malvern
Instruments, UK). Para isso, 20 mg das microparticulas foram suspensas em uma
solucao de NaCl 10 mM (previamente filtrada em membrana de 0,45 pm) com
auxilio de banho de ultrassom.
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3.2.3.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise morfoldgica foi realizada no Centro de Microscopia da UFRGS, por
microscopia eletronica de varredura (MEV, Jeol Scanning Microscope JSM-5800). As
amostras foram metalizadas em ouro (metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN) e analisadas
em diferentes aumentos.

3.2.3.5. Teor

Para o calculo do teor de farmaco nas microparticulas, exatamente cerca de
50 mg de pd foram adicionadas a um baldo volumétrico de 100 mL com acetonitrila
e mantida sob agitacao por 10 minutos seguidos de 30 minutos de homogeneizacao
em banho de ultrassom. Apds esse processo, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado, diluido (200 pL em um
baldo de 10 mL), filtrado em membrana de 0,45 um (Durapore, Millipore®) e
analisado por espectroscopia UV conforme metodologia previamente validada
(ANEXO1).

3.2.3.6. Perfis de liberagao in vitro

Os experimentos foram realizados em dissolutor (Vankel VK7010) utilizando-
se tampao pH 6,8 (tampao fosfato), em cubas de 900 mL, respeitando a condicao
sink (Cs = 400 pg/mL), metodologia de cestas (USP 1) e velocidade de agitacao de
100 rpm. Cada um dos ensaios foi realizado em duplicata.

A massa de microparticulas utilizada foi de 150 mg, acondicionada em
capsulas de gelatina dura. As amostras foram coletadas automaticamente (5 mL,
coletor VK8000) nos tempos 5, 15, 20, 25, 30, 40, 60, 90, 120, 240, 480, 720, 960 e
1440 minutos, sem reposicao de meio e analisadas posteriormente por
espectroscopia UV em 260 nm (metodologia previamente validada).

3.2.3.7. Avaliacao dos perfis de dissolucao

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

A eficiéncia de dissolucao (ED) foi determinada segundo a metodologia
descrita por Khan (1975) e comparada entre o farmaco livre e as duas formulagoes
microparticuladas através do método estatistico ANOVA (a = 0,05). A ED é uma
avaliacao modelo-independente que pode ser definida a partir da area sob a curva
de dissolucdo, sendo expressa como a percentagem da area de um retangulo que
descreve 100 % da dissolucdao de um determinado periodo de tempo (Equagao 2).
Para o célculo da area sob a curva foi utilizado o software Origin® 7.0.

Equacao 2

_ fgy.dt

ED
Y100 .t

x 100%

A modelagem matematica dos perfis de liberagdo foi realizada com o auxilio
do programa Micromath Scientist® (versdo 3.0, Micromath®, Inc., EUA) através do
ajuste dos dados experimentais a dois modelos: monoexponencial (Equacao 3) e
biexponencial (Equagao 4).

Equacao 3
%D = 100(1-e™)
Equacao 4
%D = 100[1-(Ae+ Be )]

Onde: %D é o percentual de dapsona dissolvida no tempo t; a e B sdo as
constantes relacionadas ao tempo de duragao dos dois componentes nos quais a
funcao de decaimento é decomposta e k s3o as constantes cinéticas observadas; A e
B sdo as concentracoes iniciais de farmaco.

A escolha do modelo que melhor descreveu os dados experimentais foi feita
através da analise do critério de selecao do modelo (MSC), do coeficiente de
correlagao e do ajuste do grafico.

Apods a determinacdao do modelo que melhor descreve os dados experimentais
de dissolucao, a

Equagdo 5 (Shargel, 2005) foi utilizada para o célculo do tempo de meia-vida (t;/2)
de liberacao para cada formulacao.
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Equacao 5

0,693
K

ti/2=

Onde K é a constante cinética determinada na modelagem dos dados.

Ainda foi aplicado o modelo da Lei das Poténcias aos perfis de dissolucao para
a obtencdo dos parametros a e n, 0s quais caracterizam um sistema quanto as
caracteristicas estruturais e geométricas, além do mecanismo de liberacao do
farmaco (Equacao 6).

Equacao 6
ft=at"

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

3.2.3.8. Analise da toxicidade pulmonar

A analise do fluido de lavagem bronco alveolar (FLBA) é um método efetivo
para a deteccdo de resposta inflamatdria pulmonar, o qual permite a detecgdo de
qualquer anormalidade nas células e componentes bioquimicos do trato respiratorio
inferior (Kowal-Bielecka, 2010). Dentre as varias metodologias descritas na literatura
para avaliar a toxicidade pulmonar de uma substancia, a analise do FLBA é um dos
métodos mais descritos para a identificacdo de agentes citotoxicos (Henderson,
2005).

Algumas substancias inaladas podem induzir mudangas no trato respiratdrio,
promover alteracdes em parametros bioquimicos e na permeabilidade do pulmao e,
em Ultima instancia, provocar a morte do individuo (Cryan, 2007). O aumento de
proteinas e um fluxo anormal de neutrdfilos sdo as alteracdes mais sensiveis a uma
resposta inflamatéria no FLBA. Portanto, pode-se detectar mudangas na
permeabilidade do epitélio pulmonar através da determinagdo da concentracao de
proteinas totais. A determinacdo de marcadores de citotoxicidade pulmonar, tais
como a enzima lactato desidrogenase (LDH), proteinas totais, fosfatase alcalinag,
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entre outros, figura entre os métodos mais utilizados para avaliacao da toxicidade de
materiais inalaveis (Henderson, 2005; Hussain, 2006).

A LDH é uma enzima citoplasmatica fundamental na oxidacdao de L-lactato a
piruvato e esta presente na maioria dos tecidos do organismo humano. Uma vez que
acontece morte celular, a LDH é liberada para o meio extracelular. Deste modo,
niveis extracelulares aumentados de LDH estdo relacionados com dano e morte
celular (Krugten, 1996). A determinacao da concentracao de proteinas totais no
fluido bronco alveolar é outro importante indicador de integridade celular, pois, na
presenca de um agente exdgeno, proteinas podem ser liberadas no espaco alveolar
devido a perda da integridade da barreira epitelial alvéolos-capilares (Zhang, 1996).
Estudos com animais tém demonstrado que a avaliacao do teor de proteinas totais é
um marcador sensivel para inflamacgdo (Hussain, 2006).

Para a avaliacao da toxicidade pulmonar das microparticulas foram utilizados
12 ratos Wistar machos. Esses animais foram mantidos sob condi¢des padronizadas
de temperatura, claridade, agua e alimentacdo. Os animais foram divididos em 3
grupos de 4 animais:

e Grupo Controle positivo — Dodecil Sulfato de Sédio 0,1% (SDS)
e Grupo Teste — Microparticulas de quitosana contendo Dapsona
e Grupo Comparativo — Dapsona

Os animais foram anestesiados com solugao de uretana (1,25g/Kg, I.P.),
previamente aos experimentos. Para a administracao intratraqueal dos tratamentos,
a traquéia foi exposta e uma incisdo realizada entre o 5° e 6° anel traqueal. Os
tratamentos foram administrados com auxilio de uma micro seringa com
quantidades pré-determinadas de cada tratamento para cada grupo. Apds 4 horas,
os animais foram sacrificados e os pulmdes removidos. Apds lavagem adequada dos
pulmdes, o fluido de lavagem foi centrifugado e o sobrenadante coletado para
quantificacao de lactato desidrogenase (LDH) e fosfatase alcalina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise da solubilidade da dapsona em diferentes oleos

O resultado dessa analise (Figura 2) demonstrou que a maior quantidade de
dapsona solubilizada foi encontrada no 6leo de semente de framboesa (1,14
mg/mL), sendo esse o Oleo escolhido para o desenvolvimento da formulacdo. Os
oleo de semente de uva e rosa mosqueta ndo apresentaram quantidades detectaveis
de dapsona solubilizada.

Solubilidade da Dapsona nos dleos
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Figura 2. Solubilidade da dapsona (mg/mL) para os diferentes 6leos
testados.

4.2, Preparacao das microparticulas de quitosana

As microparticulas de quitosana, contendo dapsona, foram obtidas com
sucesso seguindo a metodologia previamente descrita. As particulas obtidas a partir
da emulsao preparada em ultraturrax (MPDapT) apresentaram coloragao amarelada,
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caracteristica esta de sistemas microparticulados contendo quitosana (Learoyd,
2009), pulverulentas, e levemente aglomeradas.

Ja os poOs obtidos a partir da emulsdo preparada em homogeneizador
(MPDapH) apresentaram uma coloracao amarelo-claro, pulverulentas, no entanto,
com menor tendéncia a aglomeracao.

4.3. Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

4.3.1. Rendimento

Os rendimentos obtidos foram de 29% e 27% para as formulagdes MPDapH e
MPDapT, respectivamente. Esses valores estdo abaixo dos obtidos pela técnica
proposta (spray-drying), contendo quitosana descritos na literatura — de 40 a 75%
(Grenha, 2005; Alhalaweh, 2009). Os motivos para o baixo rendimento pode ser por
perda de pd que fica adsorvido na torre de secagem e ainda parte dele é perdido
pela parte superior do ciclone.

4.3.2. Determinacdo do diametro e distribuicio de tamanho das
microparticulas

A anadlise granulométrica das microparticulas foi realizada através de
difratometria de laser utilizando agua como meio ndo-solvente. Os resultados estao
demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicio granulométrica por difracido de laser das
microparticulas.

Amostra MPDapH MPDapT MPBranca
d(0,1) (um) 7.7 7.5 25.5
d(0,5) (um) 14.3 19.8 67.4
d(0,9) (um) 25.9 51.7 163.9
SPAN 1.271 2.231 2.054

D (4,3) (um) 15.7 31.3 83.8
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As particulas se apresentam aglomeradas. No entanto, na analise de
difratometria de laser da MPDapH (Figura 3) evidenciou a clara tendéncia a
desaglomeragao das particulas, o que nao foi observado para a formulacao MPDapT
(Figura 4).

Partichs 3za Distribution

10

Volume (%)

EIIIH 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

—MP-DAP chit homogen. quinta-feira. 21 de outubro de 2010 20:03:31

—MP-DAP chit homogen, guinta-feira, 21 de outubro de 2010 20:058:49

—MP-DAF chit homagen, quinta-feira, 21 de outubro de 2010 20:19:25

—MP-DAP chit homogen. quinta-feira. 21 de outubro de 2010 20:14:07

Figura 3. Distribuicao de tamanho de particula da MPDapH mostrando a
desaglomeragao.
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—MPC-Dap nova - Average, segunda-feira, 4 de outubro de 2010 17:26:14

—MPC-Dap nova - Average, segunda-feira, 4 de outubro de 2010 17:29:42

—MPC-Dap nova - Average, segunda-feira, 4 de outubro de 2010 17:33:45

—MPC-Dap nova - Average, segunda-feira, 4 de outubro de 2010 17:35:54

Figura 4. Distribuicdao de tamanho de particula da MPDapT mostrando a
desaglomeracgao.

O diametro médio baseado na determinacdo do volume das particulas (D
[4,3]) apresentou valores diferentes para as formulagdes MPDapT e MPDapH. As
particulas obtidas por homogeneizacao a alta pressao apresentaram um diametro de
aproximadamente 15 pm e um SPAN baixo (1.271), indicando uma maior
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homogeneidade de distribuicdo de tamanho, ou seja, baixa polidispersdao. Ja a
MPDapT apresentou um tamanho de particula de aproximadamente 31 ym e um
SPAN maior (2.231), indicando maior polidispersao do sistema. Esses resultados
sugerem que a passagem da emulsdo primaria em homogeneizador melhora a
homogeneidade dos componentes das microparticulas além de diminuir o tamanho
da goticula da emulsdo primaria obtendo assim um sistema com distribuicao
granulométrica mais estreita.

A formulacao branca apresentou diametro maior. Uma explicagdo pra essa
diferenca pode ser por uma provavel agregacao maior das particulas brancas. Na
andlise por difratometria de laser essa formulagdo mostrou uma tendéncia a
desaglomeragao maior que a MPDapT (Figura 5).

Particle Size Distribution
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—MPBranca, segunda-feira, 4 de outubro de 2010 17:44:38
—MPBranca, segunda-feira, 4 de outubro de 2010 17:49:30
—MPBranca, segunda-feira, 4 de outubro de 2010 17:59:13

Figura 5. Distribuicao de tamanho de particula da formulacao branca
mostrando a desaglomeracao.

O diametro obtido por esta técnica é superior ao que é indicado para a
administracao pulmonar (0,5 — 6 pm), dessa forma torna-se necessaria avaliagao por
microscopia eletronica de varredura.

4.3.3. Determinacgao do potencial zeta

O potencial zeta de ambas as formulagbes (MPDapH e MPDapT) foi de
aproximadamente +30 mV, caracteristico de sistemas que contém a quitosana
(polimero catibnico) na composicao. Os graficos representados na Figura 6 e na
Figura 7 apresentam a distribuicdao do potencial zeta de MPDapH (+29,2 mV) e
MPDapT (+32,8 mV), respectivamente.
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Quando comparado o potencial zeta das microparticulas contendo dapsona,
com a formulacao branca (sem a presenca de farmaco), 4,2 mV, observou-se uma
diferenca expressiva nos valores. Essa diferenca pode ser devido a presenca de
farmaco na superficie da particula, dessa forma a ionizacdo de grupamentos de
moléculas do farmaco contribuiram para o aumento do potencial zeta. Além disso, o
baixo valor de potencial zeta da formulacdo branca pode ter propiciado uma
aglomeracao maior das particulas no momento da analise de diametro de particula,
0 que corrobora com o resultado obtido por difratometria de laser, gerando um
didmetro superior ao das particulas carregadas com farmaco.

Os valores de potencial zeta mais elevados tornam-se vantajosos, pois
podem garantir uma maior estabilidade das microparticulas quando essas entrarem
em contato com os fluidos biolégicos. Assim evita-se a formacédo de aglomerados ao
longo do trato respiratorio, os quais poderiam dificultar a chegada da formulacéo aos
bronquiolos devido ao tamanho.

Zeta Potential Distribution

Tatal Courts
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Record 19: hemegeneizador media

Figura 6. Distribuicao do potencial Zeta da formulagcao MPDapH.
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Record 7: MPC-Dap nova turrax media

Figura 7. Distribuicao do potencial Zeta da formulacao MPDapT.
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4.3.4. Avaliacao morfoldgica por microscopia eletronica de varredura

A técnica de microscopia eletrénica de varredura € muito importante na
caracterizacdo de microparticulas. Essa técnica permite a observacdao da morfologia
das particulas, topografia, presenca ou nao de poros, determinacao do tamanho d
particula primaria isolada e ainda a verificagao da distribuicdo do sistema.

A Figura 8 corresponde as microparticulas provenientes a partir da emulsao
primaria passada em homogeneizador (A e B), MPDapH e provenientes do
ultraturrax (C e D). Pode-se observar que essas particulas sao esféricas, o que esta
de acordo com a literatura, que relata que particulas obtidas por spray-drying e
quitosana, geralmente apresentam esse formato (Alhalaweh, 2009; Learoyd, 2009).

18kU X1,888 18xm 18ku X3, 888

18kUV X1.868 181m 18kU X3, B8 SHm

Figura 8. Fotomicrografias de varredura de MPDapH (A e B) e MPDapT (C e
D).
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Com base nessa analise, foi possivel observar que as particulas apresentaram
um tamanho inferior aos obtidos pela analise por difratometria de laser, sendo esse
entre 1 e 7 ym. Essa diferenca se da provavelmente devido ao fato de algumas
particulas ainda permanecerem aglomeradas durante a analise de difratometria de
laser. Como discutido anteriormente, esses didmetros determinados na microscopia
eletronica de varredura sao ideais para a administracao pulmonar.

A analise de microscopia demonstrou uma maior homogeneidade de tamanho
de particula para a MPDapH corroborando o resultado de SPAN encontrado através
da anadlise por difratometria de laser. Outro aspecto importante a ser ressaltado é
gue as particulas dessa formulagdo estao menos aglomeradas que as da MPDapT,
caracteristica importante e desejada para administragdes por via pulmonar.

Quanto a topografia, as imagens mostram que as particulas sdo rugosas e
sem poros.

A Figura 9 corresponde a comparacao das formulacbes em diferentes
aumentos.

18kW X3, BOE 18kl X17.6866 1 mm

Figura 9. Fotomicrografias de varredura de MPDapH (A e B) e MPDapT (C e
D)
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Um aspecto importante a ser observado é que elas apresentam um tamanho
da particula primaria isolada bem préximos (1 a 7 pm). Isso nao foi observado na
analise por difracdo de laser, ja que para as particulas MPDapT o diametro foi duas
vezes maior do que as MPDapH. Dessa forma pode-se constatar uma maior
aglomeracao desse sistema, 0 que nao € interessante para o objetivo inicial.

Quando analisada a formulagdo branca, observou-se uma grande
aglomeracao das particulas (dados nao apresentados), fato esse que pode ter
gerado maiores valores de didmetro para essa formulacao, corroborando os dados
de tamanho de particula.

4.3.5. Teor

As particulas de dapsona apresentaram um carga de farmaco de
aproximadamente 5 %, sendo 51,3 = 4,5 mg/g para MPDapT e 55,3 mg/g para
MPDapH.

A quantidade de dapsona associada as particulas foi um pouco inferior a
esperada (7 %). Durante o processo de secagem das formulacdes observou-se que
parte do material seco ficou aderido a torre de secagem do equipamento formando
um filme. Também foi observado pd na saida para o filtro na parte superior do
ciclone. Neste sentido, a dapsona poderia estar associada a estes materiais perdidos,
havendo consequentemente uma diminuicdo na concentracdo de farmaco no
material coletado.

4.3.6. Perfis de liberacao in vitro

Objetivando avaliar o perfil de liberagdo do farmaco, a metodologia de
dissolugao /n vitro, em tampao pH 6,8 a 37° C, utilizando dissolutor foi realizada. A
escolha do pH 6,8 foi devido ao fato desse ser o pH do fluido pulmonar.

Através da analise inicial do grafico do perfil de dissolucao (Figura 10), pode-
se observar que o farmaco livre dissolveu cerca de 80% nos primeiros 30 minutos de
experimento. Por outro lado, o perfil de dissolucao da dapsona a partir das
microparticulas apresentou uma liberagdao mais lenta.
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Figura 10. Perfis de liberacao obtidos pela dissolucao da dapsona livre e
das microparticulas contendo dapsona em tampao fosfato pH 6,8
utilizando dissolutor.

Com o objetivo de verificar diferencas ou similaridades entre os perfis de
liberacdo, foi procedida a avaliacdo da eficiéncia de dissolucao (ED). Como
resultados obtiveram-se os seguintes valores: 82,4 + 3,8 % para o farmaco livre;
90,4 £+ 2,6 % para MPDapT; 89,3 + 2,4 % para MPDapH. A partir da analise desses
valores pode-se constatar que ha uma diferenca significativa entre a ED das
microparticulas quando comparadas com o farmaco livre. Entretanto, quando
comparadas entre si, as formulacdes de microparticulas MPDapT e MPDapH sdo
estatisticamente iguais (ANOVA, a = 0,05).

4.3.7. Modelagem matematica dos perfis de liberacao

A partir dos perfis de liberacao obtidos, foi realizado um estudo comparativo
das formulacOes microparticuladas com base na modelagem matematica desses
perfis. Para isso, foram testados os modelos monoexponencial e biexponencial. Em
todos os casos a modelagem foi feita até o ponto em que a formulacdo atinge 100
% de liberagao.

Considerando os valores para o critério de selecdo do modelo e os valores de
coeficiente de correlacao, além do ajuste do grafico, a equacao biexponencial foi a
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que melhor descreveu os dados obtidos a partir da dissolugago de ambas
microparticulas. Os resultados da comparacao entre os modelos estao apresentado
na Tabela 2 e a modelagem dos perfis pelo modelo biexponencial esta apresentado
na Figura 11 para MPDapT e na Figura 12 para MPDapH.

Tabela 2. Valores do critério de selecao do modelo (MSC) e coeficiente de

correlacao (r) para os modelos monoexponencial e biexponencial, para as
formulagoes de microparticulas.

MPDapT MPDapH
Monoexponencial MSC 0.3435 2.4797
r 0.6840 0.9690
Biexponendial MSC 6.0268 7.2863
r 0.9994 0.9998

Farmaco dissolvido (%)

Tempo (min)

Figura 11. Modelagem matematica da formulacao MPDapT segundo o
modelo biexponencial.
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Tempo (min)

Figura 12. Modelagem matematica da formulacao MPDapH segundo o
modelo biexponencial.

A partir da modelagem matematica, pode-se concluir que ambas as particulas
apresentaram um perfil de dissolucao constituido de uma fase de liberagao rapida
(burst phase) e de uma fase de liberacdo controlada (fase lenta). A fase rapida pode
ser associada a uma parcela de farmaco adsorvido na superficie da particula ou
reticulado na parede polimérica, o que resulta em uma liberacao inicial mais rapida.
A liberacdo sustentada provavelmente é referente a parcela de farmaco dispersa no
nucleo oleoso da particula.

A tabela 3 apresenta os parametros calculados: constante de liberacdo da
fase rapida (k;) e da fase lenta (kz), a fracao de farmaco que contribuiu para cada
fase (A e B respectivamente), bem como o tempo de meia vida para cada uma das
fases.

Tabela 3. Parametros obtidos a partir da modelagem matematica, segundo
o modelo biexponencial, para as microsparticulas MPDapT e MPDapH:
constantes de liberacao (k; e k;), porcentagem de farmaco que contribuiu
para a etapa (A e B) e tempo de meia vida (t,2).

Etapa MPDapT MPDapH
A (%) 60,0 54,5
Rapida ki (min™) 0.076 0.044
ti2 (min) 9.18 15.75
B (%) 40,0 45,8
Lenta kz (min™) 0.003 0.003
t1/2 (min) 229.99 213.06
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Paralelamente, o perfil de liberagao do farmaco livre foi modelado a partir do
modelo monoexponencial, sendo obtidos os seguintes parametros: MSC 5,199,
coeficiente de correlacdo de 0,9981, constante cinética de dissolucdo de 0,052 min™
e um tempo de meia vida de 13,45 minutos. Comparando-se esses valores ao
obtidos para a fase lenta das microparticulas, pode-se constatar que houve um
aumento significativo no tempo de meia vida, indicando a sustentacao da liberagao
da dapsona. Quando comparados os perfis de ambas as microparticulas, novamente
pode-se observar que nao houve uma diferenca expressiva entre os perfis de
liberacao.

A modelagem matematica dos perfis de dissolucao também foi feita a partir
da equacdao que descreve a Lei das Poténcias. Essa abordagem foi feita a fim de
elucidar os mecanismos de liberacao das microparticulas contendo dapsona, a partir
da determinacdao do parametro 5 e a tabela 4 indica os valores de n calculados e os
mecanismos de liberacao:

Na Tabela 4 esta a interpretacdo para os valores de n obtidos.

Tabela 4. Mecanismo de liberacao de substancias contidas em sistemas
particulados.

Expoente de liberagdo 7 Mecanismo de liberagao
Filme Cilindrico Esférico
0,50 0,45 0,43 Difusao fickiana
0,50<n<10|045<n<0,8 | 0,43<n<0,85 Transporte anomalo
1,0 0,89 0,85 Transporte caso 11

Os valores dos coeficientes de correlacdo, MSC e do parametro n estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros obtidos a partir da modelagem pela Lei das
Poténcias para as formulacoes MPDapT e MPDapH.

MPDapT MPDapH
MSC 2.73 2.75
R 0.9802 0.9807
n 0.27 0.39
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Conforme pode-se observar as microparticulas apresentaram um 7 inferior ao
estabelecido para processos caracterizados por difusao fickiana. Ritger e Peppas
(1987) afirmaram, contudo, que em sistemas microparticulados polidispersos esses
valores podem apresentar essa alteracao. Eles descreveram que em uma mistura
hipotética com 20 % de particulas de 20 yum, 60 % de 100 um e 20 % de 500 pym
pela lei das poténcias foi possivel calcular um 7 = 0,30, que é considerado diferente
do valor obtido para uma amostra monodispersa de 100 ym (n = 0,43). Dessa
forma, pode-se concluir que as microparticulas de quitosana contendo dapsona
possuem um mecanismo de liberacao governado por processo de difusao.

4.3.8. Analise da toxicidade pulmonar

A andlise do fluido de lavagem bronco alveolar é uma das metodologias
descritas na literatura para a avaliagdo da toxicidade de substancias. O resultado
obtido do doseamento da lactato desidrogenase (LDH) dos grupos esta apresentada
na Figura 13. A formulacao teste utilizada foi a MPDapH, pois apresentou um melhor
fluxo quando veiculada pela micro seringa.

250,00 -
200,00 -

150,00 -

u/L

100,00 -
ANOVA a=0,05

50,00 -

0,00 -
Controle + Micro Livre

Figura 13. Doseamento da lactato desidrogenase no fluido de lavagem
bronco alveolar dos animais tratados com dodecil sulfato de sodio
(controle +), MPDapH (micro) e farmaco puro (livre).

O resultado obtido mostra que o farmaco livre aumentou os niveis de LDH
extracelular, caracterizando um efeito elevado de toxicidade juntamente com o
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controle positivo, solucao de SDS (Hussain, 2005). Por outro lado, o grupo teste das
microparticulas apresentou uma concentragao significativamente inferior de LDH no
fluido de lavagem em relacdo ao grupo controle positivo e o farmaco livre,
demonstrando uma menor toxicidade celular e bioquimica dos pulmdes (ANOVA, a =
0,05). Além disso, a administracao da dapsona livre ndo foi possivel, devido a um
fluxo deficiente através do dispositivo de aplicacdo pulmonar. Para a administragao
desta, foi utilizada uma quantidade suficiente de lactose para o melhoramento do
fluxo. Em alguns estudos nao foi identificado toxicidade pulmonar da lactose
(Baldrick, P. et al, 1997; de Jesus Valle et. al, 2008). Tendo em vista o fluxo
deficiente da dapsona livre e a elevada toxicidade, a utilizacdo das microparticulas
para administracao pulmonar se torna interessante.

Outro indicativo de descontinuidade das membranas é a presenca da enzima
fosfatase alcalina no meio extracelular (Henderson, 2005; Hussain, 2005; Rawat,
2008). A quantificacdo desta enzima esta apresentada na Figura 14.

120,00 -
100,00 - I
80,00 -

= 60,00

=) ’ T ANOVA a=0,05

40,00 - T

20,00 -

0,00 T T ]
Controle + Micro Livre

Figura 14. Doseamento da fosfatase alcalina no fluido de lavagem bronco
alveolar dos animais tratados com dodecil sulfato de sodio (controle +),
MPDapH (micro) e farmaco puro (livre).

O resultado obtido evidenciou uma elevagao na concentracao da fosfatase
alcalina no fluido de lavagem nos grupos do farmaco livre e do controle positivo.
Esses dados corroboram com os ja obtidos acima para a LDH, evidenciando o
potencial citotoxico da dapsona na integridade celular e bioquimica do tecido
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pulmonar. Em contrapartida, as microparticulas apresentaram uma diferenca
significativa (ANOVA, a = 0,05) na comparagao com 0s grupos controle + e livre,
mostrando uma concentracao inferior da enzima fosfatase alcalina no fluido de
lavagem bronco alveolar, sendo menos toxica que o farmaco livre, portanto se
apresenta como um veiculo promissor para a administracao pulmonar da dapsona.
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5. CONCLUSOES

As microparticulas foram obtidas com sucesso, de acordo com a formulagao
proposta e o método de obtencdo, por spray-drying, foi adequado para objetivo
proposto.

A MPDapH apresentou um tamanho de particula reduzido em relacao a
MPDapT, evidenciado por difratometria de laser, e ambas mostraram estar
aglomeradas, mas com tendéncia a desaglomeracao em funcao do tempo.

Além dessa analise, essa técnica permitiu concluir que a MPDapH possui uma
distribuicdao de tamanho mais homogénea, o que pode inferir que a passagem da
emulsdo primaria em homogeneizador, pode ter diminuido o tamanho de goticula
produzindo microparticulas com tamanho reduzidos e com baixa polidispersao.

O potencial zeta para as particulas contendo o farmaco, quando em contato
com meio aquoso, foi adequado para evitar a formacao de grandes aglomerados
dessas formulagoes.

A morfologia das particulas, por MEV, evidenciou que tanto MPDapH quanto
MPDapT apresentaram um formato esférico, superficie rugosa e auséncia de poros.
Outra anadlise importante é referente a diferenca de tamanho observada por esta
técnica em relacdo a difratometria de laser. Por MEV as MP possuem um tamanho
entre 1 e 7 uym, que é inferior aquele obtido na analise por difratometria e esse
tamanho obtido se encontra na faixa ideal para a administragcao pulmonar.

O perfil de liberacao in vitro demonstrou que ambas as microparticulas
apresentam um perfil de liberagdo igual, porém diferente do ativo livre. O perfil da
microparticulas é descrito pelo modelo biexponencial tendo uma fase de liberacado
rapida (burst phase) e uma fase de liberacao controlada, a qual é significativamente
mais lenta que a dissolugdo do ativo livre. Através da andlise pela Lei das Poténcias
foi possivel constatar que as particulas nao sofrem inchamento, tendo sua liberacao
controlada por difusao.

O experimento animal da andlise da toxicidade pulmonar mostrou que o
tratamento com o farmaco livre proporcionou elevados niveis da enzima LDH e
fosfatase alcalina no fluido de lavagem bronco alveolar, indicando elevada
toxicidade. Por outro lado, as microparticulas apresentaram uma menor
citotoxicidade, pois indices menores de LDH e fosfatase alcalina foram encontrados,
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0 que torna promissor e interessante o uso da dapsona microencapsulada no
sistema carreador desenvolvido.
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7. ANEXO

7.1. Validacao do método analitico para as microparticulas de dapsona

A validacado do método analitico da dapsona foi realizada em
espectrofotometro UV. Os parametros avaliados foram: linearidade, precisao
intermediaria, repetibilidade, limites de deteccao e quantificacdo e especificidade
frente a uma formulagdo de microparticulas excluindo apenas o farmaco, sendo os
ensaios realizados em Espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu, UV — 160A), em
comprimento de onda de 260 nm usando como solvente acetonitrila.

Para a avaliacao da linearidade trés curvas de calibracdo foram construidas, a
partir de trés solugdes-mae diferentes, com uma faixa de concentracdo utilizada de
1,0 a 10,0 pg/mL. Na Figura 15 a representacdo das trés curvas de calibragcdo. Os
limites de deteccao (Equacao 7) e quantificacao (Equacao 8) foram calculados
matematicamente através da relacdo entre o desvio padrao da curva de calibracao e
sua inclinacao, usando o fator multiplicador sugerido pela norma da International
Conference on Harmonization (1996).

Equacao 7
3,33 .DP
LD = —B
Equacao 8
10 .DP
Q=5

onde LD é o limite de deteccdo, LQ o limite de quantificacao, DP o desvio padrao da
reta de calibragao e B o coeficiente angular da reta de calibracao.
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Figura 15. Representacgao grafica das curvas de calibragao.

Os limites de deteccao e quantificagdo foram calculados a partir das equagoes
7 e 8 com base nos resultados do experimento de linearidade. Dessa forma, os
valores encontrados foram de 0,15 pg/mL para o limite de detecao e 0,45 pg/mL
para o limite de quantificacao.

Na avaliacao da repetibilidade seis amostras foram preparadas a partir das
microparticulas, para uma concentracao que estivesse dentro da curva de calibragdo.
Para isso 50 mg de pd foram adicionadas a um baldo volumétrico (25 mL) com
acetonitrila e mantida sob agitagao por 10 minutos seguida de 30 minutos de
ultrasson. Apds esse processo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado, diluido em acetonitrila (200 uL em um
baldo de 10 mL), filtrado em membrana de 0,45 pym (Durapore, Millipore®) e
analisado por espectroscopia UV.

Os resultados de repetibilidade e precisao intermediaria foram expressos em
termos de desvio padrao relativo (DPR). A repetibilidade apresentou DPR de 3,05
para a sextuplicata. A precisdo intermediaria foi avaliada em trés dias consecutivos,
com trés amostras em cada dia, de mesma concentragdo. Os valores de DPR foram
3.05, 1,93 e 0,94 para cada dia. Para ambos os estudos os valores de desvios
padroes relativos foram inferiores a 5, demonstrando repetibilidade e precisao
intermediaria adequadas para o método analitico em questao.

Para avaliacao da especificidade, uma formulacao branca foi preparada com
todos os componentes das microparticulas, porém sem a presenca do farmaco
(figura 17). O mesmo volume, tratamento e diluicdo das microparticulas utilizadas
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no teste de precisao foi utilizado para o teste de especificidade, porém utilizando-se
a microparticula sem farmaco. Foi efetuada uma varredura com essa formulacao,
nao sendo observado nenhum pico de absorcao para a regiao de 260 nm (dados nao
apresentados). Dessa forma o método foi considerado especifico.

Figura 17. Graficos de analise de especificidade: A) MPBranca e B) MPDap
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